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RESUMEN

La familia Bromeliaceae es una de las mas representativas en los bosques tropicales, y
ecologicamente tiene un importante papel en el funcionamiento de los ecosistemas. A pesar de
esto, esta familia es un grupo poco estudiado en el departamento de Sucre y en Colombia. Con el
objetivo de caracterizar la morfoanatomia, histoquimica y desarrollo post-seminal de las semillas
de bromelias presentes en este departamento, se realizaron recorridos libres en 8 municipios y se
recolectaron las semillas de las especies en periodo de fructificacion. En total se recolectaron 14
especies pertenecientes a 4 generos, siendo Tillandsia el mas representativo. En este género las
semillas se caracterizan por ser fusiformes con presencia de apéndices plumosos, diferentes a las
de los géneros Ananas y Bromelia que tienen semillas ovoides y subglobosas respectivamente y
presentan una capa de mucilago. Anatbmicamente se encontrd que las especies del género
Tillandsia presentan una zona de constriccion en el embrion lo que las diferencia de los géneros
Ananas y Bromelia, y que la cantidad de endospermo difiere entre las especies de Tillandsia. Los
resultados también demostraron que los géneros Bromelia y Tillandsia se diferencian en cuanto al
desarrollo post-seminal, en Bromelia hay presencia de raiz primaria, mientras que en Tillandsia la
raiz esta ausente y la germinacién es epigea. Las caracterizaciones morfoanatémicas de las
semillas y el desarrollo post-seminal realizadas en este estudio, aportan a la identificacion

taxondmica, y contribuye a futuros estudios ecoldgicos de estas especies.

Palabras claves: Ananas, Bromelia, embrion, endospermo, germinacién, Tillandsia.



ABSTRACT

The Bromeliaceae family is one of the most representative in the tropical forest, and
ecologically it has an important role in the functioning of ecosystems. In spite of that, the family
is a little studied group in the department of Sucre and in Colombia. With the objective of
characterizing the morphoanatomy, histochemistry, and post-seminal development of bromeliad
seeds present in this department, free routes were made in 8 municipalities and the seeds of the
species were collected during the fruiting period. In total, 14 species belonging to 4 genus were
collected, being Tillandsia the most representative. In this genus, the seeds are characterized by
being fusiform with presence of feathery appendages, different from those of the genus Ananas
and Bromelia, which have ovoid and subglobose seeds respectively and they present a mucilage
layer. Anatomically, it was found that the species of the genus Tillandsia present a constriction
zone in the embryo what differentiates them from the genus Ananas and Bromelia, and that the
amount of endosperm differs among the species of Tillandsia. The results also showed that the
genus Bromelia and Tillandsia differ in terms of post-seminal development, in Bromelia there is
presence of primary root, while in Tillandsia the root is absent and the germination is epigeous.
The morpho-anatomical characterizations of the seeds and the post-seminal development carried
out in this study, contribute to the taxonomic identification and also to future ecological studies of

these species

Keywords: Ananas, Bromelia, embryo, endosperm, germination, Tillandsia



14

1. INTRODUCCION

La familia Bromeliaceae pertenece al orden Poales (APG IV, 2016) y es exclusiva de
Ameérica, excepto una especie del genero Pitcairnia (Pitcairnia feliciana) que habita en el
continente Africano (Smith y Downs, 1974). Las bromelias son una de las familias mas
diversas morfoldgica y ecolégicamente, y representan alrededor de 3.172 especies y
subespecies, distribuidas en 58 géneros (Luther, 2008). Colombia es el segundo pais con
mayor diversidad de bromelias, y segun la base de datos del SiB (2016) cuenta con 25 géneros
y 545 especies, de las cuales aproximadamente el 37% de estas son endémicas (Betancur y
Garcia, 2006). Las especies de esta familia geograficamente se encuentran distribuidas en
casi todos los ecosistemas, desde zonas deseérticas, aridas, bosques himedos, zonas bajas en
bosques tropicales, y en lo mas alto de los paramos andinos (Betancur y Garcia, 2006). Segun
sus habitos pueden ser terrestres, epifitas, hemiepifitas o escandentes, y es posible
encontrarlas abarcando diferentes altitudes que van desde el nivel del mar hasta los 4000
msnm; ademas, pueden resistir condiciones ambientales extremas (Smith y Downs, 1979;
Betancur y Garcia, 2006; Alvarado-Fajardo et al., 2013). La familia se caracteriza por la
disposicion de sus hojas en roseta, formando un tanque para el almacenamiento de agua, que
les permite almacenar nutrientes y albergar muchas especies de invertebrados y pequefios
anfibios (Mondragén, 2002; Betancur y Garcia, 2006; Garcia y Toledo, 2008), lo cual le

otorga un importante papel para el funcionamiento de los ecosistemas.

Ademas de su funcidon ecoldgica, su importancia también se ve reflejada a nivel
econémico, al ser una fuente directa de alimentacion, siendo Ananas comosus, la mas

representativa de este grupo. Asi mismo, Bromelia magdalenae es utilizada para la obtencion
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de fibra y en la industria textil; algunas especies son fuente de metabolitos secundarios, que
son usados para fines farmacéuticos, y otras tienen un alto valor a nivel ornamental (Betancur
y Garcia, 2006). Segun sus habitos de crecimiento y otras caracteristicas, esta familia se
dividié tradicionalmente en tres subfamilias: Bromelioideae, Pitcairnioideae y
Tillandsioideae (Smith y Downs, 1974, 1977, 1979), Sin embargo, Givnish et al., (2007),
reorganizaron la familia en ocho subfamilias (Brocchinioideae, Bromelioideae,
Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae y Tillandsioideae).
Por tanto, esta reorganizacion de Bromeliaceae hace necesario que nuevos estudios
contribuyan con informacidn sobre caracteristicas morfologicas méas detalladas que mejoren
las circunscripciones a nivel intrafamiliar e intragenérico (Palaci et al., 2004; Barfuss et al.,
2005; Givnish et al., 2007), y de esta manera, se proporcionen mas herramientas que faciliten
la identificacion de las especies, las cuales en algunos casos llegan a ser insuficientes

(Aguirre-Santoro y Betancur, 2008).

Esta familia presenta una variada morfologia, por ejemplo, considerando su clasificacién
inicial, en Tillandsioideae las hojas siempre son de margen entero, mientras que en
Pitcairnioideae y Bromelioideae las hojas generalmente son espinosas. A nivel general, las
hojas de las bromelias se disponen en forma de roseta, abrazando al tallo que por lo general
es reducido, formando asi el “tanque” que las caracteriza (Kitching, 2000; Greeney, 2001).
La inflorescencia generalmente es una sola por planta, y estd acompafiada de bracteas que
habitualmente son de colores muy llamativos (Betancur y Garcia, 2006). El fruto
normalmente es una capsula septicida tricarpelar, que puede ser o no dehiscente y contiene
numerosas semillas, las cuales pueden ser achatadas o globosas, provistas o no de apéndices;

que son aliformes o plumosos, laterales o apicales. Las semillas poseen un embrién pequefio,
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generalmente situado lateralmente, en la base de un abundante endospermo amilaceo

(Wanderley y Martins, 2007).

La posicion, el tamafio y funcién del cotiledon en la semilla, son caracteristicas que estan
relacionadas con la morfologia inicial de las plantulas y caracterizan los tipos
morfofuncionales, al igual que el material de reserva que poseen las semillas (Garwood
1996). Basado en esto, el conocimiento de la morfo-anatomia y el seguimiento post-seminal,
facilita la diferenciacion entre grupos taxonomicos. De acuerdo con Gross (1988), las
semillas al ser menos susceptibles a los cambios ambientales pueden proporcionar mejores
caracteristicas para la diagnosis. En este sentido, estudios sobre la caracterizacion detallada
de las semillas, germinacion y morfologia de las primeras etapas de las plantulas de
bromelias, han proporcionado informacidn importante para la circunscripcion taxonoémica,
siendo que, en los ultimos afios han aumentado los trabajos enfocados en estos aspectos
(Pereira, 1988; Palaci et al., 2004; Scatena et al., 2006; Mora et al., 2007; Pereira et al., 2008;
Ferreira et al., 2009; Pereira et al., 2009; Pereira et al., 2010; Silva y Scatena, 2011;
Magalhées y Mariath, 2012; Sosa-Luria et al., 2012). No obstante, considerando el nimero
de especies que pertenecen a la familia Bromeliaceae, los estudios que involucran
descripciones morfo-anatémicas y de germinacién de semillas siguen siendo muy escasos, y

para las especies presentes en Colombia, dichos estudios no son conocidos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Caracterizar la morfoanatomia, histoquimica y desarrollo post-seminal de las semillas de
bromelias presentes en el departamento de Sucre, con el fin de identificar nuevos caracteres

taxondmicos para la familia Bromeliaceae.

2.2 Objetivos especificos

v" Colectar y determinar las bromelias presentes en el departamento de Sucre.

v’ Caracterizar la morfologia de frutos y semillas de bromelias presentes en el
departamento de Sucre.

v" Describir la anatomia y determinar mediante técnicas histoquimicas, la presencia de
compuestos estructurales, de reserva y del metabolismo secundario en las semillas de
bromelias presentes en el departamento de Sucre.

v Evaluar el potencial germinativo y describir el desarrollo post-seminal de las

bromelias presentes en el departamento de Sucre.
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3. MARCO DE ANTECEDENTES

Brasil, considerado el pais con mayor diversidad de bromelias, ha desarrollado una gran
cantidad de trabajos relacionados con diferentes aspectos bioldgicos, como su diversidad,
distribucion geogréfica, biologia reproductiva, fisiologia, fenologia y conservacion (Siqueira
y Machado, 2001; Kaehler et al., 2005; Machado y Semir 2006; Lemos y Maciel 2008;
Rodrigues y Lemos 2008; Martinelli et al., 2008; Rogalski et al., 2009; Bonnet et al., 2010;
Negrelle et al., 2012; entre otros). Otros autores han enfocado sus estudios en la morfologia
de las semillas y el desarrollo post-seminal de bromelias. Por ejemplo, Scatena et al., (2006)
analizaron especies de Tillandsia en el sur de Brasil; Pereira et al., (2008) revisaron seis
especies, distribuidas en las tres subfamilias tradicionalmente reconocidas; Pereira et al.,
(2009; 2010) evaluaron el comportamiento germinativo de especies epifitas y rupicolas, y los
aspectos morfoldgicos de la semilla y germinacion de Pitcairnia albiflos; Silva y Scatena
(2011) caracterizaron varias especies de bromelias presentes en la Amazonia brasilefia;
Ferreira et al., (2009), caracterizaron la especie Dyckia goehringii; Corredor et al., (2014), la
especie Vriesea friburgensis y Rios et al., (2016), la especie Aechmea costantinii. Pereira
(1988), analiz6 varias especies de bromelias, encontrando diferentes tipos de germinacion y
buenos caracteres de diferenciacion entre géneros y subfamilias. Finalmente, se destaca el
trabajo realizado por Magalhdes y Mariath (2012) sobre morfoanatomia de la semilla y su
relevancia sistematica en Tillandsioideae. En este pais también se han realizado varias
investigaciones relacionadas con la histogquimica en bromelias en otros 6rganos

reproductivos (Ferreria, 2013) y vegetativos (Proenca y Gragas 2007, Alin y Milaneze, 2008,



19

Ferreira 2013, Krahl et al., 2013, Olivera et al., 2013; Belotto et al., 2014 y Nunes y Pires,

2014).

Investigadores de otros paises también han realizado trabajos que tratan sobre las semillas
de las bromelias. Morra et al., (2002) estudiaron la ontogenia y anatomia de semilla y fruto
en Tillandsia tricholepis; Vadillo et al., (2004), Winkler et al., (2005) y Sosa-Luria et al.,
(2012) estudiaron la viabilidad y germinacion de semillas de algunos géneros de bromelias;
Palaci et al., (2004) estudiaron la morfologia de las semillas y de sus apéndices plumosos
para delimitaciones taxonomicas del género Catopsis; Cecchi-Fiordi et al., (1996) evaluaron
los aspectos citologicos de los embriones de especies de Tillandsia; y Cecchi-Fiordi et al.,

(2001) caracterizaron las reservas en las semillas de Tillandsia y su uso en la germinacion.

En Colombia, la familia Bromeliaceae ha sido un grupo poco estudiado (Alvarado et al.,
2013). Los estudios estan relacionados principalmente con la diversidad y distribucion de la
familia (Betancur, 1992; Betancur y Jaramillo, 1998; Isaza et al., 2004 y Alvarado et al.,
2013), la sinopsis de algunos géneros (Betancur y Callejas, 1997; Aguirre-Santoro y
Betancur, 2008), y publicaciones con la descripcion de nuevas especies (Betancur, 1991;
Betancur, 1995; Betancur y Salinas, 2006; lzasa y Betancur, 2009; Aguirre-Santoro y
Betancur, 2011a; Aguirre-Santoro y Betancur, 2011b; Aguirre-Santoro et al., 2015; Betancur
y Jiménez-Escobar, 2015). Otros autores como Ospina-Bautista et al., (2004; 2008) centraron
sus estudios en la diversidad de fauna asociada a las bromelias. Mora et al., (2007), evaluaron
la dindmica de la germinacion, latencia de semillas y reclutamiento de plantulas en Puya
cryptantha y P. trianae; Calderdn et al., (2011), basaron su investigacion en morfogénesis in
vitro a partir de yemas apicales y bases de hojas a partir de semillas de dos especies de

bromelias; y Pico (2016) quien realizd conservacion ex situ usando semillas de Puya loca
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una bromelia de paramo. En Colombia no se conocen estudios detallados acerca de la
morfologia, anatomia y desarrollo post-seminal de semillas de la familia Bromeliaceae. Asi
mismo, para el departamento de Sucre, no fueron encontrados registros bibliograficos acerca

de la distribucion de estas especies.
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4. MARCO TEORICO-CONCEPTUAL

4.1 La semilla

Las semillas son consideradas como la principal forma de propagar especies y de propiciar
la supervivencia de las plantas ante condiciones adversas. Dependiendo del tipo de semillay
del agente dispersor, las especies pueden dispersarse de una regién a otra, por lo tanto, con
frecuencia la germinacion y el crecimiento de la plantula ocurre en lugares distantes de la

planta madre (Souza y Paoli, 2009).

La semilla es un conjunto formado por un esporofito joven o embridn, un tejido de reserva
0 endospermo Yy un envoltorio protector (angiospermas) (Beltrati y Paoli, 2013). Se puede
producir por reproduccién sexual, garantizando la diversidad genética de una poblacion, o
por reproduccion asexual que da como resultados clones de uniformidad genética (Sliwinska
y Bewley, 2014). En las Angiospermas, las semillas que son producto de la reproduccion
sexual son el resultado de la doble fertilizacion, que involucra dos gametos masculinos, por
lo que se le conoce como doble fertilizacion, en el que uno de los gametos masculinos se une
con la ovocélula, lo cual origina al cigoto diploide y el segundo se une con los dos nucleos
polares del saco embrionario, dando como resultado al endospermo triploide (Beltrati y Paoli,
2013). El embrién que se desarrolla esta rodeado o no, por un almacén de alimentos

(endospermo) y una cubierta protectora (Black et al., 2006).
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4.1.1 Tegumento

Después de la doble fecundacién los dos tegumentos del 6vulo sufren varias alteraciones,
el tegumento externo se diferencia en la testa y el teqgumento interno en el tegmen. La
composicion quimica de las paredes de los tegumentos también puede ser modificada,
pudiendo ocurrir cutinizacion, suberificacion o lignificacion de las paredes celulares (Souza
y Paoli 2009). La testa es un tejido materno que rodea al embrion, la cual se encarga de
proteger las estructuras internas de factores bi6ticos como la desecacién o dafios mecanicos,
favorece el intercambio de gases y la absorcion de agua, también puede conducir nutrientes
para el embrion y el endospermo durante el desarrollo, y ser un medio para la dispersion de
semillas (Black et al., 2006); influye en la longevidad, viabilidad, germinabilidad, y puede
acumular grandes cantidades de compuestos, como mucilagos, compuestos fendlicos o
pigmentos (Moise et al., 2005). La segunda cubierta, el tegmen, es la pelicula que cubre
inmediatamente a la semilla (Weyler, 1843). La funcion de estas capas de células no solo es
la proteccidbn mecénica, también puede ser impermeabilizacion, proteccion contra

microorganismos y almacenamiento de agua (Beltrati y Paoli, 2013).

4.1.2 Endospermo

En la mayoria de las semillas el embrion esta rodeado generalmente por un tejido de
reserva o endospermo, que sirve como fuente de alimentacion para el embrion y el desarrollo
de la plantula (Souza y Paoli, 2009), y puede permanecer en la semilla madura, o ser
consumido por en el embridn en el desarrollo. El tipo de reserva y la consistencia del tejido

son variables, sus células tienen finas paredes y las sustancias de reservas se almacenan en
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su interior (Beltrati y Paoli, 2013). Estas reservas son de vital importancia para el adecuado
crecimiento de la plantula, dado que le proporcionan nutrientes que respaldan sus actividades
y requerimientos de energia, hasta que sean autotroficas. Las principales reservas son los
carbohidratos, aceites y proteinas, siendo el almidon el mas prevalente de los carbohidratos

en las semillas (Black et al., 2006).

4.1.3 Embrion

El embrion en las plantas monocotiledoneas tiene un cotiledon, un eje embrionario,
radicula, hipocotilo y plumula (Black et al., 2006). Generalmente en un embrion la radicula
no se distingue del hipocotilo, formando asi un conjunto denominado eje hipocétilo-radicular
(Souza y Paoli, 2009). En la radicula esta el meristemo de la raiz y una vez completada la
germinacién da lugar a la raiz embrionaria. En las monocotiledéneas mas avanzadas, la raiz
primaria se desarrolla tardiamente y las raices laterales adventicias se forman donde la raiz
primaria es poco desarrollada o ausente (Beltrati y Paoli, 2013). El hipocétilo tiene forma de
tallo y esta delimitado por el cotiledon en el extremo proximal y por la radicula en el extremo
basal. El cotiledon es la primera hoja de la planta que se forma en el embrion, puede tener
funcion fotosintética (Beltrati y Paoli, 2013), servir como érgano de almacenamiento de
reservas y/o puede ser aplanado en el caso de las semillas con endospermo (Bewley y Black,

1994).

Las semillas también pueden presentar estructuras especializadas que ayudan en el
proceso de dispersion (Sert et al., 2009). En Bromeliaceae la dispersion de semillas es una
caracteristica muy diversa entre especies, algunas semillas poseen apendices plumosos, que

facilitan la dispersion por el viento, y la fijacion en troncos y ramas de arboles (Valencia-
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Diaz et al, 2007, Silva y Scatena, 2011). Asi mismo, la presencia de semillas con apéndices
pegajosos, o con mucilago, facilita la dispersion por medio del agua, de pajaros, insectos y

mamiferos que se alimentan de los frutos (Silva y Scatena, 2011).

4.2 Germinacién

La germinacion da inicio con la entrada de agua en la semilla (imbibicién), y finaliza
cuando una parte de esta (eje embrionario en dicotiledoneas o radicula en monocotileddneas
y gimnospermas) atraviesa la cubierta seminal. En condiciones de laboratorio, la posterior
rotura de las cubiertas seminales por la radicula es el hecho que se utiliza para considerar que
la germinacion ha tenido lugar. Durante el proceso, hay absorcién de agua, sintesis de
macromoléculas, respiracion y elongacion celular. La finalidad de este proceso es el aumento
del metabolismo en la semillay el crecimiento del embrion (Bewley y Black, 1985; Valencia-

Diaz et al., 2007, Doria, 2010).

La germinacion es una etapa fundamental en la vida de las plantas, debido a que, de esta
depende la distribucion, propagacion y supervivencia de las especies, y la dindmica de las
poblaciones (Valencia-Diaz et al., 2007; Sert et al.,, 2009). La temperatura esta
frecuentemente asociada con el proceso de germinacion por afectar el porcentaje de
germinacion, la tasa diaria de germinacion, la tasa de absorcion de agua, la velocidad de las
reacciones enzimaticas y el transporte de las sustancias de reserva (Probert 2010). Con
referencia a los requerimientos de luz necesarios para que se lleva a cabo el proceso de

germinacion, las semillas se clasifican en tres grupos. EIl primero corresponde a las semillas
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fotoblasticas positivas, ellas germinan como respuesta a la luz, en el segundo grupo estan las
fotoblasticas negativas, en el que las semillas s6lo germinan en oscuridad y finalmente, el
tercer grupo donde estan las semillas independientes a la luz, germinan bajo condiciones de

luz u oscuridad (Takaki 2001).

4.2.1 Imbibicién y reactivacion del metabolismo

El agua estimula la rehidratacion de los tejidos de la semillay del eje embrionario, reactiva
y promueve la formacion de nuevas enzimas, que inducen el incremento del metabolismo
energético y la movilizacion y asimilacion de reservas, estimulando asi la division,
elongacion celular y desarrollo del embridn. También el oxigeno es importante en el proceso
de germinacidn, puesto que este interviene en las reacciones de oxidacion (Sert et al., 2009;
Doria, 2010). Las sustancias de las reservas que se encuentran en el endospermo o en los
cotiledones se descomponen, y los productos solubles de este proceso se desplazan al eje
embrionario, lo que permite la reanudacion del crecimiento. Por lo cual, cualquier
acumulacién de sustancias dentro del tejido de almacenamiento, asi como los dafios fisicos
que pueden resultar en la pérdida de este tejido, deterioraran la calidad de la semilla, lo cual
trae consecuencias negativas para la germinacion (Ferreira y Borghetti, 2004; Marcos Filho,
2005; Taiz y Zeiger, 2009). Por lo tanto, la cantidad de reservas nutricionales en semillas

afecta significativamente la germinacion.
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4.2.2 Tipos de germinacion

En la mayoria de las semillas la germinacion se da por la ruptura del tegumento, en la
region proxima al micropilo. En algunos casos, el tegumento seminal se rompe por medio de
ranuras, formando dos o més valvas, y en otros, la germinacion ocurre con la formacién de
un opérculo (Sert et al.,, 2009). De acuerdo con los aspectos morfofisidlogicos, la
germinacion puede ser clasificada en epigea e hipdgea. La germinacion epigea se caracteriza
por la elongacion del hipocétilo y esto permite la elevacion de los cotiledones sobre el
sustrato, los cuales actian como fuente nutricional y de carbono para el crecimiento y
mantenimiento de la plantula. Posteriormente los cotiledones obtienen funcion fotosintética
y acttian como si fueran hojas (Sert et al., 2009; Doria, 2010). En la germinacién hipogea los
cotiledones permanecen enterrados, el epicétilo se alarga con la emergencia de la parte aérea,
la plumula crece y es elevada sobre el sustrato; apareciendo las primeras hojas verdaderas,
que son los primeros 6rganos fotosintetizadores de la plantula. Las reservas presentes en los
cotiledones son utilizadas para el desarrollo de la plantula hasta ser agotadas (Sert et al.,

2009; Doria, 2010).

Adicionalmente, es importante considerar que los tipos de plantulas representan una
adaptacion funcional al medio ambiente y estan asociados a los factores ecoldgicos, como
forma de vida de la planta, capacidad de dispersion de las semillas y estrategia de
regeneracion (Garwood 1996; Pereira et al., 2008). Las plantulas pueden ser
criptocotiledonares o fanerocotiledonares. En las plantulas criptocotiledonares, los
cotiledones se mantienen envueltos por el tegumento seminal, parte del cotiledon foliaceo

emerge de los restos seminales y parte del cotiledon haustorial, permanece en el interior del
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tegumento y mantiene contacto con el tejido de reserva (Souza et al., 2009); mientras que en
las plantulas fanerocotiledonares, los cotiledones son liberados del tegumento seminal

(Souza et al., 2009).

4.3 Estudios de semillas en la taxonomia

Los trabajos que se enfocan en datos anatdmicos y morfolégicos buscan una mejor
delimitacién de especies o la resolucion de relaciones donde la sisteméatica molecular no
proporciona datos concluyentes. En este sentido, conocer la morfologia externa e interna de
la semilla es importante para la identificacion de las especies. El estudio morfoldgico de la
semilla facilita una gran cantidad de caracteres taxondmicos y filogenéticos, por lo que los
caracteres externos son mas utilizados, aunque los internos son més confiables (Sobrinho y
Siquiera, 2008). Segun Forbis et al. (2002) y Castellani et al. (2008), la estructura interna de
las semillas, en particular el embridn, tienen implicaciones significativas en la dormancia y

germinacion.

Gunn (1981) y Gross (1988) afirman que las semillas son una variable segura para la
identificacion de especies, debido a que sus caracteristicas tanto externas como internas no
varian con las condiciones ambientales. Las semillas de las especies difieren
morfolégicamente en cuanto a tamafio, forma, color, y aspecto, estas pueden ser globosas,
elipsoides, ovoides, reniformes, cilindricas, lenticulares, angulosas o comprimidas, con un
tegumento liso, mas 0 menos cutinizado o mucilaginoso y presentar cicatrices o apéndices
(Beltrati, 1992; Barroso, 1999) y anatdbmicamente son diferentes por el tamafio y ubicacion
del embrion, presencia o ausencia de endospermo y cantidad y calidad del material de reserva

(Lawrence, 1973, Gunn, 1981). Estas informaciones son muy Utiles en la definicion de las
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relaciones filogeneticas (Corner, 1976; Stuessy, 1991; Ferreira et al, 2001). En este sentido,
el conocimiento de la morfologia y las estructuras es fundamental en la identificacion de
familias, géneros y especies (Silva et al., 2008). También es importante para facilitar estudios
de banco de semillas del suelo, para ayudar en la identificacion de especies en investigaciones
de regeneracion natural de areas degradadas (Araujo-Neto et al., 2002) y de viabilidad y

métodos de siembra (Kuniyoshi, 1983).

4.4 Histoquimica vegetal

La histoquimica es un método que se utiliza para determinar, caracterizar y localizar
constituyentes celulares, utilizando métodos quimicos que se basan en reacciones
bioguimicas especificas. La técnica histoquimica vegetal surge como un recurso para la
identificacion, caracterizacion y localizacion de compuestos existentes en las plantas, y esta
basada en el uso de reactivos cito y quimico histol6gicos (Monte, 2009; Fernandes, 2013).
Sus métodos se basan en reacciones cromaticas usadas para el reconocimiento de la
naturaleza quimica de las membranas y del contenido celular (Costa y Proenca Da Cunha,
2000), por tanto, se considera un método de analisis cualitativo de los componentes celulares,
como proteinas, lipidos y elementos idnicos presentes en el contenido celular (Gersbach et

al., 2001; Dores, 2007).

El conocimiento de las caracteristicas histoquimicas de los 6rganos de las plantas es de
fundamental importancia en las decisiones agrondémicas (Reis y Mariot, 2001) y pueden tener
un alto valor a nivel taxondmico, representar adaptaciones ecoldgicas e identificar
caracteristicas fitotécnicas relevantes (Fernandes, 2013). Por ejemplo, la composicion

quimica del tegumento que esta relacionada con la dormancia externa de las semillas puede
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ser un caracter diferenciativo entre especies (Briggs et al., 2005; Bewley et al., 2013;
Fernandes, 2013). EIl tegumento esta constituido generalmente por carbohidratos, como
celulosa, hemicelulosas y pectinas, también por compuestos fendlicos (lignina). En el
endospermo, en el embrion y en otros tejidos seminales, se pueden acumular sustancias
organicas de reserva, como lipidos, proteinas y carbohidratos. Los lipidos se encuentran en
cuerpos lipidicos y son los triacilgliceroles, y las proteinas localizadas en cuerpos proteicos,
como las globulinas y prolaminas. Los carbohidratos como el almidon, localizados en
amiloplastos, las hemicelulosas, constituyentes de la pared celular, ademas de sacarosa y
oligosacaridos de la serie rafindsica, estos ultimos localizados en los vacuolas (Ventrella. et

al., 2013).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Area de estudio

El departamento de Sucre es un territorio con una diversidad ecoldgica, compuesta por un
sistema costero de ambiente seco y un sistema humedo de ciénagas y cafios en la cuenca de
los rios San Jorge y Cauca. Se localiza en la llanura del Caribe colombiano, al norte de las
cordilleras Central y Occidental, tiene una extension de 10.364 kildmetros cuadrados, limita
al norte, al este con el departamento de Bolivar, al sur con los departamentos de Antioquia y
Cordoba, al oeste con el departamento de Coérdoba y al noreste con el mar Caribe. Su clima
es calido, con temperaturas que oscilan entre 27 °C y 30°C, la precipitacion anual es de 1.300
mm y la humedad relativa del 87% (Aguilera, 2005; CarSucre, 2014). El departamento de
Sucre estd conformado por 26 municipios, agrupados en cinco subregiones fisiogréficas:

Golfo de Morrosquillo, Montes de Maria, Sabanas, San Jorge y La Mojana.

Para la realizacion de este trabajo el material vegetal fue recolectado en ocho municipios
del departamento: Coloso, Chalan, Morroa, Ovejas y Sincelejo, ubicados en la subregion
Montes de Maria; Galeras en la subregién Sabanas; San Onofre y Tolu viejo en el Golfo de
Morrosquillo. Los Montes de Maria corresponden a una zona de bosque seco tropical, su
paisaje caracteristico es la montafia y estd ubicada en la parte nororiental del departamento,
presenta temperaturas relativamente constantes y precipitaciones entre 1000 y 2000 mm al
afio, con un régimen de lluvia bimodal y la humedad relativa es de 77%. Las S&banas estan
situadas en la parte central de departamento y esta formada por numerosas sierras y colinas;
el clima es caracteristico de las zonas de bosque seco tropical, hay rastrojos y extensas areas

de pastizales, la precipitacion fluctda entre 990 y 1.275 mm promedio anual y la humedad
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relativa es del 80% en promedio. EI Golfo del Morrosquillo se ubica al norte del
departamento y esta bordeada por las playas del golfo de Morrosquillo. Es una zona de
bosque seco tropical, y porciones de sabanas antropicas de lomerio y de montafias. Ademas
de, presentar ecosistemas de manglar y lagunas costeras. Presenta diferencias en sus variables
climaticas, las precipitaciones anuales pueden ser inferiores a 900 mm, y en algunos casos

superior a 1.200 mm. La humedad relativa es del 77% (Aguilera, 2005).

5.2 Fase de campo

En cada municipio la ubicacion de las especies pertenecientes a la familia Bromeliaceae,
se realizé mediante recorridos libres con el mismo esfuerzo de muestreo. De los individuos
que se encontraban en periodo de fructificacion, se recolectaron frutos maduros. Las especies
que no estaban en su periodo reproductivo fueron registradas para hacer un seguimiento de
sus estados fenoldgicos. Adicionalmente, se hicieron registros fotograficos de los individuos
en campo, se registraron las coordenadas geogréaficas y se recolectaron ejemplares para su

herborizacion.

a. Fase de laboratorio

5.3.1 Herborizacién del material

El material vegetal fue llevado al laboratorio de Biologia de la Universidad de Sucre donde
fueron secados usando prensas de madera en una estufa a 60°C. Posteriormente la
identificacion taxondmica de los especimenes recolectados se realizd usando las claves

taxondmicas de Espejo-Serna et al., (2005), Wanderley y Martins (2007), Aguirre-Santoro y
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Betancur (2008), Espejo-Serna et al., (2010) y Alvarado- Fajardo et al., (2013).

Adicionalmente, se revisd la base de datos Tropicos (http://www.tropicos.org), las

colecciones en linea del herbario de la Universidad Nacional de Colombia

(http://www.biovirtual.unal.edu.co/es/), del herbario del Jardin Botanico de Bogota José

Celestino Mutis (http://colecciones.jbb.gov.co/herbario/especimen/simple), del Royal

Botanic Gardens Kew (https://www.kew.org/science/collections/herbarium) y The Field

Museum (https://plantidtools.fieldmuseum.org/en/rrc). Finalmente, el material se deposito en

el herbario de la Universidad de Sucre (HEUS).
5.3.2 Caracterizacién morfoldgica

Fueron seleccionados 30 frutos de cada especie, obtenidos de por Io menos tres individuos
diferentes. Se describi6é su forma, color, medidas de largo y ancho, usando un calibrador
digital. Posteriormente, las semillas fueron separadas del fruto manualmente registrando el
namero total de semillas por fruto. Luego, se seleccionaron 30 semillas y se describié la

forma y color, y se tomaron medidas de largo y ancho usando un calibrador digital.

El registro de los frutos y semillas se hizo mediante ilustraciones, y los datos tomados
fueron tabulados en formatos individuales para cada especie. Finalmente, el material se
depositd en bolsas de papel debidamente rotuladas y se conservaron a una temperatura de

4°C hasta el momento de la caracterizacion anatémica.


http://www.tropicos.org/
http://www.biovirtual.unal.edu.co/es/
http://colecciones.jbb.gov.co/herbario/especimen/simple
https://www.kew.org/science/collections/herbarium
https://plantidtools.fieldmuseum.org/en/rrc
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5.3.3 Caracterizacion anatomica e histoquimica

Las semillas fueron sometidas a hidratacion durante 24 horas y luego se fijaron en FAA
(Formol: Alcohol: Acido acético) por 24 horas. Seguidamente, se deshidrataron en una serie
etilica creciente hasta etanol absoluto (Johansen, 1940); comenzando a una concentracion de
80%, con dos repeticiones por cada alcohol e intervalos de tiempo de 30 minutos (Sandoval,
2005). Posteriormente, se procedié con un proceso de diafanizacion, introduciendo las

semillas dos veces en xilol (Johansen, 1940) por periodos de 30 minutos.

Las semillas fueron sometidas a un proceso de infiltracién o inclusion, en el que se usé
parafina. Para esto, las semillas se dejaron en una solucion de xilol-parafina en concentracion
[1:1], durante 12 horas a 60°C. Luego, se pasaron por tres repeticiones de parafina liquida a
una temperatura de 60°C durante 4 horas. Finalmente, se vertio la parafina pura en pequefias
cajas de papel con las semillas dispuestas de forma vertical y horizontal. Se us6 una placa
refrigeradora digital PR 10 D Lupetec, para facilitar la solidificacion de los bloques de
parafina, los cuales se pegaron en pequefios cubos de madera debidamente rotulados con la

numeracion establecida para cada una de las especies.

Los cortes se hicieron con un micrétomo rotativo MRP 2015 Lupetec (Fig. 1A), con un
grosor de 10 um, los cuales se depositaron en un bafio de flotacion con agua gelatinizada
(Fig. 1B), de donde fueron tomados con laminas portaobjetos y después colocados en la
estufa a 50°C por 40 minutos. Luego se desparafinaron en xilol con dos repeticiones de 10
minutos. Posteriormente se realizaron tinciones siguiendo los protocolos de cada uno de los

colorantes.
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Se us6 Azul de Toluidina -ATO- (O’Brien et al. 1964) para detectar celulosa, compuestos
fenolicos y pectinas; Reactivo de Schiff/ Acido Periodico -PAS- (O’Brien yMcCully, 1981)
para la identificacion de polisacaridos neutros; Lugol (Johansen, 1940) para detectar la
presencia de almidon; Azul de Coomassie (Fisher, 1968) para detectar proteinas; Rojo de
Rutenio (Johansen, 1940) para pectinas y Cloruro Férrico (Johansen, 1940) para compuestos
fendlicos. Finalmente, las ldminas montadas se sellaron con entellan. Por otro lado, también
se realizaron cortes en material fresco, en el que se us6 Sudan Il (Pearse, 1972) para la
identificacion de lipidos, y Floroglucina Acida (Johansen, 1940) para detectar la presencia
de lignina. Las secciones realizadas en las semillas permitieron determinar el porcentaje de

la semilla ocupado por el embrion y el endospermo.

Todas las laminas se observaron en un microscopio optico Labomed Lx 400 y se realizd

un registro fotogréafico de las imagenes obtenidas.

El protocolo para la infiltracion del material en parafina, preparacion de colorantes y
procedimiento para las tinciones se encuentra en el anexo 1. Estas informaciones se
organizaron en un documento como “guia practica”, que estard disponible en el laboratorio

para futuros trabajos que usen esta técnica.
5.3.4 Desarrollo post-seminal

Para las pruebas de germinacién, se seleccionaron 100 semillas de cada especie y se
distribuyeron en cuatro repeticiones de 25 semillas; estas fueron colocadas en cajas de petri
sobre papel filtro humedecido con agua destilada, y se mantuvieron en un germinador a 30°C,

con fotoperiodos de 12 horas, utilizando lamparas fluorescentes (Fig. 1C, D). Previo a esto,
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las semillas habian sido sometidas a un proceso de desinfeccion con lavados en alcohol al

70%, hipoclorito de sodio al 1% y agua destilada.

El material fue observado diariamente, y se evalud el porcentaje de germinacion, el
porcentaje de plantulas nuevas y el indice de velocidad de germinacion (IVG) calculado de
acuerdo a Maguire (1962). El criterio para definir la germinacion fue la emergencia de 1 mm
de la raiz primaria (Pereira et al., 2008) y para definir el estado de plantula fueron el

crecimiento de la primera hoja y la aparicion de la segunda hoja (Pereira et al., 2008).
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Figura. 1: Materiales de laboratorio. A: Micrétomo. B: Bafio de flotacion. C: Germinador. D:
Germinador abierto.

5.3.5 Andlisis estadistico

Los datos biométricos de frutos y semillas, los porcentajes de germinacion y formacion
de plantulas y el IVG fueron sometidos a un analisis de varianza y las medias comparadas
por el test de Tukey al 5% de significancia. Los analisis estadisticos se realizaron con el

software R v.3.5.1.
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6. RESULTADOS

6.1 Bromelias presentes en el departamento de Sucre

En los municipios evaluados del departamento de Sucre, se registro un total de 14 especies
de la familia Bromeliaceae distribuidas en 4 géneros (Fig. 2). Tillandsia de la subfamilia
Tillandsioideae y Aechmea, Ananas y Bromelia de la subfamilia Bromelioideae. El género
Tillandsia fue el mas diverso con 8 especies, mientras que el género Aechmea presento
apenas una Unica especie (Fig. 3).

De las 14 especies encontradas, Aechmea bracteata (Sw.) Griseb, Ananas sp, Bromelia
pinguin L., Tillandsia fasciculata Sw. y Tillandsia sp. fueron exclusivas del municipio de
Chalén, y Bromelia chrysantha Jacg. del municipio de Toll Viejo; mientras que, la especie
Tillandsia flexuosa (Baker) Mez, fue la Gnica presente en todos los puntos de muestreo (Tabla
1).

Chalén fue el municipio con mayor presencia de bromelias con 9 especies distribuidas en
4 géneros, seguido de Ovejas con 6 especies en 2 géneros; en Tolu viejo y Galeras se
encontraron 4 especies en 2 géneros, en Sincelejo y Colosd 3 especies pertenecientes al
género Tillandsia y por ultimo en Morroa y San Onofre 2 especies del género Tillandsia

(Tabla 1).



38

Figura. 2: Bromelias encontradas en el departamento de Sucre. A) Aechmea bracteata. B) Ananas
comosus var. ananassoides. C) Ananas sp. D) Bromelia chrysantha. E) Bromelia karatas. F)
Bromelia pinguin. G) Tillandsia balbisiana. H) Tillandsia usneoides. I) Tillandsia fasciculata. J)
Tillandsia juncea K) Tillandsia elongata. L) Tillandsia recurvata. M). Tillandsia flexuosa. N)
Tillandsia sp. Fuente: Autoras; Iris Payares.



Figura. 3: Géneros de la familia Bromeliaceae encontrados en el departamento de Sucre.
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Tabla 1: Bromeliaceae en los municipios evaluados del departamento de Sucre. X: Presencia; -:

Ausencia.
Especies Municipios del departamento de Sucre
San T Col Ch Since Mor Ove Galer
Onofre olu 0s0 alan lejo roa jas as
Viejo
Aechmea bracteata - - - X - - - -
(Sw.) Griseb
Ananas comosus var. - - - - - - - X
ananassoides (Baker)
Coppens y F. Leal.
Ananas sp. - - - X - - - -
Bromelia chrysantha - X - - - - - -
TQPn
Bromelia karatas L. - - - - - - X X
Bromelia pinguin L. - - - X - - - -
Tillandsia balbisiana X - - - - - X -
Schult. F.
Tillandsia elongata X X X - X - X X
. I(l_lnfh .
Tillandsia fasciculata - - - X - - - -
Qw
Tillandsia flexuosa X X X X X X X X
(Baker) Mez.
Tillandsia juncea (Ruiz - - - X - - X -
y Pav.) Poir.
Tillandsia recurvata - - X X - X X X
(111
Tillandsia usneoides - X - X X - - -
(1)1
Tillandsia sp. - - - X - - - -
Total 3 4 3 9 4 2 6 5
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6.2 Caracterizacion morfoldgica de frutos y semilla

La caracterizacion morfologica se realiz6 en las especies Ananas comosus var.
ananassoides, Bromelia karatas, Tillandsia elongata, Tillandsia flexuosa, Tillandsia
recurvata y Tillandsia usneoides, las cuales presentaron su periodo reproductivo durante el

desarrollo de este trabajo.

Ananas comosus var. ananassoides: Presenta frutos compuestos de forma ovoide, con
un tamano aproximado de 81.9 mm de largo, y 57.1 mm de ancho (Tabla 2), son de color
verde cuando inmaduros y color amarillo en su madurez, tienen aroma fragante y dulce, las
hojas de la corona son verdes con margenes espinosos (Fig. 4). Cada fruto tiene en promedio
4.3 semillas (Tabla 2), las cuales son pequefias, ovoides de color marrén, miden 4,6 mm de

largo y 2,2 mm de ancho (Tabla 3), su tegumento es rugoso y presenta pliegues (Fig. 4).

Bromelia karatas: Su fruto es una baya agridulce y jugosa de cascara color cafe,
completamente tomentoso, fusiforme, estrecho en la parte basal y apical, pero un poco mas
redondo en la parte central (Fig. 5), Presenta un tamafio aproximado de 103, 1 mm de largo
y 15, 9 mm de ancho. La pulpa es de color blanco y se divide en tres l6culos, con dos series
de semillas. Cada fruto tiene en promedio 69 semillas, ubicadas alternamente hacia el centro
(Tabla 2). Las semillas son pequefias con forma subglobosa, miden 4,0 y 3.5 mm de largo y

ancho respectivamente, de cubierta seminal color marrén (Tabla 3; Fig. 5).
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Tabla 2: Datos biométricos y nimero de semillas por fruto de seis especies de Bromeliaceae.
Valores seguidos por letras diferentes en la misma columna, difieren estadisticamente por el test de

Tukey (P<0,05).
Especie Medidas de los frutos (mm) # Semillas/ fruto
Largo Ancho
Ananas comosus var. 819b 57,1a 40f
ananassoides
Bromelia karatas 103,1a 159b 69,0c
Tillandsia elongata 32,8¢ 29c 104,0 b
Tillandsia flexuosa 746 Db 35¢C 1130a
Tillandsia recurvata 36,2¢c 18¢c 420d
Tillandsia usneoides 23,9d 19¢c 180e




Figura. 4: Aspecto morfologico de frutos y semillas de Ananas comosus var.
ananassoides. A) Semilla. B) fruto compuesto.
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Tabla 3: Datos biométricos de semillas de seis especies de Bromeliaceae. Valores seguidos por
letras diferentes en la misma columna, difieren estadisticamente por el test de Tukey (P<0,05).
*Especies que no presentan apéndices plumosos.

Especie Largo con Largo sin Ancho
apéndice apéndice
Ananas comosus var. -- 4,6 ab 22D
ananassoides”

Bromelia karatas” - 4,0 ab 35a
Tillandsia elongata 28,2 b 35b 0,4d
Tillandsia flexuosa 52,8a 6,4 a 0,8c¢c
Tillandsia recurvata 28,2b 4,6 ab 0,3d
Tillandsia usneoides 19,8 ¢ 3,8b 0,3d

Adriana Martelo

Figura. 5: Aspecto morfolégico de frutos y semillas de Bromelia karatas. A) Fruto. B) Semilla.
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En las especies Tillandsia elongata, T. flexuosa, T. recurvata y T. usneoides los frutos
son capsulas dehiscentes, tricarpelares de color verde cuando inmaduros y color café en su
madurez. El tamafio del fruto, el nimero de semillas que presenta y las dimensiones de las
semillas varian segun la especie (Tabla 2 y 3). Presentan semillas fusiformes con apéndices
plumosos en el extremo micropilar, que estan formados por numerosos pelos blanquecinos
filiformes. Los apéndices estan ubicados en la base del fruto (Fig. 6, 7, 8, 9). Se encontr6 que
la longitud de los apéndices va desde 15.9 en la especie T. usneoides a 46.4 mm en la especie
T flexuosa (Tabla 3). El tegumento de las semillas varia de color café claro (T. elongata) a

amarillo claro (T. flexuosa, T. recurvata) y blanquecino (T. usneoides).
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Adriana Martelo

Figura. 6: Aspecto morfologico de frutos y semillas de Tillandsia elongata. A) Fruto. B) Semilla.
C) Fruto abierto.
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Adriana Martelo

Figura. 7: Aspecto morfologico de frutos y semillas de Tillandsia flexuosa. A)  Fruto.  B)
Semilla. C) Fruto abierto.
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Adriana Martelo

Figura. 8: Aspecto morfolégico de frutos y semillas de Tillandsia recurvata. A) Fruto. B) Fruto
abierto. C) Semilla.
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Adriana Martele

Figura. 9: Aspecto morfoldgico de frutos y semillas de Tillandsia usneoides. A) Fruto. B)
Semilla.

De acuerdo con eso, en la morfometria de los frutos se encontraron diferencias
significativas (P<0,05) en la medida de largo entre especies, siendo B. karatas la que presento
una longitud significativamente mayor que el resto de las especies, y T. usneoides la que
present6 la menor longitud. El ancho de A. comosus var. Ananassoides fue significativamente
mayor con respecto a las otras especies. La especie B. karatas también difiere de las otras
especies. En cuanto al namero de semillas por fruto, todas las especies presentan diferencias

significativas entre si (Tabla 2).



49

En cuanto a las medidas de las semillas se encontraron diferencias significativas entre las
caracteristicas como el largo con apéndice plumoso, donde T. elongata y T. recurvata
difieren significativamente de T. flexuosa y esta a su vez de T. usneoides. En cuanto a la
longitud de la semilla sin apéndice las especies T. flexuosa, T. recurvata y B. karatas son
similares entre si, y difieren significativamente de las otras especies estudiadas. La medida
de ancho de la semilla en la especie A. comosus var. Ananassoides difiere significativamente

del resto de las especies, al igual que B. karatas y T. flexuosa (Tabla 3).

6.3 Caracterizacion anatémica e histoquimica de semillas

Ananas comosus var. ananassoides: Las semillas de esta especie presentan un tegumento
conformado por tres capas de células irregulares en tamafio y forma (Fig. 10C), siendo que,
la segunda capa esta constituida por macroesclereidas. Se clasifican como semillas
albuminosas, con un endospermo que ocupa un 85% del volumen total y esta situado hacia
la regidon chalazal. En el endospermo, la region periférica consiste en una capa bien
diferenciada de células alargadas (Fig. 10H); la regidén central estd conformada por
numerosas células irregulares de paredes delgadas (Fig. 10E), y, en la region proxima al
cotileddn, el endospermo adyacente presenta células irregulares mas diferenciadas y de
mayor tamario (Fig. 10J). El embridn ocupa el 15% de la semilla, esta situado en la region
micropilar, y sus células son isodiamétricas y mas densas que las células del endospermo

(Fig. 10A).
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Mediante los resultados obtenidos en el andlisis histoquimico, se determind que las
semillas de esta especie poseen paredes celulésicas tefiidas de azul en la region periférica del
endospermo y compuestos fendlicos tefiidos de verde en el tegumento (Fig. 10B)
identificando la reaccion metacromatica positiva con la prueba de ATO. La presencia de
polisacaridos neutros fue positiva con la prueba PAS, y se evidencid con una coloracion
magenta en las células del endospermo y en la segunda capa de células del tegumento (Fig.
10F). El Lugol reaccion0 positivamente en las células de la region central del endospermo,
tifiendo de color marrén los granos de almidon (Fig.10D) y en la region periférica no hubo
reaccion al colorante (Fig. 10C). La prueba con Azul de Coomassie fue positiva para
proteinas, presentando una coloracion azul en las células de la region periférica del
endospermo y en la segunda capa del tegumento (Fig. 10H). La presencia de pectinas se
determind con Rojo de Rutenio, y se observa en las paredes de las células del endospermo
con una coloracion rosada (Fig. 10E). La presencia de compuestos fenolicos en el tegumento
se confirmo nuevamente con Cloruro Férrico y este a su vez reaccion6 de manera positiva en
la region periférica del endospermo, con una coloracién negra (Fig. 101). Con Sudan Il se
confirmd la presencia de lipidos en el embrién y en la region periférica del endospermo
teflidas de anaranjado (Fig. 10A, J). La presencia de ligninas fue negativa para la tincién con

Floroglucina Acida (Fig. 10G).
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Figura. 10: Cortes anatomicos en seccion longitudinal y pruebas histoquimicas en semillas de
Ananas comosus var. ananassoides. A. Porcidn ocupada por el embrién en la semilla. Tinciones B).
ATO; C. Lugol. Se identifican tres capas de células en el tegumento (flechas). D. Lugol, que permite
la identificacion de granos de almidon (flecha). E. Rutenio rojo. F. PAS. G. Floroglucina acida
(Tincién negativa). H. Azul de Coomassie. I. Cloruro férrico. J. Sudan, que permite la identificacion
de granulos de lipidos (flechas) en el embridn y la capa de aleuronas. em: embrion, ed: endospermo,
tg: tegumento, ca: capa de aleuronas, (Barra = 100 pum).



52

Bromelia karatas: El tegumento estd compuesto por tres capas de células de diferente
tamafo y forma (Fig. 11D, L). El endospermo esta situado hacia la region chalazal, y es
abundante. La region periférica estd conformada de células irregulares de que varian de
isodiamétricas a rectangulares (Fig. 11C, L), y la regién central esta formada por numerosas
capas de células irregulares (Fig. 11F). En la parte del endospermo adyacente al embrion hay
de ocho a diez capas de células isodiamétricas de mayor tamafio (Fig. 11G). En la region
micropilar de la semilla se encuentra el embridn, que ocupa el 10% de la misma (Fig. 11A), sus

células son mas densas que las del endospermo, irregulares con paredes delgadas.

Hay presencia de compuestos fendlicos en el tegumento y paredes celuldsicas en el
endospermo (Fig. 11K, L). La prueba para polisacaridos neutros fue positiva en el endospermo
y en la capa de células méas externa del tegumento (Fig. 11J). Se determino la presencia de
almidon en el endospermo (Fig.11H), sin embargo, en la capa de células en la region periférica
no hubo reaccion al colorante (Fig. 111). La presencia de proteinas se observé en el embrion
(Fig. 11E), en las paredes de las células del endospermo (Fig. 11F) y las células del endospermo
adyacente al embrion presentan mayor contenido proteico (Fig. 11G). La presencia de pectinas
fue positiva en las paredes de las células de la regidn periférica del endospermo y en la capa
mas externa del tegumento (Fig. 11C). La presencia de lipidos se observé en la region periférica
del endospermo, en el embrién (Fig. 11B) y en un cumulo de células ubicadas en las partes
laterales del embrién (Fig. 11D). La prueba para la presencia de lignina fue negativa con

Floroglucina acida (Fig. 11A).
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Figura. 11: Cortes anatomicos en seccion longitudinal y pruebas histoquimicas en semillas de
Bromelia karatas. A). porcion ocupada por el embrién en la semilla. B). embridn y endospermo con
Sudan I11. C). Rojo de Rutenio para pectinas. D). lipidos en la periferia del tegumento. E). Proteinas
en el embrion. F). proteinas en el tegumento. G). cuerpos proteicos flecha negra. H.) granos de
almidon. 1). capa de aleuronas sin almidon. J). PAS para polisacaridos. K). compuestos fenélicos
tefiidos de negro con Cloruro Férrico. L). ATO, la reaccidon positiva para los compuestos fendlicos da
un color verde, azul para celulosa. em: embridn, ed: endospermo, tg: tegumento, ca: capa de
aleuronas, (Barra = 100 um).
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Tillandsia elongata: El tegumento de sus semillas es biseriado (Fig. 12D, G), se clasifican
como albuminosas, el endosperma esté situado hacia la region chalazal. La region periférica
estd compuesta por una sola capa de células alargadas de apariencia rectangular, y la region
central estd formada por numerosas capas de células isodiamétricas irregulares en forma y
tamano (Fig. 12D). El embrion se situa en la regién micropilar y ocupa un 30% de la semilla
(Fig. 12A), la epidermis del cotileddn es uniseriada con células alargadas, las demas células
del embrion son irregulares que varian de isodiamétricas a rectangulares, al igual que en la
porcion media del eje hipocétilo-radicular. Presenta también una zona de constriccion con

células rectangulares en la periferia (Fig.12F).

Se determind la presencia de celulosa en tegumento, embrién y endospermo, en este las
células de la region periférica tienen mayor contenido celulésico, y en la regién central solo
hay presencia en las paredes celulares (Fig. 12H), los polisacéridos neutros se observaron en
las paredes del endospermo y en el embrion (Fig. 12F). La presencia de almiddn fue positiva
en la regién central del endospermo, y negativa en la region periférica (Fig. 121). Las pectinas
se encuentran presentes en las paredes de las células de la region periférica del endospermo
y en la capa méas externa del tegumento (Fig. 12G). El tegumento presenta compuestos
fendlicos (Fig. 12E), y el endospermo proteinas (Fig. 12B). Hay presencia de lipidos en la
region periférica del endospermo y en el embrion (Fig. 12A, D). La presencia de lignina fue

negativa con Floroglucina &cida (Fig. 12C).
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Figura. 12: Cortes anatomicos en seccion longitudinal y pruebas histoquimicas en semillas de
Tillandsia elongata. A). Porcion ocupada por el embrion en la semilla. B). Azul de Coomassie
positivo para proteina. C). reaccion negativa para Floroglucina acida. D). Granos de lipidos en la
capa de aleuronas (flecha). E). compuestos fenolicos en el tegumento tefiido de negro. F). Zona de
constriccion y reaccion positiva para polisacaridos neutros. G). Rojo de rutenio positivo para
pectinas. H). ATO, reaccion positiva para celulosa. I). granos de almidén en el endospermo. em:
embridn, ed: endospermo, tg: tegumento, ca: capa de aleuronas, zc: zona de constriccion (Barra = 100
pum).
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T. flexuosa el tegumento tiene dos capas de células (Fig. 131), presentan un endospermo
situado en la regién chalazal, la region periférica esta conformada por células alargadas e
isodiamétricas de paredes delgadas (Fig. 13B), y la region central consiste en numerosas
células isodiamétricas de paredes delegadas (Fig. 13F). El embrion esta situado en la region
micropilar y ocupa un 40%, presenta un eje hipocotilo-radicular conformado por células
densas isodiamétricas ovoides, con paredes engrosadas (Fig. 13E), las células de la epidermis
del embrion son alargadas y achatadas. También presenta una zona de constriccion (Fig.

13A).

Se observd la presencia de celulosa en el tegumento y en las paredes celulares del
endospermo (Fig. 13G). Los polisacaridos neutros se observaron en el endospermo (Fig. 13F)
y en el embrion (Fig. 13E). El almidon se observa en el endospermo, sin embargo, en la
region periférica la reaccion fue negativa (Fig. 13H), el endospermo también presenta
proteinas (Fig. 13C), y las paredes de las células en la region periférica tienen presencia de
pectinas (Fig. 13B). En el tegumento se encontrd presencia de compuestos fendlicos (Fig.
13J), y se identificaron lipidos en la region periférica del endospermo y en el embrion (Fig.

13A, D). La presencia de lignina fue negativa con Floroglucina acida (Fig. 131).
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Figura. 13: Cortes anatomicos en seccion longitudinal y pruebas histoquimicas en semillas de
Tillandsia flexuosa. A). porcion ocupada por el embridon en la semillay zona de constriccion. B). Rojo
de rutenio positivo para pectinas. C). Azul de Coomassie positivo para proteinas. D). lipidos de color
anaranjados en el embrion y en la capa de aleuronas. E). polisacéridos en embridn. F). polisacéridos
en el endospermo. G). ATO, presencia de celulosa. H). granulos de almidon en el endospermo. 1).
reaccion negativa para Floroglucina acida. J). compuestos fendlicos en el tegumento tefiidos de negro.
em: embrion, ed: endospermo, tg: tegumento, ca: capa de aleuronas, zc: zona de constriccion (Barra
=100 pm).
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T. recurvata las semillas de tienen un tegumento biseriado, y no presentan endospermo.
El embrion ocupa el 100% de la semilla (Fig. 14A), tiene células que varian de alargadas a
rectangulares ligeramente achatadas (Fi. 14E), la epidermis consiste en una capa de células
alargadas, con paredes delgadas. Presenta una zona de constriccion con células engrosadas
en la region periférica y achatadas en el centro, las células que se encuentran antes de la zona
de constriccion en la region micropilar son ligeramente cuadradas con paredes engrosadas
(Fig. 14E). El meristemo apical tiene células densas isodiamétricas de menor tamafio (Fig.
14D, F). En la region central se hace visible el procambium, que consiste en una serie de

células estrechamente alargadas (Fig. 14B).

Se evidencia la presencia celulosa en las paredes de las células periféricas de la zona de
constriccion del embrién y en el tegumento (Fig. 14E). En el embridn hay presencia de
polisacaridos neutros (Fig. 14B), almidon en muy poca cantidad (Fig. 14F), proteinas (Fig.
14D) y lipidos (Fig. 14G). En el tegumento se observaron compuestos fenolicos (Fig. 14H)

y pectinas (Fig. 14A). Finalmente, la prueba de Floroglucina Acida dio negativa (Fig. 14C).
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Figura. 14: Cortes anatomicos en seccion longitudinal y pruebas histoquimicas en semillas de
Tillandsia recurvata. A). embrion de la semilla ocupando el 100%. B). polisacéridos neutros tefiidos
de magenta y procambium. C). prueba de Floroglucina acida negativa. D). cuerpos proteicos en el
embrion. E). presencia de celulosa color azul y zona de constriccion. F). poca presencia de almidon.
G). color anaranjado muestra presencia de lipidos en el embrion. H). compuestos fendlicos en el
tegumento. em: embrion, ed: endospermo, tg: tegumento, ca: capa de aleuronas, zc: zona de
constriccion, pc: procdmbium, (Barra = 100 um).
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En T. usneoides el tegumento de las semillas es biseriado, son de escaso endospermo,
situado en la region chalazal, la region periférica esta formada por células ovoides y alargadas
hacia la zona del embrion (Fig. 15A), y la region central con numerosas células irregulares
en forma y tamafo (Fig. 15A). EI embrion ubicado en la region micropilar, presenta un eje
hipocdtilo-radicular y una leve zona de constriccion, con células isodiamétricas ovoides de
paredes delegadas (Fig. 15B), las células de la zona de constriccion son ligeramente
alargadas. Y se hace visible el procambium, que representa una serie de células

estrechamente alargadas ubicadas en la zona central del embrién (Fig. 15C).

Esta especie presento polisacéaridos neutros en el embrion, tegumento y endospermo (Fig.

15A, B, C), y se determind la presencia de almidén en el endospermo (Fig. 15D).



Figura. 15: Cortes anatomicos en seccion longitudinal y pruebas histoquimicas en semillas de
Tillandsia usneoides. A). porcion ocupada por el embrién en la semilla. B). polisacaridos tefiidos de
magenta en el embrion. C). Procambium en el embrion. D). granos de almidon en el endospermo. em:
embrion, ed: endospermo, tg: tegumento, ca: capa de aleuronas, pc: procambium, (Barra = 100 pm).
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6.4 Desarrollo post-seminal

Por la disponibilidad de material solo se caracterizd el desarrollo post-seminal de cuatro

especies: B. karatas, T. elongata, T. flexuosa, T. recurvata.

Bromelia karatas

Desde el punto de vista morfologico la germinacion inicid despues de 28 dias de
imbibicidn, con la ruptura del tegumento, la emergencia de 1 mm de la raiz primaria y el
crecimiento de la vaina cotiledonar en la region micropilar (Fig. 16A,B), luego de seis dias
de germinacidn presenta la formacion raices conicas de color blanco, con pelos absorbentes
(Fig. 16C), pasados sietes dias mas, ya el primer eofilo estd en formaciony es de color verde,
membranoso, y en el margen se empiezan a diferenciar la formacion de espinas (Fig. 16D);
finalmente después de 16 dias de haber germinado empieza la emergencia del segundo eofilo
(Fig. 16E), en ese momento se consideré como plantula formada. El cotiledon no se

desprendio del tegumento de la semilla, originando asi plantulas criptocotiledonares.

La especie presentd un 14% de germinacion con un IVG de 0.6 y el porcentaje de plantulas

formadas fue del 10% (Tabla 4).
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Adriana Mastelo

Figura. 16: Desarrollo post-seminal y formacién de plantulas en Bromelia karatas. A, B semilla
germinada. C. 6 dias después de la germinacion. D. aparicion del eofilo a los 13 dias luego de la
germinacion. E. plantula después de 16 dias de germinacion. rp: raiz primaria, vc: vaina cotiledonar
eo: eofilo.
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Tabla 4: Porcentaje de germinacion, porcentaje de plantulas e IVG de especies de Bromelias.
Valores seguidos por letras diferentes en la misma columna, difieren estadisticamente por el test de
Tukey (P<0,05).

Especie Germinacion Plantulas VG
(%) (%)

Bromelia karatas 14.0c 10.0b 0.6¢
Tillandsia elongata 95.6a 77.3a 4.7a
Tillandsia flexuosa 95.8a 77.5a 46a
Tillandsia recurvata 38.0b 0.0c 13b

Tillandsia elongata

Presentd germinacion epigea, el cotileddn no se desprendié del tegumento de la semilla,
manteniendo su funcion haustorial, originando asi plantulas criptocotiledonares. La
germinacién morfolégicamente inici6 después de seis dias de imbibicién, con la emergencia
de la base del cotileddn, presentando un haustorio largo y tubular (Fig. 17A), visible por
transparencia en el interior de los restos seminales. Luego de 11 dias de haber germinado
empieza a diferenciarse el primer eofilo (Fig. 17B), mas tarde transcurridos 4 a 6 dias, el
eofilo estd completamente formado, y es clorofilado, suculento, cupuliforme, con &pice
acuminado y vaina alargada (Fig. 17C). Y después de 20 a 23 dias, a partir de la germinacion,
empieza a emerger el segundo eofilo (Fig. 17D) y se considera una plantula formada. No

hubo formacion de raiz primaria después de 40 dias de imbibicion.

La especie presentd un 95.6% de germinacion con un IVG de 4.7 y el porcentaje de

plantulas formadas fue del 77.3% (Tabla 4).
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Adriana Martelo

Figura. 17. Desarrollo post-seminal y formacion de plantulas en Tillandsia elongata. A) Semilla
germinada. B) 11 dias de germinacion, emergencia del primer eofilo. C) De 15 a 17 dias de
germinacion. D) De 20 a 23 dias de germinacion, plantula formada. eo: eofilo.
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Tillandsia flexuosa

Presentd germinacion epigea, el cotileddn no se desprendio del tegumento de la semilla,
manteniendo su funcion haustorial, originando asi plantulas criptocotiledonares. La
germinacion inicié morfoldgicamente después de tres dias de imbibicion, con la emergencia
de la base del cotileddn, con presencia de un haustorio largo y tubular (Fig. 18A), visible por
transparencia en el interior de los restos seminales. Luego de ocho dias de haber germinado
empieza a diferenciarse el primer eofilo (Fig. 18B), mas tarde, transcurridos 6 dias, el eofilo
estd completamente formado, y es clorofilado, suculento, cupuliforme, con apice acuminado
y vaina alargada (Fig. 18C). Y después de 20 a 25 dias, a partir de la germinacion, empieza
a emerger el segundo eofilo (Fig. 18C) y se considera una plantula formada. No hubo

formacion de raiz primaria después de 40 dias de imbibicion.

La especie presentd un 95.8% de germinacion con un IVG de 4.6 y el porcentaje de

plantulas formadas fue del 77.5% (Tabla 4).
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Adriana Martelo

Figura. 18: Desarrollo post-seminal y formacion de plantulas en Tillandsia flexuosa A) Semilla
germinada. B) 8 dias de germinacion, emergencia del primer eofilo. C) 14 dias de germinacion. D)
De 20 a 25 dias de germinacion, plantula formada. eo: eofilo.
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Tillandsia recurvata

Presentd germinacion epigea, el cotiledon no se desprendié del tegumento. La
germinacion morfoldgicamente inicié 14 dias después de la imbibicion, con la emergencia
de la base del cotiledon, y presenta un pequefio haustorio (Fig. 19A). Luego de 28 dias de
haber germinado empieza a emerger el primero eofilo (Fig. 19B), pero no hubo formacion

de plantulas, ni de raiz primaria después de 55 dias de imbibicion.

La especie tuvo un 38% germinacion, y el IVG fue de 1.3 (Tabla 4).

Adriana Martelo

Figura. 19: Desarrollo post-seminal en Tillandsia recurvata. A) Semilla germinada. B) 28 dias

de germinacion.
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7. DISCUSION

7.1 Bromelias presentes en el departamento de Sucre

El género Tillandsia con ocho especies se considera como el género mas representativo
de la familia Bromeliaceae en el departamento de Sucre. Betancur y Jaramillo (1998)
registraron 35 especies de Tillandsia en dos vertientes andinas en los departamentos de
Narifio y Putumayo, y recientemente Alvarado et al., (2013) registraron nueve especies del
mismo género para Boyacd y Casanare; en ambos casos, siendo este género uno de los méas
representativos de la familia, con mayor nimero de especies, el cual se caracteriza por
presentar adaptaciones morfoldgicas especializadas que les permite distribuirse en el bosque
seco tropical, gracias a las diversas condiciones ambientales como humedad, temperatura,
luz, entre otras (Betancur y Jaramillo, 1988; Jiménez et al., 2009) que favorecen su adecuado
crecimiento y desarrollo (Alvarado et al., 2013). Ademas de ello, Tillandsia de la subfamilia
Tillandsioideae, es el género que posee mayor nimero de especies dentro de la familia
Bromeliaceae (Scatena et al., 2006). Por otro lado, las especies de la subfamilia
Bromelioideae, pueden crecer en suelos pobres, en bosques y matorrales entre 50-1500
msnm y son propias de bosque seco, estacionalmente seco a bosques himedos (Betancur y
Garcia, 2006).

La presencia de estas bromelias en el departamento de Sucre puede deberse a varios
aspectos como la disposicion de fuentes hidricas, estos bosques se encuentran influenciados
por un conjunto de cuencas subterraneas y arroyos que le proporcionan hidratacion la mayor

parte del afio. Otro aspecto es que, el relieve montafioso que presenta la zona le permite



70

retener la humedad proveniente del mar Caribe, por lo que existe menos estres hidrico.
Annaselvam y Parthasarathy (2001) y Leimbeck y Balslev (2001), determinaron que existe
una mayor colonizacion de epifitas en localidades caracterizadas por ser hUmedas y riparias.
Esto puede justificar la abundancia de plantas epifitas como las especies de Tillandsia, puesto
que estas en su mayoria dependen directamente de las condiciones atmosféricas (Cach-Pérez
et al., 2014), por tanto, el bosque situado en Chalan, por su cercania a una fuente de humedad
continta dada por la influencia de un arroyo, podria estar contribuyendo a una mayor
colonizacion de plantas epifitas como las Tillandsia.

Chalan fue el municipio donde mas bromelias se recolectaron incluyendo géneros como
Aechmea y Ananas, mientras que en Morroa se registrd un menor nimero de especies. En
este sentido se podria afirmar que existen variaciones en la estructura de estos bosques, que
pueden deberse a la relacion con las variables microclimaticas de cada uno, a las condiciones
de humedad, elementos como los suelos, intensidad luminica y la intervencion antrépica, asi
como se ha registrado en otros estudios similares (Todzia 1986, Ter Steege 1989, Wolf 1994).

En general los municipios muestreados tienen diferentes grados de intervencion, como la
tala selectiva, y de esa manera la reduccion de los parches de bosque, generado por el
crecimiento de las préacticas agricolas. Y en el caso de los ecosistemas no boscosos, como las
sabanas, en ocasiones son sometidos a quemas periddicas, con la intencion de favorecer el
pastoreo del ganado en grandes extensiones o el enriquecimiento del suelo (Betancur y Garcia
2006; Alvarado et al., 2013) lo cual afecta la presencia de muchas especies de plantas.

De acuerdo con Betancur y Garcia (2006), y Carvajal- Cogollo y Rangel - Ch (2012) las
especies encontradas, excepto A. comosus var. Ananassoides y B. karatas, se encuentran en
la categoria Preocupacion Menor (LC). Y hay registros de estas especies en los

departamentos de la Region Caribe, excepto para la especie A. comosus var. ananassoides,
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para el departamento de Sucre solo hay registro de las especies T. flexuosa, T. recurvata y T.

usneoides (Rivera- Diaz y Rangel- Ch, 2012).

7.2 Caracterizacion morfoldgica de frutos y semilla

Las caracteristicas morfologicas de las semillas en la familia Bromeliaceae son muy
diversas, por lo que tienen una gran importancia sistematica a nivel intrafamiliar (Benzing,
1980). Las semillas de las especies estudiadas del género Tillandsia son pequefias,
fusiformes, y en la cubierta seminal poseen apéndices plumosos en el extremo micropilar
(Fig. 6B, 7B, 8B, 9B). Estos apéndices se dividen longitudinalmente para formar muchos
filamentos que conforman un plumaje que favorece eficazmente a la anemocoria (Smith
1934), lo cual representan una adaptacion para facilitar la fijacion en troncos y ramas de
arboles, garantizando asi, el suceso de dispersion en su habito epifito (Pereira et al., 2008).
Esta caracteristica es representativa de la subfamilia Tillandsioideae (Moreira et al., 2006).
Por otro lado, las semillas de Bromelia y Ananas, géneros de la subfamilia Bromelioideae
son pequefias, desprovistas de apéndices y envueltas por mucilago (Fig. 4B, 5B), que ayuda
a la fijacion de las semillas en lugares adecuados para una exitosa germinacion (Pereira et
al., 2008) y posiblemente previenen la desecacion (Silva y Scatena, 2011). Resultados
similares fueron observados en otros representantes de las subfamilas Bromelioideae y
Tillandsioideae (Pereira 1988; Varadarajan y Gilmartin, 1988; Scatena et al., 2006; Pereira
et al., 2008; Silva y Scatena 2011) y corroboran que la morfologia representa un caracter

importante en la diferenciacion intrafamiliar.
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Los datos morfométricos de B. karatas coinciden con lo reportado por Montes et al.,
(2014), quienes afirman que la longitud del fruto oscila de 9 a 12 cm y el diametro de 17,5 a
17,9 mm, y en las semillas el didmetro varia en un rango de 3 a4 mm. Los rangos de longitud
de los frutos del género Tillandsia varian de 1.5 a 8 cm (Conap, 2010), y la longitud de la
semilla es en promedio de 5 mm (Sosa-Luria et al., 2012), valores que coinciden con los

datos morfométricos de las especies evaluadas.

7.3 Caracterizacion anatomica e histoquimica de semillas

El tegumento en las especies de la subfamilia Tillandsioideae posee dos capas de células
y en Bromelioideae estd compuesto por tres capas, que difieren en tamafio y forma. En todas
las especies (exceptuando T. usneoides donde no se realiz6 la tincion con ATO) el tegumento
presenta compuestos fendlicos. Estos compuestos le proporcionan impermeabilidad al
tegumento y puede restringir el consumo de oxigeno (Bewley y Black 1994). En la especie
B. karatas el tegumento presenta lignina, que también brinda impermeabilidad a las semillas,
lo cual es probablemente una dificultad para alcanzar altos porcentajes de germinacién como
fue observado en este estudio. Esta impermeabilidad ejerce un efecto en la capacidad y
velocidad de absorcion de agua a traves del tegumento (McDougall et al., 1996). La lignina
es una mezcla de sustancias organicas que poseen altas concentraciones de carbono, les
proporciona rigidez y resistencia a los tejidos, y esta relacionada a la resistencia a dafos
mecanicos (Panobianco, 1997).

Segun la clasificacion de Cocucci (2005), las semillas de Ananas, Bromelia y Tillandsia,

tienen una formula de 325, que indica que el embridn es uninodal (3) y tiene dos tipos de
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reserva, en el endospermo (2) y embrionaria (5). Excepto, en la especie T. recurvata la
formula es 35, puesto que tiene un embridn uninodal (3) y reservas que se acumulan solo en
el embrion (5).

En muchas especies de monocotiledoneas se forma una capa similar a la epidermis en la
periferia de endospermo, que es denominada capa de aleuronas (Kumamaru et al., 2007;
Larkins y Vasil 1997). De acuerdo con esto, en los resultados obtenidos las celulas de la
region periférica del endospermo forman una capa de aleuronas, lo que coincide con los
resultados de Magalhdes y Mariath (2012). Los compuestos presentes en esta capa como las
proteinas estdn almacenados en cuerpos proteicos (Becraft 2007; Larkins y Vasil 1997).
También posee compuestos como lipidos y pectinas. Segun Stephen y Wiliams (2006), las
sustancias peptidicas contribuyen a la adhesion entre células y a la fuerza de la pared celular.
La region central del endospermo (parénquima) presenta reservas de carbohidratos como
polisacaridos neutros y almidon. La capacidad para almacenar almiddn es una caracteristica
asociada a los requerimientos de monocotileddneas, incluidos los Poales (Hands et al., 2012),
sin embargo, la cantidad de estas reservas varian segun la especie.

Segun Magalhdes y Mariath (2012) la porcién ocupada por el embrién en la semilla de
bromelias es una caracteristica para distinguir géneros. En los resultados obtenidos en este
estudio el embrion de las especies de Bromelia es pequefio y ocupa entre 10 y 15% de la
semilla, y, en Tillandsia el embridn ocupa de 30 a 100%. Estos resultados que coinciden con
los de Gross (1988) y Magalhdes y Mariath (2012). Tillandsia se considera como un género
temprano divergente (Barfuss et al., 2005) y en estos taxones los embriones son grandes y el
endospermo se encuentra reducido o ausente y las reservas se almacenan en el embridn, como

lo observado en T. recurvata (Fig. 14A).
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En T. recurvata y T. usneoides fue posible observar una serie de células estrechamente
alargadas denominada procambium, la presencia de estos haces vasculares, segun Magalhaes
y Mariath (2012), indican que los embriones de Tillandsia estan en una etapa avanzada de
desarrollo en el momento en que la fruta estd madura.

Las especies de Tillandsia estudiadas presentan una zona de constriccion en el embrién,
resultados similares obtuvieron Billings (1904), Cecchi- Fiordi et al., (1996), Morra et al.,
(2002) y Magalhdes y Mariath (2012), observando una distincion en las células epidérmicas
y corticales del eje hipocotilo-radicular y relacionando su presencia con las especies
atmosféricas del género. La presencia o ausencia de esta zona de constriccion, segun
Magalhdes y Mariath (2012), es la diferencia mas notable entre los géneros Vriesea y
Tillandsia. De acuerdo con esto, la presencia de esta zona también representa una

caracteristica para la delimitacion entre Tillandsia y los géneros Ananas y Bromelia.

7.4 Desarrollo post-seminal

Las especies del género Tillandsia estudiadas presentaron germinacion epigea, marcada
por la elevacion de la base del cotileddn, y coincide con la germinacién descrita en otras
especies de la subfamilia Tillandsioideae (Scatena et al., 2006; Pereira et al., 2008, 2009;
Silva y Scatena, 2011). Este tipo de germinacion en esta subfamilia esta relacionado con el
epifitismo y la ausencia o poca presencia de haces vasculares en la vaina cotiledonar (Boyd,

1932; Pereira et al., 2008).

Tillich (2007) afirmé que en representantes de las Poales el cotileddn tiene parte foliacea

y parte haustorial (de reserva), puesto que una parte emerge de los restos seminales por la



75

liberacion de una vaina cotiledonar y otra permanece en el interior en contacto con el tejido
de reserva. En Bromeliaceae el cotiledon no se desprende del tegumento de las semillas y
permanece en el interior en contacto con el tejido de reserva, originando de esta forma plantas
criptocotiledonares (Pereira et al., 2008). De acuerdo con Garwood (1996) el cotileddn
haustorial es el encargado de la transferencia de las reservas del endospermo al embrion para
el desarrollo de las plantulas, y puede considerarse como foliaceo, si emerge y se convierte
en organo fotosintetizador, lo que se observa en las especies de Tillandsia estudiadas, donde
el cotiledon primero actGa unicamente como fuente nutricional y posteriormente obtiene
funcién fotosintética (Sert et al., 2009; Doria, 2010); v, si el cotiledon solo tiene funcion

haustorial y una parte permanece en el interior, se considera como cotiledén de reserva.

Scatenaetal., (2006) y Silva y Scatena (2011) observaron que en las especies de Tillandsia
la primera estructura en emerger es el cotileddn haustorial (Fig. 17A, 18A, 19A) y no la raiz
primaria, debido a su habito epifito éstas son ausentes y raramente presentan raices
rudimentarias para la fijacion en los arboles. En estas especies los tricomas foliares son los
encargados de la absorcién de agua y nutrimentos (Pereira et al., 2008). En términos
generales, la cantidad de raices es inversamente proporcional a la densidad de tricomas, a la
suculencia de las hojas y a la capacidad del tanque formado por la roseta foliar (Espejo-Serna,
2003). Contrariamente, en las especies terrestres como B. karatas hay desarrollo de raices
funcionales (Fig. 15C, D, E) (Paula y Silva, 2004). En la subfamilia Bromelioideae las raices
son las responsables de la absorcion de agua y nutrientes (Benzing, 2000; Silva y Scatena,
2006) y los pelos absorbentes representan estructuras auxiliares, que garantizan el desarrollo
en las especies terrestres y rupicolas (Smith y Downs, 1974). De acuerdo con Tillich (1995)

la presencia de la raiz primaria en monocotileddneas es probablemente un caracter ancestral,
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Yy su ausencia representa uno de los Ultimos pasos evolutivos en este grupo. En el orden Poales
ésta ha sido observada en la mayoria de las familias y en algunos representantes de la
subfamilia Bromelioideae (Pereira, 1988; Pereira et al., 2008); sin embargo, la ausencia de
esta ha sido evidenciada en especies de la subfamilia Tillandsioideae (Tillich, 1995; Scatena
et al., 2006; Silva y Scatena, 2011), en este sentido esta caracteristicas podria ser muy
importante y Gtil para la filogenia de Bromeliaceae, en la cual la subfamilia Tillandsioideae

es considerada como un grupo derivado.

Los porcentajes de germinacion son significativamente diferentes entre las especies
estudiadas (Tabla 4), T. elongata y T. flexuosa presentaron altos porcentajes de germinacion
y plantulas formadas, diferentes significativamente a los porcentajes en T. recurvata y B.
karatas. Los altos porcentajes de germinacién de T. elongata y T. flexuosa coinciden con los
obtenidos por Silva y Scatena (2011) en otros representantes del género. Segun Pereira et al.,
(2008) los porcentajes de germinacion por encima de 80% son indicativos de alta calidad
fisioldgica de las semillas, y por tanto tienen un alto potencial para la produccién de plantulas,
es decir, que el porcentaje de germinacion es directamente proporcional al porcentaje de
plantulas formadas. De acuerdo con esto, las especies T. recurvata y B. karatas, presentaron
semillas con baja calidad fisiologica, evidenciado por los bajos porcentajes de germinacién
y la no formacion de plantulas en el caso de T. recurvata, esto puede estar relacionados con
sus caracteristicas genéticas, baja proporcion de semilla viable y/o latencia. Sin embargo,
Fernandez et al., (1989) evaluaron la germinacion en semillas de T. recurvata recolectadas
en diferentes épocas del afio, y obtuvieron altos porcentajes de germinacion en las semillas
que fueron recolectadas proximas al periodo de dehiscencia natural, contrariamente las

semillas que fueron recolectadas tres meses antes perdieron bruscamente la viabilidad, dadas



77

las escasas reservas, estas semillas no pueden entrar en un periodo de dormancia sino que
pierden totalmente la viabilidad. De acuerdo con esto, la baja germinacién en las semillas de
T. recurvata evaluadas es dada por el tiempo de recoleccion del material, y en el caso de B.
karatas los bajos porcentajes pueden estar relacionados con la presencia de lignina en el

tegumento, la cual proporciona impermeabilidad a las semillas (McDougall et al., 1996).

Pereiraetal., (2008) clasifican las semillas en rapidas (tiempo medio <7 dias), intermedias
(tiempo medio > 7 <14 dias) y lentas (tiempo medio >14 dias), teniendo en cuenta esto T.
flexuosa y T. elongata se consideran rapidas, T. recurvata intermedia y B. karatas lenta.
Pereira (1988) y Pereira et al., (2008) encontraron resultados diferentes para Bromelioideae,
en sus estudios las especies de esta subfamilia se caracterizaron por ser rapidas, y en el caso
de las especies de Tillandsioideae fueron categorizadas como intermedias, lo que concuerda
unicamente con los valores presentados por T. recurvata, esto puede estar influenciado por
las condiciones (luz, temperatura, humedad) usadas. La luz, ecolégicamente es un factor
importante (Valencia -Diaz et al., 2007; Sosa, 2011), y un gran numero de especies de
bromelias requieren de esta para germinar. Independientemente de los requerimientos
necesarios de cada especie, las radiaciones ciclicas o la luz continua promueven la
germinacion en muchas bromelias, afectando la velocidad de germinacion (Sosa, 2011). Por
otro lado, la germinacion siempre depende de la temperatura, y esta afecta tanto el porcentaje
como la tasa de germinacion, la cual se reduce a temperaturas bajas, pero aumenta
paralelamente con el incremento de la temperatura (Sosa, 2011). Finalmente, la
disponibilidad de humedad es considerado como el factor mas importante (Benzing, 2000).
Las especies de Tillandsia requieren condiciones de humedad para germinar y sobrevivir en

la etapa de plantula, por esta razon, la mayoria de estas especies libera sus semillas un poco
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antes de la época de lluvias, asegurando la disponibilidad de humedad para las primeras fases

de crecimiento (Valencia -Diaz et al., 2007; Sosa, 2011).
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8. CONCLUSIONES

El género Tillandsia fue el que mayor nimero de especies presentd, coincidiendo con
registros en otros ecosistemas de bosque seco.

A pesar de padecer impactos antropicos en el area de los municipios de Chalan y
Ovejas, estos poseen zonas en buen estado de conservacion, lo que favorece el alto
namero de especies registradas.

Los resultados presentados demuestran que la morfo-anatomia de las semillas y el
desarrollo post-seminal en Bromeliaceae constituyen herramientas Gtiles para estudios
taxondmicos y ecoldgicos. Se pueden considerar caracteres relevantes para delimitar
subfamilias y géneros: a) La morfologia de los frutos, en Tillandsia los frutos son
capsulas dehiscentes, que se diferencian claramente de Ananas y Bromelia que
presentan frutos compuestos y en baya respectivamente. b) La morfologia de las
semillas, en Tillandsioideae las semillas son fusiformes provistas de apéndices y en
Bromelioideae son ovoides a subglobosas sin apéndices cubiertos con una capa de
mucilago. c¢) La presencia de una zona de constriccion en el embrion, presente en las
semillas de Tillandsia, ausente en las de Bromelioideae. d) La presencia de compuestos
fenolicos en la capa de aleuronas, presente en la especie del género Ananas y ausente
en las especies de Bromelia y Tillandsia.

La cantidad de endospermo resulta un caracter diferenciativo entre las especies del
género Tillandsia; abundante en T. elongata y T. flexuosa, escaso en T. usneoides y
ausente en T. recurvata.

El desarrollo post-seminal representa un caracter determinante en la diagnosis entre las

subfamilas, presentando diferencias en sus estructuras esenciales. Entre las subfamilias
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estudiadas las especies de Tillandsioideae se diferencian de Bromelioideae y las
caracteristicas diagnosticas son la raiz primaria, presente en Bromelia y ausente en
Tillandsia.

Los caracteres relevantes identificados permitieron realizar una clave taxondmica, la
cual potencialmente facilita la identificacion de las especies de bromelias presentes en

el departamento de Sucre (Anexo 2).
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9. RECOMENDACIONES

Hacer recorridos mas exhaustivos que abarquen todo el departamento para determinar
la totalidad de especies presentes de la familia Bromeliaceae.

Realizar estudios que incluyan més especies de Bromeliaceae para tener una vision
mas amplia de las caracteristicas morfo-anatomicas e histoquimicas que delimiten
taxondmicamente a la familia.

Realizar pruebas de germinacién con semillas recién recolectadas en periodos
cercanos a la dehiscencia natural, y con variaciones en las condiciones de luz y

temperatura.
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INFILTRACION DE MATERIAL VEGETAL EN PARAFINA

Preparacion general de las ldminas:

Fijacion y deshidratacion

Pre-infiltracion — Diafanizacion- Aclaracion
Inclusion en parafina

Emblocar

Microtomia

k0N

1. Fijaciény deshidratacion:

Fijacion con FAA:

e Formol (37%) 5 MI
e Acido acético glacial 5 mL
e Etanol (70%) 90 mL

Deshidratacion:

e Alcohol etilico 80% I - 30 minutos
e Alcohol etilico 80% Il - 30 minutos
e Alcohol etilico 90% I - 30 minutos
e Alcohol etilico 90% |1 - 30 minutos
e Alcohol etilico 96% | - 30 minutos
e Alcohol etilico 96% Il - 30 minutos
e Alcohol etilico 100% I - 30 minutos
e Alcohol etilico 100% Il - 30 minutos

2. Pre-infiltracion — Diafanizaciéon- Aclaracion:

e Xilol I — 30 Minutos
e Xilol Il - 30 Minutos
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3. Inclusién en parafina (en estufa a 58°C)

e Xilol-Parafina. 12 Horas
e Parafina l. 4 Horas.

e Parafina Il - 4 horas

e Parafina lll — Emblocar

4. Emblocar

e Colocar la parafina en las cajas de papel y colocar la muestra de acuerdo con el tipo
de corte que va a realizar (usar pinza)

e Usar la placa refrigeradora para solidificar la parafina

e Esperar minimo 24 horas para pegarlos a los bloques de madera

e Dejarlos en la nevera por algunas horas o hasta el momento de ser cortados.

5. Microtomia

e Colocar la cuchilla en el microtomo

e Preparar el “bafio de flotacién”. Colocar 3 gr de gelatina sin sabor para 1 litro de agua
destilada a 45°C.

e Traer el bloque y realizar los cortes. Extenderlos al depositarlos en el bafio de
flotacion. Emplear pinzas o pincel fino, para desarrugarlos totalmente.

e “Pescar” el corte y dejar las laminas en estufa a 50°C por 40 minutos (para derretir la
parafina y adherir el corte).

6. Desparafinar

Laminas en cubetas de vidrio con Xilol (temperatura ambiente)

e Xilol I: 10 min
e Xilol II; 10 min
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PREPARACION DE COLORANTES Y PROCEDIMIENTO PARA LAS
TINCIONES

% AZUL DE TOLUIDINA (ATO)
(Método original: O’Brien et al., 1964)
Identificacion de celulosa, compuestos fendlicos, pectinas y mucilago.

Preparacion:

Azul de toluidina 0.05%

Azul de toluidina.........c.cccovveve i 0,059
Agua destilada, completar............c.ccoovviiiininineninins 100 mL

Procedimiento:

Desparafinar los cortes en xilol 2X (10 min.)

Dejar secar

Colocar los cortes desparafinados en Azul de Toluidina (8 min.)
Lavar con agua destilada 3X (30 seg.)

Dejar secar

Sellar las placas con Entellan

< SUDAN I1I
(Método original: Pearse, 1972)

Identificacién de lipidos.

Preparacion:
Sudan 111 en etanol 70%.

SUAAN T oo 39
ELan0l 70%0......ccvveieeciecieee e 100mL
Calentar hasta que la solucién entre en ebullicion.

Dejar enfriar.

Filtrar, sélo utilice el sobrenadante de la solucion.

Procedimiento:

Cortes en fresco

e Colocar los cortes en solucion de Sudan Il (20 min.) en un recipiente cerrado
(evitando la evaporacion del solvente y la formacion de precipitados)

e Lavar rapidamente en etanol 70%

e Lavar rapidamente en agua destilada.

e Montar en medio hidratado (agua destilada
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% REACTIVO DE SCHIFF/ ACIDO PERIODICO (PAS)
(Método original: O’Brien y McCully, 1981)
Identificacion de polisacéridos neutros.

Preparacion:

Solucion A: Acido Periodico 0,5% (mantener refrigerado)

ACIdO PEriOdICO.......coveveeeerceieeee e, 0,59

Agua destilada............ccevveviiieiiee e 100mL

Solucion B: Reactivo de Schiff (se debe mantener refrigerado en oscuridad)
Reactivode Schiff........................l 100 mL

Procedimiento:

Desparafinar los cortes en xilol 2X (10 min.)

Dejar secar

Colocar los cortes desparafinados en Acido Periodico (15 min.)
Recuperar el Acido Periddico

Lavar en agua del grifo (10 min.) dejando caer gota a gota.
Colocar los cortes en Reactivo de Schiff (15 min.) en oscuro
Recuperar el Reactivo de Schiff

Lavar en agua del grifo (10 min.) dejando caer gota a gota.
Dejar secar

Sellar las placas con Entellan

% LUGOL
(Método original: Johansen, 1940)
Almidon.
Preparacion:
B (0 o [0 0,3g
Yoduro de potasio..........cceeeerueieeieerieiie e 159
Agua destilada...........ccccoiiiiiiiiiii 100 ml

Procedimiento:

Desparafinar los cortes en xilol 2X (10 min.)

Dejar secar

Colocar los cortes desparafinados en Lugol (8 min.)
Lavar rapidamente con agua destilada

Dejar secar

Sellar las placas con Entellan
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% AZUL DE COOMASSIE
(Método original: Fisher, 1968)
Proteinas

Preparacion:

Azul brillante de Coomassie 0,25% en acido acético 7%.
Coomassie bright blue R250..........ccccoevviiiiieiieec, 0,259
ACIHO QCELICO TY0. ..o, 100 mL

Procedimiento:
e Desparafinar los cortes en xilol 2X (10 min.)
e Dejar secar
e Colocar los cortes desparafinados en Azul de Coomassie (3 min.)
e Lavar rapidamente con solucion Clarck (25 mL de acido acético + 75 mL de etanol
95%)
e Lavar rdpidamente con agua destilada
e Dejar secar
e Sellar las placas con Entellan

% ROJO DE RUTENIO.
(Método original: Johansen, 1940).
Pectinas

Preparacion:

Solucion acuosa de rojo de rutenio 0,002%.

ROJO € FULENIO......c.veivieiecie e 0,002 g

Agua destilada............cocoiiiiiiinii s 10 mL

Agite la solucidn en agitador magnético, hasta la completa disolucion del reactivo.

Procedimiento:

Desparafinar los cortes en xilol 2X (10 min.)

Dejar secar

Colocar los cortes desparafinados en Rojo de Rutenio (10 min.)
Lavar rapidamente con agua destilada

Dejar secar

Sellar las placas con Entellan
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< FLOROGLUCINA ACIDA
(Método original: Johansen, 1940).
Compuestos fendlicos estructurales (ligninas)

Preparacion:
Solucion A: Floroglucina 2% (Se debe mantener refrigerada)

Floroglucina ..............oooiiiiiiii 199
Etanol 95% ..oovvi 100mL
Solucion B: Acido clorhidrico 25%

Acido clorhidrico 37%...........ccoeiiiiiiiiiiiiiiii 68 mL
Aguadestilada ... 32 mL

Procedimiento:

Cortes en fresco

Colocar los cortes en la solucion A (5 min.) en un recipiente cerrado
Retirar el exceso

Colocar los cortes en la solucion B (5 min.) en un recipiente cerrado
Retirar el exceso con papel absorbente

Montar en medio hidratado (agua destilada)

Observar inmediatamente, porque la reaccién es efimera.

<+ CLORURO FERRICO
(Método original: Johansen, 1940).
Compuestos fenolicos no estructurales.

Preparacion:

Solucion acuosa de cloruro férrico 10%.

Cloruro ferrico Hl........ocooiieiiiiieeeeeee e 10g

Agua destilada.............cccoveiiiiiiie e, 10 mL

Agite la solucion en agitador magnético, hasta la completa disolucion del reactivo.

Procedimiento:

Desparafinar los cortes en xilol 2X (10 min.)

Dejar secar

Colocar los cortes desparafinados en Cloruro Férrico (30 min.)
Lavar rapidamente con agua destilada

Dejar secar

Sellar las placas con Entellan
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Anexo 2

CLAVE TAXONOMICA DE BROMELIACEAE EN EL DEPARTAMENTO DE

SUCRE

1. Semillas fUSITOIMES. ... ...t e 2
17, Semillas NO fUSITOMMES. ... ..o e 3
2. Semillas alouminNOSaS. .......c.ouii i 4
2". Semillas N0 albuminOSaS. .........ccccieveerieerieieerieeie et T. recurvata
3. Semillas ovoides recubiertas de mucilago, con presencia de compuestos fendlicos

en la capa de aleuronas.............................. A. comosus var. ananassoides
3". Semillas subglobosas, con un cimulo de células grandes e isodiametricas en la
region adyacente al emMBIiON..........cc.coeiiiiieie e B. karatas
4. Endospermo abundante ...............o.oiiiiiiiii 5
4", ESCaso eNdOSPEITNO. .....uuuutuiit et enttetee et teee e T. usneoides
5. Semillas con <50 mm y fruto maduro con <60 mm de longitud........ T. flexuosa
5. Semillas con >30 mm y fruto maduro con >60 mm de longitud.... T. elongata



