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ESTUDIO DE LA SEMILLA Y DEL DESARNOLLO DEL EMBRION
EN Bixa orellana L., Bixaceae (ACHIOTE)

I. INTRODUCCION

Bixa orellana L. &s una planta de creciente importan-

cia econdmica. El pigmento que se extrae de sus semillas

es un buen sustituto de algunos colorantes sintéticos, que
potencialmente son téxicos o carcinogénicos, ya que se ha
probado que la bixina, principal componente del pigmento,

no prudﬁcu ningune de esos efectos. En la actualidad se
utiliza a nivel industrial como colorante de gquesos, mante-
quilla ¥ algunos otros productos como cera para pisos ¥
muebles y betdn para calzado. Tiene algfin uso en la in-
dustria de los cosméticos y también uno muy amplio como co=-
lorante de diversas cumidasltlngram v Francis, 1969; Kennard
v Winters, 1963; Pittier, 1978). Se utiliza muy poco para
la tiﬁcién de telas porque su color se pierde rdpidamente

al exponerse a la luz; sin embargo se emplea en la tinecidn
de algunas fibraa naturale=s. Es una buena fuente de carote-
nos, provitamina A, (Ampiée, 1956) y en algunos lugﬁran se
afiade a concentradosg para gallinas porque le da una colora=-
cién amarillo-Zmbar a la yema de los huevos (Araya et al,
1977) . Con menor frecuencia se utiliza como especie orna-
mental y pora la formacidn de setos (Dendy, 1966; Ingram y

Francis, 1969; Jiménez, 19473 Riel y Gibson, 1958).




En vista de la importancia econémica de las semillas
de esta especie, se decidié realizar el presente estudio,

cuyos tres objetivos bdsicos son:
1) describir la estructura de la semillaj

2) estudiar el desarrolle del embridén durante la

germinacidénj

3) determinar las capas celulares en que se acumula

el pigmento.

Se espera que esta contribucidn sea de utilidad para
otras investigaciones futuras destinadas a mejorar el co-

nocimiento de esta especie.




REVISION DE LITERATURA

A. DESCRIFCION DEL GENEROD

Bixa orelllana L, (achiote), es una especie del tnice

género de una pequefia familia tropical, Bixaceae, que se
extiende desde México hasta Brasil. S5e piensa que su ori=
gen es amazdnico (Ledn, 1968); en la actualidad se encuen-
tra muy distribuide, mayormente en las regiones tropicales
{Jiménez, 1947). Se le conoce en todo el mundo por su

uso generalizado como colorante para alimentos, tanto en
forma doméstica como industrial (Ingram y Francis, 1969
Jiménez, 19473 Kennard y Winters, 1963; Pittier, 1978).

El pigmento se encuentra localizado sobre la cubierta se-
minal siendo su principal componente la bixina, soluble en
la mayorfa de los solventes ¥y de coloracidén rojo-amarillen=-
ta.

El achiote es un #drbol pequefio, de ramificacién dieco-
témica, hojas simples, estipuladas, alternas, de forma del-
toide, con nervadura palmeada. Posee estructuras s;crato-
ras v laticf{feros con latex de color amarillo-naranja. Las
flores son pentdmeras, regulares, actinomérficas, bisexua-
les, de color rosadeo o blanco, dependiendo de la variedad,
agrupadas en panficulas determinadas con un nimero variable
de flores (Chopra y Kaur, 1965). E;da flor tiene 4-5 sépa-

los, imbricadoes, deciduos, céncaves y con estructuras seme=-
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Jantes a gléndulas en la base; los pétalos son grandes,
imbricados, con una escama externa en la base (Hutchinson,
1959). La antesis de las flores es escalonada a lo largo
de la inflorescencia, observédndose al mismo tiempo, frutos
en diferentes fases de desarrollo, flores y primordios flo-
rales. El gineceo es de ovario sdpero, unilocular, bicar=-
pelar, sincdrpico y de placentacidn parietal. El estilo
.us delgado ¥y recurvado en el brote y el estigma es bilobu-
" lado. El1 androceo es polistémono, de desarrollo centrifu-
go, con filamentos de diferentes longitudes; las anteras
son basifijas c;n forma de herradura (Chopra y Kaur, 1965;
Hutchinson, 1969) y de dehiscencia longitudinal. El1 frute
&s una cdpsula dehiscente, que se abre en dos valvas, expo-
‘niendu las semillas gue se encuentran sobre dos placentas
papiréceas; la forma del fruto es redondeada ¢ alargada ¥y
su superficie se encuentra Eubinrta pPor numerosas emergens=
cias, Las semillas son piriformes y estdn cubiertas por
un tegumento de color rojizo y contienen endosperma abun-
dante y oleoso (Hutchinson, 1959, 1969; Lawrence, 1951}
Ledn, 1968B; Standley, 1923, 1937), su nimere varfa de 10
a 50 por fruto.
En el tallo los elementos de los vasos son moderada=-
mente pequefina, con numerosaa perforaciones simplesa vy
puntuaciones alternas diminutas., EI1 parefiquima es apotra-

gqueal; se encuentran rayos dilatados de 1-3 cédlulas de




ancho y fibras cortas con puntuaciones rebordeadas. El
floema, en seccién transversal, forma cordones separados
unos de otros por las terminaciones distales de los ravos
medulares; la porcidén mds ancha de cada Tayo estd en cons=
tacto con el esclarénqgima del pericieclo. El floema es
estratificado en capas alternas densas y flojas. El xile=
ma forma un cilindro atravesado por rayos angostos. Hay
canales secretores presentes en la médula ¥ ecélulas secre-
toras en la porcién externa de la corteza (Metcalfe y Chalk,
1950).

La hoja presenta tricomas peltados o pequefios penachos
formados por grupos de tricomas unicelulares. ) La 1dmina
foliar es hiﬁoestnméticaf con estomas anomociticos con una
densidad de 115 por mm~ (Metcalfe y Chalk, 1950). Los pe-
ciolos son cilfndricos; en seccidén transversal tienen una
banda contfnua de esclerénquima, externa al haz vascular.
Este posee un anillo de floema externo gue interrumpe el
xilema. Dentro del haz wvascular hay una masa central de
parénquima. Hay células secretoras presentes en el meso=-

filo de la hoja y en los tejidos periféricos del pecioclo ¥y

abundantes cristales de oxalato de calcio en hojas, pecio-

los, corteza y médula del tallo (Metcalfe y Chalk, 1950) .
El endosperma de la semilla es nuclear; Ila formacidn

de paredes se inicia en el extremo micropilar, formando una
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sa de tejido celular debido a répida deposicién de pare-

S . En la madurez, las células del endosperma contienen

iﬂ{{antes grdnulos de almidén, excepto en una o dos de las

zapas externas., La embriogenia no ocurre conforme a nin-

_;L-tipﬂ reconocido (chopra ¥y Kaur, 1965).

B. ESTRUCTURA DE LA SEMILLA DE LAS DICOTILEDONEAS

El embridn consta de un eje, que lleva en un extremo
e ﬁmriétama radical y en el otro los cotiledones y el in-
-éffigntu epicotile. Por lo general, se desarrolla una ca-
ptra en el 4pice radical. Normalmente se diferencia en
‘el embrién un sistema procambial que se continda a lo lar-
"go del hipocdtilo y los cotiledones; algunos elementas
wasculares pueden madurar en el embridén antes de que ger=-
‘mine la semilla (Esau, 1977). El embridn es de forma es-
xiffﬁlgdg y ocupa una posicién central {a:il} en la semilla

-iﬁﬁﬁ“p 1977}, con los cotiledones hacia la porcidén mds an-

.
4 En la semilla madura se distinguen las siguientes pars
tes: embridén, endosperma ¥y testa, que es la cubierta semi-
nal y se forma de los tegumentes, Los rudimentos semina-=
 les de las angiospermas tienen uno o dos tegumentos) todas

1las partes de uno o de ambos tﬂgumgntan pueden intervenir

en la formacidén de la testa., La cubierta seminal varfa

en estructura en relacidn con la estructura especifica del
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dimento seminal, tal como el nidmerc y grosor de los tegu-
itos, el patrén de wvascularizacidén y los cambics en el
sllo de los tegumentos durante la maduracién de 1la
illa. L; cubierta seminal o testa sirve de proteccidn
2l embridn, pero en algunas semillas también interviene en
el control de la germinacién. Cuando la testa alcanza su
;Tllor méximo, se evidencian dos cutfculas, una situada en
el 1fmite entre el tegumento interno y el extermo ¥ otra
entre el tegumento intﬂrnﬂ ¥ el tejido nucelar adyacente.
También existe una cutfcula externa gque protege al tegumen-
to externo del ambiente. Cuando la semilla madura, las
dos capas de células que representan el tegumento interno
se desintegran y las dos cutfculas gquedan juntas. Como re=-
jigltado, la testa de la semilla madura consiste de una epi-
dermis con células de pared;s gruesas seguida de una zona
de arreglo irregular con células de paredes delgadas que
derivan del tegumento externoj el 1fmite interno estf re-
presentado por las dos cutfeulas (Esau, 1977; Fahn, 1978;

Foster y Giford, 1974).

C. DESARROLLC DE LA SEMILLA DE BIXA ORELLANA

En Bixa, los rudimentos seminales son andtropos y bi-
tégmicoas., En general, se diferencia sdlo una célula ar-
quespdrica. Las tétradas son de tipo lineal y la megdspo-

ra calazal es la que forma el sace embrional. La célula
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ocupa una posicidn lateral y los nidcleos polares de
eflula central se fusionan al mismo tiempo con uno de
células espermdticas. Las antipodas degeneran antes
de la fertilizacién, pero los remanentes persisten hasta
gue hay formacién globular del proembridén. La fertiliza-
idén se llevala cabo por porogamia, la singamia y la forma-
cifn del endosperma ccurren simultdneamente. En la semi-
31a madura se pueden encontrar 7-8 capeas de tejidos; en

1a regién calazal estas capas estdn ordenadas de la manera
siguiente: el tegumento externo tiene: una epidermis exter-
na, parénquima con numerosas cf€lulas gue contienen pigmento
¥ la capa interna con inVaginacinne;'a log largo del tegumen-
to interno, formando una estructura en forma de "S"; emn el
ft!gumentﬂ interno, la capa externa consiste de células de
pared gruesa, semejando una empalizada, una capa hipodérmi-
ca llena de taninos, 3-4 capas de células de parénguima,
otra capa hipodérmica y una capa interna de células llenas

de taninos Tormando un tejido abultado en el extremo dis-

tal (Chopra y Kaur, 1965).




MATERTIALES Y METODOS

Se colecté frutos maduros de Bixa orellana L, (achio-

'T%ff.n varias localidades escogidas al azar en Alajuela,
dia, Turrialba y Guanacaste; en todos los casos se es=-
f;ﬁpron frutos provenientes de plantas indfgenas. Las
'E:?ilas e pusieron a germinar en cajas de Petri, sobre
1 de filtro humedecido con agua destilada, previo tra-
iento de imbibiecién de 48  horas. Se hicieron
;€-anpayns con 50 semillas cada uno e incubdndose a tempe-
tura ambiente. Durante 12 dfas se fijé diariamente 10
semillas Que presentaran crecimiento .similar; d&ste se
ealculé por la longitud de la radfcula. De cada colecta
se dejé 5 semillas como testigo y se disectéd las otras 5

.Z}t- extraerles el embridn. De esta manera se obtuvieron

12 estadfos, desde el inicio de la germinaciédn, consideran-
do como inicio de la misma la primera manifestacién de la
aparicién de la radfcula, hasta el estadfo previo a la emer=
gencia de los cotiledones,

Se fijé en Formalina-Aceto-Alcohol (Johansen, 1940),
se deshidraté en una serie ascendente de alcohol butflico
terciario y se infiltré en parafina (Paraplast de punto de
fusidn de 55—5?°ﬂ}. Se tifiéd siguiendo 13 tecnica de
man (1943) y se secciond a 12 um en un micrétomo rota-

torio Richter, Se secciond semillas fijadas sin germinar
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=;-.1ns primeros estadfos de desarrollo practicédndose cor-
longitudinales y transversales, Se hizo cortes para-
:i;-elas, longitudinales y transversales de los embrionesj;
‘1os estadfos del 3 al 12 se seccionmaron en dos, tres o
matro partes por tener la radfcula e hipocotilo muy lar-
08 . Se obtuvieron fotograffas de algunos de los cortes
tilizando pelfcula Kodak Panatonic FX=135. Para comple-
las ilustraciones se utilizdé una cdmara ldcida Olympus
F_iqni adaptada a un microscopio Olympus CHB.

Para el estudio de estructuras con el microscopio elec-
trénico de barrido, se fijé algunas de las semillas y em=
briones en glutaraldehido al 4% y posteriormente se deshi-

_ drataron en una serie de alcohol etflico y acetato de ami-
lo. Las muestras deshidratadas se colocaron en un sonica-
‘dor Sharp UT-5%2 durante 3 segundos para eliminar todas las
dmpurezas de la superficie y luego se llevaron al punto de
secado critico con CO, en un desecador Hitachi HCP-1, Es-
p-s fueron cubiertas con una capa de oro durante 6 minutos
en un cobertor idnico EIKO 18-3, Las observaciones se hi-
eieron con un microscopio electrénico de barride (MEB) Hita-
echi HHS-2R y se tomaron fotograffas empleando pelicula Veri=-
ehrome Pan Kodak VP-=120.

También se obtuvieron fotograffas de la planta comple-
ta, frutos y flores, utilizando los ejemplares cultivados

en la Estacidén Experimental "Fabioc Baudrit®", de la Univer-
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sidad de Costa Rica. Para la obtencién de éstas se uti-

1izé pelfcula Agfa de 35 mm.




f. RESULTADOS
A. DESCRIPCION DE LA PLANTA

Bixa orellana es un 4rbol de talla pequefia a mediana,

= puede medir de 3 a 5 metros de altura. La ramifica-
-;;in del tallo es dicotémica, inicidndose desde la base co=-
mo puede observarse en la figura 1A. La floracidn es esca-
1ada, inicidndese en la porcidn superior, madurando poste-

formenta las flores de la parte inferior; esto puede ob-
rarse claramente ya que en la regidm superior del drbol
frutos en diferentes estados de maduracidén y en la in-
ferior, flores y primordios florales (Figs. 1B y 1C). Las
flores se agrupan en panfculas cortas (Fig. 2A), pero la
antesis no ocurre en forma simultfnea, madurando una o dos
flores al mismo tiempo. En la figura 2B se observa una
flor pentdmera con gran cantidad de estambres y un estigma
prominente.

La florazecidn oecurre entre los meses de junio a setiem-
-bra, pero es posible observar los 4drboles con frutes duran-
te todo el aifio. Los frutos pueden tener abundantes emer-
gencias (Fig. 3) o ser casi glabros; su forma varia de esfe-
rica a @alargada y por lo general son dehiscentes por medio
de dos valvas (Fig. 4A), aunque hay casos en que pueden ha-
ber tres valvas, Las semillas son piriformes, numerosas ¥

se encuentran sobre placentas parietales (Fig. UB), miden




Fig. 1

A. Vista general de 4drboles de Bixa orellana (achiote),
ilustra el tamafio del &rbol y el patrdn de ramificaci

B. Vista de una seccidén del #4rbol que muestra frutos ¥y ]
res; ndtese que la floracidn es escalonada emn forma
sipeta.

Detalle de una seccién que también ilustra el patrdn |
floraciéni; se observan frutos maduros en ls porcién |
perior.







Fig, 2

A Inflorescencia en panfcula de B. orellana, con flores
primordios florales y frutos inmaduros.

‘Flores pentdmeras de B. orellana; en la flor de per-
fil se puode observar el estigma prominente.,







Frutos de B. orellana en diferentes etapas de
desarrollo; nétese la gran cantidad de emer-

_gencias,







Fig. U4

A,

Prutos maduros de B, orellanaj se observan las dos
valvas de la cédpsula y la posicidn de las semillas.

Cortes longitudinales y transversales de frutos in-

maduros de B, orellanaj se muestra el tipo de pla=-
centacidn ¥y la pusiciZn de las semillas.




v
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‘2 6 mm de largo, con una depresién longitudinal y una
iz en la porcién distal, que es la parte mds ancha.
mergencia de la radfcula ocurre por la porcién proxi-
es mds angosta (Fig. 5A) .

'En 1a figura 5A se observa los 12 estadios de desarro=-
‘seleccionados para este estudio. Para determinar los
pos se hicieron medidas de la longitud del hipocétilo y
for a, tal y como aparece en el cuadro 1. En este cua=-
se observa que la fluctuacidén de tamafio en cada uno de
 estadfos escogidos varfa en pocos milf{metros debido a
gificultad de medir con precisién; se tomaron medidas

el embridn dentro de la semilla y en embriones disecta-

B. DESARROLLO DEL MERISTEMA APICAL

£1 meristema apical en los primeros estadfos de desa-
10 del embridn, tiene forma triangular en seccién lon-
udinal y posteriormente tiende a aplanarse adquiriendo
forma biconvexa, de domo (Fig. 6B). Posee una tiinica
miseriada que cubre el cuerpo masivo, formade por células
- stemiticas con citoplasma denso y vacuolas pequefias,
se dividen en diferentes planos; luego hacia el inte=
rior se encuentra el tejido fundamental (Fige T7)« A ambos
Jados se observan bandas procambiales que se proyectan a

todo lo largo hacia los cotiledones ¥y la radfcula.




Secuencia de desarrollo de embriones de B, corellana
durante 12 dfias consecutives; los embriones se en-
cuentran disectados para ilustrar mejor el crecimien=
to de la radicula e hipocotilo.

Corte longitudinal de una semilla de B. orellana vis=
ta al microscopio electrdnico de barrido, que muest
la posicidn del embridén, 20x







gy -

pdro 1: Longitud de 1la radfcula e hipocotilo

inthriﬂn de B. orellana (en milfmetros), en
pecfmenes dentro de la semilla y disectados,
gidos durante 12 dias consecutivos de desarro-

adfo Embriones dentro Embriones disecta-

de la semilla dos
-:jmm b - 6 mm
- X 8§ - 10
- 10 12 = 14
12 = 14 16 = 20
i7 - 19 | 20 - 22
20 - 22 24 - 26
25 - 26 27 - 28
30 - 32 93 = 35
35 - 36 37 - 38
37 - 38 39 - 40
4o - 45 bz - 4T

50 - 51 52« 53
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La forma y tamaiio del 4pice varfa con el desarrollo

ius primordios foliares (Fig. TC)a Eﬁtos se desarro=

puy rdpido siguiendo el patrén descrito por Esau

) para dicotiledéneas. En primordios foliares de

#fos de desarrollo es factible ver latic{feros y ele=-

os traqueales (Fig. 84). En primordios foliares con

dfns se observan tri¢omﬁs peltados multicelulares (Fig.

v elementos traqueales diferenciados. Cerca del dpi-

} =e observa una gran cantidad de tricomas peltados mul-

eelulares (Figs. T ¥ 8); estos tricomas también pueden

eervorse sobre los primordios foliares.

¢. ESTRUCTURA DE LOS COTILEDOKES

Los cotiledones son bastante prominentes, redondeados

angostos, de 7 a 10 células de grosor comprendiendo ‘las

eddermis y el mesofilo (Figs. 9A ¥ 11). Emn los embrio-

con dos o mis dfas de desarrollo, se nota gue las ban=-

procambiales de los cotiledones ya tienen algunos ele-

j-t&s traquualeé diferenciados (Figs. 9B ¥ 9D) . En el

m=ofiloc se nota la presencia de células grandes de conte-

$do granular, gue aparecen en grupos que aparentemente

células secretoras gue formarin posteriormente canales

retores (Figs. 9A y 10).
El embridn es de forma espatulada (Fig. 11A), se en-

entra colocado en el centro de la semilla, con la porcidn
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Fig., 8

A

Primordio foliar en un embrién de B. orellana con
aproximadamente 4 dfas de desarrollo. 400x

Primordio foliar de un embrién con aproximadaménte
6 dfas de desarrollo; se observan tricomas multi-
celulares peltados. 400x

pf: primordio foliar; bp: bandas procambiales;
e: estoma; et: elementos traqueales con engrosas=

mientos helicoidales; cs3 cdlulas secretorns;

t1l: tricomas multicelulares peltados.
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Fig. 9

As

Corte transverszal de cotileddén de B, orellana de
un embrién de aproximadamente un dfa de desarro-
110 . ItDDx

Corte transversal a nivel de vena media de un co=-
tileddn con aproximadamente dos dfas de desarro-
llo. 400x

Corte longitudinal de un embridn con aproximadamen:
te 12 dfas de desarrcllo; nétese gue es anfiesto-
mitico. 400x

eab: epidermis abaxial; ead: epidermis adaxialj
mes: mesofiles cs: célula secretoraj vmi vena
mediaj e: estoma.







Fig. 10

Corte longitudinal de un embrién de B. orellana
con aproximadamente 4 dfas de desarrollo; se
observa parte de los cotiledones y del hipocoti-
lo; el dpice estd cubierto por el primordio fo-
liar. 400x

cot: eotileddny hip: hipocotilo; eab: epidermis
abaxial; ead: epidermis adaxial; e: estoma]

bp: bandas procambizles; et: elemento tragueal con
engrosamientos helicoidales; mes: mesofilo; cs:
célula secretora; pf: primordic foliar; tl: tri-
coma multicelular peltado; c: corteza







Pig 11

Al

Vista panordmica de un embrién de B. grellana de
aproximadamente un dfa de desarrolle, al micros-
copio electrénico de barride (MEB). 20x

Base de los cotiledones cerca del hipocotiloj;
se observa el patrdn de ramificacidn de las
venas prineipales. MEB 40x

Base de los cotiledones que muestra un detalle de
1n ramificacidn de las venas principales. MEB 100x
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terminal del d4pice de los cotiledones doblado hacia uno de
los lados (Fig. 5B). En la l&mina del cotileddén se obser-
an tres haces vasculares principales que se bifurcan desde
base hacia el JApice, en una central y deos laterales (Fig.
). La venacién es de tipo cerrado. El mesofilo aparece
sacto, no diferenciado, con células con citoplasma muy
gNsSO Y con numerosas inclusiones (Fig. 12). En el esta-
;ib 12 parece existir alguna diferenciacidén ya gque se em-
pieza a-nutar la presencia de un mesofilo de empalizada

Es 90}. Este mesofile compacto se ve interrumpide por

} s hacecillos vasculares, formados por protoxilema ¥ pro-
iefloema, pero en embricmnes de dos a tres dfas de desarro-
1o empieza a notarse la presencia de elementos traqueales
ton engrosamientos helicoidales, sobre todo cerca de la ba-
de los cotiledones (Figs. 9B, 9C, 12A y 12B). En la

ra 129 se observan elementos traqueales verticales ¥y
zontales con engrosamientos helicoidales.

Las epi&ermis abaxial y adaxial tienmen células gque se
g@giferencian en tamafio; las de la adaxial son rudoﬁdeadas
de mayor tamaiio, con cutfeula delgada, en tanto que las
l1a abaxial tienen cutfeula gruesa y sus células son pe-
guefias y alargadas (Fig. 9C). Al microscopio electrénico
barrido se obaerva que las células de la superficie aba-
xia)l son redondeadas (Fig., 13A) ¥ gue presentan estriaciones

sobre la pared (Fig. 13B).



Fig. 12

A

Corte transversal de un cotiledén de B. orellana
de aproximadamente tres dfas de desarrollo, vis-
to al microscopio electrénico de barrido; ndtese
"los haces vasculares., 500x

Detalle del haz vascular ampliada de Aj; se obser-
va los elementos tragueales con engrosamientos he-
licoidales en Torma wvertical ¥ horizontal. MED

eab: epidermis abhaxial; mes: mesofileo; et: ele-
mentos traqueales.







1

Vista al mieroscopio electrdnico de barrido de la
epidermis de la superficie abaxial de un cotiledén
de B, orellana, con tres dfas de desarrolle apro-

ximadamente. 1000x

Detalle al MEB de la epidermis abaxial del cotiledén

observense las estriaciones de la pared. 3000x
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En los primeros estadfos de desarrollo, en la epider-

gis de los cotiledones se nota la presencia de meristemoi-

es; &stos maduran répidamente Yy en embriones con aproxi-

jamente 6 dfas de desarrollo Ya pueden observarse estomas

jen formados (Fig. 14). Al mieroscopio glectrdnico de ba=-

do pueden observarse estomas bien formados en la superfi-
e adaxial en embriones de 6 dfas de desarrollo, gue se
sncentran en las cercanfas de las venas principales (Fig.

15) . En la figura 9C se nota claramente que los cotiledo-

aes son anfiestomdticos.

En la figura 16 pueden observarse los tricomas multi-

celulares peltados; £stos se encuentran concentrados cer-

de la base de los cotiledones cubriende el meristema &=
pical; también pueden observarse en la superficie de los

mordics foliares.

D. DESARROLILIO DEL HI1IPOCOTILO

En el hipocotilo puede observarse gue la distribucidn

je las células epidérmicas es muy regular; son rectangula-
res, lo que las diferencia de las células de los cotiledo-

nes gue son mds o menos polihédricas y de distribucidn un

tanto irregular. Hesde los primeros estadfos de desarro-

‘110 se ve la presencia de estomas Yya formados un poco més
grandes que los de los cotiledones (Figs. 1TA a 17F). La

figura 17G muestra la disposicién de estos estomas, La -




Fig., 14

Secuencia del desarrolle de los estomas de la su-
perficie abaxial de los cotiledones de B. orellana:
. A: de aproximadamente un dfa de desarrollo; HB: dos
dfas; C: tres dfas; D: cuatro dfas; E: cinco dias;
F: ocho dfas. 1000x

me: meristemoide; ce: célula epidérmica; e: estoma
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Epidermis ¥y estomas de la superficie adaxial de
cotiledén de B. porellana de aproximadamente 6 dfas
de desarrolle, visto al mieroscopio electrédnico de

. barride. 550x

e: estoma







Fig. 16

Tricomas multicelulares, peltados, de B. orellana
que se desarrollan en la regidén cercana al dpice,
vistos en un corte longitudinal de un embridn con
aproximadamente 4 dfas de desarrolle. 4COx

pf: primordio folizr; ead: epidermis adaxialj;
cs; célula secretoraj; tl: corte longitudinal de un
tricoma multicelular peltado.







1

De A a F se muestra la secuencia de desarrolloc de
estomas en el hipocotilo de embriones de: 1, 4, 6,
8, 10 v 12 dfas de desarrollec respectivamente.

1 DDDX .

Estomas de la epidermis de hipocotile de un embriém
de B, orellana de aproximadamente 6 dfas de desarro=

1lo. 200x

Vista al mieroscopio electrdnico de barrido de un
estoma del hipocotilo de un embridn con aproxima-
damente 4 dfans de desarrolle. 1500x

e: estoma:; ce: célula epidérmica; n: nicleo
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gura 17H y 18 muestran las células epidérmicas y los esto-
mas del hipocotilo vistos al microscopioc electrénico de ba-
rrido.

En embriones con aproximadamente 4 dfas de desarrollo,
en las bandas procambiales se empieza a notar la presencia
de elementos tragqueales con diferente estado de desarrollo;
al igual que en los cotiledones hay elementos traqueales
con engrosamientos helicoidales, ademds con puntuaciones
rebn;deadas. elementos reticulades y la presencia de fibro-

tragueidas.
F. DESARROLLO DE LA RADICULA

El meristema radical estd protegido por una caliptra
de I a 6 c€lulas de grosor, flojamente dispuestas (Figs.
19 v 20), muy diferentes a las céulas de la rizodermis
(Fig. 20D). En un corte transversal los elementos pro=-
cambinles estdn colocados en un anillo que circunde la mé-
dula central parenquimédtica (Fig. 19A, 21C y D); en la
corteza se obhservan gran cantidad de cflulas secretoras
que se diferencian del resto del parénquima por ser de ma-
yor tamafio y con un contenido muy denso Yy granular (Figs.
21C y D). Estas células secretoras estdn presentes desde
los primeros estadfos de desarrollo, encontrindese incluso
cerca del #&pice radieanl (Fig. 21A), en la periferia y en

las cercanfas del ecilindreo wasecular.

L




Fig. 18

A Epidermis de hipocotilo de un embrién de B. orellan
de aproximadamente 4 dfas de desarrollo, vista al

microscopio electrénico de barride; se observan dos
estomas, 500x

Detalle de los estomas vistos en A. MEB 2000x

e: estoma







Corte longitudinal y ftramsversal de la radfculz de
un embridn de E. orellazna de aproximadamente 3 dfas
de desarrollo, en donde se ohserva la distribucidn
de los tejidos. 100x ¥ 400x respectivamente.

Corte longitudinal del estremo de la radfcula mos-
trande el £pice radical cubierto por una caliptra
prominente.

cal: caliptra; mr: meristema radicaly; bp: bandas
procambiales; med: médula] cor: corteza; c¢s: cé-
lula secretora: riz: rizodermisj; i







Fig. 20

A vista al microscopio electrdémnico de barrido, del
extremo de la radfcula de un embrién de B., orella=-
na con aproximadamente 3 dfas de desarrollo. L Ox

D Txtremo de la radfeuln en donde se muestra el arre-
glo de las células de la caliptra. MNEB 100x

C. Detalle de las células de la caliptra. MEB 2500x
D NDNetalle de la rizodermis. MEB 3000x

cal: caliptra







Corte longitudinal del extremo de la radfcula de
un embridén de B, orellana de aproximedamente 3
dfas de desarrollo, en donde se muestra la dis-
tribucién de los tejidos. 100x

cal: caliptra ar: apice radical; c¢s: células
secretoras; riz: rizodermis.
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En los embriones con un dfa de desarrclle, en los
cuales acz=ba de emerger la radfcula nmo hay pelos radica-
les, ya que estos se inician en embriones con dos dfas de
desarrollo. La figura 22 y 23 muestran tres secuencias
de esta zona en donde se observa la presencia de numero-
sos pelos radicales; ésta dltima figura pertenece a un
embridén con aprnxima&amenta 4 dfas de desarrollo.

En embriones con un dfa de desarrollo aproxXimadamente,
se nota la presencia de estomas en reglomes cercanas al 4-
pice radical (Fig. 24); en estadfos posteriores de desa-
rrollo, estos estemas pueden observarse con claridad en
la regién de los pelos radicales (Figs. 22 y 24) hundidos
en la rizodermis. En estadfos avanzados del desarrollo
(11 a 12 dfas), se observa la presencin de primordios de
raices laterales gue se forman a partir del periciclo de
la rafz primaria (radfcula). En la radfecula, en cortes
longitudinales, pueden observarse elementos tragqueales con
diferentes estzdos de maduracidén, similares a los que se

presentan en el hipocotilo.

F. CUBIERTA SEMINAL (TESTA)

La cubierta seminal aparentemente estd formada de U
capas; una externa que es lz que contiene el pigmento,
que se observa al microscopio electrénico de barrido como

provista de numerosas protuberancias (Figs. 25 ¥ 2GB) .




Fig. 22

Ae

Seccién de la regidén de los pelos radicales en
donde se muestra el inicio del ecrecimiento de
estos en un embridén de B. orellana dec aproxima=-
damente dos dfas de desarrollo. Loox

Estoma en la regién de los pelos radicales en
un embridn de aproximadamente 4 dfas de desarro=-

lle. 1000x

Seccidn longitudinal de la regién de los pelos
radicales de un embridén de aproximadamente B
dfas de desarrollo. [000+

e: estoma; pr: pelo radical; ce: célula de
1a rizodermis.
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Regidn de los pelos radicales en un embridén de
B, orellana de aproximadamente 4L dfas de desa-
Trollo, viste al microscopio electrénico de ba-
rride, 20x

Detalle de la regidén de los pelos radieales.
MEB B00x
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Fig. 24

A Regién de los pelos radicales de un embridén de
H. orellana, visto al microscopio elgctrénice de
barrido; se observa un estoma hundide en la ri-
zodoermis. 150x. i

Ampliacién de A en donde se observa con mayor da-
talle el estoma.

e: gstoma







Fig. 25
Semillas de B, orellana

Vistas al matural (1x)

Vistas al microscopio estereoscdpico {5:‘.}

Vista panordmica al microscopio electrdénico
de barrido. 20x
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Fig. 26

A Corte longitudinal de una semilla sin germinar
de B. orellana, vista al microscopio electrdnico
de barrido; se observa la gruesa cubierta semi-

.nal. 20x

Detalle de la superficie de la cubierta seminal
en donde se locaslizan los pigmentes. MEB 70Ox

Corte de una semilla en donde se muestra la cu-
bierta seminal; la porcién externa es la que
contiene los pigmentes. MEB 150x

cp: capa externa con pigmentes; mac: macroess
clereidas; pe: parénquima esclerotizado; end:
endospermo.
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Hacia el interior se observa una capa gruesa, como
en empalizada, formada por macroesclerei&as, seguida de
dos capas de células de parénquima esclerotizado (Figs.

26 v 27). En la figura 26 puede observarse un corte lon-
gitudinal de una semilla sin germinar, que presenta gran
cantidad de endosperma, este endosperma es rico en almido-
nes y grasas.

_Las capas externas gue poseen los pigmentos aparecen
como una zona compacta al observarse al microscopio elec-
trénico de barrido (Fig. 26). pero al microscopio de luz
se obhserva que est4 formada por varias capas de células
grandes y flojamente dispuestas. El pigmento de esta por-
cién es perfectamente soluble en la mayorfa de los solven-
tes por lo que en los cortas.hachna a partig de material
deshidratado es diffcil determinar exactamente las capas

de células que forman estd regidén.




Fig. 2

A Diagrama que muestra el arreglo de las capas que
constituyen la cubierta seminal de B. orellana,
Loox -

B vy C. Cortes de semillas gue muestran la constitu-
cidn de la cubierta seminal. 200x

cp: capas externas que contienen los pigmentos;
mac: macroesclereidas; pe: parénquima esclero-
tizado; end: endospermaa




1 S




- 58 -

V- DISCUSIUS
y en general. el

rién de Bixa,
el dgsarrﬂlln

pien ustudiad

El desarrt
de embrio-

vnnzadns en

perindus a
p en

estudio de
cuentra muy
1a fecha,

arrollo del emn-

nea de angiﬂspermas. no se en
La 1iferatura hasta <§lo se Te~

g muy tempran

la antualidaﬂ.
os en el des

a los periodo
5 inmadura (Grund-

fiere

bridn, més que todo dentr?® de la semill

wags 19763 Haheshwari, 19503 wardlaw, 1955) s 1°© que permi=
en lo Que se refiere al desar-

paracinnéﬁ
s estadios

hacer pocas com
as diferentes embridn en 1o

ormacidn en P

te
partes del

rrollo de 1
a su gransf

léntﬁla.

previas
DE L0S GDTILEDUNES

A DESAﬂRULLO

nes de pixa P

tral ¥ dos la
fusién de

Los cqtileda
terales: pero el cen-

res principales, uno cenl
tral no parece estal formado poT la dos venas-
fican en wvarias venas secunda-

5 WVEN&s se rami
ae extienden por toda 1a lédmina sin l1legal hasta
tema cerrado de

rias Qque
rmando un 8is

el borde, anastumoséndnse v To

vaﬁculatﬁra.
pesde etapas ™Y tempranas de desarrollo se observa
s la preﬁnncia de elementos tra-

en 1aB pandas prpcambiale
qucale& con engrnaamiuﬂtus helicoidales, astos son numero=
sos en 1a base y.di5minuycn hacia el ipice del cotileddén.




, - 49 -

Esto confirma lo apuntado por Esau (1977), de gque algo del
sistema vascular puede encontrarse maduro en embriones. De
acuerdo con Flores (1975), los engrosamientos helicoidales
en los elementos tragqueales del xilema primarioc aparecen
en 6rganos que completan su desarrollo después de diferen-
ciado el xilema. Por ser los cotiledones drganos en cre-
cimiento activo, 1aa-alementﬂs tragueales pueden extender-
se debido a la elasticidad que confiere la hélice, ya que
de otra forma serfai estructuras rfgidas y ne podrfa ocu-
rrir su elongacién durante el crecimiento (E. M. Flores,
1979; comunicacidén personal). Estos elementos traquea-
les se observan en etapas muy tempranas de desarrollo ¥
los engrosamientos se pueden observar en las porciones dis-
tales de las venas principales aunque no en las ramifica-
ciones terminales; esto indica ya un transporte de agua ¥y
minerales muy efectiva 2 mnivel de los cotiledones.

En seccidn transversal, se observa que el mesofilo es-
t4 constituido por parénquima compacteo, cuyas células tie=
nen un contenido muy denso, granular, posiblemente rico en

sustanciags nutritivas. En el estadfo 12 se observa ya la

diferenciscién en el mesofilo; hacia la superflicie adaxial
hay células diferenciadas que forman el mesofilo de empali-
zada., Estas estdn colocadas en Torma regular a diferencia

de las células que forman el mesofilo esponjesc que son sen-

siblemente m#As grandes y de arregleo mds irregular.
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Fl mesofilo se encuentra interrumpide por las bandas
procambiales y por células de tamafio mayﬁr, cercanas a las
bandas, que se encuentran solas o en grupos de hasta cuatro
cflulas y cuyo contenido es bastante diferente a las de pa=-
rénquima, con sustancias varias en el citoplasma. Estas
células son el inicio de laticiferos y también pueden ser
observadas en otras partes del embridn. Dehgan y Craig

I (1978), han hecho estudios en Jatropha en donde aparecen
varios tipos de laticiferosj de acuerdo a estos autores

v a Esau (1977) y Fahn (1978), se puede afirmar que los la--
ticefferos que Qa forman en Bixa son de tipé articuladeo por-
que se observa con claridad la presencia de septos entre
las ecédlulas. En la planta madura estos laticiferos con-
tienen l14tex de color amarillento.

Las epidermis de ambas superficies difieren en el ta-
maiio de las células; las da la superficie abaxial son de
menor tamafio con paredes algo més gruesas que las de la su-
perficie adaxial. Dentro de 1la semilla, los cotiledones
se encuentran con las superficies adaxiales en contacto en
tanto que las abaxiales se encuentran en contacto con el
endosperma, EFn los embriones con un dfa de desarrollo
ya se observa 1; presencia de meristemoides en la epider-
mis de los cotiledenes, ¥ ya en embriones con cuatro dfas
se puede observar meristemoides bastante desarrollados, cu-

yas células recuerdan la forma del estomaj en los embrio-
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nes con cinco dfas de desarrollo los estomas estdn forma-
dos. Esto indica que los estomas son de desarrolleo muy
Precoz ya que aparecen en etapas muy tempfanas del desarro=
llo. los cotiledones son anfiestomfticos (Heath y Mans-
field, 1969), esto puede observarse claramente en embriones
con doce dfas de desarrollo. En Bixa, los estomas son ano=-
mocfticos (Metcalfe f Chalk, 1950) ya que no se observa la
presencia de células subsidiarias. Las estrias de 1la
superficie abaxial son parte de la deposicidén irregular de
cutfecula sobre estas células epidérmicas.

En los enbriones con un dfa de desarrollo puede absar--
varse la presencia de tricomas multicelulares en la super-
ficie adaxial, pero se encuentran sclo en las bnrciones del
cotiledén mé£s cercanas al dpice, o sea la base del cotile-
dén; en las etapas mAs avanzadas de desarrollo se ve gque
son peltados, segdn las definiciones de Esau (1977), Fahn
(1974) y Payne (1978). Su presencia cerca del 4pice es

probablemente como de estructura protectora.
B. DESARROLLO DEL APICE

El desarrollo del meristema apical parece seguir el
patrén general para las angiospermas (Cutter, 1965; Eames,
19613 Gifford, 1954; Gifford ¥y Corson, 1971; Wardlaw, 19-
55]. En etapas muy tempranas del desarrcllo se observa

que 1la forma del Zpice es cdénica. La tdnica es uniseria-
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da, lo que difiere de la mavorfa ée lo informado para las
angiospermas en donde se afirma que ésta estd formada de
dos o mis capas {(Gifford, 1954; Roufa y Gunkel, 1951; Shu-
shany Johnson, 1955; Telbert, 1961). Reeve (1942), encon-
tré que en algunas plantas inicialmente podfan diferenciar=
ap varios estratos en la tdnica, pero a medida que avanza-
ba el desarrollo se reducfa a una sola. Flores (1978),
informé de la presencia de una tinica uniseriada en Casua-
-EEEE' En Bixa, todos los estadfos estudiados indican la
presencia de una sola capa.

La forma del #Apice varfa conforme se avanza en el de-
sarrolle, adquiriendo una forma méds aplanada, como de domo,
pero es posible observar de nuevo la forma cénica en esta-
dfos mis avanzadeos. Fahn (1978), indica que poco antes de
la formacidén de cada primordio, el meristema apical se en-
sancha y gue después de la formacidn de éste se vuelve a
estrechar, siendo éste un fendmeno ritmico; probablemente
es por este motive gque en algunos estadfos se observa el

&pice en forma cénica y en otros en forma de domo.
C. DESARROLLO DEL HIPOCOTILO

El hipocotileo tiene forma cilfndrica y se observa que
su alargamiento ocurre rdpiddmente desde los primeros esta-
dfos de desarrollo. La epidermis estd formada por células

rectanpulares colocadas en forma muy regular, interrumpi-
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das por estomas gue se encuentran maduros en los embriones
con un dfa de desarrollo. El ripido alargamiento del hi-
pocotilo hace que los elementos tragueales estén desarrolla=-
dos, encontrdndose por ello elementos traqueales con engro=
gamientos helicoidales, con puntuaciones rebordeadas ¥y re=
ticuladas, también se observan fibretraqueidas, esto indi-
ca que el sistema vascular no es muy avanzado filogenética-
mente.

No fue posible identificar el floema (protofloema) en
las etapas estudiadas. Segin Shush:;an. y Johnson (1953) 4
el protoflcema de ciertos embriones puede ser observado
hasta en el segundo par de hojas que se forman arriba de
los cotiledonesj es probable que por esa razén no se pue=
da diferenciar del resto de células de parénquima en el hi-
pocotilo de Bixa. Dawidowicz=Crzegorzewska y Lewak (1978),
han informado sobre una situacién similar en embriones &e

Malus domestica.

p. DESARROLLO DE LA RADICULA

En la radfcula también es posible observar el mismo
tipo de elementos traqueales que se observan en el hipoco-
tile, asi como la presencia de laticfferos en la pe=
riferia y cerca de las bandas procambiales. El meristema
radieal se encuentra protegide por una caliptra formada por

eflulas grandes flojamente dispuestas. Se ha informado
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(Armstrong y Heimsch, 1976; Byrne y Heimsch, 1968; Seago

v Heimsch, 1969) de la presencia de una columela a partir
de la cual se diferencian todos los tejidﬁa de la radfculaj
esta diferenciacién ocurre de acuerdo a la direccidn de las
divisiones celulares, En los estadfos estudiados en Bixa
se observa gue las efélulas se encuentran ordenadas de ma-
nera muy uniforme, d;limitadas en varias regionesj inne-
diatamente después de la caliptra se cbserva el meristema
radical con células grandes; casi desde el Apice se obser-
va la diferenciacidn de 1a; bandas procambiales, pero no
parece existir la columela mencionada anteriormente. En
la rizodermis se puede observar la pfesencia de estomas,
tanto en las regiones cercanas al fpice como en la regidn
de los pelos radicales; aungue no es frecuente la presen-
cia de estomas en este drgano, en algunas ocasiones pueden
formarse, sobre todo en las plantas que crecen bajo condi=-
ciones de laboratorio (E. M. Flores, 1979; comunicacidn
personal); esto parece ser inducido por la luz, ya que la
radfcula en todos los estadfos estd expuesta y los estomas
aparecen en ese primer 4drgano que emerge. Los pelos ra-
dicales épaTECEn tempranamente, en embriones de dos dfas

de desarrollo lo que indica una actividad de absorcidn des-
de estadfos muy tempranos, En estadfos mfds avanzados, de

11 a 12 dfas de desarrollo, se puede observar la formacidn

de rafces secundarias a partir de los te jidos intermos de




la radfcula.

E. CUBIERTA SEMINAL

Chopra y XKaur (1965), en estudios hechos en Bixa, in-
dican que la cubierta seminal estd formada por 7-8 estra-
tos, ademds indican la presencia de taninos en algunos de
los estratos. En el presente estudio pudo observarse que
la testa estf formada por cuatro estratos bien diferencia-
Ldoa entre sf; el més externo es multicelular, formado por
c€lulas muy grandes que son las gque contienen el pigmento
(bixina). Es diffcil determinar el nimero exacto de célu-
ias en esta porcidn, porque los pigmentos son solubles en
casi todeos los solventes, lo que hace que algunas de estas
capas desaparezcan antes de poder hacer observaciones mi=
croscdépicas. Los tres estratos restantes son los que pro=-
veen la proteccién, con macroesclereidas ordenadas en for-
ma muy compacta y dos estratos internos de parénquima es-
clerotizado. No fue posible observar la presencia de ta-
ninecs en ninguno de los estratos, pero se tratard de hacer
una comprobacidén posterior con Teactivos apropiados.

Khaleel (1977), en estudios hechos en varias plantas,
observé la presencia de 7 a 8 eatratos en el tegumento de
los rudimentos seminales e indicé que &stos disminuyen con-
forme avanza la maduracidén de la semilla, En otreos gru-

pos de plantas, Subramanyam y Narayana (1968, 1976) vy




-

Prakash et al (1977), encontraron tani;uu en algunos de
los estratos de los tegumentos del rudimento seminal, pe-
ro &stos no fueron observables en la cubierta seminal ma=
dura. Es posible que en Bixa ocurran algunos cambioa si-
milares, pero en estadfos previos previos a les eatudiados

en sl presente trabajo.




YI. RESUMEN

La embriogénesis de Bixa orellana L., Bixaceae,
(achiote), desde la germinacién hasta la etapa previa
a su transforﬁaciﬁn en pléntula, muestran un desarrollo
precoz de algunas estructuras como estomas y pelos radi-
cales, Los estomas fueron observados en epidermis de
| cotileddén = hipocotilo ¥ en la rizodermis. El dpice
posee una tdnica uniestratificada ¥y un cuerpo masivo.
El sistema procambial es de desarrolloc temprano ¥y aso-
ciado a &ste se observan 1:tiu££erén-nrticulaﬂn-. La
cubierta seminal estd formada por cuatro estratoa, el
mis externc es multicelular y es el que contiene el

pigmento (bixina).
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