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RESUMEN

Spondias purpurea se caracteriza por presentar évulos tendiendo a campilétropos, bitégmicos, crasinucelados, pendulares, con un
funiculo bien desarrollado y una protuberancia funicular. Durante la antesis los 6vulos presentan acumulacién de calosa y lignina en
un grupo de células de la nucela, contiguas al extremo calazal del saco embrionario. En el campo la polinizacién no es un factor de-
terminante para que ocurra la fructificacion, debido a que se trata de frutos partenocarpicos y la falta de polen no es una causa del
aborto de 6vulos y semillas. La principal etapa de aborto de évulos ocurre en preantesis y estos 6vulos abortivos se caracterizan por
no desarrollar nucela ni saco embrionario. Una segunda etapa de aborto ocurre en 4 a 5 semanas después de la antesis. Los por-
centajes totales de aborto oscilan entre 55 y 84%. El embridn es recto con un eje muy corto (5 a 10% de la longitud total del em-
brion).
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ABORTION OF OVULES AND SEEDS OF Spondias purpurea L. (Anacardiaceae)
SUMMARY

The ovules of Spondias purpurea are slightly campylotropous, bitegmic, crassinucellate, pendulous, and with a special funicular pro-
tuberance on a well developed funicle. During anthesis the ovules accumulated callose and lignin in a group of nucellar cells con-
tiguous to the chalazal end of the embryo sac. In the field, pollination is not a limiting factor for setting fruit, and abortion of ovules
and seeds is not caused by a lack of pollen. The main stage of ovule abortion occurs in preanthesis, and these abortive ovules do
not develop a nucellus nor an embryo sac. A second stage of abortion occurs four to five weeks after anthesis. The total percentage
of abortion of ovules varies from 55% to 84%. The mature embryo is straight with a short axis (5% to 10% of the total length of the

embryo).

KEY WORDS: Wild, dioecism, embryo sac, embryo.

INTRODUCCION

Los 6vulos de Anacardiaceae (1-5) generalmente son
anatropos, apicales, pendulares, bitégmicos, crasinuce-
lados; tienen una rafe dorsal (del lado de la semilla
opuesto a la placenta) y con frecuencia existe un obtura-
dor en la base del funiculo (Cronquist, 1981; Von Teich-
man, 1988; Von Teichman et al., 1988)

En algunas especies de la familia (Sclerocarya birrea,
Lannea discolor, Rhus lancea) los 6vulos se caracterizan
por presentar un tegumento externo muy desarrollado y
una protuberancia en el funiculo semejante a una “rodilla”
(término que se usara en lo sucesivo). En S. birrea y L.
discolor el 6vulo es anatropo pendular, de una placenta
apical, mientras que en R. lancea, es anatropo de una
placenta basal (Von Teichman, 1988b).

En Anacardium occidentale los 6vulos son solitarios,
apotropos. El tegumento es muy grueso y es el producto
de dos tegumentos unidos; la nucela es muy grande y sin
un limite definido, excepto en el microépilo (Mitchell y Mori,
1987). Von Teichman et al. (1988) mencionaron que en
Mangifera indica los 6vulos tienen una paquicalaza.

En los dvulos de varios taxa de Anacardiaceae exis-
ten células nucelares, contiguas al extremo calazal del
saco embrionario, con paredes ligeramente engrosadas
conocida como hipostasa (Tilton, 1980); o hipostasa sen-
su stricto (Von Teichman, 1988a). Algunas veces se ob-
serva una zona de parénquima con taninos que rodea
parcialmente la nucela, en la region calazal-nucelar (co-
nocida como hipostasa por Bouman, 1984; o hipostasa
sensu lato por Von Teichman, 1988a).
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Una hipostasa sensu stricto probablemente se pre-
senta en especies de Rhus y Schinus; mientras que una
hipostasa sensu lato parece registrarse en Anacardium
occidentale, Toxicodendron diversiloba, Campnosperma
minor, Spondias mangiferae y especies de Pistacia L.
(Von Teichman, 1988a). En los 6vulos de L. discolory S.
birrea existen tanto una hipostasa sensu stricto como una
sensu lato (Von Teichman, 1988b).

No se conoce bien la funcién de la hipostasa, pero
Von Teichman (1988a) sugirié que sus células probable-
mente se comportan como un lugar de almacenamiento
de productos metabdlicos semejantes a taninos y en la
cubierta de la semilla madura pueden tener una funcion
protectora.

En la hipostasa de L. discolor, S. birrea, A. occidenta-
le, T. diversiloba'y S. mangifera se han encontrado célu-
las con taninos; en Rhus toxicodendron células lignifica-
das; en Pistacia células con taninos y suber, y en S. bi-
rrea células con taninos y paredes celulares impregnadas
con lipidos (Von Teichman, 1988a y b). De acuerdo con
Tilton (1980), es frecuente la lignificacion de las paredes
celulares de la hipostasa, mientras que Bouman (1984)
registré la impregnacién de sus paredes con cutina, su-
berina, lignina y calosa, asi como la acumulacién de
substancias semejantes a taninos en el citoplasma de las
células de la hipostasa.

Las semillas de Anacardiaceae tienen endospermo
reducido (como en Dobinea, Lannea coromandelica, Pis-
tacia chinensis y Schinus molle) o carecen de él (como
en Sclerocarya birrea, Lannea discolor y Semecarpus
anacardium). El embridn es relativamente grande, sucu-
lento y encorvado o recto (Von Teichman y Robbertse,
1986; Von Teichman, 1988a vy b).

El aborto de évulos y semillas puede tener importan-
cia ecologica y/o evolutiva. La explicacion mas comun es
que el aborto es un mecanismo de seleccién en angios-
permas (Stephenson, 1981; Lovett Doust y Lovett Doust,
1983). Sin embargo, Lloyd (1980) sugiri6 que la regula-
cién del numero de estructuras reproductoras es una es-
trategia de las plantas para ajustar su inversién materna
de acuerdo a los recursos disponibles. De esta manera,
en una planta que produce flores hermafroditas, muchas
de éstas solo cumplirian una funcién masculina.

Frecuentemente se piensa que el aborto de évulos
puede ser una estrategia de las plantas para incrementar
el tamafo de la semilla a expensas del numero, lo cual
podria tener ventajas en el establecimiento de la descen-
dencia (Black, 1958).

Las causas del aborto pueden ser extrinsecas y/o in-
trinsecas. En el primer caso se incluyen: (a) dafos por
condiciones ambientales desfavorables; (b) dafos por
depredadores, plagas y enfermedades; (c) cantidad de
polen transferido y su fuente. Dentro de los factores in-
trinsecos se incluyen: (a) nimero de 6vulos producidos;
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(b) tiempo de iniciacion y posicion de los dvulos y semi-
llas dentro del fruto (c) cantidad y distribucion de nutri-
mentos y fotosintatos; (d) fecundacién y (e) anormalida-
des estructurales de 6vulos y sacos embrionarios.

Independientemente de las causas del aborto, la au-
sencia de semillas tiene importancia, ya que en algunas
especies (éste no es el caso de Spondias) su presencia
es necesaria para el desarrollo del fruto y en programas
de mejoramiento es de interés para la obtencion de nue-
vos materiales.

Al igual que en Cryptantha flava (Boraginaceae, Cas-
per y Wiens, 1981), Quercus (Fagaceae, Mogensen,
1975) y Prunus (Rosaceae, Pimienta y Polito, 1982) es
probable que en Spondias purpurea existan tasas prede-
terminadas de aborto de 6vulos y semillas.

Entre arboles silvestres (espontaneos) de S. purpurea
existe mucha variacién en el nimero de semillas produ-
cidas por fruto (0-4), por lo cual con este trabajo se plan-
te6 conocer, mediante estudios anatomicos, las causas
precigoticas y postcigoticas que conducen al aborto de
ovulos y semillas dentro de flores y frutos retenidos en el
arbol.

MATERIALES Y METODOS

Para realizar el estudio se usaron dos conjuntos de
plantas de S. purpurea (espontaneos) ubicados en San
José Pala, Morelos, a una latitud norte de 18° 32'; a una
longitud oeste de 99° 00' y a una altitud aproximada de
1 200 m. Un primer conjunto consistié de cinco plantas
femeninas y cuatro masculinas; mientras que el segundo
conjunto fue de cinco plantas femeninas y una masculina.
En ambos casos se midieron las distancias entre plantas
femeninas y masculinas. Un espécimen de cotejo se de-
posité en el Herbario-Hortorio (CHAPA) de la Especiali-
dad de Botanica, Colegio de Postgraduados.

Durante 1994 y 1995 se recolectaron botones, flores y
frutos, los cuales se fijaron en FAA (50% de etanol al
96% + 5% de acido acético glacial + 10% de formaldehi-
do al 37% + 35% de agua). Después de un lavado en
agua y etanol al 70%, se conservaron en GAA (25% de
glicerol + 50% de 2-propanol + 0.002% de eosina + 25%
de agua) hasta incluirlos en parafina y realizar cortes
anatémicos de 10 um de grosor, usando un microtomo
rotatorio. Algunos cortes de 6vulos se tifieron con floro-
glucinol al 1% (en etanol al 96%) y acido clorhidrico al
20% (del concentrado, diluido en agua) en proporciones
iguales.

Durante 1995 se cubrieron cinco inflorescencias por
arbol (5 arboles) con bolsas de papel glacine para verifi-
car la retencién de frutos partenocarpicos y su desarrollo
sin necesidad de polinizacion.

Para la realizacion de polinizaciones manuales se
transportaron al laboratorio ramas de plantas masculinas



y femeninas. Se verifico la viabilidad del polen de las
plantas masculinas, para lo cual se us6 una solucién de
sacarosa a 10% y se observé bajo microscopio la germi-
nacion de los granos de polen. Las ramas se colocaron
en una solucion de sacarosa al 10% y se mantuvieron en
condiciones de invernadero. Las polinizaciones se hicie-
ron cada 24 horas durante 5 dias. Para la polinizacién se
pusieron en contacto las flores masculinas abiertas sobre
las flores femeninas.

Posteriormente, se recolectaron las flores polinizadas
y se colocaron en FAA durante 24 horas, para después
llevarlos a etanol al 50% (4 horas) y etanol al 70%, en
donde se conservaron hasta la reanudacion del proceso.
El mismo procedimiento se aplico para las flores de poli-
nizacion libre.

Para la observacién de los tubos polinicos se separa-
ron los pistilos del resto de las estructuras florales y se
partieron a la mitad, de tal manera que cada seccién con-
tenia uno o dos carpelos. Después, los fragmentos se co-
locaron en una solucién de sulfito de sodio al 5% (pH =
10.5) y se ablandaron en autoclave a una presion de 1.05
kg-cm'2 (15 Iibras~pu|gada'2) durante 10 minutos. Luego,
se colocaron sobre un portaobjetos; se hizo una incision
a los estilos; se agregd una gota de colorante (lacmoide
al 10% o azul de anilina al 0.03%); se colocé el cubreob-
jetos y se presiond con el borrador de un lapiz. Cuando
la tincién de los pistilos se realizdé con lacmoide, las ob-
servaciones se hicieron en microscopio de luz blanca, y
cuando la tincion se efectud con azul de anilina, se usé
un microscopio de fluorescencia Polyvar de Reichert-
Jung con filtro U1. La técnica de fluorescencia involucré
un testigo, que consistié en la observacion de pistilos sin
la aplicacion de azul de anilina.

Por otra parte, se recolectaron 50 frutos inmaduros
por arbol (durante 1994 y 1995) y se contd el nimero de
semillas y numero de léculos por fruto para evaluar el
porcentaje de retencion de semillas por fruto.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aunque las flores de S. purpurea son morfologica-
mente hermafroditas, fisiol6gicamente son unisexuales.
Las flores femeninas (Figura 1) generalmente presentan
4 carpelos, pero su numero puede oscilar entre 3 y 5; los
estaminodios (9 a 12) son mas cortos que los pétalos y
presentan anteras sésiles con cuatro sacos polinicos va-
cios (Figura 2), debido al aborto de las células madre de
las microsporas. Las flores masculinas son semejantes a
las femeninas; excepto que son mas pequefas, tienen
carpeloides, no presentan células papilares estigmaticas
y no contienen évulos. Las anteras contienen granos de
polen funcionales.

Cada léculo de las flores femeninas contiene un évulo
apotropo, tendiente a campilétropo (casi anatropo). Como
se observa en la Figura 5, a partir de una linea perpendi-
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cular al plano de la célaza, la nucela tuerce 60-65 grados.
A causa de esta curvatura, el évulo puede describirse
como ligeramente campiloétropo. Ademas, el évulo es bi-
tégmico, crasinucelado, pendular, con un funiculo bien
desarrollado y una "rodilla" funicular dorsal, semejante a
la observada en Lannea discolor, Sclerocarya birrea y
Rhus lancea (Von Teichman, 1988b). Dentro de cada flor
los loculos pueden tener tanto Ovulos normales como
abortivos (Figuras 5 y 6). La placentacién es axial-apical.
En las primeras etapas los dvulos presentan un funiculo
grueso (aproximadamente de 20 a 22 estratos celula-
res), con un adelanto en la diferenciacion del tegumento
interno, con respecto al externo, y un adelanto en el cre-
cimiento del lado dorsal del tegumento externo, con res-
pecto al lado ventral. En este momento de levantamiento
de tegumentos, se hace patente la célula madre de la
megaspora, que es una célula mas grande que las cir-
cundantes, con nucleo mas grande y citoplasma mas
denso (Figura 3).

En etapas mas avanzadas el tegumento externo al-
canza a cubrir totalmente el tegumento interno. El lado
ventral del tegumento externo se levanta con divisiones
periclinales de las células subepidermales proximas al
tegumento interno. En este momento las células madre
de megasporas estan en profase de la meiosis Il. En la
nucela las células hipodermales se han dividido pericli-
nalmente, formando una crasinucela (Figura 4).

En un 6vulo desarrollado la nucela que rodea el saco
embrionario tiene 9 a 12 estratos de células en la regiéon
micropilar y 5 a 6 estratos en las regiones laterales. El
tegumento externo consiste de 3 a 4 estratos en el lado
dorsaly 9 a 10 estratos en el lado ventral (Figura 5). Las
células epidermales del tegumento externo (o exotesta)
son grandes, con nucleos grandes. En etapas avanzadas
de desarrollo del 6évulo es poco notoria la separacién en-
tre los tegumentos interno y externo, en la regioén ventral.
Es aparente la acumulacién de taninos entre la calaza y
la nucela (hipostasa sensu lato, de acuerdo con Von
Teichman, 1988a). Ademas, se observaron células tani-
feras en el funiculo (Figura 5).

Dentro de la nucela, que tiene forma ovoide (Figura
5), el saco embrionario se observa ligeramente mas se-
parado del micropilo que de la calaza.

Todos los évulos que continen saco embrionario y que
no fueron fecundados, mostraron un desarrollo inicial de
la nucela, pero finalmente abortaron.

Los évulos o semillas abortivos detuvieron su creci-
miento en diversas etapas del desarrollo floral o del fruto.
En botones y flores se registrd alta frecuencia (probable-
mente 50% o mas) de 6vulos que carecen de saco em-
brionario y de nucela (Figura 6). Estos 6vulos son peque-
fos, forman la "rodilla", se encorvan y terminan en un pi-
co con filas de células y I6bulos terminales que sugieren
homologia con tegumentos. Ademas, acumulan taninos,
tanto en el funiculo, como en la regidon micropilar.
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Figura 1. Corte longitudinal de la flor femenina en antesis (40X) de Spondias purpurea L. OV = 6vulo; DF = disco floral; AN = antera; PE = pétalo; SE = sépa-
lo; ST = estigma.

Figura 2. Corte transversal de la antera de una flor femenina en la antesis (236X) de Spondias purpurea L. SP = saco polinico; PA = pared de la antera.

Figura 3. Corte longitudinal del évulo durante la iniciacién de tegumentos (1,040 X) de Spondias purpurea L. TE = tegumento externo; Tl = tegumento inter-
no; LO = Iéculo; El = epidermis interna del ovario; CM = célula madre de megaspora.

Figura 4. Corte longitudinal del 6vulo durante la megasporogénesis (325X) de Spondias purpurea L. Tl = tegumento interno; P = fila de células de origen
subepidérmico. ME = megasporas.
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Ovulos sin saco embrionario también fueron observados
en Quercus gambelii por Mogensen (1975) y en aguacate
por Tomer et al. (1976).

En algunos évulos después de la antesis se observé
una separacion anormal de tegumentos; sin embargo, el
saco embrionario parece normal, por lo cual no se puede
afirmar que se trate de 6vulos abortivos. Por otro lado,
Pimienta y Polito (1982) concluyeron para el almendro
que la separacion de tegumentos es indicadora de abor-
to.

Se registré una segunda etapa de aborto entre 4 y 5
semanas después de la antesis, la cual probablemente
ocurrié por competencia entre el fruto y el embrion, ya
que coinciden el endurecimiento del endocarpo y el de-
sarrollo rapido del embridon. En este momento algunas
semillas (aproximadamente 11% en promedio, adicional
al primer aborto) se colapsaron y se tornaron necroticas,
acumulando gran cantidad de taninos.

Al inicio del endurecimiento del endocarpo del fruto,
aproximadamente un mes después de la antesis, los em-
briones alcanzan las etapas de aspecto globular o de co-
razon (Figura 8).

La semilla inmadura con el embrién en estado globu-
lar, asume una forma lanceolada. Los taninos abundan
en la epidermis externa del tegumento externo y en la
epidermis interna del tegumento interno (Figuras 7 y 8).
El eje del extremo micropilar de la nucela se identificé por
células de parénquima alargadas. La punta del saco
embrionario coincidié con dichas células, pero el suspen-
sor del embrion estuvo desviado de la punta (Figura 7).
El embrion globular inicialmente tiene una forma eliptica y
después se torna ovado, presentando un suspensor de
aproximadamente cinco a diez células (Figura 8). Poste-
riormente las divisiones periclinales y algunas anticlinales
dan origen a los primordios de cotiledones, pasando en-
tonces el embrién a una etapa de corazén. Luego los co-
tiledones se alargan, pero no se encorvan como en Lan-
nea discolor. El endospermo y la nucela van desapare-
ciendo.

Los cotiledones contindan alargadndose, dando como
resultado un embrién recto maduro, con un eje embriona-
rio de aproximadamente 5 a 10% de la longitud total del
embrion. Inicialmente los cotiledones tienen 15 a 20 es-
tratos celulares, pero al terminar su crecimiento longitudi-
nal engrosan hasta aproximadamente 35 estratos, lle-
nando la cubierta seminal y adhiriéndose a ella.

La polinizacion no es determinante para que ocurra la
fructificacion, porque no hubo diferencias en la retencién
y desarrollo de los frutos entre inflorescencias cubiertas y
sin cubrir.

Con la técnica de aplastado de estilos y tincion con
lacmoide o azul de anilina, se observaron tubos polinicos
en los estigmas de flores polinizadas, tanto de manera
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natural como manual. Sin embargo, no se pudo observar
tubos polinicos en el estilo porque el parénquima del
mismo tejido de transmision tenia abundante calosa. Du-
rante la floracién de 1995 se establecié una colmena de
abejas en una planta masculina de las consideradas en
el estudio, y entre 1994 y 1995 no hubo diferencias en el
numero de semillas por fruto (Cuadro 1) en las plantas
préximas a dicho arbol. Esto indica que la disponibilidad
de polen no determina la retencion de semillas.

CUADRO 1. Numero de semillas por fruto y porcentajes de aborto
en Spondias purpurea (espontanea) en condiciones
de polinizacion natural. Promedios obtenidos de 50
frutos por arbol.

Distancia

Numero de arbol 1994 1995

de arbol masculino  semillas aborto semillas aborto
(m) por fruto (%) por fruto (%)

4 3 0.68 83.0 1.26 68.5
15 15 1.00 75.0 1.28 68.0
7 18 1.46 63.5 0.92 77.0
11 20 1.56 61.0 1.62 59.5
13 85 1.44 64.0 1.66 58.5
1 160 1.56 61.0 1.72 57.0
17 500 1.54 61.5 1.50 62.5
16 517 2.00 50.0 1.80 55.0
19 517 1.09 72.7 0.64 84.0
18 588 1.64 59.0 1.62 59.5
Promedio 1.40 65.1 1.40 64.9
Gama 0.68-2.00 50-83 0.64-1.80 55-84

El numero de semillas por fruto fue variable, no se en-
contré relaciéon alguna entre el numero de semillas por
fruto y la distancia entre plantas masculinas y femeninas
(Cuadro 1).

Por otra parte, en flores abiertas se observdé acumula-
cion de calosa y lignina en células nucelares, contiguas al
extremo calazal del saco embrionario (hipostasa sensu
stricto, de acuerdo a Von Teichman, 1988a).

CONCLUSIONES

El aborto de 6vulos ocurre principalmente durante la
antesis y estos 6vulos carecen de saco embrionario. Un
segundo periodo de aborto se manifiesta entre cuatro y
cinco semanas después de la antesis.

La falta de polinizacion no es causa del aborto y no se
encontro relacion entre el numero de semillas por fruto y
la distancia hasta la planta masculina mas cercana.

El desarrollo del embrion es lento hasta la fase de en-
durecimiento del endocarpo, a partir de la cual se dispara
su crecimiento. El embrién es recto, con un eje corto, y
cotiledones largos y delgados.

Se encontré acumulacion de calosa y lignina en célu-
las nucelares, contiguas al extremo calazal del saco em-
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Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Corte longitudinal del 6vulo durante la antesis (152X) de Spondias purpurea L. La curvatura de la nucela es de 65°. TE = tegumento externo; RO =
"rodilla” funicular dorsal; LO = I6culo; FU = funiculo; TA = taninos del funiculo y calaza.

Corte longitudinal de un 6vulo abortivo durante la antesis. El centro del ovario se ubica a la izquierda (312X) de Spondias purpurea L. LO = l6culo;
FU = funiculo; TA = taninos en el funiculo y en una posicién supuestamente homéloga al micrépilo.

Corte longitudinal de la semilla con embrién en etapa globular (136X) de Spondias purpurea L. EM = embrién; NU = nucela; CS = cubierta seminal.

Corte longitudinal del embrién en etapa globular (754X) de Spondias purpurea L. CE = cuerpo del embrién; EN = endospermo en estado celular;
SU = suspensor.
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brionario, asi como células taniferas entre la calaza y la
nucela.

Al igual que en otros miembros de la familia Anacar-
diaceae, se observé una protuberancia funicular a mane-
ra de "rodilla".
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