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RESUMEN

El género Darura tiene una amplia distribucion mundial, se le encuentra en regiones
tropicales y subtropicales de ambos hemisferios. El pais con mayor diversidad es México.
En la literatura se reconocen de 10 a 14 especies agrupadas en tres secciones.

En el presente trabajo, se realizé un estudio morfolégico y anatéomico de 11 especies de
Datura con distribucion natural en México, un hibrido putativo y una especie de
Brugmansia, para definir caracteres que contribuyan a delimitar taxondémicamente a estos
géneros y a las especies de Darura. Se describio el desarrollo del 6vulo, embrion y testa de
D. stramonium, asi como la anatomia y morfologia de la testa de las semillas de las especies
estudiadas. Se hizo un estudio morfoldogico de las semillas maduras con la ayuda del
microscopio electronico de barrido.

Los caracteres mas representativos son los que se encuentran en la zona de la taza del
hilo y en la superficie de la semilla. Con los datos obtenidos, se seleccionaron 39 caracteres,
para realizar un analisis de conglomerados y de componentes principales. Se efectuaron dos
analisis. El primero incluyd a todos los taxa e indicd que Brugmansia es distinto del grupo
Darura, especialmente por el tamaiio de sus semillas. El segundo analisis incluyo solo a
Darura y esto coincide con las tres secciones del género: a) Darnura con tres especies (de
semillas negras, reticuladas, taza del hilo triangular y surco micropilar corto); b) Dwrra con
siete especies (de semillas principalmente pardas, con tres 16bulos definidos. taza del hilo
ovada y eliptica, con carancula): y c¢) Ceratocaulis (semilla parda. con caruncula y
caracteres de adaptacion al medio acuatico). La semilla del hibrido putativo D. quercifolia
X D. stramoniuim es conespecifica con D. gquercifolia mientras que D. metel 1o es con D.
inoxia. A diferencia de lo consignado por otros autores D. discolor es mas similar a los taxa

de la seccion Darura.
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1 INTRODUCCION

El género Darura pertenece a la familia Solanaceae, la cual incluye especies de
importancia para el hombre, ya que muchas de ellas son comestibles y otras tienen
uso medicinal. El género Dartura es de amplia distribucion mundial y, en algunos
lugares, se le considera como una maleza (Holm et al.,, 1979). En Meéxico, a las
especies de Darura se les da el nombre de “toloache”, estas tienen uso medicinal,
aunque se debe tener cuidado porque Darura es toxica, especialmente las semillas
(Buxbaum, 1950; Martinez, 1969; Garcia-Barriga, 1992). En México, Datura metel
se utiliza como omamental, mientras que las otras especies silvestres son
aprovechadas unicamente como medicinales.

Brugmansia, otro género de Solanaceae, esta muy relacionado con el género
Darura. Las especies de Brugmansia son utilizadas como ornamentales en regiones
templadas y calido humedas. También se les emplea en la medicina regional y se les
da el nombre comin de “borracheros™ o “floripondios”. Su uso medicinal y
psicotropico es muy similar al uso que se le da a Darura. Las propiedades quimicas
entre Darura y Brugmansia son semejantes (Matuda, 1952: Lockwood, 1979;
Garcia-Barriga, 1992).

El interés por estudios en distintos aspectos de Darura se inicia desde fines del
siglo XIX (Avery, 1959), pero se ha enfocado principalmente a las especies mas
conocidas, como D. swramonium, D. metel y D. inoxia. Darura ha motivado a
numerosos cientificos para entender su taxonomia y la relacién entre las especies
que lo forman. Asi, Bernhardi (1833) propuso cuatro secciones dentro del género
Darura, incluyendo a Brugmansia; posteriormente otros autores, entre ellos
Lockwood (1973) consideraron tres secciones dentro de Darura y a Brugmansia
como un género distinto.

El presente trabajo aborda algunos aspectos anatomicos y morfolégicos de las
semillas de Darvra, como una fuente potencial de caracteres que complementen los

empleados en trabajos sistematicos del grupo.




Se han realizado estudios anatomicos y del desarrollo embrionario en semilla de
daturas cultivadas en otras regiones del mundo (Soueges, 1907, 1922; Satina. 1959),
pero aun- es necesario conocer algunos aspectos del desarrollo de la testa y las
caracteristicas de la carincula. Ain cuando nuestro pais es importante en la
dispersion y radiacion del género Darura. no existen estudios de morfologia y
anatomia de semillas de las especies mexicanas. En este trabajo se tomé como
referencia a D. srramonium, por su naturaleza herbacea, rapido crecimiento y su
amplia distribucion en el Distrito Federal, para establecer las bases ontogenéticas y
de la estructura seminal. Con base en los antecedentes, es evidente que no existe un
consenso en la definiciéon de los términos de la estructura de la testa. especialmente
en la descripcion de la epidermis interna y de la epidermis externa. asi. fue necesario
elaborar un glosario de los términos considerados en este trabajo.

La informacion que proporciona el microscopio electronico de barrido (MEB)
en la obtencion de caracteres micromorfolégicos es muy valiosa. El uso del MEB ha
venido a proporcionar informacion de la superficie y el relieve de frutos y semillas,
como fuente de caracteres taxonomicos (Bracamontes, 1982; Elizondo. et al. 1994).
Para describir las cubiertas seminales existe una terminologia caracteristica
(Barthlott, 1984: Stuessy. 1990). Todo estudio micromorfolégico necesariamente
debe ser acompariado por estudios anatémicos que correlacionen la estructura de las

superficies con la arquitectura interna (Stuessy. 1990).




2 ANTECEDENTES

2.1 Generalidades.

El género Darura tiene una amplia distribucién mundial, se le encuentra en
regiones tropicales y subtropicales de ambos hemisferios. Tiene un gran potencial
adaptativo, por 1o que se le considera como una maleza mundial. (Holm et al., 1979;
Symon y Haegi, 1991).

Datrura, segiin Safford (1922), deriva de la palabra arabe “Tatorah™. Linneo
latinizé el nombre indio “Dhatura” o “Dutra” y lo utilizé por primera vez como
nombre genérico en su obra Horrus Cliffortianus (1738). El género Darura se ubica
dentro de la familia Solanaceae Jussieu y se incluye en la tribu Darurcae. Algunos
autores consideran que Darura y Brugmansia representan un solo género y otros
consideran que son dos géneros. Darura incluye especies de habito herbaceo y
Brugmansia de habito arboreo o arbustivo. Las diferencias entre las caracteristicas
de las semillas de estos dos géneros también son muy evidentes. El género Darura
sensu stricto comprende tres secciones Darura (o Stramonium Bernhardi) con tres
especies, Durra Bernhardi con cinco especies y Cerartocaulis (Spac.) Bernhardi una

especie (Hammer et al. 1983).

2.1.1 Descripcion Botanica de Datura sensu lato.

En este trabajo se siguio la descripcion de Azcarraga (2001).

Hierbas o arbustos pequeiios. pubescentes, farinosos o glabros; ramificados
simpddialmente. Hojas alternas, peciolos delgados; margen entero. angulado o
sinuoso dentado: pelos glandulares o no. Flores solitarias, axilares. vistosas.
pediceladas, erectas, o colgantes., gamopétalas. actinomorfas; caliz largo, tubular,
pentalobado o algunas veces espataceo y con hendidura o grieta longitudinal en un
costado, con frecuencia es circuncisil cerca de la base del fruto: corola
infundibuliforme con el tubo largo y delgado. limbo abierto. pentalobado con 10

dientes, 16bulos largamente acuminados. plegados en el boton, glabra o casi glabra;




estambres 5, filamentos adnados cerca de la mitad del tubo de la corola, anteras
lineares, dehiscentes longitudinalmente; ovario supero, bilocular, a veces falsamente
4 locular en la mitad inferior, placentacioén parietal con numerosos ovulos, estilo
filiforme, simple. no exerto, estigma bilobado. Fruto una capsula ovoide o globosa,
puede ser una baya ovoide subglobosa. superficie lisa o con aguijones delgados o
robustos, .dehiscentes en 4 wvalvas, en algunas especies es irregular. Semillas
numerosas, comprimidas lateralmente, en forma de D, arrifionadas o irregulares.

superficie finamente punteada, ocasionalmente con una apariencia rugosa, embrion

curvado dentro del endospermo. -

2.1.2 Aspectos etnobotanicos.

Actualmente son tres usos fundamentales que se le dan a las especies de Darura:
medicinal, psicotropico y ornamental. En la medicina tradicional se utilizan todas las
partes de la planta. la especie mas usada es D. srramonitun. Su administracion es
externa. debido a que se le considera como una planta toxica y por lo tanto se aplica
en forma de cataplasma, vapor de la infusién. lavados o aplicaciones de sus cenizas.
Las semillas son consideradas como las estructuras mas toxicas (Martinez, 1969;
Bye, 1979; Garcia-Barriga, 1992). Las preparaciones de Darura se utilizan para
aliviar infecciones de la piel y los dolores de diversas partes del cuerpo, contra el
asma, tos ferina. hemorroides, para bajar la fiebre. varices. inflamacion y reumas
(Martinez, 1969: Lockwood, 1979; Bye et al.. 1991). Estas plantas han sido
utilizadas por grupos indigenas americanos desde antes de la conquista (Lockwood,
1979:. Fuentes, 1980b); en México han sido empleadas con fines medicinales,
rituales y ceremoniales.

El uso medicinal que se le da a Brugmansia es muy similar al de Datura
(Matuda, 1952: Lockwood, 1979: Garcia-Barriga. 1992). Especies como D. mertel y
D. stramonium son ampliamente reconocidas como ormnamentales en varios paises o
son cultivadas con fines medicinales (Fassina, 1961 y Lu An-Ming, 1986). D. merel

se utiliza en México como omamental en lugares calido humedos. Las especies de




Brugmansia son nativas de América del Sur; ademas son cultivadas y utilizadas en
la medicina regional y en las practicas religiosas de diferentes pueblos indigenas
americanos. En México se encuentran en solares y huertos en diferentes climas
(Lockwood, 1979; Matuda, 1952).

2.1.3 Aspectos quimicos y farmacolégicos.

En Darura y Brugmansia existen numerosos estudios quimicos, fitoquimicos y
farmacolégicos en los cuales se reconoce la presencia de alcaloides derivados del
tropano. Los principales son hioscina, hiosciamina y atropina. En el género Darura
se han encontrado hasta 31 alcaloides distintos; ademas de los ya mencionados se
reportan meteloidina. apohioscina, apoatropina, tropina, tigliodina. norhiosciamina y
norscopolamina: entre otros no derivados del tropano se mencionan cuscohigrina y
nicotina (Leete, 1959; Schultes y Hofmann, 1980; Bye et al.. 1991). Existe variacion
en la concentracion de los alcaloides, dependiendo de la especie y de la estructura de
la planta. La variacion también esta dada por las condiciones ambientales donde
crece la planta. tales como luz, humedad. temperatura y disponibilidad de nitrégeno
(Weaver y Warwick, 1984). La hioscina. la hiosciamina y la atropina son
ampliamente utilizadas por sus efectos en el sistema nervioso central y sistema
nervioso periférico. La hioscina es el principal componente activo.

En estudios de la retina, dichos alcaloides se aplican como midriaticos (provocan
dilatacion de la pupila, paralizan el iris y el masculo ciliar). Se usan ademas como
hipnoéticos y en general como antiespasmodicos (Leete. 1959: Martinez, 1969; Bye
et al. 1991; Garcia-Barriga. 1992). La hioscina produce efectos drasticos sobre la
corteza cerebral. es depresor del sistema nervioso central y se utiliza como
anestésico local. La hiosciamina se aplica contra la tosferina, el enfisema pulmonar
y en particular para controlar el asma (Leete., 1959; Font Quer, 1953; Mata. 1987;
Bye et al.. 1991: Garcia-Barriga. 1992).
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2.1.4 Taxonomia de Datura L.

En su obra Species Plantarum, Linneaus (1753) describio tres especies bajo el
género Darura: D. metel, D. stramonium y D. arborea (=Brugmansia candida
Persoon) (Hadkins et al., 1997). En el mismo aiio Linneo describié D. ferox en su
obra Demostrationes Plantarunm. Persoon (1805) utilizé el nombre genérico
Brugmansia, reconociendo a ciertas especies como distintas de Da/ura. En 1833,
con el antecedente de la descripcion de otras especies, Bernhardi separ6 el género
Darura en cuatro secciones: 1 Brugmansia, 11 Srtramonium, 111 Dutra y IV
Ceratocaulis. Posteriormente Lagerheim (1895) publicé un estudio muy completo
sobre las brugmansias. Safford (1921) reconocid las cuatro secciones, pero en el
siguiente orden: | Srramonium (con tres especies), 11 Durra (con seis especies), 111
Ceratocaulis (una sola especie) y 1V Brugmansia (con catorce especies arbustivas):
Barclay (1959) consideré a Brugmansia como un subgénero de Datura. Con 33
caracteres estudiados Lockwood (1973) reconocid a Brugmarnsia como género
distinto de Darwra. Hammer et al. (1983) presentan una clasificacion de Darura L.
reconociendo cuatro secciones: Brugmansia Bemh, Ceratocaulis (Spach.) Bernh.
(una especie), Darura (=Stramonium Bernh.) (tres especies) y Durra Bernh. (cinco
especies), considerando otras dos especies como sindnimos en D. discolor. Fuentes
(1980a) y Bye (1986) adicionan dos especies mas a esta ultima seccién. Symon y
Haegi (1991) consideraron tres secciones dentro de Darura: Dartura, Dutra y
Cerarocaulis. Trabajos recientes de Persson et al. (1999) y Jiao et al. (2002)
encontraron diferencias entre Darura y Brugmansia basadas en polen e isoenzimas
respectivamente.

Fuentes et al. (1986) realizaron un analisis multivariado del género Darura,
con el fin de esclarecer su taxonomia. Sus resultados muestran separacion de dos
subgéneros: subgénero Brugmansia, que comprende las especies arbustivas y el
subgénero Dartura, formado por las especies herbaceas, con las secciones Darura (=

Srramonium), Durra y Ceratocaulis.




En el Cuadro 1 se presentan los caracteres morfologicos y ecologicos que se

han empleado en la descripcion y clasificaciéon de Darura.

Cuadro 1. Caracteres morfolégicos y ecolégicos de las secciones de Datura sensu lato.
(Modificado de Safford, 1921)

1 1 111 wv
Seccion / Datura Durtra Ceratocaulis Brugmansia
Caractercs
HABITAT terrestres terrestres acuaticas y terrestres
subacuaticas
FORMA DE herbaceas herbaceas herbaceas arboles
VIDA lignificadas pequefios o
arbustos
LONGEVI- anuales perennes, anuales perennes
DAD ocasionalmente
anuales
FLORES:
corola simple simple o doble simple simple o doble
posicion flores erectas flores erectas flores erectas flores colgantes
CALIZ : circuncisil cerca circuncisil cerca circuncisil en la base | no circuncisil
tipo de la base de la base
persistencia deciduo generalmente deciduo persistente
deciduo
persistente y persistente y cae con la corola, persiste a modo
base expandida a expandida como como un pequefo de caliz
modo de escudo |escudo rizado disco o copa, se abre espataceo
rigido o copa longitudinalmente
FRUTO: capsula capsula baya verde ovoide baya
tipo subglobosa
posicion erecta inclinada inclinada inclinada
dchiscencia regular longitu- irregular irregular indehiscente o
dinal en 4 valvas irregular
consistencia duro duro blando y esponjoso blando
del pericarpio
con aculeos aculeado o liso liso
ornamentacion | rigidos o rara vez | tuberculado,
liso aculeos a veces
flexibles y no
asperos,
pubescentes en
algunas especies
SEMILLAS :
forma reniforme reniforme reniforme triangular
color negra negra o parda parda parda
carincula ausente presente presente ausente




Como se puede ver en la literatura, el género Darura ha motivado a
numerosos taxénomos a entender la relacién entre sus especies, para lo cual se han
considerado aspectos ecoldgicos, morfolégicos, anatémicos, genéticos y quimicos,
entre otros.

Existen dos criterios en la clasificacion del género Darura L.. Uno considera a
Brugmansia dentro del género Datra como una seccion aparte (Benhardi, 1833;
Dunal, 1852; Safford, 1921; Hammer et al., 1983). Un segundo criterio estima a
Brugmansia como un género distinto, pero muy cercano a Darura (Persoon, 1805;
Lockwood, 1973). estos autores piensan que las especies herbaceas son distintas
morfolégicamente de las especies arbustivas. Siguiendo esta idea. numerosos
trabajos han apoyado esta propuesta Fuentes et al. (1986); Xiqués, et al. (1986);
Symon y Haegi (1991); Persson et al. (1999); NMace et al. (1999) y Jiao et al. (2002).

En este estudio, se siguid la clasificacion del género Darura propuesta por
Jiao et al., 2002. (Cuadro 2B). En esta propuesta se considera a Darura con tres
secciones: Darura (= Stramonium) con dos especies (sin incluir a D. férox, por no
pertenecer a las especies de México), Durra con ocho especies y Ceratocaulis con
una sola especie, y a Brugmansia sanguinea como representante del género
Brugmansia. A diferencia, con la clasificacion de Hammer et al., 1983, (Cuadro 2
A). en donde se considera a Brugmansia como una seccion dentro de Darura; la
seccion Dutra con cinco especies en donde se incluye a D. Akymarocarpa y D.
reburra como variedades de D. discolor; D. leichhardtii (=D. pruinosa), y no se
considera a D. /anosa, la cual fue descrita posteriormente a este trabajo. Las
secciones Cerarocaulis y Datura permanecen como lo proponen Hammer et al.

(1983).
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Cuadro 2. Clasificacion de Datura gsensu lato, propuesta por (A) Hammer et al. (1983) y
la clasificacion propuesta por (B) Jiao et al. (2002).

A B
Género: Datura Género: Datura

Seccion |: Datura (=Strarmonium Bernhardi):
D. quercifolia Kunth
D. stramonium L.

Dutra Bernhardi:

Seccion I: Brugmansia Bernhardi:

Seccién N: Ceratocaulis (Spach.) Bernhardi.
D. ceratocaula Willd.

Seccién HI: Dutra Bernhardi: Seccion il

D. discolor Bernh. D. inoxia Mill.

(D. kymatocarpa, D. reburra) D. lanosa A.S. Barclay ex Bye
D. inoxia Mill. D. metel L.
D. metel L. D. wrightii Regel
D. leichhardtii F. Muell. D. discolor Bernh.

(D. pruinosa Greenm.) D. kymatocarpa A.S. Barclay
D. wrightii Regel D. pruinosa Greenm.

D. reburra A.S. Barclay
Seccion IV: Datura (=Stramonium Bernhardi): Seccion lll: Ceratocaulis (Spach.) Bernhardi:

D. ferox L. D. ceratocaula Willd.
D. stramonium L.
D. quercifolia Kunth Género: Brugmansia Persoon:

B. sanguinea D. Don.

2.1.5 Distribucién.
El género Dartura se distribuye a nivel mundial en zonas tropicales vy

templadas. En la literatura se reconocen de 10 a 14 especies, de las cuales la mayoria
se encuentra en forma natural en el continente americano desde el suroeste de los
Estados Unidos, México a Centro América y las islas del Caribe. Lockwood (1973)
estima que durante el Terciario. las especies de Darura sufrieron radiacién
adaptativa en respuesta a un ambiente desértico. por lo que considera a México y la
region suroeste de los Estados Unidos (Megaméxico, Rzedowski, 1993) como el

centro de origen y evolucidon de las daturas. Asi, D. ceratocaula. ID. discolor, D.




inoxia, D. kymarocarpa, D. lanosa, D. metel, D. pruinosa, D. quercifolia, D.
srramornium, D. reburra 'y D. wrightii son consideradas como nativas de esa region y
cinco de éstas como endémicas de México. En Cuba se reporta a D. velutinosa como
endémica (Fuentes, 1980a). Numerosos estudios han tratado de esclarecer el origen
de este género que, al parecer, es en el Nuevo Mundo. Estudios biogeograficos
demuestran que las tres secciones de Darura se encuentran representadas en el
Nuevo Mundo y que en el Viejo Mundo no representan una unidad taxondmica
(Symon y Haegi. 1991). En Europa, Asia y otros lugares, este género se dispersé
rapidamente después del descubrimiento de América; esto fue principalmente en los
lugares en donde florecieron las primeras colonias espafiolas y portuguesas como
India, China, norte de Africa y Australia (Symon y Haegi, 1991).

Meéxico es el lugar en donde se encuentran distribuidas naturalmente once
especies, representativas de las tres secciones del género. De ellas, cinco son
endémicas a México: D. cerartocaula, D. kymatocarpa. D. lanosa, D. pruinosay D.
reburra. Existen numerosas fuentes historicas, las cuales indican que desde tiempos
muy remotos varias especies de Darura eran utilizadas por los grupos indigenas de
México. Ahi se menciona el ““toloatzin™ (cabeza inclinada). ahora Illamado
“toloache™. Escritos mas recientes, como la obra de Martinez (1969), mencionan
varias especies, sus usos, distribucion, datos quimicos y peligros. E! conocimiento y
uso de las daturas en nuestro pais, apoyan la hipotesis de que México es el lugar de
distribucion natural de la mayoria de las especies del género Daiura.

Las especies de Brugmansia, los Hamados “‘floripondios™, son conocidas y
utilizadas en paises sudamericanos y se considera su origen natural en esta region.
Probablemente Brugmansia y Datura tienen un ancestro comun; por un lado. las
especies del primer grupo evolucionaron y se distribuyen en las regiones calido
humedas de América del Sur y las del segundo grupo se dispersaron por las Antillas
y Centroamérica hasta llegar a México. asi evolucionaron en regiones templadas y
aridas dando origen a los taxa actuales de Darura. Asi, estos datos apoyan la

hipotesis del origen de Darura en América (Lockwood, 1979). De ahi la importancia
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del estudio de las especies en México. ya que es la region en donde se encuentra el
mayor numero de ellas, probablemente por su gran diversidad geografica,
climatologica y ecoldgica, favoreciendo la diversidad biolégica que caracteriza a
nuestro pais.

Datura pruinosa es considerada como endémica de México, pero esta especie
es morfologicamente semejante a D. leichhardtii que se distribuye en Australia; de
acuerdo con Avery (1959), estas son especies distintas, pero Hammer et al. (1983)
las consideran una misma especie, D. /eichhardtii, con dos subespecies /eichhardtii
y pruinosa; por esta razon, es necesario realizar estudios biogeograficos de este
complejo como apoyo a la taxonomia de este grupo. En el caso de D. quercifolia, su
mayor area de distribucién se encuentra en el territorio mexicano y s6lo algunas
poblaciones se encuentran en el suroeste de los Estados Unidos. Con D. wwrightii
ocurre lo contrario.

Al parecer. el género Darura ha evolucionado para adaptarse a las zonas aridas y
Brugmansia a las zonas humedas (Lockwood, 1973). Los caracteres que pueden
indicar la adaptacion a un medio arido de la mayoria de las daturas son: a) el
desarrollo de estructuras que protegen de la depredacion, principalmente de ratones
que consumen sus semillas, b) el desarrollo de la carincula, como alimento para las
hormigas que favorecen la dispersion, lo cual asegura un mayor porcentaje de
viabilidad de las semillas, gracias a la mirmecocoria y brindan un sustrato rico en

nutrimentos (O” Dowd y Hay, 1980; Baskin y Baskin, 1998).

2.2 La Anatomia de la semilla como apoyo a la Taxonomia.
2.2.1 Semilla y Taxonomia.
Anatomia y morfologia de la semilla.

La testa de la semilla brinda proteccién contra los animales que ingieren los
frutos, asi como al ataque de microorganismos y otros dafios, durante el periodo de
latencia. También., la testa puede impedir la entrada de agua. inhibiendo 1la

germinacion. El color negro de las semillas probablemente es producido por los
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taninos incrustados en las paredes de la exotesta (Suarez-Ramos y Engleman, 1980;
Carrillo-Ocampo y Engleman, 1994). De acuerdo a lo propuesto por Barthlott
(1984), la superficie de la testa presenta un arreglo que se puede agrupar en cuatro
categorias: a) pauron de arreglo celular (proyecciones, costillas. 16bulos, reticulos);
b) forma de la célula (contorno, limites de la pared anticlinal); c¢) relieve de las
paredes periclinales (tricomas, pliegues, protuberancias) y d) secreciones
epicuticulares (ceras, mucilago).

El funiculo es una estructura que une a la semilla con la placenta, es de tejido
suave y se separa en la semilla madura. La expansion del funiculo cerca de la zona
calazal, causa que algunas semillas presenten un hilo grande; el micropilo es una
pequeiia abertura que. al desarrollarse la semilla, puede mantenerse como un poro
ocluido o quedar completamente obliterado cercano o no al hilo; dichas
modificaciones pueden ser caracteristicas en ciertos grupos (Esau, 1976; Espinosa y
Engleman, 1998).

La caruncula es una excrescencia blanquecina. dura o carmosa, que se situa en
el extremo micropilar de la semilla, como consecuencia de una proliferacion de las
células del tegumento externo (Bhojwani y Bhathnagar. 1981). En regiones de
bosque templado. bosque deciduo o en el desierto, a cambio del alimento que puede
proporcionar la carmincula o eleosoma de la semilla a las hormigas, éstas aseguran su
dispersion y reducen la depredacion; ademas, las hormigas brindan a la planta un
sustrato rico en potasio. fosfato y nitrato (Fahn, 1974; Marshall, et al. 1979; Symon
y Haegi. 1991: Baskin y Baskin, 1998). La carincula también puede tener las
siguientes funciones: facilitar la hidratacién y deshidratacion de la semilla, inducir la
latencia de la semilla y guardar una reserva de agua para la germinacién (Lisci et al.,
1996).

Importancia taxonémica.
La importancia taxonéomica que tienen las semillas en la sistematica de las

angiospermas ha sido demostrada por diversos autores. quienes han propuesto




clasificaciones basadas principalmente en caracteres de la semilla. Comer (1976)
describié la morfologia de semillas de varias familias de dicotiledéneas; Bahadur y
Farooqui (1986) utilizaron caracteres de semilla y de la testa para clasificar 20
especies de Nicotiana, Bonilla et al. (2000) mediante un estudio de morfologia
comparada de semillas de especies de Nvmphaea de México, pudieron distinguir tres
subgéneros.

La taxonomia numérica es una herramienta importante para la clasificacion
bioldogica ya que por medio de evaluaciones estadisticas o numéricas de la afinidad o
similitud entre Unidades Taxondmicas Operativas (OTU’'s) puede inferirse el
agrupamiento de estas unidades en taxa, basandose en el estado de sus caracteres
(Sokal y Sneath, 1963). Se han realizado varios estudios de taxonomia numérica en
solanaceas en los cuales se han considerado muy pocos caracteres de semillas, tales
como el nuimero de semillas por fruto, el tamaiio (largo, ancho, diametro), la forma,
color, posicion del hilo y la superficie de la testa (reticulo, lamelas, tipo de punta,
contorno celular y tubérculos) (Soria y Heiser, 1961, Heiser et al., 1965, Bahadur y
Farooqui, 1986)

Las caracteristicas externas de la semilla, como tamario. forma. color de la
testa, hilo, micropilo, funiculo, presencia o ausencia de carauncula y otras estructuras
son de valor taxonémico. Semillas y frutos pequerfios presentan una alta y compleja
diversidad morfologica y micromorfoldgica, que proveen informacion de wvalor
taxonémico. En la semilla el hilo es la cicatriz que seiiala el sitio de unién a la
placenta o el funiculo. Su posicion, forma y estructuras que lo rodean pueden ser de
valor taxonémico.

Por otra parte. la anatomia de la testa ha sido de gran wvalor taxonémico a
nivel de familia. género y especie. En la testa madura, las caracteristicas
morfolégicas, anatomicas e histoquimicas varian notablemente entre las especies.
Por lo tanto. la testa puede ser util en la clasificacion e identificacion de las plantas
(Comer, 1976; Benson, 1962; Edmonds, 1983; Barthlott, 1984: Mauseth. 1988).

Entre las caracteristicas internas de la semilla con valor diagnéstico estan el numero
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de estratos que componen la testa, sus formas celulares y los componentes
histoquimicos; la calaza, el tejido vascular, la estructura del embrion y su relacion
con el endospermo, las cuales son de importancia taxonémica (Vaughan, 1970;
Cutter, 1971; Fahn, 1974; Barthlott, 1984; Esau, 1985).

Como la semilla es un érgano de almacenamiento de reservas nutritivas, en el
endospermo y también en el embrion se pueden encontrar sustancias, como granos
de aleurona, aceites y granos de almidon. Las proteinas en forma de granos de
aleurona, de cristales y globoides, son de poco valor taxonémico por ser muy
comunes. Los aceites, en comparacion, podrian servir para delimitar grupos de
plantas por el lugar en donde se depositan, o por las estructuras que forman. En
contraste, la presencia de los granos de almidon, asi como su ubicacidn. su forma y
su tamaiio, pueden ser de gran valor taxondémico (Vaughan. 1970). Por lo tanto, la
histoquimica aporta datos importantes en la descripcion de las semillas (Wellendorf,
1962; Maldonado y Lott, 1990). También, es importante tomar en cuenta las
estructuras relacionadas con el origen y desarrollo del 6vulo y la semilla en
angiospermas ya que son importantes para determinar relaciones taxonomicas (Fahn,
1974; Esau, 1985; Stuessy, 1990).

Estudios en Datura.

Fuentes et al. (1986) v Xiqués et al. (1986) efectuaron analisis numéricos en
Datura, donde tomaron en cuenta caracteres de semilla; entre ellos cartincula
(presencia. ausencia). color de la semilla (negra, parda) y testa (suberificada, no
suberificada). En ambos estudios se diferenciaron dos grupos: Brugmansia (especies
arbustivas) y Dariera (especies herbaceas).

Existen estudios de Darura que tratan la revision taxondmica del grupo, y se
fundamentan en aspectos morfoldgicos de la planta y variacion genética. Sin
embargo, a pesar del interés por el estudio de este género, la situacién taxonomica
no se ha logrado aclarar totalmente, por lo que es necesario utilizar otras

herramientas como morfologia y anatomia de la semilla, asi como su desarrollo
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embrionario y composicidon quimica, para ayudar a entender la clasificacion de

Dartura y aclarar algunos aspectos evolutivos y adaptativos de las semillas.

2.2.2 Morfologia y anatomia del 6vulo y de la semilla de Darura.

A fines del siglo XIX y principios del siglo XX, se efectuaron estudios que

muestran el interés por el analisis de las semillas de las diferentes especies de
Datura. En relacion a la anatomia de Datura, han sido estudiadas comparativamente
varias especies de valor comercial (Timmerman, 1927). También fue estudiado el
desarrollo, desde o6wvulo hasta semilla madura, de varias especies de Darura
(Planchon y Collin, 1895; Souéges, 1907, 1922; Satina y Avery, 1959). A
continuacion se presenta una sintesis de la anatomia, la morfologia y el desarrollo de
las semillas de Darura y Brugmansia.
Ovulo. El évulo es el megasporangio rodeado por sus tegumentos protectores antes
de la polinizacion; cuando esta ocurre, se produce la semilla (Engleman, 1960;
Espinosa y Engleman, 1998). Comunmente. el ovulo se diferencia en las siguientes
partes: la nucela, uno o dos tegumentos, el funiculo y el saco embrionario. La calaza
es la region en donde la nucela y los tegumentos confluyen (Engleman, 1960; Esau,
1976).

El 6vulo de Darura, en estadios tempranos es ortétropo. pero se curva durante
su desarrollo hasta llegar a ser campilotropo en la semilla madura (Satina. 1959). En
Darura la nucela es curva, el hilo esta cercano al micropilo, la rafe es muy corta y en
semilla madura no se ve, el S6vulo es sésil. El 6vulo de D. srramonium es
tenuinucelado y unitégmico; el micrépilo esta delimitado por la epidermis interna de
la testa. a la cual se le denomina endotelio. Los évulos pueden tener cariincula y la
mayoria de las semillas de Darura la presentan como D. ceratocaula, D. discolor, D.
inoxia, D. kymarocarpa, D. lanosa, D. mierel, D. pruinosa, D. reburra, y D. wrightiii.
Semilla madura. Se encuentra formada por embrién, endospermo, testa, hilo,
micrépilo y carincula. El embrion esta bien desarrollado, curvado y lo envuelve el
endospermo (Fig. 1). Presenta radicula, plumula, dos cotiledones y abundantes
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reservas de proteinas y aceites. Tejidos de reserva se presentan en embrién y
endospermo. La cubierta seminal o testa proviene del tegumento del 6vulo. La
calaza esta muy cercana al hilo y al micropilo. En Darura el hilo es amplio y
circunda la zona del micropilo y del funiculo, y el tegumento externo se desarrolla
en testa dura, formando una pared alrededor del hilo, lo que constituye la taza del
hilo (término utilizado por Buxbaum, 1955). La carincula es una estructura
caracteristica de las secciones Dwurra y Cerarocaulis, la seccion Darura no la
presenta. Este punto se tratara con detalle en los resultados. Algunos trabajos de
Darura se han realizado para describir la caruncula; asi, para D. discolor se
menciona ue la carincula es un cuerpo que proporciona comida. y se le relaciona
con la dispersion de la semilla por medio de hormigas (mirmecocoria) y que al
mismo tiempo, protegen la semilla de los depredadores (O'Dowd. 1980). En otro
estudio se observéd que algunos roedores consumen las semillas de diversas especies
y entre las favoritas se encuentran . mereloides (= D. inoxia) y D. discolor (Hay y
Fuller, 1981).

2.2.3 Desarrollo del 6vulo y de la semilla de Datura.
Ovulo. En el primordio del 6vulo o nucela la formacién del tegumento se inicia
antes de la diferenciacidon de la célula arquesporial. La célula arquesporial funciona
directamente como célula madre de la megaspora. Como resultado de la meiosis se
forma una tétrada lineal de cuatro megasporas. las tres micropilares se desintegran
tempranamente y la megaspora funcional esta situada en la zona calazal. Por medio
de tres divisiones mitéticas la megaspora funcional forma un saco embrionario
octanucleado con siete células. Este tipo de desarrollo es normal o de tipo
Polygonum (Stuessy, 1990).

En un saco embrionario maduro, se encuentran tres antipodas hacia la zona
calazal. una célula central con dos nicleos polares v el aparato ovocelurar ubicado

en la zona micropilar. se constituye por dos sinérgidas v la ovocélula (Fig. 2). La
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Figura 1 - 2. Datura stramonitem. 1 - Semilia en corte mediano. 2 - Ovulo maduro en corte
mediano. AN - antipodas, C - cilaza. CC - célula central, CO - cotiledén, EE - epidermis externa
del tegumento, El - epidermis interna del tegumento, EN - endospermo, F — funiculo, H - hilo,
HYV - haz vascular, LC - lado calazal del parénquima de la taza del hilo, LM - lado micropilar del
mismo. M - mucilago, ME - meristemo apical del vastago, Ml - micrépilo, OV - ovocélula, PM
— parénquima de la mesotesta dei tegumento, SI - sinérgida, RA — radicula, TH - taza del hilo.
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fusion de los nucleos polares en Darura casi siempre ocurre antes de la fertilizacion
(Satina, 1959).

Cubierta del é6vulo. En el inicio del ovulo Darura stramonium presenta tres
estratos externo, medio e interno. El estrato externo inicia la formacion del
tegumento, el siguiente estrato forma a la protodermis de la nucela y el estrato
interno da origen a la célula madre de la megaspora (Satina, 1959). Las células
nucelares localizadas entre las células madre de la megaspora y el tegumento,
desaparecen después de la division meidtica y el saco embrionario maduro queda en
contacto con el tegumento interno. El tegumento de las especies de Darura es de
origen epidérmico (Sanders y Burkholder, 1948; Satina, 1959 y Esau, 1985), y se
forma por divisiones de la protodermis, semejante a un anillo que envuelve a la
nucela (Espinosa y Engleman, 1998).

En Darura, el tegumento esta constituido por tres estratos: la epidermis
externa y la epidermis interna estan formadas por un solo estrato de células; entre
€stos estratos se encuentra una capa media o mesotesta. formada por numerosos
estratos de parénquima (Souéges, 1907; Wellendorf, 1962).

La funcién de la epidermis externa es de protecciéon. La mesotesta permite la
nutricién y sus células contienen gran cantidad de almidén. El papel de la epidermis
interna varia de acuerdo a los estadios de desarrollo. En los estadios tempranos
cuando la nucela se desintegra. la epidermis interna sirve como proteccién del saco
embrionario, al cual rodea casi por completo, interrumpiéndose en la zona calazal y
en el micrépilo; posteriormente a la fertilizacion, su funcion puede ser digestiva, y
en la semilla madura actua como proteccion pues sus paredes se hacen mas gruesas.
Las células de la epidermis interna se diferencian, en las distintas etapas del
desarrollo, por su forma rectangular, su afinidad a la safranina y su arreglo alrededor

del endospermo.




Semilla. Las estructuras que constituyen la semilla madura son: embrion,
endospermo y testa en la cual se observan estructuras como el hilo, el micrépilo, la
caruncula y la taza del hilo (Fig. 1). Las estructuras del 6évulo o rudimento seminal

que dan origen a una semilla madura son las siguientes estructuras: (Cuadro 3)

Cuadro 3. Principales partes del 6vulo y la semilla de Datura stramonium.
Modificado de Espinosa-Osornio y Engleman (1988)

OVULO SEMILLA
Saco embrionario
Ovocélula Embrion
Célula central Endospermo
Nuceia Se desintegra a edad muy

temprana del desarrollo

Tegumento Testa y caruncula
Hilo Hilo

Rafe Rafe

Calaza Calaza

Micropilo Micropilo

a) Embrién. Después de la fecundacion, en el saco embrionario se forma una tétrada
lineal en la cual la célula distal tiene dos células hermanas. Siguen varios estadios de
proembrion y embrion. Después de 7 a 9 dias el proembrion tiene forma oval; a los
10 dias el embrién tiene forma globular (en esta etapa aparecen los tejidos que daran
origen a la protodermis); alrededor de los 12 a 13 dias tiene forma acorazonada
(formacion de tejidos provasculares y los cotiledones); después de 15 dias adquiere
forma cilindrica (presencia de los promeristemos radicular y epicotilar, los
cotiledones crecen y se curvan) (Satina y Rietsema, 1959). En sus tejidos el embrion
almacena aceites y proteinas.

b) Endospermo. Como en la mayoria de las angiospermas, el endospermo se forma
de la fusion de dos nicleos polares y un gameto masculino, por lo tanto es una

estructura triploide. El desarrollo del endospermo en Darura es de tipo celular. En la
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madurez, el endospermo rodea el embrién, es un tejido rico en aceites y proteinas, y
tiene una capa de aleurona bien delimitada (Satina y Rietsema, 1959).

¢c) Testa. La testa o cubierta seminal corresponde al tegumento del rudimento
seminal. Después de la fecundacion del ovulo. la epidermis externa sufre un notable
cambio. En la epidermis externa se depositan taninos en estratos concéntricos en las
paredes anticlinales y en la pared periclinal interna. Sobre la epidermis externa se
encuentra una cubierta de mucilago (Timmerman, 1927). La epidermis interna
protege el saco embrionario y rodea el canal micropilar. El parénquima de la
mesotesta, al inicio del desarrollo de la semilla. esta formado por numerosos estratos
ricos en almidén que se van consumiendo a medida que el embrion y el endospermo
se desarrollan. hasta que desaparece (Wellendorf, 1962).

d) Hilo. Es una cicatriz producida por el desprendimiento de la semilla. En Darura,
el micropilo es perceptible y se encuentra en uno de los extremos del hilo.

e) Caruncula. Es una protuberancia situada encima de la taza del hilo. al lado
opuesto del micropilo y junto al hilo. Se presenta solo en algunas especies de
Datura. En las especies sin caruncula, esta es sustituida por un tejido
parenquimiatico. Reisman-Berman, et al. (1989) describieron dicho tejido. que ocupa
la taza del hilo de D. ferox y D. stramonium, como no permeable al agua.

Existen ciertas similitudes estructurales en las semillas de D. srramornium y
de las brugmansias. Los 6vulos de ambas son unitégmicos. y la testa tiene tres
estratos; el embrion bien desarrollado esta inmerso en un endospermo rico en aceites
y proteinas. Pero Brugmansia se distingue por presentar 1) células epidérmicas de la
testa grandes y con paredes intermas delgadas; 2) en la testa de las semillas se
encuentra una capa gruesa de parénquima “‘esponjoso (Wellendorf, 1962).

Sin embargo, auan existe confusién con respecto al origen de ciertas
estructuras de la testa. Por ejemplo: en semilla madura. a la epidermis intema y a la
cuticula que separa la testa del endospermo se les considera como reminiscencias de

la nucela (Timmerman. 1927: Reisman-Berman et al., 1989). Timmerman (1927) y
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Wellendorf (1962) no tienen claro si las proyecciones redondeadas sobre las células
de la epidermis externa son células pequeifias o son estructuras subcelulares.

Con base en lo anterior, en el presente trabajo, se plante6 la necesidad de
realizar un estudio embriolégico, morfolégico y anatomico de semillas de Darura
cuyo proposito fue esclarecer el origen de la cuticula que separa a la testa del
endospermo, las estructuras sobre las células de la epidermis externa, origen y
estructura de la testa, asi como utilizar los caracteres analizados, para efectuar un

analisis de similitud entre las especies de Darura.

Hipétesis:

a) Si la clasificacién propuesta por Hammer et al. (1983) para las especies de
Darura, con base en caracteres morfoldgicos de la planta refleja la relacion de
similitud entre las especies, entonces la clasificacién basada en los caracteres de
semilla sera igual y por lo tanto apoyaran la inclusion de Brugmansia como un
subgrupo-del género Darura.

b) Si la clasificacidon propuesta por Jiao et al. (2002) para las especies de
Darura, con base en marcadores genéticos, refleja la relaciéon de similitud entre las

especies, entonces la clasificacion basada en los caracteres de semilla sera igual.

21




3 OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL

Realizar un estudio anatémico y morfolégico de las semillas del género Datura que

se distribuyen en forma natural en México.

OBIJETIVOS PARTICULARES

1.- Describir el desarrollo embrionario de las semillas de Darura stramonium.

2.- Describir la estructura de la testa, la morfologia y la anatorma de semillas
maduras de las especies de Darura (D. cerarocaula, D. discolor, D. quercifolia X D.
stramonium, D. kvmarocarpa, D. lanosa, D. meiel, D. pruinosa, D. quercifolia, D.

reburra, D. stramonium, D. wrightii) y de Brugmansia sanguinea.

- Describir nuevos caracteres de semilla que ayuden en la diferenciacion de las

especies de Darura.
4.- Realizar un analisis fenético, entre Brugmansia sanguinea y Dartura.

5.- Realizar un analisis fenético de los taxa de Darura basados en los caracteres de la

semilla.
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4 MATERIAL Y METODO

En este trabajo se realizaron los siguientes estudios: a) embrioldogico para
Darura stramornium; b) morfologico, anatéomico, histoquimico, de microscopia
electrénica y de analisis numérico de semillas maduras para 11 especies de Darura,
un hibrido putativo y una especie de Brugmansia, las localidades de las colectas se
presentan en el Cuadro 4 y en el Anexo 1V. El material proviene de la Coleccién de
Semillas del Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional
Autonoma de México. Las especies fueron determinadas por el Dr. Robert Bye. Se

utilizaron 50 semillas secas para cada especie, de por lo menos dos muestras

distintas.

4.1 Preparacion de material para el estudio embriologico de Datura

stramonium.
4.1.1 Botones florales y frutos.
Se recolectaron botones florales en distintas etapas de desarrollo. flores en

antesis, frutos en diferentes niveles de madurez y semillas maduras. LLa recolecciéon
se realizé unicamente de D. stramonium, en el Pedregal de San Angel, México, D.
F., 24 septiembre de 1997 (L. Carmona 184. MEXU), Los botones se separaron por
tamaifios y se cortaron en fragmentos pequeiios, los frutos inmaduros se seccionaron
transversalmente. los frutos de edad mediana se cortaron transversalmente retirando
parte del tejido del ovario y los frutos de mayor tamaiio se abrieron para desprender
las semillas de la placenta. El material se fijo en FAA durante 48 horas. se lavd con
agua corriente durante 2 horas, se ablando y conservo en solucion de GAA (glicerol-
agua-etanol) al 1:2:3.

Los botones florales y frutos inmaduros se incluyeron en parafina y Paraplast
(Johansen, 1940). Para esto, se lavaron con agua destilada durante una hora
haciendo varios cambios para retirar el GAA, posteriormente se deshidrataron en
cambios de etanol, de xileno-Paraplast (1:1) y de Paraplast puro en una estufa a

58°C.

o o 23
L GRIGEN

Wl




Cuadro 4. Especies de Datura sensu stricto y Brugmansia sanguinca que se
utilizaron para este estudio. EUA = Estados Unidos de América, MX = México.

Género: Secciéon: Especie Colector/niamero

Pais: Estado: Municipio Abreviaturas

Datura
Datura:
D. quercifolia x
D. stramonium
D. quercifolia
D. stramonium

Dutra:
D. discolor

D. inoxia

D. kymatocarpa
D. lanosa

D. mecrel

D. pruinosa

D. reburra

D. wrightii

Ceratocaulis:
D. ceratocaula

Brugmansia
B. sanguinca

RARRRARPRAD PCAPR m

. Bye 20569

Byc 14370
Byc 27931

. Bye 15197

Carmona 184

. Byc 15865

Bye 13375
Byc 19032
Byc 26732
Bye 13270
Byc 18363
Byc 19374
Bye 15819
Byc 19306
Bye 15275
Byc 16163

J. Arellano »
M.A. Martincz A54835

M.
M.
. Luna 1004
. Luna 1006

R PR RRRRRRARRALZ

Luna 1026
Luna 1001

Byc 14388
Byec 20902
Byc 17037
Byc¢ 13332
Byec 20625
Byc 20642
Byec 14384
Byc 26809
Byc 26820
Byc 20881

Bye 15632

. Byc 15072

. Byc 20880

MX: San Luis Potosi: San Luis Potosi

MX: Distrito Federal: Coyoacan
MX: Distrito Fedcral: Coyvoacan
MX: Jalisco: Zapopan

MX: Sinaloa: Guasave
MX: Quercétaro: Arroy'o seco
MX: Sonora: Magdalcna de Kino

DH

MX: San Luis Potosi: Santa Maria decl Rio  DQ
MX: Chihuahua: Parral

DS

DD

MX: San Luis Potosi: Santa Maria dcl Rio. DJ

MX: Nucvo Ledn: Sabinas Hidalgo
MX: Chihuahua: Casas Grandes
MX: Guerrcro: lguala

MX: Guerrero: Iguala

MX: Chihuahua: Batopilas

MX: Sonora: Hermosillo

MX: Oaxaca: Oaxaca

MX: Oaxaca: San Matco del Mar
MX: Yucatan: Izamal

MX: Quintana Roo: Chetumal

MX: Quintana Roo: Chetumal

MX: Pucbla: Tchuacan

MX: Puecbla: Tchuacan

MX: Morclos: Tlaltizapan

MX: Sinaloa: Mocorito

MX. Sinaloa: Culiacan

MX: Sinaloa: Culiacan

EUA: Arizona

MX: Sonora: San Luis Rio Colorado
MX: Baja Califomia Norte: Tecate
EUA: California

MX: Zacatccas: Panfilo Natcra
MX: Zacatccas: Panfilo Natera

EUA: San Francisco

DK
DL

DM

DP

DR

D

DC

BC

Los cortes se realizaron en un micrétomo de rotacion American Optical 820,

a un grosor de 4 a 5 um. La orientacion de los cortes fue: mediano y transversal (con
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respecto a la parte media del hipocotilo). Los cortes se desparafinaron, se hidrataron
y se tifieron con safranina-verde fijo con 3 h en safranina y 30 s en verde fijo; luego
se lavaron con xileno y se montaron en resina sintética.

Los frutos y semillas inmaduras, se lavaron con agua corriente para retirar el
ablandador (GAA). Se hicieron dos cambios en alcoholes graduales hasta etanol
100% y posteriormente etanol 100%-xileno 2:1; etanol 100%-xileno 1:1; xileno 100
%; xileno-parafina 2:1; xileno-parafina 1:1; parafina 1002, se hicieron bloques
orientandos de acuerdo al corte necesario. Cada cambio tuvo una duracién de 24
horas y en xileno-parafina 48 horas. Los cambios a partir de xileno-parafina se
realizaron a temperatura constante de 58°C, en una estufa. Los cortes fueron de 6 a

10 um, dependiendo de la edad de la semilla.

4.1.2 Semillas maduras.
Las semillas se ablandaron hirviéndolas en agua durante media hora. Para

incluirlas en parafina se siguid la técnica antes mencionada, inicamente teniendo en
cuenta que los cambios a partir de xileno 100% se hicieron a temperatura constante
de 58° C en una estufa, después se agregaron poco a poco escamas de parafina,
permitiendo que ésta penetrara al interior de la semilla, efectuando cada cambio de
48 a 72 horas: xileno 100%; xileno-parafina 1:1; xileno-parafina 2:1; parafina pura.
Los cortes transversal y mediano se hicieron en un micrétomo de rotacion de 6 a 9
pm de grosor. Los cortes se desparafinaron e hidrataron y se aplicaron las técnicas
de tincion de safranina y verde-fijo.

Deteccion de mucilago en la testa de semilla madura.

Las semillas fueron colocadas en bloques de parafina sin tratamiento previo.
después se seccionaron en un microtomo de rotacién en secciones transversales de
15 a 17 um de grosor, y con la ayuda de un pincel de cerdas suaves se aplico a la
“cara” del bloque una capa de agua-gelatina (30 ml + gelatina 0.04 g) a 40° C.
Posteriormente se obtuvieron los cortes, los cuales fueron adheridos al portaobjetos

con una gota de la solucion mencionada, y con ayuda de una aguja se orientaron los
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cortes. Se colocaron los portaobjetos a la estufa para evaporar la solucién. Para
realizar las preparaciones fijas sin tincion, estas se deshidrataron en etanol, aceite de
clavo, xileno y se montaron en resina. Esta técnica evita la disoluciéon del mucilago
en agua.

Disociados de la testa en semilla madura.

Se realizaron mediante dos técnicas distintas: a) Acido acético-agua
oxigenada (13 volumenes) (2:1) (Kraus y Arduin, 1997); inicialmente se separaron
las testas de tres semillas y se dejaron en la mezcla durante 48 h. luego se lavaron
con agua destilada y se hicieron preparaciones fijas. b) Etilendiamina al 2%
(Kukachka, 1977, modificado por Calixto Leén Goémez, comunicacion personal) con
un tiempo de ablandamiento de 2 horas. Se retiré el ablandador y se elaboraron
preparaciones fijas.

Se hicieron dibujos con la ayuda de la camara liucida del microscopio Carl
Zeiss Axioscop. Se tomaron fotomicrografias a color, en papel y en diapositivas con
pelicula Velvia 1SO 50.

Analisis con Microscopio Electrdonico de Barrido.

Se escogieron nueve semillas maduras. representativas de 2 a 3 poblaciones
de cada especie. Se remojaron en agua destilada-jabon biologico (4:1) durante 18
horas y posteriormente se limpiaron con un pincel de cerdas suaves, luego se lavaron
con agua destilada y se secaron a temperatura ambiente. Las semillas fueron
montadas en un portamuestras de aluminio con una cinta de carbén de doble
adhesivo, enseguida se banaron con oro en una ionizadora modelo 550 Emitech
durante 90 s con una corriente de 15 miliamperios (InA). El estudio se realizé en un
microscopio electronico de barrido Hitachi S-2460 N a 10 kV. Las fotomicrografias
fueron tomadas con una camara Pentax Z 10 con pelicula Ilford PanF 50 e
impresiones en papel térmico. Las observaciones y toma de fotomicrografias se
realizaron en el Laboratorio de Microscopia Electrénica del Instituto de Biologia.

UNAM.

26




En el microscopio electrénico de barrido (MEB) se tomaron fotomicrografias
completas de las semillas mostrando distintas posiciones: (a y b) lateral de ambos
lados, (c) apical, (d) dorsal, (e) ventral, (f y g) acercamiento de la taza del hilo y del
micrépilo. (h) lateral de la carmincula (Fig. 3). Ademas, se tomaron acercamientos de
la superficie externa de D. stramonium, D. kymatocarpa y D. reburra.

Para la descripcion de la anatomia de la semilla y la microestructura de la
superficie de la testa. se siguid la terminologia sugerida por Barthlott y Voit (1979)
y Barthlott (1984). Para entender la microestructura fue necesaro, ademas de

fotomicrografias en MEB, hacer observaciones en los microscopios estereoscopico y

compuesto.
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Figura 3. Darura wrightii. Posicién de las semillas utilizadas para las fotomicrografias tomadas en

MEB: a v b - lateral: ‘¢ - apical y d - dorsal: e - ventral: £y g - acercamiento de la taza del hilo ¥

micrépilo: h - lateral con cartimncula.

4.2 Pruebas histoquimicas en la cariincula.

1) Aceites. Se hizo la prueba de rojo O de aceite, la cual tifie de rojo (Carrillo
y Engleman. 1994). Con una pinza de punta fina se desprendieron las carunculas de
10 semillas maduras. en seco. y se les agregd directamente el rojo O de aceite
saturado, durante 30 min a 3 horas; algunas camnculas se lavaron en 2 propanol

(60%) por 0.5 a 1 min y posteriormente en 2 propanol (50%6) por 3 a 5 min y luego




se montaron en glicerol puro; otras carinculas fueron lavadas directamente con agua
destilada y se montaron en gelatina glicerinada.

2) Proteinas y polisacaridos. Se utilizo la doble tincién de acido peryoédico +
reactivo de Schiff (APS) + azul negro de naftol (Engleman comunicacion personal).
Las cariinculas enteras se colocaron en un portaobjetos y fueron procesadas de la
siguiente manera: 1) se colocé una gota de agua destilada; 2) se aplico acido
peryodico durante 15 min; 3) se lavaron con agua (durante 10 a 20 seg); 4) se aplico
reactivo de Schiff durante 15 min; 5) se lavaron con agua: 6) se deshidrataron hasta
etanol 50%; 7) se aplicaron unas gotas de azul negro de naftol durante 10 min; 8) se
lavaron con butanol al 95% y se siguio con butanol al 100%; 9) se les transfirié a
xileno durante 3 min y 10) se montaron en resina sintética.

3) Proteinas. Se utilizé el azul negro de naftol. Se tomaron las carunculas
enteras, se colocaron en un disco de Siracusa; enseguida 1) se inicié el proceso con
etanol 30%., 50% (dos cambios de 5 min cada uno); 2) se aplico una gota de azul
negro de naftol (1:1) durante 10 min; 3) se lavaron con etanol 70% (dos cambios de
5 min cada uno); 4) se continud la deshidratacion con etanol al 95% y 5) etanol
absoluto; 6) se pasd a xileno (dos cambios de 3 min) y 7) se montaron en resina
sintética.

4) Taninos o contenidos fendlicos en la testa de la semilla madura. Se aplico
la prueba de permanganato de potasio (KMnO4), tifiéndolos de color café (Suarez-
Ramos y Engleman, 1980).

5) Almidén. Se utilizd yodo-yoduro de potasio (12 Kl, solucion de Lugol)
(Johansen, 1940). La carincula de la semilla seca se colocd en un portaobjetos con
una gota de agua y Lugol, obteniendo un color azul o pardo cuando el almidoén
presente.

Otro método para identificar el almidon fue a través de luz polarizada, la cual
produce la cruz oscura en los granos de almidon. Esta misma técnica microscopica
permitié identificar la arena cristalina. las paredes celulares de la exotesta y el

parénquima debido a la birrefringencia de estas estructuras.
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Las preparaciones se realizaron en el Laboratorio de Apoyo a la Investigaciéon
del Instituto de Biologia, UNAM. Las preparaciones fijas se depositaron en la

coleccion cientifica de ésta Institucion.

4.3 Caracteres de la semilla, descripcion y estados de caracter utilizados en el
analisis fenético.

Se utilizaron 50 semillas para cada especie. Fueron evaluados 39 caracteres,
los cuales se describen a continuacién. Los primeros 12 caracteres son cuantitativos
(Anexo I1); se midieron con un calibrador digital (modelo Mitutoyo 500-422). Para
obtener la forma de la semilla (13) y la de la taza del hilo (20), se hizo la razén entre
largo y ancho. La forma de la taza del hilo (20) y el reborde de la taza del hilo (21)
en la zona micropilar. fueron fotografiadas en el MEB.

Los caracteres cuantitativos son:

1.- Largo de la semilla (mm).

2.- Ancho de la semilla (mm).

Los caracteres 1 y 2 fueron tomados en la vista lateral de la semilla (Fig. 4a) de
acuerdo a las formas propuestas por el Systematic Association Committee (1962,
modificado por Radford et al. (1974) y tomado de Stuessy, 1990).

3.- Grosor dorsal (mm). El grosor en el lado opuesto al hilo.

4.- Grosor en la zona del hilo (mm).

5.- Peso seco (mg). Se pesaron 50 semillas en una balanza (Mettler PM 1 200) y se
obtuvo el promedio.

6.- Largo de la taza del hilo (mm).

7.- Angulo entre la taza del hilo y la giba (grados). Se obtuvo tomando como
referencia un punto O que es la parte de la orilla de la taza del hilo mas cercana al
centro de la semilla. El plano GG’ pasa por el punto O y el punto mas alto de la
giba. El plano HH’ pasa por el punto O. con direccion al hilo, y es tangente a la
orilla endurecida de la taza del hilo en la zona mas cercana al punto O. Estos dos

planos forman un angulo (HOG) medido en vista lateral de la semilla (Fig. 5).
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Figura 4.  Topografia de la semilla. a - Dartura quercifolia, topografia de la scmilla
(modificado:de:Barthlott. 1979); b - d - Datura reburra ubicacion o forma de las
prmcxpales caractcrxsucas mlcromorlolo!,u.as de una scmilla. b - vista lateral, ¢ - vista
apical y d:= cortc transversal con respecto al cje del embrion. se - reborde de la taza del hilo
con curvatura cn for1n'1 de “S” en a— cerrada S ¥ en b — abierta f.
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8.- Angulo entre la taza del hilo y el micropilo (grados). Se obtuvo tomando como
referencia el plano HH’ y un plano MM’ el cual es tangente a la orilla endurecida de

la taza del hilo alrededor de la zona micropilar. Estos dos planos forman un angulo

(HDM) (Fig. 5).

e

-~

\\___/ a

Figura 5. o - Datura stramoniunt ¥ b - Brugmansia sanguinea, Vista lateral que muestra el
angulo entre la taza del hilo y la giba (HOG) » el dangulo entre la taza del hilo » el micrdopilo

(HDND).
9.- Razén entre ancho / largo de la semilla, medidos en wvista lateral. La razon
permitié definir la forma de la semilla (Fig. 4a):

a) comprimida ovada (1:2 - 2:3) = 0.50 - 0.75

b) ampliamente comprimida ovada (5:6) = 0.76 - 0.95
10.- Razdén entre largo de la taza del hilo / largo de semilla.
11.- Razén entre largo / ancho de la taza del hilo, en vista ventral de la semilla. Se
obtuvo de los promedios. tomando como base la zona calazal que es la zona mas
amplia. Asi, las formas pueden ser:

a) eliptica y ovada (3:2 - 2:1) = 1.30 - 2.40

b) triangular (3:2 - 2:1) = 1.30 - 2.40

c) linear (12:1) = 10 o mas
12.- Ancho de la taza del hilo (imm). Medicion tomada en la base de la taza del hilo,

incluyendo el borde de la taza del hilo.
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Los caracteres cualitativos son:
13.- Forma de la semilla, fue obtenida de la vista lateral de acuerdo a las formas

propuestas por el Systematic Association Committee (1962, modificado por Radford
et al. (1974) y tomado de Stuessy, 1990). Se presentan dos estados:

a) O — comprimida obovada

b) 1 — ampliamente comprimida obovada
14.- Color de la semilla seca se describié con base en las tablas Color Fan
(Nickerson, 1957). Es de caracter binario:

a) O — parda

b) 1 — negra
15.- Giba (joroba). Es la parte de la testa donde los cotiledones se doblan. En
algunas especies. corresponde a un abultamiento de la testa (Fig. 2 y 4b). Es de
caracter binario:

a) O — ausente

b) 1 — presente
16.- Depresion lateral de la semilla. es el hundimiento curvo en los dos lados,
equidistante entre la taza del hilo y la orilla opuesta. Corresponde a la parte central
del endospermo (Fig. 4b). Es un caracter de doble estado:

a) O — ausente

b) 1 — presente
17.- Lobulos. Pliegues de la exotesta siguiendo el contorno de la semilla en uno o
dos lados del plano mediano, separados por dos surcos periféricos (hundimientos
curvados en la exotesta e inclusive dentro del tejido interno) (Fig. 4b-d). Es un
caracter multiestado:

a) O — ausente d) 3 — siete 16bulos poco definidos

b) 1 — tres I6bulos poco definidos

¢c) 2 - tres lébulos bien definidos
18.- Reticulo en la superficie de la semilla, formado por células mas bajas en areolas

incluidas en una red de células mas altas. Es un caracter de doble estado:
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a) O — ausente

b) 1 — presente
19.- Proyecciones en la superficie de la semilla, dadas por grupos de células mas
altas en la exotesta, que estan separados por surcos irregulares. Es de caracter
binario:

a) O — ausente

b) 1 — presente
20.- Forma de la taza del hilo. De acuerdo a las formas propuestas por Systematic
Association Committee (1962, modificado por Radford et al. (1974) y tomado de
Stuessy, 1990). Se tomaron en fotomicrografias de MEB y de observaciones en el
microscopio estereoscopico. Presentando un caracter multiestado:

a) O —irregular d) 3 — triangular

b) 1 - eliptica c) 4 - linear

¢c) 2-—ovada
21.- Reborde de la taza del hilo en la zona micropilar. Se tomo en fotomicrografias
de MEB y de observaciones en el microscopio estereoscopico. Es un caracter
binario.

a) O — abierto

b)1l — cerrado
22.- Abertura del espacio de la taza del hilo. Es el ancho del espacio incluido en la
taza del hilo, sin considerar el borde y la base de la taza del hilo considerada en el
caracter 12. Presenta dos estados:

a) O — ancha

b) 1 — angosta
23.- Curvatura de la taza del hilo en forma de S. En la semilla en vista lateral se
puede observar una curvatura formada por células de la exotesta que va de la zona
del surco micropilar (dorsal). a la zona del hilo e incluso por encima de la zona

calazal bordeando la zona denominada taza del hilo (Fig. 4a. b). Se presentan tres




estados: una recta, una curva en forma de S abierta (f) y una curva en forma de S
cerrada (S).

a) O —recta

b) 1 - curva en forma de S abierta (J)

c) 2 — curva en forma de S cerrada (S)
24.- Reborde engrosado, principalmente alrededor de la taza del hilo. El reborde se
eleva de la superficie general de la semilla y puede presentar células diferenciadas,
con protuberancias mas bajas que dan una apariencia lisa de la testa en esta zona,
dando un aspecto distinto del resto de la superficie de la semilla (Fig. 4b). Este
reborde puede presentarse o no en las semillas, pero cuando se presenta puede ser
corto o extendido, por 1o que al tomar este caracter son tres estados:

a) O — ausente

b) 1 — corto

c) 2 — extendido
25.- Reborde de la taza del hilo con o sin protuberancias subcelulares mas bajas que
el resto de la semilla. e ‘

a) O — ausente

b) 1 — presente
26.- Tamaiio del surco micropilar, para este caracter no se tomaron mediciones ya
que se requiere el uso del microscopio electronico de barrido para un mayor niimero
de semillas. El surco micropilar es corto o largo, la diferencia entre ambos estados es
muy evidente en semillas secas y en una de ellas no se presenta, por lo que se tomo
como multiestado.

a) O — ausente

b) 1 —corto

c) 2 — largo
27.- Pliegue micropilar convexo. Estructura formada por células delgadas de la

exotesta que sobresalen en la region del micropilo, en la zona dorsal de 1a semilla
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(Fig. 4a). Es caracteristico de una especie por lo que se consideré como de doble
estado.

a) O — ausente

b) 1 — presente
28.- Proyeccion en la taza del hilo. La taza del hilo es alargada y estrecha, como un
tubo sobresaliente del cuerpo de la semilla. Sélo se presenta en las semillas de una
de las especies por lo que se consideré como un caracter de doble estado.

a) O — ausente

b) 1 — presente
29.- Carancula. Es una protuberancia situada encima de la taza del hilo, al lado
opuesto del micropilo y junto al hilo. Se presentan dos estados:

a) O — ausente

b) 1 — presente
30.- Forma de la caruncula en semilla seca: puede ser de forma deprimida obovada o
laminar. Deprimida obovada cuando la cariincula esta por encima de la taza del hilo
y sobresale del cuerpo de la semilla como una masa de tejido de forma generalmente
irregular o puede ser esferoide. elipsoide. escutiforme, pero dificilmente se puede
definir la- forma. sobre todo en semillas secas: por lo que se consideré como
deprimida obovada para las formas anteriores y laminar cuando la caruncula es
delgada y cubre en un 20 - 30% a la semilla por debajo del plano de la semilla en la
zona de la taza del hilo, como un velo. Se consideran wres estados para el género que
son: ausencia de caruncula y dos de la forma.

a) O — ausente

b) 1 — laminar

c) 2 — deprimida obovada
31.- Persistencia de la caruncula. En las semillas maduras la carancula puede
persistir. aun cuando esté seca o a pesar de la manipulacion de las semillas (durante
la separacion del fruto. secado. etc.): en algunos casos la caruncula no se desprende

sin romper la exotesta ¥y en otros se desprende con facilidad (puede dar la apariencia
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de que no se presenta). Se consideraron tres estados: ausencia de caruncula y
presencia de caruncula si es persistente o es caediza.

a) O — ausente

b) 1 — caediza

c) 2 — persistente
32.- Consistencia de la camincula humeda. Cuando la carincula esta humeda, el
tejido tegumentario puede ser de aspecto fragil o resistente. Se consideraron
ausencia de cartncula, carincula de aspecto fragil en la mayoria de las especies y
resistente para un de ellas.

a) 0 — ausente

b) 1 — fragil

c) 2 — resistente

Para la obtencion de los caracteres de contenidos en la caruncula y en el
parénquima de la taza del hilo, y sus estados de caracter, en este trabajo se tomaron
los intervalos que se aplican en el Laboratorio de Desarrollo de Plantas de la
Facultad de Ciencias, UNAM (no evidente. escaso. frecuente, abundante, muy
abundante). Al realizar el analisis de este tipo de estados. es un tanto relativo ya que
la variabilidad depende de varios factores incluso de la misma percepcion del
investigador. Pero. se trato de realizar en una sesion la observacidn y evaluacidn de
los contenidos de la carincula de las semillas de todas las especies. en las mismas
condiciones y con las mismas técnicas, considerando un orden de evaluacion de
menor a mayor cantidad de contenidos en un campo del microscopio de luz, la
observacion y decision fue tomada por dos personas.
33.- Abundancia de aceite en la carincula o en el parénquima de la taza del hilo de
las especies que no presentan caruncula. El aceite se presenta en eleosferas
pequeiias, medianas y grandes. dentro de las células o formando parte de la pared
celular de la caruncula. El aceite es escaso cuando se presentan eleosferas pequeiias
y son muy pocas en cada ceélula del tejido de reserva:; frecuente. cuando las

eleosferas son pequeiias y medianas. pero se observan con facilidad: abundante.
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cuando facilmente se observan las eleosferas de tamaiio pequefio y mediano, y muy
abundante al observarse una gran cantidad de eleosferas que son de mayor tamaiio
comparadas con los rangos menores y, en la mayoria de las células de la camincula,
ocupan mas del 50% del lumen. Es un caracter de tipo multiestado.

a) O — escasa d) 3 — muy abundante

b) 1 — frecuente

c) 2 — abundante
34.- Abundancia de arena cristalina. Evidentes bajo luz polarizada, en la carancula o
en el parénquima de la taza del hilo. Este caracter puede presentarse o no. La
abundancia varia en las distintas especies y es caracteristica en algunas de ellas. La
arena cristalina no se aprecié en la caruncula de algunas especies, es escasa cuando
con dificultad se pueden observar unos cuantos cristales en cada célula, frecuente
cuando no es dificil observar los cristales, abundante cuando con facilidad se
observan y muy abundante en donde los cristales ocupan un alto porcentaje del
lumen celular. Los estados de caracter multiestado fueron:

a) O — no evidente d) 3 — abundante

b) 1 — escasa e) 4 — muy abundante

c) 2 — frecuente
35.- Abundancia de almidon, en la carincula o en el parénquima de la taza del hilo,
observado en el microscopio con luz polarizada o con Lugol. En algunas caranculas
es facil la observacion de almidén con la luz polarizada, pero en otros casos es
necesario corroborarlo con Lugol. Si la caruncula no ha sido bien secada y
conservada, es dificil observar el almidon, el cual, facilmente puede ser digerido por
hongos. Es muy abundante cuando el porcentaje mayor del 50 26 del lumen celular
se encuentra ocupado por almidon. Los estados de caracter multiestado fueron:

a) O — escasa d) 3 — muy abundante

b) 1 — frecuente

c) 2 - abundante
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36.- Abundancia de proteinas, en la caruncula o en el parénquima de la taza del hilo.
Teiilidas con negro de naftol. Se observa en esferas azules o de tipo protoplasmico
(como una mancha de color azul). Es uno de los contenidos dificiles de apreciar,
pero es muy evidente en la caruncula de algunas de las especies. Los estados de
caracter fueron multiestado:

a) O — escasa

b) 1 — frecuente

c) 2 — abundante
37.- Grosor de la pared periclinal externa de las esclereidas. En la cubiena
tegumentaria observada en cortes perpendiculares a la testa; el registro fue
unicamente cualitativo. Es decir, no se hicieron mediciones, pero se aprecian dos
estados de caracter: delgadas y gruesas. Las paredes periclinales externas son
transparentes y fragiles, al manipular a la semilla la mayoria se rompen y las paredes
periclinales gruesas son resistentes y no se rompen. Se observaron dos estados.

a) O — delgada

b) 1 — gruesa
38.- Lumen de las esclereidas. Observado en cortes perpendiculares a la testa en
semillas maduras. El lumen de las esclereidas puede ser: estrecho. apenas
perceptible en un con espacio de un 5%: amplio. donde se observa con facilidad un
espacio celular de un 25% y grande, cuando mas del 5026 esta hueco. Se observaron
tres estados.

a) O — estrecho

b) 1 — amplio

c) 2 — grande
39.- Nuamero de estratos de células de parénquima en mesotesta de semillas maduras.
Se consideraron tres estados

a) O — (0 — 3) estratos

b) 1 — ( 4) estratos

c) 2 — (5 - 20) estratos
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4.4 Anilisis Fenético.

En este trabajo se aplicaron dos tipos de analisis numéricos complementarios:
el analisis de conglomerados y la ordenacion mediante analisis de componentes
principales. Estos se realizaron mediante el programa “Numerical Taxonomy and
Multivariate Analysis System”™ (NTSYS-pc), version 2.02 (Rohlf, J.F., 1993; Exeter
Software, 1997).

Se utilizaron 39 caracteres (Anexo 11 yAnexo III): 9 cuantitativos continuos
(representados por su valor promedio), 3 de razén entre dos caracteres, 8 caracteres
cualitativos de doble estado, 5 de doble estado excluyente y 14 multiestado con
secuencia logica.

Se construyeron dos matrices basicas de datos (MBD); una de 39 hileras por
13 columnas y otra de 39 hileras por 12 columnas, en donde las columnas
corresponden con las especies (OTU s) y las hileras con los caracteres o variables
(Anexo ). En la primer matriz se incluye a Daruwra y B. sanguinea, con lo que se
pretende conocer la relaciéon entre los dos géneros, y en la segunda unicamente se
incluyen a las especies de Darura para analizar la similitud entre ellas.

Analisis de conglomerados.

Las MBD se estandarizaron debido a la presencia de caracteres con
diferentes escalas y distintos tipos de variables. La estandarizacion se realizd
utilizando el programa STAND, incluyendo los parametros Ybar y Std para las
operaciones de sustraccion y division respectivamente. La estandarizaciéon se realiza
con el fin de que todos los atributos contribuyan de igual manera en la similitud
global. Posteriormente, se calculd el coeficiente de similitud entre OTU’s mediante
el programa SIMINT, y con el método de coeficiente de distancia taxondmica
promedio (DIS). recomendado para datos mixtos. LLa matriz obtenida indica la
similitud entre cada par de OTU’s. A la matriz resultante se le aplicé un analisis de
conglomerados, siguiendo el método secuencial, aglomerativo, jerarquico y anidado
(SAHN), para lo cual se empled la técnica de ligamiento promedio de la media

aritmética no ponderada (UPGMA). El agrupamiento derivado de este analisis, se
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representé en un dendrograma. Luego se calculd el coeficiente de correlacion
cofenética, asi, a partir del dendrograma se construyé una matriz cofenética, con el
programa Cophenetic Values, la cual se compard con la matriz de similitud a través
del programa Matrix Comparation, y se obtuvo el indice o coeficiente de correlacion
(r), el cual, si es mayor a 0.8, indica una buena representacion de la matriz de
similitud en el dendrograma (Sneath y Sokal, 1973).

Método de ordenacion.

El analisis de componentes principales (ACP) es una técnica que permite
determinar dos aspectos basicos del grupo en estudio: las relaciones entre las OTU's
por medio del arreglo de las mismas en una grafica, y la importancia de las variables
en cada componente principal. En primer término, se estandarizé la MBD, luego se
calculo el coeficiente de correlacion entre caracteres (modo R). A la matriz obtenida
(CORR) se le aplico el doble centrado y se analizé mediante el programa EIGEN,
que calcula las matrices de vectores y de valores caracteristicos en tres dimensiones
o componentes principales. Con este analisis se producen dos matrices., una de
eigenvalores que explica la carga acumulada de cada componente y otra de
eigenvectores la cual contiene el “peso™ de cada caracter en cada uno de los tres
componentes principales. Luego, la matriz de eigenvectores fue multiplicada por la
matriz estandarizada para proyectar a las OTU's en el espacio de los caracteres, con
el programa PROJECTION. Esta matriz fue graficada con el programa MATRIX-
PLOT y asi se representaron a las OTU’s en un espacio bidimensional tanto para el
primer y segundo componentes, asi como el primer y tercer componentes

principales.
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5 RESULTADOS

Tres aspectos fueron considerados en el estudio de las semillas del género
Datura: a) El desarrollo de la semilla de D. stramonium, en donde se describieron
estructuras, tejidos de O6vulo y semilla, que permitieron entender principalmente el
desarrollo de la testa y la estructura de 1la semilla madura. b) Anatomia,
micromorfologia y morfologia de las semillas maduras de 12 especies del género
Darura, con lo cual se obtuvieron esquemas y fotomicrografias. c¢) Un analisis

fenético basado en los caracteres de la semilla.

5.1 Embriologia de Datura stramonium.

Para entender la estructura de la testa de las semillas maduras de Darura se
estudid la ontogenia del 6vulo, el desarrollo del gametofito femenino y el desarrollo
de la semilla. Se escogidé a D. srramownium por ser una especie disponible y
representativa del género.

Las flores de . stramoninm son hermafroditas, gamopétalas, actinomorfas.
Presentan un gineceo imperfectamente tetralocular en la base (Fig. 6) y bilocular en

el apice (Fig. 7) y hay numerosos ovulos por léculo (Figs. 6 - 8).

S5.1.1 Desarrolilo del 6vulo.

Ontogenia del 6vulo (megasporangio). La placenta joven se diferencia en
varios primordios de 6vulo que constan de una protodermis bien definida. la cual
rodea una masa celular (Fig. 8). El o6vulo sigue creciendo y cuando alcanza una
inclinacion de 60°, una célula situada inmediatamente por debajo de la protodermis
(posicion hipodérmica) se hace mas evidente con respecto a las células adyacentes
esto debido a su mayor tamaiio, a su citoplasma denso y a un niucleo muy
prominente (Fig. 9): dicha célula no sufre divisiones mitoticas y funciona
directamente como célula madre de 1la megaspora (Figs. 10 v 11). La célula madre

de la megaspora es rodeada por un estrato de células nucelares alargadas y de
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paredes delgadas. La nucela sigue curvandose y aparece por debajo de ésta el unico
tegumento del ovulo (primordio tegumentario) (Fig. 9). El primordio crece
diferencialmente hasta cubrir a la nucela, dejando abierto el pequeiio canal del
microépilo (Figs. 10, 11 y 15). La nucela se va desintegrando conforme avanza el
desarrollo, y en el évulo maduro ésta ya no existe (Figs. 14 - 20).

Al inicio, el primordio tegumentario muestra pocos estratos: una protodermis
interna, dos estratos en el centro y una protodermis externa (Fig. 11). Conforme se
desarrolla el 6vulo, los estratos intermedios se incrementan hasta 7 - 9. Hasta el
momento de la antesis, todas las célhilas se mantienen isodiamétricas y con poca
diferenciacion en tamaifio. El 6vulo presenta un funiculo muy corto o es casi sésil
(Fig. 15y 19).

Desarrollo del gametofito femenino (saco embrionario). Antes del inicio de la
meiosis, la célula madre de la megaspora es notablemente grande, de protoplasma
vacuolado, con nuacleo y nucléolo grandes, que se encuentra rodeada por células
nucelares dentro del primordio tegumentario (Fig. 12). Se divide meidticamente,
formando una tétrada lineal de megasporas. En la meiosis 1. la célula madre se
divide en dos células del mismo tamaiio (Fig. 13). El citoplasma de la célula calazal
es granuloso. su nacleo y nucléolo son grandes y se ubican hacia la zona micropilar.
El citoplasma de la célula micropilar es vacuolado y su nucleo es grande, el nucléolo
se ubica hacia la zona micropilar (Fig. 13). La célula micropilar inicia la meiosis II
formando dos megasporas que degeneran rapidamente; posteriormente, la célula
calazal se divide en dos megasporas grandes y vacuoladas (Fig. 14); luego la célula
calazal funcional origina el saco embrionario monosporico (Figs. 15 y 16). En esta
fase. la nucela es poco conspicua, y el 6vulo ha alcanzado mas curvatura y es
campilotropo (Fig. 15).

En la megaspora funcional ocurren tres eventos mitéticos hasta formar un saco
octanucleado (Figs. 17 y 18), que da origen a un saco embrionario (o gametofito
femenino) heptacelular de tipo Polygonum (en donde se encuentran ocho niucleos

que se organizan bipolarmente) (Fig. 18).




Ovulo maduro. El saco embrionario maduro tiene tres antipodas. En la célula
central se fusionan los dos nicleos antes de la antesis (Fig. 19). La ovocélula se
distingue por su gran tamaiio, su nucleo conspicuo ubicado hacia la célula central y
una vacuola grande hacia la zona micropilar. Dos sinérgidas, de forma casi cénica,
acompaiian la ovocélula; sus nicleos son mas pequeiios y ubicados hacia la zona
micropilar junto con una masa de protoplasma denso; una vacuola grande se ubica
hacia la célula central (Fig. 20).

Recapitulando. el 6vulo de D. siramonium es unitégmico, tenuinucelado con un
funiculo muy corto o ausente, presenta un saco embrionario octanucleado y
heptacelular (Fig. 19). La nucela ha degenerado y el saco embrionario esta en
contacto directo con la epidermis interna del tegumento (Figs. 19 y 20). En el 6vulo
maduro, el tegumento se encuentra diferenciado en tres estratos: a) una epidermis
externa con células ligeramente mas largas en direccion perpendicular a la superficie
del 6vulo, con nucleos grandes. con paredes periclinales externas ligeramente mas
gruesas, con una delgada cubierta de mucilago (5 pum); b) una epidermis interna
uniestratificada de células cubicas; ¢) entre las dos epidermis del tegumento se
encuentran ocho estratos o mas de células de parénquima.

El micrépilo esta delimitado por un estrato de células bien definidas. de forma
alargada, esta cercano y paralelo al funiculo. Los elementos traqueales del haz
vascular entran hasta unos tres cuartos de la distancia entre la placenta y la calaza

(Fig. 19).

5.1.2 Desarrollo de Ia semilla.

Fecundacion. En la fecundacion del 6vulo de Darura srramonium, el tubo
polinico pasa por el micrdpilo y entra al saco embrionario maduro por una de las
sinérgidas (Figs. 21 y 22), donde descarga los dos nucleos espermaticos, uno de los
cuales se une a la ovocélula para formar el cigoto y el otro se une con los nucleos
fusionados de la célula central (triple fusion); asi se origina el nucleo primario del

endospermo.
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Embrion y endospermo. El cigoto se divide después de que el endospermo
ha iniciado su desarrollo. En etapas tempranas. el endospermo se encuentra
delimitado por un estrato de células pequefias con protoplasma denso (estrato de
aleurona). Por abajo de este estrato se encuentra un tejido laxo con células de
vacuolas y nucleos grandes (Figs. 23 y 29) y uno o dos nucléolos en cada nucleo.
Conforme la semilla crece, el estrato de aleurona se distingue cada vez mas de las
células internas: el protoplasma es mas denso (Fig. 23, 25 y 26) y las células son
mas numerosas y pequeiias (Fig. 26). En etapas cercanas a la madurez. el estrato de
aleurona va perdiendo su diferenciacion; sus contenidos son muy similares a los de
las células internas del endospermo y su tamaiio es irregular. La pared periclinal
externa del estrato de aleurona es mas gruesa que las paredes anticlinales, y sobre
ella se encuentra una cuticula (Figs. 31 y 35).

Durante el desarrollo, el embrién presenta varias formas; asi, un proembrion
lineal da origen a un embrién ovalado (Fig. 23 y 24), con suspensor bien definido
ubicado en la zona micropilar (Fig. 23 - 27). El cuerpo del embrién esta formado por
celulas pequeiias y protoplasma denso. En esta etapa se observa un endospermo con
c€lulas de paredes delgadas y nucleos grandes. El estrato de aleurona esta en
contacto con la testa, en su pared periclinal externa el protoplasma es denso. Durante
la etapa de embrién globular (Fig. 25), éste se encuentra formado por un mayor
namero de células. de protoplasma denso y de mayor tamaiio. El estrato de aleurona
se observa bien definido. con nucleos grandes y protoplasma muy denso y granuloso
(Figs. 24 y 25). En la etapa de embrién acorazonado se observan los primordios de
los cotiledones. el procambium y en el centro. a los meristemos apicales del vastago
y de la radicula. El endospermo presenta células con protoplasma denso (Fig. 26).
En el embrion de forma cilindrica se observa el desarrollo marcado de los
cotiledones (Fig. 27). El endospermo aun no presenta sustancias de reserva de forma
esférica y va siendo digerido al entrar en contacto con el embrion. El embrién casi

maduro se encuentra bien desarrollado, es curvo, con radicula. hipocétilo y dos
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cotiledones (Fig. 36). El endosperrmo rodea el embrién y ambos contienen
abundantes reservas protéicas y lipidicas en forma de esferas.

Desarrollo de la testa. Después de la fecundacion, los cambios que sufre la
testa son muy evidentes. Se encuentra diferenciada en tres estratos bien definidos:
epidermis externa, parénquima de mesotesta y epidermis interna. Para ilustrar el
desarrollo de la testa se realizaron esquemas (Figs. 28 - 31) a partir de de las figuras
32 — 35.

En etapas del desarrollo temprano, las células de la epidermis externa son
notablemente mas grandes en sentido perpendicular a la superficie de la semilla;
cada lumen es abultado en varios lugares hacia afuera. dando ondulaciones que se
convertiran en protuberancias en las paredes periclinales externas; sus nucleos son
grandes (Figs. 29 y 33). En la zona de la taza del hilo, las células de la epidermis
externa son alargadas. En una etapa avanzada, las paredes periclinales de la
epidermis externa presentan protuberancias y son mas delgadas que las paredes
internas (Figs. 30 y 34). Las paredes periclinales internas y las anticlinales son
gruesas, presentan una gran cantidad de compuestos fenodlicos depositados en forma
concéntrica. (Figs. 30, 31, 34 y 35). Las paredes anticlinales de la epidermis externa
presentan engrosamientos y adelgazamientos, que semejan a las punteaduras
escalariformes de las traqueidas (Figs. 31, 34 y 38).

Las ceélulas de la testa de la semilla casi madura aun presentan nucleos
grandes. la pared periclinal externa tiene protuberancias mas desarrolladas y de
paredes delgadas (Figs. 30 y 34). En la semilla madura. las células no presentan
nucleo, las paredes celulares son gruesas, el lumen es pequefio y las paredes
periclinales externas muestran protuberancias engrosadas. En algunas zonas las
células son mas altas, dando como resultado una superficie reticular (Fig. 31).

En la pared periclinal externa del 6vulo maduro se deposita una capa de
mucilago, la cual es muy tenue y delgada alrededor de 5 um (Figs. 28 y 32). En las
etapas sucesivas de desarrollo de la semilla, el mucilago aumenta en grosor y en las

etapas intermedias es donde alcanza su mayor dimensién que puede ser de 25 - 50
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um (Figs. 30 y 34). Cuando la semilla esta madura, la cubierta de mucilago es
delgada de unas 3.5 pum. Al comparar el tamaiio de las células de la epidermis
externa, puede decirse que la capa de mucilago es delgada en etapas tempranas,
posteriormente, con la maduracién las células, el grosor del mucilago aumenta; pero,
en la semilla madura las células son mas altas y la cubierta de mucilago es delgada
(Cuadro 5) (Figs. 28 a 35).

Cuadro 5. Datura stramonium. Exotesta: grosor de mucilago y aitura de las esciereidas en
distintas etapas de desarrollo. M — mucilago; EE — epidermis externa. Unidades en pm.

Ovulo Embrion Embrion Embrion Embrion Semilla
maduro oval acorazonado cilindrico casi maduro madura
M EE M EE M EE M EE M EE M EE
5 25 14 31 30 59 42 83 28 117 3.5 116

Cuando el embridén es oval. la epidermis interna se ha diferenciado de las
células de la mesotesta, contiene células de forma rectangular, de nucleos grandes y
de protoplasma denso que se encuentra en contacto con el endospermo (Fig. 23).
Una cuticula muy tenue la separa del estrato de aleurona (cuticula “nucelar™). La
cuticula se interrumpe en la zona calazal y en la zona del micrépilo. En las etapas
sucesivas, estas células de la endotesta son largas en sentido longitudinal, delgadas,
contienen protoplasma muy denso y nucleos grandes. Cuando el embridn esta casi
maduro, la epidermis interna se mantiene como un estrato bien definido pero con
poco contenido. En la semilla madura, la epidermis interna es de paredes gruesas y
sin contenidos celulares: la cuticula “‘nucelar™ es gruesa (Figs. 31 y 35).

La mesotesta esta formada por numerosos estratos de células
parenquimaticas (8 a 20), pero al madurar la semilla, quedan solo tres o ningun
estrato de estas. En etapas tempranas, la mesotesta se puede dividir en dos zonas, la
externa que contiene abundante almidén y la zona interna con poco contenido de
almidon (Figs. 29 y 33). Un estrato amorfo de parénquima colapsado rodea a la
epidermis interna (Figs. 31 y 35). Cuando la semilla esta casi madura. los estratos de

parénquima cercanos a la exotesta aiun presentan abundante almidon (Figs. 30 v 34).
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En semilla madura el almidon se observo unicamente en el parénquima de la taza del
hilo.

La taza del hilo, en Dagrura, es una zona de la semilla delimitada por cuatro
estructuras: a) una capa de esclerénquima al fondo de la taza en contacto con el
endospermo, b) la exotesta (grupo de células altas y engrosadas) a los lados de la
taza, c) una epidermis de paredes delgadas alrededor del hilo, del micrépilo y en la
superficie de la carincula y d) el hilo, 1a cicatriz resultante de la separacion de la
placenta (Figs. 36 y 37). En el lado micropilar, la exotesta puede formar un surco o
grieta (sin células esclerosadas) que puede considerarse como continuacién de la
taza del hilo. En D. srramonium el surco micropilar es corto.

La semilla madura de D. stramonium es sésil, sin funiculo, el tejido vascular
se presenta como reminiscencia en aproximadamente un cuarto del ancho de la
semilla y se localiza entre el parénquima de la taza del hilo (Fig. 36) y la calaza. La
calaza se encuentra muy cercana al micropilo. Al madurar, ésta se desprende
facilmente del fruto. En otras especies de Darura se puede formar una cartincula que
se sitia sobre la taza del hilo (Figs. 37 y 65). sin embargo. en D. siramonitum no se
forma caruincula. pero en esta zona se encuentra un parénquima que contiene lipidos,
proteinas, almidon y arena cristalina (Fig. 64).

La figura que se presenta para . srramonium, corresponde con el corte de
una semilla casi madura (Fig. 36), que presenta las mismas estructuras, pero
completas, ya que en una semilla madura los tejidos se desprenden con facilidad y la

imagen no es adecuada.

En resumen, la semilla de Darura stramonium, es sésil, se desprende
facilmente de la placenta y no presenta caruncula. La calaza se encuentra cerca del
micropilo. El hilo esta rodeado por una parte de la taza del hilo; ademas presenta un
parénquima que contiene sustancias de reserva como en las especies con caruncula,
aunque en menor cantidad. Presenta un surco micropilar corto como continuacién de

la taza del hilo. La testa es unitégmica y se encuentra formada por tres estratos:
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epidermis interna, de un solo estrato de células de paredes gruesas y de forma
rectangular y sin contenidos; epidermis externa, con un estrato de células de
paredes gruesas y entre ambas, una capa de la mesotesta de parénquima
desintegrado o formado hasta por tres estratos de células. Por encima de la epidermis

externa se encuentra una capa delgada de mucilago.
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Figuras 6 - 11. Datura stramonium. Desarrollo del 6vulo. 6 - corte transversal de ovario
imperfectamente tetralocular (nivel basal); 7 - corte transversal de ovario bilocular (nivel apical). 8 -
placenta con primordios de ovulos; 9 - 11 - Ovulos jovenes, aparicion y crecimiento de los
primordios tegumentarios y curvatura del 6vulo. CM - célula madre, N - nucela, O - ovario, OV -
6vulo, PL - placenta, PR - precursor del 6vulo, PT - primordio tegumentario, SE - septo y SS -
pscudosepto. (Escala: 6 - 8 = 100 pum; 9 - 11 =20 um).
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O RN

uras 12 - 17. Darura stramonion. Desarrollo del saco embrionario (12-16 megasporogéncsis, 17
megagametogénesis). 12 - célula madre de la megaspora, 13 - dos megasporas (mciosis 1), 14 - triada
con dos megasporas (mciosis 1l), 15 - corte mediano del évulo y desintegracion de la nucela 16 -
megaspora funcional y tres megasporas pigndticas, 17 - Inicio de la division de la mcgaspora con dos
nicleos (meiosis [). CM - célula madre de la megaspora, DC - células degeneradas, F - tuniculo, ME
— megaspora, MUl - micréopilo. N - nucela, PEE - protodermis externa, PEl - protodermis interna, PT
- primordio tcgumentario. (Escala: 12 - 14, 16, 17=20pum y 15 =100 jum).
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Figuras 18 - 21. D, a Str 7 18 - saco embrionario en donde se ven sicte nucleos, 19 -
corte mediano de dvulo maduro, 20 — acercamiento de saco embrionario maduro con siete células
21 - fecundacion. AN - antipodas, CC - célula central, Cl - cigoto, EE - epidermis externa, El -
epidermis interna, ES - esperma, F - funiculo, HV - haz vascular, Ml - micropilo, OV - ovocélula,
PM — parénquima de la mesotesta, SE - saco embrionario, Sl - sinérgidas y TP - tubo polinico.

(Escala: 18 y 20 =20 um; 19 y 21 = 50 pum).
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Figuras 22 - 27. Datura stramonium. Desarrollo del embrién. 22 - fecundacién, 23 - embrién
ovalado, 24 y 28 - embrion globular. 26 - embrién acorazonado, 27 - embrion cilindrico. A - capa
de alcurona, CC - célula central, CI - cigoto, CO - cotiledén, E - embrion, El - epidermis interna,
EN - endospermo, MI - micrépilo. PE - protodermis, PV - primordio vascular (procambium), S -
suspensor, Sl - sinérgida. (Escala: 22 =20 um; 23 =25 ym; 24,26 y 27 = 50 ym: 25 = 100 um).
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Mucilago ;

Figuras 28 - 31. Datura stramonium. Desarrollo de 1a testa., 28 - 6vulo maduro, 29 — semilla,
desarrollo temprano, 30 - semilla casi madura, 31.- semilla madura. A - estrato de aleurona, AL -
almidén, CU - cuticula, EE - epidermis externa, El - epidermis interna, EN - endospermo, PM -
parénquima de mesotesta, PR - protuberancia y PU - punteadura.
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Figuras 32-35. Datura stramonium. Desarrollo de la testa de la semilla. 32 — 6vulo maduro; 33
— semilla desarrollo temprano; 34 — semilla casi madura; 38 — semilla madura. (Escala: = 50 um),
(ver Fig.28 -31).
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Figuras 36 y 37. Seccion longitudinal, corte mediano. Comparacién de semilla casi madura y semilla madura.
36 - D a Str i 37 - D. kymatocarpa. CA - camincula, C - calaza, CO - cotiledones, EN -
endospermo. HV - haz vascular, ME- meristemo apical, Ml - micrépilo, RA - radicula, PR - protuberancia,
TE - tegumento, TH - taza del hilo; las flechas indican células altas y bajas del reticulo o proyecciones de la
cpidermis externa. (Escala 36 = 0.5 mm, 37 = | mm)
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5.2 Descripcién morfolégica, anatéomica y micromorfolégica de las semillas

maduras de Datura sensu stricto y Brugmansia sanguinea.

Se presenta la descripcion anatomica y de la exotesta de 1a semilla madura de
Darura y Brugmansia sanguinea. Posteriormente se presenta la morfologia de las

semillas maduras.

5.2.1 Descripcion anatémica de la semilla de Datura.

El! embrién en Datura es cilindrico y de tipo anular. Cuando el embrion esta
bien desarrollado y curvado, este contiene abundantes reservas de aceites y de
proteinas, y esta forrmado por radicula, hipocotilo y dos cotiledones que se curvan,
presenta caliptra, protodermis, procambium vascular y meristemo apical (Figs. 36 y
37).

El endospermo presenta células de paredes gruesas y hialinas, con
abundantes reservas de aceites y proteinas en cuerpos esféricos. El endospermo se
encuentra delimitado por un estrato de aleurona que rodea completamente el
embrion. En la parte externa. una capa de 4 a 5 estratos de células endospérmicas
separa el embrion de la testa.

Las semillas son unifégmicas. Sus células se encuentran formando tres
estratos: epidermis externa, mesotesta y epidermis interna. Sobre la epidermis
externa se encuentra una delgada cubierta de mucilago. La testa se encuentra bien
delimitada del endospermo por una cuticula (Fig. 31, 35 ,48 - 59); por debajo de la
taza del hilo la epidermis interna y la cuticula son onduladas.

La epidermis externa o exotesta esta constituida por un solo estrato de
células esclerenquimaticas, de forma ligeramente alargada y con paredes anticlinales
sinuosas (Fig. 60) o muy sinuosas (42 y 61). La pared periclinal externa, en la zona
de union de las paredes anticlinales, es mas alta que la zona central 1o cual forma
una concavidad (Figs. 38 - 44). La pared periclinal externa presenta protuberancias

que pueden variar en tamaiio. numero y altura. La variacion se presenta en zonas de




una misma semilla y entre especies. Como una estructura adicional, la epidermis
externa presenta una cubierta delgada de mucilago de unos 3.5 um de alto.

La mesotesta esta formada por parénquima, de 1 a 4 estratos de células o se
desintegra y se observa como un estrato colapsado (Figs. 31, 35, 48 - 59); por debajo
de la zona de los 1obulos, los estratos de parénquima pueden ser mas numerosos
(Figs. 57 y 58).

La epidermis interna es un estrato celular que rodea casi por completo el
saco embrionario, interrumpiéndose en la zona calazal. En la semilla madura, la
epidermis interna ha perdido sus contenidos celulares y las paredes se han
engrosado.

En la semilla madura de Darura, el tejido vascular se puede observar
unicamente como reminiscencias en aproximadamente un cuarto del ancho de la
semilla madura, y este puede quedar unido a la semilla como en D. stramornium
(Figs. 36 y 64) o se desprende. dejando un hueco. como en D. kvmarocarpa (Fig.
37). La calaza se encuentra muy cercana al micropilo y al hilo por lo que es semilla
campilétropa.

La mayoria de las especies de Darura estudiadas (. ceratocaula, D.
discolor, D. inoxia, D. kymarocarpa, D. lanosa, D. merel, D. pruinosa, D. reburray
D. wrightii) presentan carincula (Figs. 37 y 65). Sin embargo, en D. stramonium, D.
quercifolia X D. stramonium y D. quercifolia, esta no se presenta. En cambio,
dentro de la taza del hilo en el lado calazal hay un tejido parenquimatico, que

contiene arena cristalina, aceites, proteinas y almidon (Figs. 36 y 64).

Microestructura de la epidermis externa de las semillas.

Vista en corte perpendicular a la superficie, la epidermis externa esta
formada por un estrato de células esclerenquimatosas, de forma oblonga coéncava y
otras pueden ser de forma ampliamente oblonga concava (Figs. 30, 34, 38 - 41, 49 -
59). Las paredes anticlinales son mas engrosadas que las periclinales externa e

interna, y el engrosamiento tiende a reducirse hacia la pared periclinal externa, lo
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cual ocasiona que el lumen tenga forma de un cono muy irregular. Ademas, en las
semillas de algunas especies, la pared lateral se reduce también hacia la pared
periclinal interna y el lumen adquiere forma de reloj de arena (Figs. 51 y 56); este
lumen es estrecho en semillas negras (Figs. 48 - 51, Cuadro 6) y amplio en semillas
pardas (Figs. 52 - 59). Las paredes celulares contienen capas concéntricas de
compuestos fenoélicos (Figs. 48 - 59 y 63) de color pardo a amarillo. Ademas, en el
lumen de las células se depositan compuestos fendlicos, especialmente en las
especies de semillas negras. En las tres especies de la seccidon Darura, al igual que
en D. discolor y D. reburra de la seccidn Durra, las paredes periclinales son gruesas
y oscuras (Fig. 48 - 51, 57; Cuadro 6). En las otras especies de la seccion Duitra, se
presentan paredes periclinales de color claro y su aspecto es homogéneo (Figs. 52 -
56, 58; Cuadro 6). En D. cerarocaunla, las paredes periclinales externas de la testa

son muy delgadas y se pierden facilmente (Fig. 59 y 60; Cuadro 6).

Cuadro 6. Caracteristicas de la testa de semilla madura de Datura
sensu stricto y Brugmansia sanguinea.

Geénero Epidermis externa Lumen Mesotesta
Especies color grosor celular estratos
D. quercifolia x parda gruesa estrecho 2a3
D. stramonium

D. quercifolia parda gruesa estrecho 4

D. stramonium parda gruesa estrecho Oa3
D. discolfor parda gruesa estrecho 4

D. inoxia amarilla delgada amplio 3

D. kymatocarpa amarilla delgada amplio 1a4
D. lanosa amarilla delgada amplio 4

D. metel amarilla delgada amplio 2

D. pruinosa amarilla delgada amplio 3

D. reburra parda gruesa amplio 1az2
D. wrightii amarilla delgada amplio 2a3
3 ceratocaula | amarilia clara | muy delgada amplio 3

6. sanguinea amarilla delgada grande 10 a 20

Al engrosar, en la pared periclinal interna secundaria, se forman punteaduras

redondeadas y ramificadas que unen el lumen celular con la pared primaria




periclinal interna (Fig. 62). El lumen de las protuberancias externas son extensiones
del lumen principal de la célula, pero aparentemente no coinciden con
protuberancias de otras células para formar pares de punteaduras (Figs. 62). En la
pared anticlinal secundaria se forman punteaduras escalariformes (Figs. 38 - 40 y
63).

En algunas zonas de la superficie de la semilla, las células de la testa son mas
altas, dando como resultado un reticulo en la superficie externa, con varias células
incluidas en cada malla (Figs. 67, 72, 74, 76 y 78); y en algunas especies se pueden
formar lobulos (Figs. 69, 70, 71, 73 y 75) o bien proyecciones como en D.
ceratocaula y D. kvmatocarpa (Figs. 68 y 77). Las paredes periclinales externas e
internas de una célula presentan protuberancias. que se entrelazan con las de otras
células y sobresalen; asi, la pared periclinal externa forrna una cavidad central (Figs.
38 - 44) que puede dar un aspecto punteado (Figs. 67 - 78). En el reborde de la taza
del hilo, las protuberancias pueden ser mas cortas y las paredes anticlinales menos
onduladas, dando el aspecto de una superficie mas lisa en esta zona en D.
stramonium, D. quercifolia, D. quercifolia X D. stramornium, D. kvmatocarma, y D.
discolor (Figs. 72, 74, 76, 77 y 78).

La mesotesta puede estar formada por una capa de parénquima. de células
con paredes delgadas y forma transversalmente eliptica. En las partes mas
levantadas de la testa, la mesotesta presenta hasta cuatro estratos de células (Figs. 48
- 59, Cuadro 6), pero en las especies con lobulos pueden ser aun mas numerosas por
debajo de éstos.

La epidermis interna, en todas las especies de Darura, esta formada de un
solo estrato de células de paredes gruesas. dispuestas transversalmente v de forma
estrechamente oblonga (Figs. 31, 35, 48 - 59), y ondulado en la zona cercana a la
taza del hilo.

La caruncula se desprende con facilidad en la mayoria de las especies de la
seccion Durra. Se observaron cortes de cariuncula en semillas maduras de tres

especies: D. discolor, D. kymarocarpa y D. lanosa, en donde se aprecia que su tejido
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se origina de la epidermis que se encuentra entre el hilo y la curvatura del haz
vascular que se dirige hacia la calaza (LC - lado calazal de la taza del hilo) (Fig. 37
y 65). La carmincula de D. ceratocaun/a es mas resistente que en los otros taxa; en esta
especie, las células de la exotesta y la caruncula presentan una disminucién en el
grosor y consistencia de las paredes celulares (Fig. 60) y se observan espacios

intercelulares grandes.

Anatomia de la semilla y microestructura de la epidermis externa de
Brugmansia sanguinea.

Brugmansia sanguinea difiere de las especies de Darura por lo siguiente:
a) un endospermo delimitado por un estrato de aleurona bien definido y diferenciado
en células largas, angostas y de paredes gruesas. de nucleos pequeiios y con
abundantes reservas de aceites y proteinas, b) un endospermo que rodea el embridn,
formado por 10 a 11 estratos de células. c) las células de la exotesta pueden formar
hasta siete lobulos (Fig. 47 y 66), d) la mesotesta tiene parénquima formado por 10 -
20 estratos y e) las células epidérmicas de la exotesta son alargadas. las paredes
anticlinales son muy sinuosas, con numerosas protuberancias pequeiias.

La testa de B. sanguinea es unitégmica v se separa del endospermo por una
cuticula delgada. Igual que en Darura, la testa se forma de tres estratos: epidermis
externa. mesotesta y epidermis interna. En corte perpendicular a la testa. se observa
que la epidermis externa esta formada por células grandes, esclerenquimatosas. de
forma angostamente elipticas, con paredes delgadas en toda la célula y
protuberancias muy cortas que se entrelazan unas con otras; ademas presentan un
lumen muy amplio (Fig. 46). En la zona media, los engrosamientos de las paredes
anticlinales presentan punteaduras angosta y estrechamente elipticas. Las células de
la epidermis externa tienen pocos compuestos fendlicos, que forman una pared
celular delgada (Fig. 46 y 47). Sobre la epidermis externa se encuentra una capa
muy delgada de mucilago. de unos 7.6 pum. en relacion al tamarfo de las células que

en promedio miden alrededor de 216 pum.
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La mesotesta esta constituida por numerosos estratos de células de
parénquima, de paredes gruesas y dividida en tres zonas: un estrato formado por
células colapsadas cercanas a la epidermis interna, con numerosos filamentos
safraninofilos; le sigue una capa formada por 10 estratos de células de forma eliptica
dispuestas transversalmente y una zona de células de la misma forma cercanas o
debajo de los 16bulos (Figs. 46 y 47). En B. sanguinea la mesotesta no se colapsa
completamente, como en las especies de Darura estudiadas, en donde quedan
nnicamente de 1 - 4 estratos de parénquima. La epidermis interna esta formada por

un estrato de células, de paredes gruesas, dispuestas transversalmente con forma

estrechamente oblonga (Fig. 46).
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C¢ s epidérmicas de la testa. 38 v 39 - csquemas de esclercidas en vista lateral: 40, 41 vista
lateral y superticial (ML): 42 - vista superficial (ML): 43 y 44 - vista superficial (MEB): CA -
cavidad. PR - protubcerancia. PU - punteadura. 40 - 42 (Escala = 100 um)
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Figuras 45 - 47, 45 - D. strarmonium, testa seccion perpendicular (tincién rojo “O” y contraste de fases); 46 -
Brugmansia sanguinea, testa seccion perpendicular, 47 - semilla corte transversal con respecto al eje del
embrion. CU - cuticula, E - embrion, EE - epidermis externa, El - epidermis interna, EN - endospermo, LO -
I6bulos, LU - lumen celular, M - mucilago y P - parénquima de la mesotesta. (Escala: 45 = 50 pm, 46 = 100
pum y 47 = 0.5mm).
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Figuras 48 - 54. Scccion perpendicular a la testa de semilla madura de: 48 - D. gquercifolia
X D. stramonium, 49 - D. quercifolia, 80 - D. stramonium, 51 - D. discolor, 82 - D. inoxia,
53 - D. kymatocarpa, S4 - D. lanosa. Ordenadas de acuerdo a la seccion Datura (40 — 51),
seccion Dutra (S2- 54) (Escala: 48, 49, 50, 53, 57, 59 = 100 um: 51, 52,54 - 56 =50 ym y

58 = 200 pm).
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Figuras 55 - §9. Seccion perpendicular a la testa de semilla madura: 88 - D. metel, 56 - D.
pruinosa, 87 - D. reburra, S8 - D. wrightii (tres I6bulos formados por células mas altas y
mas bajas que el resto de la testa) y 589 - D. cerarocaula (pared periclinal externa muy
delgada). Ordenadas de acuerdo a la seccion Durra (55 — 58) y seccion Ceratocaulis (59)
(Escala: 57, 59 = 100 pum; 55, 56 =50 uym y 58 =200 pum).
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Figuras 60 - 65. 60 - D. ceratocaula vista superficial de epidermis externa y caruncula; 61 - D. reburra vista
superficial de epidermis externa, 62 - D. stramonium esclereida, 63 - D. rebsurra epidermis externa (MEB).
64 - D. stramonium parénquima de la taza del hilo; 68 - D. discolor caruncula. C - caruncula, EE - epidermis
externa, El - epidermis interma, HV - haz vascular, LC - lado calazal, LM - lado micropilar, MI - micrépilo,
PU - protubcrancias con puntcaduras de ramificaciones redondeadas. (Escala: 60, 61 y 64 = 100 um, 62 = 50
um).
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5.2.2 Descripcion morfologica de las semillas maduras de Dartura sensu stricto y

Brugmansia sanguinea.

De acuerdo con las formas propuestas por el Systematic Association
Committee (1962, modificado por Radford et al. (1974) y tomado de Stuessy, 1990),
Figs. 66 - 78, Cuadro 7, en Datura, las especies D. pruinosa, D. wrightii, D.
ceratocaula y B. sanguinea presentan semillas de forma comprimida obovada,
mientras que en las otras especies incluidas en el presente estudio, la semilla es

ampliamente comprimida obovada.

Cuadro 7. Forma de la semilla de Datura sensu stricto
y Brugmansia sanguinea.

Especies Forma de la Razon
semilla largo/ancho de
semilla
D. quercifolia X D. | ampliamente comprimida obovada 0.84
stramonium
D. quercifolia ampliamente comprimida obovada 0.81
D. stramonium ampliamente comprimida obovada 0.77
D. discolor ampliamente comprimida obovada 0.89
D. inoxia ampliamente comprimida obovada 0.82
D. kymatocarpa ampliamente comprimida obovada 0.87
D. lanosa ampliamente comprimida obovada ggg
D. metel ampliamente comprimida obovada 0:78
D. pruinosa comprimida obovada 0.71
D. reburra ampliamente comprimida obovada 0.76
D. wrightii comprimida obovada 0.74
D. ceratocaula comprimida obovada 0.74
B. sanguinea comprimida obovada 0.63

El color de las semillas de Darura varia de pardo claro a pardo oscuro y
negro (Cuadro 8). En este estudio las semillas se clasificaron en dos colores: pardo y
negro. El negro es caracteristico de las especies de la seccion Darura; el pardo, con
distintos tonos. se presenta en la mayoria de las especies de la seccidn Durra, con
excepcion de D. discolor y D. reburra, cuyas semillas son de color negro; en D.
ceratocaula, unica especie de la seccion Cerarocaulis, las semillas son de color

pardo claro.

67




CUADRO 8.
Datura sensu _stricto y Brugmansia sanguinea.
Las claves de color corresponden al abanico de Nickerson (1957).

Color de la testa de semillas de

Género: Datura Color
Secc. | Datura
D. quercifolia X
D. stramonium - negro
D. quercifolia - negro
D. stramonium - negro
Secc. Il Dutra
D. discolor - negro
D. inoxia - en el centro pardo claro 7.5 YR 4/5
parte del margen pardo amarillento oscuro
7.5 YR 5/7
D. kymatocarpa - pardo amarillento claro 10 YR 4/4
- amarillo — rojo 7.5
D. lanosa - margen pardo moderado 7.5 YR 4/5
centro pardo grisaceo 7.5 YR 3/2
D. metel - pardo oscuro 5 YR 4/5
D. pruinosa - pardo fuerte 5§ YR 4/5
- amarillo naranja oscuro 10 YR 7/10
D. reburra - negro
- pardo amarillento oscuro 7.5 YR 5/7
- pardo grisaceo 7.5 YR 3/2
D. wrightii - pardo claro 7.5 YR 4/5

- margen pardo claro 7.5 YR 4/5
centro pardo grisaceo 7.5 YR 3/2

Secc. Il Ceratocaulis

D. ceratocaula

- pardo olivo claro 2.5 Y 5/5
- olivo claro 5 Y 4/3
- gris olivo 5 Y 3/1

Género: Brugmansia

B. sanguinea

- pardo claro 5 YR 3/3

El tamaiio de las semillas en Darura es variable. La seccion Darura tiene las

semillas mas pequeiias. en comparacidén con las otras secciones. Sin embargo, en la

secciéon Dwrra, se encontraron las semillas mas pequefias en D. pruinosa y las

semillas mas grandes en D. reburra.
El largo de la semillas en Darura presenta un rango de 3.13 - 5.80 mim; el

ancho va de 2.22 - 4.41 mm; el grosor dorsal con una variacion de 0.81 - 1.80 mm;
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el grosor a nivel del hilo fluctia de 0.92 - 1.80 mm. La proporcion entre el ancho y
el largo de la semilla presenta un rango de 0.71 en D. pruinosa y 0.89 en D.

discolor. El peso de las semillas tiene una variacion de 3.46 - 20.44 mg (Anexo I1).

Topografia de la taza del hilo.

La taza del hilo es la zona que presenta el mayor numero de caracteres que permiten
la comparacion entre las especies (Figs. 2 y 4). La forma de la taza del hilo es muy
variable, ya que en Darura puede ser eliptica, ovada, triangular o linear, mientras
que en B. sanguinca es de forma irregular y puede ser mas ancha que larga o mas
larga que ancha y de contorno ondulado (Figs.79 - 82, Cuadro 9). * Razon entre el
largo y el ancho de la taza del hilo, tomando como referencia las formas propuestas
por el Systematic Association Committee (1962, modificado por Radford et al.
(1974) y tomado de Stuessy, 1990). La zona de la taza del hilo puede ser cerrada o
abierta, continuandose en el surco micropilar (Figs. 79 - 83).

Cuadro 9. Forma de la taza del hilo y caracteres del surco micropilar de Datura
sensu stricto y Brugmansia sanguinea.

Especies Forma de la Reborde Prolongacion de Surco Pliegue
taza del hilo * micropilar | la taza del hilo tamano micropilar

D. quercifolia x d
D. stramonium triangular 1.51 cerrado ausente muy corto ausente
D. quercifolia triangular 1.36 cerrado ausente corto ausente
D. stramonium |triangular 1.54 cerrado ausente muy corto ausente
D. discolor triangular 1.73 cerrado ausente corto ausente
D. inoxia eliptica 2.22 abierto ausente muy largo ausente
D. kymatocarpa |ovada 1.55 abierto ausente muy largo ausente
D. lanosa ovada 1.68 abierto ausente largo ausente
D. metel eliptica 2.53 abjerto ausente largo ausente
D. pruinosa eliptica 2.65 abierto presente muy largo ausente
D. reburra ovada 1.99 abierto ausente largo ausente
D. wrightii eliptica 2.20 abierto ausente largo ausente
D. ceratocaula linear 15.00 cerrado ausente ausente presente
8. sanguinea irreguiar 0.97 abierto presente largo curvo ausente

La abertura del espacio de la taza del hilo es angosta en las especies de la

seccion Darura, ancha para la seccion Dwurra, excepto en D. discolor. donde es
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angosta y angosta en la seccion Cerarocaulis. En B. sanguinea la abertura de la taza
del hilo es ancha (Figs. 79 - 82).

El largo de la taza del hilo menor es de 1.44 mm (D. discolor) y €l mayor es
de 3.32 mm (D. reburra). El ancho de la taza del hilo en la zona basal, incluyendo
el reborde de la taza del hilo menor es de 0.18 (D. cerarocaula) y el mayor de 1.68
(D. reburra). La razén entre el largo y el ancho de la taza del hilo es de 1.36 en D.
quercifolia y 15 en D. cerarocaula (Anexo 11).

Existen dos angulos que son importantes para caracterizar la forma de las
semillas maduras de Darura (Fig. 5). El angulo que forma la taza del hilo y la giba
va de 90° en D. reburra a 250° en D. discolor (100° en B. sanguinea). El angulo
entre la taza del hilo y el micrépilo va de 40° en D. pruinosa a 100° en D.
stramonium (140° en B. sanguinea) (Anexo I1).

Vista la semilla lateralmente, la taza del hilo puede presentar una curvatura
en forma de S o ser recta (Figs. 4a y b). Las especies de la seccidn Darura y D.
discolor presentan curvatura pronunciada en forma de S cerrada (S) (Figs. 72, 74,
76, y 78). Las otras especies de la seccion Durra presentan curvatura mediana en
forma de S abierta (I), con excepcidn de D. reburra, donde la taza del hilo, en vista
lateral, es recta al igual que D. ceratocaula y B. sanguinca (Figs. 66, 68, 70 y
Cuadro 10).

La taza del hilo puede presentar un reborde, €l cual se eleva del plano
general de la semilla y puede presentar células diferenciadas. En todas las especies
de la seccidon Darura, el reborde puede extenderse hacia el centro de la semilla (Figs.
72, 74, 76 y 78). Darura reburra y D. lanosa presentan el reborde extendido. El
reborde puede estar formado por células con protuberancias mas bajas que el resto
de la superficie de la exotesta, dando un aspecto liso en las semillas de las especies
de la seccion Darvra. asi como en D. discolory D. kymarocarpa. Las otras especies
de la seccion Durra no presentan el reborde. pues la zona que rodea a la taza del hilo
no se diferencia del resto de la superficie. En B. sanguinea, el reborde presenta

pliegues grandes (Fig. 82, Cuadro 10).
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Cuadro 10. Caracteristicas de la taza del hilo de
Datura sensu stricto y Brugmansia sanguinea.

Forma de curvatura Reborde
Especies en vista lateral Caracteristicas Protuberancias
D. quercifolia x D.
stramonium S cerrada extendido mas bajas
D. quercifolia S cerrada extendido mas bajas
D. stramonium S cerrada extendido mas bajas
D. discolor 8 cerrada corto mas bajas
D. inoxia j abjerta ausente ausentes
D. kymatocarpa fabierta corto mas bajas
D. lanosa f abierta extendido ausentes
D. metel fabierta ausente ausentes
D. pruinosa fabierta ausente ausentes
D. reburra recta extendido ausentes
D. wrightii fabierta corto ausentes
"D. ceratocaula recta ausente ausentes
?. sanguinea recta corto pliegues grandes

En la zona del hilo algunas semillas presentan, una proyecciéon en forma de
tubo que sobresale del cuerpo de la semilla. tal como en B. sanguinca y en ID.
pruinosa (Figs. 66 y 67). En contraste. en D. discolor la zona del hilo gira hacia el
centro de la semilla, dandole una forma casi circular (Fig. 78). En B. sanguinea la
taza del hilo sube o se continua hasta el tubo, y en D. pruinosa la taza del hilo baja
en esa zona.

El surco micropilar es recto. se encuentra cercano a la taza del hilo y es
opuesto a la zona de la calaza. La altura del surco micropilar puede ser corta o larga,
pero esto no se evaluo cuantitativamente. El surco micropilar es corto en las especies
de la secctdn Datura y en D. discolor. En las demas especies de la seccidn Durra, el
surco es largo (Figs. 80, 81 y 83). En D. cerarocauia no hay surco micropilar, pero
presenta un pliegue micropilar de color claro (Fig. 68). El surco micropilar en B.
sanguinca es largo y curvo (Fig. 82, Cuadro 10).

Algunas semillas de las especies de la seccion Dwira presentan una giba

(Figs. 71 y 77). en donde los cotiledones se doblan y se asocian con una
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protuberancia que sobresale del contorno de la semilla. En D. Akymatocarpa y B.
sanguinea la giba es pronunciada (Figs. 66, 77 y Cuadro 11).

La mayoria de las semillas de las especies de Dagrura presentan una
depresién lateral, localizada por encima de la zona del endospermo, la cual esta
rodeada por el embrién; solo no se presenta en D. stramonium (Figs. 4, 70, 72 y
Cuadro 11).

Relieve de la testa.

En la superficie de la testa se presentan las tipicas protuberancias (Figs. 38-
44) de la orilla de la pared periclinal externa. El conjunto de protuberancias levanta
la superficie sobre las paredes anticlinales, y la pared periclinal queda mas abajo,
dando un aspecto finamente punteado de las semillas de las secciones Dwuira y
Datura (Figs. 67 — 76). En B. sanguinea las protuberancias se levantan poco de la
superficie, y no se forma el aspecto punteado (Fig. 66). En D. cerarocaula, las
protuberancias y el resto de la pared periclinal son delgadas y se colapsan hacia el
Iumen de la célula. Las paredes anticlinales gruesas mantienen su posicion y dan a la
superficie un aspecto de panal (Fig. 68). Otros tipos de relieve en la superficie puede
ser reticulo, proyecciones o I6bulos, dados por células altas de algunas zonas de la
superficie de la semilla y que se apoyan por debajo en 2 o mas células del
parénquima. El reticulo es caracteristico de las semillas de las especies de la seccion
Darura 'y en D. discolory D. pruinosa de la seccion Durra. Cada malla del reticulo
consta de varias células, rodeadas por otras células de la exotesta que son mas altas
(Fig. 66, 72, 74, 76 y 78), los otros miembros de la seccidon Durra y ID. ceratocaula
no lo presentan (Cuadroll). Las proyecciones son grupos de células altas que se
localizan especialmente en regiones laterales de la exotesta de D. kymatocarpa y D.
cerarocaula (Figs. 68 y 77). Las especies de la seccion Duirra presentan, como
caracter de la superficie de la testa, tres ldbulos o pliegues de la exotesta siguiendo
el contorno de la semilla en uno o dos lados. que pueden estar bien definidos o poco

definidos, excepto en D. discolor v D. pruinosa en donde no se presentan lobulos.
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Estos lébulos estan formados por células mas altas y posteriormente otras mas bajas
que forman surcos entre ellos (Figs. 58, 69, 70, 71, 73, 75, 77 y 84). Brugmansia

sanguinea presenta varios Iobulos irregulares (Figs. 47, 66 y Cuadro 11).

Cuadro 11. Caracteristicas de la superficie de las semillas de
Datura sensu stricto y Brugmansia sanguinea.

Especies Giba Depresion Superficie Lobulos
D. quercifolia x presente presente reticulo ausentes
D. stramonium
D. quercifolia ausente presente reticulo ausentes
D. stramonium presente ausente reticulo ausentes
D. discolor ausente presente reticulo ausentes
D. inoxia presente presente finamente punteado 3 bien definidos
D. kymatocarpa presente presente proyecciones 3 poco definidos
D. lanosa presente presente finamente punteado 3 bien definidos
D. metel presente presente finamente punteado 3 poco definidos
D. pruinosa presente presente reticulo ausentes
D. reburra presente presente aspecto liso 3 bien definidos
D. wrighti ausente presente finamente punteado 3 bien definidos
D. ceratocaula ausente presente proyecciones ausentes
=B. sanguinea presente ausente rugosa hasta 7 irregulares

Morfologia de la carancula.

La carincula es un abultamiento tegumentario en la zona calazal, que
contiene sustancias alimenticias para las hormigas, como almidon. aceites y
proteinas. La presencia de caruncula es una caracteristica importante en las semillas
de las especies de las secciones Dutra y Ceratocaulis, pero en la seccion Darura y
en Brugmansia sanguinea no se presenta, en su lugar se observa un tejido laxo en el
espacio delimitado por la taza del hilo (Fig. 64). La forma de la carancula en
semillas secas es dificil de apreciar ya que en la mayoria de las especies ésta se
desprende facilmente, y al deshidratarse, la forma es muy irregular, pero se pueden
distinguir dos caracteres: una masa celular casi esferoide como en D. discolor,
elipsoide o escutiforme. En este trabajo a la carancula se le consideré como

deprimida obovada y laminar cuando es una estructura delgada que recubre la zona

73




de la taza del hilo. La carincula es deprimida obovada en las especies de las
secciones Durra y Ceratocaulis; sin embargo, en D. kymatocarpa es laminar (Figs.
67, 68, 71, 73 y Cuadro 12).

Cuadro 12. Caracteristicas de la cariancula de las semillas de Datura

sensu_stricto y Brug ia sangui,
Especies Presencia Forma Persistencia Aspecto
D. quercifolia x ausente ausente ausente ausente
D. stramonium
D. quercifolia ausente ausente ausente ausente
D. stramonium ausente ausente ausente ausente
D. discolor presente deprimida persistente suave
obovada
D. inoxia presente deprimida caediza suave
obovada
D. kymatocarpa presente laminar persistente suave
D. lanosa presente deprimida caediza suave
obovada
D. metel presente deprimida caediza suave
obovada
D. pruinosa presente deprimida persistente suave
obovada
D. reburra presente deprimida caediza suave
obovada
D. wrightii presente deprimida caediza suave
obovada
D. ceratocaula presente deprimida persistente resistente
| obovada
8. sanguinea ausente ausente ausente ausente

El color de la carincula en las semillas secas es variable (Cuadro 13):
blanco (puede indicar presencia de almidones o arena cristalina), pardo muy claro,
pardo rojizo o amarillo y naranja palido (podrian indicar presencia de aceites). La
caruncula puede sufrir cambios de color dados por la etapa de madurez de la semilla,
en el momento del corte, el proceso de secado y la conservacion de las semillas; por
esta razon, se registro su variabilidad pero el caracter no fue considerado en el
analisis numérico. No obstante, se pudo observar que el color claro persiste en las

carunculas de las semillas inmaduras, aun después de secar, mientras que en semillas
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completamente maduras, el color es mas oscuro en la mayoria de las especies, no asi

en D. discolor donde todas sus cariunculas quedan blancas.

Cuadro 13. Color de la caruncula de semillas secas de
Datura gensu stricto y Brugmansia sanguinea.
Las claves de color corresponden al abanico de Nickerson (1957).

Género: Datura Color

Secc. | Datura
D. quercifolia x
D. stramonium - ausente
D. quercifolia - ausente
D. stramonium - ausente

Secc. Il Dutra

D. discolor - blanco

D. inoxia - amarillo naranja moderado 7.5 YR 9/4

D. kymatocarpa - blanco

D. lanosa - blanco — amarillo naranja palido 7.5 YR 9/4

D. metel - pardo moderado 7.5 YR 4/5

D. pruinosa - blanco — amarillo naranja palido 7.5YR 9/4
- pardo moderado 7.5 YR 4/5

D. reburra - amarillo naranja palido 7.5 YR9/4
- naranja pardo 5 YR 5/8

D.

wrightii - naranja parduzco 7.5 YR 9/4
- blanco — amarillo naranja palido 7.5 YR 9/4

Secc. Il Ceratocaulis

D. ceratocaula - amarillo naranja palido 7.5 YR 9/4

Género Brugmansia
B. sanguinea - ausente

En semillas secas, la caruncula puede ser considerada como persistente,
cuando permanece unida a la semilla. o caediza. cuando se desprende con facilidad.
En D. ceratocaula, la carincula es persistente y no se puede separar sin romper la
exotesta (Cuadro 12). El tejido de la carincula presenta paredes delgadas de
polisacaridos, en cuyo interior se encuentran contenidos de oferta alimenticia para

las hormigas (Cuadro 14). En las especies que no presentan caruncula (Cuadro 12)
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se realizé la determinacion de contenidos en el parénquima de la taza del hilo
(Cuadro 14). El almidén se encuentra en la caruncula de las especies de las
secciones Durra y Cerarocaulis. La abundancia relativa del almidén puede ser de
escaso a muy abundante (Cuadro 14). Otros contenidos importantes en la caruncula,
que requieren mayor gasto de energia para su produccion, son los aceites y
proteinas. El aceite se presenta en algunas especies como eleosferas muy pequeiias
y escasas, mientras que en otras especies éstas son muy grandes y abundantes. En las
especies de las secciones Darura y Ceratocaulis el aceite de la caruncula es escaso;
en las especies de la seccion Duwurra, pueden ser escasas como en D. discolor, D.
lamosa y D. kvmatocarpa, o muy abundantes como en D. inoxia 'y D. pruinosa
(Cuadro 14). Las proteinas se presentan en forma esférica o protoplasmica, éstas
son escasas en . cerartocaula, frecuentes en las especies de la seccidn Darmwra y
abundantes en D. inoxiay D. discolor, de la seccion Dutra.

En los frutos de Darura se encuentran abundantes contenidos de arena
cristalina, que probablemente son de oxalato de calcio. Algunas especies presentan
arena cristalina en la carincula; por ejemplo en D. discolor son muy abundantes,
también puede presentarse en el parénquima de la taza del hilo y en las especies de
la seccion Darura son abundantes, en D. stramonium son grandes y muy abundantes
(Cuadro 14). En B. sanguinca, el parénquima de la taza del hilo presenta almidoén,
aceites y proteinas escasas y la arena cristalina es abundante.

Al realizar este tipo de estudios deben considerarse que la presencia y
abundancia relativa de arena cristalina y contenidos de la carancula puede variar
debido a las condiciones ambientales, a la etapa de desarrollo de la semilla, la
manipulaciéon de la semilla, a las técnicas histologicas y a la percepcién del

investigador.

Las semillas del hibrido putativo entre D. quercifolia X D. stramonium, son
morfolégicamente muy similares a las de los progenitores. En las semillas del

hibrido. el angulo entre la taza del hilo y la giba es igual al de D. siramonium; la
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abundancia de arena cristalina y almidon es similar a la que presenta D. gquercifolia.
Sin embargo, los caracteres por los cuales difieren las semillas del hibrido respecto a
sus progenitores, en especial con D. stramonium, son el peso y el tamaiio. El peso
promedio en la semitla del hibrido fue de 12.08 mg, mientras que en los progenitores
este varia de 9.44 y 6.30 mg respectivamente; el tamarfio de la semilla del hibrido es
ligeramente mayor que en D. quercifolia.

Cuadro 14. Determinacién de contenidos en caruncula o en el parénquima de

la taza del hilo de semillas de Datura sensu stricto y Brugmansia

sanguinea. Escala de abundancia: * escaso; ™™ frecuente;

*** abundante; **** muy abundante; — no evidente.
La arena cristalina puede ser de oxalato de caicio.

Arena
Polisacaridos Aceites cristalina Almidén Proteinas
Género Datura
'Secc. | Datura
D. quercifolia x P - prarere P .
D. stramonium
D. quercifolia Pt " Py e e
D. stramonium hadadedod * Py - -
Secc. Il Dutra
D. discolor Ly w hAn - -
D. inoxia wwhen hdw Py prevery .
D. kymatocarpa hadiadad - — P Py
D. lanosa b g * — Py Py
D. metel hdadeded W —_ - e
D. pruinosa R fdedal whdrn - e -
D. reburra Atk w*n P P P
D. wrightii Lt td whn raen . e
'Secc. Il Ceratocaulis
D. ceratocaula whAn - - Py -
Género Brugmansia
B. sanguinea -—vew - nw - 3
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En el Cuadro 15 se presenta un resumen de las caracteristicas de las semillas

para cada seccion de Darura y para Brugmansia sanguinea.

Cuadro 18. Caracteristicas representativas de las semillas de

Datura sensu stricto y Brug sangt

Caracteres / Datura Dutra Ceratocaulis B. sanguinoa
I Seccidn
Forma ampliamente ampliamente comprimida comprimida

comprimida obovada | comprimida obovada o | obovada obovada

comprimida obovada
Tamafio: go 3.46 —3.91 mm 3.13 -5.80mm 4.51 mm 8.10 mm
ancho 275=323 mm 2.22-4.41 mm 3.34 mm 5.10 mm

Peso 6.38 — 12.08 mg 3.46 — 20.44 mg 7.98 mg 34.84 mg
Color negra parda o negra parda parda
Superficie: sin I6ébulos, con tres lébulos o sin I6bulos, con con varios 1ébulos,

reticulada proyecciones proyecciones rugosa
Depresidn lateral | presente presente presente ausente

Caridncuta

ausente, pero tiene
parénquima en la
taza del hilo

presente, de

consistencia delicada,

persistente o caediza

presente de
consistencia
resistente,
persistente

ausente, pero
tiene parénquima
en la taza del hilo

Taza del hilo:

forma triangular ovada o eliptica linear irregular
curvatura pronunciada con mediana, la mayoria recta y sin recta, reborde con
vista en perfil | reborde, extendido y | sin reborde y sin reborde protuberancias
protuberancias mas | protuberancias bajas mas bajas
bajas
reborde en la | cerrado abierto cerrado abierto
zona micropilar
prolongacién | ausente ausente (presente en ausente presente
en forma de tubo D. pruinosa)
Surco micropiiar corto largo ausente largo y curvado

oblongo céncavo o

de mesotesta

Esclereidas de la oblongo céncavo o oblongo céncavo | angostamente

testa: ampliamente ampliamente oblongo | o ampliamente elipticas
forma oblongo céncavo concavo oblongo céncavo

protuberancias | grandes grandes grandes peguefias

tumen estrecho amplio amplio grande

pared perictinal gruesa delgada muy delgada delgada

externa

Pliegue micropilar | ausente ausente presente ausente

convexo

Numero estratos 0—4 1—4 3 10— 20

78




Figuras 66 - 71. Fotomicrografias de semillas en MEB. Ordenadas de acuerdo a la tendencia de la forma
de la semilla: comprimida obovada: 66 - Brugmansia sanguinea, 67 - D. pruinosa, 68 - D. ceratocaula'y 69
- D. wrightii; ampli imida obovada: 70 - D. reburra, 71 - D. metel. Sc retiré la carincula a
69, 70. DL - depresion laleral G giba, LO - l16bulos, PLM - plicgue micropilar, PTH - prolongacién de la
taza del hilo, PY - proyeccion.
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MEB. Ordenadas de acucrdo a la tendencia de la forma

H 72 - D. stramoninum, 73 - D. lunosa, 74 - D. quercifolia,
TR - D. inoxia, 76 - D. quercifolia X D. stramoniun: v 77 - D. kymatocarpa. Se retird la cariincula a 75 v 77.
CA — carincula, RI3 — reborde engrosado en forma de S cerrada y PY — proyeccionces.




Figura 78. Fotomicrografias de semilla en MEB. Ordenadas de acuerdo a la tendencia de
la forma de la semilla: ampliamente comprimida obovada 78 - D. discolor. Se le retiré la
carincula. CS - curvatura de la taza del hilo en forma de S cerrada (Fig. 5) y RE - reticulo.
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D. quercifolia x stramonium D. quercifolia D. stramonium D. discolor
D. inoxia D. kymatocarpa D. lanosa D. metel D. pruinosa
D. reburra D. wrightii D. ceratocaula Brugmansia sanguinea

Figura 79. Datura sensa stricto vy Brugmuansia sanguinea. Forma de ta taza del hilo: Triangular (D.
quercifolic X stramonium, D. quercifolia, D. stramonium, D. discolor); ovada (D. kvinatocarpa, D. lanosa,
D. reburra); cliptico (D. inoxia, DD. metel, D. pruinosa, D. wrightii): ear D ceratocanla ¢ irregular
Brugmansia sanguinea. LLa base corresponde al lado calazal y el lado opuesto al lado micropilar. LC — lado
calazal y LM — Iado micropilar.
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Figuras 80 - 85. Forma de la taza del hilo, surco micropilar y Iébulos. 80 - D. quercifolia taza
del hilo de forma triangular, surco micropilar corto y taza del hilo cerrada; 81, 83, 84 - D. wrightii
taza del hilo de forma eliptica, surco micropilar largo y taza del hilo abicrta; 83 - vista dorsal, 84
vista apical. en donde sc¢ observan dos ISbulos laterales y uno central, scparados por surcos; 82 -
Brugmansia sanguinea taza del hilo de forma irregular, surco micropilar largo y curvo, y taza del
hilo abierta y 85 - D. kyvmatocarpa carancula laminar. (Escala 85 = 1 mm).
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5.3 Analisis Fenético.
En los analisis numéricos que se mencionan a continuaciéon, es importante

sefialar que en el primero de ellos se estan contrastando los géneros Brugmansia'y
Darura;: y con el segundo se pretende conocer la relacidn que existe entre las

especies de Datura encontradas en México.

5.3.1 Analisis de conglomerados para Datura y Brugmansia sanguinca.

En la Figura 86 se muestran los resultados del analisis de conglomerados, con
base en los caracteres anatdmicos y morfoldgicos de semillas. Se observa que al
nivel 2.00 se da la separacion de dos grupos, que corresponden a la especie arbustiva

B. sanguinea (A) y alas especies herbaceas de Daruwra (H).
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Figura 86. Dendrograma que muestra el agrupamiento de 13 OTU s, resultado del analisis
de conglomerados (UPGMA) a partir de una matriz de coeficiente de Distancia

Taxonomica Promedio (Coeficiente de Correlacion Cofenética = 0.9578).

El grupo H, a un nivel de 1.25 se encuentra conformado por tres subgrupos
(SG). El SG 1 esta definido a una distancia de 1.00 e incluye a D. discolor, D.

quercifolia X D. stramonium, D. quercifolia y D. stramonium; el SG 11 se separa a
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una distancia de 1.12, y agrupa a D. inoxia, D. metel, D. lanosa, D. wrightii, D.
kymarocarpa, D. reburra y D. pruinosa, el SG III, diferenciado a una distancia de

similitud de 1.73 con D. cerarocaula.

5.3.2 Anilisis de componentes principales para Datura y Brugmansia sanguinea.

A partir del analisis de componentes principales se definieron los caracteres
de las semillas que permiten agrupar a las especies del grupo H, éstas son: el largo
de la semilla de 3.13 - 5.80 mm, el peso de 3.46 - 20.44 mg, el ancho de la taza del
hilo 0.18 - 1.68 mm, el angulo entre taza del hilo y giba 190° - 250°, el ancho de
semilla 2.22 - 4.41 mm, largo de la taza del hilo 1.44 - 3.32 mm, presencia de tres
16bulos y caruncula. La especie del grupo A presenta las siguientes caracteristicas:
las semillas mas grandes (largo 8.10 mm, ancho 5.10 mm) y de mayor peso (34.84
mg), mayor anchura de la taza del hilo 5.10 mm, el menor angulo entre la taza del
hilo y la giba (110°), la taza del hilo mas larga (3.62 mm), con siete 1obulos
irregulares y ausencia de carincula.

La Figura 87 muestra la ubicacion de los OTU s en la grafica derivada de los
componentes principales uno y dos; en esta se observa que el componente uno
separa a las OTU's en dos grupos el A (B. sanguinea) y el H (Datura) los cuales
coinciden con los resultados del analisis de conglomerados. Asi, los resultados
apoyan la propuesta de Lockwood (1973) quien considera a Brugmansia como un
género distinto de Darura. También, se puede observar que el componente dos
separa al grupo H (Darura) en dos subgrupos. Un primer subgrupo con D. discolor,
D. quercifolia X D. stramonium, D. quercifolia y D. stramonium y un segundo
subgrupo con D. inoxia, D. metel, D. wrightii, D. lanosa, D. kyvmarocarpa. D.

reburra, D. pruinosay D. cerarocaula.

En el Cuadro 15 se observa que los tres primeros componentes principales

explican el 74 %26 de la variabilidad total.
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Figura 87. Representacion de 13 OTUSs en un cspacio bidimensional. dado por los dos primeros
componentes principales (CP 1 vs CP 2). A = cspecie arbustiva y H = especics herbaceas.

Cuadro 16. Vectores caracteristicos de tos caracteres con mayor
carga en el analisis de componentes principales de
Datura sensu stricto y Brugmansia sanguinea.

Componentes Variacion Valor Caracteres Vectores
Principales Explicada (%) Eigen
1 30.56 10.74 1 Largo de la semilla 0.9620
5 Peso 0.9250
12 Ancho de la taza del hilo 0.8698
7 Angulo entre taza detl hilo y giba -0.8514
2 Ancho semilla 0.8367
6 Largo de de la taza del hilo 0.8329
17 Lobulos 0.7793
2 25.58 8.99 32 Consistencia de carancula 0.8410
29 Presencia de caruncula 0.8397
30 Forma de la carancula 0.8188
25 Reborde de la taza del hilo con
protuberancias mas bajas -0.8182
3 18.29 6.43 26 Tamafo del surco micropilar 0.8563
27 Pliegue micropilar -0.8384
11 Razén entre largo y ancho de la
taza del hilo -0.7915
Total 74.43
Acumulado
r;“.—- - 1 86




5.3.3 Analisis de conglomerados para Datura.
Un segundo analisis de conglomerados fue realizado Unicamente para las

especies de Darura, de México, con la finalidad de definir nuevos caracteres que
ayuden a la circunscripcion de los taxa. Se emplearon caracteres anatomicos,
micromorfolégicos y morfolégicos de semillas secas.

La figura 88 muestra el dendrograma resultado del analisis de
conglomerados. A una distancia de 1.87 se observa un conglomerado que incluye a
todas las OTU's excepto D. cerarocaula, la cual forma un simple grupo. Pero puede
ser observado que a una distancia de 1.48 el fenograma muestra la separacion de los
OTU's en tres grupos: G I, G Iy G 111

Al comparar este dendrograma con el anterior (Fig. 86) se puede observar que
las agrupaciones de las OTU's son similares, inicamente se observa que en el grupo
11 D. wrightii y D. lanosa cambian de posicion. En la figura 88 D. /anosa es mas

cercano a D. merel y D. inoxia y en la figura 86 el mas cercano a estos es D.

wrightii,
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Figura 88. Dendrograma que muestra el agrupamiento de 12 OTU s resultado del analisis
de conglomerados, UPGMA (ligamiento promedio) a partir de una matriz de coeficiente de
Distancia Taxondmica Promedio (Coeficiente de Correlacion Cofenética = 0.92236).
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El grupo 1 se define a una distancia de 1.18 e incluye a D. discolor, D.
quercifolia X D. stramonium, D. quercifolia y D. stramonium. Los taxa del grupo 1
comparten los siguientes caracteres: semillas sin caruncula, de color negro, con las
esclereidas de lumen estrecho, la superficie de las semillas con reticulo; la taza del
hilo de forma triangular, cerrada, la curvatura de la taza del hilo en perfil
pronunciada en forma de S y el surco micropilar corto. Dentro de este grupo, e
incluso de todas las OTU's las especies mas similares son D. quercifolia X D.
stramonium y D. quercifolia, unidas a una distancia de 0.53. Las diferencias entre
estas dos especies son el mayor tamafio y peso de las semillas en D. quercifolia X D.
stramonium (Fig. 87). Por otro lado, D. discolor difiere de las otras especies que
forman el grupo 1 porque presenta caruncula.

El grupo 1l se separa a una distancia de 1.38 y esta formado por D. inoxia, D.
metel, D. wrightii, D. lanosa, D. kymatocarpa, D. reburray D. pruinosa. Este grupo
se divide en un subgrupo (A) y tres OTU’s anidadas secuencialmente (B). El
subgrupo A se define a una distancia de 0.76. las otras OTU s se encuentran a una
distancia de 1.37. El grupo 1l se caracteriza porque todos los taxa presentan semillas
con caruncula; las semillas son de color pardo (excepto D. reburra que son negras),
las esclereidas con lumen amplio, la taza del hilo oval o eliptica, abierta, el surco
micropilar largo, la curvatura de la taza del hilo en perfil en forma de S abierta (f).
El par mas similar en este segundo grupo esta dado por D. inoxiay D. meitel, que se
unen a una distancia de 0.58. En el grupo 1L las OTU’s anidadas secuencialmente
(B) son OTU’s que presentan menor similitud y se encuentran a una distancia de
1.37; asi, a un nivel de 1.0 D. kymatocarpa se integra al subgrupo A y se caracteriza
por su carincula de forma laminar que es delgada y cubre a la semilla como un velo,
ademas por las proyecciones de la exotesta dadas por células mas altas. En un nivel
de 1.15 se encuentra D. reburra; ésta tiene semillas negras y las de mayor tamaifio de
todas las del grupo e incluso de las OTU’s estudiadas; por ultimo, a un nivel de

similitud de 1.38 se une D. pruinosa, la cual se caracteriza por presentar semillas
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cuya superficie tiene reticulo, ausencia de 16bulos y el tamafio mas pequeiio de todas
las OTU s. A un nivel de similitud de 1.48 se unen el grupo 1 y el grupo II1.

E1l grupo IIl incluye solo a D. ceratocaula, 1a cual se separa de los otros dos
grupos a una distancia de 1.87. Este grupo se define por las siguientes
caracteristicas: una caruncula persistente y de aspecto resistente cuando esta
humeda, la taza del hilo en forma recta, angosta, con pliegue micropilar convexo, el

lumen de’las esclereidas amplio y las esclereidas con pared periclinal muy delgada.

5.3.4 Analisis de componentes principales para Datura.

La grafica de los componentes principales uno y dos muestra la disposicion
de las OTU's en wes grupos, que coinciden con los del analisis de conglomerados
(Fig. 89). Los primeros tres componentes principales explican el 73 % de la

variabilidad total (Cuadro 15).
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Figura 89. Representacion de 12 OTUSs en un espacio bidimensional dada

por los dos primeros componentes principales (CP 1 vs CP 2).
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El componente principal uno explica el 34 26 de la variacion; las variables
con mayor peso son: la consistencia de la carincula, la presencia o ausencia de la
caruncula, el lumen de las esclereidas, la forma de la caruncula, la curvatura de la
taza del hilo, el reborde de la taza del hilo, 1a superficie de 1a semilla, el color de la
semilla, el largo de la taza del hilo, la abundancia de almidén, la arena cristalina
presente en la caruncula o en el parénquima de la taza del hilo y el largo de la
semilla.

El segundo componente principal contribuye con el 23 26 de la variacidn total
y son cinco los caracteres con mayor-importancia: el grosor de la pared periclinal
externa de las esclereidas. el ancho de la taza del hilo. la presencia o ausencia del
pliegue micropilar. el tamaiio del surco micropilar y la relacién entre el largo y el
ancho de la taza del hilo. El grupo 11l formado por D. cerarocaula es el OTU con

caracteres de semilla particulares que la separan de los otros dos grupos.
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Figura 90. Representacion de 12 OTU' s en un espacio bidimensional dada
por el primer y tercer componentes principales (CP 1 vs CP 3).
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El tercer componente principal representa el 16 % de la variacion total

(Cuadro 17). se define por cuatro caracteres que son: el angulo entre la taza del hilo

90




y la giba, el grosor dorsal de la semilla a nivel del hilo, 1a persistencia de carancula y
la abundancia de aceites en la caruncula.

La grafica de los componentes principales uno y tres muestra la disposicién
de las OTU’'s en dos grupos (Fig. 90). Ademas, se puede observar que el
componente tres separa a D. pruinosa 'y D. reburra del grupo I1; éstas presentan las

semillas mas pequeiias y las mas grandes del género, respectivamente. Darura

ceratocaula queda dentro del grupo II.

Cuadro 17. Vectores caracteristicos de los caracteres con mayor
carga en el analisis de componentes principales de
Datura sensu stricto.

Componentes Variacién Valor Caracteres Vectores
principales explicada (%) Eigen
1er 33.76 12.35 32 Consistencia de la carincula 0.9116
29 Presencia de Ja caruncula 0.9110
38 Lumen de {as esclereidas -0.9076
30 Forma de la caruncula 0.8871
23 Curvatura de la taza de! hilo -0.8454
25 Reborde de la taza del hilo con
protuberancias bajas -0.8167
18 Superficie reticulada -0.7720
14 Color de la semilla -0.7388
6 Largo de la taza del hilo 0.7136
385 Abundancia de almidén 0.6873
34 Abundancia de arena cristalina -0.6797
1 Largo de la semilla -0.6638
37 Grosor de la pared periclinal
2do 23.11 8.46 externa 0.8332
12 Ancho de la taza del hilo 0.8506
27 Pliegue micropilar -0.8115
26 Tamanfo del surco micropilar -0.7969
11 Razdn entre largo y ancho de
la taza del hilo -0.7958
7 Anguio entre la taza del hiloy ila
3er 15.74 5.76 giba -0.7108
3 Grosor dorsal 0.6283
31 Persistencia de caruncula -0.5860
33 Abundancia de aceites -0.5810
Total 72.61
Acumulado
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6 DISCUSION

El género Darura ha sido estudiado durante mucho tiempo por diferentes autores
en distintos aspectos ya sea, taxonomicos por Persoon, 1805 y Bernhardi, 1833;
distribucién y origen por Safford, 1921: morfologicos y ecologicos por Lockwood.
1973; aspectos taxonomicos basados en material de banco de semillas Hammer et al.
1983; analisis numérico tomando en cuenta aspectos morfoldégicos en los cuales se
incluyen algunos de semillas por Fuentes et al.., 1986; biogeograficos por Symon y
Haegi, 1991; morfologia de polen por Persson et al., 1999 e isoenzimas por Jiao et
al.2002. Auan asi, con los diversos estudios su clasificacion aun es incierta, por lo que

este estudio aporta nuevos elementos que pueden ayudar para su definicion.

Desarrollo embrionario para Datura stramonium.

Estudios sobre el desarrollo embrionario fueron realizados anteriormente por
Reisman-Berman et al. (1989) los cuales resaltan la presencia de la nucela en semilla
madura de D. ferox y D. stramoniton. Sin embargo, en este trabajo se observd que en
D. srramonium la nucela se desintegra conforme se desarrolla el gametofito femenino.
antes de que se forme completamente el saco embrionario: por lo tanto en el 6vulo
maduro dicha nucela ya no existe. Una situacién similar es la que Edmons (1983)
consignd para varias especies de So/anum, donde la nucela se desintegra.

También. se han realizado estudios sobre la cuticula de la semilla, que separa el
tegumento del endospermo, es con interrupcion ya que deja una pequeiia abertura tanto
en la zona micropilar como en la zona calazal: por lo tanto. se esperaria que la cuticula
fuera continua si su origen proviniera de la nucela. Wellendorf (1962) la describe como
una epidermis interna, relacionada con la nucela. La confusion radica primordialmente
al denominar a esta cuticula como “‘cuticula nuclear™, aun sabiendo que su origen no es
nuceiar.

Los resultados obtenidos sobre la diferenciacion del tegumento. coinciden con

las observaciones de Souéges (1907) y Satina (1959). De acuerdo a lo observado.
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puede decirse que la epidermis interna no corresponde a un remanente de la nucela,
como sefiald Timmerman (1927).

En el desarrollo de la testa, se observé que las paredes periclinales de la
epidermis externa sufren ondulaciones y, conforme se desarrollan, forman
protuberancias y se entrelazan con las de las células vecinas. Estas estructuras celulares
fueron denominadas por Timmerman (1927) y Wellendorf (1962) como “processes”
como pequeiias células.

Respecto al desarrollo del embrion, los resultados de este trabajo coinciden con
lo previamente descrito por Satina (1959). Después de la fecundacion se desarrolla un
embrion linear, el cual posteriormente adquiere forma globular. luego acorazonada y
finalmente una forma cilindrica.

Aun cuando no se observd el desarrollo de la caruncula, se puede deducir que es
una estructura de origen tegumentaria, que se origina de la epidermis externa de la taza
del hilo. ya que se observd la continuidad que existe entre la epidermis externa y el
tejido qué forma a la caruncula de D. cerarocaula. Bohjwani y Bhathnagar (1979)
sefialan que la carincula es una proliferaciéon de las células del tegumento externo.
Darura stramonium no presenta caruncula, pero se observo la division de células
tegumentarias. que dan origen a un parénquima de la taza del hilo, lo cual confirma lo
establecido por Reisman-Berman et al. (1989). Ademas, se observo que el parénquima

es rico en almidon y arena cristalina. que también se pueden presentar.en la caruncula.

Anatomia de semillas.

La testa es un estructura importante para la semilla y se observd que su
estructura en semillas maduras del género Darura y B. sanguinea esta es muy similar.
Anteriormente Wellendorf (1962) seiialo que la testa de D. cornigera (Brugmansia) era
parecida a la de DD. stramonium. En este trabajo se pudo observar que la testa en Darura
v Brugma.nsia se encuentra delimitada del endospenmo por una cuticula, y su estructura
consta de una epidermis externa (un estrato), una mesotesta (parénquima colapsado y

varios estratos). y una epidermis interna (un estrato). Las células de la epidermis
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externa en B. sanguinea presentan protuberancias muy pequeiias en comparacion con
las especies de Darura, en donde son de mayor tamafio. Las células de la epidermis
externa se distinguen entre Darura y Brugmansia debido a que, en los taxa seccion
Dartura junto con D. discolor y D. reburra, las células de la epidermis externa de las
semillas tienen las siguientes caracteristicas: forma oblonga coéncava, paredes
periclinales gruesas, lumen estrecho y color pardo oscuras (semillas negras). En las
semillas de la seccion Durra las células de la epidermis externa son de forma oblonga
concava o ampliamente oblonga céncava, paredes periclinales delgadas, lumen amplio,
homogeéneas, claras y de color amarillo (semillas pardas). En la seccion Cerarocaulis
las células de la epidermis externa son de forma oblonga céncava similares a las de la
seccidn anterior. pero en el centro se encuentra depositado mayor cantidad de
compuestos fenolicos y las paredes periclinales externas son muy delgadas. En B.
sanguinea las células de la epidermis externa son de forma angostamente elipticas, las
paredes celulares son delgadas, lumen muy grande. de color amarillo (semillas pardas)
y son mas altas por lo que difieren de las células de la testa de Darura.

También hay diferencias entre Brugmansia y Datura con respecto de la
mesotesta de la semilla madura de Darwra. 1.a mesotesta de Darura tiene pocos estratos
de células de parénquima y coincide con lo reportado por Timmerman (1927). En
Brugmansia el parénquima de la mesotesta no colapsado puede ser de 10 - 20 estratos
de espesor; esta disposicion del parénquima fue reportada por Wellendorf (1962) para

D. cornigera Hook., ahora considerada en Brugmansia.

Morfologia de Semilla.
- El género Darura puede presentar dos formas de la semilla: comprimida

obovada y ampliamente comprimida obovada. pero existe la tendencia en D. discolor a
ser circular. La taza del hilo sufre un giro hacia el centro y la distancia entre la calaza e
hilo es menor en D. discolor (1.44 mm) que en las otras especies. La forma de la

semilla en B. sanguincea es comprimida obovada.
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- La taza del hilo fue la region que permitié encontrar el mayor numero de
caracteres distintos para las semillas del género Darura. No se encontraron trabajos
previos relacionados con esta estructura, por lo que cabe sefialar que los caracteres aqui
descritos son reportados por primera vez para el género, destacando los siguientes:

* La curvatura de la taza del hilo, vista en perfil, tiene una variabilidad en la
forma; asi, puede ser recta en la seccion Cerarocaulis, en forma de S abierta (I) en la
seccion Durra, hasta la forma de S cerrada en la seccion Darura.

* La taza del hilo puede presentar un reborde, el cual puede ser corto o
extendido; muy evidente y puede presentar protuberancias reducidas, con respecto a la
superficie de la semilla, como en la seccion Darura.

* El reborde de la taza del hilo puede ser abierto o cerrado.

* La prolongacion de la taza del hilo en forma de tubo, es un caracter que
comparten D. pruinosa y B. sanguinca.

* El surco micropilar puede ser corto o largo.

* l.a taza del hilo es cerrada en las semillas de las secciones Darura (surco
micropilar corto) y Ceratocaulis (en donde no hay surco micropilar) y abierta en la
seccion Durra (surco micropilar largo). En B. sanguinea la taza del hilo es abierta y el
surco micropilar es largo y sinuoso.

* El pliegue micropilar en D. ceratocaula es una estructura que se encuentra en la
zona del micropilo, en donde las especies de 1a seccidn Durra presentan un surco. Esta
formado por células epidérmicas de paredes delgadas, que forman un pliegue convexo
y con aire en la parte interna, lo cual al parecer es una adaptacion especial para su
dispersion en el medio acuatico. El pliegue micropilar no se habia reportado
anteriormente.

* La forma de la taza del hilo, coincide con algunas de las formas del hilo en
semillas de solanaceas estudiadas por Gunn y Gaffney (1974) (linear. eliptica. oblonga
y triangular). que utilizé entre otros caracteres para distinguir morfologia de semillas
en Solanaceas. La forma de la taza del hilo varia segin la clasificacion del género

Daitura: obovada y eliptica en la seccion Durra, triangular en la seccidon Darura y ID.
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discolor y linear en la seccion Cerarocaulis. En B. sanguinea es de forma irregular; sin
embargo, puede decirse que parece que en el género Darura existir una tendencia a la

reduccion del hueco de la taza del hilo.

Seccion Dartera D. discolor
B. sanguinea Seccion Dutra Seccidon Ceratocaulis

B - _—
Figora 91. Forma de la taza del hilo de Brugmansia sanguinea 'y Datura.

- En el género Darura la carincula se encuentra unicamente en las especies de las
secciones Durra y Ceratocaulis. En la seccidon Duitra, al parecer, facilita la dispersion
de la semilla por medio de hormigas, tal como sefialaron O'Down y Hay (1980). A
través del estudio histoquimico de esta estructura se observd la presencia de sustancias
de reserva como almidon, aceites y proteinas. Es importante sefialar que en D.
kyvmatocarpa, la forma de la carancula es laminar y en las demas especies es de forma
deprimida obovada. En la seccion Cerarocaulis las paredes celulares de la carincula
parecen ser mas resistentes que en las otras especies: ademas, la carincula es
persistente. es hidrofila y esta unida a la epidermis externa de la testa de la semilla y se
rompe al retirarla. El protoplasma presenta pocos contenidos de reserva. La caruncula
en la seccion Cerarocaulis puede ser una adaptacion para la dispersion en un medio
acuatico. ya que la estructura es distinta a la de las otras especies. En B. sanguinea no
hay carincula, se presenta un parénquima similar al de la seccion Darura Wellendorf
(1962) lo reporta en D. cornigera.

- La superficie de la semilla puede estar ornamentada y presentarse en forrna de
reticulo, caracteristico de la seccion Datwra y en D. pruinosa y anteriormente
mencionado para D. stwramonium por Timerman (1927). Otro tipo de ormamentaciones

que se observaron y se describieron en este trabajo fueron las proyvecciones que se
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presentan en D. kymatocarpa y la secciéon Ceratocaulis. En B. sanguinea la superficie
de la semilla presenta un relieve rugoso.

- La mayoria de las especies de la seccion Durra (excepto D. pruinosa) presentan
tres pliegues bien definidos denominados 1ébulos, a los cuales Barclay (1959) y
Timerman (1927) denominaron como cordoncillos; B. sanguinea presenta varios
pliegues irregulares, especialmente en la zona cercana a la taza del hilo.

- La depresion lateral se presenta en la mayoria de las semillas de Darura, excepto
en D. stramonium y B. sanguinea. Barclay (1959) denomina a esta depresion como
laguna de media luna, especificamente en D. reburra.

- La giba no fue un caracter constante entre las especies; sin embargo. fue muy

evidente o pronunciada en D. kymatocarpay B. sanguinca.

Anilisis numérico.

En anteriores analisis numéricos realizados para Darwra, se han considerado
caracteres morfoldgicos, vegetativos, ecoldgicos y genéticos. Sin embargo, muy pocos
caracteres de semilla han sido estudiados en este tipo de analisis. En un primer analisis
del presente trabajo. se consideraron tanto a las especies herbaceas de Darura como a
Brugmansia sanguinea. En el dendrograma obtenido (Fig. 86) se observan cuatro
grupos, que representan a las tres secciones de Darura y el cuarto a Brugmansia
sanguinea. En la grafica de componentes principales, en donde se graficaron los
componentes uno y dos. se observa la formacion de dos grupos en donde claramente B.
sanguinea se separa de las otras especies. Los caracteres que distinguen a Brugmansia
son: semillas de mayor tamaiio (largo 8.10 mm, ancho 5.10 mm); mayor peso, 34.84
mg: ancho de la taza del hilo. 3.94 mm: el angulo entre la taza del hilo y la giba es
menor, 110°; largo de la taza del hilo, 3.62 mm; siete I6bulos irregulares y no presenta
caruncula; la mesotesta es de numerosos estratos y la epidermis externa presenta
células muy altas con paredes delgadas, lumen muy grande y protuberancias muy

pequenas.
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Los caracteres de las semillas indicaron, tanto en el analisis de conglomerados
como en el de componentes principales, que Darura 'y Brugmansia deben considerarse
como géneros distintos, lo cual apoya lo propuesto por (Persoon, 1805; Barclay, 1959;
Fuentes et al., 1986: Xiqués et al., 1986; Persson et al., 1999; Mace et al., 1999; Jiao et
al., 2002) y contrasta con la clasificaciéon de Hammer et al. (1983) en donde a
Brugmasia se le considera dentro del género Datura.

En los analisis fenéticos realizados en este trabajo. se muestra la formacion de
tres grupos que coinciden con las tres secciones del género Darura: grupo 1 (Datura),
grupo 11 (Durra) y grupo 11 (Ceratocaulis), tal como lo propuesto por Lockwood
(1973), Symon y Haegi (1991) y Hammer et al. (1983). El grupo 1 o seccidn Darura,
incluye a D. discolor, D. quercifolia, D. stramonium y D. quercifolia X D.
stramonh.lm. Las semillas de este grupo se caracterizan por: ausencia de cartincula, con
excepcion de D. discolor; semillas negras, las semillas pequeiias (3.52 - 3.91 mm), la
superficie reticulada; taza del hilo de forma triangular, la curvatura de la taza del hilo
en forma de S cerrada, la taza del hilo cerrada, el reborde de la taza del hilo con
protuberancias mas bajas. el largo de la taza del hilo (1.53 - 2.10 mm). surco micropilar
corto, pared celular de esclereidas gruesa con lumen estrecho. Aunque en el analisis de
componentes principales la forma de la taza del hilo no se consideré como uno de los
caracteres de mayor peso, es sin embargo caracteristico para este grupo la forma
triangular.

Es importante resaltar la inclusion de dos especies en el grupo 1 debido a su
posicion taxondémica: D. discolor y el hibrido putativo entre D. guercifolia X D.
stramonium. La semilla de D. discolor se distingue dentro del género porque su forma
tiende a ser circular, por presentar caruncula con abundante arena cristalina; porque sus
semillas presentan el menor valor respecto al largo de la taza del hilo (1.44 mm). el
mayor angulo entre la taza del hilo y la giba (250°) y la menor anchura de la taza del
hilo (0.83 mm); los caracteres de semilla que comparte D. discolor con las otras
especies de la seccidn Darura ya se mencionaron. También. es importante resaltar la

discrepancia entre los resultados obtenidos para D. discolor con respecto a la seccion
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Darura, realizados recientemente por Luna-Cavazos et al. (2000); dichos autores
utilizaron caracteres morfolégicos e incluyeron este taxon en la seccion Durra; también
Jiao et al. (2002) mencionan que D. discolor pertenece a la seccion Dutra, junto con D.
kymatrocarpa, D. pruinosay D reburra. Ahora bien, cruzas realizadas entre las especies
de la seccion Darura y D. discolor han producido hibridos viables (Satina, 1959), por
lo que puede existir una cierta relacion entre D. discolor y las especies de la seccion
Datura. Fuentes (1980b) indicéd la posicion taxonémica incierta de D. discolor dentro
de la seccion Durra. Datura discolor comparte caracteres morfologicos con la seccion
Durra como son el fruto inclinado y semilla con carincula, pero con base en los
resultados del presente trabajo, D. discolor comparte la mayoria de los caracteres de la
semilla con la seccion Darura. Desde 1833 Bermnhardi incluye a D. discolor dentro de la
seccion Srramonium (= Darura) pero Safford en 1921, al tomar unicamente caracteres
reproductivos de flor y fruto, la coloca dentro de la seccion Durra. También, es
importante considerar, que la diferencia en la taza evolutiva de las estructuras de un
organismo es distinta para cada una de ellas: por ello, si una de las especies de Darura
presenta mayor especializacion en semillas, puede no presentar el mismo grado de
evoluciéon en su fruto. Los resultados obtenidos con el analisis de los caracteres de
semillas senalan que D. discolor pertenece a la seccion Darura, apoyando asi la
propuesta de Bernhardi. Por lo tanto. se debe reconsiderar a D. discol/or dentro de la
seccion Darura. .

Es importante sefialar que al inicio de este trabajo, las semillas estudiadas de una
colecta de San Luis Potosi. fueron consideradas como D. ferox; pero esta especie no se
encuentra distribuida en forma natural en México. Es probable que se trate de un
hibrido entre D. guercifolia y D. stramoniun ya que la colecta se obtuvo en una zona
de simpatria entre estas dos especies. En este trabajo se incluyeron las semillas de esta
colecta para compararlas con los caracteres de D. guercifolia y D. stramonium. En el
analisis fenético, dicho hibrido putativo se agrupa en la seccion Darura junto con D.
quercifolia y D. stramonium: morfologicamente las semillas de esta colecta son

similares a las especies propuestas como progenitoras putativas. Los caracteres que
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diferencian este taxon son el mayor peso y tamaiio de sus semillas. Por otro lado en el
dendrograma (Fig. 87) se observa que este supuesto hibrido es mas similar a D.
quercifolia, es el par mas similar del género y esto puede interpretarse como que .
quercifolia y el hibrido son conespecificas, es decir que son dos taxa cercanamente
emparentados. La pregunta es grealmente es un hibrido? O es (Darura quercifolia con
semillas de mayor tamaiio? ;Se trata de una nueva especie? Para dar una respuesta mas
acertada son necesarios estudios que den un seguimiento a esta poblacién y otras de las
especies consideradas como las progenitoras. Al comparar las semillas del hibrido con
una colecta de D. ferox de Argentina, se observo que la semilla estudiada es muy
parecida a la de D. feérox, pero de menor tamafio. Esta comparacion se realizé ya que
esta colecta presenta caracteres morfolégicos que la relacionan con D. ferox (Robert
Bye comunicacion personal), lo cual es de esperarse porque . ferox pertenece a la

seccidn Darura.

En el analisis de conglomerados. el grupo 11 esta integrado por las especies de la
seccion Du‘n"'a:_k (D inoxia, D. kymatocarpa, D. lanosa, 1. metel, D. pruinosa, D.
reburra yD \l;rz;glrlii), las cuales se caracterizan por presentar semillas de color pardo
(con la excepcion de D. reburra que tiene semillas negras). largo de semilla (3.13 -
5.80 mm), con caruncula, la taza del hilo oval o eliptica. abierta, largo de la taza del
hilo (1.62 - 3.30 mm), surco micropilar largo y la testa de la semilla con esclereidas de
lumen amplio, la mayoria presenta superficie con tres 16bulos, los contenidos de la
caruncula son almidén, aceites y proteinas. En el grupo 11, se distinguen dos subgrupos.
El subgrupo A incluye a D. inoxia, D. lanosa, . metel y D. wrightii, que son las
especies mas similares de la seccion Dwira, lo cual coincide con el agrupamiento
mostrado por Luna-Cavazos et al. (2000) cuando analizaron la taxonomia de la seccién
Durra con base en caracteres morfologicos. Jiao et al. (2002) consideran a este
subgrupo como un primer grupo de la seccién Duera. Es importante senalar que en este
grupo D. inoxia y IJ. merel son las especies mas cercanas lo cual apova los resultados

obtenidos por Luna-Cavazos et al. (2000), en donde proponen que /D). inoxia es la
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progenitora de DD. metel 1a cual es una especie cultivada; de alli que se consideren
conespecificas. En B se encuentran anidadas secuencialmente D. Akvmaiocarpa, D.
pruinosa, y D. reburra. L.os resultados coinciden en parte con lo obtenido por Jiao et
al. (2002) cuando estudiaron a las especies de Darura, mediante un analisis de
isoenzimas. En dicho estudio D. discolor es mas similar genéticamente a D.
kvmatocarpa, D. pruinosay D. reburra, que a D. stramonium 'y D. gquercifolia, 1o cual
contrasta con los resultados encontrados en el presente trabajo.

Los analisis realizados en este trabajo reafirman la observacién de Luna-
Cavazos et al. (2000), quienes consideran que D. kymatocarpa y D. reburra son
especies distintas. y no sindénimos de D. discolor como asi lo sefialaron Hammer et al.
(1983) Las semillas de D. kvmarocarpa se caracterizan por la carincula de forma
laminar, que cubre a la semilla como un velo, las proyecciones de la exotesta dadas por
células mas altas y la giba pronunciada. Darura reburra presenta semillas de color
negro. con el mayor tamaio para la seccion e incluso de todo el género, taza del hilo
con reborde extendido y la taza del hilo en perfil es recta, y [D. pruinosa se caracteriza
por presentar semillas con superficie reticulada. no presenta l6bulos. presenta una
proyeccién de la taza del hilo en forma de tubo y es la semilla mas pequefia de la
seccion y del género (Fig. 90). Se puede observar que estas especies presentan
dificultad para ser agrupadas en una seccion. Por lo que sera necesario reconsiderar los
altimos estudios y ver si es posible proponer una clasificacion del género en donde se
pueda reagrupar la seccion Durra.

El grupo Ill se encuentra formado por la seccion Caratocaulis e incluye a D.
ceratocaula. Los caracteres que definen a esta especie son las semillas con cariancula
persistente y de aspecto resistente cuando esta humeda; la taza del hilo es de forma
recta, abénura de 1a taza del hilo angosta, con pliegue micropilar, el lumen de las
esclereidas es amplio. la pared periclinal de las esclereidas es muy delgada, relacién
entre el largo y ancho del hilo mucho mayor que en las otras especies y no presenta

surco micropilar.
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Datura cerarocaula es una especie que se adaptd a un medio acuatico, por lo
cual difiere de todas las demas especies, que son terrestres, pero mantiene las
caracteristicas propias del género. Los caracteres morfoldgicos de esta especie han sido
descritos anteriormente por Lockwood (1973) quien seiala las adaptaciones de la
planta al -medio acuatico, especialmente del sistema radicular y vascular. Ademas, sus
estructuras morfoldgicas presentan una alta especializacion, como la abscisién del fruto
irregular, el pericarpo blando y esponjoso, el sistema radicular delicado, el tejido
vascular reducido y los tallos huecos.

En este trabajo se reportan por primera vez las adaptaciones de las semillas de
D. ceratocaula al medio acuatico, como son las esclereidas con pared periclinal externa
muy delgada, con la pared anticlinal resistente, pocos compuestos fendlicos y el lumen
grande; la forma de la taza del hilo es linear y muy angosta; el pliegue micropilares
convexo y presenta células de paredes periclinales muy delgadas y con aire; la
caruncula es persistente. resistente. hidrofila. deprimida obovada, ligera y con
contenidos escasos. Probablemente estos caracteres le permiten flotar en el agua. lo que

facilita su dispersion.
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7 CONCLUSIONES

1.- Los caracteres anatémicos, morfoldgicos y del desarrollo de las semillas del género
Darura son importantes para entender la estructura de las semillas de Dawra y B.
sanguinea. De los caracteres morfolégicos analizados, los mas importantes son
aquellos que se encuentran en la zona denominada taza del hilo.

2.- Darura stramonium presenta un gradiente de placentacion que va de tipo laminar a
tipo axial. La nucela se desintegra conforme se desarrolla el gametofito femenino, y no
existe en el 6vulo maduro. El 6vulo de D. srramonium es unitégmico, tenuinucelado,
con un saco embrionario campilotropo, octanucleado y heptacelular., con un funiculo
muy corto o sésil. La cubierta de la semilla se encuentra separada del endospermo por
una cuticula. La testa esta formada por tres estratos: epidermis interna (un solo estrato).
mesotesta (cero a cuatro estratos de células parenquimaticas) y epidermis externa (un
solo estrato). Con el desarrollo de la epidermis externa, las paredes periclinales sufren
ondulaciones que dan origen a estructuras celulares llamadas protuberancias.

3.- Se describen por vez primera para el género Dartura, algunos caracteres de la zona
de la taza del hilo de las semillas como son: largo de la taza del hilo. angulo entre taza
del hilo y giba. angulo entre la taza del hilo y el micrépilo. razon entre ancho y largo de
semilla, razén enwe largo de la taza del hilo y largo de semilla, razén entre largo y
ancho de la taza del hilo, ancho de la taza del hilo. forma de la semilla, giba. depresion
lateral, forma de la taza del hilo, abertura de la taza del hilo (ancha o angosta) y
reborde éle la taza del hilo en la zona micropilar (abierta o cerrada), forma de la
curvatura de la taza del hilo vista en perfil, reborde de la taza del hilo engrosado
(extendido, con o sin protuberancias mas bajas), tamaiio del surco micropilar, pliegue
micropilar y proyeccién de la taza del hilo en forma de tubo. Se consignan otros
caracteres importantes de la carmincula, como forma, persistencia, consistencia,
abundancia de almidon, aceites, proteinas y presencia de arena cristalina. También se

evaluo el grosor de la pared periclinal externa de las esclereidas de la epidermis
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externa, el lumen de las esclereidas y el numero de hileras de parénquima en la
mesotesta.

4.- Los caracteres morfologicos y anatomicos de semillas, utilizados en el analisis de
conglomerados y componentes principales, mostraron que el género Brugmansia es
distinto del género Darura. La separacion esta dada por el tamaiio y peso de la semilla,
la forma de la taza del hilo irregular, el surco micropilar sinuoso, la capa de
parénquima formada por numerosos estratos, las células de la epidermis externa que
difieren en la forma, tamaiio, lumen mas grande y protuberancias mas pequeiias.

5.- Las semillas de D. cerarocaula presentan caracteres de adaptacion al medio
acuatico como son: esclereidas con pared periclinal externa muy delgada, paredes
anticlinales resistentes, pocos compuestos fenodlicos, el lumen grande; la forma de la
taza del hilo linear y angosta: el pliegue micropilar convexo; con carincula resistente,
persistente, hidréfila, deprimida obovada. ligera y con escasos contenidos.

6.- Las semillas de D. guercifolia X D. swramonium son morfoldgicamente muy
similares a las de D. quercifoliay D. stramonium, pero se observaron diferencias en el
peso y el tamaifio. Su parecido es mayor con las semillas de D. guercifolia por lo cual
se puede decir que son conespecificas.

7.- Las secciones que integran al género Datura se caracterizan por presentar semillas
con las caracteristicas resumidas en el Cuadro 15. Entre las cuales se presentan para la
seccion Darura semillas negras, superficie reticulada, taza del hilo de forma triangular
y surco micropilar corto; en la seccién Durra semillas pardas. con caruncula. la
mayoria presenta tres lobulos bien definidos, taza del hilo ovada o eliptica y surco
micropilar largo. y la seccion Cerarocaulis semillas pardas, con carincula, la superficie
con proyecciones, taza del hilo de forma linear y presenta pliegue micropilar.

8.- Este trabajo es el primero en considerar caracteres morfologicos y anatomicos de
semillas de Darura para un analisis fenético.

9.- De acuerdo con los analisis fenéticos efectuados, el género Darura consta de tres
secciones: 1) Datura: D. discolor, D. quercifoliay D. stramonium; 2) Dutra: D.

inoxia, D. kymatrocarpa, D. lanosa, D. merel, D. pruinosa, D. reburra x: D. wrightii y 3)
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Ceratocaulis: D. ceratocaula. Los resultados difieren de lo encontrado por Luna-
Cavazos gt al. (2000) y Jiao et al. (2002) ya que sus resultados indican que D. discolor
pertenece a la seccion Dutra y no a la seccion Dartura.

10.- Los caracteres anatomicos y morfologicos de las semillas muestran que las
secciones Darura y Cerarocaulis son dos grupos bien definidos. Sin embargo, la
seccion Durra esta integrada por un grupo bien definido D. inoxia, D. meitel, D.
wrightii 'y D. lanosa, y tres especies que presentan una agrupacion secuencial D.
kymatocarpa, D. reburra y D. pruinosa. Por medio de los caracteres de la semilla se
apoya la propuesta de que D. cerarocaula es la especie unica de la seccidn
Ceratocauilis.

Las aportaciones de este trabajo son:

1) Descripcion del desarrollo embrioldgico en una especie mexicana (D.
stramoniunt) colectada en su area de distribucién natural. enfocado principalmente al
desarrollo de la nucela y 1a testa.

2) Se aclard el desarrollo de ciertas estructuras en 0. stramonium, 1o cual era
confuso en trabajos anteriores, como el origen de la estructura de la testa. la cuticula
que separa al endospermo del embrion y las protuberancias de la pared periclinal
externa de las esclereidas.

3) Descripcion de caracteres de semilla antes no descritos, especialmente con la
ayuda del microscopio electronico de barrido. como taza del hilo, el surco micropilar,
pliegue micropilar.

4) Descripcion anatdmica y morfolégica de semillas de 11 especies mexicanas
del género Darura, de una colecta al parecer de un hibrido (D. quercifolia X D.
stramonium) y Brugmansia sanguinea.

5) Descripcion de caracteres de adaptacion al medio acuatico de las semillas de
D. cerarocauia.

6) Un analisis fenético de las especies de Darura distribuidas en México. con el

uso de caracteres anatomicos y morfoldgicos de semillas.
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7) Elaboracion de un glosario con términos propios de las semillas, observadas

con microscopio electronico de barrido y microscopio estereoscopico.

RECOMENCADIONES
Debido a la importancia del género en México, y con base en los resultados

obtenidos, se plantean las siguientes propuestas:

1.- Realizar estudios ecoldgicos, anatomicos, morfoldgicos, ontogenéticos e
histoquimicos de la carincula de semillas frescas, con el fin de evitar errores
ocasionados por los dafios causados por el almacenamiento de las semillas,
especialmente en su color, forma y en la composiciéon quimica de sus contenidos. Con
ello se podra definir si el desarrollo de la carincula es similar en todas las especies que
la presentan.

2.- Efectuar un estudio monografico de . cerarocaula y D. discolor.

a) Darura cerarocaula es una especie que se ha adaptado a un medio acuatico, se
encuentra en cuerpos de agua temporales y debido a que este habitat esta
desapareciendo cada vez mas rapido, pronto estara en peligro de extincion.

b) En D. discolor, es necesario definir su posicion taxonémica dentro del género,
debido a que es una especie que se agrupa distintamente dependiendo de los caracteres
utilizados.

3.- Efectuar un estudio similar en el género Brugmarnsia, ya que es un grupo muy
cercano a Darura, lo cual ayudaria a entender mejor la relacion entre ambos grupos
taxonémica y evolutivamente.

4.- Realizar un analisis cladistico, sumando los caracteres obtenidos en este trabajo y
los mas recientes realizados por Luna-Cavazos et al. (2000) y Jiao et al. (2002), con el
fin de conocer las relaciones taxonomicas del género Dartura, y proponer una

clasificacion taxondmica mas consistente que la actual.
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8 GLOSARIO

Arena cristalina. Cristales diminutos constituidos casi siempre por oxalato de

calcio, caracteristicos en las Solanaceas. Con polarizacion refringen.

Borde de la taza hilo. Esclereidas en el borde de la taza del hilo. Con respecto a la
superficie de la semilla en general son células de mayor altura y con protuberancias

mas bajas. Pueden agruparse formando un borde caracteristico. (Figs. 37 y 76)

Cardancula. Una excrescencia blanquecina, dura o carnosa, que se sitiia sobre la taza
del hilo. en el extremo micropilar de la semilla. Se forma por una proliferacion de
las células del tegumento externo y de la calaza. Puede ser rica en azhcares. grasas o

proteinas, lo que favorece la dispersion por hormigas.

Cicatriz hilar. Hueco que se forma en la epidermis cercana al hilo no se endurece y
se colapsa. El hueco puede estar cubierto por la camincula en especies que la
presenten.

Comprimido, da. En semillas las que tienen el hilo en el borde de la misma, por
oposicion a las deprimidas, que lo muestran en una de sus caras.

Depresiéon lateral. Hundimiento curvo en los lados de la semilla equidistante, de la
taza del hilo y de la orilla opuesta. Corresponde a la parte central del endospermo.
Eleoplasto. Nombre que se da a cada gota oleaginosa que se encuentra en las
células.

Eleosfera. Esferas pequeiias de aceite denominadas eleoplastos. Son redondas que
se presentan como reserva alimenticia de aceite en algunas células de los vegetales.
Esclereida. Célula de esclerénquima con paredes secundarias gruesas, lignificadas
con punteaduras.

Giba (joroba). Es un lobulo o proyeccion redondeada en el contorno de la semilla en
donde los cotiledones se doblan.

Hilo. Cicatriz dejada por el funiculo al separarse de la semilla.

TESIS CON
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Lébulos. Tres pliegues de la exotesta siguiendo el contorno de la semilla en uno o
dos lados del plano mediano, separados por dos surcos periféricos (Ver surcos
periféricos, Fig. 5).

Micrépilo. Abertura que permite el paso del tubo polinico por el apice del
tegumento o los tegumentos.

Nucela. Parte interna de un o6vulo dentro de la cual se desarrolla el saco
embrionario. El megasporangio, rodeado por el o los tegumentos.

Ovulo tenuinucelado. Nucela delgada con la célula madre de la megaspora cubierta
unicamente por la epidermis.

Ovulo campilétropo. Ovulo en donde la nucela o el saco embrionario son curvos.
la distancia del micropilo hasta el hilo varia de corta a casi nula. La rafe es corta o
nula.

Plano mediano (sinénimo de plano sagital en semillas no ortotropas). Es un plano
que divide el évulo o la semilla en dos partes iguales. Para la posicion ortotropa, hay
dos o mas posibles planos medianos. Para otras posiciones, solamente hay uno
(Espinosa y Engleman. 1998).

Pliegue micropilar. Pliegue formado por el adelgazamiento de las células de la
epidermis externa cercanas a la zona micropilar, que sobresale de! cuerpo de la
semilla en forma convexa (Fig. 68).

Prolongacion de la zona del hilo. Proyeccion en forma de tubo en la zona de la taza
del hilo que sobresale del cuerpo de la semilla.

Protuberancia. Proyecciones redondeadas en las paredes periclinales de la
esclereida. Se encuentran en la periferia de la pared periclinal externa cerca de la
unién con las paredes anticlinales. Las protuberancias de una y otra célula se
entrelazan y forman una red y en el centro de la célula se forma una concavidad
(Figs. 38 - 44).

Proyeccion. Grupo de células mas altas en la exotesta. A diferencia de la
protuberancia. la proyeccién es multicelular. Entre proyecciones puede haber surcos

irregulares formados por esclereidas bajas.
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Punteaduras escalariformes. Espacios que quedan en las paredes anticlinales de
las esclereidas cuando se forma la pared secundaria. En las paredes anticlinales de la
exotesta de Darura, los espacioS son transversalmente lineares y agudos, en
Brugmansia son angosta y estrechamente elipticos.

Punteaduras redondeadas y ramificadas. Canales redondeados y ramificados que
unen el lumen de las células de la exotesta con la pared periclinal externa y con la
pared primaria de la pared periclinal interna (Fig. 62).

Reborde engrosado. Es un reborde que. siguiendo el contorno de la taza del hilo. se
eleva del plano general de la semilla y que puede presentar células diferenciadas. En
algunas especies se extiende en una forma caracteristica hacia el centro de la
semilla.

Reticulo: superficie reticulada en la superficie de la exotesta formada por una red de
células mas altas.

Surco micropilar. Grieta en la testa en donde no hay células esclerosadas y puede
ser continuacién de la taza del hilo y del micrépilo.

Surcos periféricos. Hundimientos curvados en la exotesta e inclusive dentro del
tejido interno. dados por células mas bajas que a su lado presentan células mas altas
que forman cordones caracteristicos en algunas semillas.

Taza del hilo. Estructura que forma el tegumento externo (testa dura) alrededor del
hilo, dejando un hueco en ausencia de epidermis esclerosada. Hueco limitado por el
borde de la taza del hilo en los lados. y esclerénquima de la calaza en el fondo
(Buxbaum, 1955: Engleman. 1960).

Testa. Cubierta externa de la semilla, que tuvo su origen del tegumento externo o
tegumento unico del 6vulo. Puede tener tres estratos: epidermis interna, mesotesta y

epidermis externa.
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ANEXO 1
Matriz Basica de Datos. Analisis de semillas de Datura
v Brugmansia sanguinea.
Hileras = caracteres, Columnas =OTUs.

DH DQ DS DD DL om DP DR Dw DcC 8S

1| 3.856 3.91 3.82 3.46 4.69 4.77 3.13 5.80 4.50 4.51 8.10
2| 3.23 3.18 275 3.08 3.75 3.72 222 4.41 3.323 3.34 5.10
3( 148 1.35 1.08 1.34 1.05 1.26 0.81 1.80 1.19 1.34 2.00
4| 1.63 1.48 1.28 1.41 1.08 1.10 0.2 1.80 1.23 1.50 1.84
5] 12.08 9.44 6.38 9.20 10.66 14.04 3.46 2044 11,10 7.90 34.84
6{ 1.87 2.10 1.53 1.44 2.19 2.53 162 3.32 3.03 3.62
7| 210 220 210 250 225 215 220 190 200 110
8 70 80 100 60 60 50 40 70 85 140
9| 0.84 0.81 077 0.89 0.80 0.78 0.71 0.76 0.74 0.63
10} 0.49 0.54 0.43 0.42 0.47 0.53 0.52 0.57 0.67 0.45

- 1.68 253 265 1.99
1.30. 0.98 0.61. .1.68,

11 1.561 1.36 1.54 1.73
12({ 1.24 1.49 0.99

15,00 0.97
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ANEXOII

Caracteres cuantitativos de semillas maduras de Dafura sensu stricto y Brugmansia sanguinea.
Intervalos minimo-maximo y promedio {en negritas). D. g x s = D. quercifolia x D, stramonium y TH =taza del hilo,

No. Caracter 1 Largo 2 Ancho 3 Grosor dorsal | 4 Grosor en hilo 5Peso 6 Largo de fa
mm mm mm mm mg taza del hilo
Especies N =50 N=50 N=20 N=20 N=50 mmN=20
D.gxs 3.50-3.85-4.60 |3.00-3.23-350(1.32-1.48-1.70 [1.48-1.63-1.74 12,08 [1.60-1.87 - 2.20
D.quercifolia  (3.40-3.91-4.50 (2.75-3.48-3.50 {1.12-1.35- 1.51 1.30-1.48-1.56 9.44 {1.60-2.10- 2.30
D. stramonium |2.72- .52 - 3.90 [2.27-2.75-3.00(0.90-1.08- 1.25 {1.06-1.28 - 1.44 6.38/1.20-1.53-1.80
D. discolor 3.20-3.46-3.90 (2.80-3.08-3.581.19-1.34-145 [1.32-1.41-146 9.20 |1.30- 1.44 - 1.80
4.30-4.96-5.20 (3.30-4.05-4.20{1.00-1.12-1.34 {1.16-1.18-1.24 14.30 [1.60- 2.31- 249
4.00-4.45-510 (3.32-3.87-4.50[1.04-4.37 - 163 |1.49-1.65- 1.49 11.00 |1.83-2.09-249
4.10-4.69-5.30 (3.46- 3.75-4.10[0.95-1.05-1.15 {1.03-1.08- 1.17 10.66 {1.10- 2.19- 260
4.10-4.77-510 (3.30- 3.72- 437 [1.05- .26 - 1.46 {1.03-1.10- 1.26 14,04 |183-253-249
280-3.43-3.50 (1.93-2.22-25010.65- 0.81-0.91 |0.79-0.92-1.01 346 11.60-1.62-2.00
5.40-5.80-6.50 (3.84-4.41-470(1.64-1.80-2.05 {1.50-1.80-2.07 2044 {2.90-3.32-350
3.65-4.50-5.70 [2.80-3.33-4.60(1.09-1.19-1.29 [1.13-1.23-1.30 1110 [1.83-2.14- 249
365-451-520 [298-3.34-380[1.23-1.38- 1.54 |1.23-1.50- 1.68 7.90[280-303-3.16 |
A7-890-850]380-510-5.25[1.68-2.00- 2.50 [1.57-1.84- 2.56 3484 [150-362-5.00 |
No. Caracter 7 Angulo 8 Angulo faza 9 Razén 10Razén largo | 11 Razon TH 12 Ancho
taza hilo/giba | hilo/micrépilo Janchoflargo sem.| hilo/semilla largo/ancho | taza del hilo
Especies ) ) N=50 mm N=20 mm N=20 | mm N=20
D.qxs 210 70 0.34 0.49 1.61 1.24
D. quercifolia 220 80 0.8t 0.54 1.36 149
- D. stramonium 210 100 0.77 0.43 1.54 0.99
; D. discolor 250 60 0.89 042 1.13 0.83
o8 D. inoxia 200 15 082 047 2.2 1.04
. |b. kymatocarpa 245 55 087 047 155 1.35
| D. lanosa 225 60 0.0 047 1.68 130
T |D. metet 25 50 0.78 0.53 253 0.98
D. pruinosa 220 40 0.711 0.52 265 0.61
D. reburra 190 70 0.76 057 199 1.68
D. wrightii 210 40 0.74 0.48 2.20 0.99
ID. ceratocaula 200 85 0.74 0.67 15.00 0.18
- |B. sanquinea 10 140 0.63 0.45 0.97 34
®
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ANEXO li

Caracteres cualitativos de semillas de Datura sensu stricto y Brugmansia sanguinea. * no ienen carincula

Género Datura Datura Datura Datura Datura Datura
especie quercifolia x quercifolia stramopium discofor inoxia kymatocarpa
Cardcter stramonium
13 Forma ampliamente ampliamente ampliamente ampliamente ampliamente ampliamente
comprimida obovada primida obovada [comprimida obovada [comprimida obovada |comprimida obovada [comprimida obovada

14 Color negra negra negra negra parda parda
15 Giba presente ausente presente ausente presente presente
16 Depresion latesal presente presente ausenle presente presente presente
17 Lébulos ausenles Jausente ausente fausentes 3 bien definidos I poco definidos
18 Superficie con reticulo presente presenle presente presente ausente ausente
13 Superficie con proyecciones |ausente ausente ausente ausentes ausente presente
20 Forma de la taza del hilo triangular triangular qul triangut eliptica ovada
21 Reborde defazadelhilo  [cerrado cerrado cerrado cerado abierto ablerto
22 Abertura de tazadel hilo [ancha ancha ancha angosta ancha ancha
23 Curvatura taza del hilo S cerrada S cerrada S cerrada S cerrada | abierta | ablerta
24 Reborde engrosado |extendido exendido extendido corto ausente corto
25 Protuberancias mds bajas  |presentes presentes presentes presentes ausentes presentes
26 Tamaito surco micropilar  |corto corlo corlo corto largo largo
27 Pliegue micropilar ausente ausente ausente ausentes ausente ausente
28 Proyeccion de taza del hilo jausente |ausente ausente ausente ausente ausente
29 Carincula ausente ausente ausente presente presente presente
30 Forma de caroncula seca : ‘ ‘ deprimidacbovada  |deprimidacbovada [faminar
31 Persistencia de carincula * ’ ' persistente caediza persistente
32 Consistencia de cariincuta N ‘ * fragil ragil fragil
33 Abundancia de aceite escasa escasa escasa escasa muy abundantes escasa
M Arena cristaling abundante abundante lrecuente muy abundante frecuente ausente
35 Abundancia de aimiddn frecuente frecuente £scasa escasa abundante muy abundante
36 Presencia de proteinas frecuente frecuente lrecuente abundante abundante frecuente
37 Grosor de pared periclinal

externa de esclereidas gruesa guesa gruesa gruesa gruesa gruesa
38 Lumen de esclereidas estrecho estrecho estrecho estrecho amplio amplio
39 No. de estratos en mesotesta} 233 4 0a3 4 3 124




CONTINUACION ANEXO Il

Caracteres cualitativos de semillas de Datura sensu stricto y Brugmansia sangui

* no tienen cardncula

NOD SISAL

Género Datura Datura Datura Datura Datura Datura Brugmansia
especie lanosa metel pruinosa reburra wrightii ceralocaula sanguinea
Cardcter
13 Forma ampliamente ampliamente comprimida ampliamente comprimida comprimida comprimida
comprimida obovada |comprimida obovada  [obovada comprimida obovada |obovada obovada obovada

14 Color parda parda parda negra parda parda parda
15 Giba presente presente presente presente ausente ausente presente
16 Depresion lateral presente presente presente presente presente presente ausente
17 Lobulos 3 bien definidos 3 poco definidos {avsentes 3 bien definidos 3biendefinidos  [ausentes hasta 7
18 Supetficie con reticulo ausente ausente presente ausente ausente ausente ausente
19 Superficie con proyecciones (ausente ausente ausentes ausente ausente presente ausente
20 Forma de |a 1aza del hilo ovada eliptica eliptica ovada eliptica linear iregular
21 Reborde de taza del hilo abierlo abierto abierto abierto abierto cerado abierto
22 Abertura de tazadel hilo  [ancha ancha ancha ancha ancha angosta ancha
23 Curvalura taza del hilo | abierta | abierta | abierta recta | abierta recta recta
24 Reborde engrosado extendido ausente ausente {extendido corlo ausente corto
25 Profuberancias mas bajas  [ausentes ausentes ausentes ausentes ausentes ausentes presentes
26 Tamano surco micropilar  flargo largo largo largo fargo ausente largo
27 Phiegue micropilar ausente ausente ausentes ausente ausente |presente ausenfe
20 Proyeccion de taza del hilo  ausente ausente presente ausente ausente ausente presente
29 Carincula presente presente present present presenle presente ausente
30 Forma de cariincula seca  |deprimida obovada  [deprimida obovada  {deprimida obovada |deprimida obovada  fdeprimida obovada |[deprimida obovada *
31 Persistencia de cariincula  |caediza caediza persistente caediza caediza persistente *
32 Consistencia de cariincula  |frag! fragil fragi fragil fragil resislente *
33 Abundancia de aceite escasa abundante muy abundante  [frecuente abundante 50353 escasa
34 Arena cristalina avusente ausente £5casa abundante esCasa £5¢asa 50253
35 Abundancia de almidon abundante frecuente muy abundante  Jabundante muyabundante  {frecuente escasa
36 Presencia de proteinas frecuente freuente frecuente frecuente frecuente e5c35a e5asa
37 Grosor de pared periclinal

externa de esclereidas gruesa gruesa gruesa gruesa guresa delgada delgada
38 Lumen de esclereidas amplio amplio amplio amplio amplio amplio grande
39 No. de estratos en mesotesta 4 2 3 132 2al 3 10220
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APENDICE V. Mapa de fa colectas en México de las semillas de Datura sensu stricto.
0 D.ceratocaula ( D.discolor @ D.inoxia T D. kymatocarpa ¥+ D. lanosa * D metel
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