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Resumen

Brosimum alicastrum Sw. (Moraceae), es un arbol que se distribuye en México en las
vertientes del Golfo y Pacifico, desde Tamaulipas hasta Yucatan, y desde Sinaloa hasta
Chiapas, principalmente en regiones tropicales, aunque también se puede encontrar en
zonas semiaridas, por lo que es resistente a las sequias. Se conoce comunmente como
Ramon, capomo, ojite y ojoche. Tiene diversos usos alimenticios, medicinales, maderables
y ornamentales; en particular, las hojas, frutos y semillas presentan un alto valor nutritivo.
Estas caracteristicas posicionan a la especie como un recurso forestal potencial en la
recuperacion de suelos, como mitigante del cambio climatico y complemento en la demanda
nacional de granos alimenticios, por lo que la especie fue integrada dentro del Sistema
Nacional para la Cruzada Nacional contra el Hambre. En el presente trabajo se determind la
morfologia, estructura e histoquimica de las inflorescencias, fruto y semilla de B. alicastrum
para determinar las caracteristicas de los 6rganos reproductivos de la especie que participan
en la constitucion de frutos y semillas maduros. Se us6 material biolégico en diferentes
etapas de desarrollo que se proceso utilizando técnicas anatémicas e histoquimicas, de
microscopia oOptica y de microscopia electronica de barrido. Se observaron inflorescencias
globosas que corresponden a un receptaculo cubierto en la superficie por bracteas peltadas,
pubescentes. Se establecid que la especie tiene tres morfos florales; inflorescencia unisexual
pistilada con una sola flor sin perianto, representada por un ovario infero fusionado en su
base con el receptaculo y que deja expuesto un estilo con estigma bifurcado; inflorescencia
unisexual estaminada con flores de un estambre sin perianto, filamento recto y grueso, antera
bilocular con dehiscencia circunscisil; inflorescencia bisexual con flores estaminadas y una
flor pistilada, que no desarrolla semilla. La semejanza estructural entre el tejido del
receptaculo de la inflorescencia pistilada y la pulpa del fruto permiten proponer que éste
derive del primero. A su vez, el endocarpo se propone que se derive de la pared del ovario
y en etapa madura presenté consistencia coriacea sin lignina pero si con células tanificadas;
por ello, al fruto se le consideré como drupaceo, conteniendo una semilla que en la madurez
presenta dos cotiledones desiguales con laticiferos, proteoplastos y taninos fendlicos,
endospermo ausente 0 s6lo con escasos restos; les rodea una cubierta seminal delgada y
lignificada. La pulpa jugosa y dulce tiene laticiferos conteniendo glucoproteinas e idioblastos
con taninos. Histoguimicamente se detecto la presencia de glucoproteinas en fruto y semilla

y proteinas y almidén en proteoplastos y parénquima de cotiledones.



1. Introduccion

Brosimum alicastrum es un arbol perteneciente a la familia Moraceae que se distribuye
en las zonas tropicales y subtropicales de las costas del Golfo y Pacifico en México, a
través de Centroamérica hasta Sudamérica en Colombia, Venezuela y Pera y en el
Caribe (Carvajal, 2007). Es una de las especies dominantes de las selvas altas
perennifolias, medianas subperennifolias y subcaducifolias de México (Pennington y
Sarukhan, 1998; CONABIO, 2009). En el estado de Yucatan, la Comisién Nacional
Forestal (CONAFOR) ha definido al Ramon como una especie Prioritaria para sus
Programas de Conservacion y Restauracion de Ecosistemas Forestales (Morales Ortiz y
Herrera Tuz, 2009).

Es conocido con mas de 50 nombres comunes, principalmente de lenguas
indigenas de México, el que sobresale es Ramon, por la accion de “ramonear” que se
refiere a que el ganado consume las semillas y hojas del arbol (Meiners et al., 2009).
También se conoce como ojite, ojoche y capomo (Pardo-Tejeda y Sanchez-Mufioz,
1981).

En la actualidad se aprovechan todas las partes del arbol: las hojas y frutos como
forraje para ganado, especialmente en épocas de sequia; productos maderables por sus
buenas cualidades fisicas; como medicina o bebida, ya que sus frutos maduros tienen
un sabor dulce agradable, y las semillas tostadas se usan mezcladas con maiz cuando
este escasea 0 para hacer una bebida sustituto del café (Pennington y Sarukhan, 1998).

El valor nutricional de las hojas, frutos y semillas es elevado, incluso superior al

gue se encuentra en granos de cultivo tradicional, como el maiz (Pardo-Tejeda y



Sanchez-Mufoz, 1981; Ramirez-Sanchez et al., 2017). La harina de semilla de Ramén
es un recurso natural subutilizado, rico en fibra, minerales y compuestos bioactivos que
pueden usarse para mejorar las propiedades de los alimentos ricos en almidén, como la
tortilla de harina de trigo (Larqué-Saavedra, 2014; Carter, 2015; Subiria-Cueto et al.,
2019).

Debido a su amplia distribucién en México, diversidad de usos y valor nutritivo, el
arbol de Ramon se ha propuesto como un modelo de recurso forestal que se puede
incorporar a las cosechas anuales de granos como una alternativa que contribuya a la
alimentacion humana y se pueda reincorporar a nivel nacional como una alternativa
alimentaria y disminuya la importacién de granos (Larqué-Saavedra, 2011).

El establecimiento de plantaciones masivas del arbol de Ramon contribuiria a la
recuperacion de terrenos abandonados y a la captacion de carbono (Larqué-Saavedra,
2011, 2013, 2014), con lo que se pretende mitigar el cambio climético, concepto
planteado en la Reunidon Nacional sobre Brosimum alicastrum “El sector forestal en
apoyo a la cruzada contra el hambre y el cambio climatico” (Larqué-Saavedra, 2015),
basado en el Decreto por el que se establece el Sistema Nacional para la Cruzada contra
el Hambre (SEDESOL, 2013).

En cuanto a estudios morfolégicos sobre inflorescencias, frutos y semillas de
Brosimum, Romaniuc-Neto y Wanderley (1992) describen a las inflorescencias de
Brosimum como globosas u ovoides, con una sola flor femenina inmersa en el
receptaculo y rodeada por flores masculinas; asi mismo, Barroso et al. (2002, en Oyama

y Souza, 2011), mencionan que las inflorescencias son capitadas, bisexuales y que la



superficie externa de la inflorescencia se encuentra revestida por bracteas circulares y
peltadas.

Los estudios que enfocan la morfologia reproductiva de la familia Moraceae, estan
concentrados principalmente en los géneros Ficus, Morus, Dorstenia y Artocarpus
(Jacomassi et al., 2010). En el fruto de Sorocea bonplandii (Souza y Rosa, 2005), la
pulpa carnosa deriva conjuntamente del perigonio (o perianto) y del hipantio (receptaculo
de la flor), definiendo al fruto como pomaceo. En cambio, el fruto Maclura tinctorea) es
multiple constituido de pequefias drupas y la pulpa carnosa deriva del perigonio y del eje
de la inflorescencia (Oyama y Souza, 2011).

Considerando estos ejemplos, es evidente la variacion y las caracteristicas
particulares entre los ejemplares de Moraceae, lo que refleja la dificultad para comparar
entre diferentes géneros de la familia. Asi, para el presente trabajo se abre la posibilidad
de cotejar los resultados con los estudios morfo-anatomicos de Brosimum gaudichaudii
(Jacomassi et al., 2010; Leite et al., 2018), en los que se caracteriza la estructura e
histoquimica de las inflorescencias, fruto y semilla de la especie, donde la flor masculina
esta formada por un estambre envuelto por bractéola y la flor femenina constituida por
un pistilo infero con cinco carpelos de los cuales s6lo uno se desarrolla; el endocarpo
esta esclerificado y hay presencia de laticiferos en el receptaculo, pedunculo, pulpa del
fruto maduro y en el embrién; también se encuentran idioblastos fendlicos distribuidos
en la inflorescencia y el fruto.

Estos estudios son una muestra de la gran diversidad de estructuras florales en la
familia Moraceae, y resalta la importancia de ampliar la informacion que permita

fundamentar de manera mas clara cuales son los 6rganos y estructuras que participan



en la constitucion de los frutos y semillas, asi como establecer estructuralmente la
riqueza nutricional de los mismos.

El estudio morfolégico, anatémico e histoquimico de los érganos reproductores de
la especie Brosimum alicastrum pretende contribuir al conocimiento preciso de éstos y
representa una base fundamental que apoya los estudios previos (Morales Ortiz y
Herrera Tuz, 2009), principalmente en la Peninsula de Yucatan.

B. alicastrum se ha investigado respecto a su distribucién, propagacion sexual y
asexual (Larqué-Saavedra, 2011), ecologia y uso pecuario (Hernandez et al., 2014),
consumo humano (Carter, 2015; Acosta y Martinez-Ruiz, 2017; Martinez-Ruiz et al.,
2019); sin embargo, no se encontraron reportes de estudios estructurales de la
inflorescencia, infrutescencia y semilla, por lo que se consideré oportuno realizar el

estudio estructural e histoquimico de los 6rganos reproductores de la especie.



2. Antecedentes

2.1 Familia Moraceae

La familia Moraceae, incluida dentro del orden Rosales (sensu APG 1V, 2016),
forma el clado Urticoide junto con Urticaceae y Cannabaceae, y tiene como grupo
hermano a la familia UiImaceae (Zhang et al., 2011). Esta constituida principalmente por
arboles (Berg, 2005), aunque en sus habitos de crecimiento se encuentran arbustos,
hierbas, trepadoras y hemiepifitas (Carvajal, 2012; Simpson, 2019).

Se caracteriza por presentar laticiferos en toda la planta, que son no articulados y
ramificados (Marinho y Teixeira, 2019); el latex comunmente de color blanco (Clement y
Weiblen, 2009; Carvajal, 2007). La produccion de latex actia como una defensa de la
planta contra los herbivoros (Agrawal y Konno, 2009), contiene proteinas, alcaloides y
lipidos, incluyendo terpenos (Marinho y Texeira, 2019).

Esta representada por 37 géneros y cerca de 1,100 especies (Rohwer y Berg,
1993; Berg, 2005; Carvajal, 2007), distribuidas en regiones tropicales y subtropicales,
donde es una de las familias mas exitosas; algunas también, se pueden encontrar en
climas templados (Corner, 1976; Niembro, 1989). Presentan inflorescencias axilares,
tipicamente en pares, cubiertas o no de bracteas (Berg et al., 2006).

Las moraceas exhiben una gran diversidad de rasgos morfoldgicos, entre los
cuales Clement y Weiblen (2009) destacan la arquitectura de las inflorescencias; éstas
pueden ser unisexuales o bisexuales, racemosas 0 cimosas a complejamente capitadas;
o pueden ser inflorescencias pistiladas algunas veces unifloras (Rohwer y Berg, 1993);

receptaculo carnoso multi a unifloro, bracteado (Berg, 1972, 2005; Carvajal, 2007). Sus



flores se insertan en inflorescencias y son unisexuales (diclinas), libres o connadas o
también adnadas al receptaculo (Berg et al.,, 2006); sin perianto (aclamideas) o
monoclamideas si esté presente.

Las flores estaminadas con (1-) 4 (-6) estambres, poseen de dos a cuatro tépalos
libres o connados o perianto diminuto o carente; filamentos libres o connados, rectos o
flexionados antes de la antesis, pistilodio presente o0 ausente; las anteras
tetraesporangiadas o biesporangiadas (Leite et al., 2018) con dos tecas (Berg et al.,
2006). Las plantas de Moraceae son polinizadas por viento o por insectos (Simpson,
2019).

Las flores pistiladas sincarpicas, 2(3) carpelos (Simpson, 2019), presentan cuatro
tépalos libres o connados, sin remanente de estambres, ovario unilocular, supero a
infero, estilos y/o estigmas uno o dos (tipicamente 2), 6vulo (1) anatropo a campilétropo,
crasinucelado y bitégmico. Placentacion apical o (sub) apical (Rohwer y Berg, 1993; Leite
et al., 2018).

El fruto en forma de aquenio o parecido a una drupa, con el perianto carnoso y
envolvente; cuando son frutos pequefos pueden agruparse en un sincarpo (conjunto de
frutos unidos entre si, procedente de varias flores distintas), o puede nacer sobre un
receptaculo carnoso (Carvajal, 2007; Niembro, 1989; Simpson, 2019).

La semilla es una por unidad de fruto, albuminosa (reserva alimenticia en forma
de endospermo) o exalbuminosa (sin endospermo y con el embridén ocupando todo el
interior de la semilla) (Simpson, 2019); son grandes sin endospermo, 0 pequefias y con
endospermo (Niembro, 1989), encerradas por el endocarpo o pericarpo. La cubierta

seminal es membranosa, de paredes marrones y delgadas, o con muchas células con



paredes engrosadas y llenas de almiddén. El tegmen es aplastado, no especializado o
persistente (Corner, 1976).

El embrién es curvo o recto, pequefio o grande, con dos cotiledones planos y
delgados, o bien, gruesos y carnosos, iguales o dispares, en donde uno es grande y el
otro pequenio, la radicula es corta. El endospermo es nuclear y oleaginoso (Corner, 1976;
Niembro, 1989; Carvajal, 2007).

La morfologia de los frutos y semillas ha sido ampliamente estudiada, pero no
existe un acuerdo general en su clasificacion e interpretacion, por lo que se necesitan
mas investigaciones con enfoque estructural para dar un acercamiento primordial al
problema (Oyama y Souza, 2011).

Con base en la revision de literatura, de herbarios y trabajo de campo, Carvajal
(2012) propone que, en México, la familia Moraceae esté representada por 12 géneros y

62 especies, muchas de ellas con importancia ornamental, alimenticia e industrial.

2.2  Género Brosimum

Berg (2001) reduce de siete a cinco, el niumero de tribus de Moraceae del
neotrépico: Artocarpeae, Castilleae, Ficeae, Moreae y Dorstenieae, después de haber
incluido a la antigua tribu Brosimeae (Berg, 1972) en la Tribu Dorstenieae, donde se
encuentra ubicado el género Brosimum hasta la actualidad (Stevens, Version 14, julio
2017). Diversos autores (Berg, 1972; Carbajal, 2007) caracterizan al género con
especies de distribucion neotropical, como arboles monoicos o dicoicos. Normalmente,

los sexos estan separados (dioicos), pero en algunos casos se pueden encontrar arboles



monicos (Pardo-Tejeda y Sanchez-Muafioz, 1981). Algunas especies presentan latex
blanco o amarillo, dulce o0 amargo en grandes cantidades (Berg, 1972).

Las inflorescencias son unisexuales o bisexuales, pedunculadas, sub-globosas,
entre otras, con el receptaculo al inicio completamente cubierto con bracteas peltadas y
redondas. Flores estaminadas varias a numerosas y se distribuyen en la superficie del
receptaculo, sumergidas en la inflorescencia. Cada flor estaminada tiene un estambre
con antera peltada, dehiscencia circunscisil y esta rodeado por bracteas peltadas y
circulares; ademas se puntualiza que algunas veces hay una flor abortiva en la
extremidad de las inflorescencias estaminadas (Pardo-Tejeda y Sanchez-Mufioz, 1981).

Las descripciones coinciden en que el perianto va desde bien desarrollado a
vestigial o carente; estambres 1 a 4; anteras latrorsas a extrorsas, pistilodio ausente. Las
flores pistiladas 1 a varias, embebidas en el receptaculo; ovario con perianto connado o
adnado al recepticulo, estigmas 2; testa con partes engrosadas, algunas veces
vascularizada; embrién transverso a oblicuo, cotiledones iguales o desiguales (Berg,
1972, 2001; Carvajal, 2007).

El fruto globoso a sub-globoso envuelto por el receptaculo agrandado y
envolvente, carnoso, con frecuencia coloreado y manteniendo restos de bracteas en su
superficie; endocarpo crustaceo a casi lefioso. Semilla grande y sin endospermo,
embrion con cotiledones gruesos, iguales o desiguales (Carvajal, 2007) y cubierto, segun
Pardo-Tejeda y Sanchez-Mufioz (1981), por una testa delicada y vascularizada.

Este género estd compuesto por 13 especies, de las cuales, solo tres estan
presentes en la Republica Mexicana: Brosimum latescens, Brosimum guianense y

Brosimum alicastrum (Carvajal, 2012).



2.3 Brosimum alicastrum Sw.

Brosimum alicastrum, conocido como Ramoén, es un arbol perenne que se
distribuye en regiones tropicales y hiumedas del pais, de las costas del Golfo y Pacifico
hasta los 800 metros sobre el nivel del mar; desde el sur de Tamaulipas y San Luis Potosi
hasta Quintana Roo y la peninsula de Yucatan y desde Sinaloa hasta Chiapas
(Pennington y Sarukh&n, 1998). Su distribucion se extiende por Centroamérica, desde
Belice a Nicaragua y hasta Sudamérica, en Colombia, Venezuela, Peru y Brasil, y en el
Caribe, en Cuba y Jamaica (Carvajal, 2012).

Es una de las especies dominantes de las selvas altas perennifolias, medianas
subperennifolias y subcaducifolias (Pennington y Sarukhan, 1998). También se puede
encontrar en zonas semiaridas. La distribucion geogréfica de esta especie (Fig. 1) la
posiciona como una de las mas extensamente distribuidas en México (Pardo-Tejeda y

Sanchez Mufioz, 1981).

Fig. 1 Distribucién geografica de Brosimum alicastrum en México. Tomado de Pennington y Sarukhan, 2005, en

Meiners et al., 2009.
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Es un arbol dioico, condicion que Berg (1972) pone en duda al marcarlo con
interrogacion y Penington y Sarukhan (1998) lo describen como especie monoica o
dioica; su altura es de mas de 35 m y hasta 40 m, 1.5 m de diametro en el tronco, con
contrafuertes bien formados y corteza de color gris a gris pardo, lisa en arboles jévenes,
0 escamosa en individuos antiguos (Fig. 2A) (Pennington y Sarukhan, 1998).

El latex es blanco a amarillo (Berg, 1972). Las hojas presentan estipulas, que
dejan una cicatriz en forma de anillo, son alternas, glabras, simples, coriaceas, con
nervaduras laterales, ovadas, elipticas o lanceoladas con margen entero, 4pice de agudo
a acuminado, base de obtusa a aguda (Fig. 2B) (Peters y Pardo-Tejeda, 1982).

Las inflorescencias son axilares, unisexuales, solitarias, generalmente globosas
aunque también pueden ser sub-globosas o elipsoidales, pedunculos de hasta 15 mm
de largo, bracteas que varian en tamafio, desde 0.2 a 2 mm de didmetro, con tricomas
(Carvajal, 2007, 2012); Pennington y Sarukhéan (1998), refieren a las inflorescencias
como cabezuelas axilares cuya superficie estd cubierta por numerosas escamas
peltadas (en vez de bracteas peltadas), persistentes en el fruto; también sefalan que en
la superficie se insertan muchas flores masculinas e inmersa una sola flor femenina, de
ahi su mencioén de arboles monoicos.

Florece principalmente entre noviembre y febrero y maduran desde marzo hasta
junio (Pennington y Sarukhan, 1968); aunque pueden encontrarse flores en otras

temporadas (Pardo-Tejeda y Sanchez-Mufioz, 1981).
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Fig. 2 Corteza, hojas, inflorescencias y fruto de Brosimum alicastrum. A. Corteza. B. Hojas. C. Inflorescencia
pistilada. D. Inflorescencia estaminada. E. Fruto maduro (amarillo), fruto inmaduro (verde). Fuente: Herbario CICY,

Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C.
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Las inflorescencias pistiladas (Fig. 2C) por lo general unifloras, inmersas en el
receptéculo, con un estilo largo, de hasta 8 mm y dos estigmas desiguales en longitud;
el extremo del estilo con dos estigmas recurvados se proyecta afuera del receptéculo. El
ovario es infero, unilocular, con un solo évulo (Carvajal, 2007; Pennington y Sarukhan,
1998). Berg (2001), menciona que esta especie produce primero inflorescencias
predominantemente pistiladas y después predominantemente estaminadas.

Berg (1972) y Carvajal (2007) describen a las inflorescencias estaminadas (Fig.
2D) con una flor pistilada central, abortiva, lo cual corresponde a una inflorescencia
bisexual, cuyo desarrollo a menudo es fallido; esta caracteristica hace que Berg (1972)
sostenga que la especie no es estrictamente dioica.

Para la descripcion de la inflorescencia estaminada indica que estéd rodeada de
numerosas flores masculinas en las que el perianto estid ausente o presente pero
diminuto. Berg (1972) y Carbajal (2007) describen a nivel de especie, la informacion que
Pardo-Tejada y Sanchez-Mufioz (1981) dieron para el género Brosimum: el androceo
esta representado por un estambre con filamento y conectivo ancho, antera peltada,
tecas fusionadas y dehiscencia circunscisil y rodeado de bracteas peltadas.

El fruto es subgloboso de 2 a 2.5 cm de diametro, las bracteas son persistentes,
el pericarpio es carnoso de color amarillo o anaranjado en la madurez (Fig. 2E) (Pardo-
Tejeda y Sanchez-Mufoz, 1981). La semilla tiene un diametro de hasta 2 cm, con dos

cotiledones, rodeada de una testa papiracea amarillenta (Pennington y Sarukhan, 1968).
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2.3.1 Brosimum alicastrum Sw., subespecie alicastrum y subespecie

bolivarense

La especie Brosimum alicastrum Sw., se divide en dos subespecies segun una
notable diferencia en las anteras (Berg, 1972; Carvajal, 2012): Brosimum alicastrum Sw.,
subespecie alicastrum, que se caracteriza por tener anteras peltadas, con tecas
fusionadas y dehiscencia circunscisil, y Brosimum alicastrum Sw., subespecie

bolivarense, que posee anteras con tecas libres y dehiscencia lateral.

2.4  Usos del Ramon

Esta especie ha sido y continGia siendo muy atractiva para los habitantes de la
Peninsula de Yucatan por sus mdltiples usos, ya que todas las partes del arbol son
aprovechadas y tiene importancia econdmica; las hojas y frutos se usan como forraje
para ganado, especialmente en las épocas de sequia (Pennington y Sarukhan, 1968),
ademas produce dos veces mas forraje que otras especies utilizadas como pasturas. La
pulpa del fruto es comestible y las semillas tostadas o molidas se utilizan como sustitutos
del café y, se prepara harina para elaboracion de pan y tortillas (Larqué-Saavedra, 2013).

A partir de observaciones arqueolégicas en ruinas Mayas, donde este arbol
domina la vegetacion, Puleston (1968) describe la importancia de B. alicastrum en esta
cultura; menciona que existe evidencia de que los mayas tenian técnicas de arboricultura
bien desarrolladas y hacian uso de varios frutos, entre ellos los de B. alicastrum, que
representaba la base para la subsistencia en temporadas en las que otros cultivos eran

escasos.
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También tiene usos en la medicina tradicional, donde se usan las hojas, el jugo
de los frutos y latex en tratamientos contra la tos, asma y bronquitis. El latex se utiliza
con estimulante para la produccion de leche durante la lactancia (Berg, 1972). Tiene un
menor uso como recurso maderable, donde se utiliza en la construccion de muebles,
herramientas, empaques o combustible (Pardo-Tejeda y Sanchez-Mufioz, 1981).

La especie se caracteriza por ser de alto valor nutritivo; las hojas y los frutos
contienen un alto porcentaje de proteina cruda, incluso mas alto que el maiz; la semilla
presenta cuatro veces mas triptéfano que este grano (Pardo-Tejeda y Sanchez-Mufioz,
1981, Peters y Pardo-Tejeda, 1982), es baja en grasa y posee alto contenido en fibra y

acido félico (Larqué-Saavedra, 2014).

25 Ubicacion taxondmica

La tabla 1 muestra la clasificacion taxondmica de Brosimum alicastrum subsp
alicastrum, comparando la clasificaciéon tradicional de Cronquist, 1981 y la clasificacién
de Stevens (Version 14, Julio 2017) y Berg (1972, 2001), este Ultimo autor establece dos

subespecies alicastrum y bolivarense.
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Tabla 1 Ubicacion Taxondmica de Brosimum alicastrum

Clasificacion clasica
(Cronquist, 1981)

Clasificacion filogenética APG (2017) hasta familia

y tribu.

Clasificacion de Berg (1972, 2001) desde tribu
hasta sub-especie.

Reino
Subreino
Divisién
Clase
Subclase

Orden

Familia

Género

Especie

Plantae
Tracheobionta

Magnoliophyta

Magnoliopsida
Hamamelidae
Urticales
Moraceae

Brosimum

Brosimum alicastrum
Sw. 1788

Clado
Clado
Clado

Clado
Orden
Familia
Tribu

Género
Subgénero A
Subgénero A,
Seccion 1

Especie

Subespecies

Angiospermae/Magnoliophyta
Dicotiledoneas verdaderas

Nucleo de las Dicotiledoneas
verdaderas

Rosides

Rosales Perleb

Moraceae Gaudichaud
Dorstenieae Dumortier

Brosimeae sensu Berg (1972)
incluida en Dorstenieae Berg (2001)
Brosimum Swartz

Brosimum

Brosimum

Brosimum alicastrum Swartz

alicastrum y bolivarense

16



3. Objetivos

3.1 General

> Describir la morfologia y estructura de los érganos reproductivos sexuales de

Brosimum alicastrum.

3.2 Especificos

> Determinar las caracteristicas morfologicas y estructurales de las inflorescencias
estaminada, bisexual y pistilada, antes de la antesis y durante la antesis.

> Describir la anatomia del fruto y semilla en algunas etapas de su desarrollo.

» Caracterizar histoquimicamente los tejidos de las estructuras estudiadas.

> Analizar los resultados anatémicos e histoquimicos para precisar las caracteristicas
estructurales de los 6rganos reproductivos y la calidad nutricional de los frutos y

semillas.

17



4. Material y Método

4.1 Recoleccién del material vegetal

El material de estudio comprendié la recoleccion de inflorescencias pistiladas,
estaminadas y bisexuales, y de frutos en tres etapas de desarrollo: inmaduros, maduros
y una etapa intermedia. La colecta se realizé en la ciudad de Mérida, Yucatan, en el
Parque Cientifico y Tecnoldgico, ubicado en Carretera Sierra Papacal Chuburna Puerto
km. 5, Sierra Papacal (21°07'44.4"N, 89°46'49.0"W), durante 2016, 2017 y julio de 2018.

Las muestras colectadas fueron provenientes de arboles cultivados.

4.2 Procesamiento de material vegetal

4.2.1 Fijacion

Las muestras de inflorescencias y frutos en algunas etapas de desarrollo y
maduros, cortados sagital y trasversalmente, se fijaron en FAA (Formaldehido 10% —
Acido Acético 5%— Alcohol etilico 50%- Agua 35%) por 10 dias. Este material se dividi6
en tres grupos, con las mismas etapas de desarrollo: una para su estudio
macrofotografico, otra para su inclusion en parafina y su estudio con microscopia Optica,

y una mas para su estudio con microscopia electrénica de barrido.

4.2.2 Deshidratacion
Las muestras fijadas se lavaron por 4 horas en agua corriente. Se inicio el tren de

deshidratacion con alcoholes etilicos graduales: 30%, 50%, 70%, 85% y 96% y por ultimo
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dos cambios con alcohol absoluto (100%); las muestras se mantuvieron en cada agente

deshidratante durante 2 horas.

4.2.3 Inclusion

Después del ultimo lavado en alcohol al 100%, los tejidos se colocaron en una
mezcla de alcohol absoluto-xileno 1:1 por 1 hora y finalmente en xileno puro, durante 30
minutos. Posteriormente se realizaron cambios en mezclas de xileno-paraplast 1:1 y
xileno-paraplast 1:2 por 12 horas cada uno y paraplast puro por 24 horas; estos tres
cambios se realizaron en estufa de temperatura controlada de 50°C + 2.

La inclusion se realizdé en moldes cubicos de metal sobre una placa de vidrio, para
recibir paraplast fundido en una estufa a 50°C, y se coloco la muestra hasta el fondo del
cubo orientdndola para la obtencién de cortes longitudinales o transversales. Para
orientar las muestras se utilizé una aguja de diseccion caliente y al mismo tiempo se
eliminaron las burbujas de aire. Los bloques se mantuvieron a temperatura ambiente

(25°C) por 24 horas, antes de sacarlos del molde.

4.2.4 Obtencion de cortes

Los bloques de parafina con las muestras incluidas se separaron de los cubos de
metal y se fijaron a una base cubica de madera adecuada para el microtomo de rotacion
American Optical modelo 820.

Se obtuvieron cortes de 10 um de grosor, los cuales se extendieron sobre un bafio
de flotacion, se recogieron en portaobjetos que fueron marcados con numeracion seriada

para su posterior seleccion para las tinciones.
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4.2.5 Desparafinacion

Los portaobjetos con cortes secuenciales se seleccionaron alternadamente para
las diferentes tinciones. Los portaobjetos seleccionados se mantuvieron en la estufa
durante 30 minutos a 50°C, posteriormente se colocaron en xileno puro y se realizaron 3

cambios en este solvente cada 3 minutos.

4.2.6 Hidratacion de los cortes
Los cortes se sumergieron inmediatamente en una serie de alcoholes graduales
descendentes, empezando con alcohol absoluto-xileno 1:1 y alcoholes 100%, 96%, 85%,

70%, 50% y 30% hasta agua, durante 3 minutos cada cambio.

4.3 Pruebas Histoquimicas
Las muestras se tifieron siguiendo las técnicas histoquimicas descritas por

Johansen (1940):

e Acido peryodico- reactivo de Schiff (APS): para la deteccion de polisacaridos
insolubles que se tifien de rosa o purpura (Johansen, 1940).

e Azul negro de naftol (ANN): las proteinas se tifien de azul (Lopez et al., 2005)

e Tincién doble Acido Peryddico-Reactivo de Schiff (APS)-Azul negro de naftol (ANN):
tifie los polisacaridos insolubles, entre ellos almidon, de rosa a purpura y las proteinas
en azul.

e Cuadruple de Johansen: tifie las paredes de células lignificadas de color rojo brillante,
las paredes celulares cutinizadas de purpura rojizo, las paredes suberizadas se tifien

de rojo, de naranja verdoso las paredes celulares de celulosa, el citoplasma de
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naranja brillante y los granulos de almidon purpura con halos verdes o naranjas y los

granos de proteina azules (Johansen 1940).

4.4  Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Las muestras destinadas a la observacion con microscopia electronica de barrido
fueron pasadas después de alcohol absoluto a mezclas de etanol-acetona 1:1, 1:2, para
finalizar con tres cambios de acetona pura, cada cambio se realiz6 durante 15 minutos.
Posteriormente se proceso en una desecadora de punto critico en CO2 modelo CPD-030
Bal Tec. Luego se colocaron y orientaron sobre los portamuestras de aluminio con cinta
conductiva de carbdn de doble cara. Posteriormente se cubrieron con una capa fina de
iones de oro en una ionizadora Denton Vacuum Desk Il. Las observaciones se realizaron

en un microscopio electrénico de barrido (MEB) Jeol JSM5310-LV a 15 kV.

4.5 Macrofotografia y microfotografia

Se separaron muestras de inflorescencias y frutos en diferentes etapas de
desarrollo para su registro fotografico macroscopico utilizando un microscopio
estereoscoépico Zeiss Stemi SV6 y la captura digital se realiz6 con una camara Canon
EOS Rebel T6i 24 Mp. Los cortes histolégicos se fotografiaron con un microscopio éptico

Olympus Provis AX70 con una cadmara Evolution 5 Mp.

21



5. Resultados

En la recoleccion de inflorescencias, se distinguieron inflorescencias lisas,
correspondientes a pistiladas, e inflorescencias rugosas, correspondientes a
estaminadas y bisexuales.

El analisis de la superficie de las mismas, con el microscépico estereoscoépico
permitid reconocer, en la inflorescencia lisa, un estilo con estigma bifurcado y la
presencia de bracteas peltadas y fimbriadas, en toda la superficie, por lo que se le
identific6 como una inflorescencia pistilada.

Las inflorescencias rugosas mostraron diferencias entre si identificandose dos
tipos: en uno se observo sélo la presencia de estambres distribuidos en toda la superficie
de la inflorescencia, rodeados por bracteas peltadas, con las anteras peltadas, globosas
y cerradas o abiertas en forma circular, y se identific6 como inflorescencia estaminada.
El segundo tipo de inflorescencia rugosa presenté ademas un estilo con estigma
bifurcado rodeado de estambres iguales a los del tipo estaminada, por lo que se le
denomind inflorescencia bisexual. En ambas inflorescencias rugosas se observaron
bracteas, peltadas y fimbriadas entre los estambres.

El analisis anterior permitié reconocer tres tipos de inflorescencias de Brosimum
alicastrum: pistiladas, estaminadas y bisexuales que se presentan en cabezuelas

axilares, individuales, globosas o subglobosas y pedunculadas.
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5.1 Inflorescencia pistilada

La inflorescencia pistilada de Brosimum alicastrum es una cabezuela axilar,
individual, globosa, oval o esférica, pedunculada, con cuatro bracteas basales (Fig. 3A).
Presentd una flor apical con ovario infero incluido y fusionado en su base con el
receptaculo; no se observé ninguna estructura que semejara perianto de la flor pistilada
(aclamidea), presento6 un estilo exerto con un estigma bifurcado recurvado hacia adentro
y papiloso (Fig. 3B-C). La superficie del receptaculo se observo cubierta de bracteas
circulares, peltadas, pubescentes por la presencia de tricomas unicelulares, no
glandulares, tanto en el margen como en la lamina de las bracteas (Fig. 3D-F).

Con el andlisis microscépico se observé que el parénquima del receptaculo esta
constituido por dos regiones: una regién de paréngquima denso con células sin espacios
intercelulares, isodiamétricas y con contenido celular, entre las cuales se encuentran
haces vasculares que provienen del haz vascular ramificado del pedunculo, que
conectan con cada una de las bracteas; la otra regién del parénquima presenta células
con grandes espacios intercelulares, denominado parénquima esponjoso (Fig. 4A). En
este dltimo se diferencian laticiferos que por su reaccion con la tincion doble Acido
Peryddico-Reactivo de Schiff (APS)-Azul negro de naftol (ANN) contienen glucoproteinas
(Fig. 4B) y que van aumentando en numero con la maduracion del fruto; también se
observaron idioblastos que por su reaccién con la tincibn Cuadruple de Johansen

contienen taninos (Fig. 4C).
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Fig. 3 Inflorescencia pistilada. A. Inflorescencia femenina joven, se observa el pedinculo, bracteas basales, bracteas
peltadas sobre la superficie y el estilo. B. Inflorescencia pistilada con estilo exerto y estigma bilobular, y bracteas en la
superficie. C. Estigma bifurcado y papiloso. D. Superficie de inflorescencia pistilada, detalle de las bracteas peltadas.
E. Superficie de inflorescencia pistilada con bracteas peltadas y pubescentes (MEB). F. Bractea peltada de la
superficie, con detalle de tricomas unicelulares (MEB). Br, bracteas peltadas; Brb, bracteas basales; Pa, papilas; Pd,

pedunculo; Tr, tricomas; Sg, estigma; St, estilo.
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Fig. 4 Cortes longitudinales de inflorescencia pistilada y fruto joven con semilla. A. Se observa pared del
receptaculo con parénquima denso y esponjoso. El haz vascular de las bracteas se encuentra en el parénquima
esponjoso (Tincion Azul Negro de Naftol). B. Detalle de implantacion de bracteas, se observan idioblastos con taninos
y haces vasculares de la bractea (Tincion doble Acido Peryddico-Schiff- Azul Negro de Naftol). C. Bractea en la
superficie del receptaculo (Tincion Cuadruple de Johansen). D. Ovario infero inmerso en el receptaculo, con un léculo
ocupado por un 6vulo campilétropo, se observa parte del estilo (Tincién Cuadruple de Johansen). E. Se observa pared
del receptaculo; la implantacién de las bracteas ocupa la mitad del tejido parenquimético con irrigacion vascular y
presencia de laticiferos, el endocarpo, como una capa de células compactas, y la cubierta seminal, como una capa de
células irregulares, una parte del embrion mostrando radicula y cotiledones (Tincion Cuadruple de Johansen). Br,
bracteas peltadas; Co, cotiledones; Cs, cubierta seminal; Ec, endocarpo; Hv, haces vasculares; Id, idioblasto; Lo,

I6culo del ovario; Ov, 6vulo; Pr, pared del receptaculo; Rd, radicula; St, estilo.
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El ovario present6 un léculo en el cual se observé un 6vulo apical, campilétropo,
bitégmico, con tegumentos rudimentarios, crasinucelado (Fig. 4D), que prospera y se
desarrolla en una semilla con una cubierta seminal correspondiente a una membrana
delgada de algunas capas de paredes celulares lignificadas adosadas al embrion (Fig.

4E).

5.2 Inflorescencia estaminada

La inflorescencia estaminada al igual que la pistilada, es una cabezuela axilar,
individual, subglobosa, pedunculada, que presenta cuatro bracteas basales. La
superficie esta cubierta por multiples flores masculinas (Fig. 5A-B), cada una constituida
por un estambre sin perianto (aclamidea), con una antera peltada, bilocular (o diteca),
biesporangiada, basifija y con dehiscencia circunscisil (Fig. 5C-D). El filmento de los
estambres de las flores masculinas surge de la axila de las bracteas peltadas, que
presentan tricomas unicelulares, no glandulares, en su borde (Fig. 5E).

Las inflorescencias masculinas, en las primeras etapas de desarrollo, mostraron
primordios de estambres incluidos en el tejido parietal del receptaculo, regién donde
también se distingue parénquima denso y parénquima esponjoso, y bracteas peltadas
sobre la superficie. En esta etapa se observaron en la base de los primordios de
estambres, pequefias estructuras con forma de brotes foliares que pudieran
corresponder a un perianto (Fig. 6A), pero cuando las anteras estuvieron bien
constituidas, ya no se observaron estas estructuras y los filamentos solamente estaban

rodeados por las bracteas peltadas (Fig. 6B).
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Fig. 5 Inflorescencia estaminada. A. Inflorescencia masculina con pendinculo y estambres. B. Corte longitudinal
de inflorescencia masculina con estambres en la superficie, sin flor femenina. C. Detalle de los estambres con
dehiscencia circunscisil. D. Corte longitudinal de inflorescencia masculina, muestra estambres en formacion, con
anteras biloculadas y biesporangiadas, cubiertos por bracteas peltadas. E. Bracteas peltadas con tricomas en el
margen (MEB). An, antera; Br, bracteas peltadas; Es, estambres; Fi, filamento, Hv, haces vasculares; Pd, pedinculo;

St, estilo; Tr, tricomas.

Las anteras estan conformadas por dos tecas fusionadas circularmente, cada teca
con un solo loculo sin septos, con un endotecio de grandes células prismaticas de
paredes gruesas y un tapete de células aplanadas uninucleadas; el flamento mostré una

apariencia recta y gruesa, esta vascularizado y presento idioblastos con taninos en el
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tejido conectivo (Fig. 6C); en su apice presento el tejido conectivo de la antera rodeado
por las dos tecas fusionadas (Fig. 6D). No se pudo concluir si los granos de polen son

biporados como se establece en la descripcidn del género.

Fig. 6 Cortes de inflorescencia estaminada. A. Corte longitudinal de inflorescencia masculina que muestra
primordios de estambres (Tincién Cuadruple de Johansen). B. Inflorescencia masculina con bracteas peltadas y
estambres (MEB). C. Corte longitudinal de antera, detalle de estambre (Tincion Cuadruple de Johansen). D. Detalle
de estambres mostrando una antera cerrada y otra en deshiscencia. An, antera; Br, bracteas peltadas; Cn, tejido
conectivo; En, endotecio; Fl, filamento; Hv, Haz vascular; Pr, pared del receptaculo; Pes, primordio de estambre; Pf,

primordio foliar; Tc, teca.
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5.3 Inflorescencia bisexual

Tambien se encontraron inflorescencias bisexuales que presentan una sola flor
femenina apical formada por un pistilo incluido en el receptaculo, este ultimo también se
diferencia en parénquima denso y parénquima esponjoso. El estilo es grueso, sobresale
del receptéaculo y termina en un estigma bifurcado y papiloso (Fig. 7A), similar al pistilo
localizado en la inflorescencia pistilada, con ovario unilocular, infero, con un solo ovulo.

La inflorescencia también presenta bracteas basales (Fig. 7B). La periferia de la
inflorescencia estd rodeada por flores masculinas iguales a las descritas en la
inflorescencia estaminada (Fig. 7C).

En ninguna de las etapas estudiadas para este tipo de inflorescencia se observo
la formacion de semilla y fruto pero si inflorescencias con 6vulos abortivos. No se
distingui6 alguna estructura similar a un perianto (Fig. 7D-E).

En cortes longitudinales de las inflorescencias estaminada y bisexual se
observaron bracteas de diferente tamafo, que, junto con los estambres en antesis
(entiéndase por antesis cuando el filamento de los estambres se elonga y la antera se
abre) le dan a la superficie una apariencia granular a simple vista (Fig. 5A, 7A).

En cortes histolégicos, las bracteas y los filamentos se observaron conectados a
haces vasculares, estos se prolongan desde el pedunculo y se ramifican en la pared del
receptaculo, en el parénquima denso (Fig. 7E). En etapas tempranas del desarrollo, las
bracteas cubren totalmente la superficie del receptaculo, formando hasta tres capas
sobre los estambres en diferentes epatas de desarrollo (Fig. 6A-B, 7B-C).

Posteriormente, en las inflorescencias estaminadas y bisexuales, la elongacion de

los estambres hace que éstos rebasen a las bracteas, las cuales se observan alrededor
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de los filamentos (Fig. 7D). Antes de la dehiscencia, la antera se parece a una pequeia
perilla en el filamento (Fig. 6D).

El tejido que esta por debajo de la epidermis del receptaculo, en los tres tipos de
inflorescencia, corresponde a un parénquima de células grandes con espacios
intercelulares, donde aparecen haces vasculares de color purpura con la tincién
Cuédruple de Johansen, lo que indica la lignificacion de los vasos (Fig. 4B, 5D, 6B, 7B-

E).
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Fig. 7 Cortes de inflorescencia bisexual. A. Inflorescencia bisexual con pistilo y estambres. B. Corte longitudinal de
inflorecencia bisexual que muestra parte del pedinculo, bracteas basales y bracteas peltadas que cubren a los
primordios de estambres (Tincion Cuadruple de Johansen). C. Corte longitudinal que muestra una panoramica de una
inflorescencia bisexual, con ovario incluido en el tejido del receptaculo, este Gltimo muestra haces vasculares, la
superficie esta cubierta por estambres y bracteas (Tincion Cuédruple de Johansen). D. Detalle de inflorescencia
bisexual, se observan anteras bilobuladas y biesporangiadas (Tincién Cuéadruple de Johansen). E. Inflorescencia
bisexual atrofiada con restos de estambres en la superficie y ovario y évulo atrofiados (Tincién Cuadruple de
Johansen). F. Superficie de inflorescencia con estambres que han liberado granos de polen (Tincion Azul Negro de
Naftol). An, antera; Br, bracteas peltadas; Brb, bracteas basales; Sg, estigma; Fl, filamento; Lo, I6culo del ovario; Ov,

Ovulo; Pes, primordios de estambres; Pt, pistilo; Pr, pared del receptaculo.
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5.4  Fruto

El fruto maduro es drupaceo, globoso que alcanza hasta 3 cm de diametro, con
pulpa carnosa cuyo tejido coincide con las observaciones anatomicas e histoquimicas
del receptaculo realizadas en cortes de inflorescencias pistiladas mas jovenes (Fig. 8A-
B). Se observd que las bracteas persisten hasta la madurez de los frutos.

Los tejidos internos del receptaculo estan conectados desde el inicio del desarrollo
con la base del ovario infero (Fig. 8C), cuya pared deriva en la formacion del endocarpo
durante el desarrollo de la semilla; el endocarpo rodea a la cubierta seminal la cual se

forma a partir de los tegumentos del 6vulo (Fig. 8D).

Fig. 8 Fruto. A. Fruto globoso con pedunculo, bracteas basales y bracteas peltadas. B. Corte de fruto que muestra
una semilla. C, D. Corte longitudinal de fruto. Se observa pedunculo persistente de la inflorescencia femenina, y
cotiledones. Brb, bracteas basales; Br, bracteas; Co, cotiledones; Cs, cubierta seminal; Ec, endocarpo; Pd, peddnculo;

Pr, pared del receptaculo; Pt, pistilo; Se, semilla.
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55 Semilla

De acuerdo a los cortes de inflorescencias pistiladas en etapa més joven (Fig. 4D),
la semilla deriva de un 6vulo campil6tropo, funiculado, crasinucelado, de placentacién
apical. Se observd un embrion grande con dos cotiledones gruesos, desiguales,
sobrepuestos; el eje embrionario es pequefio, curvo con una radicula corta en proporcion
a los cotiledones (Fig. 9A). En las primeras etapas del desarrollo, el endospermo celular
esta compuesto por tres capas celulares, pero en etapa madura no se observaron mas
gue escasos restos en algunas regiones, reflejando que fue consumido por el embrion
durante su desarrollo (Fig. 9B). Hacia el exterior le sigue una cubierta seminal delgada,
con haces vasculares y adherida a los cotiledones, que se origina de los tegumentos
(Fig. 9C).

Sobre ella se encontré6 el endocarpo, cuyas caracteristicas estructurales e
histoquimicas coinciden con las observadas en la pared del ovario en cortes de
inflorescencias mas jévenes, por lo que se propone que derive de ésta; se encuentra
representado por una membrana coriacea de color pardo con abundante vascularizacion
(Fig. 9D). En cortes se observo que la pared del ovario esta fusionada en su base al
parénquima esponjoso quedando como una capa de células sin espacios intercelulares

(Fig. 9E).

33



Fig. 9 Semilla. A, B. Cortes longitudinales de semilla, se observa pared del receptaculo, endocarpo, cubierta seminal,
endospermo y cotiledones. C. Corte de semilla que muestra el endocarpo coriaceo, la cubierta seminal muy delgada
y los cotiledones. D. Semilla cubierta por el endocarpo. E. Corte de semilla, se observa pared del receptaculo cuyo
parénquima esponjoso se fusiona con la base de la pared del ovario, cubierta seminal, endospermo, parte de
cotiledones y radicula. Co, cotiledones; Cs, cubierta seminal; Ed, endospermo; Ec, endocarpo; Pr, pared del

receptaculo; Pv; pared del ovario.

En cortes de muestras de frutos de algunas etapas se observo que las células del
parénquima del receptaculo aumentaron de tamafio y presentaron espacios
intercelulares amplios, aparentemente ocupados por agua, lo que en cortes de etapas

maduras se reconocié como la pulpa, jugosa y dulce.
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Este tejido también presenté cambios importantes en su contenido, ya que se
diferenciaron laticiferos con glucoproteinas asi como la presencia de idioblastos con
taninos, evidenciadas por la reaccion con los colorantes de las tinciones Azul Negro de
Naftol (Fig. 10A) y Acido peryddico- reactivo de Schiff (Fig. 10B-C).

Los laticiferos son no-articulados y ramificados. En los cotiledones de la semilla,
las tinciones Azul Negro de Naftol y Cuadruple de Johansen permitieron observar
abundantes granulos de almidon y de proteina, idioblastos con taninos (Fig. 10A, D-E),
y laticiferos con contenido glucoprotéico, con la tincion Acido peryédico- reactivo de

Schiff (Fig. 10F).
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Fig. 10 Cortes de fruto y semilla en diferentes etapas de desarrollo. A. Regién de diferenciacién de tejido interno
en cotiledones, endocarpo y pared del receptaculo (Tincién Azul Negro de Naftol). B. Pared de receptaculo con
presencia de idioblastos y laticiferos. (Tincion Acido peryddico- reactivo de Schiff). C. Pared de receptaculo con
depésito de glucoproteinas. (Tincién Acido peryédico- reactivo de Schiff). D. Corte longitudinal de fruto, muestra pared
de receptaculo, endocarpo, se observa extremos de cotiledones rodeados por endospermo celular y cubierta seminal
(Tincion Cuadruple de Johansen). E. Cotiledon. Células con proteoplastos, granulos de almidén e idioblastos con
taninos (Tincién Cuadruple de Johansen). F. Cotileddn con laticiferos con reaccion positiva a polisacaridos insolubles
(Tincidn Acido peryddico-reactivo de Schiff). Al; almidén; Co, cotiledones; Cs, cubierta seminal; Ec, endocarpo; Ed,
endospermo; Gp, glucoproteinas; Hv, haces vasculares; Id, ideoblastos; Lt, laticiferos; PP, proteoplasto; Pr, pared del

receptaculo.
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6. Discusioén

Brosimum es un género neotropical de la familia Moraceae, cuya delimitacion y
agrupacion ha cambiado a través del tiempo. Desde 1847, Trécul (1847 en Berg, 1972)
lo incluye en la tribu Brosimeae; sin embargo, esta tribu queda contenida en 2001 dentro
de la tribu Dorstenieae (Berg, 2001), y desde entonces el género Brosimum ha
permanecido en este clado hasta la clasificacion mas reciente de Stevens (Version 14,
Julio 2017). En el presente estudio se tomd como referencia al trabajo de Berg (1972),
debido a que ofrece informacion mas detallada de la especie y las subespecies

Brosimum alicastrum subesp alicastrum y Brosimum alicastrum subesp bolivarense.

Inflorescencias estaminadas, pistiladas y bisexuales; arboles dioicos y monoicos

El género Brosimum incluye especies dioicas como Brosimum costaricarum,
Brosimum lactescens y Brosimum acutifolium (Berg, 1972), para los que s6lo se reportan
inflorescencias estaminadas y pistiladas. En cambio, en el presente trabajo con
Brosimum alicastrum, ademas de las inflorescencias estaminadas y pistiladas, se registré
la presencia de inflorescencias bisexuales, coincidiendo con la descripcion de Berg
(1972) quien sefiala que la especie no es estrictamente dioica, ya que en las
inflorescencias estaminadas se puede encontrar una flor pistilada, mas o menos
desarrollada o reducida. Este mismo autor establece que si fueran monoicos, entonces
las flores estaminadas carecerian de perianto o éste seria vestigial, lo cual quedo

establecido en los resultados de inflorescencias estaminadas del presente estudio.
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Los arboles de Ramén seleccionados en el presente estudio, se reconocieron
principalmente como dioicos: unos con inflorescencias femeninas o pistiladas y otros con
inflorescencias masculinas o estaminadas; sin embargo, algunos de los arboles con
inflorescencias estaminadas, presentaron inflorescencias bisexuales, confiriéndole al
arbol la condicion de monoico. Estas observaciones entran en conflicto con la descripcion
de Pennington y Sarukhan (1998), quienes sefialan que lo comun para la especie B.
alicastrum es que las inflorescencias sean bisexuales, lo que implica que los arboles
sean comunmente monoicos. Carbajal (2007) también abre la posibilidad de dioicidad en
el género Brosimum cuando se presentan inflorescencias unisexuales, que se identifican
por tener receptaculo globoso con numerosas bracteas peltadas; estas caracteristicas
coinciden con las inflorescencias pistiladas y estaminadas observadas en el presente
trabajo.

Ribeiro (2007) sefiala que el estado ancestral de las inflorescencias bisexuales es
ambiguo, pero se propone que aparecieron dos veces en el pasado, una de ellas en
especies representantes de la Tribu Dorstenieae, con reversiones a inflorescencias
unisexuadas en algunas especies de Brosimum. EI mismo autor apunta que en la familia
Moraceae, las inflorescencias bisexuales pueden ocurrir de formas distintas, de acuerdo
a la sexualidad de las flores, una de ellas es como en la flor estaminada de Brosimum
gaudichaii (Leite et al., 2018), en la cual se presenta un primordio de carpelo que no se
elonga ni se diferencia, manteniéndose como una estructura rudimentaria llamada
pistilodio, por lo que la flor es funcionalmente masculina; y otra forma de inflorescencias

bisexuales es como el caso de B. alicastrum, correspondiente a la presencia de flores
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estaminadas y flores pistiladas en la misma inflorescencia, pero que también en este
caso, la inflorescencia es funcionalmente masculina.

A partir de los resultados histologicos del presente estudio, se evidencié que, en
todas las muestras de inflorescencias bisexuales, el 6vulo estaba atrofiado desde etapas
tempranas a tardias, o no progresaba su desarrollo hacia semilla. La condicion de falta
de desarrollo del gineceo en las inflorescencias bisexuales de Ramon, refleja un proceso
evolutivo de senescencia, que en las Moraceae ha llevado a la reduccion en la estructura
de la flor (Leite et al., 2018); en el caso de B. alicastrum se puede suponer una tendencia
de la inflorescencia bisexual hacia un comportamiento primordialmente como
inflorescencia estaminada, reforzando la condicion dioica de los arboles. De esta
manera, los hallazgos en este trabajo apoyan a despejar la duda planteada por Berg
(1972) de que la especie B. alicastrum sea dioica ¢ siempre?, pues en las inflorescencias
bisexuales, las Unicas flores funcionales son las estaminadas y, por lo tanto, se comporta

como inflorescencia unisexual estaminada.

Fusion de estructuras

El estudio de las inflorescencias de B. alicastrum las ha revelado con un grado de
complejidad, que de acuerdo a Berg et al. (2006) deriva de procesos como la
condensacion de los ejes o la fusion de estructuras homologas (connacion) o adyacentes
(adnacion). Un ejemplo de ello se encontro en las muestras de inflorescencias bisexuales
del presente estudio, que correspondieron a las etapas mas jovenes respecto a las

muestras de inflorescencias estaminadas o pistiladas, donde se observo el gineceo como
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una entidad, sin distincibn de dos carpelos, aunque su estigma bifurcado refleja el
antecedente bicarpelar.

Este caracter del pistilo lo describen Berg (1973) y Leite et al. (2020) en las
Moraceae, como derivado de gineceo bicarpelar, unilocular y uniovulado, y lo denominan
gineceo pseudoménomero (unidad derivada de la fusiébn de mas de una). Las tendencias
evolutivas mencionadas en la familia Moraceae han promovido la formacion de
inflorescencias complejas que Berg (2006) ha relacionado con la funcionalidad respecto
a la polinizacion y a la dispersion en etapa de fruto.

Otro ejemplo de union integral de o6rganos diferentes o partes de 6rganos
diferentes (adnacion) es la fusion de la base del gineceo de B. alicastrum con la pared
del receptéculo en la inflorescencia pistilada, convirtiéndose en un pseudocarpo o fruto
falso (Font Quer, 1965) que contiene mucho tejido carnoso ademas del proveniente del
ovario maduro. Gracias al seguimiento de distintas etapas de inflorescencias pistiladas,
en el presente estudio se logré reconocer que el tejido de la pared del ovario presenta
caracteristicas estructurales e histoquimicas que permiten sugerir que éste se convirtio
en el endocarpo, a diferencia del estudio en B. gaudichaudii (Jacomassi et al., 2010),
donde no se aclara el origen del endocarpo, a pesar de haber trabajado con etapas

inmaduras.

Flores estaminada y pitilada aclamideas

En la flor pistilada no se registro la presencia de perianto como lo mencionan Berg

(1972) y Penington y Sarukhan (1998), sino que se observo al gineceo adnado al
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receptaculo, como en la flor pistilada de Dorstenia arifolia que solo cuenta con ovario,
estilo y dos ramas del estilo (Araujo et al., 2017).

Con el andlisis de microscopia Optica, microscopia de barrido y las técnicas
histoquimicas en las flores estaminadas, llamo la atencion que en inflorescencias jovenes
de B. alicastrum se observaron estructuras foliosas en la base de los primordios de
estambres, que corresponderian a esbozos de perianto; pero en flores estaminadas con
las anteras desarrolladas, los filamentos de los estambres carecieron de ellas. Berg
(1972) indica que la especie no presenta perianto o algunas veces lo presenta diminuto.

Considerando estos resultados en la flor estaminada y dado que el andlisis
histoquimico con microscopia éptica de la flor pistilada permitié establecer que tampoco
ésta present6 ninguna estructura semejante a perianto, a ambas se les consideré como
aclamideas. En Brosimum gaudichaudii (Leite et al., 2018) también se describen a las
flores estaminada y pistilada como aclamideas, aunque la flor estaminada desarrolla una
bractéola que envuelve a la flor estaminada de un Unico estambre y a un primordio de

carpelo; en B. alicastrum no se present6 ninguna estructura de ese tipo.

Bracteas

Llam¢ la atencion que en las inflorescencias estaminadas, desde las etapas mas
jovenes recolectadas hasta aquellas maduras con las flores estaminadas en antesis, la
superficie del receptaculo se mantuvo cubierta completamente por bracteas interflorales;
en cambio, en las inflorescencias pistiladas solo en las etapas mas jovenes se
observaron bracteas sobrelapadas, pero en la madurez se distinguid una amplia

separacion entre ellas. Las bracteas no son consideradas organos florales, pero
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sostienen a una flor o al meristemo floral, y en el caso de las inflorescencias estaminadas,
estan cumpliendo una funcion de proteccion en la formacion de las flores masculinas de
un solo estambre (Endress, 1994).

Las bracteas interflorales, que en etapas tempranas se apilan en al menos 3 capas
cubriendo a los estambres en formacion, son rebasadas en etapas posteriores por la
elongacion del filamento de los estambres y ocurre la consecuente dehiscencia
circunscisil que deja expuesto el tejido conectivo del filamento y los granos de polen.

Las observaciones con las técnicas histoquimicas y las imagenes de fotografia
macro y de microscopia electronica de barrido dieron claridad sobre la estructura de la
flor estaminada, con lo cual se logré establecer que el material biol6gico para el presente
estudio, correspondi6 a la especie B. alicastrum subespecie alicastrum (Berg, 1972) ya
que las flores estaminadas tienen un solo estambre cuya antera forma un angulo de 90°
con el filamento, dando una antera peltada que en antesis se abre de forma circunsccisil,
y como caracter distintivo: antera peltada con tecas fusionadas, que la separa de la

subespecie bolivarense porgue ésta presenta anteras libres.

Antera biesporangiada bilocular

La perspectiva de antera biesporangiada en B. alicastrum se logré por la
integracion de las técnicas empleadas en etapas de inflorescencias jévenes y maduras,
antes y después de la antesis, que permitieron reconocer una continuidad en el espacio
interno de cada teca y sin huella de la existencia de algun septo ni restos de alguna pared
dentro de los Ioculos. Llama la atencion la diferencia con el reporte de Leite et al. (2018)

donde las anteras de la especie B. gaudichaudii del mismo género, son
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tetraesporangiadas, asi como las cuatro especies de Moraceae, de géneros y tribus
diferentes, analizadas en el mismo trabajo.

Batygina (2002) explica que, en un caso tipico, en las primeras etapas del
desarrollo de la antera, el primordio de antera forma cuatro protuberancias y en cada una
de ellas se desarrolla una célula arquesporial que formara la pared de un microsporangio
(saco polinico) y al tejido esporégeno. Derivado de este proceso se forma una antera
tetraesporangiada que es caracteristica de la mayoria de las plantas con flores; pero en
algunas especies, el nUmero de microsporangios por antera puede ser menor.

En el presente trabajo no se conté con una inflorescencia tan joven de B.
alicastrum que permitiera distinguir si las anteras presentaban dos o cuatro sacos
polinicos, sin embargo, considerando la puntualizacion de Esau (1977) y Batygina
(2002), se podria proponer que en etapas tempranas del desarrollo de las anteras de B.
alicastrum, la reduccion en el nimero de microsporangios pudo deberse a: 1) la fusion
de primordios de anteras en etapas tempranas, 2) la fusion de un par de microsporangios
en una etapa temprana del desarrollo de la antera, 3) la degradacion del septo que
separa a los microsporangios dentro de una teca, de tal manera que los l6culos de dos
microsporangios se unen, haciendo que una antera tetrasporangiada apareciera como si

fuera biesporangiada con un I6culo en cada mitad de la antera.

Estambres rectos
En la familia Moraceae se ha reportado gran diversidad en la morfologia de los
estambres y en patrticular para el filamento se habla de la forma recta o flexionada (Berg,

1972; Leite et al., 2018). La presencia de estambres rectos observados en el presente
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trabajo desde las muestras de inflorescencias mas jévenes hasta aquellas en antesis,
sugiere polinizacion por insectos, como se ha propuesto para otras especies de
Moraceae (Datwyler y Weiblein, 2004) como en el género Dorstenia (Araujo et al., 2017)

de la misma tribu que Brosimum.

Polen

Berg (2006) sefala que el polen en el género Brosimum es biporado, con una
exina indiferenciada mas gruesa que la de los géneros Helianthostylis y Trymatococcus,
y los poros pueden tener un anillo y un opérculo. Sin embargo, las imagenes de los
granos de polen obtenidas en el presente estudio, al microscopio electrénico de barrido
y al microscopio de luz, no permitieron distinguir los detalles morfolégicos del polen, por

lo que no se logré concluir si los granos de polen son biporados.

Inflorescencia pistilada diferente a inflorescencia estaminada

El estudio histoquimico, con microscopia de barrido y macrofotografia permitieron
establecer que las inflorescencias unisexuales pistilada y estaminada son muy diferentes
unas de otras. En el caso de la inflorescencia pistilada, ésta es uniflora y se observé
inmersa en el receptaculo; por definicion, el hecho de que una inflorescencia sea uniflora
es desconcertante, sin embargo, considerando a la familia Moraceae y su historia
filogenética, Rohwer y Berg (1993) y Ribeiro (2007) explican que la caracteristica de
inflorescencia uniflora se deriva probablemente de un proceso de reduccion, que
Classen-Bockhoff (1990) denomina pseudantia floral, que es un tipo especial de

inflorescencia resultado de agregacion y disminucion de las flores, lo que da lugar a la
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formacion de una unidad de atraccion para la polinizacién por animales. En cambio, la
inflorescencia estaminada si cumple con la definicién de inflorescencia de ser un sistema
de ramificacién que se resuelve en numerosas flores (Font Quer, 1965), que en el
presente caso fueron pequefas y reducidas a un estambre libre, recto, con anteras

basifijas, biesporangiadas y fusionadas.

Ovulo y ovario, semillay endocarpo

La descripcion del grupo Brosimeae por Berg (1972) refiere que el 6vulo es
anatropo; sin embargo, Berg (2006) y Clement y Weiblen (2009) indican que en la familia
Moraceae se pueden encontrar 6vulos anatropos o campilétropos, lo que coincide con lo
observado en este trabajo. El 6vulo en etapas maduras se mostré como una semilla de
embrion grande con dos cotiledones gruesos, conteniendo abundantes granulos de
almidén, plastos y asi como idioblastos, cuya composicién quimica, revelada
histoquimicamente, se discute mas adelante.

Los cambios que presentaron los tegumentos del évulo hasta la cubierta seminal
delgaday con su capa mas externa lignificada, se lograron observar sélo en las muestras
de inflorescencias pistiladas en etapas avanzadas, por lo que sélo se puede sugerir que
la cubierta seminal derive del tegumento externo, como ocurre en Sorocea bonplandii
(Sousa y da Rosa, 2005) donde se refiere que es el tegumento externo el que se vuelve

masivo y origina la testa.
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Pseudocarpo

Por los hallazgos estructurales y el estudio histoquimico de las etapas tempranas
de frutos en desarrollo y la estructura de los frutos maduros, en los que se reconocio la
presencia de un endocarpo coriaceo y una cubierta seminal reducida a una membrana
delgada, se propone que el fruto de Brosimum alicastrum subesp alicastrum corresponde
con la organizacién que ha sido escrita por Berg (1972) como fruto grande adnado al

receptéculo pulposo, que en conjunto Berg (2005) denomina pseudocarpo.

Fruto drupéceo

A través de las tinciones empleadas se revelo presencia de taninos pero ausencia
de lignina en el endocarpo por lo que no hay endurecimiento de esta capa, solo una
textura coridcea, y entonces el fruto seria drupaceo, como lo designa Carvajal (2007) y
Niembro (1989) y no como drupa o drupas agregadas reportadas para otras especies de
Moraceae (Datwyler y Weiblen, 2004).

Romaniuc-Neto y Wanderley (1992) comentan que es dificil enmarcar este tipo de
fruto en la clasificaciébn convencional, ya que la descripcion de la drupa (Roth, 1977) se
refiere al fruto que se origina de una flor, con un ovario supero que se desarrolla de un
Unico carpelo, de mesocarpo carnoso, coriaceo o fibroso que rodea un endocarpo lefioso.
En cambio, en el presente caso, el fruto de B. alicastrum se origina de una inflorescencia
monoflora, donde el ovario es infero al receptaculo y este ultimo esta fusionado con el
endocarpo no endurecido. Por sus caracteristicas coriaceas (crustaceas), el endocarpo

ha sido sefialado por Berg (1972) como probable sustituto funcional de la delgada testa.
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Taninos como defensa y antioxidante

Coincidiendo con lo descrito para B. gaudichaudii (Jacomassi et al., 2010), en el
receptaculo pulposo de B. alicastrum se distinguieron dos tipos de parénquima: el mas
interno esponjoso con presencia de haces vasculares, laticiferos e idioblastos y el
parénquima mas externo con células mas compactas, en las cuales se presentaron
idioblastos con taninos, semejantes a los del parénquima esponjoso.

La presencia de idioblastos con taninos (polifenoles) en el receptaculo y en el
filamento recto y grueso de los estambres, puede representar una defensa bioquimica
contra luz ultravioleta (Leite et al., 2018) o contra depredadores, tanto de las flores
masculinas en su formacién y maduracion (Schmid, 1976), como de la flor femenina
(Leite et al., 2018). Ademas, el receptaculo pulposo también juega un papel protector de
la flor femenina, envolviéndola de tal manera que sélo una pequefia porcién del estilo y
estigma bifurcado permanecen expuestos al proceso de polinizacién (Leite et al., 2018).

Cabe resaltar que, a través de la Tincién Cuadruple de Johansen, se localizé la
presencia de idioblastos con taninos también en los cotiledones de la semilla de Ramoén.
Las propiedades bioquimicas de los taninos como compuestos polifenoles, propuestas
con una funcion de defensa para las plantas, a su vez, han sido reconocidas
farmacolégicamente como benéficas para el ser humano por su capacidad antioxidante
en la captura de radicales libres.

La harina de la semilla de B. alicastrum, usada desde tiempos prehispanicos por
los habitantes de la Peninsula de Yucatan (Peters y Pardo-Tejeda, 1982), presenta un
mayor contenido de fenoles totales (2467 mg GAE / 100 g) que las nueces comerciales

nuez, almendra y cacahuate, y una potente capacidad de eliminacion de radicales libres
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(Ozer, 2017), con 11.7% veces mas compuestos fendlicos y de 33% a 50% mas
capacidad antioxidante, que la harina de trigo; se identificaron cinco acidos fendlicos
(acido gélico, acido p-hidroxibenzoico, &cido vanilico, acido cafeico y acido p-cumarico),

un flavonoide y se detect6 resveratrol (Subiria-Cueto et al., 2019).

Pulpa del receptaculo palatable, glucoproteinas en laticiferos

La pulpa del fruto de B. alicastrum, se propone que se derive del tejido del
receptaculo dada la concordancia de sus caracteristicas estructurales e histoquimicas
observadas en cortes de inflorescencias pistiladas mas jovenes. En el fruto de B.
alicastrum, la pulpa tiene la cualidad de ser grata al paladar y es apreciada por las
poblaciones humanas de la Peninsula de Yucatan (Solereder y Scott, 1908), lo cual se
puede relacionar con la abundancia de laticiferos con contenido de glucoproteinas. Al
describir las caracteristicas del latex en el género Brosimum, Berg (1972) sefiala que es
amargo en Brosimum lactescens y Brosimum acutifolium, pero tiene un sabor dulce al

menos en B. alicastrum.

Reservas nutritivas

El estudio histoquimico de algunas etapas del desarrollo del fruto y la semilla de
B. alicastrum permiti6 comprobar en etapa madura, la presencia de reservas
glucoproteicas en laticiferos tanto en la pulpa como en los cotiledones de la semilla, asi
como reservas proteicas y almidén en proteoplastos en parénquima de cotiledones de

semilla. Estos hallazgos son similares a los reportados para la semilla de B. gaudichaudii
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especie natural de Brasil, donde se relata la ocurrencia de glucidos y proteinas para los
frutos de esta especie (Silva et al., 2001).

Baleroni et al. (2002), en el trabajo realizado sobre la composicion quimica de
semillas, entre ellas B. gaudichaudii, destacaron la presencia de proteinas, lipidos y
carbohidratos, quedando por encima de la media en cuanto a la concentracion de
almidon y proteinas. Al respecto, B. alicastrum contiene ademas de minerales y
vitaminas, 13% de proteinas, lo que le da un alto valor nutritivo (Larqué-Saavedra, 2014).

Las poblaciones humanas de la Peninsula de Yucatan consumen las semillas en
forma de harina, mezclada con harina de trigo para preparar pan y galletas y con maiz
en la elaboracion de tortillas y otros productos, que resulta muy nutritiva por la
abundancia de granulos de proteina. La concentracion de triptéfano en las semillas es 4
veces mayor que la del maiz, lo que eleva la calidad de la proteina (Peters y Pardo-
Tejeda, 1982). La evaluacion de una bebida de Ramoén sensorialmente aceptada, mostré
gue aporta proteina, fibra dietética, es libre de gluten, lactosa y cafeina.

Los resultados histoquimicos contribuyeron a reforzar la evidencia del valor
nutritivo del fruto y la semilla de B. alicastum subesp alicastrum y junto con los diversos
usos de la especie, la posicionan como un recurso agroforestal que se puede incluir como
una alternativa alimentaria a los granos que se cultivan de manera extensiva, con alto

potencial econdémico, alimenticio y ambiental.
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7. Conclusiones

Se identificaron tres tipos de inflorescencias: pistiladas unisexuales, estaminadas
unisexuales, y bisexuales.

Las inflorescencias pistiladas desarrollan semilla.

Las inflorescencias bisexuales presentaron estambres, ovario y évulo, que no
desarrolla semilla.

Los estambres estan inmersos en el receptaculo hasta la madurez, cuando se elonga
el filamento, se encuentran en la superficie, rodeados por bracteas peltadas,
pubescentes.

Las flores estaminadas fueron aclamideas, de un solo estambre constituido por un
filamento recto y grueso y una antera con dos tecas fusionadas, cada teca con un
solo l6culo sin septos.

Se reconocio, histolégicamente, con macro- y microfotografia y con microscopia
electrénica de barrido, la morfologia de las anteras cerradas y en antesis con
dehiscencia circunscisil, en las flores estaminadas de las inflorescencias estaminadas
y bisexuales.

Las técnicas histoquimicas evidenciaron la presencia de glucoproteinas en fruto y
semilla y proteinas en proteoplastos en parénquima de cotiledones.

Se confirmo que el tipo de fruto es drupaceo.
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