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RESUMEN

Objetivo: analizar y comparar la anatomia y composicion de la cubierta seminal en semillas de E. cyclocarpum de dos proceden-
cias y afios de recoleccion distintos, y de otras 12 especies de leguminosas, mediante el uso de imagenes obtenidas en un micros-
copio electronico de barrido (MEB); asi como realizar una prueba de germinacion y un analisis proximal de la primera especie.
Disefio metodoldgico: se observaron en un MEB muestras de cubierta seminal de E. cyclocarpum de dos procedencias y afios
de recoleccion distintos (1983 y 2019). También fueron observadas 12 especies de leguminosas. En semillas de E. cyclocarpum
recolectada en 2019 se emplearon tratamientos de escarificacion para realizar un estudio de germinacion y también se hizo un
analisis proximal.

Resultados: el niimero de capas celulares presentes en todas las especies va de cuatro a ocho. El analisis estadistico de
germinacion fue significativo (p<0.0001), entre los tratamientos, el de mayor germinacion fue el lijado. Se hall6 un alto porcentaje
de lignina (1), fibra detergente neutra (FDN), fibra detergente acida (FDA) y extracto libre de nitrogeno (ELN) en la cubierta seminal.
Limitaciones de la investigacion: para la obtencion de la muestra de cubierta seminal es necesario considerar la parte de la
semilla de donde se toma, ya que el grosor de esta puede variar.

Hallazgos: las capas celulares presentes en la cubierta seminal son cuticula, macroesclereidas, osteoesclereidas, parénquima
(esponjoso, en empalizada, compacto). E. cyclocarpum tiene siete y ocho capas, en el resto de las especies se observaron de
cuatro a ocho capas. La presencia de capas celulares y lignina en la cubierta seminal (base seca) de E. cyclocarpum determina

su latencia fisica.

ABSTRACT

Purpose: To analyze and compare the anatomy and composition of the seed coat from E. cyclocarpum seeds from two different
origins and harvest years, and from 12 other legume species, through images obtained from a scanning electron microscope
(sEM) as well as to perform a germination test and a proximal analysis of the first species.

Methodological design: Samples of the E. cyclocarpum seed coat from two different provenances and years of harvest (1983 and
2019) were observed in an electronic microscope along with 12 other legume species. Scarification treatments for a germination
test and a proximal analysis were conducted for E. cyclocarpum seeds collected in 2019.

Results: The number of cell layers present in all of the species ranges from four to eight. The statistical analysis of germination
was significant (p <0.0001) among the treatments; the one with the highest germination was sanding. The presence of a high
percentage of lignin (L), neutral detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (FDA), and nitrogen-free extract (ELN) in the seed
coat was found.

Research limitations: To obtain a seed coat sample, it is necessary to consider the location on the seed from which it is taken
since the thickness of the seed coat can vary.

Findings: The cell layers present in the seed coat are cuticle, macrosclereids, osteosclereids, and parenchyma (spongy, palisade,
compact); It was observed that E. cyclocarpum has seven and eight layers while in the rest of the species four to eight. The

presence of cell layers and lignin in the seed coat of E. cyclocarpum determines its physical dormancy.
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INTRODUCCION

Las semillas estan constituidas por un embrioén y por
compuestos de reserva, ambos estan rodeados por
cubiertas seminales. La mayoria de las leguminosas
tienen una cubierta seminal impermeable, con
propiedades estructurales y/o quimicas que restringe
mecanicamente al embrién (Steinbrecher y Leubner-
Metzger, 2018). La latencia, definida como la incapacidad
para germinar de una semilla intacta y viable bajo
condiciones 6ptimas de temperatura y humedad, esta
predominantemente impuesta por la cubierta seminal.
Esta Gltima no solo se involucra en el impedimento para
la germinaci6n, también cumple funciones criticas como
regular la absorcion de agua, proporcionar una barrera
contra hongos y reducir el escape del embrién durante
la imbibicién (Vozzo, 2010).

La cuticula de la cubierta seminal es la primera linea
de impermeabilidad, debajo de esta se encuentran lineas
de células de Malpighi (macroesclereidas) que encierran
completamente al embrion; y bajo estas células hay una
capa corta y gruesa de hipodermis (osteoesclereidas),
se considera que el conjunto de estas células juega un
papel principal para evitar el ingreso del agua (Vozzo,
2010). Por ejemplo, la semilla de Stylosanthes hamata
(L.) Taub se caracteriza por presentar un alto grado de
latencia fisica, asociada con micrépilo e hilio sellados
y epidermis compuesta por macroesclereidas en
empalizada (Castillo y Guenni, 2001).

En un estudio anatémico de cubierta seminal realizado
a ocho especies venezolanas del género Passiflora se
encontraron de una a ocho capas de células con diferentes
patrones anatomicos; destaco la presencia de una capa
de macroesclereidas y una de células obliteradas, en siete
especies estan ubicadas como las capas mas internas de
la cubierta seminal, excepto en Passiflora edulis Sims
(Pérez-Cortéz et al., 2005). La anatomia de la cubierta
seminal en cinco especies venezolanas del género
Calliandra se caracteriz6 por la presencia de la capa
de Malpighi, hipodermis formada por osteoesclereidas
y parénquima colapsado (Leython y Jauregui, 2008).
En semillas de Medicago sativa L. el incremento del
grosor de la cubierta seminal se asocia con el nivel de
permeabilidad al agua, especificamente con la variacion
del grosordelacuticula, longitud delas macroesclereidas,
grosor de la pared celular y con la presencia y/o desarrollo
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de osteoesclereidas (Galussi et al., 2015). Las semillas
de Sophora tomentosa L. y Erythrina speciosa Andrews
presentan estructuras similares y su cubierta consiste
en una region extrahiliar con una capa de células en
empalizada columnar, una capa de osteosclereidas,
tejido esponjoso y células trituradas. Las células en
empalizada estan cubiertas por una gruesa cuticula
(Luzia et al., 2015).

La lignina es un componente fundamental de la
pared celular vegetal, junto con celulosa, hemicelulosa,
pectina, proteinas, cutina, suberina y sales minerales
(Bonawitz y Chapple, 2010). La lignificacién de la pared
celular esta regulada en espacio y tiempo, y varia con la
especie de planta, edad, tejido y si se trata de paredes
celulares primarias o secundarias (Grabber, 2005). Con
mas frecuencia se concibe a la lignina como una barrera
fisica potencial contra la invasion por fitopatdégenos; en
la interaccion planta-nematodos-endoparasitos es parte
de las modificaciones involucradas en la reestructuraciéon
de las paredes de las células de la raiz del hospedante
(Lagunes-Fortiz y Zavaleta-Mejia, 2016). El contenido
de lignina en el tegumento de Araucaria angustifolia
(Bertol.) Kuntze es alto en comparacién con los niveles
reportados para semillas de otras especies arboreas
(Affonso-Sampaio et al., 2016). Las partes digeribles
por los rumiantes son la celulosa y hemicelulosa de
la pared celular no unidas a la lignina y el contenido
celular (Supratman et al., 2020). La cubierta seminal
de la semilla de Ormosia paraensis Ducke esta formada
por una cuticula (sustancias hidrofébicas), epidermis
(macroesclereidas de la capa de empalizada), hipodermis
(osteoesclereidas) y células del parénquima (Marques
et al., 2018). En un andlisis histoquimico realizado en
semillas de Sophora tomentosa L. y Erythrina speciosa
Andrews se demostr6 que la region hiliar de ambas
especies se encuentra principalmente compuesta de
lignina en la parte superior de estas células (Luzia
et al., 2015). La semilla de Stylosanthes hamata (L.)
Taub presenta una alta concentracién de compuestos
hidrofébicos en todos los tejidos que conforman la
cubierta seminal (Castillo y Guenni, 2001). “Desde el
punto de vista fisiol6gico y quimico, el mecanismo de
latencia fisica por la cubierta seminal se explica por
la mayor cantidad de componentes con caracteristicas
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que repelen el agua y son cementantes, tales como
polifenoles, ligninas, taninos condensados y sustancias
pécticas, y por la menor proporcién de celulosa y
hemicelulosa” (Galussi et al., 2015, p. 4).

La estructura interna de las semillas de especies
arbéreas se ha estudiado poco. Asimismo, aunque
se ha comprobado que la escarificacion quimica,
principalmente con acido sulfirico, es eficiente para
tratar semillas con latencia fisica; para el viverista no
siempre es facil conseguir tales productos. Por ello,
las preguntas de investigacion del presente trabajo
son: ;cudles son las diferencias y las similitudes en la
estructura de la cubierta seminal entre 12 especies de
leguminosas?, ;existen diferencias estructurales en la
cubierta seminal en las semillas de dos procedencias
de Enterolobium cyclocarpum (Jacq.) Griseb? Asimismo,
ies eficiente un producto comercial corrosivo facil de
conseguir para escarificar las semillas de E. cyclocarpum?
Las hipotesis son: las diferencias estructurales en la
estructura de la cubierta seminal son mayores en la
medida que se asciende por los grupos taxonémicos
especie y género; que hay diferencias en dicha estructura
entre distintas procedencias de E. cyclocarpum, y que
un producto comercial es un buen escarificante para la
semilla de dicha especie.

El objetivo de esta investigacion fue analizar y comparar
la anatomia y composicién de la cubierta seminal
en semillas de E. cyclocarpum de dos procedencias y
afnos de recoleccion distintos, y de otras 12 especies de
leguminosas, mediante el uso de imagenes obtenidas
en un microscopio electronico de barrido (MEB); asi
como realizar una prueba de germinacién y un analisis
proximal de la primera especie.

METODOLOGIA
Germinacién

El experimento de germinacion se realizd con semillas de
E. cyclocarpum recolectadas en Tamuin, San Luis Potosi,
en el afio 2019; y fue instalado en una casa particular
del municipio de Cuautepec de Hinojosa, en el estado
de Hidalgo. Debido a la contingencia sanitaria por el
COVID-19 no fue posible realizarlo bajo condiciones
de ambiente controlado. Se ocuparon ocho cajas de
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germinacién lavadas con agua corriente y desinfectadas
con agua con cloro (Cloralex®, 10 gotas por litro de
agua), en el fondo fue colocada tela fieltro lavada y
desinfectada, posteriormente se le agregaron 60 ml de
agua para mantener htimedo el fieltro.

Se aplicaron los siguientes tratamientos de

escarificacion:

e Testigo: se desinfectaron 160 semillas para prevenir
la presencia de hongos fitopatoégenos en las cajas
germinadoras.

e Escarificacion fisica: se lijaron 160 semillas (con lija
Truper® de grano grueso), luego se desinfectaron.

e FEscarificacion térmica: se desinfectaron 160
semillas y fueron colocadas en un recipiente de
plastico con tapa hermética donde se les aplico
agua hirviendo (93 °C) hasta completar 750 ml
(capacidad del recipiente). Se cerr6 herméticamente
y se dejo reposar por 24 h. Este proceso se repitio
con temperaturas de 80, 70, 60y 50 °C.

e Escarificacion quimica: fue realizada con hidréxido
de sodio (NaOH), se us6 el producto de la marca
comercial Limpia hornos Mony® con contenido
pastoso neto de 470 g, el contenido fue colocado
en un recipiente de plastico de 11, posteriormente
se le agregd un litro de agua hirviendo para diluir
la pasta, y se revolvid con una cuchara de plastico
hasta que se homogeneizara. Este producto fue
probado como una opcién practica para viveros
forestales que no cuentan con productos quimicos.
Se aplicaron tres tiempos de escarificacién quimica
con el NaOH que se prepar0, en cada uno de tres
recipientes de plastico con tapa se colocaron 160
semillas, se les agregd NaOH hasta que se cubrieran
todas las semillas, enseguida se le afiadi6 agua
hirviendo (625 ml) y se procedi6 a revolver con una
cuchara de plastico hasta homogeneizar, finalmente
se cerrd. El primer recipiente se dej6 reposar 12 h,
el segundo 18 h y el tercero 24 h.

Diseiio experimental
Se estableci6 un disefio experimental de bloques

completamente al azar usando el siguiente modelo
estadistico:

Y~ K tot Bj+ Eiji
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Donde: pn = media general, o, = efecto de i-ésimo tra-
tamiento, B, = efecto de j-ésimo bloque, ¢, = error ex-
perimental

El experimento se realizd con 10 tratamientos y 8
repeticiones, se utilizaron 20 semillas por tratamiento,
se ocuparon un total de 1 600 semillas, se realizaron
observaciones diarias durante 35 dias.

Los tratamientos y su simbologia fueron: control (T)
(con semilla desinfectada), lijado (L) (a un lado del
micropilo), inmersién en agua hirviendo (93 °C) hasta
dejar enfriar y remojar por 24 h (A93), inmersiéon en agua
a 8o °C hasta dejar enfriar y remojar por 24 h (A80),
inmersi6n en agua a 70 °C hasta dejar enfriar y remojar
por 24 h (A70), inmersién en agua a 60 °C hasta dejar
enfriar y remojar por 24 h (A60), inmersion en agua a
50 °C hasta dejar enfriar y remojar durante 24 h (A50),
inmersi6n en NaOH por 12 h (I12), inmersién en NaOH
por 18 h (118), inmersién en NaOH por 24 h (124).

Analisis estadistico

Los datos de germinacion y energia germinativa fueron
analizados con el paquete estadistico SAS® (versién
9.0) empleando el procedimiento de analisis de varianza
(p < 0.05) (procedimiento Anova). Debido a que la
germinacion es una variable binomial fue transformada
mediante la funcién arco seno. Las medias fueron
comparadas mediante la prueba de Tukey (p < 0.05).

Anatomia de cubierta seminal

La obtencién de imagenes mediante microscopio
electronico de barrido (MEB) fue realizada en la Unidad de
Microscopia Electronica del Colegio de Postgraduados,
por el Biél. Sim6n Morales Rodriguez. Las especies
observadas fueron: E. cyclocarpum recolectada en
1983 (Acapetahua, Chiapas; 37 afios almacenada); E.
cyclocarpum recolectada en 2019 (Tamuin, San Luis
Potosi; 2 afios almacenada); Mimosa caesalpiniifolia
Benth; Prosopis glandulosa Torr; Prosopis laevigata
(Humb. y Bonpl. ex Willd.) M.C.Johnst; Erythrina
coralloides DC. 1825; Vachellia farnesiana (L.) Willd. y
Arn; Vachellia schaffneri (S. Watson) Seigler y Ebinger;
Vachellia pennatula (Schltdl. y Cham.) Benth; Ebenopsis
ebano (Berl.) Britton y Rose; Delonix regia (Bojer ex
Hook.) Raf; Mucuna sp. Lupinus sp. y Lupinus montanus
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Kunth. Ya se contaba con imagenes del MEB de esta
altima especie al momento de la realizacion de la
presente investigacion.

Para la obtencién de las muestras de cubierta seminal
se us6 un método destructivo, debido a la dureza de las
semillas se buscé fracturar la cubierta con una pinza de
presion (para conservar la estructura de la muestra),
de modo que en la observacion se lograran apreciar las
diferentes capas celulares de la cubierta seminal sin
alteracion. Muestras de cubierta seminal de 0.5-1.0 cm
fueron colocadas en un recipiente de muestra etiquetado
y entregadas al laboratorio, este proceso se repitié con
las 14 especies. El procesamiento de las muestras para
su observacion fue el siguiente:

e Fijacion: sobre el stub (lat6n) fue colocado un trozo
redondo de cinta adhesiva de carbén del tamano de
este, y con el apoyo de un microscopio y una pinza
de diseccion se fij6 la muestra sobre el stub.

® Recubrimiento: los stubs con muestras fijadas
fueron colocadas en el Sputter (modelo: FINE COAT
ION SPUTTER JFC-1100) para ser recubiertas con oro
y paladio (50/50 %). Terminado el recubrimiento
los stubs fueron retirados y colocados en una caja
Petri previamente arreglada con cintas adhesivas
doble cara para evitar que se movieran al momento
de llevarlas de un sitio a otro.

e Observacion: la observacion fue realizada con
el apoyo de una computadora de escritorio
(modelo: NEC MultySync LCD2090UXi) enlazada
al MEB (modelo: JEOL JSM-6390 Scanning Electron
Microscope) mediante el software JEOL Scanning
Electron Microscope.

Andlisis proximal

El analisis proximal fue realizado a la cubierta seminal y
cotiledones de la semilla de E. cyclocarpum recolectadas
en Tamuin, San Luis Potosi en el afio 2019. Este analisis
se hizo en el Laboratorio de Nutriciobn Animal del
Departamento de Zootecnia, de la Universidad Autbnoma
Chapingo. Se analiz6 la muestra por triplicado. Se rompid
el equivalente a 106.515 g de semillas completas, se
entregaron al laboratorio 54.103 g de cotiledones y 45.989
g de cubierta seminal, ambas muestras deshidratadas,
con un total de 100.092 g de semilla seca.
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RESULTADOS Y DISCUSIéN
Germinacion

Los resultados del analisis de varianza muestran
diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos (p < 0.0001) . La prueba de Tukey arrojo
que el tratamiento de lijado (L) fue superior con 98.1
% de germinacion, los tratamientos A60o, A7o, A8o,
Ag3 e I35 no presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre si, pero fueron superiores al resto
de tratamientos (A50, I45 y T), con una germinacion de
39.4, 37.5V 10.6 % respectivamente (figura 1, tablas 1y 2).

Figura 1. Germinacion acumulada de los tratamientos

120%
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40%
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A60 —@—A50 —@—I12 —®—[18 — 0124

Nota: control (T), lijado (L), inmersion en agua hirviendo a 93 °C (A93),
inmersion en agua a temperaturas de 8o °C (A80), 70 °C (A70), 60 °C
(A60), 50 °C (A50), inmersion en NaOH por 12 h (I12), 18 h (118) y 24
h (124).

Fuente: elaboracion propia.

Tabla 1. Anova de capacidad germinativa de E.

cyclocarpum
Fiemte G inies delamedn P
Tratamientos 9 35226.56 3914.06 83.99 <0.0001
Bloques 7 592.19 84.59 1.82 0.0998
Error 63 2935.94 46.60
Total corregido 79 38754.69

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 2. Comparacion de medias (prueba de Tukey) de la
capacidad germinativa de E. cyclocarpum

Tratamiento Media (%) *
L 98.1a
A60 61.9b
A70 60.0 bc
A8o 53.1 bed
Ag3 52.5 bed
I35 50.6 cd
160 45.6 de
Aso 39.4 €
I45 37.5¢€
T 10. 6 f

Nota: medias con la misma letra no son significativamente diferentes
*).

Fuente: elaboracion propia.

La energia germinativa para el tratamiento de
lijado fue igual a 13 dias para llegar al 70 % de la
germinacion final. Por otro lado, el tratamiento testigo
fue el que tuvo la germinacién mas baja (10.63 %) y
una energia germinativa de 19 dias. Sin embargo, no
hubo diferencias estadisticamente significativas para
la energia germinativa entre los tratamientos probados
(tablas 3y 4). El primer tratamiento fue el mas efectivo,
comparado con los tratamientos quimico y térmico, para
la germinacién de Prosopis laevigata (Humb. & Bonpl.
ex. Willd.) M. C. Johnst., P. glandulosa Torr., Vachellia
Schaffneri (S. Watson) Seigler & Eibinger, V. pennatula
(S. Watson) Seigler & Ebinger y V. farnesiana (L.) Wight
& Arn (Illescas-Gallegos et al., 2021).

Tabla 3. Anova de energia germinativa de E. cyclocarpum

Suma de Cuadrado
Fuente GL F P
cuadrados  de la media
Tratamiento 9 297.200 33.0222 0.85 0.5761
Bloques 7 173.600 24.8000 10.64 0.7241
Error 63 2455.5000 38.974
Total corregido 79 2926.2000

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 4. Comparacion de medias (Tukey) de energia
germinativa de E. cyclocarpum

Tratamiento Media (dias)*

Ag3 19.4a

T 19.4a
A60 19.3a
T2 19.1a
Aso 19.0a
A8o 18.4a
A70 18.0a
I24 16.8a
118 16.3a

L 13.0a

Nota: medias con la misma letra no son significativamente diferentes
(*).

Fuente: elaboracién propia.

A E. cyclocarpum se le considera una especie ruderal
de sucesion secundaria con semillas recalcitrantes, pero
los resultados obtenidos demuestran lo contrario, que
se trata de una semilla ortodoxa gracias a su latencia
fisica. Una evidencia de la variabilidad de la latencia
fisica en esta especie la dan Arreola et al. (2021), quienes
refieren que semillas de E. cyclocarpum, recolectadas en
Michoacan, tuvieron porcentajes de germinacion de 100y
98 % al ser lijadas y tratadas con agua hirviendo por 24 h.
El efecto del primer tratamiento fue el mismo para dicho
estudioy para el presente trabajo, pero el remojo en agua
hirviendo durante 24 h mostr6 diferencias, lo que marca
a su vez distintas intensidades en la latencia de ambas
procedencias (y épocas de recoleccion posiblemente
también) de la semilla de esta especie.

Anatomia cubierta seminal

Las 13 especies de leguminosas observadas en el MEB
tuvieron presentes en la cubierta seminal de cuatro
a ocho capas celulares; nueve presentaron de una a
tres capas de osteoesclereidas, el resto de especies de
leguminosas queno presentan dicha capa pertenecenalos
géneros Vachellia y Erythrina, la existencia de
osteoesclereidas posiblemente hace que la latencia
fisica sea mayor. Lo anterior se pudo observar al
momento de obtener las muestras para laboratorio,
pues semillas como E. cyclocarpum, Ebenopsis ebano y
Delonix regia estaban muy duras y fue mas complicado
resquebrajarlas. En Stylosanthes hamata (L.) Taub. la
dureza de la semilla esta relacionada con la presencia de
un micrépilo y un hilio sellados, asi como una epidermis
compuesta por macroesclereidas en empalizada (Castillo
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y Guenni, 2001).

Enterolobium cyclocarpum recolectado en 1983 y
Delonix regia son las especies que tienen ocho capas
de tejidos, y de estas, tres son de osteoesclereidas.
Enterolobium cyclocarpum recolectado en 2016,
Ebenopsis ebano, Prosopis glandulosa y Prosopis
laevigata presentaron siete capas de tejidos. Vachellia
farnesiana y Vachellia pennatula tuvieron seis capas de
tejidos. Mimosa caesalpiniifolia, Vachellia schaffneri y
Lupinus sp. exhibieron cinco capas. Erythrina coralloides,
Mucuna sp., Lupinus montanus, Sapindus sp. presentaron
cuatro capas.

Es notorio que las especies de Vachellia (tribu
Acacieae) estudiadas carecen de osteoesclerénquima
y es conveniente verificar si otras especies de dicho
género lo presentan. En cambio, en los géneros Mucuna
y Erythrina (ambas de la misma tribu, Phaseolae) dicho
tejido aparece en la primera, pero no en la segunda.
Asimismo, el parénquima en empalizada solo se
observo en Enterolobium, Ebenopsis y Vachellia (las
dos primeras de la tribu Ingeae, la tercera Acacieae).
De igual forma es conveniente comprobar, en estudios
futuros, si este Giltimo tejido se observa en mas especies
de los géneros referidos y no en las otras, de modo que
estas caracteristicas puedan considerarse como tipicas
de las especies y tribus. Desde luego, también cabe la
posibilidad de variacién en grosor y en capas existentes
en diferentes partes de la semilla y de variabilidad
intraespecifica. La cubierta representa un caracter
sujeto a la variabilidad genética, de ahi la variabilidad
observada entre especies y dentro de E. cyclocarpum,
donde se logr6 obtener la muestra para el analisis
microscopico; ademas se debe considerar la falta de
estudios de caracterizacion morfolégica de diasporas
(Di Santo et al., 2021)

A continuacion se presentan imagenes con una breve
descripcién de cada capa celular presente en la cubierta
seminal, analizadas y obtenidas del MEB, con un ejemplo
representativo de cada tribu.

Tribu Mimoseae: Prosopis glandulosa

Cuticula: presenta agrietamientos longitudinales,
transversales y de esquina, es la capa celular mas
delgada.

Macroesclereidas: lineas de células alargadas, gruesas
y compactas acomodadas verticalmente, fibrosas, es
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posible apreciar dos niveles de estas células empalmadas,
aunque sea una capa compacta se logran apreciar
pequeios espacios vacios. Es la tercera capa de mayor
grosor en la cubierta seminal de esta especie.
Osteoesclereidas: capa de células columnares en una
forma que recuerda huesos, ensanchados en las bases,
acomodadas en un solo nivel, es la cuarta capa mas
gruesa observada.

Parénquima esponjoso: es la segunda capa de mayor
grosor de la cubierta seminal, su estructura es esponjosa
y compacta.

Osteoesclereidas: capa de células columnares en forma
de hueso, ensanchados en las bases, acomodadas en
un solo nivel, es la cuarta capa mas gruesa. Esta especie
cuenta con dos capas de osteoesclereidas.
Parénquima reservante: es la capa de mayor grosor
de lacubierta seminal de esta especie, su estructura
recuerda a una pared rocosa, compacta, lo cual se debe
ala forma de la semilla (figura 2).

Figura 2. Capas celulares de cubierta seminal de Prosopis
glandulosa

10kV
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Fuente: elaboracion propia.
Tribu Acacieae: Vachellia pennatula

Cuticula: tiene una superficie con agrietamientos
longitudinales, transversales y de esquina, es la capa
mas delgada de la cubierta seminal.

Macroesclereidas: dos niveles de células alargadas,
gruesas y compactas acomodadas verticalmente, hay
un grosor distinto en ambos niveles, es fibrosa, compacta
y la segunda capa de mayor grosor.

Parénquima esponjoso: capa de mayor grosor de la

cubierta seminal de esta especie, se aprecia en bloques
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compactos.

Parénquima en empalizada: tercera capa de mayor
grosor de la cubierta seminal, con bloques alargados
y compactos.

Parénquima compacto: es la cuarta capa de mayor grosor
de la cubierta seminal de esta especie, con estructura de
bloques redondeados y compactos, y la que esta junto al
embrion (figura 3). La estructura de la cubierta seminal de
esta y las demas especies de Vachellia y Prosopis muestra
correspondencia con la referida por Illescas-Gallegos et
al. (2021) para muestras de las mismas procedencias.

Figura 3. Capas celulares de cubierta seminal de Vachellia
pennatula
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Fuente: elaboracion propia.
Tribu Phaseoleae: Mucuna sp.

Cuticula: tiene una superficie lisa con textura agrietada
y presenta agrietamientos longitudinales, transversales
y de esquina, es la capa mas delgada de la cubierta
seminal.

Macroesclereidas: un nivel de lineas de células alargadas,
gruesas y compactas acomodadas verticalmente, la
textura de esta capa es fibrosa y es la segunda de mayor
grosor en la cubierta seminal de esta especie.
Osteoesclereidas: una capa de células columnares en
forma de huesos ensanchados en las bases; acomodadas
en un solo nivel, es la tercera capa mas gruesa.
Parénquima reservante: capa de mayor grosor de la
cubierta seminal de esta especie, su estructura compacta
semeja una pared rocosa. Su grosor puede variar en
diferentes areas de la semilla, debido al cambio de forma
de esta (figura 4).
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Figura 4. Capas celulares de cubierta seminal de Mucuna
sp.
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Figura 5. Capas celulares de cubierta seminal de Lupinus
montanus

Tribu Genisteae: Lupinus montanus

Cuticula: tiene una superficie lisa con pequefias formas
semicirculares aglomeradas, es la capa celular mas
delgada de la cubierta seminal.

Macroesclereidas: un nivel de lineas de células alargadas
y compactas acomodadas verticalmente, que forman un
tejido fibroso, al verlas con detalle parecen ser huecas.
Osteoesclereidas: capa de células columnares en forma
de hueso, extremos ensanchados, acomodadas en un
solo nivel, es la capa de mayor grosor. Observandolas a
detalle en otras imagenes obtenidas también son huecas.
Parénquima esponjoso: es la tercera capa en grosor de
esta cubierta seminal, su estructura compacta recuerda
hojuelas de maiz (figura 5).
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Tribu Caesalpinieae: Delonix regia

Cuticula: tiene una superficie con textura que recuerda
un terreno con dunas y presenta agrietamientos
longitudinales, transversales y de esquina; es la capa
mas delgada de la cubierta.

Macroesclereidas: lineas de células alargadas, gruesas
y compactas acomodadas verticalmente, es posible
apreciar dos niveles de estas células empalmadas, la
estructura es fibrosa y compacta. Tercera capa de mayor
grosor.

Osteoesclereidas: dos niveles de capas de células
columnares en forma de hueso, extremos ensanchados,
la cuarta de mayor grosor.

Parénquima esponjoso: es la segunda capa de mayor
grosor, su estructura recuerda a hojuelas de maiz
acomodadas horizontalmente y compactas.
Osteoesclereidas: un nivel de capas de células columnares
en forma de hueso, extremos ensanchados, es la quinta
capa de mayor grosor.

Parénquima reservante: capa compacta, la cual es la de
mayor grosor de la cubierta seminal de la especie, si bien
el grosor varia en diferentes areas de la semilla a causa
de la forma de esta (figura 6).
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Figura 6. Capas celulares de cubierta seminal de Delonix
regia

Fuente: elaboracion propia.

Tribu Ingeae: Enterolobium cyclocarpum (recolectada en
2019 en Tamuin, San Luis Potosi)

Cuticula: tiene una superficie de textura rugosa y
agrietada, longitudinal y transversalmente, es la capa
mas delgada.

Macroesclereidas: lineas de células alargadas, gruesas
y compactas acomodadas verticalmente, fibrosas, es
posible apreciar dos niveles empalmados.
Osteoesclereidas: capa de células columnares en forma
de hueso, ensanchados en las bases, acomodado en un
solo nivel; quinta capa en grosor.

Parénquima esponjoso: capa mas gruesa de la cubierta,
su estructura es esponjosa.

Parénquima en empalizada: segunda capa de mayor
grosor de la cubierta seminal, con pequeiias formas en
bloques alargados, acomodadas horizontalmente.
Parénquima en empalizada compacto: cuarta capa de
mayor grosor de la cubierta seminal de esta especie,
con bloques alargados, acomodados horizontalmente,
es compacta (figura 7).
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Figura 7. Estructuras de la cubierta seminal de
Enterolobium cyclocarpum (recolectada en 2019 en
Tamuin, San Luis Potosi)

Fuente: elaboracion propia.

Tribu Ingeae: Enterolobium cyclocarpum (recolectada en
1983 en Acapetahua, Chiapas)

Cuticula: tiene una superficie lisa y con leves
hundimientos, es la capa celular mas delgada de la
cubierta seminal.

Macroesclereidas: un nivel de células alargadas, gruesas
y compactas acomodadas verticalmente, la estructura
es fibrosa y se aprecian pequefios espacios vacios, es la
tercera capa en grosor.

Osteoesclereidas: una capa de células columnares en
forma de hueso, ensanchadas en las bases, acomodadas
en un solo nivel, es la quinta capa mas gruesa.
Parénquima esponjoso: es la segunda capa de mayor
grosor de la cubierta seminal de esta especie, su
estructura es cavernosa.

Parénquima reservante: capa de mayor grosor de la
cubierta seminal, su estructura recuerda hojuelas de
maiz acomodadas de manera vertical y compactas.
Osteoesclereidas: son dos niveles de capa de células
columnares en forma de hueso, ensanchados en las
bases, es la segunda capa mas cercana al embrion. Esta
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especie en total presenta tres capas de osteosclereidas.
Parénquima compacto: es la sexta capa de mayor grosor,
con textura ondulada, superficie lisa y compacta (figura
8).

Figura 8. Estructuras de la cubierta seminal de
Enterolobium cyclocarpum (recolectada en 1983 en
Acapetahua, Chiapas)

Fuente: elaboracion propia.
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Al observar las figuras 7 y 8 es notoria la diferencia
que presenta la cubierta seminal de ambas muestras
de semillas de la misma especie, esto se debe a que son
especies de distinta procedencia y afos de recoleccion.
Para Enterolobium cyclocarpum recolectada en 1983
en Chiapas, la estructura y diferenciaciéon de capas
celulares con alta probabilidad esta ligada al tiempo
que estuvo almacenada (37 afios), pues es inminente
la deshidratacion de la cubierta seminal. Al momento
de obtener la muestra se observaron los cotiledones
hiimedos, probablemente fue una semilla con viabilidad
después de tanto tiempo. Para Enterolobium cyclocarpum
recolectada en 2019, no se aprecia esa marcada
diferenciacion entre capas, lo cual puede relacionarse con
el breve tiempo desde la recoleccién y la mayor humedad
que la cubierta conservaba, aunque siempre a bajo nivel,
pues se trata de tejidos protectores. Los organismos de
una misma especie muestran variaciéon en sus distintos
caracteres, entre sitios y a veces entre afios, conforme a
las condiciones climatologicas imperantes, entre otros
factores. Es posible que las diferencias observadas en
esta especie obedezcan a dicha variabilidad, relacionada
con la recoleccion en distintas procedencias y afios. Se
proporciona un resumen de las capas celulares presentes
en la cubierta seminal de cada una de las especies
observadas y comparadas con E. cyclocarpum (tabla 5).

Tabla 5. Tejidos vegetales presentes en la cubierta seminal de las especies analizadas

Capas
. . . Parénquima Parénquima Parénqu.ima en Parénquima Parénquima presentes
ESPECIE Cuticula Macroesclereidas  Osteoesclereidas esponjoso ex.l empalizada reservante compacto e.n
empalizada compacto cubierta
P
Enterolobium cyclocarpum (2016) P PP P P P P 7
Enterolobium cyclocarpum (1983) P P PPP P P P 8
Ebenopsis ebano P PP P P P P 7
Prosopis glandulosa B PP PP P P 7
Prosopis laevigata P PP PP P P 7
Mimosa caesalpiniifolia P PP P P 5
Vachellia farnesiana P PP P P P 6
Vachellia schaffneri P P P P P 5
Vachellia pennatula P PP P P P 6
Erythrina coralloides P P P P 4
Mucuna sp. P P P P 4
Lupinus montanus P P P P 4
Lupinus sp. P PP P P 5
Delonix regia P PP PPP P P 8

Nota: P = capa de tejido vegetal presente en la cubierta seminal.

Fuente: elaboraci6n propia.
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Analisis proximal

El analisis proximal (tabla 6) se realiz6 para explorar
la presencia del porcentaje de lignina en la cubierta
seminal, estructura de la semilla a la cual se enfoco
el estudio. El analisis fue realizado por separado para
cubierta seminal y cotiledones. En cotiledones la
presencia de lignina es muy baja en base seca (BS) y
base hiimeda (BH) (1.30 y 1.21 %, respectivamente). Sin
embargo, en la cubierta seminal se aprecian valores para
la lignina de 21.00 y 18.90 % en base seca y base hiimeda,
respectivamente. Es de notarse que variables como fibra
cruda (BS: 28.67 %; BH: 25.81 %), fibra detergente neutro
(BS: 65.54 %; BH: 58.98 %) y fibra detergente acido (Bs:
£46.08 %; BH: 41.47 %), tanto en base himeda como seca,
superan notablemente a los resultados obtenidos para
los cotiledones.

Tabla 6. Resultado de analisis proximal de cotiledones y
cubierta seminal de E. cyclocarpum

Cotiledones Cubierta seminal

Base Base
Seca (%) Himeda (%) Seca (%) Hiameda (%)

Humedad (H) 0.00 6.32 0.00 10.00
Materia seca (MS) 100.00 93.68 100.00 90.00
Cenizas (Cen) 3.36 3.15 5.23 471
Materia orgéanica (MO) 96.64 90.52 94.77 85.29
Proteina cruda (PC) 26.08 24.43 3.74 3.37
Extracto etéreo (EE) 1.84 1.73 2.49 2.24
Fibra cruda (FC) 2.66 2.49 28.67 25.81
Extracto libre de nitrogeno (ELN) 45.24 42.38 23.00 20.70
Fibra detergente neutro (FDN) 23.47 21.98 65.54 58.98
Fibra detergente acido (FDA 4.63 4.34 46.08 41.47
_Lignina (L) 1.30 1.21 21.00 18.90

Fuente: elaboracion propia.

Las partes digeribles (de la semilla) por los rumiantes
son la celulosa y hemicelulosa de la pared celular no
unidas a la lignina, involucrada directamente con
la dureza de una semilla y con su latencia fisica
(Supratman et al., 2020). Cuando un rumiante ingiere
este tipo de semillas normalmente no pueden digerirlas
del todo a causa de la lignina y el paso por los jugos
gastricos del tracto digestivo del animal representa un
tratamiento escarificatorio natural. De forma similar, un
analisis histoquimico realizado en semillas de Sophora
tomentosa y Erythrina speciosa demostr6 que la region
hiliar de ambas especies se encuentra principalmente
compuesta de lignina en la parte superior de estas
células (Luzia et al., 2015). Entre las capas celulares de
la cubierta seminal detectadas en ambas especies de E.
cyclocarpum se encuentran capas de osteoesclereidas
semejantes a columnas ensanchadas en los extremos;
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probablemente en los extremos de las osteoesclereidas
es donde se concentraba parte de la lignina que fue
determinada por el analisis proximal. “Desde el punto
de vista fisiol6gico y quimico, el mecanismo de latencia
fisica por la cubierta seminal se explica por la mayor
cantidad de componentes con caracteristicas que repelen
el agua y son cementantes, tales como polifenoles,
ligninas, taninos condensados y sustancias pécticas, y
menor proporcion de celulosa y hemicelulosa” (Galussi
et al., 2015, p. 4). Sin embargo, debe considerarse que la
lignina se encuentra distribuida en las diferentes capas
celulares de la cubierta.

Aunque en el presente estudio no se compararon
especies en su composiciéon quimica, la variabilidad de
esta en las semillas es alta. Por ejemplo, semillas del
género Lupinus tuvieron niveles de proteinas mas altos
que las de Vicia faba L., Cicer arietinum L., Lathyrus
sativus L. y Pisum sativum L. (Grela et al., 2017).

CONCLUSIONES

Se observo variabilidad en el namero y tipo de capas
presentes en la cubierta seminal de las 13 especies
estudiadas y también en la de dos procedencias y
diferentes afios de recoleccion de E. cyclocarpum.
Esta evidencia, mas la variabilidad en la efectividad
del tratamiento escarificatorio de inmersion en agua
hirviendo y remojo por 24 horas de la semilla del
presente estudio con respecto a otra investigacion,
revelan que hay variabilidad en las caracteristicas de
la cubierta seminal y en la intensidad de la latencia
fisica de las leguminosas estudiadas, pues finalmente
la cubierta seminal y la intensidad de su latencia fisica
son caracteres variables en respuesta a la variabilidad
del ambiente fisico y bidtico en espacio y tiempo. El
analisis quimico revel6 abundancia de lignina, que sin
duda contribuye también a conferir dureza a los tejidos
de la cubierta seminal.
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