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Abstract: Ovules of Bixa orellana L. are crassinucellate, bitegmic and have a micropyle formed by both
integuments. Ovular position varies during development. Survival of the chalazal megaspore results in
monosporic gametophyte. Fertilization is porogamous, and syngamy and triple fusion seem to occur simul-
taneously. The proembryo seems to be a massive coenocyte; later, it becomes cellular. The embryo is spat-
ulate and the radicle is antitropous. Germination takes place through a chalazal canal next to the hilum.

The outer integument contains the pigment bixine,

El achiote (Bixa orellana) es una especie dis-
tribuida desde México hasta Brasil. La utiliza-
cion industrial del pigmento contenido en la
testa de las semillas hace que su importancia
econémica sea cada vez mayor. Este es un ex-
celente sustituto de algunos colorantes sintéti-
cos, potencialmente téxicos o carcinogénicos,
gracias a la gran cantidad de bixina (Ingram y
Francis, 1969; Kennard y Winters, 1963).

Las semillas son piriformes, de color roji-
zo, con abundante endosperma oleoso y bitég-
micas. Segin Chopra y Kaur (1965), el rudi-
mento seminal presenta un saco embrional de
tipo Polygonum y dos tegumentos multicelula-
res; cerca de la calaza, estos tienen 7 u 8 capas
celulares.

Las semillas se localizan dentro de una cdp-
sula dehiscente que se abre en dos valvas (Hut-
chinson, 1959; 1969; Lawrence, 1951; Leoén,
1968; Standley, 1923;1937).

En general.la informacién referente a la em-
briologia de Bixa orellana y a los eventos que
tienen lugar al iniciarse la germinacion es frag-
mentaria. Por esta razon, en el presente estudio
se describe el desarrollo y la estructura de los
rudimentos seminales y de las semillas, en un
intento de confirmar, modificar o ampliar la
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informacién al respecto. También se ofrecen
datos preliminares sobre el proceso de germina-
cion de las semillas.

Al describir los rudimentos seminales se de-
nomina lado dorsal, en funiculo y rudimento
seminal, a aquel lado que alcanza mayor desa-
rrollo al curvarse el rudimento. El lado ventral
del funiculo, queda entonces préximo al lado
ventral del tegumento externo y al micropilo.

MATERIAL Y METODOS

El material utilizado en este estudio se colec-
t6 en varias localidades escogidas al azar en Ala-
juela, Heredia, Turrialba y Guanacaste. En to-
dos los casos se escogieron frutos provenientes
de plantas indigenas.

Los especimenes examinados con microsco-
pio de luz, se fijaron en FAA (Johansen, 1940)
y se infiltraron en Paraplast Plus. Se hicieron
secciones transversales y longitudinales de 10-
12 pum de grosor y se les tifi6 siguiendo la téc-
nica de Sharman (1943). Se monté las seccio-
nes en Preservaslide y se les observd en un
microscopio Leitz Dialux 20.

Para el examen con el microscopio electré-
nico de barrido se fij6 el material en gluteral-
dehido al 4% en un amortiguador de cacodila-
to de sodio y HC10,05M, pH 7,0 durante 12
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horas a 23°C. Luego se deshidrat6 mediante
series de alcohol etilico, transfiriéndose pos-
teriormente a una solucién 1:1 de acetato de
amilo y etanol absoluto y mds tarde a acetato
de amilo puro. Los especimenes se sonicaron
durante 2 6 3 segundos para eliminar las impu-
rezas y se llevd el material hasta el punto de
secado critico con CO,. Los especimenes
se montaron en soportes de aluminio emplean-
do cinta adhesiva y pintura conductora de pla-
ta. Se colocd el material en un cobertor idni-
co, donde se cubrié con una pelicula de oro. Se
observd las secciones en un microscopio de ras-
treo Hitachi HHS-2R. Las fotografias se toma-
ron con pelicula Verichrome Pan Kodak
VP120.

Las pruebas de germinacién se hicieron con
semillas sobre papel de filtro humedecido, en
cajas de petri. Se hicieron 12 ensayos con S0
semillas cada uno, incubdndose éstas a tempe-
ratura ambiente. Se fij6 diariamente 10 semi-
llas que presentaran crecimiento similar, du-
rante 12 dias; éste se calculd midiendo la lon-
gitud de la radicula. Se disectd la mitad de es-
tas semillas para extraer elembriény se censer-
v6 las otras 5 como testigo. Se obtuvo un total
de 12 estadios, desde el inicio de la germina-
cion, hasta el estadio posterior a la emergencia
de los primordios foliares arriba de los cotiledo-
nes. Se dibuj6 y fotografié especimenes en di-
ferentes estadios de desarrollo.

RESULTADOS

La semillas son piriformes, numerosas y se
originan en placentas parietales (Fig. 1). Miden
de 3 a 6 mm de largo y tienen una depresion
longitudinal y una pequefia excrecencia en la
porcién distal que corresponde al micropilo
(Figs. 1,2).

Durante la germinacién, se observa emer-
ger la radicula a través de la taza del hilo en la
region proximal del rudimento (Fig. 3).

En estadios tempranos, la pared ovdrica de
la cdpsula presenta numerosos canales lati
ciferos. En el septo ovdrico los haces que su-
plen las placentas presentan elementos tra-
queales anulares y helicoidales.

Las dreas epidérmicas vecinas a la placen-
ta son papilares, con células de citoplasma
denso. El resto de la pared del loculo mues-
tra células epidérmicas con vacuolas grandes
llenas de sustancias fendlicas y algunos trico-
mas multicelulares cortos.

Numerosas protuberancias epidérmicas cu-
bren la cdpsula en el exterior. Tienen haces
vasculares con ramificaciones muy bien defi-
nidas, a veces asociadas a canales laticiferos;
también se observa en ellas algunos idioblas-
tos con sustancias fendlicas. De la epidermis
de dichas estructuras emergen tricomasmulti-
celulares; algunos son de tipo escamoso, otros
son cortos (Fig. 1).

Los rudimentos seminales de esta especie
son ortotropos en su inicio. Se curvan en eta-
pas muy tempranas de desarrollo, especialmen-
te en la zona calazal y el micropilo (Figs. 4,5).

El funiculo también tiene crecimiento dife-
rencial en el extremo distal y se curva sobre el
lado ventral (Figs. 4,5). Durante la antesis,
los rudimentos adoptan una posicién cercana
a la andtropa, sin embargo, internamente se
observa curvatura del micropilo. Esta se debe
a mayor crecimiento del lado dorsal del rudi-
mento. Después de la fecundacioén, el creci-
miento diferencial es mayor del lado ventral
del rudimento y del funiculo. Cerca de la ma-
durez, éste vuelve a presentar una posicion
casi ortotropa (Fig. 6); no obstante, persiste
la curvatura del micropilo. Este crecimiento
diferencial produce una torcién lateral del
rudimento seminal hacia un costado. Este
fendmeno se observa desde estadios muy
tempranos (Figs. 4,5), y se acentda o se dis-
minuye conforme crece el rudimento. Du-
rante la antesis, es imposible obtener un pla-
no medio del mismo en que se observe el mi-
cropilo (Fig. 8). Tampoco es factible obtener
una seccién que muestre el plano medio del mi-
cropilo ya que la abertura del tegumento inter-
no se dirige en direccion contraria a la del tegu-
mento externo.

El funiculo es una estructura multicelular,
glabra y curva cerca de la calaza (Figs. 4, 5).
Su ensanchamiento cerca de la zona calazal
del rudimento produce un hilo de gran ampli-
tud en la semilla madura (Figs. 2, 6).

El haz vascular que suple al rudimento se-
minal termina en la calaza durante la época
de la antesis. Posteriormente, se alarga sobre
el lado ventral del rudimento seminal y alcan-
za la vecindad del micropilo.

Los rudimentos seminales estudiados son bi-
tégmicos. El tegumento externo tiene usual-
mente 4 capas durante la época de la fecunda-
cibn; mds tarde, se vuelve masivo debido a las
divisiones periclinales de las células que for-
man las capas originales (Fig. 8). En la vecin-
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Fig. 1. Cortes longitudinales y transversales de frutos inmaduros de B. orellana. Obsérvese el tipo de placentacion
y la posicion de las semillas y frutos inmaduros.

Fig. 2. Vista panoramica al microscopio electronico de barridc, de una semilla madura. m, micropilo.
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Fig. 3. Estadios de la germinacidn de la semilla de B.
orellana en donde puede observarse la emergencia
de la radicula y la porcién de la semilla por la que
tiene lugar la emergencia.

dad de la calaza y en la zona del micropilo,
este tegumento tiene numerosas capas celu-
lares desde muy temprano. El tegumento
interno tiene 5 6 6 capas celulares en la mis-
ma época; este nimero de capas aumenta ha-
cia la zona micropilar.

Cuando el proembrién nuclear comienza a
diferenciarse como un proembrién celular,
las células de las capas medias del tegumento
externo se dividen periclinalmente en su ini-
cio, y luego en todas direcciones.

En el lado ventral del rudimento, este te-
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Fig. 4. Rudimento seminal inmaduro de B. orellang al microscopio electronico de barrido.

Fig. 5. Rudimento seminal de mayor edad visto al microscopio electronico de barrido.

Fig. 6. Semilla madura vista al microscopio electronico de barrido. Obsérvese la posicion del funiculo sobre la pla-
centa.

Fig. 7. Vista panoramica de un embrién de B. orellana de aproximadamente un dia de desarrollo, al microscopio
electrénico de barrido. m, micropilo; f. funiculo; ¢, cotiledon; 1, radicula.
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gumento es mucho mds grueso. A través de
las capas centrales se observa la ramificacion
vascular proveniente del haz calazal. Inmedia-
tamente después de esta proliferacion celular
se observa la formacién de numerosos espa-
cios lisigenos llenos de pigmento rojizo. Hacia
la madurez, este tegumento estd constituido
por una epidermis externa de paredes y cuti-
cula muy delgadas, grandes espacios llenos de
pigmento en las capas medias y una epidermis
interior formada por células anticlinalmente
alargadas y de paredes suaves. La cuticula que
cubre esta epidermis es también muy delgada
(Fig. 8). Cuando se produce la dehiscencia del
fruto, el tegumento externo se deshidrata y par-
te de los pigmentos acumulados en su interior
se dispersan en forma de polvo.

El tegumento interno también multiplica
el nimero de capas en esa misma época. No
hay acumulacién de pigmento en la zona cen-
tral en esta estructura. La epidermis externa y
la capa celular media se alargan anticlinalmente
y ofrecen un aspecto acintado. La capa celular
que se localiza debajo de la epidermis externa
y la epidermis internamuestra células en cuyas
vacuolas se observa un moderado contenido de
pigmento.

En la zona micropilar se produce una multi-
plicacién celular en ambos tegumentos, que
finalmente obstruye el canal. Mas tarde, se ob-
serva lignificacion de algunas capas.

En la region calazal, del lado dorsal del rudi-
mento y proximo al funiculo, se diferencia un
grupo de células que rellena una especie de
canal (Fig. 8). Esta estructura se convierte en
la primera abertura que permite la salida del
embrion durante la germinacidn.

La nucela es crasinucelada y en general,
recta. S6lo se diferencia una célula arquespé-
rica. La tétrada es lineal y la megaspora ca-
lazal es la que forma el saco embrional. La
célula huevo ocupa una posicién lateral. Las
antipodas degeneran antes de la fertilizacion;
las sinérgidas después. Esta se lleva a cabo
por porogamia. La singamia y la formacion
del endosperma son- simultdneas. El proem-
brion pudo observarse en el estado de dos
células. Mis tarde, s6lo se encuentra una
masa cenocitica en la cual se inicia una tar-
dia formacién de paredes celulares cerca
de la zona micropilar; luego, se observa un
proembrion multicelular. El embrién es alo-
rrizico de forma espatulada y la radicula es
antitropa (Fig. 7). La radicula estd cerca

de la zona calazal mientras que el extremo
apical se ubica cerca del micropilo. Los co-
tiledones se doblan ligeramente hacia un
lado en el extremo distal (Fig. 7).

El endosperma es nuclear e inicia la for-
macién de paredes cerca del extremo micro-
pilar. El megagametofito y el endosperma
luego digieren poco a poco los remanentes
del tejido nucelar. Durante el proceso de
germinacién, la radicula sale a través del
canal vecino al funiculo.

En los primeros estadios de desarrollo
del embrion, el meristema apical tiene for-
ma triangular en seccién longitudinal y pos-
teriormente tiende a aplanarse adquiriendo
una forma biconvexa, de domo (Fig. 9). Po-
see una tdnica uniseriada que cubre el cuerpo
masivo. A ambos lados se observan bandas pro-
cambiales que se proyectan a todo lo largo
hacia los cotiledones y la radicula. En pri-
mordios foliares y cotiledones es factible obser-
var tricomas peltados muticelulares (Fig. 9).

Los cotiledones son bastante prominentes,
redondeados y angostos, de 7 a 10 células
de grosor, comprendiendo las epidermis y
el mesofilo (Figs. 7.9). En los embriones
con dos o mds dias de desarrollo se nota que
las bandas procambiales de los cotiledones
ya tienen algunos elementos traqueales di-
ferenciados (Fig. 9). En la parte interna del
cotiledon se nota la presencia de células grandes
de contenido granular en grupos que aparente-
mente son células secretoras y que formardn
posteriormente canales secretores (Fig. 9).

El meristema radical estd protegido por una
caliptra de 4 a 6 células de grosor, flojamente
dispuestas, muy diferentes a las células de la
rizodermis; en corte longitudinal pueden ob-
servarse células secretoras de contenido denso y
granular (Fig. 10). Los pelos radicales se ob-
servan por primera vez en embriones con dos
dias de desarrollo.

DISCUSION

Diversas posiciones embriol6gicas han sido
empleadas para describir los rudimentos semina-
les de Bixa (Chopra y Kaur, 1965; Lawrence,
1951). En nuestra opinidn, esto es explicable
ya que el grado de curvatura de estos drganos
varia en las diferentes etapas de desarrollo. Por
lo tanto, la posicién embriolégica que se ad-
judique al rudimento se correlacionard estre-
chamente con el grado de desarrollo de los es-
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Fig. 8. Corte longitudinal de una semilla inmadura de B. orellana. te, tegumento externo; ti, tegumento interno;

hv, haz vascular; c, canal; cl, espacios lisigenos.
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Fig. 9. Corte longitudinal de un embrion de B. orellana de aproximadamente 4 dias de desarrollo; Se observa parte
de los cotiledones y del hipocdtilo; ¢, estoma; a, apice. 1, laticifero; ct, elemento traqueal; tg, tricoma glandular.

Fig. 10. Corte longitudinal del extramo de la radicula de un embrién de aproximadamente 3 dias de desarrollo.

¢, caliptra; mr, meristema radical; 1, laticifero.
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pecimenes observados y la calidad de las sec-
ciones que se obtengan. Es interesante observar
que tanto en Bixa como en taxa de otros gru-
pos, se utilizan rudimentos seminales de dife-
rentes edades y se les adjudica una determinada
posiciéon embrioldgica, omitiendo el hecho de
que ésta puede variar durante el desarrollo del
organo. Si a esto se le suman posibles errores
en su apreciacion y la falta de parametros bien
definidos para medir la curvatura, se puede con-
cluir que el utilizar la posicion embriolégica co-
mo un cardcter de valor taxondémico no sélo
carece de mucho valor, sino que puede inducir
a error.

Los rudimentos seminales de Bixa tienen
peculiaridades morfoldgicas que no se ob-
servan en la mayoria de las dicotileddneas.
Ejemplo de ello son la existencia de un
embrién aparentemente nuclear y de un em-
brién con la radicula dirigida hacia la calaza.
Chopra y Kaur (1965) se refieren a la embrio-
genia de Bixa indicando que es diferente a
cualquier tipo conocido. Los proembriones
nucleares han sido observados sélo en el gé-
nero Paeonia (Yakovlev y Yoffe, 1957; Cave
et al., 1961). Este taxon es el Unico género
de otra pequefia familia de la Subclase Dille-
nidae (Cronquist, 1968; Takhtajan, 1969).

También es interesante el pequefio canal
que se localiza cerca del funiculo, en la zona
calazal del rudimento y que proporciona la
primera abertura de la zona por la que asomara
la radicula durante la germinacion.

Desde el punto de vista econémico, es im-
portante constatar que el pigmento utilizable
para fines industriales se encuentra en las capas
interiores del tegumento externo, que al secar-
se durante la dehiscencia del fruto pierde par-
te del pigmento. Se sugiere que una prictica
conveniente es la de colectar y procesar las
semillas antes de que esto ocurra.

RESUMEN

Los rudimentos seminales de Bixa orellana
L. son crasinucelados, bitégmicos y tienen el
micropilo formado por los dos tegumentos.
La posicién ovular varia durante el desarrollo.
La megaspora calazal sobreviviente forma el
gametofito monospérico. La fertilizacion es
porégama; la singamia y la triple fusion ocurren
en forma simultdnea. El proembrion es, en apa-
riencia, un cenocito masivo; mas tarde, se trans-

forma en celular. La posicién del embrién den-
tro de la semilla es inversa a la de la mayoria de

las dicotiledoneas. La germinacion se inicia a
través del canal calazal cercano al micropilo. El
tegumento externo contiene el pigmento bixi-
na.
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