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Bol. Soc. Bot. México 70: 67-77 (2002)

BOTANICA ESTRUCTURAL

ANATOMIA DE LA SEMILLA DE TIGRIDIA PAVONIA (IRIDACEAE)

AIDA CARRILLO-OcAMPO Y E. M. ENGLEMAN

Especialidad de Boténica, Colegio de Postgraduados, 56230 Montecillo, Estado de México, México.
Correo electrénico: aida@taurus1.chapingo.mx; marke@colpos.mx

Resumen: Mediante microscopia de luz, tinciones histoquimicas y microscopia electrénica de barrido se determiné que el
ovulo en la semilla de Tigridia pavonia (Iridaceae ) es anatropo, bitégmico y crasinucelar. Durante su desarrollo el exotegmen
se aplasta y el endotegmen persiste con taninos en limenes y en paredes lignificadas. La exotesta tanificada tiene paredes
externas convexas, engrosadas y cuticularizadas. La mesotesta pluriestratificada acumula lipidos abundantes y forma un
abultamiento calazal. Las paredes de la endotesta se aplastan y tanifican. En la calaza hay un cojin de hipostasa con taninos y
paredes tanificadas y lignificadas. En el extremo micropilar existe un opérculo, constituido por: a) exotegmen poco aplastado,
b) endotegmen con engrosamientos cuticulares concéntricos con respecto al micrépilo, ¢) dep6sitos hemisféricos de cutina en
las paredes anticlinales del endotegmen, y d) una capa delgada de endospermo que cubre la radicula. El endospermo en etapa
celular tiene paredes de transferencia conspicuas en el extremo calazal junto a la nucela. El embrién es pequefio y el cotiledon
cénico.

Palabras clave: Tigridia, semilla, embriologia, opérculo, Iridaceae

Abstract: With methods of light microscopy, histochemical staining and scanning electron microscopy, it was found that the
ovule in the seed of Tigridia pavonia (Iridaceae) is anatropous, bitegmic, and crassinucellate. During development, the
exotegmen is crushed and the endotegmen persists with tannins in the lumens and in the walls, which also react positively for
lignin. The exotesta contains tannins and its outer walls are convex, thickened, and cuticularized. The mesotesta has multiple
layers, accumulates abundant lipids, and forms a bulge in the chalaza. The cell walls of the endotesta collapse and accumulate
tannins. In the chalaza, a hypostasal cushion contains tannins in the lumens and in the walls, which also react positively for
lignin. At the micropylar end of the seed there is an operculum which consists of: a) a slightly crushed exotegmen, b) an
endotegmen with cuticular thickenings that are concentric with respect to the micropyle, c) hemispherical deposists of cutin
on the anticlinal walls of the endotegmen, and c) a thin layer of endosperm that covers the radicle. During its cellular stage of
development, the endosperm has conspicuous transfer walls at the chalazal end next to the nucella. The embryo is small and
has a conical cotyledon.

Key words: Tigridia, seed, embryology, operculum, Iridaceae

n México el oceloxdchitl, Tigridia pavonia (L. f.) DC.,

fue utilizada por los aztecas (Molseed, 1970) como or-
namental, alimenticia y medicinal (Martinez, 1967), pero
actualmente es una planta poco apreciada y conocida. Para
Molseed (1970) es imposible delimitar con exactitud la
distribucién natural de T. pavonia, ya que el hombre ha
contribuido notablemente a su abundancia y amplia
distribucion desde tiempos prehispanicos. En México T.
pavonia se localiza en una gran diversidad de ambientes,
excepto el alpino y el darido, principalmente como
“semisilvestre”, “escapada” o cultivada (Molseed, 1970).
En cuanto a la familia Iridaceae, Huber (1969, Mitteilungen
der Botanischen Staatssammlung Miinchen 8: 219-538;
citado por Goldblatt,1990) encontré caracteres morfolégicos
en las semillas que permiten formar grupos de géneros.

Netolitzky (1926) consignd caracteristicas anatémicas de
las semillas de algunas especies de Iris, Moraea,
Sisyrinchium, Gladiolus, Romulea y Crocus, encontradas
por él y otros autores, acerca de la cubierta seminal, la zona
calazal y el endospermo. En la literatura (Lenz, 1956; Rudall
et al., 1984; Chichirico, 1989; Manning y Goldblatt, 1991)
se encuentra la embriologia de Iris, Crocus y varias
Nivenoideae lefiosas. Para Danilova et al. (1995), el origen
y las caracteristicas estructurales de la cubierta seminal
pueden permitir establecer relaciones entre familias de
monocotiledéneas; ademds, la estructura de las zonas calazal
y micropilar y la ornamentacién de la cubierta son valiosas
para definir subfamilias. Hasta donde sabemos, no existe
informacion acerca de la estructura de la semilla del género
Tigridia, por lo que aqui se informan, para una especie, los
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cambios en su anatomia desde la antesis hasta semilla
madura, con el fin de aportar conocimiento bésico.

Materiales y métodos.

En un predio ubicado en San Miguel Tlaixpan, Texcoco,
Edo. de México, se marcaron diariamente durante agosto y
septiembre de 1997 y 1998 plantas cultivadas de Tigridia
pavonia que presentaban la primera flor en antesis de la
inflorescencia. El reconocimiento de esta primera flor se
facilita ya que las flores abren por la mafiana y al atardecer
el perigonio estd delicuescente. Se recolectaron flores y
frutos en diferentes etapas de desarrollo diariamente desde
un dia antes de la antesis hasta 8 dias posteriores a la misma,
y cada 5-7 dias hasta la dehiscencia del fruto. El material
recolectado se fijé en Craf III y en FAA (Sass, 1958).
Después de 24 h se lavo con agua corriente y se conservo
en GAA (glicerol al 25% v/v, alcohol al 50% v/v y agua al
25% v/v). Las muestras se procesaron de acuerdo a la técnica
usual de la parafina (Sass, 1958) y se hicieron cortes seriados
longitudinales y transversales a 8-10 um de grosor. Se utilizé
la tincién general safranina 0-verde fijo FCF, la cual tifie
las paredes celulésicas de azul verde, las paredes lignificadas
y los nicleos de rojo, y el citoplasma de morado o verde-
azul. Algunos cortes se tifieron con rojo O de aceite que
destaca la presencia de lipidos y cuticulas; con dcido
peryddico-reactivo de Schiff (APS) que tifie polisacaridos
de color rosa, y con azul negro de naftol, un colorante con
afinidad para proteinas (Fisher, 1968). En cortes a mano de
semillas (tejido fresco o conservado en GAA) en diferentes
etapas de desarrollo se probd la presencia de taninos
(catequinas y leucoantocianidinas), a través de la prueba
de vainillina-dcido clorhidrico (Gardner, 1975). Para lipidos
se empled rojo O de aceite y para almidén se usé Lugol
(solucién saturada de yodo en 0.5% de yoduro de potasio).
La lignina se destacé con: 2% floroglucinol en etanol + HCI
concentrado (modificada de Johansen, 1940).

En el laboratorio de Microscopia Electrénica del Colegio
de Postgraduados se procesaron évulos, semillas jévenes y
semillas maduras para su estudio con microscopia de barrido.
Las muestras se deshidrataron hasta alcohol absoluto y se
secaron por punto critico. Se montaron sobre portaobjetos
cilindricos de metal, se recubrieron con =7 nm de oro en una
ionizadora a 1200 voltios, y se registraron fotograficamente
con pelicula Verichrome Pan formato 120.

Resultados

Tigridia pavonia posee flores fugaces que permanecen
abiertas alrededor de 12 horas y cierran en forma
delicuescente. El ovario es infero, tricarpelar y trilocular, y
en cada léculo hay dos hileras de dvulos subsésiles con papilas
en su base (figura 1) y placentacion axial. La llegada del
tubo polinico puede ocurrir desde el primer dia de la antesis.
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Los 6vulos son andtropos, bitégmicos (figura 1) y
crasinucelares.

El tegumento externo. En los primeros dias después de la
antesis (dda) la testa estd formada por exotesta, mesotesta y
endotesta (figura 4) con abundantes granos de almidén que
se concentran hacia la zona del micrépilo. La exotesta y la
endotesta son uniestratificadas (figura 4), aunque a los nueve
dias dda la endotesta forma dos estratos en algunas zonas de
la semilla. Inicialmente s6lo hay pocas células de la exotesta
con taninos condensados. En la semilla madura todas las
células de la exotesta contienen taninos compactos; sus
paredes periclinales externas son convexas y mds gruesas
que las periclinales internas, y las externas estdn cubiertas
por una cuticula finamente ondulada (figuras 6 y 7). Adentro
de la cuticula una franja delgada de la pared celuldsica se
tifie de rojo con floroglucinol y HCI concentrado. La
mesotesta, de un solo estrato en la antesis, por divisiones
periclinales aumenta a la madurez hasta cinco estratos (figuras
6y 7)o aun 11 estratos; en la rafe presenta hasta 15 estratos,
lo que hace que se vea abultada. A los 10-11 dias dda, las
células de la mesotesta contienen abundantes granos de
almidon; las mds cercanas a la cdlaza también contienen
lipidos; la mesotesta de la regién hilo-micropilar tiene
espacios intercelulares notorios. A los 57-71 dda todas las
células de la mesotesta contienen menos almidén y mds
lipidos y taninos. A los 78 dda en la semilla completamente
madura, las células se colapsan y quedan con lipidos
abundantes y algo de taninos. Sélo persisten los granos de
almidon en la mesotesta de la cdlaza. En esta etapa, todas las
paredes de todos los estratos de la testa estdn conspicuamente
engrosadas y aplastadas periclinalmente. Hay taninos
condensados en limenes y paredes (figura 7).

El tegumento interno. En el 6vulo y la semilla muy joven a
los 1-2 dda, el tegmen sobresale de la testa y forma el
enddstomo (figura 1). Esta constituido por exotegmen con
abundantes granos de almidén y endotegmen con taninos
mads abundantes hacia el polo micropilar; ambos estratos
estdn conformados por células isodiamétricas. El exotegmen
forma dos y luego 3-5 estratos de células (figura 4) con
almidén. Entre el exotegmen y la endotesta hay una cuticula
intertegumentaria notoria. A los 9-11 dda los dos estratos
mds externos del exotegmen aumentan su volumen en una
zona a 70% de distancia a partir del micrépilo hacia la
cédlaza, lo que ocasiona que el saco embrionario se haga
piriforme (figura 2). A los 13-21 dda el volumen de estas
células aumenta mas (figura 5). Las células del exotegmen
contienen almidoén y a los 36-43 dda , cuando el endospermo
ya es completamente celular, se inicia el colapso del
exotegmen (figuras 3 y 6). Hacia el polo calazal se conservan
2-4 estratos de exotegmen con almidén y en el endéstomo
persisten 1-2 estratos de células alargadas en sentido paralelo
al eje del micrépilo. En la semilla completamente madura
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Figuras 1-3. Cambios en la forma del saco embrionario, la region micropiliar y el embrion. 1) A los 0-3 dda el saco embrionario es muy
alargado; la gorra de la nucela estd dentro del endéstomo (flecha delgada) que crece mas que el exdstomo (flecha gruesa). 2) A los 13-
21 dda el saco embrionario es piriforme, el embrién esférico es muy pequeiio (flecha delgada) y el exdstomo (flecha gruesa) rodea el
endostomo. 3) A los 36-43 dda el embrion (flecha delgada) es cilindrico, ocupa el 1% o menos del volumen total de la semilla y estd
rodeado por el endospermo. Cuadros= hipostasa; dda= dias después de la antesis; E= endospermo; lineas inclinadas= nucela; linea
interrumpida= tejido vascular de la rafe; P= papilas del obturador; zona punteada clara= exotegmen; zona punteada oscura= endotegmen.

Escala: 1,2y 3 =500 um.

el exotegmen queda reducido a una capa de paredes muy
aplastadas (figuras 6 y 7).

En la mayor parte de la semilla las células del endotegmen,
inicialmente isodiamétricas, crecen en forma tabular y su
lumen es ocupado por taninos persistentes y uniformes
(figuras 6 y 7); sus paredes anticlinales se ondulan y son mdas
delgadas en su parte central. Finalmente todas las paredes
del endotegmen se engruesan, tanifican y lignifican. Este
estrato se aplasta pero se conserva hasta la madurez total de
la semilla (figura 7). Las células del endotegmen junto al
gorro de la nucela quedan isodiamétricas o alargadas en
sentido oblicuo a la cuticula (figura 12). Las que rodean el
canal del enddstomo se alargan en sentido paralelo al eje del
mismo. Estas células tienen las paredes y limenes con
abundantes taninos condensados de diversas formas, tamafos
y colores.

La hipostasa y la zona calazal. Desde el primer dia de la
antesis en la base de la nucela hay dos estratos con 3-4 c€lulas
de ancho con taninos adosados a las paredes, que representan
el inicio de la hipostasa (figura 1) y casi llenan el orificio
calazal del tegumento interno. Posteriormente, conforme la
semilla crece y se desarrolla, el nimero de células de la
hipostasa aumenta, hasta formar un cojin de varios estratos
de células con taninos conspicuos (figura 8). En la semilla
madura, las células de la hipostasa se colapsan ligeramente
(figura 9), sus limenes se llenan con taninos castafos y sus
paredes también se tanifican, lo que fue confirmado a través
de las pruebas (con vainillina-HCI concentrado) y lignifican
(floroglucinol-HCI concentrado). La epidermis externa
(exotesta) de la cdlaza comparte las mismas caracteristicas
estructurales y de desarrollo que el resto de la exotesta. Por
debajo de la exotesta hay 1-2 estratos de células de la
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Figuras 4-7. Secciones longitudinales. Parte media de la cubierta seminal de T. pavonia en diferentes etapas de desarrollo. 4) A los 0-3 dda
quedan 1-2 estratos de la nucela (flechas). La cubierta seminal estd constituida por el endotegmen, el exotegmen, la endotesta, la mesotesta
de dos estratos y la exotesta. 5) A los 13-14 dda las células del exotegmen aumentan notablemente su volumen, especialmente aqui donde
se constrifie el saco embrionario (ver figura 2). El endotegmen y la exotesta acumulan mas taninos (asteriscos). 6) A los 36-43 dda el
exotegmen estd totalmente aplastado (flechas gruesas). Las células de todos los estratos se agrandan y alargan en sentido longitudinal y su
lumen esta ocupado por taninos (asteriscos). La pared periclinal externa de la exotesta es convexa y tanificada (flechas delgadas). 7) A los
78 dda las células de todos los estratos se han aplastado. Sus limenes y paredes estdn impregnados con taninos. La pared periclinal externa
de la exotesta es mds gruesa (flechas gruesas) y la cuticula nucelar es muy notoria (flechas delgadas). dda= dias después de la antesis; E=
endospermo; ET= endotesta; ETG= endotegmen; MT= mesotesta; XT= exotesta; XTG= exotegmen. Escala 40 um.
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mesotesta (figura 8) con cloroplastos que luego producen
granos de almidon grandes y abundantes; enseguida hay
células muy grandes ligeramente extendidas periclinalmente
y con paredes celulares y envoltura nuclear onduladas que
forman un abultamiento calazal en el extremo proximal de la
semilla (figura 8). El citoplasma de estas células es muy denso
y de apariencia fibrilar; inicialmente se tifie con azul-negro
de naftol, a los 11 dda presenta reaccion positiva a lipidos
(rojo O de aceite en cortes no procesados) y contiene pequefios
granos de almidon (detectados a través de APS). A los 14
dda en estas mismas células son visibles unos corpusculos
elipsoidales cuyo didmetro mayor mide de 5-15 um, los cuales
tifien con azul negro de naftol. Estos corptsculos aumentan
de tamafio conforme aumenta el tamafio de las células que
los contienen. A medida que la semilla se desarrolla
desaparecen los granos de almidén de las células del
abultamiento calazal, aumentan los taninos y los lipidos, el
citoplasma se mantiene y sus paredes se engruesan y tanifican.
Dos meses y medio después de la antesis todos los tejidos de
la cdlaza estdn colapsados en diferentes sentidos y sus paredes
estdn engrosadas y tanificadas (figura 9). Sin ninguna tincién
los lipidos contenidos en las células del abultamiento calazal
son de color amarillo intenso, son pegajosos, y se estiran
formando hilos. Un haz anficribal penetra por el funiculo y
recorre la rafe (figuras 8 y 9). El xilema desemboca en la
parte media de la hipostasa por encima del xilema, el floema
se proyecta mas alld en forma de abanico y llega casi a tocar
el extremo proximal del endotegmen. Las células del
parénquima vascular son pequeiias, con citoplasma denso y
nucleo grande.

El micrépilo. En el 6vulo y la semilla muy joven, el tegmen
sobresale de la testa y forma el endéstomo cuyo extremo
distal queda muy cerca de las papilas del funiculo y de la
placenta (figura 1). El tubo polinico penetra por el endéstomo
y llega hasta las células del gorro de la nucela. A medida que
la semilla se desarrolla, 11 dda, el exdstomo crece sobre el
end6stomo, y lo cubre completamente (figura 2); este cambio
coincide con la presencia del cigoto, el aumento en volumen
de dos estratos del exotegmen, y el depésito de lipidos en las
células parenquimadticas del abultamiento calazal. En esta
etapa las células del exdstomo concentran la mayor cantidad
de almidén. En la semilla joven el enddstomo estd
conformado por endotegmen y exotegmen masivos
desarrollados por medio de divisiones periclinales. En la
madurez de la semilla el canal del endéstomo estd rodeado
por exotegmen de dos estratos y endotegmen de 2-3 estratos
de c€lulas muy grandes con paredes gruesas tanificadas y
ldmenes con taninos muy obscuros. Entre el extremo mds
distal del endéstomo y el extremo proximal del exdstomo
queda un espacio de aire (figura 3). El tubo polinico persiste
en el endéstomo y exdstomo en la madurez de la semilla.
Las células del endotegmen que cubren la gorra de la nucela
y el canal del enddstomo tienen engrosamientos cuticulares

concéntricos con respecto al micrépilo y cuerpos hemisféricos
de cutina en sus paredes anticlinales (figuras 11, 12y 13). En
la semilla madura, el enddstomo es mas rigido que el
exdstomo, posiblemente debido a que los engrosamientos
cuticulares y los depésitos de cutina del endotegmen se hacen
mads espesos conforme la semilla madura.

El opérculo. En el extremo distal de la semilla hay un opérculo
con forma de embudo cuyo didmetro basal mide de 400-600
um (figura 10). En el inicio de la germinacidn, el opérculo se
levanta como una tapa intacta, pero sin romper la testa. Los
tejidos que forman parte del opérculo son exotegmen,
endotegmen y las células del endospermo que cubren la
radicula. Estas células tienen paredes delgadas impregnadas
con taninos, y citoplasma con granos de almidén grandes y
abundantes. Cuando la radicula crece mas, rompe la testa
irregularmente y el opérculo se hace visible.

Desde antes de la antesis, en el polo micropilar el opérculo
se distingue porque las células del exotegmen y endotegmen
son mas grandes. En cortes longitudinales de 6vulos, no
procesados y tefiidos para lipidos (rojo O de aceite), la cuticula
nucelar forma engrosamientos en forma de cufias, que se
introducen entre las paredes anticlinales del endotegmen del
opérculo (los cuales corresponden a los engrosamientos
concéntricos de la cuticula nucelar del opérculo, que se
observan en la figura 11). A los 21-25 dda en cortes
longitudinales, es posible distinguir en el dpice de las cuflas
de cuticula, un par de estructuras hemisféricas sobre las
paredes anticlinales del endotegmen, que también se tifien con
rojo O de aceite. Nosotros interpretamos estas estructuras
hemisféricas como depdsitos muy espesos de cutina con base
en pruebas de solubilidad. Diferentes opérculos con estos
engrosamientos se colocaron durante un mes y por separado,
en tolueno, xileno, benceno, dimetilsulféxido, cloroformo y
éter, no se encontrd ninglin cambio aparente en estos cuerpos
hemisféricos, al observarlos al microscopio de diseccion y
optico. Alos 28 dda los depdsitos de cutina tienen una superficie
muy irregular y son mds notorios en la region del opérculo. En
la semilla madura tanto los engrosamientos concéntricos como
los cuerpos de cutina aumentan de grosor y éstos tltimos
invaden el lumen de las células del endotegmen y reducen
parcialmente el espacio ocupado por taninos (figuras 11y 12).
En cortes longitudinales procesados a partir de semilla madura,
se encontrd que, ademds de la cuticula nucelar, las paredes del
endospermo también penetran entre la ldmina media de las
paredes anticlinales de algunas c€lulas del endotegmen del
opérculo (figura 12).

Al realizar diversas pruebas histoquimicas, que a
continuacion se explican, se determind que los depdsitos
hemisféricos de cutina cambian su composicién quimica, que
es compleja, durante el desarrollo de la semilla. A los 25-36
dda la periferia de los cuerpos de cutina, se tifie de verde con
safranina-verde rapido, lo mismo que el resto de las paredes
del endotegmen. A los 78 dda se encontré que alrededor del
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Figuras 8-9. Dos etapas del desarrollo de la zona calazal. 8) A los 36-43 dda el abultamiento calazal es conspicuo y estd constituido
principalmente por las células de la mesotesta, a través de las cuales corre un haz vascular. La hipostasa y la nucela calazal son notorias en
esta etapa. Hay paredes de transferencia (flechas) en el endospermo, en la zona de contacto con la nucela colapsada (asterisco blanco). 9)
A'los 78 dda el abultamiento calazal se aplasta en diferentes sentidos; la hipostasa y la nucela calazal (asterisco blanco) estan muy colapsadas;
las paredes del endospermo son mds engrosadas que en la etapa anterior. Una franja tortuosa que tifie con safranina, marca el contacto entre
restos de nucela (asterisco blanco) y endospermo colapsado (asterisco doble). AC= abultamiento calazal; E= endospermo; H= hipostasa;
HV= haz vascular; N= nucela calazal. Escala= 500 um.
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Figuras 10-13. Detalles del opérculo de la semilla de T. pavonia. 10) Vista frontal del opérculo completo visto con MEB; las flechas
sefialan la linea de dehiscencia. 11) Vista frontal de la cuticula que recubre el lado interno del opérculo (obtenida a partir de semilla
germinada y tefiida para lipidos, vista con MO). Presenta engrosamientos concéntricos (flechas delgadas) con respecto al micrépilo y
cuerpos de cutina (flechas gruesas). 12) Corte longitudinal de la semilla, tefiida para lipidos, mostrando cémo la cuticula nucelar forma
cuiias entre las paredes anticlinales del endotegmen (asteriscos blancos); los cuerpos de cutina (flechas) invaden el lumen de estas mismas
células. Los taninos del lumen son castafios (asterisco). 13) Depdsito de cutina sobre las paredes anticlinales (flechas), del endotegmen del
opérculo visto con MEB. E= endospermo; ETG= endotegmen; MEB= microscopio electrénico de barrido; MO= microscopio 6ptico; XT=
exotesta; XTG= exotegmen. Escala: 10, 11 y 12= 100 um; 13= 10 um.
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corazon lipidico del espesamiento de cutina, que se tifie de
rojo con rojo O de aceite, algunas zonas se tifien de rosa, con
APS (carbohidratos), mientras que otras se tifien de azul, con
azul-negro de naftol. Con vainillina-HCI (taninos
condensados), los cuerpos de cutina se tifien de rojo, al igual
que las paredes del endotegmen. En preparaciones de cuticula
nucelar del opérculo, aislada por disociacién y tefiida con
rojo O de aceite (obtenidas a partir de semillas germinadas,
en las que el cotiledén ya habia consumido casi todo el
endospermo), se encontré que los cuerpos de cutina estan
conformados por un conjunto de pequeiias gotitas lipidicas
que permanecen adheridas a los engrosamientos concéntricos
(figura 11) de la cuticula nucelar, por lo que aparentemente
forman parte de ella. Al revisar con microscopio
estereoscopico semillas maduras, a las cuales se les retir6 la
testa, los depdsitos de cutina semejan pequefias verrugas, con
el centro claro y la periferia de color castafio obscuro, y son
particularmente abundantes en las paredes anticlinales del
endotegmen paralelas a la periferia del opérculo. Al
microscopio electrénico de barrido (MEB), en muestras de
semillas maduras a las que se les retird el exotegmen y la
pared periclinal externa del endotegmen, estos cuerpos de
cutina tienen formas globulares o cilindricas y su superficie
es porosa e irregular (figuras 11 y 13). En el endotegmen
visto al MEB se distingue claramente la linea de dehiscencia
del opérculo (figura 10).

La nucela, el endospermo y el embrion. A los 1-3 dda hacia
el polo calazal hay una nucela masiva (figura 1) resultado de
muchas divisiones en diferentes planos; sus células tienen
nucleos conspicuos y citoplasma denso, con granos de
almidoén pequefios y escasos. Hacia el polo micropilar existe
una gorra de la nucela (figura 1) formada por 2-3 estratos de
células alargadas con vacuola grande; antes de los 43 dda
estas células se colapsan. En el resto del évulo, hay 1-2
estratos de nucela alrededor de las paredes laterales del saco
embrionario, las cuales se colapsan a los 5-7 dda. El
endospermo cenocitico avanza en torno de la nucela calazal
proliferante y se deshacen las células mas cercanas a él, lo
que ocasiona que inicialmente la nucela adopte la forma de
un cono obtuso con el vértice dirigido hacia el micrépilo.
Las células de la nucela mas cercanas a la calaza son pequefias
y se tifien intensamente con azul negro de naftol; las que
estdn en contacto con el endospermo nuclear se ven vacias y
con paredes colapsadas que se tifien fuertemente con APS,
algunas tienen sus protoplastos contraidos. A medida que la
semilla se desarrolla, el endospermo invade gradualmente el
espacio ocupado por la nucela del polo calazal (figuras 2 y
3). En la semilla totalmente madura a los 78 dda, la nucela
ya es solamente una masa aplastada y compacta de paredes
celulares tefiidas intensamente con APS o de verde con
safranina-verde fijo (figura 9). La cuticula nucelar es ondulada
y su grosor aumenta conforme la semilla crece y madura
(figura 7). En la cdlaza donde la cuticula se interrumpe, entre
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las células de la nucela y de la hipostasa, hay 2-3 estratos de
células rodeadas por una capa muy delgada con reaccién
positiva a rojo O de aceite para detectar lipidos
(supuestamente cuticula; son cortes previamente expuestos
al alcohol y xileno).

Desde 1-2 dda puede haber abundantes nucleos libres del
endospermo adosados a la pared del saco embrionario, el cual
presenta paredes de transferencia. A los 25-28 dda el
endospermo forma paredes delgadas en sentido centripeto;
sus c€lulas tienen 1-2 nicleos notorios con varios nucléolos,
vacuola grande, citoplasma denso y granos de almidén muy
pequefios y escasos; hacia los extremos calazal y micropilar
ocurren muchas mitosis y las hileras de células son mas largas
que en el ecuador. El endospermo celular en contacto con la
nucela calazal desarrolla paredes de trasferencia conspicuas
(figura 8), sus células son mas grandes, sus paredes se quedan
mucho mas delgadas que las del resto del endospermo y tienen
una vacuola muy grande; aparentemente no acumulan
reservas y asi permanecen hasta la madurez total de la semilla.
A los 36-43 dda termina la celularizacién del endospermo.
Sus paredes comienzan a engrosar a partir de la zona central
de la semilla y hacia la cdlaza. En esta etapa el citoplasma de
las células isodiamétricas del endospermo se tifie ligeramente
conrojo O de aceite en cortes no procesados, también contiene
granos de almidén pequefios y muy escasos. A los 38-45 dda,
las paredes de las células del centro del endospermo estdn
mds engrosadas, contienen un nuicleo pequefio con 2-5
nucléolos, y son las que almacenan mayor abundancia de
glébulos de proteinas, lipidos y granos de almidén grandes.
Las paredes de las células del endospermo que rodean el
embrién son mas delgadas. A los 50-64 dda las paredes de la
mayoria de las células del endospermo han alcanzado su
grosor final y forman hileras radiales dirigidas hacia el centro
del endospermo, en donde se ubican células sin un arreglo
aparente; la cantidad de reservas que almacenan es semejante,
tienen nticleo poco notorio y punteaduras conspicuas, excepto
las que limitan con la pared del saco embrionario y las de la
zona con paredes de transferencia; éstas ultimas comienzan
a colapsarse a los 57-71 dda. A los 78 dda, las paredes de las
células del endospermo cercanas a las células de la nucela
son un poco mds engrosadas que en etapas anteriores, pero
siguen siendo mas delgadas que las del resto del endospermo
(figura 9) se tifien con APS o verde fijo al igual que la madeja
de células colapsadas de la nucela. En el limite de la nucela
aplastada y el endospermo, hay una linea tortuosa de paredes
aplastadas (figura 9), que se tifie de rojo con safranina-verde
fijo y que presenta reaccidn positiva a grasas y taninos. Las
paredes engrosadas de las células del endospermo muestran
tres estratos: a) el que estd junto a la [dmina media y se tifie
con APS, b) el intermedio que se tifie con azul negro de naftol,
y c) la parte mds interna adyacente a la plasmalema que no
se tifie. Las células del endospermo en contacto con las
paredes laterales del saco embrionario se tifien muy
fuertemente con azul negro de naftol. Todas las células del



ANATOMIA DE LA SEMILLA DE TIGRIDIA PAVONIA

endospermo tienen taninos escasos, abundantes glébulos de
grasa y proteinas de diversos tamafios. El endospermo que
rodea el embrion contiene granos de almidén pequeiios
(detectados a partir de la prueba con Lugol), los cuales son
particularmente abundantes hacia la radicula.

A los 13-14 dda el cigoto, que contiene abundantes y
conspicuos granos de almidén alrededor de un nicleo
notorio, presenta divisiones transversales. A los 21 dda en
el embrién globular (figura 2) hay granos de almidén y
paredes de transferencia notorias en las células de la base
del suspensor y en la pared del saco embrionario adyacente
a él. En esta etapa (en las paredes anticlinales del
endotegmen del opérculo) son visibles los cuerpos
hemisféricos de cutina. A los 36-38 dda el embrién tiene
forma de cono, su cotiledén es mucho mas grande que el
eje y el suspensor. A los 78 dda el embridon representa el 1%
o menos del volumen total de la semilla madura, contiene
numerosos granos de almiddn, y reacciona positivamente a
lipidos y proteinas. En su eje se distinguen la caliptra y el
meristemo apical del brote, rodeado por la vaina del
cotiledon; atin puede haber vestigios del suspensor.

Discusion

La proteccién de la semilla madura de T. pavonia se ubica en
la exotesta, el exotegmen, el endotegmen y el endospermo.
En la cubierta seminal abundan los taninos tanto en limenes
como en paredes. Al respecto, Mohamed- Yasseen et al. (1994)
sefialan que la dureza de las cubiertas y la presencia de
compuestos fendlicos protegen contra dafios mecdnicos y
ataque de patdgenos y que a su vez contribuyen a la
conservacion de la viabilidad de la semilla. Nosotros
encontramos que en las semillas secas o imbibidas de T.
pavonia proliferan hifas de hongos en el polo calazal y por la
zona hilo-micropilar, por lo que aparentemente los taninos
presentes no constituyen una defensa suficiente y eficaz. Por
otro lado, tal parece que los hongos no interfieren en el
desarrollo y la germinacion de las semillas.

Lenz (1956), Rudall et al. (1984) y Manning y Goldblatt
(1991) senalan la presencia de cuerpos refringentes
inicialmente sin color y luego obscuros en algunos de los
estratos de las cubiertas seminales de Iris, Crocus y en
Nivenia, Klatia y Witsenia, respectivamente. Depdsitos de
esta indole en la cubierta seminal de T. pavonia, nosotros los
interpretamos como taninos. Manning y Goldblatt (1991)
proponen que estos depdsitos obscuros en las cubiertas de
las semillas de Iridaceae pueden considerarse como un
caracter primitivo, de acuerdo a sus resultados de un analisis
cladistico. Estos mismos autores sefialan que posiblemente
tales dep6sitos obscuros también sean responsables de las
coloraciones rojas a castafias que presentan la mayoria de las
semillas de Iridaceae.

Netolitzky (1926) consigna la presencia de aceite en la
endotesta y Huber (1969, citado por Manning y Goldblatt,

1991) sefiala que la presencia de lipidos en la mesotesta de
las semillas de Iridaceae es una caracteristica que las distingue
como familia; por otro lado Lenz (1956), Rudall ez al. (1984),
Chichiriccé (1986) y Manning y Goldblatt (1991) no usaron
métodos para detectar lipidos y pasaron por alto este caracter
de posible valor taxonémico en la familia. En este trabajo
nosotros encontramos gran cantidad de lipidos en la mesotesta
de la semilla de T. pavonia.

Manning y Goldblatt (1991) encontraron que en las
Nivenioideae lefiosas estudiadas, las caracteristicas de
desarrollo y estructura de la cubierta seminal son importantes
para entender las relaciones filogenéticas de este grupo.
Molseed (1970) opina que aunque la anatomia de las cubiertas
seminales parece variar dentro del género Tigridia, las
caracteristicas de la superficie de la semilla parecen tener
poco valor taxonémico. En opinién de Goldblatt (1990), la
tribu Tigrideae estd poco entendida taxondmicamente.
Nosotros pensamos que una investigacion sobre la
embriologia de diversos géneros y especies de Tigrideae
podria aportar datos muy valiosos para apoyar su taxonomia.

Es posible que el cambio en la forma del saco embrionario
(de muy estrecho y alargado a piriforme), parcialmente
ocasionado por el considerable aumento en el tamafio de
algunas células del exotegmen, esté relacionado con reservar
espacio para el ulterior desarrollo del endospermo y del
embrioén en la semilla, ya que esto ocurre a los 21-28 dda, y
apartir de los 36-38 dda la semilla ya no experimenta cambios
notorios en su tamafio.

Nosotros caracterizamos como hipostasa en 7. pavonia,
una regién de la nucela en donde inicialmente algunas células
contienen pequefios cuerpos de taninos castafios junto a las
paredes, y posteriormente los limenes se llenan con taninos
compactos. También sus paredes se engruesan, tanifican y
lignifican. La posicién del cojin de hipostasa en la base de la
nucela y junto al tejido vascular, y las caracteristicas de sus
c€lulas arriba mencionadas, nos permiten apoyar la hipétesis
de que su funcién sea de proteccidén de esta region de
interrupcioén de la cuticula nucelar.

Hay una zona proximal a la hipostasa con células
parenquimadticas que almacenan lipidos abundantes, a la cual
nosotros llamamos abultamiento calazal. Netolitzky (1926)
observé en Iris un abultamiento de la cdlaza al cual llamé
“eleosoma” quizas porque también encontré que sus células
almacenan lipidos. Es posible que este “eleosoma” de Iris
corresponda al abultamiento calazal de T. pavonia. En gene-
ral, se considera que las estructuras externas con células
parenquimaticas ricas en triglicéridos son una recompensa
para los posibles dispersores. Nosotros no sabemos si existe
algin o algunos dispersores de las semillas de 7. pavonia.
Molseed (1970) sefiala que no se ha descubierto algtin vec-
tor de dispersién para el género completo, excepto el
movimiento de las cdpsulas.

En las semillas semimaduras de 7. pavonia (21-36 dda),
los dos primeros estratos de la mesotesta contienen
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cloroplastos que posteriormente pierden la clorofila y forman
granos de almidoén en la semilla madura. Bain y Mercer (1966)
encontraron que en semillas de Pisum sativum los
amiloplastos pueden formarse a partir de cloroplastos
maduros por medio de una sintesis extensiva de almidén,
igual que como ocurre cuando se forman a partir de
proplastidios. En este estudio no fue posible dilucidar la
naturaleza de las estructuras elipsoidales con reaccién
positiva a azul-negro de naftol, para proteinas contenidas
en las células del abultamiento calazal. Por su apariencia, y
de acuerdo con Bewley y Black (1978), pudiera tratarse de
vacuolas que almacenan proteinas, por lo que seria
interesante su estudio con técnicas de microscopia
electrénica.

Las paredes engrosadas y tanificadas, asi como los
abundantes y diversos taninos que ocupan los limenes de las
células del endéstomo y el exéstomo, pueden interpretarse
como una defensa para evitar daflos mecdnicos y entrada de
patégenos a través de estas aberturas naturales. El espacio
que queda entre el exdstomo y el endéstomo podria
relacionarse con la entrada de agua y de aire necesarios para
la germinacién.

Bhojwani y Bhatnagar (1974) opinan que los opérculos
en general se forman por la proliferaciéon del tegumento
interno en su dpice. De acuerdo con las ideas de Scott (1964),
quizds en la formacién de las capas cuticulares del
endotegmen del opérculo de T. pavonia intervenga el estimulo
de las heridas ocasionadas por la intensa expansion que
experimentan sus células. Es posible que los cuerpos
globulares y cilindricos de cutina, encontrados en el
endotegmen del opérculo de T. pavonia, se formen por una
cutinizacion excesiva. Fritz (1937, Planta 26: 693-704; citado
por Martin y Juniper, 1970) menciona que la cutinizacién
excesiva puede involucrar la formacién de cistolitos
cuticulares y de abultamientos en la ldmina media. El depésito
de cutina en forma de pequefias gotitas ya ha sido observado
en otras especies y o6rganos (Esau, 1976; Martin y Juniper,
1970); quizds esto explique el aspecto que muestran los
cuerpos de cutina del endotegmen del opérculo de 7. pavonia.
Se han atribuido diversas funciones al opérculo; la mas
generalizada es que facilita la germinacion de la semilla. Sin
embargo, se considera que es una estructura poco entendida
y estudiada, cuyo origen en las angiospermas es polifilético
(Boesewinkel y Bouman, 1984). En el opérculo de T. pavonia,
nosotros pensamos que los cuerpos de cutina y el abundante
depdsito de taninos en las células del endotegmen hacen que
la zona micropilar esté mas protegida que otras partes de la
semilla. Asi, el opérculo funciona no sélo para facilitar la
germinacion, sino también para proteger la semilla intacta
(Boesewinkel y Bouman, 1984). La presencia de capas
cuticulares concéntricas muy espesas hacen que el opérculo
maduro tenga mayor rigidez y resistencia que la cubierta semi-
nal circundante, lo que a su vez podria coadyuvar a que la
ruptura de las paredes periféricas del opérculo ocurra por

76

una diferente resistencia de las paredes celulares, al aumentar
la presion por la imbibicién del endospermo y del embrién.
La formacién de cuticulas en las semillas es un fenémeno
poco estudiado (Martin y Juniper, 1970), lo mismo que las
funciones y caracteristicas del opérculo de la semilla
(Boesewinkel y Bouman, 1984). Hasta donde sabemos no se
ha informado la presencia de opérculo dentro de ningtin otro
miembro de Iridaceae, ni tampoco de la presencia de
espesamientos de cutina para semillas de angiospermas en
general. Por lo anterior, creemos que una investigacion a nivel
molecular y ultraestructural sobre la ontogenia de estas
estructuras podria aportar datos interesantes para su mejor
entendimiento.

La presencia de paredes de transferencia notorias en las
c€lulas de la base del cigoto y luego del suspensor, y en la
pared del saco embrionario de las zonas micropilar y calazal
de T. pavonia nos permiten suponer que son regiones de
transporte intenso de nutrientes hacia el saco embrionario.
Johansson y Walles (1993) observaron paredes de
transferencia en estas mismas regiones en semillas de Vicia
faba. Chamberlin et al. (1993) encontraron en Glycine max
una mayor acumulacién de granos de almidén en los polos
calazal y micropilar desde la etapa de cigoto hasta la de
embrion globular. Nosotros observamos algo semejante en
la semilla de 7. pavonia alos 11 dda. Es posible que las células
del gorro de la nucela también contribuyan en la alimentacién
inicial del cigoto y el joven embrién. Los cambios que ocurren
en las células de la nucela del polo calazal y la presencia de
paredes de transferencia, primero en la pared del saco
embrionario y después en el endospermo celular cercano a la
nucela, nos hacen suponer que sea una regién de intenso
trafico de sustancias nutritivas de la nucela hacia el saco
embrionario en crecimiento, y después hacia el embrién y
endospermo, por lo que quizds esta zona del endospermo
funcione como un haustorio semejante al de Romulea rosea
var. reflexa (Steyn, 1973). Las caracteristicas del endospermo
nuclear y su celularizacién coinciden con un informe para
Iris munzii (Lenz, 1956), ya que las paredes del endospermo
de T. pavonia empiezan a engrosar en una area de la zona
central de la semilla hacia la cdlaza. Molseed (1970) anota
que la punta del cotiledén de Tigridia tiene funcién hausto-
rial. Por la manera en que el cotiledén se ensancha durante la
germinacién, aparentemente toda su superficie actia como
haustorio. No es comun la presencia de taninos en las células
del endospermo. La presencia de estos compuestos detectada
por nosotros mediante pruebas histoquimicas requiere de su
corroboracién mediante andlisis quimicos.
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