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Colegio de Postgraduados, 2015

RESUMEN

Dioon merolae pertenece al grupo de las cicadas, especie endémica de Chiapas y Oaxaca,
México, es cominmente conocida como Espadafia y se encuentra en peligro de extincién.Es
importante conocer esta especie para promover su propagacion y conservacion. Se requieren
métodos eficientes de propagacion y estudios para estimular un crecimiento mas rapido que el

que tienen de manera natural.

En este trabajo se evaluaron dos métodos para la germinacion de Dioon merolae, por el
método in vivo o el tradicional y haciendo uso de la biotecnologia por el método in vitro. Por
el método tradicional se probaron diferentes métodos de escarificacion de la semilla y se
evaluo el efecto de la fitohormona brasinoesteroide CIDEF- 4, se determin0 que para elevar la
tasa de germinacion es esencial fracturar la esclerotesta de la semilla y mantenerla en remojo
48 horas. La dosis de 100 mg L™de CIDEF-4 no mostro diferencias significativas en la

germinacion de Dioon merolae.
Por el método in vitro se evaluaron tres edades fisiologicas de la semilla segun su grado de
madurez en combinacion con tres medios de cultivo que resulté de la modificacion de la

concentracion de las sales inorganicas (macronutrientes, micronutrientes y hierro).

Se realizé también una descripcion morfo- anatémica de la semilla y la plantulas de la especie

de Dioon merolae para contribuir al conocimiento de la especie.

Palabras clave: Cicada, escarificacion, brasinoesteroide, in vitro, morfo-anatomico.
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ABSTRACT

Germination in vivo and in vitro growth and morpho-anatomical description of Dioon
merolae De Luca, Sabato and Vazquez-Torres

Vianey Chamé Garcia, MC
Colegio de Postgraduados, 2015

Dioon merolae belongs to cycads, endemic to Chiapas and Oaxaca, Mexico, is commonly
known as “Espadafia” and is in danger of extinction. It is important to know this species to
promote their propagation and conservation. Efficient propagation methods and studies are

needed to stimulate faster than naturally have growth.

In this paper two methods for germination of Dioon merolae were evaluated by in vivo or the
traditional method and making use of biotechnology by the in vitro method. The traditional
method different methods seed scarification tested and the effect of the phytohormone
CIDEF- 4 brassinosteroid was evaluated, was determined that to increase the germination rate
is essential sclerotesta fracture the seed soak and hold 48 hours. The dose of 100 mg L-1 of

CIDEF-4 did not show significant differences in germination Dioon merolae.
For the in vitro method of three physiological ages of seed were evaluated according to their
degree of maturity in combination with three culture media resulted from the modification of

the concentration of inorganic salts (macronutrients, micronutrients and iron).

Morpho-anatomical description of the seed and seedlings of the species of Dioon merolae was

also performed to contribute to the knowledge of the species.

Keywords: cycad, scarification, brassinosteroid, in vitro, morpho-anatomical
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INTRODUCCION GENERAL

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las cicadas son un grupo de gimnospermas que se encuentran clasificadas dentro del orden
Cycadales. Las primeras plantas aparecieron en el tridsico superior y es el nico grupo que ha
sobrevivido hasta la actualidad, por consiguiente, son extremadamente antiguas y exhiben
rasgos muy primitivos, tanto en su morfologia como en su ciclo de vida (Sporne,
1982).Mientras que en la era mesozoica se distribuyeron ampliamente, en la actualidad este
grupo de plantas esta restringido a las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Se
encuentran en Australia, Este de Asia, Centro y Sur de Africa, México, Centroamérica,
Sudamérica y las Antillas Mayores y Japén (Lazaro-Zermefio et al, 2012).

Actualmente el orden Cycadales se representa unicamente por dos familias: Cicadaceae con
un solo género,Cycas, yla familia Zamiaceae con nueve géneros Bowenia, Ceratozamia,
Dioon, Encephalartos, Lepidozamia, Macrozamia, Microcycas, StangeriayZamia
(Christenhusz, et al.,2011).Hasta la fecha se han registrado 331 especies de cicadas incluidos
en 10 taxones infra-especificos. En México se reporta de un total de 53 especies los géneros
Ceratozamia con 26, Zamia con 14 y Dioon con 13especies, (Haynes, 2012), que colocan a

México en un segundo lugar mundial en diversidad de cicadas después de Australia.

Biologicamente, las cicadas son valiosas dado que representan una etapa importante en la
evolucion de las plantas con semilla (Vovides, 2000).También tienen una gran importancia
ecoldgica, ya que muchas especies crecen en suelos pobres, rocosos y poco profundos; donde
acttan como formadoras y retenedoras de suelo, asi también, aportan apreciables cantidades

de nitratos a sus ecosistemas.

Muchas especies de cicadas son muy apreciadas por los grupos indigenas, quienes usan sus
hojas en ceremonias Y ritos religioso. En Chiapas las hojas de Dioon merolaeson utilizadas en
las festividades de la Santa Cruz y las de Ceratozamia robusta en la celebracién de la Virgen

de la Candelaria, respectivamente (Pérez y Vovides 1997).
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También tienen gran importancia comercial como plantas ornamentales debido a su belleza y
similitud con palmeras; sus habitos de crecimiento lento las hacen cotizarse en altos precios
cuando los ejemplares son grandes y es la razén por la que son perseguidas por coleccionistas
privados o instituciones privadas para jardines botanicos o parques.

Las cicadas se consideran en el ambito internacional como especies amenazadas y en peligro
de extincién y gozan de proteccién por medio de la Convencién sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES) y en México
estan enlistadas en la Norma Oficial (NOM-059-ECOL-1994). Las principales amenazas hacia
las cicadas sonla sobreexplotacion de sus poblaciones naturales, la reduccién de su habitat
principalmente por el cambio de uso de suelo, los incendios forestales y sin embargo, el factor

mas importante para las cicadas es su dificil y lenta propagacion.

Aunque para algunas especies se conocen diferentes métodos de propagacion eficaces, para
otras son insuficientes haciéndolas mas vulnerables. Dioon merolae, una especie endémica de
los estados de Chiapas y Oaxaca, México. Fue descrita recientemente y los estudios sobre ella
son aun escasos. Su estatus dentro de la NOM 059 desde 1994 (INE, 1994) y del apéndice 1l
del CITES es que es una especie en peligro de extincién. Presenta una baja tasa de
germinacion y muy lento desarrollo, se estima que en los primeros diez afios de vida el
incremento en la longitud del tallo es menor de 1.0 cm por afio y pueden alcanzar su edad

reproductiva entre los 80 y 100 afios de vida.(Lazaro-Zermefio et al.,2012)

Por estos antecedentes es de gran importancia realizar estudios de germinacion que ayuden a
la propagacion de la especie y contribuyan a las estrategias de restauracion y conservacion de
las poblaciones naturales, y su aprovechamiento eventual con fines comerciales. Para lograrlo
es necesario hacer uso de nuevas tecnologias y avances cientificos como el cultivo de tejidos
vegetales in vitro o fitohormonas con el fin de encontrar un método éptimo que permita

aumentar su tasa de germinacion y el crecimiento de esta especie.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos generales

1. Determinar la tasa de germinacion in vivo de Dioon merolae usando la fitohormona
brasinoesteroide CIDEF-4

2. Establecer un protocolo para la germinacion in vitro de Dioon merolae

2.2. Objetivos especificos

>

Precisar un método de escarificacion de semillas eficaz que mejore la
germinacion de Dioon merolae

Evaluar el efecto de la aplicacion de la fitohormona esteroidal CIDEF-4 en la
germinacion de Dioon merolae

Determinar las condiciones optimas para el establecimiento del cultivo aséptico
de semillas in vitro de Dioon merolae

Evaluar el efecto de la concentracion de sales del medio de cultivo para la
germinacion in vitro de Dioon merolae

Realizar la descripcion morfo- anatomica de la plantula y semilla de Dioon

merolae
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3. HIPOTESIS

El proceso de germinacion de Dioon merolae en condiciones in vivo esta en funcion del tipo
de escarificacion aplicada a la semilla, las condiciones ambientales del cultivo y de la
concentracion de la fitohormona esteroidal CIDEF-4 utilizada.

El proceso de germinacion de Dioon merolae en condiciones in vitro esta en funcion de la
edad fisiologica de la semilla, tipo de escarificacion de la misma, las condiciones de
desinfeccion previos al establecimiento del cultivo y la concentracién de sales en el medio de

cultivo.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA
4.1 Aspectos generales de la semilla

4.1.1 Concepto de semilla
La semilla es una unidad reproductiva compleja, caracteristica de las plantas vasculares
superiores, que se forma a partir del 6vulo vegetal, generalmente después de la fertilizacion. Se
encuentra en las plantas con flores (angiospermas) y en las gimnospermas. En las angiospermas
los 6vulos se desarrollan dentro de un ovario; en tanto que en las gimnospermas la estructura que
los contiene es muy diferente, pues no constituye una verdadera flor; sin embargo, la estructura
de las semillas de estas plantas es basicamente similar a la de las plantas con flores (Vazquez et
al, 1997). Para Greulanch y Adams (1980) las semillas son simplemente 6vulos maduros.

4.1.2 Tipos de semillas
Las semillas se clasifican en ortodoxas y recalcitrantes. Se han definido como semillas

ortodoxas a aquellas que pueden permanecer viables bajo condiciones controladas de
almacenamiento y semillas recalcitrantes a aquellas que nopueden ser almacenadas porque
pierden rapidamentesu viabilidad cuando son deshidratadas y mantenidas a bajas temperaturas

y, por lo general, no presentan latencia o ella es débil (Figueroa y Jaksic, 2004).

4.1.3 Latencia

La latencia, dormancia o letargo, es un estado natural que se genera en las semillas durante
sus procesos evolutivos y que sucede con un fin especifico: servir como mecanismo de
supervivencia o adaptacion frente a ciertas condiciones ambientales o de sitio que se dan en la
naturaleza. La palabra latencia, que proviene del latin “Latensentis”y significa oculto,
escondido o aparentemente inactivo, es utilizada en el sector forestal y viverista para hablar
especificamente de un fenémeno natural que se presenta en las semillas de la gran mayoria de
especies forestales y arbustos, en el que estando maduras y viables, no germinan pese a contar

con condiciones favorables para su desarrollo(Ruiz, 2010).

4.1.4 Tipos de latencia

Las semillas de muchas especies arboreas germinan enseguida cuando se las somete a

condiciones de humedad y temperatura favorables. Cuando la latencia es fuerte, la
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regeneracion artificial exige de manera esencial alguna forma de tratamiento previo de la
semilla, a fin de obtener una tasa de germinacion razonablemente alta en poco tiempo. La
latencia puede ser de diferentes tipos, y a veces la misma semilla presenta mas de uno. La
clasificacion mas sencilla distingue entre: latencia exdgena o del pericarpo/cubierta seminal;
latencia enddgena o del embrion, y latencia combinada, en la que la latencia afecta al mismo
tiempo a la cubierta seminal y al embridn. Dentro de la latencia exdgena se pueden clasificar
tres tipos de latencias como es la fisica, es decir, impermeabilidad de la cubierta o el
pericarpio al agua, la latencia quimica, cuando existen inhibidores en el pericarpio o la
cubierta y la latencia mecanica que se presenta cuando existe resistencia mecanica del
pericarpio o la cubierta al crecimiento del embrién. Dentro de la latencia enddgena se
encuentra la latencia morfologica y la fisioldgica, la primera se refiere al subdesarrollo del

embridn y la segunda a un mecanismo fisiologico inhibidor que impide la germinacion.

4.1.5 Escarificacion

Segun Hartmann y Kester (1980), la escarificacion es cualquier proceso de ruptura, rayado o
alteracion mecéanica de las cubiertas de la semilla para hacerlas permeables al agua o a los

gases.

4.1.6 Meétodos de escarificacion

Existen diferentes métodos para escarificar las semillas, estos dependen en gran medida del

tipo de latencia que presentan las semillas.

4.1.6.1 Fisico

Uno de los métodos fisicos mas sencillos y directos consiste en cortar, perforar o abrir un
pequefio orificio en la cubierta de cada semilla antes de sembrarla. Puede utilizarse también
papel de lija para reducir el grosor de la cubierta por abrasion. Cuando hay que tratar grandes
cantidades de semilla, la escarificacién mecanica esta mas indicada que el método manual. Se
pueden voltear o agitar las semillas en una hormigonera con grava de arista viva o arena, 0
también en un tambor especial forrado en su interior con material abrasivo como papel de lija,

cemento o trozos de vidrio, o dotados de discos abrasivos giratorios (Willan, 1991).
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Varios tratamientos comprenden el remojado de las semillas en agua u otros liquidos. Estos
tratamientos en himedo combinan a veces dos efectos, el de ablandar la cubierta dura y el de
extraer por lixiviacion los inhibidores quimicos.

Algunas semillas que tienen poca resistencia a la germinacion pueden responder bien al
remojado durante 24 horas en agua a temperatura ambiente. Esto puede deberse a una
imbibicién més répida que la que puede obtenerse en un semillero humedecido. En algunas
especies estd recomendado aplicar este tratamiento después de la escarificacion manual,

mecanica o con acido.

El tratamiento con agua caliente ha dado buenos resultados en varias semillas de leguminosas.
Por lo general se colocan las semillas en agua hirviendo, que se retira inmediatamente de la
fuente de calor y se deja enfriar poco a poco; las semillas estan en el agua unas 12 horas. Por
imbibicion, las semillas se van hinchando a medida que se enfria el agua. La relacion
adecuada entre el volumen de agua y el volumen de semillas puede determinarse
experimentalmente. Puede variar de una manera considerable segln la especie de que se trate,
y se ha sugerido que la cantidad de agua sea mayor que la de semilla en 2—-3 veces, 4-5 veces
hasta 5-10 veces. Las instrucciones sobre el tratamiento de las semillas con agua caliente para
eliminar la latencia de la cubierta deben observarse meticulosamente, pues de lo contrario las

semillas pueden morir debido a un calentamiento excesivo.

4.1.6.2 Quimico

La sustancia quimica que mas se utiliza para romper la latencia de la cubierta es el acido
sulfurico concentrado. En algunas especies es mas eficaz que el tratamiento con agua caliente.
Es posible que las semillas que han estado almacenadas durante un periodo prolongado deban
estar mas tiempo en el &cido que las semillas frescas, las cuales podrian resultar gravemente
dafiadas con un tratamiento de esa duracion (Willan, 1991).

La duracion 6ptima de la inmersion en el acido puede determinarse tratando pequefias
muestras durante periodos distintos y después poniéndolas a remojar en agua, a temperatura
ambiente, durante 1-5 dias (segun la especie). La duracion de tratamiento que corresponda al

porcentaje mas alto de semillas hinchadas (por haber tomado agua) sin dafios visibles es la
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adecuada. Un exceso de tiempo de remojo puede “picar” la parte exterior de la semilla e
incluso dejar al descubierto el endospermo. En la mayoria de las especies, un tiempo de
remojo insuficiente deja las cubiertas lustrosas; las de las semillas correctamente tratadas son

mates, pero no muy “picadas”.

4.1.6.3 Bioldgico

En la naturaleza, los animales y microorganismos son un factor importante a la hora de
romper la impermeabilidad de la cubierta seminal. Aunque resulta dificil utilizar a esos
organismos como un tratamiento previo y controlado de las semillas, en algunos casos se han

obtenido resultados satisfactorios.

Las semillas de Acacia senegal y Ceratonia siliqua a las que se ha hecho pasar por el tracto
digestivo de una cabra germinan enseguida cuando se colocan en condiciones favorables, y
ello se debe a la accidn de los fuertes jugos gastricos del animal. En estas especies funciona
bien el procedimiento que consiste en dar las vainas como alimento a cabras estabuladas y
recoger despues las semillas de sus excrementos. Se afirma que en el caso de algunas especies,
como Gmelina arborea, el animal regurgita las semillas después de rumiarlas parcialmente,
las ovejas y cabras expulsan las semillas de Acacia nilotica después de rumiarlas, mientras
que en el caso del ganado bovino pasan por todo el tracto digestivo. En ambos casos, la accién

digestiva mejora la germinacién (Willan, 1991).

En muchas partes de los tropicos, los termes son un importante agente de interrupcion de la
latencia de la cubierta seminal. En Tailandia los frutos de teca se extendian en el suelo, en una
capa de 5 cm de grosor, inmediatamente después de la recoleccién y se tapaban con cartén. A
las cinco semanas aproximadamente los termes se habian llevado todo el exocarpo: después de
humedecerlos y secarlos de manera alternada, estos frutos germinaban mejor que los que se

sembraban con el exocarpo intacto.



Germinacion in vivo e in vitro, crecimiento y descripcion morfo-anatomica de Dioon merolae
De Luca, Sabato y Vazquez-Torres

4.1.6.4 Uso del fuego

En los trdpicos que son estacionalmente himedos y secos, el fuego es un poderoso factor
natural para eliminar la latencia de la cubierta. Un fuego fuerte mata las semillas, pero un
fuego entre leve y moderado, como los que se asocian con la combustion temprana controlada,
reduce la impermeabilidad de la cubierta y estimula la germinacion. A veces se extienden los
frutos en el suelo, en una capa gruesa, y se cubren con hierba a la que se prende fuego, o
también se pueden chamuscar ligeramente los frutos con una pistola de llama (Willan, 1991).

4.1.7 Germinacion

La germinacion es el proceso mediante el cual una semilla se desarrolla hasta convertirse en
una nueva planta.La germinacion se inicia con la entrada de agua en la semilla(imbibicion) y
finaliza con el comienzo de la elongacion de la radicula. En condiciones de laboratorio, la
posterior rotura de las cubiertas seminales por la radicula es el hecho que se utiliza para
considerar quela germinacion ha tenido lugar (criterio fisiologico). Sin embargo en
condiciones de campo no se considera que la germinacion ha finalizado hasta que se produce
la emergencia y desarrollo de una plantula normal (criterio agronémico) (Pita y Pérez, 1998).
Para lograr esto, toda nueva planta requiere de elementos basicos para su desarrollo: luz, agua,
oxigeno y sales minerales. La germinacién es un mecanismo de la reproduccion sexual de las
plantas.

La germinacion de las semillas comprende tres etapas sucesivas que Se superponen
parcialmente: 1) la absorcion de agua por imbibicion, causando su hinchamiento y la ruptura
final de la testa; 2) el inicio de la actividad enzimatica y del metabolismo respiratorio,
translocacion y asimilacion de las reservas alimentarias en las regiones en crecimiento del
embrion, y 3) el crecimiento y la division celular que provoca la emergencia de la radicula y
posteriormente de la plamula. En la mayoria de las semillas el agua penetra inicialmente por
el micropilo y la primera manifestacion de la germinacion exitosa es la emergencia de la

radicula (Vazquez et al, 1997).

4.2 Aspectos generales de las cicadas
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Las cicadas se encuentran incluidas dentro de un grupo de plantas llamadas gimnospermas, las
cuales se caracterizan por presentar semillas desnudas, es decir las semillas no se encuentran
encerradas dentro de la pared del ovario formando una fruta, como en las angiospermas. Asi

bien, estas plantas son dioicas, es decir presentan sexos separados (Pérez y Vovides, 1997).

4.2.1 Tallo
Las cicadas mas modernas se asemejan a las palmas arbdreas por la presencia de un tronco
firme y una corona de frondas pinnadas en el apice. Generalmente carecen de ramas pero en
algunas especies existen ramas adventicias (Sporne, 1982). En Cycas revoluta, por ejemplo, se
desarrollan brotes laterales cominmente desde varias areas del tronco. Estos brotes laterales,
los cuales aparentemente son originados desde los tejidos vivos de la base persistente de las
hojas son capaces de enraizar y producir nuevas plantas si son separados desde el tronco
(Foster y Gifford, 1974). Varias especies alcanzan alturas hasta de 10 15 m, por ejemplo
Dioon spinulosum aunque la més alta de todas es Macrozamia hopei que llega a medir hasta
18 m. Sin embargo algunas tienen tallos subterraneos cortos, tuberosos y ramificados en forma

irregular, por ejemplo en algunas especies de Zamia(Sporne, 1982).

El tallo de las cicadas es distinguido por varias caracteristicas anatomicas. Primero, el cortex y
la medula son excepcionalmente grandes (Figura 1A), comparado con lo relativamente

estrecho del diametro del cilindro vascular(Foster y Gifford, 1974).

El rasgo anatomico mas interesante desde el punto de vista evolutivo, es la estructura de las
nervaduras y trazas foliares, en las cuales existen dos tipos de xilema. Uno de ellos es un area
aproximadamente triangular del xilema centripeto. Con una sola regién de protoxilema; el otro
estd separado del primero por tejido parenquimatoso y consiste de un arco de traqueidas
asociado con el floema en tal forma que aparenta ser de origen secundario (Sporne, 1982).
Aunque el crecimiento secundario por medio del cambium vascular ocurre en el tallo de
muchos géneros, la cantidad de tejido vascular secundario producido es relativamente
pequefio y el xilema es atravesado por numerosos rayos parenquimatosos amplios. A la

madera de textura suelta de cicadas se ha designado como “manoxilico”(Figura 1B) en

10
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contraste con el xilema mas compacto y denso de coniferas el cual se denomino “picnoxilico”

(Foster y Gifford, 1974).

Figura 1. Seccion transversal de un tallo A) Seccion transversal del tallo de Cycas circinalis
mostrando la condicién polixilematica, armadura de las bases de las hojas y una
medula y cortex grandes; B) Seccion transversal del tallo de Zamia sp. Mostrando las
zonas de las trazas foliares y la madera manoxilematica. En ambas se observan el
cortex y la médula con abundantes canales de mucilago. Bp, base del peciolo; cm,
canal de mucilago; co, cortex, me, médula; tf, trazas foliares (Tomada de Yafiez, 2006)

4.2.2 Hoja

Todas las cicadas producen dos tipos de hojas, hojas en forma de escama o catafilos y hojas
foliadas. A excepcion del genero Bowenia que presenta hojas grandes bipinadas, en todas las
otras cicadas vivientes las hojas desarrollan una sola serie de foliolos Las hojas de las cicadas
consisten en una lamina pinnaticompuestas sin un foliolo terminal, una base abultada, ya sea
con o sin estipulas y un peciolo que puede ser pronunciada como en Zamia u discreto como en
Dioon y Encephalartos(Stevenson, 1990). Antes de la expansion de una corona de nuevas
hojas ésta se super ponen y son protegido por una larga serie de escamas imbricadas de las
yemas duras. Estas estructuras como la base de las hojas foliadas, persisten por muchos afios
sobre el tronco y asi ademas contribuyen a las caracteristicas de armadura de la hoja, En
muchas cicadas las nuevas hojas son erguidas y los foliolos son planos durante el periodo de
expansion la corona. Pero en el género Cycas, la vernacion de los foliolos jovenes es
distintivamente circinados como en muchos helechos (Foster y Gifford, 1974). Pero solo en

Bowenia se encuentra vernacion circinada de raquis y foliolos (Yanez, 2006).

11
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Las bases de las hojas de cicadas son a menudo hinchados hasta el punto de parecer bulbosa
particularmente en Cycas, Dioon, Lepidozamia y algunas especies de Encephalartos y
Macrozamia. Las estipulas estan presentes sobre el foliolo de las bases de las hojas y catéfilos
(cuando estan presentes) en varios géneros. Las estipulas son de dos tipos, el primero el cual
estd presente en solo en Stangeria y Bowenia, son algo carnosa, bien desarrolladas y
vascularizada. En Stangeria las estipulas parecen estar fusionados lateralmente y forman una
estructura como de capucha sobre el lado abaxial de la base de la hoja. En contraste las
estipulas presentes tanto hojas como en catafilos de Ceratozamia, Microcycas y Zamia son

diminutas, discretas y no vascularizadas (Stevenson, 1990).

Hay varios tipos de patrones de venacion en los foliolos o pinas de hojas de las cicadas en el
género Cycas es Unico porgue cada pinna es atravesada por solo una simple prominente vena
media y las venas laterales son ausentes. En contraste, los foliolos de Stangeria desarrollan un
tipo pinado de venacion consistente de una vena media desde la cual salen venas laterales que
son poco espaciados y dicotdmicamente ramificados.En los géneros restantes, la pina carece
de vena media y la venacion consiste de una serie de venas longitudinales las cuales ramifican

dicotdbmicamente en varios niveles en su curso a través de la pina (Foster y Gifford, 1974).

La mayoria de los representantes existentes de cicadas muestran adaptaciones en sus hojas
para ambientes xerofilos: una cuticula gruesa, la hipodermis bien definido formado por células
de paredes gruesas y estomas hundidos, por lo general s6lo en la parte inferior de las laminas.
Estos rasgos fueron posiblemente heredado de un antepasado que habitaban ambientes secos y

fuertemente irradiados(Acufia y Marin, 2013a).
4.2.3 Raices

Las cicadas producen tres tipos de raices, aunque uno de estos esta restringido a las especies
de Cycas (Jones, 1993). El sistema radical primario es equivalente al sistema radical pivotante
que se encuentra en la mayoria de las plantas. La raiz primaria de una plantula se desarrolla
para formar la gran raiz principal que frecuentemente, alcanza varios metros de largo. La raiz

principal de todas las cicadas es contractil, lo cual parece ser de gran importancia para el

12



Germinacion in vivo e in vitro, crecimiento y descripcion morfo-anatomica de Dioon merolae
De Luca, Sabato y Vazquez-Torres

establecimiento exitoso de las plantulas. En la etapa inicial, las plantulas de las cicadas son
suculentas y susceptibles a ser depredadas, al fuego y a la desecacion. Las raices contractiles
primarias atraen a las partes susceptibles bajo el suelo en donde se encuentran protegidas,
hasta que las plantas crecen lo suficiente para desarrollar hojas protectoras en la base (Yéafez,
2006). En general la raiz primaria principal esta presente a través de la vida del individuo, en
los taxa con tallos subterrdneos hay usualmente una sola raiz principal (aunque puede haber
varias raices principales de almacenamientos en algunas especies de Zamia). En taxa
arborescentes, varias de la primeras raices laterales formadas también se desarrollan entre la
raiz principal asi que la planta tiene entonces varias raices principales. Estas parecen ayudar
en la estabilizacion de los tallos paquicaules (Stevenson, 1990).0tro tipo de raices presente en
los esporofitos de todas las cicadas forman raices apogeotropicas las cuales crecen hacia
arriba y cerca de la superficie del suelo, presentan ramificacion dicotdmica, formando
peculiares masas coraloides de raicillas, las raicillas coraloides pueden formarse en la plantula
pero son particularmente conspicuos cerca del tronco de especimenes cultivados bien
desarrollados, especificamente en las plantas de crecimiento tuberoso. Una de las
caracteristicas distintivas de las raices coraloides es la presencia de una bien definida zona
cilindrica de células pobladas de un alga verde azul, Anabaena cycadeae Reinke en el cortex
de la raiz (Foster y Gifford, 1974) las cuales establecen una asociacion de tipo simbidtica. Las
micorrizas también establecen una asociacion simbidtica en las raices, y propician la

absorcion de minerales (Fisher y Vovides, 2004).
4.2.4 Estructuras reproductivas

Todas las especies de cicadas son dioicas Yy anualmente o algunas veces bianualmente,
producen estructuras reproductivas (Stevenson, 1990). Estas estructuras reproductivas se
originan en la parte apical del tallo. Estas estructuras son conos, denominados técnicamente
comoestrébilos. Al cono masculino se le conoce como microstrébilo y el cono femenino como
megastrobilo. Cada cono estd conformado por escamas. En el caso de las escamas del cono
femenino se le denominan megasporéfilos y a las del cono masculino, microsporofilos. Es
dentro del conofemenino en donde se forman las semillas. EI microstrébilo se encarga de

producir el polen, que se forma dentro de cAmaras polinicas llamadas microsporangios. Estos
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se encuentran en el envés de cada microsporofilo (Pérez y Vovides, 1997).En todos los
géneros con excepcion de Cycas, ambos tipos de estrébilos son estructuras compactas como
conos con crecimiento determinado; en posicion ellos son aparentemente terminales tal como
en el género Dioon, aunque en ciertas especies de Macrozamia, Bowenia y Encephalartos
pueden estar axilar o lateramente (Foster y Gifford, 1974). Los microsporofilos en las cicadas
aunque varian en tamafio y forma, todos son mas bien gruesas, estructuras similares a
escamas. EI namero de microsporangios que surgen por una sola esporofila varia desde mas
de un mil in Cycas media a varias docenas en Zamia floridana (Foster y Gifford, 1974). Al
madurar los esporangios se presentan muy similares a los de los helechos eusporangiados por
la presencia de una pared solida, varias células gruesas y porque su origen es tipicamente
eusporangiado. Una célula hipodérmica se divide para dar origen a una pared celular
esporogenica primaria. De estas se originan las paredes gruesas y numerosas celulas
esporogenicas, siendo antes circundadas por un tapete que se parte hacia abajo para producir
un plasmodio en el cual se desarrollan mas tarde. Cada una de las células madre de la espora
sufre meiosis para producir una tétrada de granos de polen haploides. ElI numero haploide de
cromosomas se ha contemplado como sigue: 13 Microcycas, 11 en Cycas; 8 Stangeria,

CeratozamiayZamiaspp; nueveen el resto de los géneros(Sporne, 1982)

Los megaspordfilos varian considerablemente en tamafio y forma; en muchos casos la forma
es de gran valor sistematico en la caracterizacion de los géneros o especies. Dos tipos
extremos ocurren en Zamia, Microcycas y Ceratozamia, por ejemplo, los megasporofilos son
peltadas, como drganos con escamas, cada soporte con dos 6vulos (Figura 2B). En notable
contraste los megasporofilos de Cycas revoluta, son conspicuamente pinatifidas como
estructuras de hojas que soportan6-8 Ovulos lateralmente organizados sobre el eje de
esporofilas por debajo del grupo terminal de pinnas rudimentarias. En otros géneros tal como
Dioon y Encephalartos los esporofilos aunque esencialmente como en forma de escamas,
pueden mostrar puntas extendidas o estrias marginales sugestivo de laminas de hojas
reducidas (Figura 2A). (Foster y Gifford, 1974).
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Figura 2. Megasporofilos de cicadas. A) Megaspordéfilo de Dioon edule con la punta de la lamina
expandida y dos 6vulos; B, megaspordfilo de Zamia Fischeri. (A, Tomada de Foster y
Gifford, 1974 y B, Sporne, 1982)

Las cicadas tienen dos diferentes tipos de morfologia del évulo. EIl évulo platipermico es
claramente aplanado por lo tanto simétricamente bilateral. Este tipo se restringe a Cycas.
Todas las otras cicadas tienen Ovulos radiospérmicos. Asociado con la morfologia
platispérmico esta un mecanismo distintivo de la germinacion e la cual la apertura de la
semilla se divide en dos mitades bien diferenciadas cerca del micropilo. Este es patron
diferente sorprendentemente a la observada en la germinacion de las semillas radiospérmicas
de las cicadas, donde el embridn, aparentemente por digestion parcial de la capa de madera,
se abre camino a través de la cubierta de la semilla por ruptura en la region micropilar
(Stevenson, 1990).

Figura 3. Ovulo maduro de Bowenia spectabilisk (Tomada de Sporne, 1982)
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En conjunto, los 6vulos de las cicadas son grandes comparados con los 6vulos de otras
gimnospermas. Los dvulos de Cycas circinalis y Macrozamia denisonii pueden alcanzar 6 cm
en longitud; en otros géneros los dvulos son méas pequefios, el mas pequefio seria de Zamia
pumila el cual mide solo 5-7 mm en longitud. Estructuralmente el dvulo de las cicadas
consiste del integumento lateralmente unido con la nucela masiva excepto cerca del fin
micropilar del owvulo (Figura 3). Durante la ontogenia, el integumento llega a ser
histolégicamente diferenciado entre tres capas: una capa carnosa externa y una interna y capa
dura media, la cual es esclerificada y dura en textura. Una caracteristica muy interesante del
ovulo en las cicadas es el desarrollo de dos sistemas vasculares separados. El sistema exterior
se extiende como una serie de venas no ramificadas que atraviesan la capa carnosa externa
mientras el sistema interno  consiste de numerosas hebras ramificadas dicotomicas,
vascularizadas la capa carnosa interna. Esto ha sido reportado en varios generos, algunos de
las ramificaciones del sistema vascular interno pueden terminar en la base de la parte libre de
la nucela. La capa interna del integumento usualmente rompe durante el desarrollo de la
semilla, pero la capa carnosa externa persiste, y en la semilla madura puede ser rojo brillante
(Encephalartos, Zamia) rosa salmon (Microcycas) o casi blanco (Dioon, Ceratozamia)(Foster
y Gifford, 1974).

425 Gametofito masculino

El desarrollo del gametofito masculino endospdrico de cicadas procede a traves de los estados
tempranos antes de que los granos de polen sean dispersados desde el microsporangio. La
divisién mitdtica del ndcleo de la microspora forma dos células: una pequefa célula basal
protalial y una grande meristematica inicial. La Gltima funcion como un inicial anteridial y su
divisién de rendimientos como una célula generativa la cual radica préxima a la célula
protalial y un tubo celular comprime un nicleo y su citoplasma asociado. En estas tres etapas
unicelulares, el gametofito masculinoparcialmente desarrollado, encerrado dentro de la pared
de la espora original, es liberado desde el microsporangio como un grano de polen(Foster y
Gifford, 1974).

Durante el crecimiento de las células del tubo polinico, la célula generativa se divide

produciendo una ceélula estéril localizada cerca de la célula protalial y una célula
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espermatogénica. Estos términos propuestos por Sterling en 1963 parece preferible a la méas
antigua terminologia en la cual dos células derivadas de la division de la célula generativa
donde se designo como el tallo celular y el cuerpo celular. EI termino tallo celular sugiere
homologia no probada con el tallo del anteridio de briofitas y ciertos helechos
leptosporangiados. Ademés el también llamado tallo celular, en la mayoria de las cicadas no
es funcional y por lo tanto estéril, aunque en Microcycas el tallo celular se divide
repetidamente, formando una serie lineal de cuerpo celular cada una de las forma dos
espermatozoides. Esto es también evidente que el término cuerpo celular podria ser
reemplazado por el termino mas explicito “célula espermatogénica” el cual claramente define

el rol de esta célula, es decir la produccion de un par de gametos(Foster y Gifford, 1974).
4.2.6 Gametofito femenino

El gametofito femenino en gimnospermas surge por la ampliacion y division de una sola
megaspora funcional la cual esta situada profundamente entre el tejido nucelar y el ovulo.
Siguiendo la ampliacion de la megaspora funcional, el gametofito femenino es iniciado por
una serie sincronizada de divisiones celulares libres. Los extremadamente numerosos nucleos
que son formados durante esta etapa en desarrollo llegan a ser organizado en la capa periférica
del citoplasma el cual es encontrado entre la pared de la megaspora y la gran vacuola central
del gametofito coenocitico. Porque de la muy delicada estructura del gametofito, esto es
extremadamente dificil para estimar exactamente el nimero de 6vulos libres (Foster y Gifford,
1974).

En el final del periodo libre nuclear, el nacleo periférico llega a ser conectado por medio de
ejes secundarios con seis nucleos adyacentes. Las paredes anticlinales entonces llegan a
desarrollarse centripetamente, resultando en la formacion de células las cuales son llamadas
alveolos. Cada alveolo es hexagonal en la transeccion y su nucleo reside en su base o en el
final interno, el cual abre cerca de la vacuola. ElI gametofito femenino en esta etapa ha sido
comparado con un panal, cada cavidad representa a un solo alveolo. Como el alveolo tubular
se extiende hacia el centro del gametofito muchos de ellos llegan a cerrarse, en varias

distancias desde el centro, por division nuclear seguidas por el desarrollo de paredes mas o
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menos oblicuamente orientadas. Las pequefias células triangulares las cuales resultan son
Ilamadas alveolos cerrados precozmente. Las células triangulares asi como los otros alveolos,
por medio de repetidas divisiones periclinales (con referencia a la superficie del gametofito)
forman filas de células organizadas radialmente, pero después como resultado de mas
divisiones en planos irregulares, esta organizacién puede perderse (Figura 4A)(Foster y
Gifford, 1974).

Camara arquegonial

Camara polinica
Nucela
Capa carnosa exterior

Capa pétrea
Capa camnosa interior -

Gametofito femenino celular

v Tejido vascular

Figura 4. Diagrama de un évulo A) Diagrama de una seccion longitudinal del 6vulo de Dioon
edule mostrando la etapa temprana del tubo polinico en desarrollo y la etapa celular
del gametofito femenino. B) Diagrama de una seccién longitudinal del 6vulo de Dioon
edule mostrando el tubo polinico colgando hacia abajo en la camara arquegonial y la
posicion de los arquegonios en el gametofito femenino (Tomada de Foster y Gifford,
1974).

Los enormes gametofitos femeninos de cicadas se desarrollan relativamente despacio,
requiriendo 5- 6 meses para alcanzar la madures sexual. En muchos géneros y especies, son
formados de 2 a 5 arquegonios cada uno inicialmente equipado con un par de células del
cuello sobresaliente entre una depresion circular llamada camara arquegonial, la cual esta
localizada en el fin distal del gametofito femenino (Figura 4B). Mycrocycas difiere desde su
forma basica teniendo hasta varios cientos de arquegonios extendiéndose sobre su tercio distal
del gametofito (Norstog, 1990).
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4.2.7 Fertilizacion

El desarrollo del prétalo masculino se inicia en tanto que los granos de polen aun estan en el
microsporangio. En los diferentes estadios del proceso, el ndcleo se divide una vez de tal
manera que una sola célula se corta en una parte, el otro ndcleo hijo a veces llamado nicleo
inicial anteridial, se divide otra vez para producir un tubo nuclear y una célula generativa. Es
en esta fase que los granos de polen se desprenden y los 6vulos son polinizados. Los granos de
polen son atrapados en una gota de fluido secretado por el micropilo y son conducidos hacia
abajo rumbo a la cAmara de polen, enseguida se produce un tubo polinico que penetra a las
partes de la camara de polen, la cual sujeta los granos de polen mientras tanto, la célula
generativa se divide para producir una célula estéril y una célula espermatogénica la cual, a su
vez, se divide para producir dos espermatozoides como lo indica el nombre. La célula estéril
no participa en este papel pero en Microcycas se divide repetidamente hasta producir una
sucesion de 10 u 11 células espermatogenicas, cada una de las cuales origina dos

espermatozoides (Sporne, 1982).

El descubrimiento de los gametos masculinos multiflagelados (espermatozoides) en Gingo y
Cycas ha sido considerado como uno de los descubrimientos botanicos mas significativos de
finales del siglo 19, con lo cual se advertia una estrecha relacion entre las plantas primitivas
con semillas y criptogamas, como musgos, helechos y licopodios, que también tienen

espermatozoides (Norstog, 1990).

Los espermatozoides de cicadas son células espectaculares que van desde 80 pum en
Mycrocycas alrededor de 400 um en Zamia roezlii y equipados con hasta 4000 flagelos.
(Norstog, 1990). Al llegar la fertilizacion un fendmeno curioso ocurre en Bowenia en este
momento: cada arquegonio secreta una gota de agua a través de las células del cuello; esta
agua junto con el liquido desde el microgametofito, suministra el medio por el cual los
microgametos nadan activamente. En este mismo género la pared externa de cada célula del
cuello es muy delgada y de media altura, en el lado interior la pared de cada célula del cuello
es bastante gruesa; con una célula angosta soportando las dos células del cuello, una bisagra

como el arreglo es por lo tanto erecto, permitiendo que las células se abran momentaneamente
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hacia la entrada de los microgametos. Las células del cuello estan en contacto intimo con el
solo apice y los movimientos activos de los microgametos constituyen suficiente presion para
causar que las células abran. Las células del cuello no son demolidas como sucede en el
periodo correspondiente de muchas gimnospermas pero ellas colapsan inmediatamente
después de comenzar las divisiones nucleares libres. El nimero de microgametos los cuales
entran a un determinado arquegonio pueden variar desde uno hasta seis o incluso mas, pero en
realidad s6lo uno penetra el citoplasma para fusionar con el nacleo del arquegonial. El
microgameto entra con fuerza considerable, lo suficientemente fuerte como para quitarse el
citoplasma y la banda ciliada en la parte superior del arquegonio y dejando el ndcleo desnudo
para viajar la corta distancia restante para contactar el ndcleo arquegonial (Johansen,
1950).Después de que se ha efectuado la fertilizacion se llevan a cabo repetidas divisiones
nucleares libres, hasta 64, generalmente 256 o incluso se han llegado a formar arriba de 1000
nucleos, antes de paredes transversales se han colocado hacia abajo. En algunos géneros por
ejemplo Cycas, EncephalartosyMacrozamia, los embriones se vuelven totalmente celulares

aungue en otros sélo la region basal se vuelve celular (Sporne, 1982).

El nacleo libre es usualmente dispersado ligeramente a traves del citoplasma arquegonial.
Muchos de los reportes recientes describen la formacién de una vacuola central o una
desorganizacion del citoplasma y el nicleo parece ser inexacto. Lo que pasa en el citoplasma
arquegonial previo a la formacion de la pared varia de acuerdo a su género o especie. En
Stangeria muchos de los ndcleos en el centro y parte superior del proembrién migran a la
parte basal, donde el citoplasma llega a ser mas y mas denso, con una vacuolizacion
correspondiente del citoplasma en la parte superior. Un segundo periodo de mitosis nucleares
libres ocurre, seguida por la formacién de la pared. Como en Stangeria, Cycas
revolutatambién tiene pocas mitosis simultaneas libres en la base del proembridn, mientras
hay divisiones amitoticas en la parte superior en Cycas y reposan los nicleos en Stangeria.
Las paredes aparecen simultaneamente a lo largo de todo el proembrion en Macrozamia
moorei, Encephalartos, Dioon edule, y Stangeria paradoxa pero en Macrozamia reidlii una
pequefia regidn central sigue siendo celular con nucleos libres. La formacién de la pared

ocurre solo en la base del proembrién en Bowenia, Zamia y Ceratozamia(Johansen, 1950).
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Las paredes que protegen a la base del proembrién en muchas especies son frecuentemente
débiles y evanescentes. Una vacuola aparece en la region central tarde o temprano y el
arquegonio formador finalmente llega a estar vacio pero su contorno es preservado por su
gruesa membrana. Las paredes celulares permanentes eventualmente son desarrolladas en la
base del proembrion y las células asi formadas llegan a diferenciarse en tren regiones
(Johansen, 1950).

La diferenciacién en la region celular de Stangeria comienza casi inmediatamente después de
la delimitacién pero en muchos de los otros géneros muchos cientos de células son
producidos antes que la diferenciacion reconocible llega a ser aparente. Primeramente hay dos
regiones, una superior en contacto con la region nuclear libre y con las células més grandes; y
una inferior compuesta de células mas pequefias, densas y mas numerosas. En Bowenia
ocurre una mitosis simultanea tan pronto como el nucleo libre ha migrado a la base del

proembrion y resultan las paredes celulares, pero la region central permanece nucleada libre.

La zona de alargamiento del proembrion se denomina suspensor (Yafiez, 2006). El desarrollo
de este Ultimo comienza bastante temprano. Las células grandes méas lejanas son removidas
desde la base del proembridn llegan a ser mucho mas alargadas. Durante las etapas formativas
tempranas los suspensores son separados pero todos estos desde los varios embriones pronto
llegan a ser unidos y curvos, se enrollan y giran, ya que poco a poco crecen mas y mas en el
endospermo. Finalmente solo el sistema suspensor perteneciente al primer embrion llega
alcanzar pleno desarrollo (Figura 5). Los suspensores de las cicadas son remarcablemente
largos. Los de Ceratozamia cuando estan totalmente extendido miden 7 a 8 cm de longitud y

en Bowenia, Cycas y Macrozamia pueden exceder los 10 cm (Johansen, 1950).
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saco de la ovocélula

)

G

suspensor

embridn

Figura 5. Seccién longitudinal media de una semilla mostrando el embridn en desarrollo con la
zona de alargamiento o suspensor (Tomada de Yanez, 2006; Giddy, 1974)

El desarrollo del cotileddn, es similar en todos los géneros excepto en Ceratozamia. Este
ultimo género normalmente solo tiene un cotileddn; los demas tienen dos u ocasionalmente
tres. Las semillas se desprenden en Cycas, Macrozamia, y Ceratozamia antes que lo
cotiledones estén desarrollados. Desde que la semilla yace en una posicion horizontal después
que esta desprendida, la gravedad tiene algo que hacer con el desarrollo del Unico cotiledon en
Ceratozamia pero claramente no en los otros dos géneros. Cuando las semillas de
Ceratozamia han sido puestas sobre una posicion acostada para la germinacion, el cotiledon
suprimido se desarrolla completamente (Figura 6). En muchas especies los cotiledones
frecuentemente que han sido reportados son mas o menos desiguales en tamafio. LoS
cotiledones cierran sobre el apice caulinar y en Zamia y Bowenia ellos se fusionan juntos en
una etapa cercana a lo largo de la mitad superior de su longitud mientras en Encephalartos
ellos estan fusionados a lo largo de su longitud total, por ambos margenes en la base y en su
Unico 0 ambos margenes cerca del pice. Aproximadamente a la regién central del embrion se
desarrolla una estructura conspicua y caracteristica llamada coleorriza (Figura 6). Su funcion

es principalmente protectora (Johansen, 1950)
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Figura 6.Seccion longitudinal media de una semilla recién dispersada (Tomada de Y afiez, 2006;
Bold et al. 1989)

4.2.8 Plantula

No hay periodo fijo de la dormancia de la semilla en las cicadas, y la germinacion puede darse
tan pronto como la semilla cae sobre el suelo. El extremo micropilar de la capa pétrea de la
semilla es primero rota por la elongacion de la coleorriza, una envoltura de tejido que encierra
la punta de la raiz. La punta de la raiz entonces sobresale a través de la coleorriza y llega a
crecer hacia abajo hasta el suelo(Figura 7Ay 7B). Una caracteristica distintiva del desarrollo
subsecuente de la plantula es que las ldminas de los dos cotiledones permanecen dentro de la
semilla, aparentemente funcionando como d&rganos haustorial mientras la envoltura
cotiledonar y la primera hoja primaria pronto emerge desde la cubierta de la semilla rota
(Figura 7C). En plantas de dos 0 mas afios de edad, la semilla puede todavia permanecer
unidos por los cotiledones secos al eje de la planta joven. Por varios afios después de la
germinacion, el apice caulinar de la plantula produce hojas escamosas (catafilos) y en
intervalos, hojas foliares solas. Como el desarrollo de la planta joven continua, el nUmero de
hojas incrementa, alternando con zonas de hojas escamosas, que llegan a establecer el patron
de crecimiento (Foster y Gifford, 1974).
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Figura 7. Plantula en desarrollo de Dioon edule. A y B, muestran etapas tempranas en la
germinacion de la semilla, mostrando la emergencia de la punta de la raiz desde la
coleorriza; C, plantula joven con varias hojas primarias encerradas en las vainas de
los dos cotiledones (Tomada de Foster y Gifford, 1974).

Durante la transicion de plantula a esporofito adulto, el apice caulinar incrementa
enormemente en tamario y en Cycas revoluta puede alcanzar un diametro de cerca de 3.5 mm.
Una dimension grandemente excedente que el tipico de los apices de las plantas vasculares.
Una de las caracteristicas mas distintivas del apice en todas las cicadas es la convergencia de
las bien definidas filas de células desde la parte lateral de la zona de iniciacion hacia las
células internas de la zona de las células madre central. EI arreglo de las células como
abanico, que aparece sorprendentemente en Microcycas, presenta un problema dificil en un
esfuerzo por interpretar el patron de division celular y la polaridad de la célula en el apice
caulinar (Foster y Gifford, 1974).
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429 Semilla

Las semillas de las cicadas tienen una capa carnosa exterior denominada sarcotesta, que cubre
a la capa interior dura conocida como esclerotesta. EI embridn esta fijado en el gametofito
femenino y a menudo es impropiamente llamado endospermo. El embrion maduro y
ensanchado, absorbe el alimento desde el gametofito por medio del suspensor (Dehgan, 1983).
Las semillas de las cicadas se producen en una amplia variedad de tamafios, forma, color y
textura de su superficie. Probablemente las semillas mas grandes son las de Macrozamia
macdonnellii y las mas pequefias las de Zamia pygmaea (Yafiez, 2006). La esclerotesta de las
semillas de las cicadas van de esféricas a ovoides, lisas, y en algunas especies, presenta una
corénula, que esta siempre bien desarrollada, como en el caso de la especie Ceratozamia
norstogii. El color de la sarcotesta varia de especie en especie, por ejemplo en Dioon es
principalmente blanco o crema cuando esta inmadura y amarilla cuando esta madura; en
Ceratozamia es blanca cuando esta inmadura y de blanco-amarillento cuando logra la
madurez. En la mayoria de las especies de Zamia son rojas cuando la semilla estd madura y

algunas son de color naranja o amarillo (Pérez y Vovides, 1997).

4.2.10 Polinizacion

Las cicadas y su asociacion con los insectos se conocen desde hace mucho tiempo, pero el
papel de insectos en la polinizacidn ha sido descubierto sélo recientemente. Anteriormente se
suponia que estas plantas eran solo polinizadas por el viento. Investigaciones en los Estados
Unidos, Sudéafrica y Australia estdn confirmando la participacion del escarabajo. S6lo unas
pocas especies parecen ser en realidad sélo polinizadas por el viento. (Jolivet, 2005). Los
escarabajos(Curculionidae y Languridae) tambiénprimitivos, indica unacoevolucién muy
antigua (Vovides, 2000).EI ciclo de vida del escarabajo es altamente interdependientecon el
crecimiento de las cicadas y su reproduccion. Los escarabajos obtienen alimento y refugio en

el tejido del cono masculino a lo largo de su ciclo de vida (Brenner et al, 2003).

Los Conos de cicadas producen componentes volatiles y olores diversos, resinosa, con sabor a
fruta, moho, etc, sin duda para atraer a los insectos polinizadores. Los conos son visitados por

mas 0 menos escarabajos especificos y las hojas por jovenes de Lepidoptera, en su mayoria
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Lycaenids y muchos escarabajos. Suponemos que los escarabajos atraidos por conos
masculinos y sus fuentes nutritivas, van después a los conos femeninos por “error”, y al
hacerlo, polinizan. Se ha observado muy raramente, la fertilizacion a menudo por la noche o
en la oscuridad (Jolivet, 2005).

Un ejemplo claro de simbiosis mutualista se da entre Zamia furfuracea y su efectivo
polinizador, Rhopalotria mollis, quien utiliza los conos masculinos de esta cicadas para llevar
a cabo su ciclo reproductor completo incluyendo copulacion, ovoposicion y alimentacion de
las larvas y pupas (Norstog, 1990). Significativamente la extincion de la planta o el insecto, en
estos caso podria ser critica o fatal, como en el caso de una cicada cubana amenazada, cuyo
escarabajo polinizador se extinguio y las plantas que quedan producen semillas Unicamente

por medio de polinizacidn artificial bajo cultivo (Schneider et al, 2002).

Zamia pumila L. en Cuba tiene dos polinizadores, los conos masculinos de los cuales son
visitados por Rhopalotria slossoni y por el Langurido, Pharaxonota floridana Casey. Dioon
califanoi en Meéxico es polinizada por varias especies de Pharanoxota. Estos escarabajos
languridos (en realidad, para algunos especialistas Erotylidae) frecuentan igualmente los
conos masculinos y femeninos de Ceratozamia en México. En Costa Rica, en La Selva, varios
Pharaxonota frecuentan los conos masculinos de Zamia skinneri Warsz. Hay también, a
veces, en los conos Zamia, huevos de lepiddpteros, larvas y pupas, incluidos los de

Lycaenidae (Eumaeus spp.), Que se alimentan normalmente en las frondas (Jolivet, 2005).

En Australia, las cicadas Macrozamia communis y Lepidozamia peroffskyana se asocian con
los escarabajos Tranes lyterioides una gran especie nocturna, que se desarrolla en el interior de
los conos masculinos y comen el polen. Muchos otros escarabajos estan asociados con conos
masculinos de Cycadales, a saber. Tenebrionidae, Rhizophagidae, Languridae, Anthribiidae,
Boganiidae y Nitidulidae. Otros insectos frecuentan los conos masculinos de cicadas, como
las abejas Trigona, un género conocido del Cretacico, lo que sugiere una asociacién muy
antigua (Jolivet, 2005).
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Los polinizadores estan restringidos a unos cuantos géneros puesto que las cicadas no
representan una fuente de alimento para todos, debido a que estan protegidos con compuestos
altamente téxicos. Sélo los insectos que tienen la capacidad para desintoxicar o controlar los
compuestos de las plantas pueden alimentarse de ellos. Esta toxicidad ha sido considerado
como una estrategia de defensa hacia los herbivoros (Prado, 2011).

4.2.11 Toxicidad

En las cicadas se han registrado los glucosidos del metilazoximetanol (MAM), cicasina,
macrozamina y neocicasinas, una clase de compuestos neurotdxicos y carcinogénicos, , en
particular se ha establecido que la cicasina es caracteristica y exclusiva de todas las cicadas
porque esta presente en todos los géneros de este taxdn y ausente en otras gimnospermas y en
los helechos. La Macrozamina es el glucosido mas abundante encontrado en estas plantas y
Ccuya concentracion parece caracteristica a nivel genérico (Siniscalco, 1990).

La parte toxica de la cicasina es el grupo metilazometoxipresente en su estructura, el cual es
liberado como MAM,al ser metabolizado en el aparato digestivo por la enzima-glucosidasa
derivada de la fauna bacteriana normal delintestino delgado. Por esta razon, la cicasina solo
ejercesu efecto toxico cuando es ingerida por via oral. EIl MAMderiva del metabolismo de la
macrozamina, tiene capacidadtoxica y carcinégena muy alta debido a la presencia delgrupo
azo en su estructura quimica. Este compuesto a nivelcelular inhibe la sintesis de proteinas y
afecta al ADN de lasneuronas vulnerables llevandolas a procesos apoptoticos (Rivadeneyra y
Rodriguez, 2013).

Se ha encontrado la asociacién entre el consumode semillas de cicadas y sus derivados con
alteraciones motrices y electroencefalograficas en animales deexperimentacion y en el ser
humano se haasociado con enfermedades neurodegenerativas como elcomplejo demencia-
parkinsonismo-esclerosis-lateral amiotréfica (DPELA) y otras enfermedades de la motricidad
(Rivadeneyra y Rodriguez, 2013).

Estos compuestos, al parecer son elementos cruciales en el desarrollo y mantenimiento del
mutualismo (polinizacion) y el parasitismo (herbivoria) de los herbivoros vinculados a las
cicadas (Schneider et al, 2002).
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4.3 Sistemaética y distribucion de las cicadas

Anteriormente el orden cycadales se agrupaban en 3 familiasCicadaceae, Zamiaceae y
Stangeriaceae, esta Ultima con dos géneros, Bowenia y Stangeria. Actualmente el orden
Cycadales se representa Gnicamente por dos familias: Cicadaceae con un s6lo género Cycas y
Zamiaceae con nueve génerosBowenia, Ceratozamia, Dioon, Encephalartos, Lepidozamia,
Macrozamia, Microcycas, Stangeria y Zamia (Christenhusz, et al.,2011). Primeramente se
reconocian 11 géneros dentro del Orden, sin embargo, el género Chigua se reasigno al género
Zamia, considerando C.bernalii y C. restrepoi, sus dos Unicas especies, como una sola
identidad Zamiarestrepoi (Lindstrom, 2009).Quedando el orden cycadales representado por 10

géneros.

Su distribucion comprende cuatro grandes areas: Africa y las islas del Océano indico,
Australia, Asiay América (Donaldson, 2003). Se encuentran en las regiones tropicales del
mundo. Son abundantes en Sudafrica, Australia, Sudamérica, Centroamérica (mayor
diversidad) y las islas del Caribe (Yafez, 2004).

Los centros de diversidad de cicadas se producen en el sur de Africa,Australia, y el tropico del
Nuevo Mundo,aunque la extension de la diversidad varia a nivel de familia, género, yespecies.
A nivel genérico, el Nuevo Mundo tiene lamayor diversidad con cinco géneros (Ceratozamia,
Chigua, Dioon, Microcycas y Zamia), mientras que Australia tiene cuatrogéneros (Bowenia,
Cycas, Macrozamia y Lepidozamia).Tres géneros se encuentran en Africa (Cycas,
Encephalartos y Stangeria) y s6lo Cycas ocurre en Asia(Donaldson, 2003). Es importante
recordar que Chigua fue recientemente reagsignada al género Zamia. La diversidad de cicadas
se distribuye mucho mas uniformemente ennivel de especie, con amplia evolutivaradiaciones
en Cycas, Encephalartos, Macrozamia, Zamia, Ceratozamia y Dioon. Como resultado,
Australia, Asia,Africa y el Nuevo Mundo tienen cada uno mas de 60especies. A pesar de la
amplia distribucion a nivelde especie, algunas regiones se destacan como centros criticos de
diversidad de especies, en particular Australia, Sudafrica, México, China y Vietnam,que en

conjunto representan mas del 70% de la poblacion mundialcicadas(Donaldson, 2003).
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En México se encuentra la familia Zamiaceae con tres géneros que son Ceratozamia, Zamia y
Dioon (Yafiez, 2004). Se distribuyen por lo general en zonas del ecotono entre la selva
tropical secay el bosque de encinos y pinos, a lo largo y ancho de la sierra madre occidental,
la oriental, la del sur y el eje volcanico transversal. Muchos de estos confines concuerdan con
los lugares considerados como refugios del ecosistema de selva tropical seca durante las
glaciaciones del pleistoceno (Gutiérrez 2010).

4.4 Género Dioon

El nombre Dioon se deriva del griego dis (dos) oon (huevos) refiriéndose a que cada escama
que conforman los conos femeninos (esporofilos) contiene dos semillas aunque esa no sea una
caracteristica exclusiva del género. Ademas, tienen los troncos cilindricos, robustos y a veces
subterraneos(Gutiérrez 2010); todas las especies sonarborescente con diferentes longitudes de
tronco y los tallos estan protegidoscon las bases de los peciolos persistentes protegiendo asi a
las plantas de incendios (Vovides, 2008), en algunas especies pueden llegar a tener mas de 10
metros de altura. Tienen una corona cerrada de hasta 30 hojas dispuesta en espiral (Gutiérrez
2010).

Dioon es un género exclusivamente neotropical (continental) con 13 especies conocidas
actualmente, 12 son endémicas de México y una especieconocida desde Honduras y
posiblemente Nicaragua (Vovides, 2008). En México se distribuye en ambas vertientes, en la
vertiente occidental desde Sonorahasta Chiapas y en la vertiente oriental desde el Sur de
Tamaulipas hasta Veracruz.Se puede considerar un género casi exclusivamente mexicano, con
la excepcion de la especie hondurefia Dioon mejiae Standley & L. O. Williams (Vovides,
1983).

4.5 Dioon merolae

Esta especie fue encontrada en Chiapas, México, Distrito de Tonala, Cerro de la Placa, cerca 4
km al oeste de Tres Picos, el 27 de mayo 1979, por Mario. Véazquez Torres, con
caracteristicas particulares que la definieron como especie, esta especie tiene una distribucion
restringida en esta zona por lo que se clasifica como una especie endémica, el nombre comun

por el que es conocido es “Espadana”. Lo peculiar de esta especie son sus hojas planas lineal-
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lanceoladas que surgen en un angulo agudo respecto al raquis, imbricados y oblicuamente
insertados en ella, a excepcion de la porcion basal de la fronda. Estos ejemplares permiten
separar Dioon merolae de las otras especies del género (De Luca et al, 1981).

Actualmente la especie se ha encontrado en pequefias poblaciones aisladas en Oaxaca, en la
SierraMadre del Sur, la Sierra de Juarez, los Valles Centrales, en lasregiones deTehuantepec y
Los Chimalapas y en al menos 12 poblacionesen dos regiones fisiograficas de Chiapas (figura
8): la Depresion Central de Chiapas (municipios de Cintalapa,Jiquipilas, La Concordia y
Villaflores) y la Sierra Madrede Chiapas, en los municipios de Arriaga y Tonald (Léazaro -
Zermefio et al., 2012).

La especie tiene plantas arborescentes que constan de untronco cilindrico, erecto o inclinado,
de 3 m o mas de altura,con diametro de 25-40 cm. Pueden presentarse uno o mastallos
secundarios unidos a una misma base que no rebasanlos 3.5 m de longitud, y cada tallo puede
producir su copade hojas y eventualmente ramificar en su porcion distal (Lazaro- Zermefio et
al., 2012).

La especie muestra catafilos densamente lanosos ca. 10 cmde largo y con bases de 2 cm de
ancho. Las hojas son planas,numerosas, coriaceas, ascendentes, tomentosas cuandojovenes al
madurar glabras, de 100 a 140 cm de largo(De Luca et al, 1981) presentan un color verde
oscuro, semibrillantes en la madurez. El raquis es semi-cilindrico, recto o irregularmente
retorcido;peciolo semi-cilindrico de 7-10 cm de largo y con basede 2-3 cm de ancho. Foliolos
subopuestos, numerosos (1200 mas), linear-lanceolados, con un aguijon, insertados
oblicuamentesobre el raquis, imbricados con excepcién de losbasales, margenes revolutos,
adelgazandose hacia la base,el apice tendiente a espinuloso. Foliolos inferiores de 1 cmde
largo y 2 mm de ancho, gradualmente méas grandes, margenentero o con un aguijon; foliolos
de la parte media 7-9cm de largo, 10-12 mm de ancho, ca. 20 nervios, margenes, enteros o con
1-2 aguijones de 1 mm de largo en la partesuperior; los foliolos superiores gradualmente
decreciendohasta 1.5-2.0 cm de largo y 3 mm de ancho, margenes inferioresenteros o
dentados, con uno o rara vez dos aguijones,margenes superiores con 1-4 aguijones de 1 mm de
largo(De Luca et al, 1981).
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Dioon merolae produce sus estructuras reproductivas en elpice de los tallos. Los
megaestrobilos emergen entre marzoy mayo, pueden ser fertilizados entre agosto y
diciembredurante un periodo individual de fertilidad de tres semanas.El megaestrobilo es
ovoide de 45 x 25 cm y pesa en promedio3.6 kg (x 1.97, n = 6; aunque se han encontrado
conosde mas de 6.4 kg), apice agudo; las escamas son lanceoladasde 10-12 x 4-5 cm,
densamente lanosas en su exterior. EImicroestrébilo es alargado cilindricamente, de (20-) 30-
40(-60) x 8-10 cm; pueden emerger en cualquier época del afioy se desarrollan completamente
en un lapso de siete mesesy pesan en promedio 216 g (£ 128.0, n = 10). Los
microesporofiloscon la base angosta de 2.5 cm de largo; la partefértil bilobada, la parte estéril
hacia arriba con un angulomenor a 30° del eje (parte esterili sursum arrecta; De Lucaet al.,
1981), con una proyeccion curva terminada en puntaen su mitad superior. Las semillas son
ovoides, de 3 cm dediametro y pueden producirse entre 107 y 149 semillas porcono, con un
peso promedio de 14.4 g (£ 1.8, n = 154) cadauna (Lazaro-Zermefio, 2002). Las semillas
pueden desprendersedel cono generalmente a los ocho meses después dela polinizacion, en
algunos casos hasta 22 meses después.Las semillas estdn cubiertas por una sarcotesta
almidonosay aromatica de color amarillo. Al caerse la sarcotesta y si elembrion se ha
desarrollado completamente, la semilla puedegerminar de inmediato. Las semillas son

recalcitrantes y,por tanto, no forman bancos de semillas (L&zaro -Zermefio et al., 2012).
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Figura 8. Distribucién de las poblaciones de Dioon merolae en Chiapas y Oaxaca, México
(Tomada de Lazaro-Zermefio et al. 2012)

Esta especie es localmente llamada “espadafa” (en espafol, perteneciente a espada) o como
“nimalari” (nima: hoja, lari: pluma, en el lengua materna chiapaneco, y es muy venerada
durante el festival religioso de la Santa Cruz del 3 de mayo. El festival se inicia durante la
altima semana de abril con la colecta de espadafia por los habitantes de Teran y Suchiapa,
Chiapas. Estas personas caminan 42 millas de Suchiapa a Cerro Nambiyugua cerca de
Villaflores o desde Teran al Cerro Estoraque en el municipio de Jiquipilas cada afio. No hay
otros usos conocidos de esta planta por las personas locales, mas que como simbolo religioso
y el ornamento(Pérez y Vovides, 2006). Actualmente Dioon merolae ocupa solo las laderas
delos promontorios rocosos y no las areas llanas con suelosaluviales (Gonzalez- Espinosa et
al, 2012).

Para la ceremonia de la santa cruz, los recolectores de hojas (espadafieros) con frecuencia
desprenden hasta 100% de las hojas de individuos adultos (generalmente 1-2.5 m de altura),
que al realizarse de manera anual repercute en el desempefio reproductivo y el tamafio de las

hojas pues se ha encontrado que enuna poblacion anualmente defoliada, los
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individuosfemeninos de D. merolae se reproducen menos quelos individuos no
defoliados(Léazaro -Zermefio et al., 2010).Actualmenteel niUmero de plantas vivas y de hojas
en cada planta handisminuido debido a la cosecha anual mal planificada. Solamentelos
individuos distribuidos en lugares de dificil acceso,como las partes altas de los monticulos y
acantilados,han quedado fuera del alcance de los grupos de espadafieros(unas 40 personas por
grupo, que colectan cada una 200-300 hojas). Lo anterior ha provocado que los
espadafierosbusquen nuevas localidades para seguir con la tradicionalcosecha de hojas(Lazaro
-Zermefio et al., 2012).

D. merolae tienen un alto valor en el mercado ilegal nacionale internacional como plantas de
ornato (Pérez yVovides, 2006). Sin embargo, la mayor amenaza a sus escasaspoblaciones se
debe a la intensa cosecha anual de lashojas de los adultos (Pérez y Vovides, 2006),a su
limitada regeneracionpor semilla y a los efectos esporadicos sobre plantulas yjuveniles,
ocasionalmente severos, de incendios rasantes ysequia (Gonzalez- Espinosa et al, 2012). Estos
factores aunado a su lento crecimiento y el avance de la frontera agricola que reducen su
habitat natural hacen que esta especie hoy se encuentre dentro de la NOM 059 desde 1994

(INE, 1994) catalogada como en peligro de extincion.

4.6 Propagacion y cultivo de cicadas

Las cicadas son poco conocidas en la horticultura, en parte, porque ellos raramente se cultivan
en los viveros, su escasez en el comercio, sin embargo, es causada por una falta general de
informacion de la horticultura, la falta de disponibilidad de semillas, que son inherentemente
lentas para germinar, y en la mayoria de las especies, también su crecimiento (Dehgan, 1983).
Son pocas las especies de las cuales se conoce un método eficiente para propagacion de
ejemplares, muchas otras son obtenidas de su habitat natural para la comercializacion. Sin
embargo, es muy importante conocer un proceso eficaz que permita reproducir la especie para
fines de conservacion ya que aungue haya especies poco conocidas en el mercado ornamental

muchas estan amenazas por otros factores.

La propagacion de las cicadas puede darse por semilla que es la mas conocida pero la mas

lenta,y la vegetativa, que consiste en sacar hijuelos a partir de los nuevos retofios que aparecen
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alrededor de la planta adulta, esta ultima aplicada a pocas especies, la mayoria con muchos

afios de investigacion (Dehgan, 1983).

En el caso de la propagacion por semilla Pérez y Vovides (1997) sugieren que una vez
colectadas las semillas, estas deben limpiarse, esto consiste en eliminar la capa carnosa
osarcotesta de las semillas, debido a que estas presentan sustancias inhibitorias a la
germinacion, por lo que debe de eliminarse antes de sembrarse. El &cido abscisico (ABA) o
sustancias con propiedades similares son los responsables de este letargo quimico. Estas
sustancias quimicas se originan a partir de los carotenoides, violaxantina por via de
produccion de xantoxina en varias partes de las semillas maduras. Estos carotenoides se han
identificado como del tipo (alfa-caroteno, cryptoxantina y zeaxantina en los tdbulos de
cromoplastos, en Cycas revoluta, dando a la semilla una coloracién anaranjada. El efecto
inhibitorio de la sarcotesta puede ser resultado del ABA y otras sustancias que se originan de
estos carotenoides. Las semillas germinan solo cuando la sarcotesta es removida o
naturalmente eliminada. Para esto, las semillas frescas, se colocan en una cubeta con agua,
dejandolas remojar por unos dias, para que, estas se ablanden, y la capa carnosa pueda

desprenderse facilmente (Pérez y Vovides, 1997).

Si las semillas colectadas, presentan letargo por embrion no desarrollado, como en el caso de
algunas especies de Ceratozamia, es aconsejable almacenarlas por tres o cuatro meses.
Después de la colecta de las semillas, se debe realizar la limpieza de las semillas previo al
almacenamiento. Este tiempo sirve para que el embrion complete su desarrollo de una forma
natural y maduren bien. Las semillas pueden colocarse en un costal con arena hiumeda para su
almacenamiento. No obstante, las semillas no deben almacenarse por tiempo indefinido, ya
que las semillas de las cicadas son recalcitrantes, es decir que estas se secan y pueden perder
su viabilidad (Pérez y Vovides, 1997).

El almacenamiento de las semillas en un ambiente calido, puede ocasionar un desarrollo mas

rapido del embrion, pero también existe una perdida rapida de la viabilidad. En contraste, el

almacenamiento en frio, el embrion se desarrolla lentamente, pero existe perdida de la
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viabilidad. Lo mas recomendable es almacenar las semillas en una bolsa de plastico con

musgo 6 heno a una temperatura de 10-15 °C (Pérez y Vovides, 1997).

Algunos estudios de maduracion en semillas de cicadas han demostrado, que muchas
especiespresentan letargo por embrion inmaduro y en este estado las semillas son incapaces de
germinar. Si las semillas se mantienen almacenadas adecuadamente, el embrion continua su
desarrollo lentamente hasta alcanzar su madurez, posteriormente, puede ser capaz de
germinar. Este largo periodo de tiempo de almacenamiento, es conocido como periodo
postmaduracion, el cual es variable para cada especie. Algunas especies de Ceratozamia,
Dioony Zamia, presentan periodos cortos de postmaduracion, los cuales requieren unos 30
dias para que sus semillas maduren. Mientras que en Bowenia, Cycas, Encephalartos,
Lepidozamia, Macrozamia, y Stangeriapuede ser hasta de 6 a 12 meses para este proceso
(Pérez y Vovides, 1997).

Cuando las semillas colectadas estan maduras, como en el caso de Dioon merolae, el cual no
presenta letargo de embrion inmaduro, la germinacion se presenta aproximadamente en 30
dias. Mientras que las semillas de Ceratozamianorstogii, el cual presentan letargo de embrion
no desarrollado, es necesario unos 3 meses de almacenamiento, para que sus semillas maduren
bien (Pérez y Vovides, 1997).

4.7 Germinacion de cicadas

En la germinacibn de semillas de cicadas, se encuentran involucradas tres
dormanciasindependientes, la capa carnosa que tiene un efecto inhibitorio, la capa pétrea que
es gruesa y evita la entrada de agua a la semilla, y el embrion, el cual tiene que madurar antes
de que las semillas germinen. EIl embrion en la mayoria de las cicadas no es completamente
maduro en el momento de abscision semilla. En varias especies la eliminacion de la capa
carnosa es suficiente para permitir la germinacién, las semillas siempre se recogen solo
después de que los conos se han desmoronado. Varias especies de Dioon, Macrozamia,
Lepidozamia, asi como ZamialoddigesiiMig. Y Z. fischeriMig., estan entre las que germinan

sin dificultad. Esto se produce porque el embrion es maduro, a pesar del espesor de la
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esclerotesta.El espesor de ésta, sin embargo, es un importante obstaculo para la germinacion
en las especies cuyos embriones estan todavia en las etapas tempranas de desarrollo, aunque
las semillas pueden parecer maduras en su totalidad(Dehgan, 1983).

Para la germinacion de cicadas es importante tener humedad en el medio germinativo y una
temperatura de 21-27°C con sombra parcial y una humedad relativa de 60-70%. (Pérez y
Vovides, 1997).

EnDioon merolae, la germinacion se presenta cuando la radicula brota, estapresenta un color
blanco a beige de consistencia dura y con un didmetro aproximado de 5 mm (a los 24 dias
aproximadamente), se engruesa y se forma un hipocaétilo, desde donde emerge una raiz, que se
alarga llegando a medir 25 cm de largo a los 4 meses de siembra y observandose la formacion
de raices laterales. El hipocotilo se va engrosando conforme se va desarrollando la plantula
(Pérez y Vovides, 1997).

El vastago comienza a emerger a los 5 meses de siembra, este emerge de un ensanchamiento
que se produce en la base del hipocotilo, principalmente por una abertura en donde se
desarrolla una yema vellosa que al crecer se alarga y da origen a la hoja primaria, esta hoja es
aplanada y plegada de color verde claro, pubescente y flexible, a medida que crece se va
abriendo y endureciendo, haciéndose coriacea (a los 6 meses de siembra). Los foliolos son
opuestos a subopuestos, presentan dos a tres espinulas en cada uno de los margenes y de una a
dos espinas en el 4&pice. De la misma manera se presenta la germinacion en
Ceratozamianorstogii, al mes de habersembrado, las semillas germinan, y a los 3 meses

emergen la primera hoja con 4 o 6 foliolos (Pérez y Vovides, 1997).

Pérez y Vovides (1997) recomiendan que una vez germinadas, las plantulas pueden
trasplantarse en taneles de plastico en un ambientecontrolado con un rango de temperatura de
28-30°C. Bajo estas condiciones de cultivo, se puedeaplicar regularmente cada fin de semana
fertilizantes liquidos en forma de N-K-P, 3-1-5 en una dilucion1:1000. Asi también, se

recomienda un pH de sustrato de6.5-7.0
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4.8 Crecimiento de cicadas

El problema de lento crecimiento y el desarrollo en las cicadas ha sido ampliamente ignorado.
Sin embargo, es la principal causa de su desaparicion en la naturaleza. S6lo (Dehgan, 1983) ha
reportado la mejora en crecimiento y nimero de hoja de Zamiaintegrifolia de manera
significativa con los niveles de nitrégeno adicionales.Un factor importante de control en la
disponibilidad de nutrientes es el pH del suelo.La formacién de nddulos fijadores del
Nitrogenoesta directamente afectada por el Ca?*, humedad disponible, y el pH del suelo. La
adicion de N a partir de fuentes combinadas (nitrato y amoniaco) también tiende a reducir la
formacion de nddulos vy la fijacion de N. Asi, en virtud de un cultivo donde diversos factores
pueden ser controlados, la fertilizacion debe consistir en sélo una forma de Nitrégeno. Los
resultados preliminares indican la aplicacion de N en forma amoniacal es preferible para el
crecimiento de plantulas. Una caracteristica unica de todas las cicadas es la rapida extension

de la raiz principal.

4.9 Cultivo in vitro de cicadas
Las técnicas del cultivo de tejidos vegetales in vitro se incluyen como una de las areas de la
Biotecnologia Agricola que méas ha sobresalido debido a la amplia gama de aplicaciones que
ha tenido desde hace mucho tiempo. Entre ellas se tiene la propagacion masiva de plantas
sobre todo aquellas de gran interés economico y/o alimenticio, propagacion de plantas libres
de virus, propagacion de especies en peligro de extincion,conservacion de bancos de
germoplasma y las aplicaciones en el mejoramiento genético vegetal, por destacar las mas

sobresalientes.

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales in vitro es un grupo heterogéneo de técnicas, no

una disciplina cientifica, mediante las cuales un explante (parte separada (disecada) de un
vegetal: protoplasto, célula, tejido u 6rgano) se cultiva asépticamente en un medio de cultivo
de composicién quimica definida y se desarrolla (crece y diferencia) bajo condiciones

ambientales controladas.

En particular en México, en los dltimos afios, una de las alternativas mas exitosas para

recuperar especies en riesgo o peligro de extincién, es la técnica de cultivo de tejidos
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vegetalesin vitro.Muchas especies son cotizadas ya sea por su uso, belleza o por su edad lo

que la mayoria de las veces los expone a la extincion.

Uno de los problemas que frecuentemente se presenta al implementar la técnica de cultivo de
tejidos es la obtencion y desinfeccion de explantes, ya que en ocasiones no se dispone del
material vegetativo, o bien este puede tener un alto grado de contaminacion en el medio
natural donde se encuentra, siendo una de las etapas mas dificiles de enfrentar, por lo que las
semillas son una muy buena alternativa para obtener explantes en condiciones asépticas, al
inducir su germinacion in vitro, de este modo, se obtienen pequefias plantulas de las que se
utilizan sus tejidos como explantes para la formacion de callo, brotes o plantulas.La
germinacion in vitro tiene ventajas respecto a la producida en condiciones naturales: Puede
solucionar casos de inhibicion total de la germinacion, permitir la germinacion de semillas con
intermediario obligado, aumentar la tasa de germinacion, evitar el aborto embrionario, reducir

el tiempo necesario y sincronizar la germinacion (Cuellar et al., 2006).

En cicadas los trabajos sobre cultivo de tejidos vegetales in vitro son realmente pocos
comparado con otras especies. Se han hecho trabajos de cultivo in vitro en varias cicadas

como en los géneros Zamia, CeratozamiayDioon.

Se hareportadoregeneracion de cicadas via organogénesis en Ceratozamiahildae, Ceratozamia
mexicana, Dioonedule, Zamiapumila, Zamiafischeri, yZamia furfuracea por organogénesis a

partir de embriones cigoticos extirpados. (Litzet al. 2005)

Chavez et al. (1995) describié la induccion de cultivos embriogénicos a partir de hojas
maduras de Ceratozamia mexicana, y demostro que la histologia de los embriones somaticos

y cigéticos fueron similares

En Costa Rica se han hecho varios trabajos de micropropagacion con el género
Zamia,Venegas (1997) obtuvo la micropropagacion de Zamia skinneriWarszewia partir de

megagametofitos mientras Bolafios (2005) hizo un trabajo con la misma especie pero a partir
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de segmentos de foliolo y de tallo con la que obtuvieron callos; sin embargo, a partir de estos

no se pudo obtener la organogénesis con los medios de cultivo utilizados.

En el género Dioon se reportan dos estudios en D. edule, en el que se formaron brotes a partir
de megagametofitos y de embriones cigoticos (Chavez y Litz, 1999), mientras en Dioon
merolae se hizo un estudio de morfogénesis a partir de explantes de embriones cigéticos y
megagametofitos a partir de los cuales se obtuvo la induccion de callos y en algunos la
formacion de brotes adventicios (Cabrera, 2008).

4.10 Hormonas vegetales o fitohormonas

Se entiende por hormonas vegetales aquellas substancias que son sintetizadas en un
determinado lugar de la planta y se translocan a otro, donde actuan a muy bajas
concentraciones, regulando el crecimiento, desarrollo 6 metabolismo del vegetal. El término
"substancias reguladoras del crecimiento” es mas general y abarca a las substancias tanto de
origen natural como las sintéticas que determinan respuestas a nivel de crecimiento,

metabolismo 6 desarrollo en la planta.

Las fitohormonas son las moléculas responsables del desarrollo, aunque no se sabe bien cémo
actan en las células. Se sabe que su mecanismo de accién es por interaccion con un receptor
especifico (la sensibilidad de un tejido hace referencia a su numero de receptores), y que su
modo de accidn una vez recibida la sefial es por transduccion.De la transduccién se sabe poco,

pero parece ser que no es muy diferente de la de los animales.

Las rutas de transduccion transforman la sefial en una respuesta.La actuacion depende de la
sensibilidad del tejido y de la concentracion de la hormona. Se denomina nivel activo de una
hormona a las formas que desencadenan respuestas. Es necesario un control uhomeostasis
hormonal, importante para el control del crecimiento, defensa ante situaciones eventuales
como cerrar constantemente los estomas en sequia. Para ello existen diversos mecanismos:
a).Biosintesis: es la fabricacion de hormonas para aumentar su concentracion; b).Degradacion

catabdlica: es la eliminacion para conseguir el efecto contrario; ¢) Transporte: es llevar
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hormonas de zonas de afloramiento a zonas de déficit, o transportar hormonas al lugar donde
se necesita su accion; d). Conjugacion: es la modificacion de hormonas (afiadiendo azucares o
aminoécidos principalmente, o otras moléculas de bajo peso molecular). Sirve como paso
inicial para la degradacion de éstas, para poder almacenarlas, para su mayor eficacia en el
transporte o para inactivarlas; y e). Compartimentacion: sirve para aumentar o disminuir los

niveles hormonales.

4.10.1 Auxinas

Son las primeras hormonas que se descubrieron. Su estructura es un derivado del fenol o el
indol, y tienen anillos aromaticos con dobles enlaces conjugados. La forma de ocurrencia
natural mas comun de auxina es el &cido indol-3-acético (AlA) que se determino a mediados
de la década de 1930.Los compuestos que sirven como precursores de IAA también pueden
tener actividad de las auxinas (por ejemplo, indoleacetaldehido). Algunas plantas contienen
otros compuestos que muestran una debil actividad auxina. IAA también puede estar presente
como diversos conjugados tales como aspartato indoleacetil. Mientras el Acido 4-
cloroindolacético(4-CL-1AA)también se ha reportado en varias especies, aungue no esta claro
hasta qué punto la actividad de las auxinas enddgena en las plantas puede ser explicada por 4-
CL-1AA. Varias auxinas sintéticas también se utilizan en aplicaciones comerciales (Davies,
2004).

Otras auxinas fueron descubiertos mas tarde en las plantas superiores, pero IAA es con mucho
el mas abundante y relevante fisiologicamente. Debido a que la estructura de la IAA es
relativamente simple, que laboratorios académicos e industrialesfueron rapidamente capaces
de sintetizar una amplia gama de moléculas con actividad de las auxinas. Algunos de estos son

utilizados como herbicidas en la horticultura y la agricultura (Taiz yZeiger. 2010).

Uno de los papeles mas importantes de la auxina en las plantas superiores es la regulacion del
crecimiento de elongacién en tallos y coledptilos, la auxina promueve el crecimiento de
elongacion principalmente mediante el aumento de la extensibilidad de la pared celular. es
responsables del fototropismo y gravitropismo Ademas de sus papeles en el crecimiento y el

tropismos, auxina juega papeles reguladores centrales de la dominancia apical, la iniciacion de
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las raices laterales, abscision de la hoja, la diferenciacion vascular, formacion de yemas
florales, y el desarrollo del fruto(Taiz yZeiger. 2010). Sin embargo, en varios sistemas (por
ejemplo, crecimiento de las raices) la auxina, particularmente en altas concentraciones es
inhibirora. Casi invariablemente, esto se ha demostrado que esta mediada por el etileno
producido. Si la sintesis del etileno se previene por diversos inhibidores de la sintesis de
etileno, entonces no sera auxina inhibidora(Davies, 2004).

Las auxinas también inducen la sintesis de giberelinas, hormonas que promueven el
crecimiento del tallo, por lo que las auxinas también estimularian el crecimiento en forma
indirecta. (Jordan y Casaretto, 2006).Las auxinas principales son el Acido indolacético que es
con la que se ha experimentado, el Acido 4-cloroindolacético, el Acido indolbutiricoel cual

actla en el enraizamiento, y el Acido fenilacético, entre otros.

Las aplicaciones agricolas de las auxinas son la reproduccion, la formacion de frutos,
floracion, partenocarpia (frutos sin semilla), aparicion de flores femeninas y creacion de

herbicidas y enraizadores (Cassan, et al, 2008).

4.10.2 Giberelina

Las giberelinas son una familia de compuestos terpenoides,definidos por su estructuraestan
constituidos por unidades de isopreno. Son un grupo de hormonas muy heterogéneo, ahora son
mas de 125, algunos de los cuales solo se encuentran en el hongo Gibberella fujikuroi. Las
mas comunes son GA;, GA; y GAy(Taiz y Zeiger. 2010), siendo GA; la giberelina mas
importante en plantas, la cual es la principal responsable de la elongacién de tallos, mientras

muchas otras son las precursoras de GA;(Davies, 2004).

Las giberelinas se sintetizan a partir de gliceraldehido-3-fosfato, via isopentenil difosfato, en
los tejidos jovenes del tallo y semillas en desarrollo. Su biosintesis comienza en el cloroplasto
y posteriormente implica membrana y grados citoplasmicos. Algunas GAs estan
probablemente transportadas en el floema y xilema. Sin embargo, el transporte principal de

GAparece restringido(Davies, 2004).
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Las giberelinas inducen la elongacién de los entrenudos en ciertos tipos de plantas, como las
especies y hierbas enanas y roseta. Otros efectos fisiologicos de giberelinas incluyen cambios
en la fase juvenil y la flor, la sexualidad y la promocion de la produccion de frutos,
crecimiento del fruto y la germinacion de semillas. Las giberelinas tienen varias aplicaciones
comerciales, principalmente en la mejora del tamafio de uvas sin semillas y en el malteado de
la cebada. Inhibidores de la sintesis de giberelina se utilizan como agentes enanismo(Taiz
yZeiger. 2010).

4.10.3 Citocininas

Las citocininas son un grupo de hormonas vegetales que promueven la divisién celular y la
diferenciacion (Mok y Mok, 2001). Las citoquininas naturales pueden definirse
estructuralmente como moléculas derivadas de la adenina con una cadena lateral unida al
grupo  amino 6 del anillo purinico. La cadena lateral puede ser de
naturaleza isoprenoide o aromatica. Dentro de las citoquininas isoprenoides se encuentran la
zeatina, la isopenteniladenina y la dihidrozeatina. Entre las aromaticas se incluyen la
benciladenina, la cinetina y la topolina. También se consideran citociininas ciertos compuestos
sintéticos derivados de la difenilurea como el CPPU Yy el tidiazuron (TDZ), que actian como
analogos estructurales de la molécula natural y presentan una actividad muy potente (Azcon-
Bieto y Talon, 2000).

Las Citocininas se sintetizan en cualquier tejido vegetal: tallos, raices, hojas, flores, frutos o
semillas, aunque se acepta generalmente que es en las raices donde se producen las mayores
cantidades de estas hormonas. Regularmente, hay mayor produccion de citocininas en sitios y
momentos en los que haya iniciado un proceso de diferenciacion celular y/o una intensa
divisién celular, sea porque se requiere para inducir el proceso y/o porque las nuevas células
formadas sintetizan mayores cantidades de esta hormona. Asi, cualquier tejido o etapa de la
planta que no presente actividad de crecimiento activo, estara produciendo pocas citocininas

en sus partes terminales (puntos de crecimiento) (Azcon- Bieto y Talon, 2000).

Las citocininas fueron descubiertos en la blsqueda de los factores que

estimulan la division de las células vegetales. En el cultivo de tejidos vegetales las citocininas
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estan asociadas tanto con la division celular como con la diferenciacion que conduce a la
produccion de yemas del vastago. Las citocininas en si mismas presentan pocos efectos en las
células de cultivo, pero cuando se aplican junto con la auxina, las células cultivadas
comienzan a dividirse y diferenciarse. Tales efectos dependen en gran medida de la
concentracion de los reguladores.Desde su descubrimiento, se ha demostrado que las
citocininas tienen efectos sobre muchos otros los procesos fisiologicos de desarrollo,
incluyendo la senescencia foliar en movilizacion de nutrientes, dominancia apical, la
formacion y la actividad de meristemos apicales, el desarrollo floral, la ruptura de la
dormancia de las yemas, y germinacion de las semillas. Las citocininastambién parecen
mediar muchos aspectos de regulacion de la luz por el desarrollo, incluyendo la diferenciacion
del cloroplasto, el desarrollo del metabolismo autotrofico, y la expansion de hojas y
cotiledones(Taiz y Zeiger. 2010).

4.10.4 Acido abscisico

ABA es un compuesto que existe naturalmente en plantas inferiores y superiores. Se trata de
una molécula terpénica de 15 carbonos (sesquiterpeno) similar a los carotenoides pero con
particularidades, es un acido, por lo que posee un grupo COOH en un extremo. Como
cualquier terpenoide, ABA deriva de un precursor comin de 5 carbonos, el isopentenil
Pirofosfato(Jordan y Casaretto, 2006).

ABA se sintetiza en casi todas las células que contienen plastidios y puede ser movilizado por
toda la planta por el xilema y floema. Sin embargo, el examen de algunas enzimas claves ha
revelado que ABA es sintetizado preferentemente en tejidos vasculares en plantas no
sometidas a estrés. El nivel de ABA fluctia dramaticamente en respuesta a los cambios
ambientales y de desarrollo.Precursores de ABA o la hormona misma pueden luego ser
transportados a otros tejidos. Otros lugares de sintesis que se relacionan con la accion deABA
son los embriones y las células guarda (oclusivas) de los estomas. Las concentracionestipicas
de ABA son entre 0,01 y 1,0 mg/L, pero estos niveles puedenincrementarse hasta50 veces

bajo estrés hidrico(Taiz y Zeiger. 2010).
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ABA controla muchos aspectos importantes del desarrollo de la planta, incluyendo la sintesis
de proteinas y lipidos de almacén en semillas, la adquisicion de la tolerancia de semillasa la
desecacion y la inhibicién de la transicion a germinacién y crecimiento reproductivo (la
latencia de las semillas y la germinacidon son controlados por la relacion de ABA y GA,
deficiencia de ABA en embriones pueden presentar la germinacion precoz y viviparidad)(Taiz
y Zeiger. 2010).

ABA también estimula respuestas a estreses ambientales como el cierre estomatico
inducidopor sequia o estrés osmético (durante la escasez de agua, el nivel de ABA de la hoja
puede aumentar 50 veces. Ademas de cerrar los estomas, ABA aumenta la conductividad
hidraulica de la raiz), la induccidn de tolerancia a sequia, salinidad, hipoxia, bajastemperaturas
y respuestas a heridas y patdégenos(Jordan y Casaretto, 2006).Aunque se sabe menos sobre el
papel de la ABA en brotes, ABA es uno de los inhibidores que se acumula en las yemas
dormidas (Taiz y Zeiger. 2010)

No existen muchas aplicaciones practicas para el ABA debido a los distintos efectos que
puede causar en las plantas, en especial la inhibicion de crecimiento y debido al escaso
conocimientode sus efectos en la fisiologia y procesos bioquimicos. Sin embargo, muchas
delas investigaciones para mejorar la tolerancia de cultivos contra estreses, pretenden
incrementarla capacidad de las plantas de acumular ABA o optimizar la respuesta de ellas
cuandoestan sometidos a condiciones adversas. Debido a que ABA ejerce muchos efectos
fisiologicosen algodon, una de las aplicaciones de esta hormona es como defoliante de
estaplanta. A nivel biotecnoldgico donde su uso cumple un rol Gnico fundamental, es en la
induccionde embriones de células en suspension derivadas de masas embrionales (de
recientepolinizacidon), en el proceso denominado “poliembriogénesis somatica”, atingente
exclusivamenteal tipo de morfogénesis y respuestas de coniferas, bajo condiciones in
vitro(Jordan y Casaretto, 2006).

4.10.5 Etileno

El Etileno (C;Hs)es la Unica hormona vegetal gaseosa, simple y pequefia, presente en

angiospermas y gimnospermas aunque también en bacterias y hongos ademas de musgos,
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hepéticas, helechos y otros organismos. Siendo un gas puede moverse rapidamente por los
tejidos, no tanto por transporte sino por difusion. Su efecto ademas se inicia con cantidades
minimas, cominmente menores a 1.0 ppm (1.0 ul.L-1), las cuales ya provocan respuestas
(Jordan y Casaretto, 2006).

La sintesis de etileno se lleva a cabo a partir de la metionina. Con gasto de un ATP se activa
S-adenosilmetionina.Con la ACC-sintetasa a partir del S-adenosil-metionina se forma metil-
tio-adenosina (CMTA) y ACC. La CMTA se recicla en metionina ya que es un aminoacido
esencial, y el ACC (aminoacido complejo) se forma en etileno con la accion de una ACC-
oxidasa desprendiendo dioxido de carbono. Las enzimas ACC-sintetasa y ACC-oxidasa son
enzimas inducibles ambientalmente (sobre todo la sintetasa), para poder responder al estrés
ambiental. Endégenamente también son inducibles: A mayor concentracion de auxinas, mayor
de etileno (también ocurre lo mismo con las citocininas aunque en menor grado). La ACC-
oxidasa es una enzima constitutiva, esta siempre presente y limita la produccion de etileno.

Esta estimulada por el ambiente y por la maduracion (Taiz y Zeiger. 2010).

El etileno regula la expansién celular en hojas y la expansion lateral en plantulas en
germinacion con inhibicién de la elongacion del epicétilo y radicula, causando también un
incremento en la curvatura a nivel de la porcion cotiledonar, lo que en conjunto se conoce
como el efecto de la “triple respuesta”. Otro efectos fisiologicos del etileno son la epinastia,
induccion de floracién, quiebre de la dormancia en semillas y yemas, maduracion de
frutosclimatéricos, aceleracion de la senescencia y caida de hojas y de flores(Jordan y
Casaretto, 2006).

Es una hormona asociada a todas las situaciones de estrés de la planta (temperaturas extremas,
heridas, patdgenos etc.). Interviene en la formacion de parénquima, formando un tejido con
huecos para favorecer la llegada de oxigeno a las raices. Los huecos se obtienen mediante la
lisis de células. También puede generarse un parénquima muy compacto para limitar el acceso
de oxigeno.El etileno también se ha demostrado que actia como un regulador positivo de la

formacién de pelos radicales en varias especies. Promuevela elongacién de las especies
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acuéticasy a través de la tecnologia de la ingenieria genética, se han confirmado tanto el papel

de etileno y citocininas en la regulacion de la senescencia foliar(Taiz y Zeiger. 2010).

En cuanto a las aplicaciones agricolas destacan la gran conveniencia de aplicar etileno a frutos
de varias especies para incrementar significativamente su tamafio sincronia en la induccién
floral referida a pifias 0 a mango, ambos cultivos de gran relevancia en zonas tropicales, y la
induccion floral por etileno de varias especies de Bromeliaceas como ornamentales. Ademas
algunos cultivos que presentan flores femeninas y masculinas, el etileno afecta la
diferenciacion floral y gatilla la formacién de flores femeninas. Con ello el nimero de plantas
productivas y el rendimiento por hectarea aumentaflores (Jordan y Casaretto, 2006).

En biotecnologia destaca el retraso de la senescencia y marchitamiento de los pétalo de las
flores cortadas durante semanas en estas plantas transgénicas.En futuro cercano puede verse
una gran variedad de especies de importancia agricola que han sido modificados
genéticamente para manipular la biosintesis de etileno o de su percepcion(Taiz y Zeiger.
2010).

4.10.6 Brasinoesteroides

Los Brasinoesteroides (BRs) son una clase de polihidroxiesteroides de plantas que han sido
reconocidos como un nuevo tipo de fitohormonas que juegan un papel esencial en el
desarrollo de la planta. Los brasinoesteroidesestanestructuralmente relacionados con las

hormonas esteroides de los animales y de insectos (Bajguz, 2011).

Los brasinoesteroides son moléculas estimuladoras del crecimiento de las plantas que se
encuentran en bajas concentraciones en todo el reino vegetal y se encuentran ampliamente
distribuidas en plantas inferiores y superiores. Estos han sido detectados en todas los érganos
de las planta tales como el polen, anteras, semillas, hojas, tallos, raices, flores, y granos
(Bajguz, 2011). Participan en la regulacion de importantes procesos fisiologicos, tales como
germinacion, fotomorfogénesis, elongacion, y el desarrollo de los érganos reproductivos. A
diferencia de otras fitohormonas, estas no estan sujetos a transporte activo dentro de la planta,

por lo tanto, sus niveles son determinado por el equilibrio entre las reacciones biosintéticas de
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inactivacion y locales (Hategan et al, 2011). Ademas, las BRs pueden proteger las plantas de
diversas tensiones bioticas y abioticas, tales como las causadas por la sal, altas temperaturas, y
metales pesadosa través de la activacion de diferentes mecanismos (Bajguz y Hayat, 2009).

Para explicar el efecto de los brasinosteroidessobre la expansion celular, diferentes hipotesisse
han desarrollado y examinado experimentalmente.Se encontr6 que el efecto de los
brasinoesteroideses genéticamente determinado yque probablemente estan involucrados en
todoslos pasos de la regulacién del crecimiento celular.Asimismo, el modo de accién esta
dado principalmentepor un efecto sobre la biosintesis deenzimas como una consecuencia
sobre la expresiondel genoma y un efecto sobre la pared y lamembrana celular (Salgado et al,
2008).

Debido a la baja concentracion de brasinoesteroidesen plantas, se realizan estudios
encaminadosal esclarecimiento del mecanismo de accionde estos compuestos, lo que ha
llevado a lasintesis de analogos de brasinoesteroides nopresentes en la naturaleza, que han
producidoefectos cualitativamente similares al de los compuestosnaturales. Estos analogos en
general secaracterizan por reproducir solo determinadasagrupaciones estructurales presentes
en los brasinoesteroidesnaturales (Salgado et al, 2008).

Entre los brasinoesteroides y sus analogos aplicados en plantas de valor agricola se
encuentran:Biobras-16 (Cetona esteroidal polihidroxilada), Epin (24-epibrasindlida) EBR (24-
epibrasindlida) Epibrasindlida, Brasinolida, Biobras-16 y CIDEF-4 (80 % de compuesto
esteroidal) (Salgado et al, 2008).

411 Biofertilizantes
En la actualidad es importante alcanzar sustentabilidad en los diversos ambitos de la
produccién. La agricultura no es la excepcion, se busca aumentar los rendimientos, reducir
costos y al mismo tiempo alcanzar un equilibrio con el ambiente. Para lograr estos objetivos
es importante elegir alternativas de origen bioldégico como es el caso de los Biofertilizantes ya
que los fertilizantes quimicos pueden llegar una fuente severa de contaminacion del suelo y

agua.
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4.11.1 Micorrizas

Las micorrizas son asociaciones simbioticas de ciertos hongos en el suelo con las raices de
muchas plantas. La planta cede al hongo hidratos de carbono y el hongo proporciona a la
planta un aumento en su capacidad para absorber agua y algunos elementos nutritivos

especialmente fosforo (Fuentes, 2006).

Las raices de una planta micorrizada exploran un volumen de suelo mucho mayor que cuando
no hay micorrizas. Ademas, el hongo segrega unas enzimas que facilitan a la planta la
absorcion de nutrientes. Todo ello se traduce en un incremento de la biomasa de la planta
tanto de la parte aérea como del sistema radical. Por otra parte, el hongo, al desarrollar sus
propias defensas, impide el desarrollo de otros posibles competidores, con lo cual la planta

hospedera resulta mas resistente a organismos patogenos (Fuentes, 2006).

4.11.2 Bacterias

El desarrollo y uso de los biofertilizantes se contempla como una importante alternativa para
la sustitucion parcial o total de los fertilizantes minerales. La aplicacion de bacterias que

interaccionan con las plantas es considerada una opcion viable en muchos paises y en

la actualidad se buscan el desarrollo de biofertilizantes basados en bacterias promotoras del
crecimiento vegetal, en particular con la bacteria Azospirillum, fijadora de nitrogeno y
productora de fitohormonas(Caballero et al. 2009). Se considera alAzospirillumcomo uno de
los géneros de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal méas estudiados en la
actualidad debido a su capacidad de mejorar significativamente el crecimiento y desarrollo, asi
como el rendimiento de numerosas especies vegetales de interés agricola. Uno de los
principales mecanismos propuestos en la actualidad para explicar la promocion del
crecimiento vegetal en plantas inoculadas con Azospirillumsp., se relaciona con su capacidad
de producir y metabolizar compuestos reguladores del crecimiento vegetal o fitohormonas
tales como auxinas, especialmente acido indolacético (AlA) y citosinas o citocininas(Cit); sin
embargo, también se ha observado la capacidad de este microorganismo para producir
compuestos del tipo giberelinas (GAs), etileno (E), en incluso acido abscisico (ABA), entre

otras moléculas (Cassanet al. 2008).
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La inoculacion con cepas de Azospirillumseleccionadas permite reducir hasta en 50% el uso
de los fertilizantes minerales (N,P,K) sin que disminuya el rendimiento del cultivo, e incluso
se obtiene 5-10% de aumento respecto a los cultivos fertilizados con el 100% del fertilizante
mineral (Caballero et al. 2009).
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Capitulo 11
CAPITULOI. GERMINACIC’)N’in vivo DE Dioon merolae DE LUCA, SABATO Y
VAZQUEZ-TORRES

1. INTRODUCCION

Las cicadas son el grupo de gimnospermas mas antiguas que sobreviven en la actualidad, sin
embargo, todas las especies representativas de este grupo se encuentran en algln estatus de
riesgo, ya que sus poblaciones son cada vez mas reducidas debido a diferentes factores. Las
especies de cicadales tienen gran valor de importancia bioldgica, ecol6gica, econémica y
religiosa; aunque principalmente son cotizadas como plantas ornamentales. Una de las
caracteristicas principales de todas estas especies es que son de muy lento crecimiento y

Dioon merolae no es la excepcion.

Dioon merolae pertenece a la familia Zamiaceae, es una especie endémica de Mexico.
Comuanmente es conocida como Espadafa y tiene gran importancia dentro de las festividades
religiosas de la Santa Cruz en el estado de Chiapas, Mexico, sin embargo, se encuentra

catalogada como en peligro de extincion dentro de la NOM 059.

Para algunas especies a las cuales les es dificil la propagacion por semilla, una alternativa es la
propagacion vegetativa o asexual, de esta manera es mas rapida y cuantiosa sin embargo tiene
la desventaja de tener poca variacion genética, un aspecto sumamente importante cuando el

objetivo principal es la conservacion de la especie.

De manera natural la tasa de germinacion de las semillas de Dioon merolae es baja debido
principalmente a la latencia que presenta, posee una esclerotesta muy dura y una sarcotesta
que contiene sustancias inhibitorias por lo que es sumamente importante encontrar un método
de escarificacion eficaz que permita obtener alto porcentaje de germinacién. Ademas hacer
uso de las hormonas es béasico, ya que al ser una especie de muy lento crecimiento, los efectos

que se puedan promover tanto en germinacion como en crecimiento son de gran valor.
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2. MATERIALES Y METODOS
La presente investigacion se desarrollo en la unidad de camaras de ambiente controlado en el
Laboratorio de Fisiologia de Estomas del Postgrado de Boténica; en el Laboratorio de
Morfologia de insectos del Postgrado de Fitosanidad y en invernadero del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo, México.

2.1 Descripcion del sitio de colecta de material biologico

La colecta se llevo a cabo en la localidad Andrés Quintana Roo, Municipio de Jiquipilas,
Chiapas, México (figura 9), donde se encuentran poblaciones naturales de Dioon merolae. El
sitio es conocido como “el lajerio” o “el bochito” (Figura 10) y se ubica entre las coordenadas
19° 377 26.10°’ latitud norte y 93° 33’ 48.01°’ longitud oeste a una altitud de 594 msnm.Crece
principalmente en terrenos accidentados muy rocosos (Figura 11), y es dificil encontrar

ejemplares en lazona de planicie.

Tabasco .

' <« Jiquipilas

N
t

Campeche

Replblica de
Guatemala

Océano Pacifico

Figura 9. Ubicacion del municipio de Jiquipilas

en el estado de Chiapas.
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Mapa
_jiquipilas.jpg
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Figura 10. Vista general de la zona de distribucién de Dioon merolae en el
ejido Andrés Quintana Roo en el municipio de Jiquipilas,
Chiapas, México

Figura 11. Ejemplar adulto de D. merolae con el tallo inclinado
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57



Germinacidn in vivo e in vitro, crecimiento y descripcién morfo-anatomica de Dioon merolae
De Luca, Sabato y Vazquez-Torres

Capitulo 11

El clima predominante es Aw, (Garcia, 1988) y corresponde a célido subhtimedo con lluvias
en verano, temperatura media anual de 24.2°C, méxima de 30.5°C, y minima de 17.9 °C. La
precipitacion anual es de 975.4 mm con una evaporacion total anual de 1706.3 mm (SMN-
CNA, 2014).

2.2 Colecta de semillas

Se identificaron ejemplares hembras con conos maduros (Figura 12). La madurez se
determindcon una pequefia prueba que consistio en jalar una esporofila, si esta salia
facilmente el cono se encontraba en estado de madurez y se podia colectar. Se cort6 el cono de
la planta madre con la ayuda de un machete y se colocaron en costales de rafia para su

transporte.

Figura 12. Ejemplares femeninos de Dioon merolae con conos A) Cono inmaduro B) Cono
maduro

2.3 Limpieza de las semillas

En el laboratorio los conos se abrieronpara extraer las semillas, se obtuvieron 203 en total de
dos conos (Figura 13A y 13 B). Se depositaron en una cubeta con agua y permanecieron en

remojo durante tres dias con el fin de ablandar la sarcotesta. Despuésse retir6 la sarcotestapara
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lo cual se utilizéd una cuchara con la que se raspd hasta dejar la semilla con la esclerotesta

limpia (Figura 13 C y 13D).

Figura 13. Proceso de extraccidn y limpieza de limpieza de semillas de Dioon merolae A)
Cono maduro B) Semillas completas C) Retiro de la sarcotesta D) Semillas sin
sarcotesta

2.4 Pruebas de viabilidad

Para determinar la viabilidad de las semillas se colocaron dentro de una cubeta con agua
durante un minuto, las que se flotaron fueron semillas no viables por lo regular de tamafio

pequefio y deformes, por lo que se desecharon. Las que se hundieron eran normales y viables.
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Se obtuvieron 165 semillas viables que se secaron a media sombra, posteriormente se

guardaron en un recipiente plastico con tapa a una temperatura de 10 °C.

2.5 Induccion de germinacion in vivo Etapa |

La primera etapa consistid en inducir la germinacion de semillas.Se establecieron nueve
tratamientos utilizando la hormona brasinoesteroide CIDEF-4, el hongo micorrizico (Glomus
intraradices Schenk y Smith) y la bacteria Azospirillum como se indica en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos a utilizar en la Etapa | de germinacion.

Tratamiento Abreviatura Descripcion
1 T1 Testigo (sin micorriza sin brasinoesteroide, sin
Azospirillum)
2 T2 Sin micorriza y con brasinoesteroide en la primera

aplicacion (a la semilla), sin Azospirillum

3 T3 Sin micorriza'y con brasinoesteroide en la segunda
aplicacion (a los 60 dias después de la siembra), sin
Azospirillum

4 T4 Sin micorriza y con brasinoesteroide en la primera 'y

segunda aplicacidn, sin Azospirillum

5 T5 Con micorriza y con brasinoesteroideen la primera
aplicacion (a la semilla), sin Azospirillum

6 T6 Con micorriza y brasinoesteroideen la segunda
aplicacidn (a los 60 dias después de la siembra), sin
Azospirillum

7 T7 Con micorriza y con brasinoesteroideen la primera y
segunda aplicacién, sin Azospirillum

8 T8 Con micorriza y sin brasinoesteroide, sin
Azospirillum

9 T9 Con Azospirillum(Sin remojo, sin escarificar )
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2.5.1 Escarificacién de la semilla

Se realizaron las técnicas de escarificacion:
a) Lijado de las semillas

Se utilizaron 126 semillas libres de sarcotesta de las cuales 112 se lijaron por la zona del hilo

por 3 minutos con un papel lija y las 14 restantes se dejaron sin lijar.
b) Remojo

Las semillas lijadas se mantuvieron en remojo por 72 horas; la mitad (56 semillas) se
remojaron en una solucion de la fitohormona brasinoesteroide CIDEF-4 (100 mg L™) con
agua destilada y la otra mitad s6lo en agua destilada.

2.5.2 Preparacion del sustrato y contenedores

El sustrato consistié en una mezcla de tezontle fino (2 mm de didmetro aproximadamente),
tierra negra, Yy tierra del sitio de distribucion natural de la especie (Ejido Andrés Quintana
Roo) en proporcion 2:2:1. . Se revolvieron perfectamente sobre un plastico grande y con la

ayuda de una pala (Figura 14 A).

Se utilizaron bolsas negras tipo forestal de 9X25 cm (Figura 14 A)y charolas de plastico color
negro (Figura 14B). Se llenaron 126 bolsas con el sustrato y se regaron perfectamente hasta

humedecerlo a capacidad de campo.
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Figura 14. Germinacion de Dioon merolae. A) Sustrato B) Bolsa tipo forestal C)
Charola plastica

=
.

2.5.3 Siembra de la semilla de Dioon merolae

Al momento de la siembra se aplicaron 10 g de la micorriza (GlomusintraradicesSchenk y
Smith) a 56 bolsas con sustrato 6 10 g de la bacteria Azospirilluma otras 14. A las 56 restantes

no se les aplico micorriza ni bacteria.

Las semillas se sembraron 2/3 sumergidas en el sustrato, una semilla por bolsa, respetando los
tratamientos indicados y se regaron con agua corriente.Para el etiquetado se utilizaron clip’s y

pink’s de colores y papel aluminio.

Finalmente las bolsas se colocaron encamara de crecimientoa 28° C con fotoperiodo de 16/8 y
luz blanca fluorescente. Se acomodaron dentro de las charolas de plastico, sin espacio entre
cada bolsa (Figura 15). Se colocaron 14 charolas, siete de las cuales contenian ocho bolsas
cada una con el fertilizante micorrizico y siete con 10 bolsasque no contenian el fertilizante

micorrizico(Ver disefio en 2.5.4)
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Figura 15. Arreglo del experimento dentro de la cAmara de crecimiento

El riego se aplico diariamente con agua corriente y se realizaron las observaciones para cada
ejemplar para observar si se inicié la germinacion o algun tipo de contaminacion. A los 60
dias después de la siembra se realizo la segunda aplicacion de la fitohormona en una dosis de
100 mg L™ disuelta en agua destilada, aplicandose en forma de riego cuidando que cada
ejemplar recibiera la misma cantidad de agua, utilizando un recipiente graduado. El
experimento se mantuvo 87 dias en camara de crecimiento posteriormente fue trasladado a un

invernadero donde se continuaron las observaciones.

2.5.4 Disefio experimental del Experimento de la Etapa |

Para la distribucion del experimento dentro de la cAmara de crecimiento se consideré6 como
un disefio experimental completamente al azar con 14 repeticiones en parcelas divididas, con
un arreglo factorial de tratamientos de 2X2X2+1. Para el andlisis de la varianza se utilizo el

paquete estadistico InfoStat (InfoStat, 2014)
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Cuadro 2. Factores a evaluar en la etapa | de germinacion
Factor 1 Nombre Factor 2 Nombre  Tratamiento
Aplicacion A Fitohormona Brasinoesteroide NO(1) Al
de (Primera Aplicacion) SI(2) A2
micorriza.
Sin B Fitohormona Brasinoesteroide (Segunda NO (1) B1
micorriza Aplicacion) Sl (2) B2

Cuadro 3. Asignacion de colores de los tratamientos con la hormona brasinoesteroide
CIDEF- 4y la micorriza

Trat.  Color Aplicacion de

Brasoniesteroide

1 Rojo @ Sin aplicacion AlB1

2 verde @ Con primera aplicacion A2B1

3 Azul @ Con segunda aplicacion AlB2

4 Negro 3 Con dos aplicaciones A2B2

5 Amarillo O Con azospirilum Adicional
Tratamientos Con micorriza |:|

Tratamientos Sin micorriza |:|

A continuacion se muestra la distribucién de las charolas (Figura 16) con los tratamientos
dentro de la camara de crecimiento. Los cuadros sombreados en gris muestran los tratamientos

con micorriza y no sombreados sin micorriza
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Figura 16. Distribucién de las charolas conteniendo las bolsas dentro de la camara de
crecimiento

2.6 Induccién de germinacion in vivo Etapa Il

La segunda etapa consistio en la induccion de la germinacion aplicando técnicas de

escarificacion diferentes a la etapa I, y con la aplicacién de la hormona brasinoesteroide

CIDEF-4. Se establecieron cinco tratamientos (Cuadro 5).

Cuadro 4. Descripcion de los tratamientos de la Etapa I1.

Tratamiento Abreviatura

Descripcion

1

2

Sf/48 hrs H,0
(T1)
Sf/24 hrs
H,0+CIDEF-4
(T2)
Sf/24 hrs H,0
(T3)

Sc H,0,/24 hrs
H,0 (T4)

Sc H,0,/24 hrs
H,O+CIDEF-4
(T5)

Semilla fracturada con remojo de 48 horas en agua destilada

Semilla fracturada remojadas en brasinoesteroide 24 horas

Semilla fracturada con remojo 24 horas sin brasinoesteroide

Semilla cerrada con peroxido y remojo 24 horas en
brasinoesteroide

Semilla cerrada con perdxido y remojo en agua destilada 24 hrs.
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2.6.1 Escarificacion

Para inducir la germinacion se utilizaron semillas libres de sarcotesta las cuales fueron

escarificadas por tres técnicas: mecanica, quimica y fisica
a) Mecénica

Consistio en fracturar la esclerotesta de la semilla utilizando un tornillo de banco (Figura 17),
aplicando la fuerza necesaria para romperla pero sin dafar el gametofito donde se encontraba

el embridn, por esta técnica se escarificaron 24 semillas.

Figura 17. Uso del tornillo de banco para fracturar la esclerotesta de la semilla de
Dioon merolae A) Tornillo de banco B) Semilla fracturada en el tornillo de
banco

b) Quimica

Consistio en sumergir las semillas sin romper en un frasco que contenia una solucién con
perdéxido de hidrogeno al 3 % durante 24 horas en agitacion para lo cual se utiliz6 un agitador

orbital, para esta técnica se escarificaron 16 semillas.
c) Fisica

Consistio en el remojo de la semilla por 24 o0 48 horas en agua. Esta técnica se aplicd después

de la escarificaciébn mecanica o quimica. EI remojo por 48 horas en agua destilada se aplicd
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solo a ocho semillas fracturadas mientras el remojo por 24 horas en agua destilada se aplicé a

ocho semillas fracturadas y ocho sin romper en tanto que las 16 restantes (ocho semillas
fracturadas y ocho sin romper) se remojaron en una solucién de agua con la fitohormona
CIDEF-4 100 mgL™ durante 24 horas.

2.6.2 Preparacion del sustrato y contenedores

En la etapa Il, el sustrato utilizado fue tezontle fino o arenilla roja, macetas de plastico de
7.5X7.5X11 cm en color negro (Figura 18) y charolas plasticas sin division. Las macetas se

llenaron completamente con el sustrato y se regaron con abundante agua.

Figura 18. Macetas negras de
7.5X7.5X11 cm

2.6.3 Siembra

Las semillas se sembraron 2/3 sumergidas en el sustrato, una semilla por maceta (figura 19
A). Las macetas se etiquetaron seglin su tratamiento con clip’s, y papel aluminio. Despueés
fueron colocadas en las charolas de plastico que se acomodaron dentro la cdmara de

crecimiento (Figura 19 B).

Las condiciones de la cAmara fueron: Temperatura 35°C, fotoperiodo 16 h luz y 8 h oscuridad,

con luz blanca fluorescente. El riego se aplicé diariamente con agua corriente y se realizaban
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las observaciones para cada ejemplar para observar el inicio la germinacion o algun tipo de

contaminacion.

:’ o .,} . ~——

Figura 19. Siembra de Dioon merolaeA) Siembra de semilla 2/3 sumergido en el
sustrato. B) Colocacidn de las macetas en la camara de crecimiento

2.6.4 Disefio experimental Etapa Il

Se probaron cinco tratamientos en un disefio completamente al azar. Se establecieron ocho
repeticiones para cada tratamiento y la unidad experimental fue una semilla. Para el analisis de
la varianza se utilizo el paquete estadistico InfoStat (InfoStat, 2014) por medio de tablas de
contingencia para el analisis de poblaciones homogeneas debido a que los resultados fueron
similares. Ademas se realizd la prueba X? con valor de p simulado basado en unas 10000

unidades.

Diariamente se contabilizo el nimero de semillas contaminadas por bacterias por tratamiento
(%), namero de semillas contaminadas por hongos (%), inicio de germinacidn por tratamiento

(dias) y nimero de semillas germinadas por tratamiento (%).

2.7 Efecto de la hormona brasinoesteroide CIDEF-4 en la germinacién de Dioon
merolae Etapa 11

Para determinar el efecto de la hormona brasinoesteroide en la germinacion de Dioon merolae

se establecié un experimento con dos tratamientos (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Descripcion de los tratamientos de la etapa 111

Tratamiento Abreviatura Descripcion
1 T1 Semilla abierta con remojo de 48 horas en agua
destilada
2 T2 Semilla abierta remojadas 48 horas en

brasinoesteroide (CIDEF-4)

2.7.1 Escarificacion

La semilla, libre de la sarcotesta, se colocd en un tornillo de banco donde se aplicé un poco de
presion hasta fracturar la esclerotesta. Para este experimento se utilizaron 20 semillas, después
de fracturarlas se mantuvieron en remojo durante 48 horas, 10 de ellas se remojaron en agua
destilada y las 10 restantes en una solucién con la fitohormona brasinoesteroide CIDEF- 4
(100 mg L™).

2.7.2 Sustrato y contenedores

Como sustrato se utilizd tezontle muy fino también conocido como arenilla roja, se llenaron

macetas de 7.5X7.5X11 cm de color negro.

2.7.3 Siembra y sus condiciones dentro de la cAmara de crecimiento

La semilla se sembro 2/3 sumergida en el sustrato en posicion horizontal, una semilla por
maceta, estas Ultimas fueron colocadas en charolas de plastico negro, diez por cada charola, se
colocaron dentro de una camara de crecimiento y se regd con abundante agua. Al dia
siguiente, se aplicé un riego con fungicida captan (4 mg/L) para prevenir contaminacion por
hongos. Los siguientes riegos se aplicaron diariamente con agua corriente. Las condiciones
dentro de la cdAmara de crecimiento fueron de una temperatura de 35 °C, fotoperiodo de 16h/8

h y luz blanca fluorescente.

2.7.4 Disefio experimental

Se evaluaron dos tratamientos con una distribucion completamente al azar. Se establecieron

10 repeticiones para cada tratamiento y la unidad experimental fue de una semilla. Para el
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analisis de la varianza se utilizé el paquete estadistico InfoStat (InfoStat, 2014) por medio de

tablas de contingencia para el analisis de poblaciones homogéneas debido a que los resultados
fueron similares. Ademas se realizé la prueba X? con valor de p simulado basado en unas
10000 unidades.

Se contabiliz6 namero de semillas contaminadas por bacterias por tratamiento (%), nimero de
semillas contaminadas por hongos (%), inicio de germinacion por tratamiento (dias), y

namero de semillas germinadas por tratamiento (%).

2.8 Fabricacion de rizotrones caseros

Con la finalidad de observar el crecimiento de la raiz de la especie sin afectar a la plantula se
optd por fabricar rizotrones caseros. La metodologia se adapto de la utilizada por Aguilar
(2007) utilizando semillas germinadas de un mes de edad, del experimento de induccion de

germinacion in vivo.

Envases de plastico PET
Navajas

Tijeras

Clavos

Clips

Bolsa de polietileno color negra

YV V. V V V V V

Tela tipo “Tergal” liso en color blanco

Los envases se cortaron en la parte del cuello con una navaja y tijeras, después se perforaron
en la base con un clavo caliente, haciendo cinco agujeros. Con la tela tipo “tergal” se
fabricaron bolsas dobles cociendo los extremos y la base. Las bolsas de tela se colocaron al
interior de los envases de plasticos y posteriormente se llenaron con tezontle fino humedecido
(Figura 20 A).

Una vez puesto el sustrato se colocaron las plantulas entre la pared del recipiente y la bolsa de

tela, para que el sustrato no hiciera contacto directo con la raiz de la plantula (Figura 20 B y
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20 C). Una vez terminado el trasplante cada rizotrén se introdujo en la bolsa de polietileno. Se

sujetaron con clip’s (Figura 20 D) y se regaron con abundante agua.

Se colocaron en los rizotrones nueve semillas germinadas que se sacaron de las macetas hasta
el momento del trasplante, se midieron con la finalidad de llevar el control del crecimiento de
la raiz, y se colocaron una por cada rizotron. Las semillas provenian del experimento dos de
induccién de germinacién in vivo. Se regaron diariamente con agua corriente procurando que
el riego llegara lentamente a la semilla para que pudiera absorber los nutrientes del sustrato.
Se evaluaron cada 20 dias registrando la medida de la raiz de cada plantula. En el siguiente
Cuadro se presenta el tratamiento recibido por cada semilla y longitud de la raiz

correspondiente al momento del trasplante.

Cuadro 6. Longitud de la raiz de los ejemplares antes del trasplante a rizotrones

Tratamiento Descripcion Longitud de raiz (cm)

Semilla abierta con remojo 1
en agua por 5 dias 6

T 45
Semilla abierta con remojo 1.5
en brasinoesteroide por 24

T2 horas 2
Semilla abierta con remojo 55
en agua sin 3.0

T3 brasinoesteroide por 24 3.5
horas 15
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Figura 20. Fabricacion de rizotrones caseros A) Contenedor con sustrato, B)
Semilla germinada, C) Siembra de semilla entre el contenedor y el
sustrato, D) Vista final del rizotrén

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

La induccidn de la germinacion in vivo se consiguié después de varias pruebas ya que al inicio
no se encontraron los resultados esperados, sin embargo, al final se lograron obtener plantulas
que demuestran que se puede lograr la germinacion de Dioon merolae fuera de su habitat.

Para el andlisis de resultados se registraron Unicamente el porcentaje de germinacion e inicio
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de la germinacién en dias, la contaminacion y la supervivencia. No fue posible medir el

crecimiento de la raiz porque estuvo oculta.

3.1 Induccién de germinacion in vivo Etapa |

En este primer experimento no se obtuvieron resultados positivos ya que no se presentd la
germinacion en ninguno de los nueve tratamientos evaluados (Figura 21). En el cual e

atribuyen los resultados a que la escarificacion no fue la adecuada.

Pérez y Vovides (1997) mencionan que la germinacién de Dioon merolae se presenta 30 dias
después de la siembra de la semilla removiendo Unicamente la sarcotesta, sin embargo, en este
caso no se presentd la germinacion adn cuando se realizé lijado y remojo de la semilla.
Algunos pobladores del ejido Andrés Quintana Roo mencionan que en algunas ocasiones han
sembrado semillas de D. merolae para ello retiran la sarcotesta, y se remojan en agua hasta
por ocho dias y aun asi obtiene de un 20 % a un 30 % que se considera una tasa muy
baja.Santos (2013,Comunicacion personal). Esto concuerda con lo reportado por Witte (1977)
quien obtuvo un 30 % de germinacién en semillas sin escarificar de la cicada de Zamia

floridana.

Figura 21. Experimento No. 1 sin germinacién

Para algunas especies el remojo en agua es suficiente para que se promueva la germinacion, y

puede mejorar si se combina con una escarificacion mecanica como se reporta en café (Coa et
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al, 2014), o en diferentes pastos o forrajes (Reino et al, 2011). La escarificacion quimica

también ha sido ampliamente utilizada en muchas especies utilizando &cido sulfirico (H,SO,),
acido clorhidrico (HCI) y el peréxido de hidrogeno (H,0,). Frett(1987) recomienda el acido
sulfarico en semillas de Cycas revoluta durante 60 a 90 min. para aumentar la germinacion en
tanto que Dehgan y Johnson (1983)mencionan que la germinacion de semillas de Zamia
floridana fue acelerada hasta en 90 % por la rapida eliminacién mecénica la sarcotesta, la
inmersion en H,SO,4 durante 60 min seguido de enjuague con agua, y sumergiéndolas en 1000
mg L™ de 4cido giberélico GAs durante 48 horas. Sin embargo, cuando se trata de semillas de
testa muy gruesa, los porcentajes mas altos de germinacién se consiguen con una
escarificacion mecéanica mas que con una quimica (Godinez- Alvarez y Flores-Martinez,
1999). Este ultimo tipo de escarificacion es mas recomendable para semillas con latencia
endogena, por lo que para semillas con latencia exdgena y endogena no sélo promovera altos

porcentajes de germinacion sino que puede acelerarla (YYanget al, 2007).

Para Dioon merolae el remojo y escarificacion mecanica por lijado de la semilla no fue
suficiente para la promover la germinacion por lo que fue necesario probar otras formas de

escarificacion.

3.2 Resultados Induccion de germinacion in vivo Etapa Il

En la segunda etapa de la induccién de la germinacion donde se probaron dos tipos de
escarificacion, se logré obtener la germinacion en tres de los cinco tratamientos (Figura 22)

gue se propusieron, con porcentajes mayores de 50 %.
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ura 22. Emergencia de la radicula en tres tratamientos diferentes A) Semilla fracturada
remojada en agua destilada 48 horas (T1); B) semilla fracturada remojada 24
horas con CIDEF-4 (T2)y C) semilla fracturada remojada 24 horas en agua
destilada (T3).

ig
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Figura 23. Porcentaje de germinacion de Dioon merolae en la etapa 11

El inicio de la germinacion que fue vista a partir del dia 15 en dos tratamientos y se detuvo
hasta el dial 21. En los tratamientos en los que las semillas no se rompieron y solamente se
ataron con peroxido de hidrogeno (T4 y T5), no hubo germinacion. En los tratamientos donde
la semilla se fractur6 y remojo en agua destilada sin hormona en dos diferentes tiempos de
exposicion (T1 y T3) se obtuvo el mayor porcentaje de germinacién con 62.5%. Se observo
que el porcentaje de germinacion es ligeramente menor si se usa la hormona brasinoesteroide

CIDEF-4 que s6lo agua destilada.
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El analisis estadistico de los resultados reveld diferencias significativas entre los cinco
tratamientos (p=0.005), pero al comparar los tres tratamientos donde hubo germinacién
ningun tratamiento fue estadisticamente diferente (p=0.84) Es decir si hubo diferencias entre
triturar la semilla y no fracturarla pero no hubo diferencias entre el uso de la hormona CIDEF-
4 en el porcentaje de germinacion de Dioon merolae.

La respuesta obtenida se asemeja a lo reportado por Witte (1977) en Zamia floridana donde
se incrementd la germinacion del 38 % a 77 % con una escarificacion mecénica de la semilla
que consistié en aplicar presion sobre los lados de la semilla con unas pinzas, al mismo
tiempo, la insercidn de la punta de un cuchillo debajo de la punta distal terminal de la semilla.
Ademas se menciona que la germinacion de semillas sin escarificar después de seis semana

apenas alcanzé 5 %.

Ramoén et al (2002) también compararon la germinacion con escarificacion mecanica y
peréxido de hidrogeno en palma Camedor (Chamaedorea elegans Mart.), y obtuvieron
resultados similares de hasta 80 % de germinacidn con la remocion de una parte de la testa de

la semilla.

Los datos obtenidos en este segundo intento demostraron que la escarificacion mecanica que
consistio en la fisura de la esclerotesta, independientemente del uso de la fitohormona CIDEF-

4, fue la mejor opcion para lograr la germinacion.

El proceso de germinacion esta constituido por varias fases que inician con la absorcién de
agua por la semilla o imbibicion; seguido por activacion del metabolismo y proceso de
respiracion, sintesis de proteinas y movilizacion de sustancias de reserva; finalmente la
elongacion del embrién y ruptura de la testa producen la emergencia de la radicula (Chong et
al. 2002). Comunmente la radicula crece hacia abajo y desarrolla el sistema de raiz primario.
La plumula crece hacia arriba y forma el tallo. Durante este crecimiento la pequefia plantula

deriva su sustento de los cotiledones y/o el endospermo (Chong et al. 2002).
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Muchas semillas germinan poco después de ser expuestas o0 plantados en un suelo himedo y

calido (Chong et al. 2002). Sin embargo, las semillas de muchas especies son incapaces de
germinar, aun cuando presentan condiciones favorables para ello, lo cual se debe a que las

semillas se encuentran en estado de latencia (Doria, 2010).

Dioon merolae presenta doble latencia exdgena (de la cubierta seminal) una quimica y otra
fisica. La latencia quimica se debe a los inhibidores que se encuentran en la sarcotesta, esta
latencia es eliminada al retirar esta capa de la semilla. La latencia fisica se debe al grosor y

dureza de la esclerotesta que evita la permeabilidad.

Cuando la latencia se debe a condiciones de la cubierta seminal, el letargo termina en el
momento en que esta se agrieta o debilita por acciones mecanicas o quimicas o por efecto del
ambiente o accion quimica (Maduefio et al., 2006). Para obtener la germinacion en esta

especie es necesario eliminar esta latencia con un método adecuado de escarificacion.

La absorcién de agua es el primer paso para la germinacion, sin el cual el proceso no puede
darse. Durante esta fase se produce una intensa absorcion de agua por parte de los distintos
tejidos que forman la semilla. Dicho incremento va acompariado de un aumento proporcional
en la actividad respiratoria (Doria, 2010). Por ello al romperse la esclerotesta se inicié la
germinacion, y 15 dias después de la siembra se observd la emergencia de la radicula

obteniendo una tasa de germinacion de 60 % en tan sélo 22 dias.

Existen pocos trabajos sobre los métodos de escarificacion en cicadas, siendo los mas
estudiados el uso de H,SO;y GAs; (Frett, 1987;Dehgan y Johnson 1983; Dehgan, y
Schutzman, 1989).Aunque este Gltimo parecen responder favorablemente en algunas especies,
Pérez y Vovides (1997) mencionan que el GA3 parece inducir un efecto negativo sobre Dioon
merolae. Por lo que fue importante usar un metodo diferente en este caso el peroxido de

hidrogeno y la escarificacion mecanica.

Aunque el uso de peroxido de hidrogeno H,O; se ha utilizado para promover y aumentar el

porcentaje de germinacion en muchas especies por su accion oxidante, para Dioon merolaela
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inmersion en H,Ozal 3 % por 24 horas no fue favorable. El H,O.aumenta el nivel de oxigeno

en el ambiente y estimula la respiracion y demas procesos metabdlicos (CATIE-PROSEFOR,

1999), pero no fue capaz de traspasar la capa pétrea de la semilla por lo que no se tuvo éxito.

De acuerdo con los resultados obtenidos, D. merolae no presenta problemas latencia endégena
0 del embrién, por lo que al eliminar la latencia exdgena (de la cubierta seminal) la

germinacion alcanza tasas elevadas comparadas con las que se dan de manera natural.

La escarificacion mecéanica puede ser muy efectiva, no obstante, puede exponerse el embrién a
patdgenos, lo cual se puede prevenir con aplicaciones de fungicidas o bactericidas. En muchas
ocasiones este procedimiento también puede no ser muy apropiado cuando se trata de grandes
cantidades de semilla, sin embargo para esta especie es muy adecuada ya que por su tamafo

suficientemente grande facilita la manipulacion.

3.3 Efecto de la hormona brasinoesteroide CIDEF-4 en la germinacion de Dioon

merolae
En la ultima etapase evalué el uso de la hormona brasinosteroide CIDEF-4 para la
germinacion de la cual se encontraron los siguientes resultados. La germinacion inicio a partir
del dia 9 en ambos tratamientos, siendo el tratamiento T1, en el cual no se utilizo la hormona
brasinoesteroide CIDEF-4, el que tuvo un porcentaje ligeramente mayor de germinacion. El
porcentaje de germinacion fue bastante alto para ambos tratamientos y muy similares entre si
(Figuras 24 y 25)
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Figura 24. Efecto de la hormona brasinoesteroide CIDEF-4 en la germinacion de Dioon merolae

El analisis estadistico no revelo diferencias significativas entre los tratamientos (p=0.53) por
lo que se concluye que la hormona brasinoesteroide CIDEF-4 no produjo ningun efecto en la

germinacion al ser similar que el tratamiento testigo.

Si se compara el tiempo de emergencia de este experimento con el de la etapa Il, en este
altimo inici6 seis dias antes que en el experimento Il. Por lo tanto es posible concluir que el
tiempo de remojo de 48 horas es méas favorable que solo 24 horas ya que promovié promueve
la emergencia.
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Figura 25. Emergencia de la radicula de Dioon merolae en dos tratamientos diferentes.

Los brasinoesteroides se producen a bajas concentraciones en todo el reino vegetal y juegan
un papel esencial en el desarrollo de la planta (Bajguz, 2011). Con el progreso de la
tecnologia, los brasinoesteroides (BRs) se han modificado estructuralmente con una mayor
estabilidad en condiciones de campo y han sido sintetizados en una escala comercial y
registrada como reguladores del crecimiento vegetal para cultivos horticolas especificos. En
tanto, la aplicacion fundamental y orientada a la investigacion, los brasinoesteroides y sus
anadlogos desempefian papeles destacados en varios procesos fisiologicos, incluyendo,
desarrollo de la semilla y la germinacion, floracion, expresion del sexo, desarrollo de los
frutos, la mejora de la cantidad y rendimiento de los cultivos, y la resistencia a diversos

condiciones de estres bidticos y abidticos (Kang y Guo, 2011).

Con este experimento se probo la hormona brasinoesteroide para determinar su efecto sobre la
germinacion. Los resultados arrojaron que la hormona CIDEF-4 no produce ningun efecto

sobre la germinacién de Dioon merolae en concentraciones de 100 mg L™

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Uribe y Dzid (2006) quienes compararon el
efecto de la aplicacion de fitohormona brasinoesteroide, con fertilizantes quimicos
convencionales en una variedad de maiz en cuatro afios diferentes, sin embargo, no
encontraron diferencias significativas y se obtuvieron resultados similares con el testigo

absoluto que no tuvo fertilizacion quimica.
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Caso contrario ocurrid en semilla de pasto guinea (Panicum maximum) cv. Tanzania donde

Joaquin et al. (2007) evaluaron la fitohormona esteroidal (CIDEF-4)en el rendimiento y
calidad de la semilla, en 2 etapas de aplicacion (antes de la emergencia de la semilla y, al
inicio de la antesis) en cuatro concentraciones 0, 2, 4 y 6 mg / kg de ingrediente activo para
CIDEF-4. En este caso CIDEF-4 aumenté en gran medida el rendimiento de semillas.

La hormona esteroidal CIDEF-4 también ha sido probado en maiz por Torres et al (2007)al
determinar la respuesta de hibridos androestériles y fértiles de maiz ante la aplicacion de este
brasinoesteroide. Ellos evaluaron, dos dosis (30 y 60 g ha™) de fitohormona con su respectivo
testigo en 10 genotipos, bajo un disefio de bloques completos al azar. Obteniendo que para la
variable rendimiento no hubo diferencia significativa al aplicar CIDEF-4 en los genotipos, en
el andlisis general donde se engloban los 10 genotipos, sin considerar el tipo de cruzas.
Mientras que al efectuar un analisis separando tipos de cruzas, se observo que al aplicar
CIDEF-4 en hibridos trilineales fértiles, se tuvieron diferencias altamente significativas, donde
la dosis de 30 g ha™ rindi6 8.083 t ha™, respecto al testigo cuyo valor fue 3.858 t ha™. En
cambio en los hibridos trilineales androestériles no se presentaron diferencias significativas
para las variables evaluadas. Sin embargo, en los hibridos de cruza simple en version fértil y

androestéril la hormona adelanté la floracion masculina y femenina.

Cada especie responde diferente a ciertas condiciones que se le presente por lo que la
aplicacion de una fitohormona no siempre tendra los mismos resultados en todas las especies,
incluso en la misma especie en variedades diferentes. Ademas dependen de las condiciones
ambientales presentes en el momento en que son analizadas y otros factores que pueden influir

en las respuestas de cada organismo.

Esto se ejemplifica con los estudios realizados por Reyes et al. (2010) quienes estudiaron el
efecto del analogoespirostanico de brasinoesteroide (Biobras-16, BB-16) en la germinacion y
el crecimiento inicial de plantulas de tomate de las variedades Amalia e INCA 9 (1) en
condiciones de estrés salino; ellos encontraron que elBB-16 provoco un aumento significativo
en la velocidad de germinacion de las semillas de la variedad INCA 9 (1)en condiciones

salinas, especialmente en la concentracién de 10”7 mol L™, la cual fue capaz de igualarse al
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control sin cloruro de sodio (NaCl). Mientras que en la variedad Amalia no se observé ningin

efecto del andlogo en las variables estudiadas. Reafirmando que aun en una misma especie en

diferentes variedades los efectos de la hormona pueden ser diferentes.

Si bien la hormona brasinoesteroide CIDEF-4 no mostro algln tipo de efecto sobre Dioon
merolae faltan hacer méas pruebas con otras dosis ya que debido a la falta de material
bioldgico (semilla) no se pudieron probar otras concentraciones de la fitohormona. Como es
reportado en la literatura concentraciones pequefias promueven la germinacion, mientras que
concentraciones mayores pueden producir un efecto inhibitorio como lo menciona Reyes et al.
(2010) en su investigacion, la concentracion mayor estudiada le produjo retraso en la

velocidad de germinacion en dos variedades de tomate.

Ademas es preciso mencionar la importancia de evaluar la aplicacion de la fitohormona en la
etapa de crecimiento pues si bien no se producen efectos en la germinacion puede haberlos en
una segunda o mas aplicaciones de la hormona cuando se empieza a desarrollar la plantula.
Tal y como lo recomiendan Utria-Borges et al.(2004) al demostrar la necesidad de una
segunda aplicacion de brasinoesteroide en estadio temprano del crecimiento de las plantulas
de Coffea arabica L. Puesto que los brasinoesteroides ademas de promover la germinacion
también se ha demostrado que tienen un efecto estimulador sobre el crecimiento de las
raices, hojas y vastagos en especies como la cafia de azucar (Ortega-Rodés et al. 2003)y un

hibrido de Vriesea, una bromelia ornamental (Capote et al. 2007).

Continuar con estudios que promuevan la germinacion y el crecimiento de Dioon merolae son
de suma importancia por el estatus en la que se encuentra la especie, a la vez que se ofrecen
mas herramientas para los pobladores locales interesados en reproducir la especie y
aprovechar al maximo las semillas ya que con los porcentajes tan bajos se desperdicia gran
cantidad de material valioso. A su vez que se pueden probar en otras especies de cicadas

puesto que existen muy pocos estudios para este grupo de plantas.
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3.4 Crecimiento de raiz en rizotrones caseros

Las semillas que se trasplantaron a los rizotrones tuvieron un crecimiento progresivo; sin
embargo, se tuvo alto porcentaje de mortalidad ya que murieron cuatro ejemplares de nueve
sembrados, equivalentes a un 44 % del total. Aunque la pérdida de material es importante se
logré el objetivo de registrar el crecimiento de la raiz y observar el desarrollo del vastago. En
el Cuadro 7 continuacion se presenta las medidas registradas en un lapso de 100 dias, después
de este tiempo se trasplantaron a bolsas negras de polietilenos con tezontle fino debido a que
necesitan estar en contacto directo con el sustrato y con esto evitar la pérdida de mas material

vegetal.

Cuadro 7. Crecimiento de la raiz de semillas trasplantadas a rizotrones

Tratamiento Longitud de raiz (cm)

Transplante 20 dias 40 dias 60 dias 80 dias 100 dias

1cm 4 M* M* M* M*
6 cm 8 12 19 21 23

Tl 45cm 6 7 13 16 18
1.5 cm M* M* M* M* M*

T2 2cm 25 6 8 11 12
55 8 11 M* M* M*

3.0 7 105 14 18 24

T3 35 6 11 12 13 145
15 M* M* M* M* M*

*Ejemplar muerto
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4. CONCLUSIONES
Dioon merolae presenta una doble latencia ocasionada por los inhibidores contenidos en la
sarcotesta y una esclerotesta impermeable, para eliminar debilitar esta Gltima capa y promover
la germinacion, el método de escarificacion mas eficaz fue la fractura de la esclerotesta. El
remojo en agua por 48 horas, lijado de la semilla e inmersién en perdxido de hidrogeno al 3 %

por 24 horas de la semilla no fueron suficientes para promoverla.

La aplicacion de la hormona brasinoesteroide CIDEF-4 disuelta en una dosis 100 mg L™ en
remojo durante 48 horas, no influyd significativamente en la tasa de germinacion de esta

cicada.
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GERMINACION in vitro pE Dioon merolae DE LUCA, SABATO Y
VAZQUEZ-TORRES
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CAPITULO Il. GERMINACION in vitro DE Dioon merolae DE LUCA, SABATO Y
VAZQUEZ-TORRES

1. INTRODUCCION

Dioon merolae, cominmente llamada espadafia, es una especie de la familia Zamiaceae
perteneciente al antiguo grupo de gimnospermas conocido como cicadales. Es una especie
endémica de Chiapas y Oaxaca. Actualmente catalogada como en peligro de extincién en la
NOM 059 (INE, 1994). Esta especie tiene un alto valor comercial en el mercado ilegal
nacional e internacional como planta de ornato (Pérez y Vovides, 2006). Posee un gran valor
biol6gico como especie primitiva, endémica y tiene estatus de riesgo.

La mayoria de las especies de cicadas son de muy lento crecimiento (Dehgan, 1983)
comparado con otras especies, ya que pueden alcanzar decenas de afios para alcanzar la edad
adulta y vivir cientos de afios. Subsecuentemente, la disponibilidad de semillas es muy baja

las cuales a su vez son muy lentas para germinar.

Dioon merolae presenta una baja tasa de germinacion de manera natural, aunque se sabe que
cuando las semillas se desprenden del cono, el embridn ya se encuentra maduro, las capas de
la semillas pueden ser una gran obstaculo para que esta germine. La semilla posee una capa
carnosa con efecto inhibitorio Ilamada sarcotesta seguido de una capa pétrea (esclerotesta)
muy gruesa que limita la entrada de agua (Dehgan, 1983). Pobladores locales de la region
donde se localiza la especie mencionan que han probado la propagacién por semilla con una
escarificacion mecanica eliminando la sarcotesta y remojo con la cual han obtenido tasas de
germinacion de un 20 a un 30 % (Santos, 2013: Comunicacion personal). Siendo una tasa muy

baja para una especie tan importante.

Aunque se puede buscar la reproduccion de la especie por via asexual, el uso de semillas
como la fuente de material de propagacion es importante debido a que se puede mantener una
base genética mas amplia (Fay, 1992) vital para la supervivencia de una especie. Por lo que es

vital encontrar un procedimiento mas eficiente para la germinacion D. merolae haciendo uso
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de métodos no convencionales y herramientas actuales que coadyuven a obtener una alta tasa

de germinacion.

Una alternativa es la germinacion in vitro, la cual es una herramienta de las técnicas del
cultivo de tejidos vegetales in vitro. Por medio de ésta, la germinacion de muchas especies
puede ser mucho mayor comparado con técnicas convencionales (Fay, 1992). Esta técnica
también tiene sentido cuando se utiliza semilla elite o para ganar informacion preliminar sobre

el comportamiento de una especie bajo condiciones in vitro (George et al, 2008).

La germinacion in vitro tiene ventajas respecto a la producida en condiciones naturales ya que
puede solucionar casos de inhibicion total de germinacion, permitir la germinacion de semillas
con intermediario obligado, aumentar la tasa de germinacion, evitar el aborto embrionario,

reducir el tiempo necesario y sincronizar la germinacion (Lopez y Gonzalez, 1996).

La ventaja de las técnicas in vitro sobre la convencional se debe al ambiente controlado donde
se desarrolla siendo posible cultivarlas sin la cubierta seminal, mientras que en campo no es

del todo apropiado ya que se expone el embrion a patdgenos.

En el género Dioon se reportan dos estudios en condiciones in vitro. En D. edule, en el que se
formaron brotes a partir de megagametofitos y de embriones cigoticos (Chavez y Litz, 1999),
mientras en Dioon merolae se hizo un estudio de morfogénesis a partir de explantes de
embriones cigoticos y megagametofitos a partir de los cuales se obtuvo la induccién de
callos y en algunos la formacion de brotes adventicios (Cabrera, 2008). Sin embargo no existe
reporte de desarrollo de plantulas completas. Por otro lado, la germinacion in vitro a partir de
megagametofitos maduros completos con la formacion de raices y hojas no se ha reportado en

este grupo de plantas.
Por lo anteriormente expuesto, sobresale la importancia de hacer estudios de germinacion que

ayuden a la propagacion de la especie para la restauracién y conservacion de las poblaciones,

reproduccion con fines comerciales y para llevar a cabo estudios cientificos. Por lo que la
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presente investigacion tuvo como objetivo obtener un protocolo para la germinacion in vitro

de Dioon merolae.

2. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se desarrolld en el laboratorio de Biotecnologia Agricola del
Postgrado en Recursos Genéticos y Productividad- Genética, del Colegio de Postgraduados,

Campus Montecillo, México.
2.1 Material vegetal

Se colectaron semillas de un area de distribucion natural de Dioon merolae en el ejido Andrés
Quintana Roo municipio de Jiquipilas, Chiapas. Se identificaron plantas femeninas con conos
maduros. La planta madre presentaba un aspecto vigoroso con abundantes hojas, de
aproximadamente 1.80 m de altura. Los conos fueron cortados con la ayuda de un machete y
se colocaron en costales de rafia para su traslado. Una vez que las semillas fueron
desprendidas del cono se mantuvieron en remojo en agua por 24 horas y posteriormente se les

retird la sarcotesta (capa carnosa de la semilla).

2.2 ETAPA I. Desinfeccion y siembra en el medio Murashige y Skoog (1962) de semilla

de Dioon merolae con esclerotesta, con media y sin esclerotasta

2.2.1 Medio de cultivo

Se utilizaron las sales minerales completas del medio de cultivo Murashige y Skoog (MS,
1962) adicionado con mio-inositol (100 mg L™), tiamina (0.4 mg L™), sacarosa (30 g L™) y
agar (Sigma®, 8.5 g L™). Se adicionaron soluciones MS para 1 L ™ de medio de cultivo (Ver
Apéndice 1). El pH del medio se ajusté a 5.7 con NaOH o HCI 1IN en un potenciémetro
(ThermoScientific® Modelo Orion 3 Star) antes de agregar el agar. La esterilizacién se hizo en
autoclave vertical (AESA® 300) a 121 °C y 1.5 kg cm? de presion durante 20 min.
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2.2.2 Desinfeccion superficial de las semillas y tratamientos de escarificacion
Las semillas libres de sarcotesta (Figura 26 A) se colocaron en un recipiente de 1 L de
capacidad y se lavaron durante cuatro minutos con agua corriente, después se adiciono
detergente y se agitaron continuamente durante 15 minutos; enseguida se colocaron en el
chorro de agua corriente hasta retirar el detergente (Figura 26 B), luego se enjuagaron con
agua destilada esterilizada cinco veces.

Figura 26. Limpieza y lavado de las semillas. A) Semillas libres de
sarcotesta, B) Lavado de semillas.

Las semillas libres de sarcotesta se sumergieron en una mezcla de fungicidas compuesta por
Benlate (8 g L™) y Captan (8 g L™) durante 30 minutos en agitacion continua. Una vez
cumplido el tiempo, se enjuagaron con agua destilada estéril hasta retirar todo el fungicida
(cinco veces) y se llevaron a la campana de flujo laminar (marca VECO ®) donde se

enjuagaron una vez mas con agua destilada estéril.

Se aplicaron tres tratamientos de escarificacion con ayuda de pinzas y navajas estériles. El
primero consistio en la siembra de un tercio de las semillas con la esclerotesta; el segundo, se
les retird una parte de la esclerotesta; y, el tercer tratamiento, se les retir6 completamente la

esclerotesta.
A continuacién, las semillas se sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio al 50 %

comercial (HC10) (cloralex®) mas plata coloidal estable al 5 % (microdyn®) y Tween® (20

gotas por cadal00 mL de solucién) durante 30 minutos (Figura 27). Después se aplicaron
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cinco enjuagues con agua destilada estéril. Finalmente se secaron las semillas en papel estéril

y se procedio a la siembra.

Figura 27. Desinfeccion superficial de semillas

2.2.3 Siembra de las semillas y condiciones de incubacion

Dentro de la campana de flujo laminar y con ayuda de pinzas esterilizadas, las semillas se
sembraron en el medio de cultivo en posicién horizontal ligeramente sumergidas. Se usaron
frascos de vidrio de 250 mL de capacidad con 50 mL de medio de cultivo. En la etiqueta del
frasco se incluyo fecha y tratamiento respectivo. Los cultivos se mantuvieron a 26 £2 °C en

condiciones de oscuridad durante 15 dias.

2.3 ETAPA II. Desinfeccion y siembra en el medio Schenk & Hildebrandt (SH, 1972)

de semillas sin esclerotesta (gametofitos)

Con la finalidad de obtener el método éptimo para el establecimiento del cultivo aséptico se
retomaron los resultados de la etapa |I. Se sembraron las semillas sin la esclerotesta
(gametofitos), utilizando peroxido de hidrogeno (H.O, como parte de la desinfeccion

aumentando las dosis del bactericida y la siembra en un medio de cultivo diferente. Se
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aplicaron dos tratamientos de desinfeccidn. EI primero consistié en sumergir los gametofitos

en la solucioén de perdxido de hidrogeno (H.0-) al 3% en agitacion por 20 horas; y en el
segundo, se omitio este paso.

2.3.1 Obtencién de gametofitos

Las semillas de D. merolae libres de sarcotesta (parte blanda de la semilla) totalmente secas se
colocaron de manera individual en un tornillo de banco en posicion horizontal y se les aplicd
la fuerza necesaria hasta fracturar la esclerotesta (Figura 28A), se abrid esta capa
cuidadosamente para obtener los gametofitos de cada semilla (Figura 28B). Se obtuvieron seis
gametofitos el primer dia y seis el siguiente que correspondié al dia de la siembra.

Figura 28. Obtencién de gametofitos A) ruptura de la esclerotesta B)
gametofito femenino

2.3.2 Medio de cultivo

Se utilizaron las sales minerales completasdel medio de cultivo Schenk & Hildebrandt (SH,
1972) adicionado con mio-inositol(100 mg L™), tiamina (0.4 mg L™), sacarosa(30 g L™)y agar
(Sigma®, 8.5 g L™). Se adicionaron soluciones SH (1972) para 1 L ™ de medio de cultivo. El
pH del medio se ajusté a 5.7 con NaOH o HCI 1N en un potenciémetro (ThermoScientific®
Modelo Orion 3 Star) antes de agregar el agar. La esterilizacion se hizo con autoclave vertical
(AESA® 300) a 121 °C y 1.5 kg cm™ de presion durante 20 min.

93



Germinacidn in vivo e in vitro, crecimiento y descripcién morfo-anatomica de Dioon merolae
De Luca, Sabato y Vazquez-Torres

Capitulo 11
2.3.3 Desinfeccion superficial de los gametofitos

La desinfeccion de los gametofitos se hizo como en el apartado 2.2.2 de la primera etapa con
los ajustes que se describen a continuacion. Después de retirar totalmente el fungicida de los
gametofitos se llevaron a la campana de flujo de laminar (marca VECO ®) donde se
sumergieron en una solucién de H,O, al 3 % y se colocaron en un agitador orbital durante 20

horas, y a su término se enjuagaron cinco veces con agua destilada estéril.

A continuacion, las semillas se sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio comercial
al 50 % (cloralex®) més plata coloidal estable al 10 % (microdyn®) y Tween® (20 gotas por
cada 100 mL de solucién) durante 30 minutos. Después se aplicaron cinco enjuagues con agua
destilada estéril. Finalmente se secaron las semillas en papel estéril y se procedi6 a la siembra.
Para que ambos tratamientos coincidieran en la fecha de siembra, el tratamiento con H,0O, se
inicio 24 horas antes que el tratamiento sin peroxido.

2.3.4 Siembra de los gametofitos y condiciones de incubacion

Dentro de la campana de flujo laminar y con ayuda de pinzas estériles, los gametofito de
ambos tratamientos se sembraron en el medio de cultivo SH (1972) (Figura 29A-B), siguiendo
el mismo método y condiciones de incubacion que en el apartado2.2.3. Después del periodo
de oscuridad se pasaron a condiciones de fotoperiodo de 16 horas e intensidad luminosa de 45

pmol m?2s™.

Figura 29. Siembra de gametofitos de Dioon merolae en campana de flujo laminar A) siembra
de gametofitos; B) tratamientos de la etapa I1.
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2.3.5 Subcultivo
Con ayuda de pinzas estériles se hizo un subcultivo en la campana de flujo laminar al mismo
medio (SH, 1972) a los 30 dias después de la siembra. Se etiquetaron con fecha y su
tratamiento respectivo. Se colocaron en el cuarto de incubacion a 26 +2 °C en condiciones de

fotoperiodo de 16 horas e intensidad luminosa de 45 pmol m?s™,

2.4 ETAPA I11. Efecto de las concentraciones de sales minerales del medio Schenk &
Hildebrandt (SH, 1972) en la germinacion de gametofitos en tres edades fisioldgicas

de la semillas de Dioon merolae.

2.4.1 Material vegetal

Se utilizaron semillasde Dioon merolae provenientes de campo de tres diferentes edades
fisiologicas. La edad fisiologica 1 (EF1) correspondié a semillas inmaduras cortadas
aproximadamente un mes antes de la dehiscencia del cono, la edad fisiologica 2 (EF2)
correspondio a semillas maduras cortadas cuando el cono empezo abrir; en tanto que la edad
fisiologica 3 (EF3) consistid de semillas maduras con un afio de almacenamiento.Los

gametofitos se extrajeron como se indica en el apartado 2.2.3.1

2.4.2 Medio de cultivo

Se preparé el medio de cultivo Schenk & Hildebrandt (SH, 1972) como se indica en el inciso
2.2.3.2. Se hicieron tres tratamientos en los que se modificd la concentracion de sales

minerales (macronutrientes, micronutrientes y hierro) en el medio.

Cuadro 8. Concentracion de sales minerales del medio de cultivo SH (1972)

TRATAMIENTO CONCENTRACION DE SALES
*(NUm.) (Clave) (Medio SH %)

1(M1) 100 (Testigo)

2 (M2) 50

3 (M3) 25

“Se establecieron siete repeticiones por tratamiento
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2.4.3 Desinfeccion superficial de gametofitos
La desinfeccion de los gametofitos de las tres edades fisioldgicas se llevo a cabo como en el
apartado 2.2.3.3 de este capitulo utilizando H,0, al 3% y por separado cada grupo de semilla

segln su edad fisiologica.

2.4.4  Siembra de gametofitos y condiciones de incubacion

Dentro de la campana de flujo laminar y con ayuda de pinzas esterilizadas, los gametofitos se
sembraron en el medio de cultivo en posicion horizontal ligeramente sumergidos sobre. Se
usaron frascos de vidrio de 500 mL de capacidad con 180 mL de medio de cultivo. En la

etiqueta del frasco se incluy6 fecha y tratamiento respectivo.

Cuadro 9. Edad fisiologica del gametofito y concentraciones de las sales minerales del
medio evaluados en la germinacion in vitro de Dioon merolae

Gametofito Tratamiento Concentracion de sales
(NUm.) (%)

EF1 1 100
50
25

100
50
25

100
50
25

EF2

EF3

© 00 N O O b~ W DN

Los cultivos se mantuvieron condiciones de oscuridad por 15 dias a 26 £2 °C posteriormente
se cambiaron a condiciones de fotoperiodo de 16 horas e intensidad luminosa de 45 pmol m™
st

Se realiz6 un subcultivo en la campana de flujo laminar al mismo medio SH (1972)
respetando los mismos tratamientos, 30 dias después de la siembra. Cada tercer dia se

contabilizé el nimero de semillas contaminadas por bacterias (%), ndmero de semillas
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contaminadas por hongos (%), inicio de germinacion (dias), nimero de semillas germinadas

(%), nimero de raices por plantula, nimero de hojas por plantulas, altura de plantula y
presencia de callos.

Los datos obtenidos se analizaron por medio de un disefio con arreglo factorial de 3X3= 9
tratamientos totales, completamente al azar. Se establecieron 7 repeticiones para cada
tratamiento y la unidad experimental fue de un explante por frasco. Para el analisis de la
varianza se utilizd el paquete estadistico InfoStat (InfoStat, 2014) por medio de tablas de
contingencia para el analisis de poblaciones homogéneas debido a que los resultados fueron
similares. Ademés se aplicd la prueba X? con valor de p simulado basado en unas 10000
unidades debido a que la muestra fue muy pequefa.

3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 ETAPA I. Desinfeccion y siembra en el medio Murashige y Skoog (1962) de semilla

de Dioon merolae con esclerotesta, con media y sin esclerotasta

Los resultados de la Etapa | del establecimiento de cultivo aséptico fueron negativos ya que se

obtuvieron niveles altos de contaminacion (Figura 31).

= T1: Semillas completas

—T2:Semillas con media esclerotesta
120

100

T3: Semillas sin esclerotesta

N B O ©®
o O O o

Porcentaje de contaminacion
(%)
o

3 5 7 9 11 13
Dias

Figura 30. Porcentaje de contaminacion por bacterias en el cultivo in vitro de Dioon merolae en el
establecimiento de cultivo aséptico.
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La contaminacion en los tratamientos correspondientes a la siembra de semillas completas

(T1) y semillas con media esclerotesta T2) fue del 100 % (Figura 33 A-B) en los primeros 5
dias mientras en el tratamiento de semillas sin esclerotesta o gametofitos (T3) (Figura 31 C-D)

fue de 50 % en el dia 5; se mantuvo asi hasta el dia 13 que aumentd a 75 % en total. EI 25 %

restante no se contamind y germinaron a partir del dia 11.

Figura 31. Respuesta obtenida en el primer experimento de establecimiento de cultivo aséptico
de Dioon merolae. A) semilla completa contaminada por bacterias B) semilla con la
mitad de esclerotesta contaminada por bacterias C) y D) semilla sin esclerotesta

contaminada por bacterias.
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La germinacion del dnico ejemplar de la Etapa | que correspondi6 al tratamiento de la semilla

sin esclerotesta (T3) tuvo un crecimiento normal hasta llegar a plantula.

En esta Etapa | en la que se buscaba el establecimiento del cultivo aséptico de D. merolae se
tuvo la pérdida de casi todo el material por contaminacion; principalmente por bacterias. Los
meétodos de desinfeccion utilizados en la fase de establecimiento no siempre eliminan las
poblaciones de microorganismos asociadas a los tejidos de las plantas in vivo. Algunos son
capaces de permanecer en el interior de las células, en los espacios intercelulares o en los
haces conductores y asi quedan protegidos de los agentes quimicos. De esta forma se
introducen en el cultivo in vitro, se propagan con el material vegetal y pueden manifestarse
sobre los medios de cultivo en la fase de establecimiento o permanecer sin expresarse por

largos periodos de tiempo (Hernandez y Gonzalez, 2010).

Muchas veces la presencia de microorganismos es detectada en la fase de establecimiento in
vitro, sobre todo cuando la planta donante crece directamente en el campo y esta expuesta a
plagas y enfermedades, polvo y otros agentes, sin ningun tipo de control ambiental (Ramirez y
Salazar, 1997).Estos contaminantes se limitan principalmente a las superficies exteriores de la
planta, aunque, algunos microorganismos y los virus pueden ser sistémicos dentro de los
tejidos (George et al., 2008)

Entre las principales fuentes de contaminacion bacteriana estan el explante mismo, el
ambiente de los locales de trabajo, el personal y las técnicas deficientes de desinfeccion
(Herndndez y Gonzalez, 2010). En esta fase es posible que la gran cantidad de bacterias que se
presentaron en el cultivo in vitro se deban a la procedencia de los explantes, ya que fueron

colectados de campo.

Para eliminar las fuentes de contaminacién es necesario aplicar una doble desinfeccidén o
incrementar las dosis de los agentes desinfectantes o en su caso cambiarlos por otros que
ayuden a eliminar los microorganismos presentes en el explante (semilla) y extremar la

asepsia al momento de la siembra.
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El Gnico ejemplar que no se contamind provenia de la siembra de la semilla sin esclerotesta;

esta capa podria ser una fuente importante de contaminantes. Por lo que es recomendable
eliminarla desde antes del proceso de desinfeccion ya que no solo facilita la accién de los
agentes desinfectantes sino que la optimiza.

La seleccion de medio de cultivo adecuado es también esencial para el éxito de siembras en
las técnicas de cultivo de tejidos vegetales. Diferentes medios de cultivo y las
concentraciones del mismo se han utilizado para cultivos in vitro de acuerdo al objetivo que se
busca y a la especie en estudio puesto que cada una tiene diferentes requerimientos y no

responden de la misma manera.

Despueés de una revision sobre el medio de cultivo favorable para la germinacion de Dioon
merolae se encontro que el potencial osmatico del medio de cultivo Murashige y Skoog (MS,
1962)es de -2.27 bares de macronutrientes y -2.20 bares en azlcares, mientras el medio
Schenk & Hildebrandt (SH, 1972) su potencial osmotico es de -0.67 bares de macronutrientes
y -1.46 bares en azUcares (Yoshida et al., 1973). Como puede verse el potencial osmotico del
medio MS es mucho mas negativo que el medio SH (1972). Este valor puede afectar
directamente el proceso de germinacion por lo que se decidié continuar con la induccion en el
medio SH (1972).

3.2 ETAPA II. Desinfeccion y siembra en el medio Schenk & Hildebrandt (SH, 1972)

de semillas sin esclerotesta (gametofitos)

En esta Etapa se obtuvieron resultados favorables ya que se redujo significativamente la tasa

de contaminacién y se observaron las primeras respuestas de germinacion.

100



Germinacion in vivo e in vitro, crecimiento y descripcion morfo-anatdmica de Dioon merolae
De Luca, Sabato y Vazquez-Torres

Capitulo 11
X
q, —
T C
o O
IE u
€ 2 50
(7] E
S 5 m Hongos
O = 16.6
o M Bacterias

F

T1(Con H202) T2 (Sin H202)

Figura 32. Porcentaje de contaminacion en el establecimiento de cultivo aséptico de gametofitos
de Dioon merolae

En la Figura 32 se puede observar que al sembrar la semilla sin esclerotesta, es decir,
sembrando solamente los gametofitos se redujo considerablemente la contaminacion con
respecto al primer experimento. El tratamiento T1 al cual se le trato con 20 horas en H,O; se
obtuvo una contaminacién equivalente al 16 % teniendo como principal contaminante los
hongos que se presentaron a partir del dia 13 después de la siembra. Mientras que el
tratamiento T2 el cual no fue tratado con H,O,tuvo una contaminacién de equivalente a 50 %

del tratamiento, teniendo a su vez como principal agente contaminante las bacterias, las cuales

fueron observadas a partir del dia 7 después de la siembra (Figura 33).

Figura 33. Establecimiento de cultivo aséptico de D. merolae. A) tratamiento con peroxido de
hidrogeno B) tratamiento sin peroxido de hidrogeno
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Al reducir favorablemente la contaminacion se pudo establecer el cultivo in vitro y el proceso

de germinacion inicié en ambos tratamientos. En la Figura 34 se puede observar el

comportamiento de la germinacion en dias después de la siembra.
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Figura 34. Porcentaje de germinacion de gametofitos de Dioon merolae en medio Schenk &
Hildebrandt (SH, 1972)

En esta segunda etapa el inicio de la germinacion se presentd en el dia cinco en ambos
tratamientos aunque fue mas rapida en el tratamiento donde se utilizé peroxido de hidrogeno
para la desinfeccion, pues todos los frascos dieron respuesta en los primeros nueve dias,
mientras tanto el tratamiento sin peroxido dio respuesta en los primeros 13 dias (Figura 35 A-
B). El tamafio de la radicula fue creciendo gradualmente, desafortunadamente algunos
ejemplares se contaminaron por lo que no se pudo continuar su observacion. El desarrollo de
la radicula fue més rapido en el tratamiento T1. El porcentaje de germinacion fue el mismo
para ambos tratamientos con un 83.3% el cual es muy representativo. Pocos ejemplares
presentaron el cambio de coloracion en la radicula antes de los 30 dias, en la mayoria se

presentd después del subcultivo que se hizo a los 30 dias (Figura 35 C-D).
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Figura 35. Germinaciéon de Dioon merolae. A) inicio de germinacion
a los 5 dias B) crecimiento de la radicula C) semilla
germinada antes del subcultivo D) cambio de coloracién
en la radicula después del subcultivo

A diferencia de la primera etapa, al retirar completamente la esclerotesta se elimina una fuente
importante de contaminantes provenientes de campo. Existen reportes de obtener mejores
resultados en el cultivo de tejidos in vitro cuando se elimina completamente la testa de la
semilla o cuando se trabaja Unicamente con embriones cigoticos (Rinaldi y Leva 1995;
Gbomez-Merino et al. 2010). Con este proceso, complementado con el uso de H,O,durante 20
horas en agitacion se logré establecer el cultivo aséptico y observar el inicio de la

germinacion.

El perdxido de hidrogeno (H,O,) es un agente oxidante que se descompone vigorosamente y
exotérmicamente con el oxigeno y el agua en la presencia de la mayoria de los metales, en
solucion alcalina y en presencia de la enzima catalasa. Se utiliza en una serie de productos
para el hogar, incluyendo desinfectantes de uso general, blanqueadores libres de cloro,

quitamanchas tela, desinfectantes de lentes de contacto y tintes para el cabello, y es un
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componente de algunos productos de blanqueamiento dental. En la industria, el uso principal

de perdxido de hidrdgeno es como agente blanqueador en la fabricacion de papel y pulpa. El
peroxido de hidrogeno se ha empleado medicinalmente para el lavado de heridas y para la
esterilizacion de instrumentos oftdlmicos y endoscopicos (Watt et al., 2004). Su uso dentro de
cultivos vegetales in vitro ha sido muy favorable para reducir los niveles de contaminacién en

el cultivo de muchas especies.

Flores et al. (2008) mencionan haber obtenido los mejores resultados con el uso de H,0O;
comparado con otros agentes desinfectantes como el etanol y el hipoclorito de sodio en la
germinacion de la palma Nolina parviflora puesto que no solo ayudd a reducir la
contaminacion sino que produjo un mayor efecto en el desarrollo de la raiz. Este efecto
también se manifestd en semillas de oleaginosas como el cartamo y el girasol (Dolatabadian y

Modarres Sanavy, 2008)al estimular la tasa de crecimiento.

También se ha demostrado que el H,O,mejora la germinacion del pino de hoja larga (Pinus
palustris P. Mill) mediante la reduccion de los hongos patdgenos transmitidos por semilla
(Barnett y Varela, 2004). En tanto que si se combina con NaOCI los resultados pueden ser aun
maés favorables (Duarte et al. 2014),por lo que es muy util en casos severos de contaminacion.
Para establecer un protocolo de germinacion in vitro de Dioon merolae el uso peroxido de

hidrogeno en agitacion resulté fundamental.

Rodriguez et al, 2014 sugieren que las macrosales son el componente del medio MS (1962)
que afecta mas negativamente la germinacion de Ugni molinaedisminuyendo de 42 a 18 %
respecto al tratamiento agar-agua. Al respecto, Cardenas y Villegas (2002) sefialan que de las
macrosales NH;NO3; y KNO;3; poseen un potencial osmotico muy negativo, causando

desordenes fisiologicos y, por tanto, la germinacién se ve afectada.
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3.3 ETAPAI1I. Efecto de las concentraciones de sales minerales del medio Schenk &
Hildebrandt (SH, 1972) en la germinacion de gametofitos en tres edades fisiologicas

de semillas de Dioon merolae
Con la metodologia utilizada en esta etapa los resultados obtenidos en la germinacion in vitro
de Dioon merolae fueron favorables ya que se obtuvieron plantulas con raices y hojas. El
analisis estadistico aplicado a los datos recabados en esta etapa, reveld que la edad fisioldgica
de la semilla si interviene de manera significativa en la germinacion de Dioon merolae, puesto

que al utilizar gametofitos inmaduros existié una nula germinacion.

La contaminacion que se presentd en el experimento se muestra en dos etapas, la primera es la
que ocurrid en los primeros 30 dias después de la siembra y la segunda la que ocurrié después
del subcultivo (después de 30 dias) (Figura 36).

B Despues de la
siembra

M Despues del
subcultivo

52%

NO
contaminados

Figura 36. Tasa de contaminacion en la germinacién de Dioon merolae

La contaminacién que se presentd en los primeros 30 dias después de la siembra afect6 un 26
del total del experimento, despues del subcultivo la contaminacién se elevo a un 48 % siendo

los hongos el principal agente contaminante (Figura 37).
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Figura 37. Agentes contaminantes en la germinacion in vitro de Dioon merolae

La contaminacion por bacterias que se presentd dentro de los primeros 30 dias en el
experimento fue de un 10 %, la cual fue muy baja comparada con la obtenida en la etapa | en
la que fue del 100 % por este agente contaminante. La contaminacion por bacterias en toda
esta etapa ya no se vio modificada después del subcultivo por lo que se puede decir que el
porcentaje de contaminacion fue bajo y el protocolo de desinfeccion del material vegetal fue

el adecuado para esta especie.

El porcentaje de contaminacion por hongos del experimento fue bastante elevado siendo un

factor muy importante en la perdida de material en la germinacion de esta especie.

La contaminacion presentada en los primeros 30 dias después de la siembra en todos los
tratamientos evaluados fue muy similar como se puede observar en la figura 38, siendo

después del subcultivo cuando hubo pequefas diferencias (Figura 39).
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Figura 38. Contaminacion por tratamientos en la germinacion in vitro de Dioon merolae segun el
agente contaminante en los primeros 30 dias después de la siembra

El tratamiento mas afectado fue el que correspondié a la interaccion de la semilla madura
almacenada 12 meses y el medio de cultivo SH (1972) con la concentracion de 50 % de las
sales minerales (EF3M2) quien perdid un 715 % de su total por contaminacion
principalmente por hongos. Es posible que la contaminacion presentada se ha atribuida
principalmente por el manejo mas que por la contaminacién proveniente del material vegetal

silvestre con que se trabajo.
Observando la contaminacion que afect6 a los factores principales estudiados sin combinar,

edad fisioldgica de la semilla y concentracion de sales en el medio, no se observan diferencias

significativas entre ellos (Figura 40).
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Figura 39. Contaminacion por tratamientos en la germinacion in vitro de Dioon merolae segun el
agente contaminante durante todo el experimento.
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Figura 40. Porcentaje de contaminacion por bacterias y hongos segun los factores evaluados

En general los tratamientos registraron la emergencia y crecimiento de la radicula (Figura 41
A) que puestas en luz fueron cambiando de color de un tono blanguecino a un color verde
(Figura 41 B-C). La raiz primaria crecié en longitud y en grosor (Figura 41D-E),
posteriormente se fueron observando pelos radicales muy gruesos y la emergencia de una o

dos hojas primarias (Figura 41 F).
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Figura 41. Proceso de germinacion in vitro de Dioon merolae. A) inicio de la emergencia B)
alargamiento de la raiz. C) cambio de coloracion de la radicula. D y E) Engrosamiento
y alargamiento de la raiz. D y F) crecimiento de las hojas primarias.

El crecimiento de la radicula, se inicié entre el dia tres y 12 después de la siembra en seis de
los nueve tratamientos. Los gametofitos sin germinar en los primeros 30 dias ya no
emergieron aun cuando se subcultivaron. EIl porcentaje de germinacion por tratamiento se

muestra en la Figura 44.
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Figura 42. Porcentaje de germinacion total en los primeros 30 dias después de la siembra por
tratamiento

En los tratamientos EFIM1, EF1IM2 y EF1M3 no se logr6 obtener la germinacion, la mayoria
de los gametofitos tuvieron un ligero ennegrecimiento y no mostraron ninguna otra respuesta
(Figura 43), por lo que este resultado se atribuye a la condicion de la edad fisioldgica de la
semilla. En esta especie no es recomendable usar gametofitos de semillas inmaduras para
promover la germinacion in vitro a diferencias de otros trabajos en los que se reporta el uso de

gametofitos inmaduros.
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Figura 43. Semilla de la edad fisioldgica 1 (EF1) con un ligero oscurecimiento en la superficie.

Al analizar todos los tratamientos hay diferencias significativa (p=0.0043) entre estos, siendo
diferentes los tratamientos que corresponden a las semillas inmaduras (EF1IM1, EF1IM2 y

EF1M3) con el resto. Esto es l6gico ya que en esta edad fisiologica no existio la germinacion.

Al comparar los seis tratamientos (EF2M1, EFM2M2,EF2M3, EF3M1, EFM3M2, EF3M3)
donde si hubo germinacién, no hubo diferencias significativas entre los tratamientos (p=0.55)
incluso al aplicar la prueba de X? con valor de p simulado (p=0.69)

La germinacion que se presento en el experimento fue muy favorable en dos de las tres edades
fisiologicas que se evaluaron, aun cuando no hubieron diferencias estadisticas, si se observa
una diferencia porcentual importante entre algunos tratamientos. El tratamiento que
correspondio a la interaccion de la semilla madura sin almacenar y el medio de cultivo SH
(1972) con la concentracion de 50 % de las sales minerales (EF2M2) tuvo el porcentaje méas
alto de germinacion, mientras que el tratamiento que consistio de la semilla madura
almacenada 12 meses y medio de cultivo SH (1972) con la concentracion de sales minerales al

25 % (EF3M3) alcanz6 28 % de germinacion siendo el resultado mas bajo.

Si se compara la germinacion por los factores analizados (edad fisiologica de la semilla y
medio de cultivo) (Figura 44) se observa que las semillas cortadas un mes antes de la

dehiscencia del cono no son capaces de germinar in vitro mientras las semillas maduras sin
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almacenar y almacenadas 12 meses tuvieron una germinacién de 57 % y un 47.6 %

respectivamente. En cuanto al tratamiento de los medios de cultivo, el que consistié de una
concentracion de 50% de sales minerales del medio SH (1972) fue el que mas favorecio la
germinacion con un 42.9% mientras el que tenia una concentracion de 25% de sales minerales

solo alcanzd un 23 % de germinacion siendo el mas bajo.

57.1
38.1 42.9 47.6
23.8
g o
L

M1 M2 M3 EF1 EF2 EF3

Porcentaje de germinacién
(%)

Medios de cultivo y edad fisiologica de la semilla

Figura 44. Tasa de germinacion de Dioon merolae por concentracién de sales del medio de
cultivo (M1,M2, M3) y por edad fisiologica de la semilla (F1, F2, F3).

La edad fisiolégica EF1 (semilla inmadura) no fue capaz para lograr la germinacién por el
método in vitro. De manera natural la semilla fertilizada de Dioon merolae es retenida en el
megastrobilo por un afo adicional mientras que se desarrollan 10s embriones, y asi el embridn
cubre su periodo de maduracion dentro de una semilla todavia retenida en el megastrobilo, y
este mismo depende de la planta madre. Los megastrobilos se desarticulan al finalizar el
segundo afio, y los embriones ya estan lo suficientemente maduros para que la semilla
germine durante un periodo relativamente corto que va de dos a seis semanas (Sanchez-
Tinoco et al, 2000). Por esta razon no se recomienda el uso de las semillas que no estén

completamente maduras porque puede desperdiciarse material muy valioso sin obtener
resultados favorables.
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Las semillas de las cicadas son recalcitrantes por ello es recomendable no almacenar méas de

seis meses este tipo de semillas debido a que pierden su viabilidad (Pérez y Vovides, 1997).
En Dioon merolae se obtuvieron tasas de germinacién muy similares entre semillas maduras
sin almacenar que las semillas almacenadas durante 12 meses después de su maduracion en el
cono, con una tasa levemente superior en semillas sin almacenar. Por lo tanto aunque se puede
perder ligeramente la viabilidad al almacenar la semilla, es posible almacenarla hasta 12
meses Si es necesario. Aunque lo recomendable es que una vez hayan madurado
completamente en la planta se preparen para la germinacion in vitro. Ya que la edad del
explante tiene gran influencia en la capacidad de respuesta para el desarrollo o adaptacién de

sistemas de cultivo in vitro.

Es importante mencionar que en todos los tratamientos donde se inicio la germinacion se
obtuvieron plantulas completas (con raices y hojas) (Figura 45 A-B), pero en el tratamiento

M3F3 fue mucho mas lento ya que primero se formé una masa callosa en la raiz.

Figura 45. Plantulas de Dioon merolae germinadas in vitro. A) plantula con dos
hojas con los foliolos enroscados B) plantula con muchas raices
secundarias y hoja expandida.
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Cuadro 10.Germinacion y crecimiento después de seis meses in vitro
Tratamiento | NUmero | Raiz | Raices Raiz | Hojas | Altura | Callo
EF2** (NUm) | secundarias | (cm) | (Nam) | (cm) (Induccién)
1 1 0 15 1 28 NO
4 1 0 5 0 NO
M1 5 1 0 7 0 NO
Promedio |1 9.6 0.33
2 1 >15 15 1 8 NO
3 1 0 5 0 NO
M2 5 1 0 24 2 12 NO
2 1 2 5 1 5 NO
3 NO GERMINO
M3 4 1 >20 18 1 18
Tratamiento | Numero | Raiz Raices Raiz | Hojas | Altura Callo
EF3** Num) | secundarias | (cm) | (Num) | (cm) | (Induccidn)
(NUm)
2 NO GERMINO
6 1 2 20 1 16
M1 7 1 1 17 1 25
M2 4 1 2 20 2 25
5 1 8 15 1 28
1 1 0 3 0 0 Sl
2 NO GERMINO
M3 4 1 0 4 0 0 Sl
6 NO GERMINO

*EF2: Edad fisioldgica 2; semillas maduras cortadas cuando el cono empez06 abrir.

**EF3: Edad fisiologica 3; semillas maduras con un afio de almacenamiento
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En la formacion de raices y hojas los tratamientos fueron muy similares con excepcion del

tratamiento que correspondi6 a la semilla madura almacenada 12 meses y el medio de cultivo
con 25 % de concentracion de sales minerales (EF3M3) debido a que sdlo en este tratamiento
se observo la formacién de una masa callosa en la zona del meristemo apical de la raiz (Figura
48B) de algunos ejemplares, éste se inicio después del subcultivo, tiempo en el que su
crecimiento en grosor fue mayor y menor en longitud (Figura 46A). Se observé la emergencia

de una hoja pequefia que después de una semana se seco.
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Figura 46. Formacién de callo en la raiz.A) raiz corta y gruesa B) masa callosa en la
base de la raiz

Un callo corresponde a un conjunto de células procedentes de la desorganizacién de un tejido
0 de una suspension de células. El callo tiene la peculiaridad de presentar células no
diferenciadas para su ultima funcion pero que conservan el poder de dividirse (célula
meristematico o embriogénica) (Abdelnour-Esquivel y Escalant, 1994). En las plantas
silvestres, el tejido calloso se forma en respuesta a dafios mecanicos sufridos por influencia
del ambiente, por invasion de tejidos por ciertos microorganismos (Calva y Pérez, 2005) o
como resultado del estrés (George et al., 2008). Sin embargo, en cultivos in vitro, el tejido
calloso se induce bajo el estimulo de hormonas adicionados al medio de cultivo; el
metabolismo de las células, que se encontraban en un estado de reposo, se cambia, Yy

comienzan una division activa (George et al., 2008)

Dos autores reportaron la formacién de callo subapical en raices secundarias de Cycas
revoluta, Zamia furfuracea (Webb et al. 1944) y Dioon edule( Webb, 1982) y con raices
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primarias de Cycas revoluta. Las raices cultivadas en la oscuridad emergieron del agar,

dejaron de crecer y se desarroll6 un callo subapical. Después de la exposicion a la luz en un
fotoperiodo de 16 horas, los &pices de las raices se transformaron en nddulos de raiz tipicos de
las cicadas. En estos trabajos utilizaron como medio de cultivo las sales minerales de White
(White, 1963) mas hierro de Murashige y Skoog (1962) y 2 % de sacarosa solidificados con

agar.

Cabrera et al.(2008) mencionan haber obtenido la germinacién de Dioon merolae a partir de
embriones cigéticos y la formacion de callo a partir de gametofitos pero sélo con la presencia
de 2,4-diclorofenoxiacético(2,4-D) y cinetina. De los embriones germinados algunos
generaron brotes adventicios, sin embargo, no generaron raices, aun cuando fueron
subcultivados a medio basal. Por su parte Chavez et al. (1992a) trabajaron en la organogénesis
de D. edule utilizando como explantes embriones cigoticos y gametofitos, obteniendo callos a
partir de estos ultimos y la formacion de brotes adventicios, todo esto haciendo uso de

cinetina 'y 2,4-D.

Los resultados de la germinacién en un medio de cultivo sin hormonas obtenidos en el
presente trabajo indica la buena afinidad de la especie con este medio. EI éxito de cultivo de
tejidos vegetales in vitro como un medio de propagacion de la planta estd muy influenciado

por la naturaleza del medio de cultivo utilizado (George et al., 2008).

Debido a que en los medios de cultivo de plantas se afiaden nutrientes inorganicos en forma de
sales, la captacion de éstos es generalmente proporcional a la concentracion en el medio, para
los elementos especificos esto puede ser diferente (George et al., 2008). Aungue la
concentracion de sales del medio SH (1972) no afecté de manera significativa la germinacion

de semillas de Dioon merolae si intervino en el tiempo de respuesta de este fenGmeno.

Muchos medios se han desarrollado especialmente para el cultivo de embriones y algunos
fueron los precursores de los medios que ahora se utilizan para el cultivo de tejidos in vitro en
general. Comunmente, los embriones maduros requieren solo sales inorganicas suplementado

con sacarosa, mientras que para embriones inmaduros tienen un requisito adicional para las
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vitaminas, aminoacidos, reguladores de crecimiento y a veces leche de coco o algin otro

extracto de endospermo (George et al., 2008)

El tipo de medio de cultivo asi como la concentracion o ausencia de algunos componentes en
ellos, como sales minerales u hormonas desencadenan diferentes respuestas que pueden

determinar el éxito o fracaso en el cultivo de tejidos vegetales in vitro.

4 CONCLUSIONES

La germinacion in vitro de Dioon merolae es posible utilizando gametofitos femeninos como
explantes en el medio de cultivo SH (Schenk & Hildebrandt, 1972) adicionado con vitaminas
E, inositol sin necesidad de hormonas. El inicio de la germinacion (emergencia de la radicula)

se presenta en los primeros 30 dias después de la siembra.

La eliminacion de la esclerotesta es esencial para favorecer la germinacion in vitro de Dioon
merolae puesto que no solo es una barrera fisica para la germinacion sino ademas es una
fuente de contaminantes. ElI uso de peroxido de hidrogeno en la etapa de desinfeccion

contribuye a reducir en gran medida la contaminacion

La edad fisioldgica de semilla es de suma relevancia para lograr la germinacion in vitro. Es
recomendable utilizar semillas que hayan madurado completamente en el cono de la planta ya

que si se desprenden antes pueden interrumpir su maduracidn sin obtener semillas viables.

La concentracién de sales en el medio de cultivo SH (1972) no afecta significativamente la
germinacion in vitro de Dioon merolae. Sin embargo, la concentracion de sales minerales al
25% si puede bajar los porcentajes de germinacion y prolongar el tiempo de respuesta en la

germinacion.
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CAPITULO I

DESCRIPCION MORFO- ANATOMICA DE SEMILLA Y LA
PLANTULA DE Dioon merolae DE LUCA, SABATO Y
VAZQUEZ-TORRES
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CAPI'TULO I11. DESCRIPCION MORFO- ANATOMICA DE SEMILLA Y
PLANTULA DE Dioon merolae DE LUCA, SABATO Y VAZQUEZ-TORRES

1. INTRODUCCION

Dentro de los grupos actuales de espermatofitas, plantas con semilla, las cicadas cuentan con
el registro fosil mas antiguo. México es uno de los 3 centros de diversidad del orden
Cycadales, con 54 especies pertenecientes a 3 de los géneros que constituyen la familia
Zamiaceae: Ceratozamia, Dioon y Zamia. En este sentido, México es la region mas diversas y
con el mayor nimero de endemismos (88.9%) de la familia Zamiaceae en el Neotropico
(Nicolalde-Morejonet al, 2013).

Dioon merolae es una cicada en peligro de extincion (INE, 1994) cominmente conocida como
espadafia, fue descrita y clasificada como especie en 1981 (De Luca et al, 1981). Es endemica
de Chiapas y Oaxaca, sus poblaciones son escasas y muy reducidas (L&zaro-Zermefio et al,
2012).

Los trabajos anatomicos son de gran importancia en las especies puesto que permite conocer
aspectos que a simple vista es imposible identificarlos. En muchas ocasiones la anatomia se ha
utilizado para clasificar taxondmicamente un grupo, puesto que en especies, géneros o incluso
familias muy semejantes, es la Unica manera de separarlos. O bien se ha utilizado para
establecer posibles relaciones filogenéticas entre taxa cercanas como se ha suscitado en
algunas especies del genero Zamia (Acufia y Marin, 2013a) oposibles relaciones entre sus

caracteristicas anatdmicas y los ambientes que estas especies habitan (Acufia y Marin, 2013b).

Dada la importancia de la especie y siendo pocos los estudios que existen sobre ella es
importante conocer mas a detalle sus caracteristicas morfo-anatomicas que puedan servir
como base para otros trabajos de investigacion o para la conservacion de la especie. Por lo que
en este estudio se realizd un descripcion morfo-anatdmica de la semilla y plantula de la

especie Dioon merolae.
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2. MATERIALES Y METODOS
La presente investigacion se desarrollé en el laboratorio de Histoquimica del Postgrado de
botanica y en el laboratorio de Morfologia de insectos del Postgrado de Fitosanidad, del
Colegio de Postgraduados Campus Montecillo, México.

Para realizar la descripcion anatémica se realizaron preparaciones histoldgicas de diferentes
cortes de semilla (sarcotesta, esclerotesta, gametofito, embrién) y plantula (raiz, tallo y hoja).

Fijacion y deshidratacion. De la muestra original se tomé una seccion de 0.5 cm y se coloco
en un recipiente con fijador FAA (5 % é&cido acético, 10 % formaldehido, 52 % alcohol
isopropilico y 33 % agua destilada por 12 horas). Después se lavaron con agua de la llave por
10 minutos. Posteriormente se procedidé a la deshidratacion en los siguientes disolventes
respetando la secuencia: Alcohol (30, 50, 70, 80, 100 y 100 %) y tres cambios en xileno
absoluto durante 6 horas en cada uno.

Inclusion en parafina. Las muestras se colocaron en parafina fundida entre 60°C y 65°C por
12 horas. Luego se colocaron en un recipiente de aluminio se vertié parafina liquida y se
orientaron en el plano transversal o longitudinal segin cada corte. La parafina se dejo
solidificar por 4 horas.

Cada muestra se pegd a un bloque de madera calentando un poco la parafina y el bloque de
madera después con un metal delgado se calent6 y se introdujo entre la madera y la parafina

en los cuatro costados y se cortd haciendo una piramide.

Microtomia. La muestra se colocé en un micrétomo rotatorio (American optical®)y se
procedio a hacer los cortes a 12 um. Los cortes se adhirieron con adhesivo de cromo (1% de
grenetina, 0.2 % fenol y 0.1 % alumbre de cromo) y se extendieron sobre una platina caliente
(50 °C) durante 1 min. Después se dejaron escurrir por 20 min y se colocaron en la platina

caliente por 12 h.

Desparafinacion. Los cortes se desparafinaron en una serie de tres cambios en xileno al 100%

seguido de cinco en alcohol etilico (100, 100, 85, 70 y 50 %) por 3 min en cada cambio.
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Tincidn. Para la tincion se usé safranina-verde fijo, inicialmente los cortes se tifieron en

safranina (0.05 % safranina, 2 g de sal de mar, 100 mL agua destilada) por 24 h. Después los
cortes se enjuagaron tres veces con agua destilada y se deshidrataron en una serie de alcohol
isopropilico (50, 70, 80 y 100 %) con 1 min en cada cambio. En seguida se sumergieron en
una solucion de verde rapido al 0.12 % por 1 min, luego se elimind el exceso de éste y se paso
por alcohol isopropilico (100%) y tres cambios de xileno al 100% con 1 min por cada cambio.

Los cortes se montaron en resina sintética y se dejaron secar sobre la platina caliente por 12 h.

Disociacion. Para la disociacion de la esclerotesta se utilizo el reactivo de Jeffrey (tri6xido de
cromo al 10% Yy acido nitrico concentrado) por 24 h. y se mont6 con gelatina glicerinada.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Semilla madura

Las semillas de las cicadas se producen en una amplia variedad de tamafios, formas, color y
textura de su superficie. La mayoria de las semillas es ovoide, pero también puede ser globular
o cilindrica. Algunas semillas son puntiagudas y otras hacia la cicatriz donde la semilla estaba
unida al esporofilo (calaza). La superficie de la esclerotesta es variable y puede ser lisa,
rugosa, lagunar, fibrosa o crestada. Las semillas se dividen en dos grupos: las que son
aplanadas y en forma de disco y las que son redondas u ovoides. Las semillas aplanadas y en
forma de disco se restringen al género Cycas, donde la esclerotesta se divide a lo largo en dos
partes iguales, hasta el extremo mas ancho. Al ensancharse la abertura, se expone al
gametofito femenino y poco después emerge la radicula. Los otros generos de cicadas tienen
semillas radiospermaticas, las cuales tienen un poro redondo que se fractura en el extremo con
el micropilo, al germinar la semilla, la radicula que se encuentra directamente atras del poro,

presiona hasta brotar (Yanez, 2006)

Las semillas de Dioon merolae son de la mas grandes que existen entre las gimnospermas y
son consideradas como de las mas grandes del género. La cubierta seminal de la semilla
consta de una capa externa carnosa 0 sarcotesta; una capa gruesa o esclerotesta; y una capa
parenquimatosa interna de la testa que se fusiona con la nucela, formando la paquicélaza.
Todos estos rodean el gametofito (Sanchez-Tinoco y Engleman, 2004), donde se encuentra

inmerso el embrion.

El 6vulo de la semilla es ortétropo porque el hilo, la calaza, y el micropilo estan en una linea
recta. Sin embargo, si se considera la orientacion del micrépilo con respecto al eje central del

estrébilo, la semilla puede ser descrito como invertida (Sdnchez-Tinoco y Engleman, 2004).
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3.1.1 Morfologia externa

La sarcotesta de D. merolae es amarilla al madurar y posteriormente va adquiriendo un color
café muy brillante, la textura es carnosa y al madurar esta cubierta de mucilago. Al secarse,
las semillas quedan lisas al tacto. La forma de la semilla es regularmente redondeada aunque
algunas pueden ser de forma ovoide. Suelen medir hasta 3 cm de didmetro aproximadamente.

Se puede observar perfectamente la region del micropilo y la region del hilio (Figura 47 A-C).
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Figura 47. Morfologia externa de la semilla. A) Vista lateral
de la semilla madura y seca B) Vista externa de la
sarcotesta lisa y brillante. C) Vista del hilio. Rm:
region del micrdpilo, Rh: Regidn del hilio

3.1.2 Anatomia de la sarcotesta
Anatémicamente la sarcotesta se compone de una epidermis que puede estar formada por dos
0 tres estratos, el parénquima presenta grandes espacios celulares y se pueden encontrar

cristales. Las células parenquimaticas son mas pequefias que las epidérmicas, ademas se

observan estomas.
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Los cromosomas y nucleos se encuentran en diferentes etapas de la mitosis intensa. Se

observa tejido vascular en la sarcotesta, xilema y floema, con laticiferos y parénquima

perivascular (Figura 48-50).

100 um = :

Figura 48. Sarcotestaanatomia general. A) Vista de region media:
Epidermis con mucilago seco (Ms) y parénquima de reserva
(Pr).B) Acercamiento hacia la epidermis
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Figura 49.Sarcotesta: acercamiento hacia la epidermis (E). Epidermis
(E) de la sarcotesta con dos a tres estratros y parénquima
con grandes espacios intercelulares (Ei), cristales
estrellados (Cr) y sustancias de reserva (Sr).

100 pm  frmm—

Figura 50. Haz vascular en la sarcotesta hacia la region de la
esclerotesta; X: Xilema primario mostrando principalmente
los elementos traqueales con pared lignificada (rojo). F:
Floema primario rodeando al haz vascular. (Pv):
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Parénquima perivascular conformando la vaina del haz
vascular. Pr: parénquima de reserva.

Sanchez-Tinoco y Engleman (2004) reportaron una epidermis de una sola capa compuesta de
células aplanadas tangencialmente en Ceratozamia mexicana con presencia de tricomas
unicelulares que se encuentran en una base de 1-3 células y estomas en la epidermis con una

densidad de 3,5 por milimetro cuadrado, o més cerca del hilio.
3.1.3 Esclerotesta

La esclerotesta es la siguiente capa de la cubierta seminal que se encuentra después de la
sarcotesta y se caracteriza principalmente por ser una capa muy dura, es de color café claro y
su forma es principalmente ovoide y lisa (Figura 51).

a

testaA) Semilla con (lzquierda) y sin (derecha) sarcotesta. B) Vista
de un corte paradermal de la sarcotesta. C) Estructura de la
esclerotesta fracturada a presion. E: Epidermis, Ed: Endotesta, Es:
Esclerotesta, Gf: Gametofito femenino de reserva, Pr: Parénquima
de reserva, Rh: region del hilio, Rm: Region del micropilo
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Anatomicamente la esclerotesta de D. merolae esta compuesta de esclereidas y
fibroesclereidas de diferentes tipos. Este ultimo término se utiliza cuando resulta dificil

clasificar a una célula como fibra o0 como esclereida.

El término esclerénquima se refiere al tejido compuesto de células con paredes secundarias, a
menudo lignificadas, cuya funcién principal es mecanica o de sostén. Se supone que estas
células permiten que los Grganos vegetales resistan tensiones diversas como estiramientos,

torceduras, pesos y presiones sin que las células blandas de paredes delgadas sufran dafios.

Las células del esclerénquima se denominan esclerenquimaticas las cuales suelen dividirse en
dos categorias: fibras y esclereidas.Las fibras son células largas y las esclereidas, células
relativamente cortas. Las esclereidas, sin embargo, pueden ser desde cortas a notablemente
largas, no sélo en plantas diferentes sino en una misma planta. Asi mismo las fibras pueden

ser mas cortas 0 mas largas(Evert, 2008).

Las esclereidas son células cortas con gruesas paredes secundarias muy lignificadas y
provistos de numerosas punteaduras simples. Basandose en las formas se pueden distinguir
varios tipos de esclereidas, las clases que mas se acostumbran son: Las braquiesclereidas o
células pétreas, células aproximadamente isodiamétricas o un poco alargadas y ampliamente
distribuidas en el cértex, el floema, y la médulas de los tallos y carne de los frutos. Las
Macroesclereidas, células alargadas y columnares como varillas, por ejemplo las esclereidas
que forman la capa epidérmica como en empalizada del episperma (cubierta seminal externa)
de las leguminosas. Las osteoesclereidas, células osiformes, también columnares pero con los
extremos alargados y las astroesclereidas, células estrelladas con lobulos y brazos que
divergen en una masa central. Ademas, las tricoesclereidas que son esclereidas de paredes
delgadas semejantes a pelos y las esclereidas filiformes, células largas y delgadas semejantes a
fibras(Evert, 2008).

En la disociacion de la esclerotesta se encontraron diferentes tipos de fibroesclereidas,

solitarias (Figura 52), ramificadas (Figura 54) y en paquetes (Figura 53 y 55).
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Figura 52. Principales componentes celulares de la esclerotesta
disociada con reactivo de Jeffrey. A) Fibroesclereida con
algunas ramificaciones
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Figura 53. Diversidad celular en la esclerotesta. Eca: Esclereida
alargada, Eci: esclereida isodiamétrica, Fe: Fibroesclereida,
Fr: Fibra

100 pm  fremm—
Figura 54. Esclereidas ramificadas con punteaduras y canales de
punteaduras. Eca: Esclereida alargada, Lc: Region del
lumen celular
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Figura 55.Tipos de Esclereidas, unas alargadas y ramificadas (Eca) y
otras pequefas isodiamétricas (Eci) y astroesclereidas
(Ae)

3.1.4 Anatomia del gametofito femenino

El gametofito femenino maduro también conocido como gametofito femenino vegetativo es
un tejido de reserva que servira para la futura alimentacion de la plantula durante la
germinacion. En cicadas los gametofitos femeninos son bastantes grandes. En Dioon merolae

llegan a medir alrededor de 2 cm de diametro de color blanco o crema (Figura 56 A).
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Figura 56. Gametofito y embrién. A) Vista general del gametofito femenino en corte
longitudinal. B) Esquema general del embriénC:Cotiledon, Gf: Gametofito
femenino de reserva, Em: Embrién, Ee: Eje embrionario, H: Region del
hipocétilo, Mp: Meristemo apical de la plumula, Rd: Radicula

Anatomicamente el gametofito femenino tiene una epidermis monoestratificada, con granulos
de reserva de dos tipos posiblemente proteinicos, otros posiblemente de almidon y canales de

mucilago.

Las celulas mucilaginosas se encuentran en una gran cantidad de familias dicotiledoneas.
Pueden aparecer por todas las partes de las plantas y suelen diferenciarse muy cerca de las
regiones meristematicas. Sus paredes celuldsicas acostumbran a ser delgadas sin lignificar.
Solo las vesiculas provenientes del dictiosoma intervienen en la secrecion de mucilago y dicho
mucilago pasa a traves de la membrana plasmatica por exocitosis (Evert, 2008). EI mucilago
se caracteriza por su elevado contenido en polisacaridos ysu capacidad de absorber y retener

agua.
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Figura 57. Gametofito femenino de reserva. A) Desde la esclerotesta
hacia el interior. Ei: Espacio intercelular, Eg: Tejido
epidermal del gametofito, Gp: Granulos de reserva
posiblemente proteinicos, Gr: Granulos de reserva
posiblemente almiddén, Ps: parénquima de reserva del
gametofito.

En la Figura 57 se observa el parénquima de reserva, las células se encuentran en diferentes
etapas de la mitosis, el cromosoma se tifié en color negro, se observan granulos de almidon.
Los canales de mucilago lo rodea un endotelio (Figura 58).
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Figura 58. Canal de mucilago en el gametofito femenino de D.
merolae. Se observan canales de mucilago que lo rodea
un endotelio. Et: Endotelio, Ps: parénquima de reserva
del gametofito.

3.1.5 Estructura del embrion

El embrién maduro tiene un nimero limitado de partes, a menudo sdlo es un eje semejante a
un tallo con uno o mas apéndices filiformes, los cotiledones.

A dicho eje por estar situado por debajo de los cotiledones se llama hipocétilo. En el extremo
inferior (polo radical) el hipocoétilo presenta una raiz incipiente y en el extremo superior (el
polo caulinar) el brote incipiente. La raiz puede estar constituida por un meristemo o por una
raiz primordial: la radicula. Del mismo modo, el meristemo apical del brote puede haber

comenzado a desarrollar el brote o no, si hay brote recibe el nombre de plumula (Evert, 2008).
En las cicadas el embridn esta constituido por dos cotiledones, entre los cuales se encuentra la

plamula (Figura 56 B). El eje consiste de hipocétilo, que se extiende del nudo cotiledonar

hasta la radicula, la cual esta cubierta por la coleorriza (Foster y Gifford, 1974) (Figura 60).
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Figura 59. Embrién A) regién de la caliptra y meristemo
apical de la radicula. Ca: Caliptra, T: células
con taninos

La region de la caliptra posee gran cantidad de taninos (Figura 59). El tanino es un metabolito
secundario habitual en las células parenquimaticas, pero en algunas células lo contienen en

abundancia. Estas células pueden haber aumentado notablemente su tamario (Evert, 2008).
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Figura 60. Meristemo apical plumula. Ee: Eje embrionario,
H: Regién del hipocotilo, Mp: Meristemo apical
de la plamula Pf: Primordio foliar, Rd: Radicula
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Figura 61. Anatomia del embrion hacia la region de los cotiledones. C:
Cotiledén, Cm: Canal de mucilago, E: Epidermis, Hv: Haz
vascular, L: Laticiferos

En la regién del hipocétilo se observa una epidermis monoestratificada, hay presencia de
numerosos canales de mucilago con endodermis y probablemente laticiferos. También se

observa un haz vascular.

En la regién del cotiledon (Figura 61) se aprecia una epidermis monoestratificada,
parénguima con grandes espacios intercelulares y tejido vascular, hay canales de mucilago
pero son mas grandes (Figura 62) y menos abundantes que en el hipocétilo.
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Figura 62. Acercamiento de un canal de mucilago. Cm: canal de
mucilago, Cp; cristal proteico, Crm: cromosoma en metafase,
Et: endotelio, Gr: Granulos de reserva probablemente
almidon, L: Laticifero, Ni: Nucleo en interfase

3.1.6 Primordios foliares

Los primordios foliolares en el embrién se encuentran con numerosos tricomas y células con
taninos (Figura 63).
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Figura 63. Primordios Follares (regién de tricomas) en eI embrion.

Mp: meristemo apical de la plamula, Pf: Primordio foliar,

Tr: Tricomas, T: Células con taninos

3.2 Plantula

Capitulo 111

En plantas vasculares, se denomina plantula a cierta etapa del desarrollo del esporofito, que

comienza con la germinacion y termina cuando el esporofito desarrolla sus primeras hojas

verdaderas u hojas no cotiledonares. Una plantula tipica (Figura 64) consiste de tres partes

principales: la radicula o raiz embrionaria, el hipocétilo o tallo embrionario y los cotiledones

ademas de una o dos de sus hojas verdaderas, por encima de los cotiledones.
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Figura 64. Plantula de Dioon merolae con restos de la semilla. Es:
Esclerotesta, H: region del Hipocotilo, Nc: Nudo coltiledonar, Pf:
Primordio foliar, Rp: Region de la plumula, Rr: Raiz primaria, Rs:
Raiz secundaria

3.2.1 Estructura de las raices secundarias

El sistema radical primario de las cicadas es equivalente al sistema radical pivotante que se
encuentra en la mayoria de las plantas. La raiz primaria de una plantula se desarrolla para
formar la gran raiz principal que frecuentemente alcanza varios metros. La raiz principal de
todas las cicadas es contractil, lo cual parece ser de gran importancia para el establecimiento
exitoso de las plantulas. En la etapa inicial, las plantulas son suculentas y susceptibles a ser

depredadas, al fuego y a la desecacion (Yafiez, 2006).

Dioon merolae se compone de una raiz primaria pivotante cominmente muy grande, sin
embargo, serd tan profunda de acuerdo a las condiciones donde se desarrolle. Esta raiz es
comun a todos los tallos puesto que puede haber mas de uno en una planta adulta. También

desarrolla raices adventicias o secundarias rapidamente durante el primer afio de vida.
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Ademéas poseen un tercer tipo de raices comin en las cicadas que son apogeotrdpicas o

coraloides las cuales se desarrollan cuando el tallo alcanza 5 cm de longitud, crecen de modo

dicotomico y también se encuentran casi expuestas a la superficie del suelo (Lazaro-Zermefio
et al. 2012)

100 um —t

Figura 65. Seccion transversal de raiz secundaria. Cm: Canal de mucilago, Hv: Haz
vascular, End: Endodermis, F: Floema, Pc: Parénquima cortical en la raiz,
Rd: Rizodermis, T: Células con taninos, X: Xilema primario

En la raiz secundaria (Figura 65) se observa una rizodermis delgada, corteza primaria con

gran cantidad de taninos y en la zona central se observa el haz vascular.
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Figura 66. Region de la caliptra y del meristemo apical en una raiz
secundaria. Ca: Caliptra, Mr: meristemo apical de la
radicula, T: Células con taninos

La region de la caliptra (Figura 66) de la raiz secundaria con presencia de taninos y en la

region de diferenciacion el haz vascular (Figura 67)
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Figura 67. Region de diferenciacion en una raiz secundaria. F: Floema Pc:
Parénquima cortical, Rd: Rizodermis, X: Xilema primario

3.2.2 Estructura de la raiz primaria

Las raices presentan una peridermis tipica y las raices mas antiguas muestran cambium y
peridermis. EI primer cambium aparece apartado del xilema, de modo que en una raiz vieja €l
xilema primario y secundario aparecen separados. El xilema secundario es manoxilematico
con abundantes radios multiseriados. Las traqueidas presentan punteaduras escalariformes y
areoladas. Algunas traqueidas en la madera de la raiz tienen delicados engrosamientos en

espiral peculiares (Greguss, 1955). El tejido vascular estd rodeado por un periciclo con
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abundante almidon en las células. Le sigue hacia afuera la endodermis con bandas de Caspari

tipicas, un cortex parenquimatoso amplio y una epidermis. Células con contenido café oscuro
(taninos) estan dispersas por todas partes. También se encuentran drusas o cristales
romboidales aisladas o en series Iongltudlnales (Bisswas y Johri, 1997)

Figura 68. Seccion Iongltudlnal de raiz primaria con corteza secundarla
Cm: canal de mucilago, Fg: Felégeno, Fl: Felodermis, Pc:
parénquima cortical, Su: Suber

La raiz primaria (Figura 68) presenta una rizodermis gruesa, parénquima cortical con grandes
espacios celulares y tejido vascular central (Figura 69) con canales de mucilago.
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Figura 69. Tejido vascular central de raiz primaria de Dioon merolae.
Cm: canal de mucilago F: Floema primario,Pr: parénquima
de reserva, X: Xilema primario

3.2.3 Tallo de la plantula (Hipocotilo)

Las cicadas poseen un tallo lefioso que debido a su escaso crecimiento secundario por lo
general, tienen el mismo ancho desde el apice hasta la base (Yafiez, 2006). Dioon merolae es
una especie de madera blanda con radios amplios, llamada manoxilematica, muy longeva,

arborescente, con uno o varios troncos (Gonzalez-Espinosaet al. 2012)

Las cicadas que desarrollan tallos columnares presentan el mismo ancho desde el apice hasta
la base, en forma parecida al crecimiento de las palmas. El desarrollo del crecimiento radial es
un meristemo de engrosamiento primario en la region estelar del nodo cotiledonar de la
plantula que produce derivados principalmente centrifugos. Este se desarrolla en sentido
acropetalo y llega a ser continuo en la zona periférica del apice. Al principio es un cilindro
vertical, pero conforme la planta continua su crecimiento hasta ser planta adulta, demuestra
una orientacion horizontal (como un paraguas abierto) y produce un cortex amplio hacia el
exterior. Los elementos del cambium vascular que se diferencian subsecuentemente en tejidos

vasculares de las trazas foliares también se originan en esta area. El crecimiento secundario
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genera un cambium vascular que produce el xilema secundario al interior y el floema

secundario al exterior. La médula se origina de los derivados del meristemo apical (Stevenson,
1980).

El tallo es paquicaule, es decir grueso y esponjoso, constituido de un medula central grande y
cortex grueso, con poco xilema. Los canales de mucilago son abundantes en el crtex grueso,
con poco xilema (Figura 70). Los canales de mucilago son abundantes en el cortex y en la
médula. Las trazas foliares estan situados en el cortex. La cantidad producida de tejidos
vasculares secundarios es pequefia y el xilema es atravesado por numerosos radios medulares
anchos que conectan la médula con el cértex (Stevenson, 1980).

Figura 70. Tejido vascular hacia las hojas en el hipocétilo. H: Region hacia el
hipocotilo. Tv: Tejido Vascular
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3.2.4 Estructura de la hoja

Las hojas de Dioon merolae son pinadas de color verde oscuro, pueden alcanzar mas de 1.5 m
de longitud cuando estdn maduras. La primera hoja cuando esta joven puede llegar a medir
hasta 25 cm (lamina de 15 cm y peciolo de 10 cm) con 22 a 25 pares de foliolos (Figura 71y

72).

\

} Rya

Figura 71Esquema de una hoja joven de
Dioon merolae (Por J. M. Chamé
G.) Fo: Foliolo, La: Lamina, P:
Peciolo, Rya: Region de la yema
axilar
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Figura 72. Hoja joven de Dioon merolae (un afio de
edad), region apical. Fo: Foliolo, La:

Lamina, P: Peciolo, R: Raquis.
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La hoja tiene una cuticula fuerte, epidermis y la hipodermis bajo la epidermis superior, ambas

con paredes engrosadas y esclerificadas. EI meséfilo consiste de un estrato superior de

parénquima en empalizada y uno inferior de parénquima esponjoso.

La vaina del haz vascular (endodermis) estad formada por estratos compactos de células con

paredes engrosadas que rodean a los haces vasculares. EI haz vascular presenta un area casi

triangular de xilema centripeto con una region de protoxilema y un arco de traqueidas o

xilema primario centrifugo asociado con el floema (Yafiez, 2006).
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Figura 73. Corte transversal de foliolo joven. CI: clorénquima, Ec:
Esclerénquima, Eh: Epidermis de la haz, Ev: Epidermis del
envés, Mf: Mesofilo de la hoja

En el foliolo joven se observa una epidermis cubierta por una gran cantidad de taninos en
lahaz y en el envés. No se distinguen el parénquima en empalizada y parénquima esponjoso,
se generaliza como el mesofilo de la hoja (Figura 73 'y 74).
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Figura 74. Acercamiento de foliolo joven. CI: clorénquima, Ec:
Esclerénquima, Eh: Epidermis de la haz, Ev: Epidermis del
envés, Hv: Haz vascular, Mf: Meséfilo de la hoja

Figura 75. Tejido vascular de un foliolo de Dioon merolae. Floema hacia la
haz. Cm: Canal de mucilago, Et: endotelio, Ehe; Epidermis de
haz esclerificada, F: Floema primario, H: Haz vascular, Mf:
Mesofilo de la hoja, X: Xilema primario.
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Figura 76. Epidermis de la has esclerificada, Parénquima en empalizada
y parénquima esponjoso de foliolo maduro. Ehe; Epidermis
de haz esclerificada, H: Haz vascular, Mf:Meséfilo de la hoja
Pp: parénquima en empalizada, Ps: Paréngquima esponjoso

En el foliolo maduro se distinguen el parénquima en empalizada y parénquima esponjoso
entre el meséfilo de la hoja con canales de mucilago con endotelio y una epidermis
esclerificada y gruesa (Figura 75 y 76). En estos cortes no se detecto6 la presencia de estomas.

La mayoria de los representantes existentes de cicadas se observan estomas hundidos por lo
general s6lo en la parte inferior de las ldminas (Acufia y Marin, 2013a), sin embargo se ha
reportado en Zamia disodon y Z.restrepoi la presencia de estomas tanto en la superficie
abaxial como en la adaxial posiblemente puede deberse a la elevada humedad del hébitat

donde se encuentran. (Acufia y Marin, 2013b).
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4 CONCLUSIONES

La sarcotesta de Dioon merolae es amarilla al madurar y posteriormente va adquiriendo un
color café muy brillante, la textura es carnosa y al madurar estd cubierta de mucilago. Al
secarse, las semillas quedan lisas al tacto. La forma de la semilla es regularmente redondeada
aunque algunas pueden ser de forma ovoide. Suelen medir hasta 3 cm de didmetro
aproximadamente. Se puede observar perfectamente la region del micropilo y la regién del
hilio. Anatémicamente la sarcotesta se compone de una epidermis que puede estar formada
por dos o tres estratos, el parénquima presenta grandes espacios celulares y se pueden
encontrar cristales. Las células parenquimaticas son mas pequefias que las epidérmicas,

ademas se pueden encontrar estomas.

La esclerotesta se compone de una diversidad de esclereidas y fibroesclereidas, solitarias,
ramificadas y en paquetes. Mientras el gametofito femenino tiene una epidermis
monoestratificada, con granulos de reserva de dos tipos posiblemente proteinicos, otros

posiblemente de almidon y canales de mucilago.

El embrion consta de dos cotiledones. La region de la caliptra posee gran cantidad de taninos
mientras en la region del hipocétilo se observa una epidermis monoestratificada, hay presencia
de numerosos canales de mucilago con endodermis y probablemente laticiferos. También se
observa un haz vascular. Los primordios foliolares en el embridn se encuentran con

numerosos tricomas y células con taninos.

La raiz primaria posee una rizodermis gruesa, parénquima cortical con grandes espacios
celulares. En la raiz secundaria se observa una rizodermis delgada, corteza primaria con gran
cantidad de taninos y en la zona central se observa el haz vascular. El tallo es lefioso de

madera manoxilematica.

Las hojas de Dioon merolae son pinadas de color verde oscuro, pueden alcanzar mas de 1.5 m
de longitud cuando estdn maduras. La primera hoja cuando esta joven puede llegar a medir

hasta 25 cm (lamina de 15 cm y peciolo de 10 cm) con 22 a 25 pares de foliolos. La cuticula
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es fuerte, epidermis y la hipodermis bajo la epidermis superior, ambas con paredes engrosadas

y esclerificadas. EI mesofilo consiste de un estrato superior de parénquima en empalizada y
uno inferior de parénquima esponjoso. En el foliolo cuando joven se observa una epidermis
cubierta por una gran cantidad de taninos en la haz y en el envés. El parénquima en
empalizada y parénquima esponjoso, se generaliza como el mesdéfilo de la hoja y sélo se
distinguen cuando esta maduro, en este momento se diferencian entre el mesofilo con canales
de mucilago con endotelio y una epidermis esclerificada y gruesa. En estos cortes no se
detecto la presencia de estomas.
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CONCLUSIONES GENERALES

Para mejorar la tasa de germinacion de Dioon merolaees importante eliminar la latencia de la
semilla provocada principalmente por la esclerotesta de la semilla para ello el método de
escarificacion mas eficaz es la fractura de la esclerotesta. La aplicacion de la hormona
brasinoesteroide CIDEF-4 disuelta en una dosis 100 mg L™ en remojo durante 48 horas, no

influye significativamente en la germinacion de esta cicada.

Por el método in vitro la germinacion de Dioon merolae es posible utilizando gametofitos
femeninos completamente maduros como explantes en el medio de cultivo SH (Schenk &
Hildebrandt, 1972) adicionado con vitaminas e inositol). La concentracion de sales en el
medio de cultivo SH no afectan significativamente la germinacion in vitropero en una
concentracion del 25 % puede prolongarse el tiempo de respuesta. El inicio de la germinacion

(emergencia de la radicula) se presenta en los primeros 30 dias después de la siembra.

A partir de estudios morfo-anatomicos realizados a Dioon merolaese observé que la
esclerotesta se compone de una diversidad de esclereidas y fibroesclereidas, solitarias,
ramificadas y en paquetes. Mientras el gametofito femenino tiene una epidermis
monoestratificada, con granulos de reserva de dos tipos posiblemente proteinicos, otros

posiblemente de almidon y canales de mucilago.

El embrion consta de dos cotiledones. La regién de la caliptra posee gran cantidad de taninos
mientras en la region del hipocétilo se observa una epidermis monoestratificada, hay presencia
de numerosos canales de mucilago con endodermis y probablemente laticiferos. Los
primordios foliolares en el embridn se encuentran con numerosos tricomas y células con

taninos.

La raiz primaria posee una rizodermis gruesa, parénquima cortical con grandes espacios

celulares. En la raiz secundaria se observa una rizodermis delgada, corteza primaria con gran
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cantidad de taninos y en la zona central se observa el haz vascular. El tallo es lefioso de

madera manoxilematica.

Las hojas de Dioon merolae son pinadas de color verde oscuro, pueden alcanzar mas de 1.5 m
de longitud cuando estdn maduras. La primera hoja cuando esta joven puede llegar a medir
hasta 25 cm (lamina de 15 cm y peciolo de 10 cm) con 22 a 25 pares de foliolos. La cuticula
es fuerte, epidermis y la hipodermis bajo la epidermis superior, ambas con paredes engrosadas
y esclerificadas. El mes6filo consiste de un estrato superior de parénquima en empalizada y
uno inferior de parénquima esponjoso. En el foliolo cuando joven se observa una epidermis
cubierta por una gran cantidad de taninos en la haz y en el envés. El parénquima en
empalizada y parénguima esponjoso, se generaliza como el mesofilo de la hoja y solo se
distinguen cuando esta maduro, en este momento se diferencian entre el mesofilo con canales

de mucilago con endotelio y una epidermis esclerificada y gruesa.
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