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1. RESUMEN

El propdsitc del presente estudio fue determinar el momento del
establecimiento de Ila impermeabilidad al agua de la diaspora (fruto
monospermico) de Sicyos deppe/ G. Don (Cucurbitaceae) a nivel estructural,
histoquimico vy fisioldgico durante el periodo de deshidratacion natural. Se
realizaron observaciones en campos de cultivo de Maiz en los cuales, S. depper
crece como maleza. Se colectaron infrutescencias en distintas etapas de desarrollo
para su posterior estudio en el Ilaboratorio. Se determinaron mediante
observaciones macromorfoldgicas visuales y de microscopia electréonica de barrido
cuatro etapas diferentes de la deshidratacion de los frutos. A las diasporas
correspondientes de cada una de las etapas de deshidratacion se les determind: a)
contenido de humedad; b) porcentajes de germinacidon; c) capacidad de absorcidon
de agua; d) analisis estructural e histoquimico. El tiempo de desarrollo de los
frutos de S. deppei de la etapa de antesis hasta la etapa de dispersion fue de 28 a
31 dias a partir de la antesis (dpa). Las etapas de deshidratacion estudiadas
comprenden un intervalo entre los 14 a los 31 dpa. La perdida final de humedad
de un fruto de S. deppe/, cuya etapa inicial contiene 77.09% de humedad y cuya
etapa final contiene 6.694% de humedad, es del 70.42%. La deshidratacién de los
frutos de S. deppe/ no es un proceso uniforme. Los resultados de las pruebas de
germinacion y absorcién de agua indican que la impermeabilidad de la diaspora
comienza a partir de los 25 dpa y que este proceso se establece después de los 28
dpa.

La impermeabilidad al agua de la didspora de S. deppe/ se encuentra
asociada a cambios estructurales e histoquimicos del Pericarpio por el depdsito
de taninos hidrolizables evidentes en las ultimas etapas de deshidratacion y su
cuticula cuya reaccién al rojo O de aceite se hace evidente al inicio de su
deshidratacion; Esclerenquima de osteoesclereidas de la exotesta por la
presencia de lignina y posiblemente cutina o suberina en las paredes radiales
(anticlinales) asi como por la presencia de un engrosamiento en forma de
“estalactita” en las paredes tangenciales adyacentes a la hipodérmis cuya reaccion
al rojo O de aceite persiste durante todo el proceso de deshidratacion; Mesotesta
por la presencia de taninos hidrolizables depositados en las uUltimas etapas de
deshidratacion y la Cuticula Nucelar de la semilla, debido a su composicién
de.cutina o suberina evidenciada por su reaccién positiva al rojo O de aceite
durante todo el proceso de deshidratacion.

TESIS (0
FALLA DE Uit




2. INTRODUCCION

Sicyos deppei G. Don (Cucurbitaceae) es una planta con distribucion
mundial en regiones tropicales y subtropicales. En México es una especie endémica
(Lira et a/, 1998) que se le puede encontrar practicamente en todos los tipos de
vegetacion, pero siempre asociada a sitios con perturbacion alta, se distribuye en
los estados de Chiapas, Distrito Federal, Estado de México, Tlaxcala, Guanajuato,
Jalisco, Hidalgo, Puebla, Veracruz, Michoacan, Morelos, Nayari, Nuevo Ledn,
Querétaro, San Luis Potosi, y Sinaloa (Rodriguez, 2001; Zepeda, 1988). Es una
hierba trepadora, anual, de hoja ancha que crece entre cultivos basicos como
frijol, trigo, cebada y maiz.

S. deppei/ G. Don (especie reconocida por Rodriquez (2001) como Sicyos
miicrophy/lus, para México) es considerada como una de las malezas mas
importantes e indeseables en nuestro pais debido a que causa danos directos e
indirectos a los cultivos que invade. En forma directa, compite con las plantas
cultivadas por humedad, {uz y nutrimentos, ocasionando disminucion en la
produccion. Ademas, utiliza como soporte las plantas de maiz, evitando su 6ptimo
crecimiento y en muchos casos provocando su acame (derribamiento) lo que
favorece el ataque de roedores o microorganismos a las mazorcas que quedan
cerca del suelo. En forma indirecta , esta maleza es un reservorio de una rica
entomofauna y de otros patégenos que afectan los cultivos (Anaya et a/., 1981 y
Roman et a/, 1991, citados en Zambrano 1992).

Asi, el rendimiento de las cosechas en los terrenos de cultivo se afecta
significativamente al disminuir la longitud y diametro de las mazorcas cuando
existe una alta densidad de poblaciéon de S. deppei/ en los terrenos cultivados
(Zepeda, 1988)

Ademas S. deppe/ produce gran cantidad de didsporas (frutos
monospérmicos) un promedio de 30.000 por planta (Zepeda, 1988). Las diasporas
tienen cerdas espinosas fragiles, caducas de color amarillo de 2 a 4 mm de largo y
caen al suelo formando bancos de semillas de tipo persistente, en donde sdlo
unas cuantas semillas germinan después de su dispersion y por lo tanto el banco
de semillas varia poco con la estacidn y es grande en comparacion con la
produccién de semillas (Thompson y Grime, 1979, citados en Cruz, 1989).




En terrenos de cultivo invadidos por esta maleza la mano de obra se
encarece debido a que las cerdas espinosas de los frutos causan lesiones a los
trabajadores durante el deshierbe y cosecha y el tiempo empleado para realizarla
aumenta. El rastrojo de las plantas infestadas se pierde ya que no puede ser
utilizado como forraje pues causaria lesiones en la boca del ganado al ingerirlo.

Las diasporas poseen latencia impuesta por testa dura y en condiciones de
laboratorio es necesaria su escarificacion (desgaste mecanico de su cubierta
seminal) para obtener altos porcentajes de germinacion (Zambrano,1992).

La infrutescencia de S. deppe/ contiene de 5 a 12 frutos los cuales maduran
y se deshidratan unidos a la planta madre.

La propiedad que tienen las semillas de S. deppe/ de ser impermeables al
agua, es posible que se imponga durante el proceso de deshidratacion en la planta
madre y que estén involucradas algunas de las estructuras seminales (Alcazar,
1990).

Dada la importancia econdmica de esta maleza y el desconocimiento que se
tiene de los procesos involucrados durante el periodo de deshidratacion natural de
la diaspora, se realizd este trabajo cuyo propdsito fue estudiar algunos
parametros estructurales, histoquimicos y fisioldgicos que se presentan durante
este periodo.



3. REVISION DE LITERATURA

En México a la par con el desarrollo de la agricultura y de la civilizacién, ha
evolucionado un considerable contingente de malezas nativas arvenses y
ruderales. Asi el pais ha sido un centro de evolucion de malezas introducidas
y nativas. Dentro de las especies endémicas se encuentran numerosos
representantes de géneros como: Argemone, Biderns, Euphorbia, Melampodium,
Physalis, Sicyos, etc., grupos que se encuentran en pleno proceso de evolucion
(Rzedowski, 1992).

3.1 CARACTERISTICAS DE LA FAMILIA CUCURBITACEAE

El género Sicyos pertenece a la familia de las cucurbitdceas que son
plantas principalmente herbaceas, trepadoras o decumbentes, anuales y rara
vez perennes, con tallos frecuentemente con 5 angulos y con zarcillos espirales
situados en l|la cara superior de la base del peciolo, rara vez arbustivo
(Dendosicyos), con hojas alternas, enteras o lobuladas, sin estipulas; con
inflorescencias de varios tipos, cimosas o solitarias, algunas veces axilares,
plantas monoicas o dioicas; flores radiadas, unisexuales femeninas o masculinas,
rara vez hermafroditas, sépalos 5 fusionados a la pared del ovario, pétalos 5
fusionados campanulados, solveforme o discoide la forma de la corola, estambres
1-5 (algunas veces 5 estambres con dos grupos de 2 estambres fusionados
llevando 2 estambres compuestos mas un estambre libre o simple, con
apariencia de tres estambres, gineceo infero de 1 a 10 carpelos (usualmente 3)
fusionados, con placentacion parietal central libre; fruto peponide o baya grande,
rara vez capsula, seco o carnoso, a menudo provisto de espinas, dehiscente o
indehiscente. Semillas lisas, rugosas o mas o menos esculpidas, generalmente
comprimidas, testa rigida, endospermo ausente. Distribucién: Familia que consta
de 130 géneros y 1200 especies con distribuciéon mundial en regiones
tropicales \ semitropicales, abundante en México. Esta familia tiene algunos
géneros cuyos frutos son comestibles y también son usadas como ornamentales.
Sin embargo también tiene 4 géneros que contienen malezas de cultivos
basicos: Echinocystis, Ciclantera, Cucurbita y Sicyos (Rodriguez, 1985, citado por
Rzedowski y Rzedowski, 1985).

3.2 CARACTERISTICAS DEL GENERO Sicyos.
El género Sicyos presenta fundamentalmente 4 especies consideradas

malezas sumamente agresivas: S. angulatus, S. lacinata, S. parvifforay S. deppe/
(Rodriguez y Porras, 1985).




Sicyos deppei G Don es una hierba trepadora, anual. Tallos ramificados de
varios metros de largo, estriados glabros. Hojas con peciolos de 1 a 9 cm de largo,
hirsutos, limbo ovado de 2 a 15 (20) cm de largo y de ancho, (3) 5 a 7 lobado o
angulado, IiSébulo terminal triangular-oblongo, apice acuminado, margenes
serrulados, base profundamente cordada; inflorescencia masculina de 8 a 18 cm
de largo. Flores con pedicelo de 5 a 12 mm de didametro; inflorescencia femenina
en glomérulos, sobre pedidnculos de 1 a 2 (3) cm de largo, flores en namero de
5 a 12. Fruto triangular-ovoide, de 6 a 8 mm de largo, de color café o negro al
madurar, con cerdas espinosas fragiles, caducas, de color amarillo, de 2 a 4 mm
de largo, levemente tuberculado (esto sdlo es visible cuando se han caido las
espinas) (Rodriguez, 1985, citado por Rzedowski y Rzedowski, 1985).

La diaspora, de S. deppei es el fruto monospérmico. Se entiende como
diaspora a el o los embriones y el complejo organico acompanante que la planta
separa de si para su propagacidon (Font Quer, 1973) o como la unidad de
diseminacion que se asemejan a las semillas en el sentido funcional (Esau, 1982);
para Daubenmire (1996) son las estructuras reproductoras que se desprenden,
para su diseminacidn o transporte lejos de la planta madre, las cuales son
morfolégicamente variadas, siendo esporas, semillas, frutos, partes de frutos,
grupos de frutos, toda la inflorescencia, bulbillos, fragmentos vegetativos de la
planta madre, entre otras.

Kohashi-Shibata et a/ (1990) estudiaron la biologia de S. deppe/y describen
la planta como epigea, de crecimiento indeterminado y trepadora. Su fase
vegetativa esta constituida por un tallo principal, con ramas de segundo y tercer
orden con hojas y zarcillos; la fase reproductiva presenta inflorescencias monoicas.
La longitud aproximada de una planta es de 8 m. y el nimero de frutos promedio
es de 37, 000 por planta. Consideran que el habito indeterminado voluble
("trepador") aunado al crecimiento rapido de esta maleza, le confiere una gran
ventaja competitiva, de tal manera que las poblaciones de S. deppe/ que emergen
aun después de la ditima escarda, llegan practicamente a cubrir las plantas de
maiz y agobiarlas.

La floracion es acropéta, es decir, ocurre de la base hacia el apice de la
pianta. La antesis ocurre en las inflorescencias masculinas uno o dos dias antes
que en las femeninas (androginia). Este fendmeno se presenta durante todo el
periodo de floracidn y favorece la polinizacion cruzada. La polinizacidon es
entomofila.

El lapso desde la antesis de las flores femeninas hasta que los frutos
adquieren una coloracion café o negra, es de 24 a 26 dias. La coloracion se
considera como indicio de madurez fisioldgica. El fruto presenta cerdas fragiles y
una vez maduro, se desprenden con facilidad.




El estudio mas reciente relacionado con Sicyos deppei corresponde a un
estudio taxondmico en el que Rodriguez (2001), realizd la revision del Género
Sicyos L. (Cucurbitaceae) en México, este estudio reconoce 17 especies del género
Sicyos en México de las cuales 6 son nuevas para la ciencia (a continuaciéon
marcados por un *), siendo éstos: S. barbatus (Gentry) C. Jeffrey; S. bul/bosus
Rodriguez-Arévalo, Davila&lira*; S. col/linus Rob.& Fern.; S.cord/ifolius Rodriguez-
Arevalo Davila& Lira*; S. davilidae Rodriguez-Arevalo & Lira*; S. dleterleae
Rodriguez-Arevalo & Lira*; S. gal/eottii Cong; S guatermalensis Standl. & Steyerm;
S. laciniatus L;S. lirae Rodriguez-Arévalo*; S. /ongisepa/lus Cong; S.
longistaminatus Rodriguez-Arévalo, Lira & Calzada*; S. mcrophy/ius Kunth; S.
motozintlensis Lott & Fryxell; S. parviflorus Willd; S. peninsularis Brandegee; S.
sertuliferus Cogn.

De acuerdo al estudio de Rodriguez (2001) Sicyos microphy//ius Kunth ha
sido regularmente citada en estudios de bioldgicos, fisioldgicos y embrioldgicos de
México como Sicyos deppes (Alcazar, 1990; Brechu efr al, 1991; Kohashi-Shibata
et al, 1990; Ozuna, 1991; Zambrano, 1992; Zepeda, 1991), resalta que para su
estudio fue necesario tomar decisiones importantes para la delimitacidon vy
asignacion de nombres de varias de las especies revisadas.

En esta investigacion se utiliza el nombre de Sicyos deppei, para la especie
bajo estudio.

Las caracteristicas taxondmicas descritas por Rodriguez (2001) para Sicyos
microphy/ius Kunth son:

Plantas herbaceas, rastreras y trepadoras, aparentemente anuales. Tallos
delgados, ramificado, sulcados, escasa y densamente glandular-pubescente-
vellosos, principalmente en los nudos. Hojas sobre peciolos delgados, 0.4-24.0 cm
de largo, sulcados, escasa a densamente glandular-pubescente-vellosos; lamina de
consistencia papiracea, ocasionalmente membranacea, 1.5-19.5 cm de ancho,
anchamente ovado-triangular, 3-7 angulada o superficial a profundamente lobada,
I6bulos, anchos o angostos, de forma muy diversa, triangulares o lanceolados, el
central fiertemente acuminado y mas largo que los laterales, la lamina nunca crece
doblada envolviendo con la superficie abaxial a los frutos de la misma axila,
margen ligera a fuertemente serrulado-denticulado, superficies con tricomas
conicos, agudos, ligeramente recurvados, ocasionalmente la base blanca como
calcificada, en la abaxial los tricomas de menor tamafio y las venas mas resaltadas.
Zarcillos con pedunculos delgados, 1.6-6.0 cm de largo, sulcados, 3-5 ramificados,
escasa a densamente glandular-pubescente-vellosos. Flores estaminadas
dispuestas en racimos y paniculas conspicuos, 3.6-40.7 cm de largo, generalmente
mas largos que la hoja adyacente, pedunculados, el pedunculo 2.9-21.5 cm de
largo, generalmente ascendente, escasa a densamente glandular-pubescente-
velloso; pedicelos delgados, 3.0-22.0 mm de largo, generalmente ascendentes,




escasa a densamente glandular-pubescente-velloso; receptaculo anchamente
campanulado, 0.7-1.7 mm largo, 1.1-2.7 mm de ancho; sépalos subulados a
filiformes, nunca mas largos que los pétalos, 0,2-2.0 mm de targo, 0.1-0.5 mm de
ancho; pétalos 5-6, 1.2-3.5 mm de largo, 1.3-3.2 mm de ancho, triangulares a
triangular-ovoide, amarillo-verdoso, superficie interna densamente cubierta por
tricomas de apice globoso, posiblemente glandulares, superficie externa glabra a
escasamente vellosa; colu,na estaminal 2.7-3.5 mm de largo, ocasionalmnete
conspicuamente exertas, anteras en numero indeterminado, completamente
fusionadas formando una cabezuela globosa , tecas completamente arqueadas.
Flores pistiladas numerosas, dispuestas en glomérulos, creciendo sobre un
pedunculo comun, 0.6-2.0 cm de largo que se extiende hasta 5.5 cm en los frutos,
escasa a densamente glandular-pubescente-velloso ovario ovoide, armado, escasa
a densamente glandular-pubescente; receptaculo y perianto como en las
estaminadas, solo que mas reducido; columna de estilo y estigmal.5-3.1 mm de
largo, estigma generalmente 3 lobado, ocasionalmente 4 lobados, I6bulos
redondeados, dilatados, triangulares, reflexos. Frutos secos, numerosos,
triangular-ovoides 0.3-0.8 cm de largo, 0.2-0.6 cm de diametro, densamente
armados excepto hacia el apice, ligera a fuertemente tuberculados al secar, pared
del fruto delgada fuertemente adherida a la semilla, escasa a densamente vellosa,
verde con maculas blancas hacia el apice, tornandose a pardo clara a negra al
secar; espinas muy numerosas, 0.2-7.5 mm largo, aciculares, antrosas, caedizas,
retrobarbadas, amarillentas. Semilla ovoide, diminutamente tuberculada, pardo
obscura.

Distribucidén geografica. Mas que cualquier otra especie del género, S.
microhyllus prospera en zonas perturbadas donde l!a actividad humana es
importante; es definitivamente la especie mas tolerante a la perturbacion. En la
actualidad, salvo dos poblaciones pequeias de S /aciniatus encontradas
recientemente, es la Unica especie que crece abundantemente y vigorosamente en
practicamente toda la Ciudad de México y zonas aledanas. Se le encuentra
principalmente a orillas de caminos canales y lagunas, en patios, bardas, terrenos
baldios, parques, camellones, chinampas y, de manera muy importante, como
arvense en terrenos de cuitivo, principalmente de maiz. Es una especie endémica
de México, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Mdrelos, Nayarit, Nuevo Ledn,
Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Tlaxcala y Veracruz, entre los 1000 y
2900 msnm.

Fenologia. Las plantas de esta especie se han recolectado de abril a enero,
practicamente todo el afio, con todas sus estructuras.

Nombres comunes. “akarheni” (Michoacan, purépecha), “chayotillo” (Distrito
Federal, Durango, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Querétaro, San Luis
Potosi), Ch ‘uma te’ch “o” (Chiapas, tzeltal).




Usos. El rizoma en infusion es aplicado en la cabeza para evitar la caida del
cabello (Oaxaca) y sus frutos machacados tres veces al dia, aplicados en la piel,
durante dos dias, son utilizados para curar la sarna (Chiapas).

3.3 EMBRIOLOGIA DEL GENERO Sicyos.

Para la familia Cucurbitaceae se han realizado algunos estudios
embriolégicos, principalmente en representantes con valor comercial (Kirwood,
1905; Singh, 1953; Puri, 1954; Singh, 1961 y Singh, 1965) y muy poco se ha
hecho para los géneros perjudiciales desde el punto de vista agronémico (Lott,
1973; Singh y Dathan 1974; Orea y Engleman 1983).

Con respecto al género Sicyos, Singh (1953) reporta que S. angu/atus tiene
un Svulo anatropo, bitégmico, con placentacidon parietal, el cual se encuentra
pendulado y el micropilo esta dirigido hacia el estigma. Su nucela es masiva; el
tegumento externo tiene de seis a diez estratos celulares y este niumero se
incrementa de 15 a 20 en la region del haz vascular. El haz vascular no se
ramifica y atraviesa por el borde del tegumento externo. El tegumento interno
esta formado por dos a tres estratos celulares.

La cubierta seminal esta formada por las siguientes capas derivadas del
tegumento externo: epidermis, hipodermis, capa protectora (esclerenquimatosa) y
aerénquima (con células clorofilicas). EI tegumento interno degenera
tempranamente, por lo que esta completamente ausente en la semilla madura.

Alcazar (1990) estudié el desarrollo de la semilla de S. deppe/ encontrando
un ovulo que en la etapa de antesis es anatropo, bitégmico, sésil, con
placentacidon parietal, la regidon micropilar queda orientada en direccion del estigma
de la flor, saco embrionario pequefio y heptacelular, nucela persistente y calaza
amplia. El tegumento externo formado por: epidermis externa uniestratificada en
la regidn calazal y central y biestratificada en la region micropilar, parénquima de
ocho a nueve estratos celulares por donde corre el haz vascular no ramificado
desde la rafe hasta cerca del micropilo y epidermis interna uniestratificada. El
tegumento interno consta de dos estratos de células y forma al micrépilo largo y
ligeramente curvo hacia su region terminal.

La cubierta seminal en la semilla madura se forma exclusivamente por la
diferenciacion del tegumento externc y consta de dos regiones: la Exotesta y la
Mesotesta. La primera formada por epidermis, hipodermis y una capa
esclerenquimatosa de osteoesclereidas cuyas paredes tienen los engrosamientos
mas evidentes de la exotesta; la segunda regién formada por tejido de reserva que
a la madurez, es una zona de paredes celulares comprimidas con ligeros
engrosamientos apreciables a microscopio electronico de barrido; sus estratos




adyacentes a la cuticula nuceiar contienen cloroplastos y forman una cubierta en
forma de red alrededor del embrion y completamente adherida a él.

La nucela se desintegra conforme aumenta la cantidad de endospermo. En
la semilla madura se encuentran de uno a tres estratos comprimidos de paredes
celulares.

El desarrollo del endospermo es nuclear. En las semillas maduras persiste
un estrato de células vivas, constituyendo una capa de aleurona.

La primera division del cigoto es transversal, las celulas apical y basal
participan en la formacion del cuerpo del embrion, a la madurez, un embridn
ocupa la mayor parte del volumen de la semilla. Las células cotiledonarias
contienen abundantes granos de proteinas, aceite y escasos granos de almidon.

En este trabajo se sugiere que la impermeabilidad de la semilla de S. deppe/ es
impuesta por estratos de la testa de la semilla, siendo éstos:

a) La capa esclerenquimatosa de osteoesclereidas cuyas paredes estan
engrosadas de manera diferencial. Las paredes tangenciales en forma de
estalactitas estan compuestas de polisacaridos insolubles, cutina y/o suberina
y los engrosamientos de las paredes radiales tienen una composicion mas
compleja de polisacaridos insolubles, correspondientes a taninos, cutina y
lignina.

b) Cuticula nucelar compuesta por polisacaridos insolubles y cutina.

3.4 Sicyos deppei COMO MALEZA.

Se puede considerar como maleza cualquier planta que crece en un lugar en
que no se desea. El término se aplica con mayor frecuencia a las plantas no
cultivadas que emergen sin ser deseadas en tierras cultivadas, prados, pasturas
u otras areas usadas por el hombre. La mayoria de las malezas son prolificas y
persistentes (Boswell,1984).

Las malezas son un grupo heterogéneo de plantas pertenecientes a
diferentes familias botanicas, principalmente compuestas, gramineas y en menor
proporcion quenopodios (Rzedowski,1986). Para Espinoza (1981) comparten
ciertas caracteristicas que permiten agruparlas, correspondientes a:

a) Alto potencial reproductivo

b) Abundancia y disponibilidad en el banco de semillas

c) Latencia generalmente prolongada (vida media mayor de dos afos
como semitla)

d) Presencia de metabolitos secundarios




e) Plasticidad
f) Alto potencial de dispersién y de colonizacion

Ninguna de estas caracteristicas puede definir por si sola una maleza, sino
es el conjunto el que las delimita.

Baker (1974) considera que una planta es una maleza “si se encuentra en
un area dgeografica especifica y sus poblaciones crecen predominantemente en
situaciones con marcada perturbacidn ocasionada por el hombre, como es el caso
de las areas cultivadas".

Las malezas son plantas que afectan a los cultivos desde su establecimiento
hasta su madurez fisiolégica. Esto se debe principalmente a su capacidad
proliferativa y a su resistencia a los cambios ambientales, asi como a su
persistencia en los campos de cultivo. La gran pilasticidad fenotipica, edad y
tamafio en la cual maduran las arvences influyen en la viabilidad de las semillas
producidas. Como consecuencia, se presenta una cierta frecuencia de aparicion de
estas plantas y se dificulta su control (Harper, 1960, citado en Duke 1985).

El suelo de los terrenos de cultivo constituye un reservorio de un numero
elevado de semillas de malezas que se entierran y permanecen latentes durante
temporadas variables de tiempo, las cuales pueden ser muy largas. Estos
reservorios son conocidos como bancos de semillas.

Las semillas pueden permanecer en el banco en estado latente hasta que se
presenten las condiciones ambientales que rompan dicho estado y estimulen el
proceso de germinacion (Harper, 1977, citado en Zambrano,1992).

Con respecto a los terrenos de cultivo de maiz, para obtener rendimientos
maximos resulta imprescindible el control mecanico o quimico de las malezas
debido a que estudios realizados demuestran que cuando las malezas sdlo poseen
entre 15 y 20 cm de altura, ya han reducido el rendimiento del maiz en un 7.3%
de la cosecha.

La competencia por los nutrimentos no es el Unico efecto perjudicial de las
malezas, ya que éste se minimizaria aplicando cantidades suficientes de
fertilizantes para satisfacer las necesidades del maiz y las malezas, con lo que se
permitiria el crecimiento normal del grano. Pero las malezas compiten también por
agua y luz. En ainos secos, el agua absorbida por las malezas reduce seriamente
los rendimientos del maiz. Ademas, cuando las malezas crecen libremente se
necesita una cantidad tan grande de fertilizante para compensar el déficit que, en
el mejor de los casos, tal practica resulta peligrosa y bastante desfavorable la
mayoria de las veces. Si a las malezas se les permite crecer durante varias
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temporadas, se suma una enorme cosecha de semillas de malezas, lo que
mulitiplica el problema para los afos siguientes (bancos de semillas).

Las malezas que comienzan a crecer después de la ultima labor cultural le
dan un mal aspecto al campo, pero no perjudican tanto los rendimientos como las
que crecen cuando el Maiz todavia es pequefio. El mayor dafio que provocan las
malezas que crecen desde temprano se debe especialmente a que compiten
durante toda la estacion. Las malezas que inician su crecimiento después de la
dlitima labor cultural compiten sdlo durante una parte de la estacién. Ademas las
de iniciacion tardia tienden a proyectar sombra sélo sobre las hojas inferiores del
maiz que ya estan parcialmente sombreadas por las hojas superiores del propio
cultivo (Aldrich y Leng, 1974).

En México, en los cuitivos de Maiz se han detectado mas de 390 especies de
malezas pertenecientes a 52 familias en las diversas zonas productoras (Agundis,
1984). Sicyos deppe/ es una de éstas malezas, la cual se ha reportado en nueve
Estados del Pais: Michoacan, Querétaro, Valle de Toluca, Estado de México, Valle
de Tlaxcala, Guanajuato, Jalisco, Hidalgo, Puebla y Veracruz. Se desarrolla
significativamente en caminos y cultivos principalmente de maiz, frijol, cebada y
trigo (Zepeda, 1988).

Asi por ejemplo, en el Distrito 04 de Querétaro, donde se siembran 40.000
hectareas de maiz, S. deppe/ aparece con una frecuencia de 21.4, siendo una de
las principales especies de malezas de hoja ancha presentes en los cultivos de
maiz (Zepeda, 1991).

En cultivos experimentales de maiz, la emergencia y desarrollo de S. deppes
afecta el rendimiento de las cosecha hasta en un 33%, reduccidn estadisticamente
significativa en el rendimiento del grano del maiz en refacidon al testigo. La
reduccidn del rendimiento esta directamente relacionada con la disminucion
significativa en la longitud y diametro de las mazorcas (Zepeda, 1988).

Varios autores coinciden que las malezas a nivel mundial son una de las
principales causas de la disminucion del rendimientos del maiz, al igual que en
otros cultivos, debido a que compiten por agua, luz solar nutrimentos y bioxido de
carbono; segregan sustancias alelopaticas; son albergue de plagas y patdgenos,
dificultando su combate y, finalmente, obstaculizan la cosecha, bien sea ésta
manual o mecanizada (Rodriguez, 1972; Rodriguez 1981; Ennis, 1976; Shaw,
1978; Mercado y Manuel, 1978; Sibuga y Bandeen, 1978, citado en Fontana et a/
2000; Alvarez y Rodriguez 1986 y Cruz et a/., 1998).
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3.5 LATENCIA EN LAS SEMILLAS DE S. deppei.

S. deppe/ cumple con casi todos los atributos asignados a las malezas
(Espinosa, 1981). Se sabe que sus semillas son duras e impermeables al agua
(Zepeda 1988, Cruz 1989, Brechu et a/, 1992) y que poseen latencia innata
también conocida como latencia primaria.

De acuerdo a Roberts (1972, citado en Murray 1984) latencia es el estado
en el que una semilla viable no puede germinar cuando se encuentra en
condiciones normalmente consideradas adecuadas o favorables para su
germinacion.

La latencia primaria previene la germinacion durante el desarrollo y
maduracion de la semilla sobre la planta madre y usualmente también dura algin
tiempo después de su dispersion y cosecha (Karssen, 1980, 1981, citados en
Murray 1984).

Las causas de la latencia son muchas y variadas (Roberts, 1972; Mayer y
Poljakoff-Mayber, 1975; Copeland, 1976; Nikolaeva, 1973, citados en Murray,
1984). Algunas de éstas son:

Impermeabilidad de la cubierta seminal al agua y gases.
Inmadurez del embridn.

Requerimientos especiales de temperatura y luz.

Presencia de inhibidores.

Restricciones mecanicas al crecimiento y desarrolio del embridn
o0 a la extension de la radicula en la germinacion.

YYYYY

La latencia en algunos casos puede ser causada por uno o mas factores que
operen simultaneamente.

Las semillas con cubiertas impermeables representan una forma de latencia
primaria. Cuando la semilla tiene sdélo latencia primaria, ésta puede suspenderse
o eliminarse para su germinacion a través de controlar algunas condiciones como
la humedad excesiva, luz prolongada, altas o bajas temperaturas, etc.

La latencia juega un papel muy importante en la supervivencia de las
especies vegetales (Murray, 1984).

Cuando la infrutescencia de S. deppe/ se desprende de la planta madre en
la madurez, ésta cae al suelo y poco a poco cada uno de los frutos que la forman
se desprenden para constituir unidades de dispersion independientes. Estos frutos
se encuentran en una etapa avanzada de deshidratacion.



3.5.1 TIPOS DE LATENCIA EN SEMILLAS

Vazquez et a/ (1997) mencionan que una vez que la semilla ha completado
su desarrollo se inician los cambios que daran lugar al establecimiento del reposo
en las semillas (cuadro 1). Este reposo o reduccion del metabolismo se denomina
quiescencia cuando la causa de que no ocurra la germinacion es
fundamentalmente la falta de agua, como es el caso de las semillas almacenadas
en condiciones artificiales, por ejemplo un frasco con frijoles en la alacena o las
semillas que permanecen en los frutos unidos a la planta madre por largo tiempo.
En cambio, el reposo de las semillas se denomina latencia cuando la semilla no
germina a pesar de encontrarse en un lugar optimo en cuanto a la temperatura y
la humedad. Las causas por las que no germinan pueden deberse a la existencia
de un periodo cronoldgicamente regulado de interrupcion del crecimiento y de
disminucion del metabolismo durante el ciclo vital. Esta es una estrategia
adaptativa de supervivencia frente a condiciones ambientales desfavorables que se
presenta en algunos seres vivientes. En las plantas superiores puede existir
latencia o interrupcidn del crecimiento en el tejido meristematico, por ejemplo en
las yemas de crecimiento de las ramas, asi como en las semillas. El establecimiento
de la latencia esta regulado por factores hereditarios que determinan los
mecanismos fisiolégicos endégenos de las plantas, los cuales interactUan con
factores del ambiente en el que las plantas crecen; esto da lugar, a la larga, a
cambios evolutivos en las plantas. Entre las condiciones mas importantes del
ambiente se encuentran las variaciones climaticas de temperatura y humedad, las
variaciones microclimaticas derivadas de aspectos fisiograficos y bioticos, como la
calidad espectral de la luz y el termoperiodo, asi como las caracteristicas
especificas del lugar a las que las plantas se han adaptado para establecerse y
crecer. Las variaciones micro y macroclimaticas, asi como las condiciones
hormonales y nutricionales de la planta progenitora tienen gran influencia en el
establecimiento de la latencia de sus semillas durante su desarrollo, por lo cual
pueden existir variaciones entre cosechas de semillas de una especie, segun la
época y el lugar de produccion.

CUADRO 1. Pasos en el desarrolio del reposo en las semillas

1) Pérdida de agua (deshidratacion)

2) Diferenciacion de la cubierta de la semiila

3) Interrupcion de la transcripcion geneética y de la sintesis de proteinas.

4) Reduccion de la respiracidon y de otras actividades del metabolismo
inmediato
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Se han definido varios tipos de latencia que en sintesis se presentan en el
cuadro 2.

CUADRO 2. Clasificacién de los tipos de latencia de acuerdo con
diferentes autores citados por Koslowski en 1972 (citado en Vazquez et
al., 1997).

Crocker Brenchley & Bibbey Harper (1957 Sussman & Nikolaeva
(1916) Warrington (1948) Halvorson (1969).
(1930) (1966) Schafer &
Chilcote
(1969)
Primaria Natural Inherente Innata Constitutiva Enddgena
Secundaria Inducida Ambiental Forzada u Exégena Exdgena
Obligada,
Inducida

3.5.1.1. LATENCIA INNATA O ENDOGENA

Se presenta en el momento en el que el embrion cesa de crecer (cuando la
semilla alun esta en la planta madre) y continia hasta que el impedimento
enddgeno cesa, en ese momento las semillas estan en condiciones de germinar en
cuanto se presentan las condiciones ambientales adecuadas.

La presencia de inhibidores quimicos de la germinacion en el embridén o la
inmadurez de éste son probablemente las causas principales de esta latencia. La
duraciéon de la latencia innata es muy variable segun la especie, en algunos casos,
incluso puede variar entre las semillas de un mismo individuo. Algunos
experimentos parecen indicar que en ciertas semillas tropicales existen procesos
comparables a la posmaduracién, caracteristica de muchos arboles de climas
templados, cuyas semillas sdlo germinan después de haber transcurrido el
invierno, de haber sido expuestas a bajas temperaturas en el laboratorio o
mediante la aplicacion de hormonas vegetales, como el acido giberélico o
almacenandolas en frio.

3.5.1.2. LATENCIA INDUCIDA O SECUNDARIA

Este tipo de latencia se produce cuando las semillas estan en condiciones
fisiologicas para germinar y se encuentran en un medio que presenta alguna
caracteristica muy desfavorable, como poco oxigeno, concentraciones de CO;
mayores a las de la atmodsfera, temperatura alta, etc., lo que puede producir
alteraciones fisioldgicas reversibles en las semillas. En estos casos, las semillas
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pueden caer en un estado de latencia secundaria en el que ya no pueden germinar
a pesar de continuar vivas. En algunos casos este tipo de latencia se rompe por
medio de un estimulo hormonal. Algunas veces la latencia inducida también puede
sumarse a otros tipos de latencia o sustituirlos.

3.5.1.3 LATENCIA IMPUESTA O EXOGENA

En fa naturaleza esta latencia se presenta en semillas aptas para germinar
en condiciones adecuadas de humedad y temperatura media, es decir, adecuadas
al habitat que ocupan, pero que contintan latentes por falta de luz, requerimientos
especiales de temperatura, oxigeno o de otro factor. Esta latencia esta controlada
por las condiciones fisicas del ambiente que rodea a la semilla, y se presentan en
aquellas que se encuentran en el suelo y que germinan solo después de una
perturbacion que modifique el régimen Iluminico o el contenido de oxigeno
(Vazquez et a/., 1997).

3.6. CONTENIDO DE AGUA EN LAS SEMILLAS.

Con respecto al agua contenida en las semillas ésta se ha clasificado
en tres categorias:

a) Agua de absorcidn, que se encuentra en los espacios intragranulares y en los
poros del tejido vegetal, mantenida por fuerzas capilares.

b) Agua de adsorcion, que se encuentra ligada al material por atraccion molecular
y por lo tanto mas estrechamente unidas que el agua de absorcidn.

c) Agua de composicion, que esta quimicamente unida a los elementos
constitutivos de las semillas.

La gran relevancia de la humedad en el manejo de las semillas radica en
que ésta es el factor mas importante para su conservacion, un alto contenido,
favorece el desarrolio de insectos y hongos. También tiene efecto sobre los
procesos fisioldgicos de las semillas, de los que dependen la pérdida de vigor y
viabilidad.

El contenido de humedad de las semillas se define como la cantidad de
agua que contienen las semillas, expresandose en porcentaje. Este se puede
calcular con base al peso hiumedo o seco de una muestra, en investigacidon
frecuentemente se usa el contenido con base en el peso seco (Moreno, 1984).

El contenido de agua de la semilla en desarrollo es similar al de cualquier

tejido en activo desarrollo alrededor del 70 al 80%. Cuando la semilla alcanza el
estado de madurez la cantidad de agua decrece rapidamente.
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La cantidad de agua que permanece en la madurez depende de la especie
de planta y de las condiciones en las cuales las semillas maduran.

Para muchas especies comerciales, el contenido de agua en las semillas
es decisivo en el momento de su cosecha y durante su almacenamiento.

Las semillas que no tienen cubiertas impermeables al agua, se embeben o
hidratan cuando se exponen al agua.

El grado y cantidad de imbibicidn influye en la germinacion y ruptura de
latencia y es gobernada por tres factores:

1) Propiedades de la semilla
2) Propiedades del suelo
3) Grado de contacto entre el suelo y la semilla

La imbibicion final ocurre como resultado del equilibrio entre el potencial de
agua del suelo ( SUELO) y el potencial de agua de la semilla (v SEMILLA) y es
el potencial de agua del suelo el que determina el potencial final de imbibicion en
la semilla (v FINAL).

El grado final de imbibicion de la semilla esta influenciado por la compleja
interaccion de los factores fisicos y quimicos los cuales afectan cada uno de los
tres componentes del potencial de la semilla.

El grado y velocidad de imbibicidn es controlado por la semilla para evitar
un dafio en ésta.

La rapida imbibicién en semillas impermeables ocurre al remover o perforar
la cubierta seminal (Duke, 1985).

Las variaciones del contenido de agua, influencian las actividades
metabdlicas de la semilla, incluyendo la respiracion, la temperatura y su poder
germinativo.

Aumentando la cantidad de agua en la semilla arriba del 10 al 15%, se
activan fuertemente las enzimas de sus células. En las semillas almacenadas la
intensidad de la respiracion se aumenta al incrementar el contenido de agua hasta
un 50%. La temperatura dentro de las semillas aumenta después de que la
respiracion se activa.
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Si el contenido de agua es demasiado elevado, grandes cantidades de
sustancias quimicas, requeridas para el desarrollo, se utilizaran. Entonces las
semillas seran incapaces de germinar cuando son colocadas bajo condiciones
favorables.

Una pérdida muy elevada de agua en las semillas, también ocasiona la
muerte. El contenido de agua éptimo almacenado en las semillas a 4.4 °C, ha sido
determinado para las mas importantes especies en la agricultura.

Aunque el contenido O6ptimo de agua almacenada y la capacidad de
almacenamiento de agua puede diferir en semillas de diferentes especies, en
cambio, la naturaleza universal de las enzimas que controlan el metabolismo en
todas las células vivas, establecen limites estrechos de temperatura (Russell y
Musil, 1979).

Asi, los bajos contenidos de humedad en las semillas son vitales para
mantener su vigor, longevidad y viabilidad. La vida promedio de las semillas
impermeables al agua esta por arriba de los 16 afios, como en A/bjzzia julibrissia,
14 afos en Robinia pseudo-acacia y de 10 afos en Acacia melanoxylonn (Moore y
Moore, 1962; Kondo, 1929 y Cambage, 1928, citados en Murray ,1984).

Nerson (1991) estudié la germinacidn de semillas de cuatro frutos de
cucurbitaceas cultivadas: pepino (Cucurmnis sativus L.); melon (Cuwcumis melfo L.);
sandia (Citruflus lanatus (Thunb.) Matsum & Nakai) y calabaza (Cucurbita pepo
L.), menciona que las semillas de cucurbitaceas normalmente maduran entre los
35 y 50 dias postantesis (dpa) y que las semillas de pepino, melén y sandia
alcanzan un 90% de germinacion a los 35 dpa a 25 °C en obscuridad. Las
semillas de calabaza requieren algunos dias mas para alcanzar altos porcentajes de
germinacion. Considera que la fermentacion, lavado y secado (deshidratacion) de
las semillas son procesos importantes para mejorar la germinacion de semillas
inmaduras de pepino, meldn y sandia.

La cubierta seminal en estas cucurbitdceas termina su desarrollo
tempranamente con respecto al embrion y esto lo considera como un inhibidor
importante de la germinacion de semillas inmaduras, ya que, para la germinacion,
el embrién maduro tiene acumulada energia para romper la cubierta y un embridon
pequefio 0o en desarrollo tendria dificultades para terminar esta mision. En este
estudio se reporta un incremento en la germinaciéon al remover la cubierta seminal.

La cubierta seminal de las cuatro especies alcanza su maximo peso seco a
los 25 dpa mientras que soélo los embriones de meldn y sandia alcanzan también
su peso final.




Nelson (1991) propone que el potencial de germinacién depende
probablemente del tiempo de desarrollo del embridn. Los embriones de meldn
adquieren latencia antes de completar su maduracion y los de sandia tienen una
cubierta que inhibe su germinacién, tal inhibicion se va perdiendo al ir madurando
la semilla.

De lo anteriormente expuesto se desprende la importancia que, para el
posterior funcionamiento de las didsporas, implican los procesos que ocurren
durante su deshidratacion.

3.7 DESCRIPCION DE LA DESHIDRATACION NATURAL EN SEMILLAS.

En la gran mayoria de las semillas de zonas templadas el periodo de
deshidrataciéon es un proceso natural, entre el de desarrollo y el de germinacion y
esto supone que la pérdida de agua juega algun papel en el "encendido” de la
actividad celular. La deshidratacidon es importante para adquirir la capacidad
de germinacion, esto ha sido reportado para cereales, soya y frijol entre otros.

Las semillas no toleran la deshidratacion durante todos los estadios de su
desarrollo (cuadro 3) , por lo que hay estadios durante los cuales hay tolerancia
a la deshidratacion y otros en los que no hay tolerancia a ésta, a continuacidén se
indican los estadios de tolerancia e intolerancia a la deshidratacidon descritos por
Allison et al., 1986.

Cuadro 3. Grado de tolerancia a la deshidratacion en diferentes estadios
de desarrollio de la semilla.

Grado de tolerancia de Estadios
deshidratacion
I. Intolerancia a la deshidratacion - Diferenciacion de tejidos en donde ocurre

una continua divisidon celular.
- Maduracion, en donde ocurre la expansién
celular e inicio del depdsito de reservas.

1I Tolerancia a la deshidratacion - Ocurre reduccion del metabolismo
- Depdosito total de reservas
- Se adquiere la etapa de reposo y la
deshidratacion ha ocurrido.

-Algunas veces se adsuiere latencia.

Asi, al transcurrir el desarrollo, la semilla adquiere a) la tolerancia a la
deshidratacion y b) la capacidad para la germinacion.




La germinacion puede ocurrir una vez que se adquiere el maximo peso
seco, después de lo cual ocurre la pérdida de agua insitu.

lLa tolerancia a la deshidratacion generalmente se adquiere después del
estadio de maduracion (fin del desarrollo) y después del depdsito de reservas
(proteinas, lipidos, fitina, entre otros), cuando se considera que la semilla esta
completa.

Las semillas son capaces de germinar después de una deshidratacidon
prematura, sélo después de que ha ocurrido el depdsito total de reservas.

No se sabe si las semillas adquieren la capacidad de germinacion durante
los estadios de desarrollo de intolerancia, porque sodlo se ha estudiado la
capacidad de germinacidn en semillas deshidratadas o prematuramente
deshidratadas.

La deshidratacion prematura durante los estadios de tolerancia suprime
eventos metabdlicos que son exclusivamente desarrollados en la naturaleza, los
cuales estan relacionados con la germinacion. Por ejemplo, durante la
deshidratacion natural ocurre Ila sintesis de dos tipos de proteinas las
requeridas para el desarrollo y las requeridas para la germinacién, este cambio
en el tipo de proteinas no ocurre cuando las semillas son deshidratadas
durante algin estadio de intolerancia a la deshidratacion.

La induccion de la deshidratacion cambia la direccién del desarrollo
para la germinacion y también cambia el patron de sintesis de proteinas. Esto se
ha podido apreciar durante el desarrollo del endospermo, en el cual ocurre
la sintesis de una proteina de almacenamiento, la lecitina y otras proteinas
sintetizadas exclusivamente durante la maduracién. Durante las primeras cinco
horas de imbibicion de semillas maduras deshidratadas ocurre la sintesis de
proteinas similares a las producidas durante el desarrollo; después de doce horas
y mas tarde, ocurre la sintesis de proteinas Unicas para l|a germinacion y
crecimiento, incluyendo enzimas presumiblemente involucradas directamente
en el catabolismo de proteinas, lipidos almacenados para la postgerminacion.

Durante la deshidratacion existe una declinacion de poliribosomas en
algunas partes de la semilla (eje radicula hipocoétilo del embridn) y estan ausentes
en los tejidos maternos secos.

Los ribosomas y ARNt son muy abundantes a través de la maduracion y
deshidratacién y son un potencial activo en la semilla seca.

La deshidratacion es el evento normal de término del desarrollo en la
mayoria de las semillas y ésta esta controlada por la planta madre y /o por los



tejidos que rodean al embridn, sin embargo, puede ser inhibida por alguna
sustancia sintetizada por el embridn (ej. acido abscisico). Asi, hay algunas
semillas que pasan naturalmente de la etapa de desarrollo al de germinacion sin
intercalar el periodo de deshidratacion, ejemplos: semillas de manglares y las
viviparas tales como las de chayote. Se ha reportado que la reduccién en los
niveles de acido abscisico esta involucrada en la germinacién de éste tipo de
semillas. El acido abscisico puede aumentar durante la deshidratacion natural y
esto puede inducir la germinacion precozmente.

Después de la deshidratacidon las células de la capa de aleurona son muy
sensibles a la giberelina y esto esta asociado con la sintesis de a-amilasa por
estas celulas, tal sensibilidad se ha asociado con un arreglo en la composicion
de lipidos en respuesta a la deshidratacion. Los cambios en el arreglo de la
membrana de las células de aleurona sdlo han sido apreciables en el periodo de
tolerancia a la deshidratacion. Finalmente se define como Tolerancia a la
desecacion la supervivencia que alcanza la semilla después de eliminar
completamente el agua y mantener el vigor en el estado desecado (Allison et g/,
1986)

A continuacidon se trataran las estructuras seminales que se modifican
durante la deshidratacidon natural.

3.8 ESTRUCTURAS Y COMPOSICION DE LAS CUBIERTAS SEMINALES
RELACIONADAS CON LA IMPERMEABILIDAD.

En muchas semillas de plantas herbaceas, la latencia es impuesta por la
cubierta o cubiertas que rodean el embrion. Estas cubiertas (cubierta seminal,
cubiertas del fruto, endospermo) previenen la germinacion al: 1) bloquear la
entrada de agua al embridn; 2) limitar el intercambio de gases para la respiracién;
3) bloquear la entrada de luz al embridon; 4) restringir mecanicamente la
expansion del embridn y 5) prevenir la disminucion de inhibidores para el
embrién. Una o mas de estas condiciones pueden ocurrir en una semilla
impermeable.

Las cubiertas impermeables al agua representan un mecanismo de latencia
efectivo. Este tipo de latencia ocurre en las familias, leguminosae, malvaceae,
chenopodiaceae, solanaceae y otras.

Las semillas que presentan cubiertas impermeables al agua tienen una
gran longevidad. Estas semillas, también llamadas "duras", responden a Ila
escarificacion de la cubierta seminal para la imbibicion de agua y su
germinacion. La imbibicidon es un requisito para la germinacion.
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Hasta el momento no se conoce completamente el proceso
fisiologico en el establecimiento de la impermeabilidad en las cubiertas de la
semilla, pero es evidente que éstas llegan a ser impermeables durante los
ultimos estadios de desarrollo en la planta madre (Duke, 1985).

Hay investigaciones reportadas acerca de la localizacion y naturaleza de
las barreras de entrada al agua al interior de la semilla, las que consideran que
todos los sitios sobre la semilla que fueron aberturas tempranas (ej. hilio,
micrépilo, calaza) durante el desarrollo podrian sellarse y desarrollar barreras
impermeables aislando eficientemente el embrion maduro del agua externa
(Werker, 1980,1981. en Roti et g/, 1987; Tran y Cavanagh, 1984, citado en Egley,
1990).

La barrera impermeable mas significativa en la semilla es la cubierta
seminal (Ballard, 1973; Quinlivan, 1971; Tran y Cavanagh, 1984; Roiston, 1978;
Werker, 1980/81, citado en Roti et a/, 1987, citados en Egley, 1990).

Algunos sitios de la cubierta seminal han sido propuestos como sitios de
impermeabilidad al agua y son:

1) El estrato de células en empalizada, el cual se encuentra en la
mayoria de semillas duras de leguminosas y malvaceas. Las células de
este estrato tienen paredes densas y en ocasiones no se encuentra solo
en algunos lugares de la semilla (hilio, micrépilo, y region calazal). Este
estrato varia en longitud, grosor y tamafio del lumen celular, dependiendo
de su localizacidon especifica sobre la semilla. Este estrato de la cubierta
seminal se considera una barrera importante para la difusion del agua
debido al arreglo de las células y la composicion de sus paredes
impermeables al agua (Ballard, 1973; Quinlivan, 1971; Tran y Cavanagh,
1984; Rolston, 1978; Werker, 1980/81, citados en Egley, 1990; Ponce et
al, 1990 y Alcazar, 1990).

2) La linea clara, la cual se localiza en el estrato de células en empalizada ha

sido propuesto como barrera a la difusion del agua. La linea clara se
extiende a través de la porcion superior del estrato de células en
empalizada. La naturaleza de esta linea no es totalmente entendida, pero
se propone su presencia u origen a partir del arreglo de los materiales
depositados en las paredes radiales de las células en empalizada lo cual
provoca diferencias en las propiedades de refraccion de luz (Barton,
1965, citado en Egiey 1990; Ballard, 1973; Rolston, 1978).
La linea clara en las semillas duras de algunas especies de Malvaceas
como Sida  spinosa contiene material denso que no es digerido con
celulasas y que restringe la difusion de algunas sales solubles en agua y
colorantes (Egley y Paul. 1986; Egley et a/, 1985).




La linea clara y el estrato de células en empalizada pueden contribuir en
cierto grado a la impermeabilidad, pero no son las dnicas estructuras
involucradas.

3) La interfase entre la hipodermis y la capa de empalizada en Cuscuta
campestris, proxima a la linea clara y probablemente sintetizada por las
células hipodérmicas y cuya composicidnes probablemente de taninos
(Hutchinson et a/., 1979).

4) La cuticula sobre la superficie de la semilla, intergumentaria y la
nucelar pueden funcionar como una primera barrera a la difusion del agua
y pueden actuar en combinacidon con otras barreras interpas de la semilla
(Alcazar,1990; Ballard, 1973; Dell, 1980; Duke, 1985; Rolston, 1978; Riggio
et a/.1985; Tran y Cavanagh, 1989; Ponce et g/, 1990 y Valdovinos,
1992).

5) La subepidérmis en Jpormoea purpurea (L.) Roth se ha propuesto como
una de las barreras relacionadas con su impermeabilidad por la presencia
de lipidos, cutina o suberina y taninos en sus paredes celulares (Ponce
et g/, 1990) y en /1. acuatica cuyas paredes presentan depodsitos de lipidos,
cutina o suberina, taninos y pectinas (Valdovinos, 1992).

6) E! parénquima de la cubierta seminal en 7. acuatica el cual forma una
capa de restos de paredes celulares con depdsito de pectina (Valdovinos,
1992)

7) Los restos del tegumento interno constituidos por wuna capa
hidrofébica de restos celulares que rodea los residuos nucelares se ha
considerado la barrera mas importante a la difusiéon de agua en Cercis
siliquastrurm L.S. (Roti et al.,, 1987)

8) La firme adhesién de la cubierta seminal al tejido subyacente
(cuticulas, restos de nucela, perispermo, aleurona) puede impedir
el movimiento lateral del agua desde los sitios de entrada hacia el
embrién (Powel, 1989).Las caracteristicas de los tejidos que se
encuentran por debajo de la cubierta seminal también pueden ser un
factor en la impermeabilidad.

Vazquez et al. (1997) mencionan que a pesar de la gran diversidad y
complejidad de estructuras y funcionamientos en las semillas es posible hacer
algunas generalizaciones y sefalar cuales son las caracteristicas de las semillas
que mas directamente afectan su longevidad potencial, ya que la longevidad
ecoldgica, o sea la que se da en la comunidad natural, no solamente depende de
la estructura de las semillas, sino de factores externos que pueden variar de un
lugar a otro y afectar de diferente manera a una misma especie de semillas. Estas
caracteristicas intrinsecas son: la dureza e impermeabilidad de la testa o cubiertas
de la semilla; el contenido de agua inicial con el que se disemina la semilla y el que
se puede lograr disminuir por deshidratacion sin matarla; la tolerancia a |a
temperatura de congelacion del agua, ya que los cristales de hielo pueden alterar
las células de la semilla; la naturaleza de la latencia, la tasa metabdlica o



respiracion minima o interrumpida que se pueda alcanzar sin matarla; el tipo de
reservas y su propension al deterioro quimico; el tipo de compuestos secundarios
(sustancias que produce la semilla que pueden evitar la depredacion o el
parasitismo de éstas) y su ubicacién dentro de las células de la semilla; la
disposicion del agua subcelular, o sea la que estd unida a macromoléculas como
proteinas, que forman las células; la composicién de los lipidos (grasas) de las
membranas celulares; la resistencia a la invasidn de microorganismos y la
resistencia al deterioro del material genético los cuadros, 4 y 5 integran los
factores relacionados con la longevidad de las semillas y las estructuras y
composicion en relacion con su viabilidad.

CUADRO 4. Factores relacionados con la longevidad de las semillas

1) Humedad al momento de la diseminacion
A) Depende de la posibilidad de arreglo molecular y del
Agua residual en el protoplasma de las células de la
Semilla, este rearreglo da lugar a la formacién de la
Estructura resistente a la desecacién que reasume su
Actividad vital al ocurrir la embibicion.
2) Resistencia térmica al frio
A) Depende del contenido de humedad, de la naturaleza
De las membranas y de la tolerancia del protoplasma
Deshidratacion al frio.
3) Tasa metabdlica al momento de la diseminacipon
A) Depende de la posibilidad de interrumpir el metabolismo
Respiratorio. Lo cual es factible en semillas con bajos
Contenidos de humedad
4) Composicion de las semillas
A) Tipo de las reservas y naturaleza de los lipidos
De las membranas.
B) Tipo de compuestos secundaros en las vacuolas.

Cl Dureza e Imgermeabilldad de la cubierta de la semilla

Cuadro 5. Estructura y composicion de las semillas y su relacién con la
duracion de la viabilidad

ESTRUCTURA Y COMPOSICION MAYOR LONGEVIDAD

- Impermeabilidad de la cubierta - Cubierta impermeable

- Contenido inicial de agua - Bajo

- Tolerancia a la deshidratacién - Alta

- Tolerancia a las bajas temperaturas - Alta

- Latencia - Presente

- Tipo de reservas - No lipidicas

- Resistencia a la invasién de microorganismos - Presencia de compuestos secundarios
- Lipidos de las membranas celulares - Acidos grasos no saturados

- Resistencia al deterioro genético - Alta

- Presencia de sustancias protectoras Dehidrinas,

cristales de azticar y algunos polipéptidos -~ Presentes

- Tasa metabdlica - Baja

- Disgosi 5n del aaua - Unida a macromoléculasi es decir aaua subcelular
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Sustancias quimicas que sugieren ser las responsables de la restriccion de la
difusién del agua hacia el interior de la semilla son: ceras, cutina, suberina, lignina,
calosa, quinonas Yy taninos (Rolston, 1978). La composicion quimica de estas
sustancias se conoce a partir de estudios de partes de la planta que no son la
semilla.

Ceras: Constitudas por mezclas complejas de compuestos alifaticos, siendo
mayoritarios los alcanos de numero impar de carbonos (C29 y C31). Aparecen en
la superficie de la cuticula, asi como embebiendo las paredes cutinizadas y
suberificadas (Azcon y Taldn, 1996). Puede contener también acido fatico libre y
cetonas de alto peso molecular e hidrocarburos. Es soluble en solventes no
polares como el cloroformo. La cera se encuentra frecuentemente con una
matriz de polimeros fendlicos, cutina o suberina (Kolattukudy, 1980).

Cutina: Es un biopoliester consiste en su mayoria de acido fatico hidrdxi y
epoxi. Se encuentra normalmente sobre las superficies de las plantas . Sin
embargo, éste puede ser detectada en algunas partes internas. La cutina se
encuentra frecuentemente embebida en o sobre la superficie de la cera. La
sintesis de la cutina es una funcidon especial de las células epidérmicas de la
planta y es el principal componente de la cuticula (Kolattukudy, 1980). Azcon y
Talén (1996) la reportan como una mezcla compleja de acidos grasos de 16 y 18
C, generalmente hidroxilados, siendo los grupos hidroxilo una porcion significativa,
esterificados con acidos grasos o fendlicos como ferdlico o p-cumarico que da una
compleja red tridimensional.

Suberina: es otro tipo de polimero con poliésteres similares a los de la
cutina y con una matriz fendlica en ocasiones similar a la de la lignina. La
suberina se encuentra casi exclusivamente en las partes internas de la planta y
su depdsito tiene una localizacion extracelular, sobre la membrana plasmatica
formando parte de la pared celular. La composicion de la suberina no es
totalmente conocida como la de la cutina o cera ya que la suberina esta en
estructuras internas y es dificil extraer sin contaminacion como lignina o
materiales similares (Kolattukudy, 1980). Azcén y Taldn (1996) la describen como
constituida por acidos fendlicos esterificados a acidos grasos de cadena larga
(C14-C30), acidos dicarboxilicos e hidroxiacidos.

Debido a sus propiedades hidrofébicas, la suberina y cutina asociadas a las
paredes celulares pueden hacer lenta o detener la difusidon del agua a través de
los tejidos.



Compuestos fendlicos: Los compuestos fendlicos como las quinonas
pueden estar oxidados y formar productos insolubles (Werker et a/, 1979).

Materiales pécticos: Gruesas capas de en la cubierta seminal de algunas
semillas han sido relacionadas con la impermeabilidad (Werker et a/., 1979).

Ligninas y Calosa: Existen dudas de que las ligninas y calosa sean las
barreras principales de la impermeabilidad ya que se consideran barreras cuando
estan impregnadas con cutina o suberina. Por lo que es mas comuUn que la cera
asociada con cutina © suberina sean las sustancias responsables con la
impermeabilidad al agua en la semilla. Las ligninas son componentes de la pared
celular de varios tipos de células vegetales, como fibras, vasos y traqueidas,
constituyen del 20 al 30 por 100 del peso seco de la pared. Son grandes polimeros
que se encuentran en forma de masas amorfas incrustadas en las fibras de
celulosa, confiriendo rigidez a la pared, a la vez que protegen las células frente al
ataque de patdégenos (Azcon y Talon, 1996).

Taninos hidrolizables (Tanoides): Son derivados de los acidos fendlicos,
corresponden a polimeros de los acidos galico o elagico esterificados con
azlcares. Algunos otros derivados fendlicos correpondientes a los acidos cinamicos
tales como el cinamoil, deriva de la cubierta de las semillas de numerosas especies
vegetales, y actuan como inhibidores de la germinacion (inhibicién tegumentaria)
Durante la germinacion de las semillas estos compuestos captan oxigeno y se
oxidan, disminuyendo de forma ostensible la tasa de respiracion del embrién y en
consecuencia el desarrollo de la plantula. Los taninos reaccionan con las proteinas
salivales y las glucoproteinas de la boca ejerciendo un efecto astringente (Azcon y
Talén, 1996).

3.9. LONGEVIDAD DE LAS SEMILLAS

En el medio natural las semillas con testa impermeable y bajo contenido de
humedad suelen ser muy longevas, como seria el caso de la especie de leguminosa
encontrada en el permafrost, que se menciond en parrafos anteriores, pero
también pueden serlo algunas semillas de latencia fotorregulada que plenamente
hidratadas pueden conservarse enterradas en suelos con una alta humedad
estable, en condiciones de oscuridad total. Este es el caso de las semillas de
plantas arvenses de larga duracién en el suelo. Su requerimiento de luz para
germinar las mantiene latentes por mucho tiempo en condiciones de
enterramiento, como las de muchas malezas que producen semillas fotoblasticas.
En los almacenamientos a temperatura ambiental las semillas con testa dura de las
leguminosas, malvaceas, ninfaceas, etc., son las mas longevas. En los
almacenamientos Jdptimos a bajas temperaturas muchas familias como las
cruciferas, las compuestas, las cariofilaceas, las solanaceas, las gramineas y otras
han demostrado tener una longevidad potencial extremadamente larga.
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3.9.1 ECOLOGIA DE LA LONGEVIDAD.

En toda comunidad natural es posible encontrar especies con semillas de
longevidad potencial muy larga y otras de longevidad corta, ya que la longevidad
ecolégica (y como consecuencia la potencial) esta relacionada con varias
caracteristicas de las plantas que las producen (cuadro 6), como son: la historia de
vida de la planta; la estacionalidad climatica; la distancia temporal entre el periodo
de fructificacidn y diseminacion y el de germinacién y establecimiento; el grado de
discontinuidad en el habitat, o sea que las plantas requieran para establecerse
condiciones ambientales especiales que sdlo aparecen esporadicamente en la
comunidad en la que viven; el agente dispersor de las semillas, y los niveles de
estrés ambiental y de presiéon de depredadores que sufre la semilla en el suelo,
antes y durante la germinaciéon. Debido a la complejidad de todos estos factores se
mencionan solo algunos ejemplos.

CUADRO 6. Algunos factores ecoldgicos relacionados con la longevidad
de las semillas

1) Historia de la vida de la planta Generalmente las plantas de ciclo de vida
Corta poseen una longevidad mas larga

2) Estacionalidad climatica y separacion Climas marcadamente estacionales
entre el periodo de fructificacion y el favorecen a especies con longevidad larga.
de germinacion y establecimiento.

Grado de discontinuidad del habitat Habitat discontinuos favorecen la presencia

de la especie. de especies con semillas de longevidad
larga.
Agente dispersor. Algunas de las caracteristicas de las semillas

relacionadas con su dispersiéon pueden

indicar la duracion de la viabilidad, por
ejemplo: semillas dispersadas por agua
tienen testa dura y longevidad larga.

3) Presion de depredadores antes y Una alta presién reduce la duracion de la
durante la germinacioén. longevidad ecoldgica
4) El nivel de estrés ambiental La longevidad es mas larga en especies de

habitat con mayor estrés.

Con respecto a la historia de vida, las plantas anuales, que tienen una
estacion de crecimiento corta y que sobreviven sdlo en forma de semilla el periodo
desfavorable del ano, suelen producir semillas con una longevidad ecoldégica y
potencial mas larga que muchas de las especies perennes que comparten su
habitat, para las que existen varias oportunidades de reproducirse durante su vida.
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Las semillas cuyo periodo éptimo de germinacion estd separado varios meses de la
época de diseminacidon, como el caso de las especies que pueblan zonas del
planeta con un clima estacional muy marcado, suelen tener longevidades ecoldgica
y potencial mas largas que aquellas que en el medio natural tienden a germinar de
inmediato porque encuentran condiciones permanentemente favorables al caer al
suelo. Con respecto a la discontinuidad del habitat, mencionan a las plantas
costeras que se diseminan por el agua de mar, que al tener estructuras de
resistencia al agua marina y capacidad de flotacion pueden tener longevidades
ecolégica y potencial muy prolongadas, en este segundo caso aun a la
temperatura ambiente. Esto se debe a que estas plantas tienen una testa o
cubierta protectora impermeable muy resistente que impide la entrada de agua
salada a la semilla.

Las semillas de diseminacion anemdcora suelen tener bajos contenidos de
humedad, ya que esta caracteristica reduce el peso del propagulo, y como la baja
humedad propicia la larga longevidad potencial frecuentemente se deshidratan y
almacenan con facilidad. Tal es el caso de algunas especies tropicales de selvas
himedas como la balsa, las ceibas, el cedro rojo y la teca, que con frecuencia son
las Unicas semillas disponibles en los bancos de semillas del! tropico himedo.

En las selvas tropicales hiumedas es frecuente que la germinaciéon ocurra
inmediatamente después de la diseminacidon. El estrés ambiental al que se ven
sometidas las plantulas por la carencia de luz y a veces de nutrientes ha favorecido
a las plantulas grandes, y por lo tanto a las semillas grandes. Estas son facilmente
depredadas en este ambiente. Este conjunto de factores ha determinado que, por
lo general, la longevidad ecologica y potencial de las semillas de estas
comunidades sean muy breves, con excepcion de las plantas que germinan y se
establecen en los claros, o sea, que tienen un habitat de establecimiento
discontinuo en el espacio y en & tiempo (Vazquez et a/., 1997).

3.10 COLOR DE LA CUBIERTA SEMINAL RELACIONADO CON LA
IMPERMEABILIDAD.

El color de cubierta seminal ha sido relacionado con la impermeabilidad,
pero un anadlisis de los resultados de diversas investigaciones muestra que éstos
son contradictorios.

Slattery et a/ (1982) concluyen que la coloracion de la testa de 7rifoliurm
subterrarneum esta asociada con la oxidacion de fenoles por la actividad de la
catecoloxidada, pero que el desarrollo de la impermeabilidad es independiente
de éste proceso. Sin embargo, en Glycine ussuriensisy Ononis sicula existe una
correlacion positiva entre el color oscuro y la adquisicion de {a impermeabilidad.
Se ha propuesto que la asociacion entre el color de la semilla y la
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impermeabilidad observada en algunas especies puede ser debida a la relacion
de los genes que contienen ambos caracteres.

Marbach y Mayer (1975, citado en Hutchinson et a/., 1979) reportan que
en semillas de Pisurn existe una relacidon entre la impermeabilidad al agua y la
adquisicion de su color castafio al formarse quinonas que interactuan con
proteinas de las células. Ellos consideran que los taninos y las proteinas de
adquisicion la cubierta seminal puede imponer la impermeabilidad al agua de la
semilla.

Ademas de relacionarse el color con la impermeabilidad, el primero se usa
para determinar la madurez fisiolégica de la semilla o frutos. Chamma et a/
(1990) consideran que el parametro visual (color) es relevante para planear la
cosecha de vainas cerradas de Phaseolus vulgaris L. con semillas fisiolégicamente
maduras Yy reducir las pérdidas.

3.11 BANCO DE SEMILLAS DEL SUELO

Vazquez et a/ (1997) mencionan que el banco de semillas del suelo esta
formado por las semillas viables no germinadas presentes en éste, ya sea
enterradas, depositadas sobre la superficie o mezcladas en la capa de hojarasca y
humus. Frecuentemente hay gran cantidad de semillas latentes en la mayoria de
los suelos, su numero depende de factores como la historia, la diversidad y la
dinamica de la vegetacion que cubre cada suelo. Entre las muchas contribuciones
que el naturalista britanico Charles Darwin hizo a la biologia esta el hecho de que
quiza fue el primero que escribié acerca del banco de semilias del suelo, en 1859:

No creo que los botanicos se hayan percatado de lo cargado que esta el
fango de los estanques de semillas. Yo he intentado varios pequefios
experimentos sobre esto, pero expondré aqui solamente el caso mas
asombroso. En febrero yo tomé tres cucharadas de fango en diferentes
lugares de un pequefio estanque, debajo del agua y a la orilla: al secar este
fango pesd solamente pocas onzas; lo mantuve cubierto en mi estudio por
seis meses, arrancando y contando cada planta que en el crecia. Las plantas
fueron de muchas clases y fueron en total 537 en nimero, a pesar de que
el viscoso fango sdélo llenaba una taza.

El tiempo que las semillas permanecen latentes en el suelo antes de
germinar, morir o ser atacadas por parasitos o depredadores esta determinado por
factores fisioldgicos innatos y por las condiciones ambientales del lugar. Los
bancos de semillas de diferentes especies varian en duracion, de temporales a
persistentes. En los primeros su duracion corresponde al periodo de diseminacidon
de una cosecha de semillas, en los segundos las semillas latentes de una especie
siempre se encuentran en el suelo. Las semillas recién diseminadas tienen tres
destinos diferentes en el suelo, que son: 1) la pronta germinacion después de su
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ltegada al suelo; 2) un periodo de latencia que dura hasta que las condiciones
ambientales son apropiadas para la germinacion, y 3) la muerte por
envejecimiento natural o por la accion de parasitos o depredadores. En el primer
caso se forman solamente bancos de semillas relativamente efimeros
correspondientes a la época de diseminacion de las semillas de cada especie. En el
segundo caso se forma un reservorio de semillas de duracion mas larga que
permanece en el suelo hasta que un cambio ambiental interrumpe la accién del
mecanismo que induce la latencia. Otra situacion en la que se forman bancos de
semillas permanentes se debe a la llegada continua al suelo de semillas de
especies que presentan una ininterrumpida produccion

Thompson y Grim (1981, citado en Duke, 1985) definen como banco de
semillas a un gran reservorio de semillas en el suelo, el cual puede consistir de
miles de semillas o didasporas por metro cuadrado y ser estas semillas o
diasporas las que infesten los suelos en un futuro. Describe dos tipos
fundamentales de bancos de semillas: Transitorio y Persistente en donde:

1) Los bancos de semiillas transitorios contienen semillas que permanecen
viables sdlo por un afio.

2) Los bancos de semillas persistentes contienen semillas que no germinan
durante los primeros anos después de su produccion y que presentan
latencia primaria o secundaria.

3.12. E>L PROCESO DE GERMINACION.

La germinacidon de las semillas comprende tres etapas sucesivas que se
superponen parcialmente: 1) la absorcidon de agua por imbibicién, causando su
hinchamiento y la ruptura final de la testa (Grafica 1); 2) el inicio de la actividad
enzimatica y del metabolismo respiratorio, translocacidn y asimilacion de las
reservas alimentarias en las regiones en crecimiento del embrién, y 3) el
crecimiento y la divisidn celular que provoca la emergencia de la radicula y
posteriormente de la plumula. En la mayoria de las semillas el agua penetra
inicialmente por el micropilo y la primera manifestacion de la germinacién exitosa
es la emergencia de la radicula
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Grafica 1. Etapas de la germinacion que conducen a la emergencia de la
radicula. Se inician con la absorcién de agua y la activacién metabélica
del embrion.
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3.12.1 GERMINACION DE LAS SEMILLAS EN EL SUELO

La gran diversidad de las plantas se refleja en la multitud de posibilidades
del desarrollo y la temporalidad de la germinacion de las semillas de diferentes
especies. Existen plantas que diseminan sus semillas cuando ya han germinado en
el fruto; en el otro extremo, algunas semillas que son dispersadas estan provistas
de una dura testa impermeable que sdlo permite la germinacion después de
muchos meses de desgaste.

Cuando llegan las semillas al suelo, el recurso clave para iniciar los cambios
fisiologicos que conducen a la germinacion es el agua, que resulta indispensable
para activar el metabolismo y el crecimiento de las células vivas de los tejidos de
las semillas. La cantidad de agua que absorbe una semilla y la velocidad a la que
lo hace no sdlo dependen de las caracteristicas de la semilla, como la
permeabilidad de sus cubiertas, la composicion quimica de sus reservas, su
tamafno y su contenido de humedad, sino que también estan determinadas por
condiciones ambientales como la humedad del suelo, la humedad del aire y la
temperatura.

3.12.2 GERMINACION RETARDADA POR UNA TESTA IMPERMEABLE

Muchas semillas cuyo tegumento externo es duro impermeable al agua o a
los gases, e incluso el micrépilo esta provisto de una barrera que impide la
penetracidn de agua al embridn. Esta caracteristica es frecuente en las semillas de
varias familias de plantas, particularmente en las fabaceas o leguminosas, las
malvaceas y bombacaceas.

En el suelo del bosque la cubierta de la semilla gradualmente se vuelve
permeable por intemperismo, degradacién microbiana, factores del suelo como las
saponinas o por el efecto de fluctuaciones de temperatura, y va germinando poco
a poco. Este mecanismo de latencia pasiva es particularmente frecuente en los
bosques tropicales secos, y puede haberse originado como un mecanismo de
persistencia de las semillas en el suelo a lo largo de la estacion desfavorable de
crecimiento.

Frecuentemente se dice que el transito a través del tubo digestivo de
animales es uno de los factores principales que rompen este tipo de latencia entre
las semillas que son dispersadas por animales. Sin embargo, muchas de las
especies que presentan testa dura no son ingeridas por animales; otras, aunque si
sean ingeridas, son destruidas o no muestran mucha diferencia en su germinaciéon
antes y después de haber sido ingeridas por animales.
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Las altas temperaturas también pueden romper los tegumentos. Esto ocurre
frecuentemente durante los incendios o las quemas en los terrenos de cultivo,
sobre todo en los trépicos. Los tegumentos también pueden cambiar su estructura
después de ser expuestos a la insolacién directa por periodos prolongados.

Es probable que muchas de las semillas resistentes al calor presenten
tegumentos impermeables al agua, ya dque las semillas contienen enzimas,
nucleoproteinas y otras sustancias que se desnaturalizan con facilidad con el calor;
estos compuestos son menos labiles cuando estan deshidratados, por lo que una
testa impermeable impide que la semilla se embeba y por lo tanto queda protegida
durante las quemas (Vazquez et a/, 1997).
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4. OBJETIVO GENERAL.

4.1 Observacion de la adquisicion de la impermeabilidad al agua de la diaspora
(fruto monospodrico) de Sicyos deppe/ G.:Don -(Cucurbitaceae) a nivel estructural,
histoquimico y fisioldgico durante su deshidratacion natural

OBJETIVOS PARTICULARES. .

4.1.2. Determinaciéon del tiempo de deshndratacnon de la didspora de Sicyos deppei
G. Don, en condiciones naturales de desarrollo.

4.1.3. Determinacion del porcentaje de germinacion durante las etapas de
deshidratacion de la diaspora.

4.1.4. Determinacion de la cantidad de agua absorbida por las didsporas durante
las distintas etapas del periodo de deshidratacion.

4.1.5. Seguimiento estructural e histoquimico del desarrollo del fruto en las
distintas etapas de deshidratacion.

4.1.6. Analisis de la micromorfologia del fruto durante su deshidratacidn.

TS COH

FALLA DE ORLLL:\ |
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. ZONAS DE ESTUDIO.

Para realizar el presente estudio se selecciond un terreno de 5 X 35 m
situado en la zona suroeste de la Ciudad de México, conocida como Pedregal de
San Angel, en el cual se encontré creciendo naturalmente una poblacién
abundante de plantas de S. deppei.

Esta poblacion se utilizd para determinar los periodos de deshidratacion
de los frutos.

Una segunda zona de estudio correspondié a terrenos de cultivo de maiz
invadidos por Sicyos deppei situados en San Pedro Atocpan, Delegacion Milpa
Alta, D.F. (19911 "N,99°02 ‘W) En esta zona se recolectaron infrutescencias para
las pruebas de contenido de humedad, germinacién, absorcidon, anatomia e
histoquimica, Sicyos deppe/es una maleza de crecimiento indeterminado con un
ciclo relativamente corto (115 - 180 dias después de I|la emergencia), pero
caracterizado por un gran crecimiento vegetativo que se prolonga hasta la
produccién diasporas maduras deshidratadas (Zambrano, 1992).

5.2. DETERMINACION DE LAS ETAPAS DE MUESTREO DE LOS FRUTOS
DE S. deppei G. DON.

A partir de observaciones periddicas de las plantas en el campo se pudieron
delimitar cuatro etapas distintas de desarrolio durante el periodo de deshidratacion
natural de los frutos de S. deppei. En las etapas seleccionadas se observan
cambios macromorfoldgicos evidentes en el color y la morfologia externa,
parametros que permitieron hacer eficiente el trabajo de campo durante la colecta
para posteriormente aplicarles las pruebas de contenido de humedad, germinacion,
absorcion, anatomia e histoquimica.

El color de los frutos en las cuatro etapas se comparé con |la Tabla de
Colores de Kornerup y Wascher (1978). Los parametros morfoldgicos externos
a través de la observacion a simple vista de los frutos, fueron los siguientes:
turgencia del pericarpio, morfologia de la base de las espinas, color y flexibilidad
de las espinas.

Las cuatro etapas muestreadas , iniciaron con frutos con semilla madura
hidratada y terminan con frutos con semilla madura deshidratada.
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De esta manera se constituyeron cuatro grupos que representan cuatro
etapas diferentes en el proceso de deshidratacion de la diaspora de S. deppery se
referira a ellas como EI =Etapa I, EII =Etapa II, EIIl =Etapa IIl y E1V =
Etapa 1V.

Las caracteristicas macromorfoldgicas utilizadas para diferenciar en el campo y
laboratorio las cuatro etapas de deshidratacion de los frutos de S. deppe/ se
presentan en el cuadro 7, correspondientes a: color, turgencia, base de las espinas
protuberantes, espina aserradas y abundancia de los tricomas.

CUADRO 7. Caracteristicas macromorfolégicas de las cuatro etapas
de deshidratacion de frutos de S/icyos depper.

ETAPAS DE COLOR ASPECTOS
DESHIDRATACION (Kornerup y MACROMORFOLOGICOS
Wanscher,1978)
EI VERDE OSCURO 28F8 > Gran turgencia
> Base de las espinas

protuberantes y
sosteniendo a una espina
retorso-serradas, amarilla
y flexible.

Tricomas largos y
delgados abundantes.

Y

EII VERDE GRISACEO O »> Mediana turgencia
PARDO 30C6 > Base de la espina con una
zona oscura la cual
sostiene una espina
retorso-serradas, café
poco flexible al tacto.
%> Tricomas largos y
delgados escasos
EII1 CASTANO AMARILLENTO | > Poco turgencia
SF4 > El color amarillento es el
mejor parametro para
esta etapa.
> Sin tricomas
> Espina retorso-serradas
sin flexibilidad, no se
desprenden facilmente.
EIV NEGRO 8F2 Y > Sin turgencia (secos)
CASTANO OSCURO 7F4 |»> Color negro caracteristico.
» Espinas retorso-serradas

rigidas que se desprenden
facilmente al tacto.
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E I, corresponde a frutos que contienen una semilla madura hidratada.

E II y 111, corresponden a frutos con estadios mas avanzados de
deshidratacion de la diaspora.

E 1V, corresponde a frutos que contienen una semilla madura deshidratada.

5.3. DETERMINACION DE LOS PERIODOS DE DESHIDRATACION
NATURAL DE LOS FRUTOS.

Infrutescencias de diferentes plantas de S. deppe/ correspondientes a antesis
y las cuatro etapas de deshidratacion establecidas mediante su morfologia
externa, se marcaron durante los meses de octubre y noviembre de 1991.

Las etiqueta contenian los siguientes datos: fecha del dia marcado y etapa
de desarrollo determinada por sus caracteristicas morfoldgicas externas
correspondiente a: Antesis, EI, EII, EIII y EIV.

Los cuatro periodos entre las etapas marcadas fueron:

-De Antesis a Etapa I (EI)
-De Etapa 1 a Etapa I1 (EII)
-De Etapa Il a Etapa III (EIII)
-De Etapa III a Etapa 1V (EIV)

Se evaluaron las infrutescencias marcadas cada dos dias en las etapas de
Antesis a la Etapa 11 y diariamente entre las Etapas 1II alV.

5.4. COLECTA DE INFRUTESCENCIAS.

Se recolectaron de plantas diferentes de S. deppe/ G. Don infrutescencias de
las cuatro etapas de deshidratacidn, durante los meses de Octubre y Noviembre
de 1991. Las plantas se encontraban invadiendo cultivos de Maiz de la localidad
San Pedro Atocpan, México, Distrito Federal.

Para realizar la colecta de cada una de las etapas de deshidratacion de los
frutos en las plantas de S. deppe/, se consideraron los parametros de turgencia,
color, morfologia y flexibilidad de las espinas retorso-serradas antes mencionados.
Las infrutescencias recolectadas se transportaron al laboratorio dentro de bolsas
de polietileno y en una hielera a + 4 °C.
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5.5 TECNICAS DE LABORATORIO.

5.5.1 Contenido de Humedad. De cada una de las cuatro etapas de
deshidratacion EI, EII, EIIl y EIV, se tomdé una muestra de 2500 frutos, los
cuales se aislaron de la infrutescencia y seleccionaron aquellos aparentemente
sanos Yy sin dafos mecanicos. Cada muestra se dividié en S0 grupos de 50 frutos
cada una, los cuales se colocaron en cajas de aluminio de cinco cm de didmetro,
después de tapar y pesar las cajas en una balanza analitica, se sometieron a
desecaciéon por calor en una estufa a 103 + 2 °C durante 300 min, se pesaron
grupos de cinco cajas cada 30 min en la balanza analitica previamente enfriadas
por 20 min. en un desecador con silicagel, para obtener la curva de humedad.
El calculo del contenido de humedad se hizo mediante la siguiente formula
(Moreno 1984):

P2 -P3 X 100 = % de humedad (con base en peso humedo)
P2 - P1
en donde:

Pl= Peso en gramos de la caja y su tapa
P2= Peso en gramos de la caja, tapa y los frutos antes de la desecacion
P3= Peso en gramos de la caja, tapa y frutos después del periodo de secado.

5.5.2 Pruebas de Germinacidén. Para obtener los resultados de germinacion
se empled el método de las "mufiecas" elaboradas con hojas de papel absorbente
(Moreno, 1984). Se emplearon hojas de papel de 27 X 22 cm.

De cada una de las cuatro etapas de deshidratacion se tomdé una muestra de
250 frutos la cual se dividid en 10 grupos de 25 frutos cada uno, cinco de estos
grupos de frutos se escarificaron mecanicamente. La escarificacion se realizé
perforando la parte central de la region calazal de la semilla que corresponde con
la porcion del fruto que se une con el pedicelo de la infrutescencia . Para conocer
la profundidad a Ila cual debia realizarse la perforacion, se cortaron
longitudinalmente cinco frutos de cada una de las cuatro etapas de
deshidratacion y se saco un promedio de la profundidad para cada una de ellas
marcandolo en la punta del alfiler. La perforacion atravesd aproximadamente los
estratos celulares del pericarpio y exotesta. Todos los frutos se desinfectaron
con una solucién acuosa de Captan 50 al 0.2% antes de colocarse sobre las hojas
de papel para hacer las "mufiecas”" (Moreno, 1984).
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Las "mufiecas" se elaboraron con cuatro hojas de papel, dos debajo de los
frutos colocados en cinco lineas, cada una con cinco frutos y se cubrieron con dos
hojas mas. Una vez cubiertos los frutos con las hojas de papel hiumedas con
Captan 50 al 0.2%, se doblaron hacia arriba 2 cm de la parte basal para evitar
la salida de los frutos y se enrrollaron.

Las "mufiecas” hiumedas que contenian los frutos, se colocaron verticalmente
dentro de bolsas de polietileno para evitar la pérdida de humedad. Las bolsas se
colocaron en charolas plasticas, en condiciones de oscuridad a 25 = 2 °C durante
35 dias.

Se humedecieron las "murfiecas”" cada tercer dia con 20 ml de la solucion
de Captan 50 al 0.2%.

Se registro la germinacion cada tres dias en las etapas correspondientes EI,
EII y EIII y diariamente en E IV. Se considerd como fruto germinado aquel que
tuviera la radicula salida a través de la cubierta seminal (Mayer y Poljakoff-
Mayber 1975, citado en Zambrano, 1992). A los frutos que no germinaron se
les aplicd la prueba de tetrazolio al 0.5% para verificar su viabilidad. Se
consideré viable aquella semilla que contuviera rojo al menos 2/3 partes del
area cortada incluyendo siempre al eje radicula hipocdtilo y su unién con los
cotiledones.

5.5.3 Prueba de Absorciéon de Agua. Para determinar la posibilidad de
incorporar agua y cuantificarla en las semillas de cada una de las cuatro etapas
establecidas, se tomaron muestras de 150 frutos de cada una de la etapas y se
colocaron en una bolsa de malla plastica cuyo peso fue de 2.63 g. La bolsa de
malla con los frutos se colocd en un vaso de precipitado con 500 mi de agua
destilada y se realizaron lecturas del peso en una balanza analitica cada 15 min
toda vez que se extraia la bolsa de malla con los frutos y se le quitaba el exceso de
agua con una toalla de papel absorbente, el tiempo muestreado fue de 125 min.

El promedio de absorcion de agua se obtuvo a partir de la diferencia
entre :

P1 - P2 = absorcién (ml)
P1= Peso de los frutos menos el peso de la bolsa de malla
P2= Peso de los frutos transcurrido el tiempo de absorcion
menos el peso de |a bolsa de malla.

Se convirtido la unidad de gramos a mililitros; considerando que a temperatura
ambiente, la densidad del agua es de 1.00 g/cm? y que de acuerdo a la unidad SI
derivada de volumen es el metro cubico (m®): 1 ml = 1 cm?® (Umland y Bellama,
1999).
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Un promedio de diez frutos de las Etapas I (14 a 17 dpa),II (25 dpa) y II1
(31 dpa) se inbibieron en una solucidon acuosa at 1.6% de colorante artificial verde
para alimentos (McCormick), por 15, 30, 60, 120 , 180, 240 y 300. Transcurrido
cada uno de los tiempos se les secé con papel absorbente el exceso de solucién y
se les practicaron cortes a mano con navaja de doble filo, observandose
inmediatamente los cortes al microscopio fotonico American Optical, mod.
Phase Star, y l|a obtencidon de fotografias fue a través de un fotomicroscépio
zZeiss.

5.6. ANATOMIA E HISTOQUIMICA.

5.6.1. Anatomia. Se fijaron frutos de las cuatro etapas de deshidratacién natural
en FAA. (formalina, acido acético, etano! 96%, agua, 2:1:10:7).

Las muestras fi)adas se deshidrataron en aicoholes graduales (50, 70, 90, 100,
100 %), 3 h en cada cambio y se incluyeron en parafina de acuerdo al meétodo
de Johansen (1940) con las siguientes modificaciones para la mejor infiltracion de
los frutos:

a) El medio de inclusion fue Paraplast plus.

b) A los frutos se les hizo un corte longitudinal transmediano que
los dividié en dos porciones de diferente tamaiio.

c) Omision del paso de parafina-xilol-1:2.

Se obtuvieron cortes seriados de 8 x m de grosor, en el plano transmediano
y transversal, por medio de un microtomo de rotacibn American Optical mod.
820.

Los cortes desparafinados y deshidratados de las cuatro etapas de muestreo
se tifieron con la técnica doble safranina-verde fijo, para observar la estructura
celular asi como con fuccina basica y verde de metilo (Curtis, 1986) que tifie de
purpura rojizo los tejidos lignificados y verde y azul los tejidos celuldsicos.

5.6.2 Histoquimica. En cortes desparafinados y deshidratados se realizaron las
siguientes pruebas histoquimicas, para detectar y localizar productos quimicos que
pudieran intervenir en la impermeabilidad de los frutos durante las diferentes
etapas de su deshidratacion natural.

5.6.2.1 Acido peryédico - reactivo de Schiff (A:P:S) (E:M.Engleman,
com. pers).-Tifie de color rosa intenso © magenta los polisacaridos insolubles.

5.6.2.2. Permanganato de potasio (KMnO,) (E.M. Engleman, com.
pers.) .-Tife de color pardo oscuro los taninos y otros compuestos susceptibles
a la oxidadcion.

39



5.6.2.3. Rojo O de aceite (E.M. Engleman, com. pers.).-Tifle de color rojo
la cutina y las grasas.

5.6.2.4 Fluoroglucina - acido clorhidrico (E.M. Engleman, com. pers.).-
Tine de color rojo violaceo la lignina.

5.6.2.5 Rojo de rutenio (Curtis, 1986).- Tine de color rosado a rojo las
sustancias pécticas.

5.6.2.6 Azul Negro de Naftol (Fisher, 1968).- Tine de azul las reservas
protéicas.

5.6.2.7 Sulfato férrico (Johansen, 1940).- Tifie de café los taninos
hidrolizables.

5.6 MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO (M.E.B).

Para complementar las caracteristicas macromorfolégicas observadas en
cada una de las cuatro etapas, se realizé el estudio del fruto a través del
Microscopio Electréonico de Barrido, Joel JIMS-35. El material fue preparado de la
siguiente forma:

5.7.1 Se deshidrataron frutos completos de cada una de las cuatro etapas de
deshidratacion natural en una serie de alcoholes graduales (50, 70, 90, 100 y
100%) 3h en cada cambio, posteriormente se hizo un cambio de 15 min en
acetona at 100%.

5.7.2 Se coloco el material deshidratado para desecar en una rejilla y de
esta forma a la camara de presion Chamber C.P.A. 11, para llevar las muestras a
punto critico del CO,.

5.7.3 En estas condiciones los frutos se montaron en cilindros metalicos
(portamuestras), con tintura de plata, dandoles la orientacion adecuada.

5.7.4 Se llevé el cilindro con los frutos a la camara de ionizacion, Joel-
JFC- 1100, donde fueron sometidos a un bafo fino de oro durante 8 min.

5.7.5 Se colocd el cilindro con el material en el microscopio electronico de
barrido y se obtuvieron las fotografias respectivas.

5.8. FOTOMICROGRAFIAS.
Las observaciones y analisis de los cortes seriados y tefiidos se realizé en un

microscopio fotdnico American Optical, mod. Phase Star, y la obtencion de
fotografias fue a través de un fotomicroscopio Zeiss.
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6. RESULTADOS

6.1 PERIODOS DE DESHIDRATACION NATURAL DE LOS FRUTOS DE
S. deppei.

El cuadro 8 muestra los resultados de los dias de desarrollo que transcurren
entre cada una de las cuatro etapas de deshidratacion de los frutos de S. deppei.

CUADRO 8. Periodos de deshidratacién natural de la didaspora de §S.
deppei G. Don.

PERIODOS NUMERO DE FLORES | DIAS DE DESARROLLO
Y FRUTOS POSTANTESIS (dpa)
(E = ETAPA) MARCADOS

Antesis EI 156 14
El EIl 156 25
EIIL EIIl 180 28

EIII EIV 156 28-31
TOTAL 648 31
Antesis, EI 156 14
EI EIV 168 29
TOTAL 324 29
Antesis E1vV 180 28

La Grafica 2 sefiala los dias de desarrollo que transcurren entre las cuatro
etapas de deshidratacion diferenciadas para su estudio, éstos muestran que existe
un periodo de hasta 31 dias de desarrollo a partir de la antesis hasta el fruto
deshidratado.

Transcurren de hasta 17 dias entre la etapa EI (Fruto con semilla madura
hidratada) a la Etapa E IV (Fruto con semilla madura deshidratada). LAMINA 1,
figuras 1 - 4.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Grafica 2. Periodos de deshidratacién natural de la didspora de S. deppe’.
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6.1.1 CAMBIOS MACROMORFOLOGICOS EXTERNOS DEL FRUTO
DURANTE LA DESHIDRATACION NATURAL DE S. deppe/ AL
MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO (M.E.B).

Al observar frutos procesados para microscopia electrénica de barrido se
apreciaron detalles de las estructuras de la morfolégia externa de las cuatro
etapas de deshidratacidn, las cuales permitieron detallar las caracteristicas
macromorfolégicas consideradas para cada una de las etapas.

La secuencia de los cambios ocurridos en el fruto durante su deshidratacion
natural es:

1.- Disminucion del volumen del fruto.

2.- Cambio en la morfologia de la region apical del fruto que corresponde a
la regién micropilar de la semilla. LAMINA 1I, figuras 6 y 7.

3.- Colapso de las células epidérmicas del pericarpio. LAMINA 111, figuras 8 -
10.

4.- Evidencia de "cicatrices" correspondientes a los sitios de desprendimiento
de los tricomas largos y delgados en la superficie del fruto deshidratado.
LAMINA II1, figuras 9y 10.

5. Presencia de estomas de tipo paraciticos (estoma acompafado de una o mas
células subsidiarias paralelas al eje longitudinal del poro y células guarda) y
ciclociticos (estoma acompafiado de células subsidiarias periféricas al poro y
celulas guarda) (Gifford y Foster, 1989). LAMINA I1I, figuras 8 -10.

6.- Colapso de la base de los tricomas largos y delgados. LAMINA 1V, figuras 11
y 12,

7.- Disminucion del numero de tricomas largos y delgados. LAMINAS 1 y II,
figuras 1, 2y 5.

8.- Disminucion del diametro de la base de las espinas retorso - serradas.
LAMINAS IV vy V, figuras 13 - 16.

6.1.2 CONTENIDO DE HUMEDAD DE LOS FRUTOS DE S. deppei EN LAS
ETAPAS DE DESHIDRATACION EI (14-17 dpa), EII (25 dpa), EIII (28
dpa) y EIV (31 dpa).

Cuando una semilla alcanza su estado de madurez fisioldgica (ha
terminado su desarrollo) la cantidad de agua que contiene decrece hasta que
se deshidrata, conteniendo en la época de dispersion, un bajo contenido de
humedad.

El propdsito de la prueba de secado en estufa a 103 = 2 °C fue determinar
el porcentaje de humedad para cada una de las etapas utilizadas en este estudio.
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Es claro que la etapa EI (14-17 dpa), la cual corresponde al fruto maduro
hidratado contiene un porcentaje mayor de humedad y por consecuencia
pierde mas humedad durante la prueba, comparada con las tres etapas restantes y
asi sucesivamente hasta llegar a la etapa EIV (31 dpa) en la cual el porcentaje de
humedad es minimo.

La curva de cuantificacion de! contenido de humedad realizada para las
cuatro etapas de deshidratacion, indicd que bajo las condiciones utilizadas en este
experimento la etapa ElI (14-17 dpa) contiene un 77.09 % de humedad, EII (25
dpa) del 62.59 %, EIII (28 dpa) del 56.49 % y EIV (31 dpa) del 6.694 % a los 180
min de secado en estufa a 103 + 2 °C, tiempo en el cual se estabiliza la pérdida
de agua; es decir ya no hay cambios en el contenido de humedad debido a que
sdlo se tiene materia seca, por lo que a éste tiempo de secado se realizaron las
pruebas estadisticas (Grafica 3).
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Contenido de humedad (%)

Dias posantesis (dpa)

Grafica 3. Relacion entre el contenido de humedad y el tiempo de desarrolio de
las diasporas de S. deppeidurante su periodo de deshidratacion naturai.
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El analisis de varianza y rango miiltiple aplicado a los resultados de muestra
que existe una diferencia altamente significativa (F (3,199= 2667.173, PO 0.00001)
entre las Etapas con respecto al contenido de humedad (Cuadro 9). Asi EI
presenta un contenido de humedad significativamente mayor con respecto al de
las Etapas II, IIl y 1IV.

CUADRO 9. Anadlisis de varianza y anadlisis de rango multiple para el
contenido de humedad de las diferentes etapas de deshidratacién de las
diasporas de Sicyos deppei desarrolladas en campo y a los 180 min de
deshidratacién en estufa a 103 + 2 °C

Metodo: intervalos hsd de Tukey al 95%

FVv S.C G.L CcM F NS
Entre 14037 3 4679.249 (2667.173| 0.00001
grupos
Dentro de 28.070 16 1.7549
grupos
TOTAL 14065.817 19
[ETAPA PROMEDIO | ERRORESTANDAR | GRUPOS HOMOGENEOS |
EI (14-17dpa) 77.09 155 A
EIT (25 dpa) 62.59 1.37 B
FETIT (28 dpa)y T6.49 1.05 T
EIV (31 dpa) 6.69 0.78 D

La deshidratacion de los frutos de S. deppe/ no es un proceso uniforme
con respecto al numero de dias de desarrollo posantesis. De los 14 a los 28 dpa
(de EI a EIII) el contenido de humedad perdido de los frutos es del 20.6% , sin
embargo, es de los 28 a los 31 dia (de EIIl a EIV) cuando se tiene el fruto maduro
y deshidratado, listo para su dispersidn, que el contenido de humedad perdido,
en tan solo tres dias, es del 49.82%.

La pérdida total de humedad de un fruto de S. deppei, cuya etapa inicial

contiene 77.09% de humedad y cuya etapa final contiene 6.694% de
humedad es del 70.42%.
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6.2 DETERMINACION DEL MOMENTO EN EL QUE SE ESTABLECE LA
IMPERMEABILIDAD AL AGUA.

6.2.1 PORCENTAJE DE GERMINACION DE LAS ETAPAS EI (14-17 dpa),
EII (25 dpa), EILI (28 dpa) y EIV (31 dpa).

Las diasporas maduras deshidratadas de S. deppe/ son impermeables al agua,
haciéndose necesaria la escarificacion mecanica para su germinacion (Zepeda,
1988; Cruz, 1989; Brechu er a/, 1992; Osuna, 1994).

Para determinar el momento en el que se establece la capacidad de
germinacion y el establecimiento de la impermeabilidad al agua se realizé la
prueba de germinacion en las diferentes etapas establecidas (Grafica 4).

Comparando los porcentajes de germinacion de frutos no escarificados con
los de escarificados se pudo determinar que:

a) Delos 14 a los 17 dpa (EI) los frutos no escarificados germinaron un
26.4% vy los escarificados un 59.2%.

b) A los 25 dpa (EII), los frutos no escarificados germinaron en un 88.8% y
los escarificados 44.8%.

c) A los 28 dpa (EIII), los frutos no escarificados germinaron en un 86.4% y
los escarificados en un 88%.

d) A los 31 dpa (EIV), los frutos no escarificados germinaron en un 20% y
96.8% los escarificados.

120

60 = P N\

1617 s 28 ar
Dima possntesis (dpe)

% de Germinecitn

[==——Sin Escarificar ~——Escarificadas |

Grafica 4. Germinacidn a 25 + 2 °C de didsporas no escarificadas y escarificadas
de S. deppe/en diferentes etapas de desarrolio durante su deshidrataciéon natural.
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Se evalud la viabilidad de aquellos frutos que no germinaron mediante la
prueba de tetrazolio.

Se consideraron frutos "muertos” aquellos que se encontraron vacios, es
decir contenian pericarpio y cubierta seminal pero no embrién. También aquellos
cuyo embridon aparecié en estado de descomposicion, cuadro 10.

Los frutos no escarificados a los 31 dpa (EIV) tienen un alto porcentaje
de viabilidad (68%). Los porcentajes de frutos no viables fueron bajos (= al
12%).

Los porcentajes de frutos escarificados "muertos” entre los 14 y 25 dpa (EI
y EII) fueron del 37.6% y 34.4% respectivamente, correspondiendo a los
valores mas altos.

CUADRO 10. Porcentajes de frutos viables, no viables y muertos en las
diferentes etapas de deshidratacién No escarificados (NO ESC) y
Escarificados (ESC).

FRUTOS
ETAPA (en dias
posantesis. dpa)

VIABLES (%) NO VIABLES (%) MUERTOS (%)
NO sc. | NO EsC. ESC. | NO ESC. ESC.
ESC.

El (14— 17) 36 1.6 |16 16 _[21.6 37.6
EIl (25) a.8 9.6 3.2 11.2 [3.2 34.4
EIII (28) 5.6 7.2 2.4 1.6 |56 3.2
EIV (31) 68 0 |12 0 0 3.2

Al integrar los valores porcentuales de los frutos muertos y los no viables,
considerandolos conjuntamente como frutos no viables e integrar los valores de las
semillas viables y las germinadas, considerandolos como frutos viables se obtienen
los valores reportados en el cuadro 11.

CUADRO 11. Porcentajes de frutos viables y no viables de Sicyos deppei
en cada una de las etapas estudiadas.

FRUTOS NO ESCARIFICADOS FRUTOS ESCARIFICADOS

ETAPA GERMINADAS | VIABLES EN | SEMILLAS NO GERMINADOS | VIABLES EN | SEMILLAS NO
TETRAZOLIO | VIABLES | VIABLES TETRAZOLIO | VIABLES | VIABLES
El 26.4 36.0 2.4 37.5 59.2 -6 60.8 39.2
EIl 88.8 4.8 3.6 6.9 44.8 9.6 54.4 45.6
EIlL 86.4 5.6 2.0 8.0 88.0 -2 95.2 4.8
EIV 20.0 68.0 8.0 12.0 96.8 0.0 96.8 3.2
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El cuadro 11 permiten notar que no hay diferencias entre la viabilidad de los
frutos no escarificados de EII (25 dpa), EIII (28 dpa) y EIV (31 dpa).

Asi como que la diferencia mas evidente en los frutos viables escarificados
es en EII (25 dpa) con 54.4 % de frutos viables, mostrando que esta etapa no
presenta cubierta impermeable y es muy susceptible a la entrada de agua sin
control al alterarseles la cubierta seminal.

Con respecto a los frutos escarificados, no escarificados y no viables los
valor de 37.6 % y 39.2 % para EI (14-17 dpa) en frutos no escarificados y
escarificados respectivamente asi como del 45.6% en EII (25 dpa) podria indicar
con mayor probabilidad que el embridn estuviera aun inmaduro o que hubiera
algan inhibidor endégeno.

Los resultados de viabilidad en EIII (28 dpa) permiten interpretar que la
cubierta seminal continua siendo permeable y la maduracién del embrion ha vuelto
al fruto mas resistente al libre paso de agua por la cubierta.

Para EIV (31 dpa) la alta viabilidad de los frutos no escarificados y
escarificados comparada con su germinacion permiten reconocer la influencia del
mecanismo de escarificacién de la cubierta seminal para favorecer la imbibicidn y
con ello su germinacion.

Si bien se registrd la germinacion cada tercer dia, la germinacion se inicia en
momentos diferentes entre cada una de las etapas estudiada, al igual que varia
entre ellas el nimero de dias en los cuales puede llegar a ocurrir la germinacion;
para la Etapa 1V se registré la germinacion diariamente. El cuadro 12 incluye el
tiempo de germinacion de cada una de las etapas de deshidratacion de frutos no
escarificados y escarificados.

CUADRO 12. Tiempo de germinaciéon de cada una de las etapas de
deshidratacion de frutos No Escarificados (NO ESC) y Escarificados

(ESC).

ETAPA Inicio de la Germinacién (dias Tiempo maximo de Tiempo promedio de mayor
(en dias posantesis, dpa) postsiembra en “muiiecas’) Germinacion (dias Germinacién (dias
postsiembra en “muriecas’) postsiembra en “mufiecas”™)
NO ESC. ESC | NO ESC. ESC. | NO ESC. ESC.
El (14-17) 15 5 35 30 1-3* 13
EIl (25) 5 (- 35 30 8 . 8 |
EIII (28) 3 94 31 31 rd . S
EIV (31) 1 3 29 i8 1% - 8

* la germinacion durante tiempo promedio es de 1 a 3 frutos.
** La germinacién ocurre en el tiempo promedio de un fruto por dia.
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Se realizé un conjunto de analisis de varianzas (ANOVA) capturando los
datos de los tratamientos EI 14-17, EII 25, EIII 28 y EIV 31 dpa tomando los
valores de germinacion cada 5 dias (dia 5, dia 10, 15, 20, 25, 30 y 35), para
conocer si en el transcurso del proceso habia diferencias. Se separaron los datos
en dos grandes grupos: escarificados y no-escarificados y se les aplicé a cada uno
un ANOVA.

Los resultados de los frutos escarificados se reportan en el cuadro 13.

CUADRO 13. Resultados del ANOVA de los frutos escarificados de S.
deppeiy.

Tratamiento Grados de Libertad Valor de F Nivel de Significancia
Dias postantesis 3 249.058 0.00001
(14-17, 25, 28 y 31)

Dias 5, 10-35 6 68.836 0.00001
Total 139

El ANOVA indica que si hay diferencias significativas tanto en los
tratamientos de dias postantesis como en el de dias de germinacion.

El Analisis de rango muiitiple (cuadro 14) mostré para los tratamientos de
dias postsntesis, que hay diferencias entre las cuatro etapas.

CUADRO 14 Analisis de rango miiltiple entre las cuatro etapas de
deshidratacion de los frutos escarificados de S. deppei.

Tratamiento Media del Valor
Transformado
EI1I (25 dpa) 35.35 X
EIII (28 dpa) 46.94 X
EI (14-17 dpa) 74.07 X
EIV (31 dpa) 74.73 X

El analisis indicéd que la germinacién de 25 dpa fue la menor y fue diferente
a la de 28 dpa, la cual la superd; esta Ultima a su vez fue menor que la obtenida
en los tratamientos de 14-17 y de 31 dpa. Estos dos ultimos fueron los que
alcanzaron mayor germinacién y no hay diferencias entre ellos.

El andlisis de rango multiple mostré para los tratamientos de dias de
germinacion, que hay diferencias y estas se muestran en el cuadro 15.
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CUADRO 15. Anilisis de rango miiltiple para los tratamientos de dias de
germinacion entre las etapas estudiadas de deshidratacién de los frutos
escarificados de S. deppei.

Dias de germinacion Media del Valor Transformado
5 28.01 X
10 54.20 X
15 61.50 X
20 63.67 X
25 65.55 X
30 65.67 X
35 65.78 X

En donde se muestra que la menor germinacién es en el dias 5. La
germinacién en el dia 10 fue mayor a la del dia 5, pero inferior al resto de los dias;
y dei dia 15 al 35 no hubo diferencias significativas

Los resultados de la ANOVA de los frutos No-Escarificadas se presentan
en el cuadro 16.

CUADRO 16. Resultados del ANOVA de los frutos No escarificados de S. deppei.

Tratamiento Grados de Libertad Valor de F Nivel de Significancia
Dias postantesis 3 9.692 0.00001
(14-17, 25,28 y 31)

Dias 5, 10-35 6 2.958 0.0102

Total 139

El ANOVA indica que si hay diferencias significativas tanto en los
tratamientos de dias postantesis como en el de dias de germinacion.

El Anadlisis de rango miltiple mostré para los tratamientos de dias
postsntesis, que hay diferencias y estas se presentan en el cuadro 17.

CUADRO 17. Andlisis de rango miiltiple para los tratamientos de dias
postsntesis en frutos No escarificados entre las etapas estudiadas de
deshidratacion de los frutos de S. deppei.

Tratamiento Media del Valor transformado
El (14-17 dpa) 17.41 X
ELIV (31 dpa) 17.98 X
EII(25 dpa) 57.89 X
EIII (28 dpa) 69.11 X
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El cuadro 17 muestra que la germinacion de 14-17 y de 31 dpa fue menor y
diferente a la obtenida en 25 y 28 dpa

El analisis de rango muiltiple mostré para los tratamientos de dias de
germinacion, que hay diferencias y estas se incluyen en el cuadro 18.

CUADRO 18. Analisis de rango miiltiple para los tratamientos de dias de
germinacion en frutos no escarificados de S. deppey.

Dias de Media del Valor
germinacion Transformado
5 13.94 X
10 23.86 X
15 33.55 X X
20 42.02 X X
30 47.65 X X
35 48.64 X X
25 74.54 X

Aqui el dia 25 es cuando se obtuvo el valor mas alto, el cual es diferente a
los dias 5y 10

6.2.2. ABSORCION DE AGUA EN LAS DIFERENTES ETAPAS DE
DESHIDRATACION.

La entrada de agua a una semilla madura y deshidratada es un proceso
indispensable para desencadenar la germinacion.

La prueba de absorcion de agua por las didsporas de S. deppe/ en las
diferentes etapas de deshidratacion natural complementd los resultados para
determinar el momento del establecimiento de su impermeabilidad al agua.

A los 125 minutos de la prueba las etapas de deshidratacion presentaron
diferencias en la cantidad de agua absorbida.

La Grafica 5 evidencia el hecho de la disminucién de la capacidad de
absorcion de agua a partir de los 25 dpa (3.76 ml), la cual se acentia después de
los 28 dpa (1.1 mi).
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Estos resultados se correlacionan directamente con los de germinacion y
apoyan los resultados obtenidos en ésta. E! hecho de disminuir la capacidad de
absorcion es un indicador del inicio del establecimento de la impermeabilidad al
agua a partir de los 25 dpa y su establecimiento total después de los 28 dpa. a
partir de los cuales la germinacion en frutos no escarificados es muy baja (20 % a
los 31 dpa) y su capacidad de absorciéon también (1.1 m! a los 31 dpa).

b 0

©

144"

Absorcién (ml)

14-17 ' 25 ' 28 ' 31
Dias posantesis (dpa)

Grafica 5. Absorcion de agua de 150 didasporas de S. deppe/en diferentes etapas
de deshidratacion natural, alcanzada a los 125 min, en condiciones de imbibicion.

El cuadro 17 describe las observaciones de los cortes de los frutos colocados
en la solucion acuosa al 1.6% de colorante verde artificial para alimentos, lo cual
permitié reconocer los sitios por 1os que se mueve el agua para la imbibicion de los
frutos y desencadenar con ello la germinacidn, asi como determinar la etapa en la
que el movimiento del agua es menor o nulo, con base en los tejidos tefiidos.

Considerar que los haces vasculares del pericarpio corren a través de los
estratos centrales del parénquima sin un arreglo definido y que el parénquima esta
formado por 15 a 20 estratos celulares y los primeros 10 estratos contienen
amiloplastos parietales abundantes en EI (14-17 dpa), el desarrolio del mismo se
describe ampliamente en el punto 6.3.1 de esta seccion.
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CUADRO 17. Tejidos teiiidos por la solucién acuosa al 1.6% de colorante
artificial para alimentos en las etapas estudiadas de deshidratacién de
frutos de S. deppei de los 15 a los 300 min de imbibicién.

Etapa Tiempo Regiones y Tejidos del Fruto Tenidos, indicados por una X

(en dias de
posantesis. | imbibicion | Regién micropilar Region central Region calazal
dpa) (min) Pr. HVPr T.H Ep.Ex Es. Mt. CC. Pr. HVPr. Ep.Ex Es. Mt. CC. Pr. HVPr. Ep.Ex Es. Mt. CC.

E1I(14-17) 15

X X

X X X X X X X
x

x

X X X X

X X X X

H
o
[=]
XXXX XX

L0230
120
180
240
300

E II (25) =157

XXX XX
XXX XX
X X X X
X X X X
X X

X X

E I11 (28) 15
30
60
120
180
240
300

X XXX

XXX X

X X

Pr. Pericarpio

HVPr. Haz Vascular del Pericarpio
T.H Tejido Hilar

Ep.Ex Epidermis de la Exotesta
Es. Esclerenquima

Mt. Mesotesta

CC. Células del Cotiledén

El cuadro 17 permite destacar los sitios en cada una de las etapas de
deshidratacion estudiadas en los que llego a ocurrir la entrada de agua en ia que
se disolvio el colorante teniendose que es por la regién micropilar por la que en
cualquiera de las Etapas de deshidratacion (EI, EII y EIII) hubo entrada de agua
durante los primeros 60 min de imbibicion, participando los tejidos del pericarpio y
sus haces vasculares como los sitios de principal via de entrada; al transcurrir el
tiempo fue la regién calazal del pericarpio la que permitié el acceso de agua a
través de los tejidos del pericarpio y su haz vascular principalmente.

53



Una marcada diferencia en los sitios de absorciéon de agua se presentd entre
EI (14-17 dpa) y EIII (28 dpa) asi como entre EII (25 dpa) y EIII (28 dpa) con
respecto a los tejidos involucrados en !a absorcion de agua y el tiempo
transcurrido, teniéndose que:

En EI (14-17 dpa), hay absorcién de agua desde los 15 min de imbibicion
por la regién micropilar hacia la region central a !os 30 min. Para a los 120 min, se
realizé la entrada de agua por la regién calazal, hasta los 240 min soélo por los
tejidos del pericarpio y sus haces vasculares, para los 300 min de imbibicion Hega
el agua a la epidermis de la exotesta y a la mesotesta de la regién micropilar. Este
resultado es muy importante ya que estaria mostrando la posibilidad de entrada a
la cubierta seminal por los tejidos permeables y evidenciando los tejidos
impermeables al agua (capa de esclerenquima, cuticula nucelar) para fograr la
imbibicién del embrién, ademas de evidenciar los sitios a los que inicialmente debe
llegar el agua para desencadenar la germinacion. Debe retomarse que la
mésotesta es apreciable en las semillas deshidratadas como una cubierta verde, la
cual contiene cloroplastos ( ver su descripcion en el punto 6.3.2.2 y LAMINAIX,
figuras 34 y 35.).

En EII (25 dpa) la absorcion de agua ocurre a partir de los 60 min de
imbibicién por la region micropilar mientras que en E III la absorcion de agua
ocurre a partir de los 60 min de imbibicién por la regién micropilar y la calazal. En
EII desde los 120 min hasta los 300 min de imbibicién participan varios tejidos
como el pericarpio, sus haces vasculares, el tejido del hilio y la epidermis de la
exotesta, mientras que es hasta los 180 min de imbibicidn que en E III sdlo llega el
agua a las paredes colapsadas y compactadas del pericarpio de la regiéon micropilar
y calazal e incluso la central. Esto evidenciaria que muy probablemente EII (25
dpa) es una etapa enfocada a procesos no relacionados con la latencia por
cubiertas impermeables, sino a los relacionados con latencia endégena embrionaria
y de depdsito de sustancias contra agentes microbianos, ya que es esta etapa que
se inicia el depdsito de taninos en el pericarpio y mesotesta asi como la sintesis de
proteinas de reserva.

La absorcion de agua en EII (25 dpa) a los 240 y 300 min de imbibicién por
la regidon micropilar hacia la mesotesta evidencia la importancia del tejido hilar para
el acceso a ese tejido y esquivar la capa de esclerénquima impermeable al agua. El
hecho de no mostrarse absorcion de agua hacia el embrién a los 300 min de
imbibicion evidencia la importancia de la cuticula nuclear como barrera
impermeable.
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Fue muy claro que aun después de 300 min de imbibicidon los frutos de S.
deppei en EIII (28 dpa), no hay entrada de agua mas alld de las paredes
colapsadas y compactadas del pericarpio de las regiones micropilar, central y
calazal y que la entrada de agua ocurrié por los haces vasculares del pericarpio
mas que por las cicatrices resultado del desprendimiento de los tricomas; es
probable que estos sitios se encuentren obstruidos por sustancias impermeables
como la cutina o bien que sea tal el colapso de las células que impida esta funcion
a las cicatrices que son muy evidentes al microscopio electronico de barrido.
LAMINA 111, figuras 9 y 10.

6.3 ANATOMIA E HISTOQUIMICA ASOCIADAS CON LA
IMPERMEABILIDAD AL AGUA.

A continuacién se describen los cambios anatdmicos ocurridos durante los
periodos de deshidratacion (EI, ElI, EIII y EIV), los cuales se observaron en cortes
longitudinales transmedianos de la region calazal (Ca), central (Ce) y micropilar
(Mi) de la semilla y el fruto.

6.3.1. Fruto: Pericarpio.

EI (14-17 dpa).-Formado por tres tipos de tejidos, epidermis, parénquima
y haces vasculares.

La epidermis rodeada por una cuticula evidente (reaccion positiva al
rojo O de aceite, rojo de rutenio y A.P.S), presenta dos tipos celulares: células
isodiamétricas de diferentes tamafios y células cuyo eje mayor es paralelo a la
superficie. De la epidermis se diferencian abundantes tricomas no glandulares
multicelulares simples, filiformes (Bates et g/, 1990) (LAMINA VI, figura 17) y
estomas ciclociticos (LAMINA VI, figura 18) y paraciticos (LAMINA III, figura 8)
dispersos sobre la superficie.

Por debajo de ila epidermis hay de 15 a 20 estratos celulares de tipo
parenquimatoso, los primeros cinco estratos presentan células pequefias,
éstos y cinco adyacentes a ellos contienen abundantes amiloplastos alrededor
de la pared (LAMINA 1V, figura 19) y el resto de los estratos contiene menor
cantidad de ellos (reaccién positiva al reactivo de lugol y A.P.S).

Los haces vasculares son abundantes y distribuidos en todo el pericarpio

sin un arreglo definido excepto en la base de las espinas aserradas las cuales
siempre tienen un haz vascular (reaccion positiva al KMnOs).
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En toda la superficie del fruto se diferencian un promedio de 40 a 50
protuberancias cénicas formadas por los tres tipos de tejidos anteriormente
descritos. Estas protuberancias sostienen na espina retorso-serrada y se referira a
ellas como la base de las espinas retorso-serradas (LAMINA VI, figura 20).

Las pruebas histoquimicas revelaron la presencia de polisacaridos insolubles
(reaccidn positiva al A.P.S) y pectinas (reaccién positiva al rojo de rutenio) en las
paredes celulares de las células del pericarpio.

En los haces vasculares la tincion y pruebas histoquimicas revelaron la
presencia de polisacaridos insolubles (reaccion positiva al A.P.S), lignina (reaccién
positiva a la fuccina basica-verde de metilo) y taninos (reaccién positiva at KMnO,).

EII (25 dpa) .- En este periodo de deshidratacién la epidermis, cuticula,
estomas paraciticos y ciclociticos y los tricomas no glandulares, multicelulares
simples, filiformes mantienen las caracteristicas descritas para EI (14-17 dpa).

En el parénquima la cantidad de almidon disminuye e inicia la
desintegracion de los estratos adyacentes a la exotesta. Las paredes celulares
contienen polisacaridos insolubles (reaccién positiva al A.P.S), cutina o lipidos
(reaccién positiva al rojo O de aceite) y pectinas (reaccidon positiva al rojo de
rutenio).

En la unidn de las espinas retorso-serradas con la protuberancia se
evidencian vesiculas que contienen taninos hidrolizables (reaccidon positiva al
sulfato férrico).

EIII (28 dpa).- La epidermis y cuticula sin modificacion. Los tricomas
se han colapsado y ya no se observan a simple vista.

Los estratos del pericarpio adyacentes a la exotesta se han desintegrado
y ocurre la compactacion de las paredes celulares. Las pruebas histoquimicas
para polisacaridos insolubles, cutina o lipidos y pectinas tifien con mayor
intensidad. Los primeros estratos del pericarpio contindan celularizados, sin
almidon, pero, con mayor cantidad de vesiculas con taninos hidrolizables. LAMINA
VIII, figura 32.

Los haces vasculares permanecen rodeados por las paredes celulares
compactadas. Las pruebas histoquimicas para lignina (reaccion positiva a la
flouroglucina-HCIl> y fuccina basica- verde de metiio), polisacaridos insolubles
(reaccion positiva al A.P.S) y taninos (reaccién positiva al KMnO4) son muy
intensas.
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Los tejidos de la base de espinas retorso-serradas también se
desintegran quedando soélo las paredes celulares compactadas excepto en la union
de la protuberancia con la espina, en donde aumenta la cantidad de vesiculas
con taninos hidrolizables. LAMINA VI, figura 21.

E IV (31dpa) .- En esta etapa de deshidratacion las células epidérmicas
el pericarpio se han colapsado y desintegrado, permanece la cuticula rodeando
las paredes celulares compactadas con abundantes vesiculas que contienen
taninos hidrolizables.

Los haces vasculares permanecen.

La base de las espinas consiste de paredes celulares compactadas y un
haz vascular. Existen abundantes vesiculas que contienen taninos hidrolizables.
LAMINAS VI y VII, figuras 22 y 23.

6.3.2. Semilla: Testa.

Aunque el 6vulo es bitégmico, el tegumento interno (tegmen) no participa
en la formacién de la cubierta seminal, puesto que se degrada en etapas muy
tempranas de la formacion de la semilla. Alcazar (1990) describe que se inicia la
desintegracion del tegumento interno cuando el cuerpo del embridn es de seis
células aproximadamente y que se encuentra totalmente ausente cuando el
embrion esta en el estado de proembridn (ocho células). LAMINA VII, figura 23.

Los estratos de la testa en una semilla madura hidratada, EI (14-17 dpa)
son:

a) Exotestal.- constituida por tres estratos: epidermis uniestratificada en
su regidén calazal y central y pluriestratificada en la regién micropilar; hipodermis
biestratificada en su regidn calazal y central y pluriestratificada en fa region
micropilar y esclerénquima de osteoesclereidas LAMINA VII, figura 24.

b) Mesotesta.- constituida por una capa con ocho a 15 estratos de células
parenquimatosas. LAMINA VII, figura 25.

c) Endotesta.- La epidermis interna uniestratificada del tegumento interno
o endotesta se desintegra cuando el embridon se encuentra en el estadio globular
(Alcazar, 1990).

! singh y Dathan (1974) utilizan el término hipodermis para el estrato celular que resuita de la divisién periclinal de las
células epidérmicas del tegumento externo de las semillas de la familia Cucurbitaceae. Engleman, M. y Terrazas, T. (Comp.
pers.) proponen denominar a la epidermis “estrato externo de la exotesta pluriestratificada”; a la hipodermis “capa
intermedia” y al esclerenquima de osteoesclereidas “estrato interno de la exotesta”, esto conforme at origen de los estratos
celulares. Este trabajo usard los términos propuestos por Singh y Dathan (1974).

57



A continuacién se describen cada uno de los estratos de la testa y la
secuencia de cambios que sufren durante el periodo de deshidratacion
natural.

6.3.2.1 a) EXOTESTA PLURIESTRATIFICADA
6.3.2.1.1 EPIDERMIS :

EI (14-17 dpa).- La epidermis en las regiones calazal y central es
uniestratificada con células mas o menos cubicas, de paredes radiales, y
laterales engrosadas, formadas por polisacaridos insolubles (reaccidén positiva
al A.P.S) contienen abundantes granos de almidén (reaccion positiva al lugot).
LAMINA VII, figura 24.

La epidermis en la regién micropilar es pluriestratificada. Las células
presentan paredes con un engrosamiento de tipo colenquimatoso y sin contenido
celular. Las pruebas histoquimicas revelaron la presencia de polisacaridos
insolubles y taninos (reaccién positiva en A.P.S y KMnQO,). LAMINA VII, figura 27.

Rodeando la testa se encuentra una cuticula evidente, cuya reaccion
positiva al rojo O de aceite y rojo de rutenio indicd la presencia de cutina o lipidos
y pectinas. LAMINA VII, figura 24.

EII (2S dpa).- En este periodo de deshidratacidn el uUnico cambio que
ocurre en la epidermis es la disminucion del contenido de granos de almidén en
las células de las regiones calazal y central. LAMINA VII, figura 26.

EIII (28 dpa).- Para este periodo de deshidratacion, ha ocurrido el colapso
de las células de la epidermis en las regiones calazal y central, por lo que sdlo se
observan las paredes celulares compactadas y completamente adheridas al
pericarpio que en esta etapa se ha reducido a paredes celulares compactadas.
La cuticula de la testa ya no se observa.

Hacia la regidn micropilar permanece la epidermis pluriestratificada de
células con engrosamiento de tipo colenquimatoso.

E IV (31 dpa).- La epidermis en las regiones calazal y central ha

desaparecido, hacia la regién micropilar permanece pluriestratificada con
engrosamiento de tipo colenquimatoso. LAMINAS V1 y VII, figuras 27 y 29.
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6.3.2.1.2 HIPODERMIS:

EI (14-17 dpa).- La hipodermis es biestratificada en las regiones
calazal y central, formada por células cuyo eje mayor es paralelo a la superficie,
las paredes laterales estan engrosadas por polisacaridos insolubles (reaccion
positiva al A.P.S); contienen granos de almidén de menor diametro que los de la
epidermis (reaccion positiva al lugol). LAMINA VI, figura 24 y 25.

La hipodermis es pluriestratificada en la regién micropilar, formada por
células isodiamétricas con paredes celulares que han sufrido un
engrosamiento de tipo colenquimatoso y sin contenido celular. LAMINAS VI Y VII,
figuras 27 y 28.

Las pruebas histoquimicas evidenciaron la presencia de polisacaridos
insolubles y taninos en los engrosamientos de las paredes celulares (reaccidn
positiva al KMnQ,) principalmente en la region micropilar. LAMINA VII, figura 27.

EI1I (25 dpa).- En este periodo de deshidratacion sdlo se observan en las
regiones calazal y centra! la disminucion de los granos de almiddn.

EIIX (28 dpa).- Para este periodo de deshidratacién de la hipodermis sélo
se observan las paredes celulares compactadas y completamente adheridas a las
osteoesclereidas del esclerénguima.

En la regién micropilar permanece la hipodermis pluriestratificada cuyas
paredes presentan engrosamiento de tipo colenquimatoso y sin contenido celular.

E IV (31 dpa).- La hipodermis ausente en las regiones calazal y central.
Presente en la region micropilar con las caracteristicas descritas para la etapa
anterior.

Es dificil asegurar si las paredes celulares de la epidermis e hipodermis en la
region calazal y central permanecen compactadas o se han desintegrado
completamente.

6.3.2.1.3 ESCLERENQUIMA EN EMPALIZADA.
EI (14-17 dpa).- Esclerénquima en empalizada: uniestratificado de células
cuya forma y engrosamiento de sus paredes celulares permiten determinarlas

como osteoesclereidas. En su estrecho limen citoplasmico se observa un nlcleo
en degeneracion. LAMINA VII, figura 31 (Alcazar, 1990).
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La longitud de células esclerenquimatosas disminuye en la region
rr_1icropilar. LAMINA VII, figuras 27 y 29.

Las osteoesclereidas presentan dos tipos de engrosamiento: En las paredes
tangenciales adyacentes a la hipodermis tienen forma de estrella visto desde
la superficie y estan compuestos por polisacaridos insolubles (reaccion positiva al
A.P.S), cutina o lipidos (reaccion positiva al rojo O de aceite), proteinas (reaccion
positiva al negro de naftol) y pectinas (reaccion positiva al rojo de rutenio). Alcazar
(1990) lo denomina de tipo estalactitas. Este tipo de engrosamientos abarcan una
quinta parte de la longitud de la osteoesclereida, 0.022 mm en la regidén
calazal y central y 0.011 mm en la regiéon micropilar.

El engrosamiento de las paredes radiales es perperdicular a la superficie, de
apariencia columnar, y abarcan las cuatro quintas partes de la longitud de las
osteoesclereidas (0.11 mm de largo en la region calazal y central, y 0.044 mm en
la regién micropilar. Estos engrosamientos contienen abundantes polisacaridos
insolubles, cutina o lipidos, lignina, proteinas y taninos de acuerdo a su reaccidén
positiva al A.P.S, rojo O de aceite, fluorogiucina-HCl, , negro de naftol y KMnO4
respectivamente. LAMINA VIII, figura 31.

E1I (25 dpa) y EIII(28 dpa).- Durante estos periodos de deshidratacion
las células del esclerénquima en empalizada contindan el engrosamiento de sus
paredes celulares y las pruebas histoquimicas io evidencian en la intensidad de
reaccion.

EIV (31 dpa).- Para este periodo de deshidratacion las pruebas
histoquimicas son muy intensas para lignina y taninos principalmente, pero
probablemente se deba sdlo a la compactacion celular ocurrida por la pérdida
de humedad. LAMINA VII, figura 32.

6.3.2.2 b) MESOTESTA.

EX (14- 17 dpa).- En la regidon calazal y central formada por ocho a nueve
estratos de células isodiamétricas de tipo parenquimatoso y en la regidn
micropilar por 12 a 15 estratos. En esta etapa de deshidratacién se ha iniciado la
desintegracion de las células de los estratos centrales por lo que se observan
amplios espacios intercelulares. Las paredes celulares presentan polisacaridos
insolubles (reaccion positiva en A.P.S). LAMINA VII, figura 25.

EIXI (25 dpa).- En esta etapa de deshidratacion la cantidad de espacios

intercelulares aumenta, por la desintegracion de los estratos centrales. LAMINAS
VII y VIII, figuras 27 y 30.
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EIII (28 dpa).- En los dos primeros estratos de la mesotesta adyacentes al
esclerenquima en empalizada de la region micropilar hacia la central ha ocurrido
el depdsito de taninos hidrolizables (reaccién positiva en sulfato férrico). Los
taninos se encuentran en vesiculas. Los estratos adyacentes a la cuticula nucelar
inician su desintegraciéon. LAMINA VII, figura 32.

EIV (31 dpa).- Para este periodo de deshidratacion se encuentra una gran
cantidad de vesiculas con taninos hidrolizables en los dos primeros estratos de
la mesotesta adyacentes al esclerénquima en empalizada, las paredes celulares
de los estratos desintegrados se han compactado y engrosado por polisacaridos
insolubles principalmente (reaccidén positiva en A.P.S). LAMINA VIII, figura 33.

Un corte en fresco hecho a mano de un fruto en este periodo de
deshidratacion y tefiido con rojo O de aceite, permitid localizar abundantes plastos
verdes ("cloroplastos”), en el Ultimo estrato de la mesotesta adyacente a la
cuticula nucelar, por lo que la cubierta verde que rodea el embrién corresponde
a restos de la mesotesta. LAMINA IX, figuras 34 y 35.

6.3.3 Semilla: Cuticula Nucelar

Como fue descrito por Alcazar (1990) la cuticula nucelar es evidente desde
las etapas tempranas del desarrollo de la semilla, la cual se va engrosando
conforme avanza el desarrollo. LAMINA IX, figura 33.

En el presente estudio, la cuticula nucelar es evidentemente gruesa desde

EI (14-17 dpa), y separa la cubierta seminal del embrion. Su reaccion al rojo O de
aceite evidencid su composicion de cutina. LAMINA VIII, figuras 34 y 35.

61




B

SEG

R ™ ¢

LAMINAS

[

TESTS CON
FALLA DE ORIGEN

61




LAMINA I

Frutos de S. deppe/ maduros hidratados y deshidratados o secos

Figura 1. Infrutescencia de S. deppe/ con frutos monospérmicos hidratados con
semilla madura hidratada, correspondiente a la EI de 14-17 dias
posantesis (dpa).

Barra = 5 mm

Figura 2. Frutos monospérmicos secos, con una semilla madura deshidratada,
correspondientes a E 1V (31 dpa).

Barra = 5 mm

Figura 3. Semillas en vista frontal de S. deppes maduras deshidratadas, variedad
de colores y tamafios.

Figura 4. Region calazal y micropilar en la semilla madura deshidratada de
S. deppe/ en vista lateral.

RCa Regidn calazal
RMi Regién micropilar
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LAMINA 11

La secuencia de figuras muestra que en la maduracion y deshidratacion del fruto
ocurre: disminucion de su volumen, modificaciones en la morfologia de la regidn
apical y colapso de sus células epidérmicas.

Figura 5. Fruto Maduro hidratado de 25 dpa (EII). M.E.B. 120X. Al negativo.

EA Espina retorso-serrada
TMS Tricoma multicelutar simple (Tricoma largo y delgado)
BEA Base de la espina retorso-serrada

Figura 6. Regidén apical de un fruto maduro hidratado de 14 a 17 dpa (EI) que
corresponde a la regidén micropilar de la semilla. M.E.B 101 X. Al negativo.

TMS Tricoma multicelular simple (Tricoma largo y delgado)

Figura 7. Region apical de un fruto maduro de 28 dpa (EIII). M.E.B. 101X. Al

negativo.

Es Estoma
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LAMINA III

La secuencia de figuras muestra el colapso de las células epidérmicas del
pericarpio, la presencia de estomas y de cicatrices en la superficie del fruto de S,
deppei correspondientes al desprendimiento de los tricomas muilticelulares simples
(tricomas largos y delgados).

Figura 8. Fruto maduro hidratado de 14 a 17 dpa (EI) M.E.B. 25X. Al negativo.
EP Epidermis del pericarpio
EsP Estoma paracitico
TMS Tricoma multicelular simple (Tricoma largo y delgado)

Figura 9. Fruto de 25 dpa (EII) M.E.B. 20X. Al negativo.

EP Epidermis del pericarpio
C Cicatriz
TMS Tricoma multicelular simple (Tricoma largo y delgado)

Figura 10. Fruto de 31 dpa (EIV) M.E.B. 20X. Al negativo.

EP Epidermis del pericarpio
C Cicatriz
Es Estoma
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LAMINA 1V
La secuencia de figuras muestra el colapso que sufren los tricomas multicelulares

simples (largos y delgados) del pericarpio de S. deppe/ durante la deshidratacion
natural.

Figura 11. Base de los tricomas multicelulares simples (largos y delgados) en un
fruto de 14 a 17 dpa (EI). M.E.B. 751X. Al negativo.

TMS Tricoma multicelular simple (largo y delgado)

Figura 12. Base colapsada de un tricoma largo y delgado en un fruto de 28 dpa.
M.E.B. 751X. Al negativo.

TMSc Tricoma multicelular simple (largo y delgado)
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LAMINA V

La secuencia de figuras muestra la disminucidon del diametro de la base de las
espinas aserradas en frutos de S. depper.

Figura 13. Fruto maduro hidratado de 14 a 17 dpa (EI). M.E.B. 121X. Al negativo.
EA Espina retorso-serrada

BE Base de la espina

Figura 14. Fruto de 25 dpa (EII). M.E.B. 121X. Al negativo.
EA Espina retorso-serrada

BE Base de la espina

Figura 15. Fruto de 28 dpa (EIII) M.E.B. 121X. Al negativo.

BE Base de la espina retorso-serrada sin la misma

Figura 16. Fruto de 31 dpa (EIV) M.E.B. 121X. Al negativo.

BE Base de la espina retorso-serrada sin la misma
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LAMINA VI

Anatomia e histoquimica de
deshidratacion natural.

los cambios del pericarpio de S. deppei durante su

Etapa de desarrollo: EI (14-17 dpa)
Region: Central

EP Epidermis del pericarpio

TM Tricoma multicelular

Pa Parénquima

GrA Granos de almidon

160X. Al negativo. Contraste de fases

Figural?z. Figurals.
Corte longitudinal transmediano. Vista superficial de la epidermis del
Tincidn: Safranina verde fijo pericarpio

Tincion: Safranina verde fijo
Etapa de desarrollo: EII (25 dpa)
Regidn: Central

E.s.C Estoma ciclocitico

Pr Pericarpio

CP Cuticula del pericarpio

EP Epidermis del pericarpio

HV Haz vascular

82X. Al negativo. Campo claro

Figural9.

Corte longitudinal transmediano.
Tincion: Rojo O de aceite

Etapa de desarrollo: EI (14-17 dpa)
Region: Central

EP Epidermis del pericarpio

Pa Parénquima

GrA Granos de almiddn parietales
102X. Al negativo. Luz tangencial

Figura 20.

Corte longitudinal transmediano.
Tincion: Safranina verde fijo

Etapa de desarrollo: EII (25 dpa)
Regidn: Central

BAE Base de la espina retorso-serrada
EpEx Epidermis de la Exotesta

40X. Al negativo. Campo claro

Figura 21.

Corte longitudinal transmediano.
Tincion: Sulfato férrico

Etapa de desarrollo: EIII (28 dpa)
Region: Central

BEA Base de la espina retorso-serrada
VTh Vesiculas de taninos hidrolizables
Pad Parénquima en desintegracion

40X. Al negativo. Contraste de fases

Figura 22.

Corte longitudinal transmediano.

Tincién: Sulfato férrico

Etapa de desarrollo: E VI (31 dpa)

Regidn: Central

BEA Base de la espina retorso-serrada

Pac Parénquima del pericarpio de paredes
celulares compactadas

CE Cuticula de la exotesta

MTc Mesotesta de paredes celulares
compactadas.

VTh Vesiculas de taninos hidrolizables

40X. Al negativo. Contraste de fases
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LAMINA VII

Anatomia e histoquimica de la cubierta seminal (testa) de la semilla deS. deppe/en
las etapas de deshidratacion natural estudiadas.

Figura 23.

Corte longitudinal del évulo en antesis
(Alcazar, 1990).

Tincion: Safranina verde fijo

Regién: Micropilar

TE Tegumento externo

EE Epidermis externa

Pa Parénquima

EI Epidermis interna

TI Tegumento interno

Em Embrion

82X. Al negativo. Contraste de fases

Figura 24.

Corte longitudina! transmediano.
Tincion: Acido peryddico reactivo de
Schiff

Etapa de desarrolio: EI (14-17 dpa)
Regidén: Central

CEx Cuticula de la exotesta

EpEx Epidermis de la exotesta

Hp. Hipodermis

CE Capa de esclerénquima

GrA Granos de almidén

32X. Al negativo. Luz tangencial

Figura 25 .

Corte longitudinal transmediano.
Tincidon:Safranina verde fijo

Etapa de desarrollo: EI (14-17 dpa)
Regién: Central

EpEx Epidermis de la exotesta

Hp Hipodermis

CE Capa de esclerénquima

Mtd Mesotesta en desintegracion
21X. Al negativo. Campo claro

Figura 26.

Corte longitudinal transmediano.
Tincion: Acido peryodico reactivo de
Schiff

Etapa de desarrollo: EII (25 dpa)
Regidén: Central

CEx Cuticula de la exotesta

EpEx Epidermis de la exotesta

GrA Granos de almidon

CE Capa de esclerénquima

32X. Al negativo. Luz tangencial

Figura 27 .

Corte longitudinal transmediano.
Tincion: Safranina verde fijo
Etapa de desarrolio: EII (25 dpa)
Region: Micropilar

EpEx Epidermis de la exotesta
Hp Hipodermis

CE Capa de esclerénquima

Mtd Mesotesta en desintegracion

25X. Al negativo. Campo claro

Figura 28.

Corte longitudinal transmediano.
Tincion: Sulfato Ferrico

Etapa de desarrollo: E VI (31 dpa)
Region: Calazal

Pr Pericarpio

CE Capa de esclerénquima

Mtc Mesotesta de paredes celulares
compactas

CC Células del cotiledén

40X. Al negativo. Luz tangencial
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LAMINA VIII

Anatomia e histoquimica de la cubierta seminal (testa) de la semilla de S. deppei
en las etapas de deshidrataciéon natural estudiadas.

Figura 29.

Corte longitudinal transmediano.
Tincién: Azul de toluidina

Etapa de desarrollo: EIII (28 dpa)
Region: Micropilar

Hp Hipodermis pluriestratificada con
engrosamiento de tipo colenquimatoso
CE Capa de esclerénquima

32X. Al negativo. Campo claro

Figura 30.

Corte longitudinal transmediano.
Tincidn: Safranina verde fijo

Etapa de desarrollo: E III (28 dpa)
Regién: Calazal

EpEx Epidermis de la exotesta

CE Capa de esclerénquima

Mtd Mesotesta en desintegracion
40X. Al negativo. Contaste de fases

Figura 31.

Disociado de Testa (Alcazar, 1990).
Etapa de desarrollo: EIV (31 dpa)
Region: Central

OE Osteoesclereidas

LC LUmen celular

N Nducleo en degeneracion

100X. Al negativo. Luz tangencial

Figura 32.

Corte longitudinal transmediano.
Tincidn: Azul de toluidina

Etapa de desarrollo: EIII (28 dpa)
Region: Central

Prc Pericarpio con paredes celulares
compactas

BAE Base de la espina retorso-serrada
CE Capa de esclerénquima

MTc Mesotesta con paredes celulares
compactas

CC Células del cotileddn

40X. Al negativo. Campo claro

Figura 33 .

Corte longitudinal transmediano.
Tincion: Sulfato férrico

Etapa de desarrollo: E VI (31 dpa)
Region: Central

Pr.c. Pericarpio con paredes celulares
compactas

VTh Vesiculas de taninos hidrolizables
CE Capa de esclerénquima

Mtc Mesotesta de paredes celulares
compactas

51X. Al negativo. Campo claro
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LAMINA IX

Anatomia e histoquimica de la cubierta seminal (testa) de la semilla de S. depper/

en las etapas de deshidratacién natural estudiadas.

Figura 34.

Corte longitudinal transmediano (Alcazar, 1990).
Tincion: Rojo O de aceite

Etapa de desarrollo: Semilta madura hidratada.
Regidn: Central

CN Cuticula nucelar

Mt Mesotesta

MTc Mesotesta con paredes celulares compactas.
Al Aleurona

EpC Epidermis del cotileddn

CC Células del cotiledén

CP Cuerpos proteicos

82X. Al negativo. Contraste de fases

Figura 35.

Corte longitudinal transmediano.
Tincion: Rojo O de aceite

Etapa de desarrollo: EIV (31dpa)
Region: Central

CN Cuticula nucelar

MTc Mesotesta con paredes celulares compactas
PIV Plastos verdes, “Cloroplastos”

CC Células del cotileddn

CP Cuerpos proteicos

32X. Al negativo. Contraste de fases
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7. DISCUSION

Una de las etapas menos conocidas del desarrollo de los frutos y semillas es
probablemente el periodo comprendido entre el fruto y semilla maduros e
hidratados hasta los mismos completamente deshidratados y listos para su
dispersion.

La mayoria de los estudios sobre el tema abordan aspectos fisiolégicos del
problema, algunos otros los problemas bioquimicos (Duke, 1985; Rojas y Ramirez,
1991). Sin embargo los trabajos sobre los cambios estructurales que estan
asociados a esta uUltima etapa de desarrollo practicamente no existen.

En la literatura se encuentran pocos trabajos anatémicos que relacionan las
estructuras involucradas en la impermeabilidad al agua con las dltimas etapas de
desarrollo de las diasporas.

Probablemente la escasez de este tipo de trabajos se deba a: 1) las grandes
dificultades técnicas que implica trabajar con frutos y semillas en el periodo de
deshidratacion debido a la dureza que van adquiriendo las estructuras, 2) la
complejidad para delimitar (mediante caracteristicas morfolégicas externas) las
etapas de desarrolio a estudiar y 3) el asociar los eventos fisioldgicos con los
estructurales.

7.1 TIEMPO DE DESARROLLO DE LOS FRUTOS DE Sicyos deppei.

El tiempo transcurrido desde la antesis hasta los frutos maduros
deshidratados de color negro fue de 28 a 31 dias. Este dato es muy similar al
reportado por Kohashi-Shibata ef g/ (1992) quienes mencionan un lapso de 24 a
26 dias después de la antesis (dpa) hasta frutos de color café a negro y al de
Zambrano (1992) quien reporta de 26 a 28 dias desde la antesis hasta frutos
maduros deshidratados de color café o negros.

Para muchas semillas cultivadas se prefiere usar el numero de dias
postantesis como un criterio para la fecha de cosecha en lugar de signos externos
visuales de los frutos o semillas, debido a que éstos Jultimos pueden ser
perturbados por factores ambientales.

Las semillas de Cucurbitaceas cultivadas, normalmente maduran entre los
35 a 50 dpa (Nerson, 1991).
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Se debe considerar que las variaciones micro y macroclimaticas, asi como
las condiciones hormonales y nutricionales de la planta progenitora tienen gran
influencia en el desarrollo de las semillas y en el establecimiento de la latencia, por
lo cual pueden existir variaciones entre cosechas de semillas de una especie,
segun la época y el lugar de produccion (Vazquez et a/,1997)

Roach y WuIff (1987, citado en Osuna, 1994) describen el efecto materno,
el cual corresponde a la contribucién de la planta madre al fenotipo de su
descendencia a nivel del tamafio de la semilla, su composicién mineral; el control
de la latencia primaria y germinacion, a través de los tejidos que rodean al
embridén, en particular la cubierta seminal.

Asi el efecto materno y las condiciones micro y macroclimaticas influyen en
el desarrollo de S. deppe/ mostrando entre otras variaciones su tiempo de
deshidratacion natural.

7.2 CAMBIOS MACRO Y MICROMORFOLOGICOS EXTERNOS DE LOS
FRUTOS DE Sicyos deppei DURANTE SU PERIODO DE DESHIDRATACION
NATURAL.

Para determinar las cuatro etapas de deshidratacion de los frutos de S.
deppe/ estudiadas en este trabajo, fueron muy importantes, desde un inicio, los
aspectos morfolégicos externos apreciables a simple vista correspondientes a:
color, turgencia, base de las espinas aserradas y abundancia de los tricomas
largos y delgados, asi como la observacion detallada al microscépio electrénico
de barrido de los frutos.

Para S. deppe/ se ha reportado el color café oscuro y negro en frutos
maduros deshidratados (Kohashi-Shibata et g/, 1990; Alcazar, 1990 y Zambrano,
1990). Osuna (1994) reporta el color del fruto en etapas previas a la
deshidratacion, los cuales corresponden completamente a los del presente estudio.

Se considera que los criterios macromorfoldgicos visuales utilizados para
realizar la colecta de los frutos de S. deppeien los cultivos de maiz, en San Pedro
Atocpan, fueron adecuados y que, en realidad permitieron diferenciar cada una de
las etapas de deshidratacion, de tal manera que las pruebas realizadas en el
laboratorio (sobre germinacion, absorcion de agua, contenido de humedad,
anatomia e histoquimica) se efectuaron en poblaciones de frutos debidamente
determinados.
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Si bien es cierto que es preferible usar e niUmero de dias postantesis como
un criterio mas exacto para determinar el estadio de desarrolio o el momento de
la cosecha, no siempre es posible marcar las flores en antesis para conocer tal
informacion y mas dificil aun cuando éstas forman inflorescencias pequefias como
es el caso de S. depper.

Existe un conjunto de estudios realizados con maiz, sorgo, avena vy frijol
reportados por Chamma et a/ (1990) que muestran que se puede considerar el
color de los frutos y/o semillas para identificar de manera precisa la madurez
fisioldgica de éstos. Tal indicador visual lo consideran un parametro muy relevante
para planear la cosecha y reducir el porcentaje de pérdidas, ya que suponen que
el color de la vaina o fruto cerrado, tiene relacion con la calidad de las semillas.

Egley et a/ (1985) seleccionaron cinco estadios de desarrollo de las semillas
de Anoda cristata, Abutilon theophrasti Sesbania exaltata y Crotalaria spectabilis
por el color de su cubierta seminal, para estudiar el papel de las peroxidasas en el
proceso de lignificacion e impermeabilidad al agua en la cubierta seminal. De
acuerdo a sus resultados este criterio de seleccion fue correcto.

Obtener el nimero de dias posantesis que marcan diferencias
macromorfolégicas en el proceso de deshidratacién, permitié conocer el tiempo de
mayor pérdida de humedad.

A través del microscopio electronico de barrido se pudo observar una
secuencia de los cambios morfolégicos externos del fruto que ocurren durante su
deshidratacién natural, de los cuales, los mas sobresalientes, por no apreciarse a
simple vista son: el colapso de la base de los tricomas largos y delgados
determinados con base en Inamdar et g/, 1990 (citado en Bates ef g/, 1990)
como tricomas no glandulares, multicelulares y simples (LAMINA 1V, figuras 11 y
12), la disminucion de la base de las espinas retorso-serradas (LAMINA V, figuras
13 - 16) vy la evidencia de "cicatrices", entre ellas las estomaticas, en la superficie
del fruto deshidratado (LAMINA III, figuras 8 y 10 ). Las cicatrices resultado del
desprendimiento de los tricomas muiticelulares simples se proponen como sitios
que pudieran participar en la imbibicion del fruto maduro deshidratado (EIV 31
dpa).
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7.3 CONTENIDO DE HUMEDAD EN LOS FRUTOS DE Sicyos deppei
DURANTE SU PERIODO DE DESHIDRATACION NATURAL.

En la gran mayoria de las semillas el periodo de deshidratacion es un
fenémeno natural que ocurre entre el proceso de desarrollo y el e germinacion y
esto supone que la pérdida de agua juega algun papel en el "encendido” de la
actividad célula. Asi, la deshidratacion es importante para adquirir la capacidad de
germinacion (Allison et a/, 1986).

Para Sicyos deppei se determind el contenido de humedad (C.H. en %) en
cuatro etapas de deshidratacién natural. Estos resultados indican que el
proceso de deshidratacion de los frutos de S. deppe/ no es uniforme, de tal
manera, que la mayor pérdida de humedad (49.8 %) ocurre en los tres ultimos
dias del proceso de deshidratacion, es decir, entre los 28 y 31 dpa (de EIII a EIV).

Un fruto maduro deshidratado de S. deppes contiene 6.7% de humedad.
Esto concuerda con lo reportado por Duke (1985) quien menciona que
generalmente las semillas en el momento de su dispersién cuentan con un
porcentaje del 10 al 15% de humedad, para mantener su vigor, longevidad y
viabilidad al conservar los procesos metabdlicos muy atenuados.

Estos datos contribuyen al conocimiento del proceso de deshidratacion
natural. No hay reportes que describan la cantidad y velocidad de pérdida de
humedad durante el periodo de deshidratacion natural, o si tal evento es
continuo en el tiempo y cantidad.

Allison et a/ (1986) mencionan que la tolerancia a la deshidratacion,
correspondiente en semillas corresponde a la supervivencia que alcanza la semilla
después de eliminar completamente el agua y mantener el vigor en el estado
desecado la cual se adquiere después del estadio de maduracion (al final del
desarrollo) y después del depdsito de reservas (proteinas, lipidos, etc). En este
trabajo la primera cuantificacion de peérdida de humedad se realizé en frutos de S.
deppe/ con 25 dpa (EII). Sin embargo el mayor porcentaje de pérdida de humedad
ocurre a los 28 dpa, no se puede afirmar que l0os frutos de S. deppe/ se encuentran
inmaduros.

Zambrano (1992) obtuvo un porcentaje de humedad de 20.6 % en frutos
maduros deshidratados de Sicyos deppei desarrollados en el campo bajo el efecto
de la luz natural directa a 103 °C en estufa de secado por dos horas.
Definitivamente este dato difiere por mucho al obtenido en este trabajo, Zambrano
(1992) no presenta la curva del contenido de humedad a partir de la cual
determind el tiempo en el cual ocurrio la pérdida final de humedad, ademas de
que trabajé con muestras de 200 frutos, con 40 frutos por repeticion.
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En este trabajo se utilizé una muestra de 2500 frutos de cada una de las
etapas de deshidratacion dividida en 50 grupos de 50 frutos cada uno, sometidos a
desecacion en estufa a 103 + 2 °C durante 5 h para obtener la curva de humedad,
a partir de la cual se determind que es a los 180 minutos de secado que se
estabiliza la humedad a la temperatura dada y que para los frutos maduros
deshidratados su contenido de humedad final a los 31 dpa es de 6.7 %.

7.4 ESTABLECIMIENTO DE LA IMPERMEABILIDAD AL AGUA EN FRUTOS
DE S. deppei DURANTE SU DESHIDRATACION NATURAL.

7.4.1 IMBIBICION DE AGUA EN LOS FRUTOS DE S. deppei.

La absorcién de agua por la semilla es el primer paso de la germinacion sin
el cual este proceso no puede ocurrir; la absorcion de agua por la semilla
desencadena una secuencia de cambios metabdlicos que incluyen la activacion del
proceso respiratorio , 1a sintesis proteica y la movilizacion de las reservas. A su vez
, 1a divisién y alargamiento celular en el embrién produce la rotura de las cubiertas
de la semilla que generalmente es ocasionada por la emergencia de la radicula
(Garcia y Primo 1996, citados en Azcén y Talon, 1996).

Los frutos de S. deppe/s mostraron diferentes capacidades de absorcion de
agua a los 125 min de imbibicion en agua destilada (Grafica 5), los resultados
muestran que EI (14-17 dpa) hasta EIII (28 dpa) es un fruto hidratado que
muestra células turgentes con la capacidad de absorber mayor cantidad de agua
que los frutos con una etapa de deshidratacion evidente (EIV (31 dpa)) con células
colapsadas o paredes celulares comprimidas en diferentes tejidos celulares.

Se propone el hecho de la disminucidn de la capacidad de absorcién como
un indicador del inicio del establecimiento de la impermeabilidad al agua a partir
de los 25 dpa (EII) y su establecimiento total a partir de los 28 dpa (EIII).

Se desconoce la cantidad de agua que los frutos de S, deppe/ absorben para
su germinacion en las diferentes etapas estudiadas, sin embargo al relacionar los
datos de germinacion con los de capacidad de imbibicion se puede concluir que es
la escarificacion la que favorece la imbibicion en frutos y su germinacion de las
Etapas III y IV principalmente, confirmandose la impermeabilidad al agua.

Duke (1985) menciona que la rapida imbibicion en semillas impermeables
ocurre al remover o perforar la cubierta seminal y que son las variaciones del
contenido de agua las que influencian las actividades metabdlicas de la semilla,
incluyendo la respiracion, la temperatura y su poder germinativo.
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Se pudo determinar al colocar frutos de las etapas estudiadas en solucion
acuosa de color verde, las regiones y tejidos de la diaspora de S. deppe/ teiidas
con respecto a los diferentes tiempos de imbibicidon (hasta 300 min), obteniéndose
resultados muy claros con respecto a los sitios y etapas de deshidratacién en las
qgue llega a ocurrir la entrada de agua en la que se disolvid el colorante (cuadro
17).

Es la regidon micropilar por la que en cualquiera de las Etapas de
deshidratacion (I, II y III) hubo entrada de agua en los primeros 60 min de
imbibicion, participando los tejidos del pericarpio y sus haces vasculares como los
sitios de principal via de entrada; al transcurrir el tiempo fue la region calazal del
pericarpio la que permitid el acceso de agua a través de los tejidos del pericarpio y
su haz vascular principalmente.

Esta prueba permite conocer que la regidn calazal de la diaspora de S.
deppef es un sitio de permeabilidad al agua a nivel del pericarpio, por lo que
realizar la perforaciéon en este sitio para favorecer la germinacion de las semillas
siempre ha mostrado favorables resultados en su imbibicion y su posterior
germinacién (Cruz, 1989; Brechlu et a/, 1992; Wong, 1991; Zambrano, 1992;
Osuna, 1994) ya que se dafan las capas impermeables al agua correspondientes
en un fruto maduro deshidratado a: epidermis del pericarpio; pericarpio de
paredes celulares compactadas con abundantes taninos; capa de esclerénquima
por su abundante composicion de polisacaridos insolubles, cutina o suberina,
taninos y lignina; mesotesta con taninos; cuticula nuciear gruesa y con reaccion
positiva al rojo O de aceite la cual evidencio abundante cutina. Para S. deppe/ no
existen estudios que describan las regiones y tejidos relacionados con la absorcion
de agua, por lo que los resultados obtenidos son relevantes.

Sicyos deppe/ almacena en los cotiledones del embrion del fruto maduro
deshidratado (EIV 31 dpa) abundantes proteinas y lipidos, asi como escaso
almidon en esta etapa de deshidratacion se podria considerar una semilla madura
con latencia impuesta por cubierta seminal dura e impermeable al agua, como se
ha mencionado en trabajos previos (Brechl et g/, 1992; Osuna et 3/, 2000).

7.4.2 GERMINACION DE LOS FRUTOS DE S. deppei

Los frutos de S. deppe/ en EI (14-16 dpa) de forma natural permanecen
unidos a la planta madre hasta finalizar su deshidratacion por 14 a 17 dias mas,
sin embargo estos frutos tienen semillas capaces de germinar es decir son semillas
quiescentes si se les proporcionan las condiciones requeridas para tal proceso.
Vazquez et al. (1997) denominan quiescencia el que no ocurra la germinacion
fundamentalmente por falta de agua, como es el caso de semillas que permanecen
en los frutos unidos a la planta madre por largo tiempo.
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Osuna (1994) llama quiescentes los frutos verdes hidratados de S. deppe/
con semillas maduras quiescentes al obtener alrededor del 30% de su poblaciéon
estudiada capaz de germinar. ’

De acuerdo a la prueba de germinaciéon con frutos no escarificados (Grafica
4), se considera que el inicio del establecimiento de la impermeabilidad al agua es
a partir de los 28 dpa (EIII), debido a que es a partir de esta etapa que disminuye
el porcentaje de germinacion, debido probablemente a que no se logra la
imbibicion necesaria para la germinacién al haber barreras para la entrada de
agua; pero el momento en el que se encuentra completamente establecida la
impermeabilidad al agua es a partir de los 31 dpa (EIV), momento en el cual es
muy bajo el porcentaje de germinacion (20%).

El tratamiento de escarificacién mecanica incrementdé la germinacién en un
96.8 % en E 1V (Grafica 4), por lo que la dureza de las cubiertas seminales es uno
de los mecanismos que controla la germinacion al impedir la imbibicion.

Zambrano (1992) confirmd latencia impuesta por la cubierta seminal dura
en Sicyos deppei, al obtener altos porcentajes de germinacién (80%), bajo
condiciones de oscuridad en frutos deshidratados escarificados, los cuales
contrastan con los porcentajes de germinacidon de frutos deshidratados no
escarificados (7.2%) de S. deppei utilizados en su estudio y pone de manifiesto
ademas un control endégeno que requiere de un periodo de postmaduracion para
liberarse y el cual se ve alterado por la estratificacion a 4°C.

Para Osuna (1994) el establecimiento de la impermeabilidad al agua ha
ocurrido ya, cuando los frutos de Sicyos deppes contienen una semilla madura
hidratada (fruto verde), con base en los porcentajes de germinacion (50%) de
estos frutos, que han sido escarificados para eliminar la barrera o bloqueo de la
germinacion la cual se va enfatizando al irse alcanzando la deshidratacidon del fruto
y semilla.

En el presente trabajo fa muerte de los frutos no escarificados a los 14 a 17
dpa (EI) se debid principalmente a la presencia de larvas de insectos que dejaban
sélo el pericarpio y testa y a frutos que se embebian y pudrian.

Los porcentajes de frutos muertos entre los 14 y 25 dpa (37.6 y 34.4%
respectivamente) evidencian la sensibilidad de las diasporas en estas etapas de
deshidratacion a depredadores y dafio mecanico de las cubiertas seminales, capa
de aleurona y embrion. Ademads, la muerte de los frutos en estas etapas de
deshidrataciéon también pudo deberse al grado y velocidad de imbibiciéon del agua
que debe ser controlada por la semilla. Al haber sido perforada la cubierta seminal
y pericarpio, la velocidad de imbibicion aumenta y esto pudo dafiar las actividades
metabdlicas de la semilla, provocando la incapacidad de germinar (Murray, 1984).
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Osuna (1994) también obtiene altos porcentajes de pudricion en los lotes de
frutos escarificados correspondientes a la etapa de fruto amarillo, etapa II (25
dpa) del presente estudio.

Si bien no fue el objetivo de este trabajo estudiar el mecanismo de
germinacion de S. deppei, se observé que frutos maduros hidratados de 14 a 25
dpa germinan y por lo tanto el mecanismo de germinacion se establece antes del
periodo de deshidratacion natural.

Osuna (1994 y 2000) obtiene un incremento en los porcentajes de
germinacion en frutos de Sicyos deppei al transcurrir el proceso de deshidratacion
natural (de frutos verdes hidratados a frutos con semilla madura deshidratada) y lo
relaciona con el incremento en la maduracion fisioldgica de los frutos.

Allison et g/ (1986) reportan que no se sabe si las semillas adquieren la
capacidad de germinacion durante los estadios de desarrollo o de intolerancia a la
deshidratacion, porque solo conocen la capacidad de germinacion de semillas
deshidratadas naturalmente, por lo que concluye que la deshidratacion juega un
papel muy importante para “encender” el mecanismo de germinacion.

Es muy importante considerar que la geminacion en las Etapas I y II de
deshidratacion (14 a 17 y 25 dpa) pueda estar ocurriendo en los campos de
cultivo, debido a que, es probable que durante la cosecha del maiz y frijol, se
provoque la caida de frutos “verdes” (maduros hidratados) permeables, capaces
de germinar y establecerse, tal vez con mayor probabilidad de germinar que
aquellos que se encuentran en el banco de semillas como frutos maduros
deshidratados e impermeables.

Ahora bien, el hecho de que los porcentajes de germinacion en frutos
escarificados de las etapas I y II (con capacidad de germinacion) no sean muy
altos (Grafica 4) hace suponer que la latencia no es sdélo impuesta por cubiertas
impermeables, sino probablemente por algun factor embrionario enddégeno como
ha sido propuesto por varios autores (Cruz, 1989; Osuna, 1990; Wong, 1991;
Brechd et a/,1992; Zambrano, 1992) aunque sigue siendo una interrogante por
resolver.

Zambrano (1992) menciona que el aumento en los porcentajes de
germinacion de frutos escarificados a 4°C de S. deppe/ pone de manifiesto un
control enddgeno que requiere de un periodo de postmaduracion que es afectado
por la estratificacion y que son una interrogante por resolver los factores internos
que inhiben parcialmente la germinacién ain después de eliminar la barrera de la
cubierta seminal dura.
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7.4.3 ANATOMIA E HISTOQUIMICA DE LOS FRUTOS DE S. deppei.
7.4.3.1 COLOR E IMPERMEABILIDAD

En Sicyos deppe/ los primeros cambios en el color del pericarpio y testa se
aprecian a los a los 28 dpa cuando el fruto tiene un 56.49% de humedad, etapa en
la cual existe un evidente depdsito de taninos en la base de las espinas aserradas
del pericarpio y en sus paredes celulares compactadas, asi como en el
esclerenquima con reaccion positiva al KMNO4 la cual evidencia taninos y
compuestos susceptibles a la oxidacién y es posiblemente la estructura que le
proporciona el color a la semilla.

Debe resaltarse el hecho de que para S. deppes corresponde a la diaspora
los restos del pericarpio completamente adheridos a la semilla.

Si bien, no se determind el color de las semillas en las etapas 1, II y III de
deshidratacién estudiadas, se ha reportado el color negro para la semilia de frutos
secos deshidratados por Alcazar, 1990 y pardo obscura por Rodriguez, 2000. Debe
mencionarse que al desprender el pericarpio de las semillas en la Etapa de
deshidratacion EIII, la cubierta seminal ya tenia un color café apreciable a la vista.

Aparentemente para S. deppei hay relacion entre el color oscuro de la
cubierta seminal y pericarpio con el momento del establecimiento final de la
impermeabilidad al agua (EIIl: 28 dpa a EIV: 31 dpa) en los estadios finales de
deshidratacion natural.

Se ha encontrado una correlacion positiva entre el color oscuro de las
semillas y su impermeabilidad en Orvionis sicula 'y Glycine ussuriensis (Gutterman y
Haydeker, 1973; Ting, 1946, citados en Slattery 1987). El cambio de color en
semillas de Pisurn, esta asociado con los estadios finales de deshidratacion de
acuerdo a los estudios de Slattery et al. 1987, quienes mencionan que el cambio
de color en Pisurn esta asociado con los estadios finales de deshidratacion y la
enzima responsable de la actividad de los taninos (catecol oxidasa) asi como que
la coloracion de la testa de 77/ifolium subterraneum estad asociada con la oxidacion
de fenoles por la actividad de los taninos (catecol oxidasa); pero que el desarrollo
de la impermeabilidad es independiente de ese proceso.

7.4.3.2 REGIONES ANATOMICAS E IMPERMEABILIDAD
La impermeabilidad de las semillas es mas frecuentemente relacionada con
la cubierta seminal o las estructuras de la cubierta seminal como la cuticula,

células de malpigi, capa de esclerénquima y los rudimentos del tegumento interno
(Corner, 1976, citado en Roti et a., 1987).
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La diaspora de S. deppes presenta en el transcurso de su desarrollo y
deshidratacion natural un conjunto de mecanismos, estructuras anatomicas y
quimicas relacionadas con la adquisicion de sus estados de reposo y latencia.

Se puede resumir el siguiente analisis como que la didaspora de S. depper
presenta un fruto a los 14-17 dpa (EI) quiescente con embridon inmaduro,
pericarpio permeable al agua y cubierta seminal parcialmente impermeable; que a
los 25 dpa (EII) incrementa sus frutos con latencia impuesta por el embridon
inmaduro y por el proceso de endurecimiento de la cubierta seminal; que a los 28
dpa (EIII) el embridn presenta una madurez intermedia que favorece la cantidad y
tiempo de germinacion pero que la latencia por cubierta seminal impermeable se
impone previa a la dispersion de los frutos deshidratados a los 31 dpa (EIV) con un
embriéon maduro y una cubierta seminal impermeable al agua.

Por lo que si bien la germinacion se incrementa conforme el embrién
madura ésta capacidad disminuye cuando la cubierta se hace dura, impermeable y
deshidrata.

7.4.3.2.1 MADUREZ FISIOLOGICA DE LA DIASPORA DE S. deppey.

Existe una serie de conceptos en la literatura relacionados con la descripcion
de madurez de frutos y semilla. Se debe resaltar nuevamente que para S. deppes
la diaspora corresponde a los restos del pericarpio completamente adheridos a la
semilla madura deshidratada y que debe considerarse tal vez el conjunto de
caracteristicas del fruto y semilla para poder definir la madurez de la diaspora en
conjunto.

Para las semillas se considera una semilla con madurez fisioldgica aquella
que tiene la capacidad de germinar, si bien S. deppes presenta esta capacidad a
partir de los 14 a 17 dpa (EI), la cantidad de frutos germinados no escarificados y
escarificados es baja comparada con la de las etapas de deshidratacion
posteriores, ademas debe observarse y evaluarse que el inicio de la germinacion
de esta etapa en frutos no escarificados es 15 dias después de que se le dan las
condiciones adecuadas para su germinacion, periodo en el cual ya habria finalizado
su desarrollo y deshidratacién en la pfanta madre, es decir que si bien ya se
presenta la capacidad de germinacidn muy probablemente existe un embrién
inmaduro que requiere del desarrollo de enzimas, proteinas, RNAmM, entre otros
factores para desencadenar la germinacion los cuales pueden adquirirse “lejos” de
la planta madre (Cuadros 10y 11).
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El incremento de la cantidad de frutos germinados de esta etapa de
desarrollo al ser escarificados los frutos permite relacionar la presencia de agua en
el fruto como indispensable para continuar y finalizar la madurez del embridon la
cual se considera se llega a un estado intermedio a los 28 dpa (EIII) cuando los
porcentajes de germinacion en frutos no escarificados se incrementa y mas aun
cuando se escarifica el fruto y finaliza a los 31 dpa (EIV) cuando si bien existe un
embrion maduro y existen altos porcentajes de germinacion en frutos
escarificados, es ahora la latencia impuesta por una cubierta seminal dura e
impermeable la que impide su germinacion.

Nelson (1991) describe la cubierta seminal en Cucurbitaceas y menciona
que ésta termina su crecimiento tempranamente, con respecto al embridén y se
propone que ésto explique el papel de inhibicion de la cubierta seminal en la
germinacion de embriones no completamente desarrollados.

Las semillas de Sandia tienen una cubierta que inhibe su germinacién
cuando tienen aun un embridén inmaduro, la germinacidon se favorece conforme
ocurre la maduracion de la semilla. Asi el potencial de germinacion probablemente
depende del tiempo de desarrollo del embrion.

Hutchinson et a/. (1979) observd que la germinacion en semillas de Cuscuta
campestris se incrementa después de que el embrion madura, deshidrata y
endurece la testa y considera como semillas inmaduras aquellas que presentan
bajos porcentajes de germinacion, semillas de madurez intermedias aquellas con
porcentajes de germinacion incrementados y semillas maduras aquellas que
presentan los mas altos porcentajes de germinacion, deshidratacion vy
endurecimiento de la testa.

Para el fruto existen los siguientes conceptos de madurez:

Rasyad et a/. (1990) definen madurez fisioldgica como: el maximo peso seco
(MSW). En S. deppe/el maximo peso seco se tienen a los 14-17 dpa (EI)

Sera con base a la descripcion de Hobson (1996, citado en Azcdén y Talon,
1996) que se describan las caracteristicas de madurez del fruto de S. deppe/
considerando que: la maduracion es la fase final del crecimiento y desarrollo del
fruto, en la que se producen una serie de cambios coordinados, que conducen a la
senescencia y absicion del fruto. La finalidad del fruto es favorecer la dispersion de
las semillas, y la combinacidn de las caracteristicas de color, aroma, textura y
gusto contribuyen a ello, haciéndolo atractivo a las distintas especies. Si los frutos
maduros no se consumen, se forma la capa de absicidn mediante diversos
mecanismos de acuerdo a la especie y el fruto cae al suelo, promoviéndose la
distribucién del material genético en diferentes nichos ecoldgicos. Asi, algunas de
las caracteristicas que definen a un fruto maduro son:
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APARIENCIA: La maduracion suele coincidir con un cambio de color en la piel o en
las capas parenquimaticas. Los antocianos o caroteniodes ( o ambos) reemplazan
las clorofilas y puede existir una reutilizacion de los productos degradados. La
presencia de los frutos en la planta madre puede ocasionar un reverdecimiento de
los mismos.

En S. deppes el cambio de color del fruto del pericarpio verde al amarillo
ocurre en EIII (28 dpa), etapa en la cual se aprecian ademas a simple vista como
puntos cafés en la base de las espinas aserradas, al igual que el amarillamiento de
las mismas.

TEXTURA: La maduracion del fruto suele estar asociada a un ablandamiento de los
tejidos, que probablemente esta bajo control genético. Las alteraciones en la
firmeza del fruto conllevan el adelgazamiento de la pared celular, la disolucion de
la lamina media, la pérdida de turgencia y la degradacion de productos de reserva,
originando constituyentes semiliquidos.

En S. deppes la pérdida de turgencia es apreciable en la EIII (28 dpa) y es
en esta etapa cuando ocurre la mayor pérdida de humedad, debida probablemente
a los constituyentes semiliquidos productos de la degradacion de productos de
reserva como el almiddén del pericarpio y embrion.

SABOR: Produccidon de un mezcla compleja de compuestos voldtiles que
interaccionan con la produccidn de otros constituyentes mayoritarios,
especialmente carbohidratos, acidos organicos y compuestos fendlicos. El aroma es
caracteristico de cada especie y variedad. El almacenamiento incorrecto y la
sobremaduracion de los frutos puede inducir la formacion de componentes con
sabores desagradables.

En S. deppe/ se enfatiza el depdsito de taninos condensados en EIII (28
dpa) a nivel de: pericarpio; los cuales puedan darle al fruto y semilla un sabor
astringente, aroma repelente a herviboros y dar propiedades antisépticas contra
microorganismos asi como posiblemente participar en la inhibicion de la
germinacion por inhibicion tegumentaria o de cubierta seminal dura.

FISIOLOGIA: El comienzo de la maduracién de frutos “climatéricos” esta asociado
a un incremento en la produccién de etileno y en la respiracion. Los frutos “no
climatéricos” por el contrario no son sensibles al etileno y tampoco incrementan la
respiracion. Los frutos de otras especies tienen un comportamiento intermedio.

Se desconoce la presencia o ausencia de etileno durante la maduracion de
S. deppe/ asi como su tasa de respiracion.
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EXPRESION GENETICA: Una serie de cambios controlados que originan
alteraciones en MRNA, actividades enzimaticas especificas y sintesis proteica.
Estas modificaciones en la expresién genética determinan los cambios en los
distintos aspectos de la maduracion del fruto.

Se desconoce para S. deppe/los puntos descritos para expresidon genética.

SENESCENCIA: Una serie de transformaciones programadas que siguen a la
maduracion del fruto y originan cambios degradativos en los tejidos que rodean a
las semillas que pueden finalizar en la abscision del fruto. Determinadas
organizaciones celulares pueden persistir después de estos procesos.

En S, deppe/ la degradacion del paréquima del pericarpio del fruto se inicia
desde EIl (25 dpa), siendo muy evidente en EIII(28 dpa) en donde sdélo se
aprecian los primeros estratos celularizados y el resto son paredes celulares
compactadas y se encuentra totalmente acelular en EIV (31 dpa)

7.4.3.2.2 IMPERMEABILIDAD E HISTOQUIMICA TIEMPO O MOMENTO DE
SU ESTABLECIEMIENTO.

De acuerdo con estudios ontogenéticos se ha observado que la
impermeabilidad al agua ocurre durante las etapas tardias de desarrollo (Bagoury y
Niyazi, 1973, citados en Rolston, 1978). En semilla impermeables al agua se han
realizado estudios tratando de dar respuesta a las causas y mecanismos de la
impermeabilidad, relacionando la estructura con la composicidon quimica de sus
cubiertas seminales (Ponce et g/, 1990).

Se ha relacionado la lignificacion de la cubierta seminal con el principio de
la impermeabilidad al agua (Duke, 1985).

Para S. deppei se propone que la dureza e impermeabilidad al agua la
establecen diferentes estructuras anatdmicas del pericarpio, exotésta y cuticula
nucelar en grado ascendente a partir de los 14 a 17 dpa (EI) y continua durante el
desarrollo y deshidratacién del fruto en la planta madre estableciéndose
completamente a partir de los 28 dpa (EIII) de tal forma que a los 31 dpa (EIV) el
fruto maduro deshidratado se dispersa con latencia debida a una cubierta seminal
dura e impermeable al agua.

Se propone que el desarrollo de la dureza e impermeabilidad al agua ocurre
en la diaspora de S. deppei sdlo si se lleva a cabo y finaliza en la planta madre lo
que apoya a Osuna (1994) quien considera que la rapida deshidratacién de frutos
de S. deppe/ en el laboratorio permite alcanzar altos niveles de germinacion
debido probablemente a que la desecacion en el laboratorio impide la conclusion
del establecimiento de la impermeabilidad.
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Si bien la deshidratacion se ha valorado como importante para adquirir la
capacidad de germinacion (Allison et a/, 1986) y aparentemente puede adquirirse
fuera de la planta madre, como lo muestran los resultados de desecacion en el
laboratorio, el desarrollo de la impermeabilidad se altera si se impone la
deshidratacion y por lo tanto ésta se adquiere en la planta madre, el papel, de la
impermeabilidad al agua y dureza de la semilla en S. depper al igual que en otras
especies s un mecanismo mas para la supervivencia de la especie, son barreras
contra la germinacién temprana o rapida, para la proteccion del! embrion y
regulacion del momento de la germinacion (Duke, 1985).

Duke (1985) considera que las semillas llegan a ser impermeables durante
los Gitimos estadios de desarrollo, sobre la planta madre.

Para EI (14-17 dpa) los tejidos impermeables al agua son:
Cuticula de la Epidermis de la Exotesta rica en cutina y pectina
Hipodermis por su composicion de cutina, polisacaridos insolubles y taninos)
Capa de Esclerénquima la cual presenta osteoesclereidas con dos tipod de
engrosamientos, siendo los de las paredes tangenciales adyacentes a la
hipodermis de tipo estalactitas compuestos de polisacaridos insolubles, cutina,
proteinas, celulosa y pectinas. Los engrosamientos de las paredes radiales
tienen abundantes polisacaridos insolubles, cutina o lipidos, lingina, proteinas y
taninos.
e Cuticula Nucelar, por su composicion de cutina.

L 2K X 2

Para EII (25 dpa) los tejidos impermeables al agua son:
e Hipodermis compuesta por polisacaridos insolubles y taninos hidrolizables
¢ Capa de Esclerénquima por su composicion de polisacaridos insolubles, cutina o
suberina, lignina y taninos, siendo esta capa y en ésta etapa la de principal
influencia en la dureza e impermeabilidad al agua por el incremento de las
sustancias relacionadas con la impermeabilidad.
¢ Cuticula Nucelar por su abundante composicion de Cutina

Para EIII (28 dpa) los tejidos impermeables al agua son:

¢ Pericarpio de paredes celulares compactas por su composicion de taninos

e Capa de Esclerenquima por su abundante composicion evidenciada por la
intensidad de las reacciones en las tinciones para polisacaridos insolubles,
cutina o suberia, lignina y taninos

¢ Mesotesta con taninos, debe tenerse presente que este tejido contiene
abundantes plastos verdes y se encuentra completamente adherido al embrion.

e Cuticula Nucelar la cual presenta un marcado engrosamiento y composicion de
cutina.
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Para EIV (28 dpa) los tejidos impermeables al agua son:

Epidermis del Pericarpio, la cual evidencia cutina

Pericarpio de paredes compactadas con abundantes taninos

Capa de Esclerénquima por su abundante composicion de polisacaridos

insolubles, cutina o suberina, taninos y lignina, en esta etapa las reacciones a

las tinciones son muy intensas y probablemente ha sesado el depdsito de

sustancias y la intensidad de las reacciones se deba a la compactacion de las

célutas producto de la deshidratacion.

¢ Mesotesta con taninos, este tejido contiene abundantes plastos verdes y se
encuentra completamente adherido al embrion.

¢ Cuticula nucelar gruesa y con intensa reaccion positiva al Rojo O de aceite la

cual evidencia abundante cutina.

L 2K 23X J

Asi, en S. deppeila disminucion en el contenido de humedad del fruto se
relaciona con el establecimiento e incremento de la impermeabilidad al agua.

Werker, 1980/1981 (citado en Roti, 1987) considera que la impermeabilidad
al agua tiene una estructura y quimica basica ya que el arreglo de las fibras de
celulosa en las paredes celulares forman paquetes herméticos que ademas estan
impregnadas de sustancias repelentes al agua, tales como ceras, cutina, suberina,
lignina, calosa, taninos y pectinas, sustancias que fueron abundantes en las
estructuras asociadas con la impermeabilidad para S. depper.

Se ha relacionado la lignificacion de la cubierta seminal con el principio de la
impermeabilidad al agua (Duke, 1985). Sin embargo la lignina es un polimero que
se asocia principalmente incrustado en la pared celular secundaria de las células de
las plantas lefiosas que ayuda a robustecer y endurecer las paredes se considera
que quimicamente es muy complicada, conteniendo monémeros variados y derivan
principalmente del fenilpropano. Producto final del metabolismo que a la muerte
de la planta es degradado lentamente por hongos y bacterias, por ello forma la
parte principal de la materia organica del suelo. Sustancia organica o mezcla de
sustancias de elevado contenido de carbono. Asociada con la celulosa en las
paredes de muchas células. Para S. deppe/ se propone el establecimiento de la
dureza de su cubierta seminal asociada por la presencia de lignina a partir de los
14- 17 dpa (EI), la cual se enfatiza al igual que la impermeabilidad a los 28 dpa
(EIII).
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Duke (1985) menciona que las cubiertas impermeables al agua previenen la
entrada de agua hacia el interior de la semilla con lo que éstas adquieren un
mecanismo de latencia efectivo y gran longevidad. Zambrano (1992) trabajé con
diasporas de S. deppe/ de seis meses postcosecha, las cuales se comportaron
como fotobiasticas indiferentes en su mayoria y una pequefia proporcion de frutos
como fotoblasticas positivas (que requieren luz para germinar). La longevidad total
de las diasporas de S. deppe/, no se ha reportado al igual que se desconoce la
influencia de los cloroplastos de la mesotesta en la respuesta fotobldstica de S.
depper.

7.4.3.2. 2.1 ZONA DE PERMEABILIDAD AL AGUA

Para Sicyos deppers se proponen como zonas de mayor penetracion de agua
en sus semillas:

¢ La region micropilar: a través del tejido hilar y haz vascular del pericarpio.

¢ La regidn calazal: a través del haz vascular del pericarpio

¢ Las protuberancias de la regidon micropilar de la semilla, correspondiente a la
hipodermis pluriestratificada con engrosamientos de tipo colenquimatoso
compuestos de lignina la cual le confieren dureza a la semilla mas no
impermeabilidad, probablemente estas estructuras participen en el controt de la
valvula hilar, evitando una rapida penetracion del agua pues si bien entre ellas
se encuentra el tapén hilar permeable al agua en semillas en estado de
deshidratacion avanzado (EIII), la rigidez de las protuberancias rodeando este
tejido tal vez influya en la regulacion de la cantidad y velocidad de absorcion de
agua durante la imbibicion e incluso tal vez participe esta regién en la pérdida
de humedad durante el proceso de deshidratacién.

Se ha reportado que todos los sitios que sobre la semilla fueron aberturas
tempranas, durante el desarrollo podrian sellarse y desarrollar barreras
impermeables al agua, aislando eficientemente al embrion maduro del agua
externa, tal seria el caso del hilio, micropilo y calaza (Werker 1980/1981; Tran y
Cavanagh, 1984, citados en Egley, 1990).

En Cercis silyquastrum los restos del tegumento interno constituyen una

capa no celular hidrofdbica, la cual se ha demostrado es la mayor barrera de
penetracion de agua en su semillas (Roti et a/., 1987).
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7.5 INTEGRACION E INTERPRETACION DE LOS PROCESOS
FISIOLOGICO - ANATOMICOS ESTUDIADOS EN Sicyos deppeiG. Don.

7.5.1 El tiempo de deshidratacion natural (en la planta madre) de la diaspora
de S. deppe/ es de 14 a 17 dias posantesis (dpa), siendo la pérdida final de agua
de un fruto del 70.42%.

Un fruto maduro deshidratado de S. deppe/ contiene 6.7% de humedad en
el momento de su dispersion.

El fendmeno de deshidratacion de los frutos de S. deppe/ no es uniforme,
la mayor pérdida de humedad (49.82%) ocurre en los tres ultimos dias de
deshidratacion, entre los 28 y 31 dpa (E III a E 1V).

El proceso de deshidratacion natural de S. deppe/ es un mecanismo o factor
relacionado con su longevidad, confirmada por los bancos de semillas que forma.

Es posible que la deshidratacion natural en S. deppe/ tenga un papel
importante para evitar o prevenir su germinacion precoz. Proceso que puede
ocurrir a partir de los 14 a 17 dpa (EI) en frutos verdes hidratados con un 26.4%
de germinacion en frutos no escarificados y del 59.2% si los frutos son
escarificados.

Se considera que los frutos de S. deppe/ tienen alta resistencia y tolerancia
a la desecacion a partir de los 25 dpa (EII), momento en el cual ya es perceptible
su pérdida de humedad (56. 49%), siendo entre los 28 y 31 dpa el tiempo de
mayor pérdida de humedad (70.42%).

7.5.2 Se considera que el establecimiento de la impermeabilidad al agua en
la diaspora de S. deppe/ se presenta en diferentes momentos del periodo de
deshidratacion debidos a variados procesos fisioloégicos. ElI conjunto de
evaluaciones realizadas a cada una de las cuatro etapas de deshidratacion
estudiadas consistentes en: la capacidad de germinacidon, la capacidad de
absorcién de agua, la imbibicion en colorante adicionales a la anatomia e
histoquimica permitieron establecer que:

El fruto con madurez fisioldgica hidratado de color verde con 14 a 17 dpa
(EI) es un fruto con estado de reposo quiescente, con gran capacidad de absorcion
de agua (4.58 ml) a través del parénquima y haces vasculares pericarpio de la
region micropilar y calazal y que si bien se presenta un porcentaje de germinacion
éste es bajo, con respecto al de el resto de las etapas de deshidratacién, ademas
de requerir mayor numero de dias bajo condiciones propicias para la germinacién
(temperatura, humedad e iluminacién)
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Para esta etapa se proponen como sitios relacionados con la imbibicién y
movilidad de agua como parte del proceso de germinacion el parénquima del
pericarpio y sus haces vasculares de la regién micropilar en los primeros minutos,
asi como el parénquima del pericarpio y sus haces vasculares de la region calazal.

Debido a la tincién del pericarpio en su region micropilar y calazal y de la
mesotesta de la cubierta seminal de la regién micropilar por la conduccién del
colorante a traves del tejido que obstruye el hilio (paredes celulares compactadas
como restos del tegumento interno que formaba al micrépilo) y por la ausencia de
tincién en el resto de los estratos de la cubierta seminal y embriéon se proponen las
siguientes estructuras de la exotesta pluriestratificada como las principales
barreras de impermeabilidad al agua en la Etapa EI (14-17 dpa):

< Cuticula de la epidermis (por su composicién en cutina y pectina)
< Hipodermis (por su composicion de cutina, polisacaridos insolubles y
taninos hidrolizables).

Debido a que el tiempo que requieren los frutos no escarificados de la etapa
EI (14-17 dpa) para iniciar Ia germinacion una vez proporcionadas las condiciones
favorables para la misma es superior al del resto de las etapas de deshidratacion
estudiadas (15 dias), se concluye que la tardia germinacion y los bajos porcentajes
de la misma se deben probablemente a una inmadurez embriolégica y por lo tanto
el inicio del proceso de deshidrataciéon coincide con una latencia enddgena.

El fruto con madurez fisiolégica, de color verde grisaceo de 25 dpa (EII) es
un fruto que ya presenta un 14.5% de humedad menos con respecto a la etapa
EI, disminuye su capacidad de absorcion de agua (3.76%) y disminuye su
capacidad de germinacion en frutos no escarificados, pero aumenta
significativamente en frutos escarificados con respecto a la etapa EI. Se considera
esta etapa de marcados cambios fisioldgicos correspondientes al periodo de
tolerancia a la deshidratacion, depdsito de sustancias que le confieran
impermeabilidad a la cubierta seminal y madurez embrioldgica, la cual puede ser
severamente influida y llevar a altos porcentajes de mortandad si se alteran las
cubiertas que le envuelven.

Para esta etapa se proponen como sitios relacionados con la movilidad del
agua como parte del proceso de germinacién: pericarpio de la regién micropilar y
calazal, de paredes celulares compactas (por su composicion de taninos
hidrolizables), sus haces vasculares, y la epidermis externa de la exotesta que
inicia su desintegracion, la movilidad de agua hacia la mesotesta a través del tejido
que obstruye al hilio, lleva a concluir que la movilidad del agua en frutos con
avanzada deshidratacion e impermeabilidad al agua y probablemente en los secos
es a través del hilio para continuar a través de la mesotesta, sin atravesar la
exotesta.
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Las estructuras asociadas con la impermeabilidad en la EII (25 dpa) son:

< Hipodermis (por su composicion de cutina, polisacaridos insolubles y
taninos hidrolizables).

< Esclerénquima (por su abundante composicién de polisacaridos
insolubles, cutina o suberina, lignina y taninos), se propone este
estrato celular el de principal influencia en la dureza e
impermeabilidad al agua.

<+ Cuticula nuclear (por su abundante composicidn de cutina).

Es entre la Etapa III (28 dpa) y la EIV (31 dpa) que se establece la
impermeabilidad al agua, momento en el cual ocurre la mayor pérdida de
humedad (49.82% del 70.42% total), la movilidad de agua es menor en las
estructuras anatdmicas del fruto y en mayor tiempo correspondientes al
pericarpio de paredes compactadas de las regiones micropilar, central y calazal
y sus haces vasculares de la region micropilar. Asi como el periodo en el que el
depdsito de los componentes quimicos es muy evidente a través de las pruebas
histoquimicas.

Las estructuras relacionadas con la impermeabilidad en la Etapa III (28 dpa)
son:

< Pericarpio de paredes celulares compactas (por su composicion de
taninos hidrolizables).

< Esclerénquima (por su abundante composicion de polisacaridos
insolubles, cutina o suberina, lignina y taninos), se propone este
estrato celular el de principal influencia en la dureza e
impermeabilidad al agua.

«» Mesotesta (por presentar taninos hidrolizables).

<+ Cuticula nuclear (por su abundante composicion de cutina).

Para un fruto maduro deshidratado (EIV 31 dpa), es evidente que la
disminuciéon en el contenido de humedad aumenta la impermeabilidad al agua a
través de las siguientes estructuras:

< Pericarpio de paredes celulares compactas (por su composicion de
taninos hidrolizables).

< Esclerénquima (por su abundante composicién de polisacaridos
insolubles, cutina o suberina, lignina y taninos), se propone este
estrato celular el de principali influencia en Ila dureza e
impermeabilidad al agua.

«» Mesotesta (por presentar taninos hidrolizables).

«» Cuticula nuclear (por su abundante composicidon de cutina).
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Los estratos de paredes celulares de color verde que se encuentra
completamente adherido al embrién desde el estadio de semilla madura hidratada
(EI 14-17 dpa) corresponden a paredes de la mesotesta y contienen plastos verdes
(“cloroplastos”).

Se propone que la ruptura de la latencia impuesta por la testa impermeable
al agua sea previa a la activacion del metabolismo embrionario que desencadene la
diferenciacion de los tejidos del eje radicula-epicotilo, esto debido a que después
de 300 min de imbibicién en la solucién acuoso de colorante artificial no se llego a
tefir ninguna estructura embrionaria y debido a que llega a presentarse
hidratacién de la mesotesta la cual contiene plastos verdes, se propone que el
factor disparador del proceso de germinacion sea la luz que active los sistemas
enzimaticos de éstos y desencadene una respuesta fotoblastica.

Seria interesante conocer la forma en la que el agua logra atravesar la
barrera de impermeabilidad correspondiente a la cuticula nuclear para poder
activar la produccién de hormonas a través de la aleurona y celulas cotiledonarias,
asi como conocer si alguna de las hormonas (auxina, cinetina o giberelinas) se
encuentran deficientes, lo cual estaria presentando un embrién inmaduro que
adquiera su madurez durante el proceso de deshidratacion.

7.5.4 En S. deppe/ la capacidad de germinacién se presenta desde los 14-17
dias posantesis, en frutos maduros verdes hidratados y se adquiere durante el
desarrollo del fruto previo a su deshidratacién, sin embargo los bajos porcentajes
de germinacién de esta etapa, el tiempo requerido para el inicio de la germinacion
una vez proporcionadas las condiciones propicias para ello y la presencia de
embriones viables hacen concluir que el proceso de deshidratacion es una parte
integral en la formacion de la diaspora y se considera la fase final normal de
maduracion de la semilla.

Se apoya la conclusion de Osuna (1994) quien concluye que la capacidad de
germinacion de los frutos de S. deppe/ en diferentes etapas de deshidratacién, les
confiere mayor capacidad para invadir terrenos de cultivo.

7.5.5 La disposicion de un bajo contenido de agua (6.7%) en el fruto de S.
deppe/, su baja tasa metabdlica, resistencia a la invasion de microorganismos por
la presencia de taninos hidrolizables, reservas proteinicas, latencia impuesta por
testa dura e impermeable al agua, alta tolerancia a la deshidratacion y bajo
contenido de agua le confieren mayor longevidad y duracién de la viabilidad de
sus semillas.

100



8. CONCLUSIONES

A partir de la observacion y estudio de las cuatro etapas de desarrolio
natural de los frutos de Sicyos deppei G. Don se determind que:

8.1 El proceso de deshidratacion natural de los frutos de S. deppe/ no es
uniforme, de tal manera, que la mayor pérdida de humedad (49.82%) ocurre en
los tres dltimos dias del proceso de deshidratacién, es decir, entre los 28 y 31 dpa
(de EIII a EIV).

8.2 Un fruto maduro deshidratado contiene 6.7 % de humedad.

8.3 Las pruebas de germinaciéon con frutos no escarificados de S. deppei,
permiten considera que el inicio del establecimiento de la impermeabilidad al agua
es a partir de los 28 dpa (EIII), ya que es a partir de esta etapa que disminuye el
porcentaje de germinacion, debido probablemente a que no se logra la imbibicion
necesaria para la germinacién al haber barreras para la entrada de agua; siendo el
momento en el que se encuentra completamente establecida la impermeabilidad al
agua a partir de los 31 dpa (EIV), momento en el cual es muy bajo el porcentaje
de germinacion (20%).

El tratamiento de escarificacién mecanica incrementa la germinacién en un
96.8 % en los frutos con 31 dpa (E IV), por lo que se confirma que la dureza de
las cubiertas seminales es uno de los mecanismos que controla la germinacion al
impedir la imbibicién.

Es posible que la deshidratacion natural en S. deppe/ tenga un papel
importante para evitar o prevenir su germinacion precoz. Proceso que puede
ocurrir a partir de los 14 a 17 dpa (EI) en frutos verdes hidratados con un 26.4%
de germinacidn en frutos no escarificados y del 59.2% si los frutos son
escarificados.

8.4 Para Sicyos deppei se proponen como zonas de mayor penetracion de
agua en sus semillas:
< La regidon micropilar: a través del tejido hilar y haz vascular del
pericarpio.
< La regidn calazal: a través del haz vascular del pericarpio.
- Las protuberancias de la region micropilar de la semilla.

oo

La capacidad de absorcion de agua en los frutos de S, deppe/ disminuye a
partir de los 25 dps (EII) etapa en la cual llega a absorber 3.76 ml, y se acentua
la disminucion de la capacidad de absorcion a los 31 dpa (EIV) en la cual sdlo
absorbe 1.1 ml de agua.
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8.5 Se proponen las siguientes estructuras de la exotesta pluriestratificada
como las principales barreras de impermeabilidad al agua en los frutos verdes
maduros hidratados (EI, 14-17 dpa):

<+ Cuticula de la epidermis, por su composicion en cutina y pectina.
< Hipodermis, por su composicidon de cutina, polisacaridos insolubles y
taninos hidrolizables.

8.6 Para el fruto con madurez fisioldgica, de color verde grisdceo de 25 dpa
(EII) se proponen las siguientes estructuras como las principales barreras de
impermeabilidad al agua:
< Hipodermis, por su composicion de cutina, polisacaridos insolubles y
taninos hidrolizables.
< Esclerénquima, por su abundante composicion de polisacaridos
insolubles, cutina o suberina, lignina y taninos, se propone este
estrato celular el de principal influencia en la dureza e
impermeabilidad al agua.
< Cuticula nuclear, por su abundante composicion de cutina.

8.7 Las estructuras relacionadas con la impermeabilidad en el fruto de 28
dpa (EIII) son:

<+ Pericarpio de paredes celulares compactas por su composicién de
taninos

<+ Capa de esclerénquima por su abundante composicién de
polisacaridos insolubles, cutina o suberia, lignina y taninos

<+ Mesotesta con taninos, debe tenerse presente que este tejido
contiene abundantes plastos verdes y se encuentra completamente
adherido al embrion.

«» Cuticula nucelar la cual presenta un marcado engrosamiento y
composicidn de cutina.

8.8 Es entre la Etapa III (28 dpa) y la EIV (31 dpa) que se establece la
impermeabilidad al agua, momento en el cual ocurre la mayor pérdida de
humedad (49.82% del 70.42% total). Asi, en S. deppe/ la disminucién en el
contenido de humedad del fruto se relaciona con el establecimiento e incremento
de la impermeabilidad al agua.
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8.9 Las principales estructuras que se asocian con la impermeabilidad al
agua en la didaspora deshidratada (EIV 31 dpa) son:

0
L3
®,
e

®
<3

Epidermis del pericarpio, la cual evidencia cutina.

Pericarpio de paredes compactadas con abundantes taninos.

Capa de esclerénquima por su abundante composicion de polisacaridos
insolubles, cutina o suberina, taninos y lignina, en esta etapa las
reacciones a las tinciones son muy intensas y probablemente ha cesado
el depdsito de sustancias y la intensidad de las reacciones se deba a la
compactacion de las células producto de la deshidratacion.

Mesotesta con taninos, este tejido contiene abundantes plastos verdes y
se encuentra completamente adherido al embrion.

Cuticula nucelar gruesa y con intensa reaccién positiva al rojo O de
aceite la cual evidencia abundante cutina.

8.10 Las modificaciones mas sobresalientes en la morfologia externa de la
diaspora de S. deppe/, por no apreciarse a simple vista son: el colapso de la base
de los tricomas largos y delgados (tricomas no glandulares, multicelulares y

simples),

disminucion de la base de las espinas retorso-serradas, presencia de

"cicatrices", entre ellas las estomaticas, en la superficie del fruto deshidratado.

8.11 La didspora de S. deppe/ presenta en el transcurso de su desarrollo y
deshidratacion natural un conjunto de mecanismos, estructuras anatémicas y
quimicas relacionadas con la adquisicion de sus estados de reposo y latencia.
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