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RESUMEN

Los extractos ricos en antraquinonas que se obtienen de las raices de Morinda royoc L. se utilizan en la
industria farmacéutica cubana para la produccién del suplemento dietético “PV-2”. La informacién mor-
fo-fisiol6gica de frutos y semillas es importante para estudiar la conservacién y multiplicacion de especies
nativas de interés agricola, ganadero o farmacéutico. El propdsito de este estudio fue determinar los ras-
gos funcionales de frutos y semillas de M. royoc. Se determinaron las caracteristicas morfologicas del em-
brién y la relacion embrién/endospermo. Adicionalmente, se estudiaron las caracteristicas fisiol6gicas de
las semillas a través del contenido de humedad, viabilidad y capacidad de germinacién. El fruto maduro
de M. royoc es una infrutescencia de color amarillo claro con un promedio de 26,05 semillas. Las semillas
se componen de dos secciones independientes, una cdmara de aire y una cAmara donde se encuentra el
endospermo. El embrion es espatulado, con un eje hipocétilo-radicula bien definido. El contenido de hu-
medad al momento de la cosecha fue de 15,76 %, la viabilidad fue de 73,33 % y no se observd germinacion.
Los frutos, semillas y embriones de M. royoc tienen caracteristicas representativas del género Morinda.
Nuestros resultados mostraron semillas con una viabilidad superior al 73 % sin observarse germinacién
durante un periodo de 28 dias, lo que demuestra la presencia de alguna clase de dormancia fisiologica.
Este estudio es un punto de partida para trazar futuras estrategias de conservacion, multiplicacion y esta-
blecimiento de esta especie, dada la importancia econémica y social de estas plantas.

Palabras claves: caAmara de aire, embrién, endospermo, germinacion, viabilidad.
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ABSTRACT

Anthraquinone-rich extracts obtained from the roots of Morinda royoc L. are used in the Cuban phar-
maceutical industry to produce the dietary supplement “PV-2”. Morpho-physiological information
on fruits and seeds is important for studying the conservation and multiplication of native species
of agricultural, livestock, or pharmaceutical interest. The purpose of this study was to determine the
functional traits of fruits and seeds of M. royoc. The morphological characteristics of the embryo and
the embryo/endosperm ratio were determined. Additionally, the physiological characteristics of the
seeds were studied through moisture content, viability, and germination capacity. The mature fruit of
M. royoc is a light yellow infructescence with an average of 26.05 seeds. The seeds are composed of
two independent sections, an air chamber and a chamber where the endosperm is located. The embryo
is spatulate, with a well-defined hypocotyl-radicle axis. The moisture content at harvest was 15.76 %,
viability was 73.33 %, and no germination was observed. The fruits, seeds, and embryos of M. royoc
have representative characteristics of the Morinda genus. Our results showed seeds with viability grea-
ter than 73 % with no germination observed over 28 days, demonstrating the presence of some kind of
physiological dormancy. This study is a starting point for outlining future conservation, multiplication,
and establishment strategies for this species, given the economic and social importance of these plants.

B INTRODUCCION

Morinda royoc L. es una especie de la familia Rubiaceae,
que se distribuye en América del Norte, América Central
y el Caribe y América del Sur (Greuter y Rankin 2022) y
se le conoce como raiz india, garaion o piiipiii. En Cuba
se encuentra silvestre en todo el territorio, mayoritaria-
mente en las zonas costeras (Borroto et al. 2005). Es una
especie herbacea, perenne, rizomatosa, con caracteristicas
trepadoras y los tallos aéreos pueden alcanzar una longi-
tud entre 1y 1,5 m (Davidse 2011).

Esta especie se utiliza en la medicina tradicional por sus
propiedades terapéuticas, relacionadas con la presencia
de antraquinonas como principal metabolito secundario,
principalmente en las raices de las plantas (Jiménez et al.
2011); por lo que es de gran interés para la industria far-
macéutica (Borroto et al. 2008). Los extractos etanoélicos
de sus raices se utilizan como base en la elaboracion del
complemento nutricional PV-2 con accion estimulante, re-
vitalizante y antiestrés (Scull et al. 2000). Asimismo, se
estudian extractos de esta planta para el control de plagas
y enfermedades en diferentes cultivos de interés agricola
(Cid et al. 2020).

Keywords: air chamber, embryo, endosperm, germination, viability.

Los estudios botanicos de M. royoc se han centrado princi-
palmente en la descripcion de las raices, tallos, hojas y flo-
res (Borroto et al. 2005, Cid et al. 2020, Pino et al. 2021).
Sin embargo, la informacion sobre las caracteristicas mor-
fologicas y fisiologicas de sus semillas es escasa. Se conoce
que las poblaciones de M. royoc son de origen natural y
muy limitadas (Borroto et al. 2008), hasta la actualidad
no existen estudios relacionados con la germinacion y es-
tablecimiento de la especie. Jiménez et al. (2011) también
refiere la baja viabilidad de las semillas como una limitante
para la reproduccién natural y propagaciéon comercial de la
especie. Adicionalmente, Baskin y Baskin (2014) recopila-
ron informacién de la presencia de dormancia fisioldgica,
morfolégica y morfofisiolégica en varias especies de la fa-
milia Rubiaceae, aspecto a tener en consideracion como
posible causa de la baja reproducciéon natural de M. royoc.

Los investigadores anteriores sugieren que, debido a su ha-
bitat mayoritariamente costero, no existen extensos cam-
pos de cultivo, lo que limita la disponibilidad de material
vegetal de la especie para su uso farmacéutica o agricola
(Jiménez et al. 2011). Por tanto, la explotacién indiscrimi-
nada de la especie amenaza con la reduccion o extincion de
las poblaciones naturales. Con base en estos antecedentes,
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se realiz6 la presente investigacion con el objetivo de de-
terminar las caracteristicas morfo-fisiologicas de frutos y
semillas de M. royoc como punto de partida para futuras
estrategias de conservacion, multiplicaciéon y estableci-
miento de la especie.

l MATERIALY METODOS

Recoleccion de material vegetal

Frutos fisiol6gicamente maduros (cambio de color verde
a amarillo claro) fueron recolectados en junio de 2020
a partir de 20 plantas silvestres de M. royoc que crecen
en un matorral xeromorfo costero ubicado en Turiguano,
municipio de Morén, Ciego de Avila, Cuba (22°16’ Nor-
te-78°32” Oeste). Las semillas se separaron manualmente
de los frutos completamente maduros después de cuatro
dias de la recoleccidén. Se lavaron con abundante agua y se
colocaron en una bandeja a una temperatura de 25+2°C
durante 48 horas hasta que se secaron por completo.

Morfologia de los frutos

Se tomaron al azar 20 frutos maduros para medir su lon-
gitud y grosor, con un pie de rey digital de cuatro digitos
(Stainless Hardened, Alemania). Ademaés, se determiné la
masa de los frutos con una balanza analitica de cuatro dé-
cimas (Sartorius, Alemania) y el namero de semillas por
fruto. Las caracteristicas morfologicas de los frutos se es-
tablecieron de acuerdo a lo descrito para la familia Rubia-
ceae por Bacigalupo y Novara (1996).

Morfologia de semillas y embriones

Se tomaron 50 semillas al azar para medir longitud, an-
cho y espesor con un pie de rey digital de cuatro digitos
(Stainless Hardened, Alemania) y masa con una balanza
analitica de cuatro décimas (Sartorius, Alemania). Las ca-
racteristicas morfoldgicas de las semillas se establecieron
segun lo descrito para la familia Rubiaceae por Bacigalupo
y Novara (1996).

Para determinar la morfologia y desarrollo de los embrio-
nes se tomaron 50 semillas y se cortaron longitudinalmen-
te con bisturi (SCHREIBER, N°23). Se tomaron fotografias
de los embriones y el endospermo con una cdmara Canon
(EOS 600D), y con pie de Rey digital (inoxidable endure-
cido) se midi6 la longitud del embrién y el endospermo
para calcular la relacion embrién/endospermo (E/E). La
morfologia y el desarrollo del embrién se defini6 segtn lo
descrito por Baskin y Baskin (2007).

Caracteristicas fisiolégicas de las semillas

Para conocer el contenido de humedad de las semillas
(%, masa de H,0: masa fresca), se utiliz6 el método de se-
cado en estufa (ISTA 2016). Se colocaron tres muestras de
50 semillas en un recipiente de porcelana y se pesaron en
una balanza analitica (SARTORIUS, BL 1500). Los reci-
pientes se colocaron en un horno (HS62A) a una tempera-
tura de 130°C hasta masa constante. Posteriormente, los
recipientes se colocaron en un desecador con gel de silice y
se dejaron enfriar durante 45 minutos. A continuacion, las
muestras se pesaron nuevamente y se calculd el contenido
de humedad de las semillas (CHS) utilizando la siguiente
formula:

(masa fresca - masa seca)

CHS = x 100

masa fresca

Donde: CHS (Contenido de humedad de las semillas, %),
masa fresca (masa de las semillas antes de colocarlas en
el horno, g) y masa seca (masa de las semillas después de
secarse en el horno, g).

Para evaluar la viabilidad se tomaron 100 semillas de M.
royoc y se realizd una prueba para estimar la viabilidad
utilizando una solucién al 1 % (v: v) de cloruro de 2, 3,
5 trifenil-2H-tetrazolio (TTZ) como se describe por Altare
et al. (2006). Las semillas se clasificaron segiin su colora-
cion en: 1) viables, cuando estaban totalmente tefiidas de
rojo intenso o su coloracién era rojo claro o con secciones
incoloras y, 2) no viables, cuando permanecian incoloras
(Maldonado-Peralta et al. 2016).

Para la capacidad de germinacién, se colocaron cuatro
muestras de 25 semillas en una placa de Petri con papel
filtro previamente humedecido con 5 mL de agua desti-
lada. Las placas de Petri se colocaron en una camara de
germinacion (Modelo, serie RTOP-D) durante 28 dias a
30°C, 80 % de humedad relativa y un fotoperiodo de ca-
torce horas luz / diez horas oscuridad, bajo tubos de luz
fluorescente con flujo de fotones fotosintéticos (FFF) de 50
pmol m-2 s-1 (Baskin y Baskin 2014).

Analisis estadistico

Todos los datos se analizaron utilizando el Paquete Esta-
distico para Ciencias Sociales (Versiéon 23.0 para Windows,
SPSS Inc., Nueva York, NY). La normalidad de los datos se
comprob6 mediante la prueba de Shapiro-Wilk y se expre-
saron como la media de los valores independientes obteni-
dos en cada determinacion + el error estandar (EE).



| RESULTADOS

Morfologia de los frutos

El fruto de M. royoc es carnoso, de tipo sincarpico, que en
realidad es una infrutescencia donde los frutos se han fu-
sionado y forman una estructura compacta; externamente
amarillo claro en madurez fisiolégica (Fig. 1a), mientras
que internamente es blanquecino (Fig. 1b). Después de
cuatro dias de recoleccion, los frutos adquieren un color
crema claro (Fig. 1c), pierden consistencia y desprenden
un olor caracteristico y penetrante. Externamente se apre-
cian multiples brécteas florales rudimentarias (bfr) con
sus respectivas cicatrices dejadas por el tubo de la corola y
el estilo (denominadas ojos florales, of). Los frutos tienen
una longitud de 1,612 + 0,104 cm y un diametro de 1,392 +
0,036 cm en promedio, con una masa de 4,585 + 0,401 gy
un promedio de 26,05 + 2,15 semillas por fruto.

Morfologia de semillas y embriones

Las semillas de M. royoc se pueden clasificar en oblongo-
triangulares, ovoides a obovoides o reniformes, compues-
tas internamente de dos secciones independientes, en un
lado por una camara de aire (ca) y en el extremo opuesto
una camara (ce) donde se encuentra el endospermo (en)
(Fig. 2). La cubierta dela semilla (cs) es de apariencia rugosa,
dura y opaca, presenta un color crema claro (Figs. 2a, b). La
camara de aire es ligeramente redondeada y esta recubier-
ta interiormente por una capa brillante a modo de “celo-
fan” (Figs. 2¢, d). La regi6n del micropilo (rm) no esté bien
definida; este ultimo se encuentra en el extremo opuesto
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a la camara de aire, donde se produce la protrusiéon de la
radicula (Fig. 2d). La longitud promedio de la semilla es de
5,255+0,105 mm, con un ancho de 3,368+0,064 mm y un
espesor de 2,33+0,059 mm y la masa de 1000 semillas fue
de 8,143+0,165 g.

El embridén esti protegido por un endospermo gris (en)
(Fig. 3a) y en su conjunto ocupa mas de la mitad de la lon-
gitud de la semilla. El embrion de la semilla de M. royoc
es del tipo espatulado, recto (aunque a veces tiene forma
de boomerang), de color blanquecino-translicido, con una
region hipocotilo-radicula bien definido (hr-rr), y con coti-
ledones (co) opuestos en forma de espatula (Figs. 3a, b). El
endospermo tiene una extensioén al final del eje de la raiz
como una membrana adherida (ma) (Fig. 3a), que ocupa el
espacio entre el micrépilo y el embrién dentro de la vaina.
La longitud media del endospermo es de 3,98+0,06 mm,
mientras que la del embrién es de 3,13+0,03 mm y la rela-
cion embrion/endospermo es de 78,94+1,46 %.

Caracteristicas fisiologicas de las semillas

El contenido de humedad de las semillas de M. royoc al
momento de la cosecha fue de 15,76+0,61 %. La viabili-
dad de las semillas recién cosechadas fue de 73,33+4,41 %,
mostré una coloracién rosada intensa en el embrién viable
(Fig. 4a), mientras que los embriones no viables mantu-
vieron su color inicial con tendencia a la opacidad (Fig. 4b).
Durante 28 dias de evaluacion no se observo germinacion de
semillas, mostrando un porcentaje final de 0,00+0,00 %, no
obstante, la totalidad de las semillas permanecieron viables
al final del experimento.

Figura 1. Morfologia externa
(@) e interna (b, ¢) del fruto de
Morinda royoc L.. Ojos florales
(of), bractea floral rudimentaria
(bfr) y semillas (s). La barra ver-
tical representa 1 cm.
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l DISCUSION

Las caracteristicas morfologicas observadas en los frutos
y semillas de M. royoc corresponden a las descripciones
realizadas por Bacigalupo y Novara (1996) para la familia
Rubiaceae. En este sentido, se observaron caracteristicas
morfologicas similares a los frutos de la especie Morinda
citrifolia L. que se encuentra ampliamente distribuida en
varias regiones del mundo (Waki et al. 2007, Paula et al.
2016) incluyendo Cuba (Salomén Izquierdo et al. 2009,
Sanchez Rodriguez et al. 2012). Numerosos estudios mor-
folbgicos sobre esta especie estan referenciados en la lite-
ratura (Mathivanan et al. 2005, Ponnaiyan y Vezhavendan
2005, Singh et al. 2006).

Como lo describe Nelson (2005), la dispersion de las se-
millas de M. citrifolia ocurre, probablemente, por el agua.

Figura 2. Morfologia externa (a, b) e in-
terna (c, d) de semilla de Morinda royoc L.
Camara de aire (ca), camara de endos-
permo (ce), endospermo (en), testa (te)
y region micropilar (rm). La barra vertical
representa 1 mm.

Esto se basa en la estructura de la cAmara de aire revestida
en su interior por la capa brillante (“celofan”) que puede
tener un caricter hidrofobico y hacer que la semilla flote
(Ponnaiyan y Vezhavendan 2005). Similar a lo descrito
para M. citrifolia, las semillas de M. royoc pueden tener
su forma natural de dispersion a través del agua, ya que
ambas semillas tienen caracteristicas morfologicas simila-
res. Sin embargo, se requieren estudios para determinar
la impermeabilidad de la cAmara de aire presente en las

semillas de M. royoc.

El tipo de embrion observado en las semillas de M. royoc
es consistente con los tipos de embriones descritos en esta
familia segiin Nelson (2005) y Pietrobom y Paoli (2010).
El embrion espatulado se inserta en la divisiéon axial se-
gln la clasificacion descrita por Martin (1946) y se descri-
be morfologicamente como erecto; cotiledones variables,



delgados a gruesos y ligeramente expandidos a anchos.
Adicionalmente, resulta un embrién completamente desa-
rrollado al momento de la dispersion del fruto (relacion
endospermo/embrion, 78,94 %), por tanto, no existe dor-
mancia morfologica o morfofisiologica en esta especie, que
si se ha informado para la familia Rubiaceae (Baskin y
Baskin, 2014; Sanchez et al., 2019).

El contenido de humedad observado en las semillas al mo-
mento de la cosecha (15,76 %) se encuentra en el rango
donde puede ser de tipo ortodoxa, aunque también pue-
den comportarse como intermedia segin lo descrito por
Pelissari et al. (2018). Por lo tanto, se requieren més estu-
dios relacionados con la sensibilidad a la deshidratacion y
conservacion para clasificar con exactitud las semillas de
M. royoc.

Adicionalmente, la viabilidad de las semillas super?6 el 73 %,
pero no se observd germinacion en los 28 dias evaluados,
lo que sugiere que existe alguna clase de dormancia que
adn no se ha definido para esta especie. Para la familia Ru-
biaceae, se reportan varias especies con semillas dorman-
tes (Oryem-Origa 1999, Santana-Buzzy et al. 2002, Da
Silva et al. 2004). Relacionado con esto, Baskin y Baskin
(2014) sugieren profundizar en futuras investigaciones re-
lacionadas con las clases de dormancia existentes en esta
familia. Se ha observado dormancia morfologica (embrio-
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nes subdesarrollados) en Coffea arabica L. (De Farias et
al. 2015) y Psychotria griffithii Hook.f. (Athugala et al.
2016), dos especies de la familia Rubiaceae.

Estudios realizados en semillas de Psychotria leiocarpa
Cham. & Schltdl. (Henriques et al. 2004) y P. hoffmanse-
giana Mull. Arg. (Aratjo y Cardoso 2007), dos especies de
la familia Rubiaceae, mostraron que la germinaci6n inicia
aproximadamente 90 dias después de la dispersion de los
frutos. Esto demuestra la presencia de dormancia en las
semillas de estas dos especies, presumiblemente similar a
lo que sucede en las semillas de M. royoc.

En este sentido, se han estudiado las especies M. lucida
Benth y M. citrifolia, pero sin profundizar en la clase de
dormancia (Ajongbolo et al. 2018, Afolabi et al. 2020). La
informacién existente hace referencia al caracter dorman-
te de las semillas como una limitante para su comerciali-
zacion, al afectar los métodos convencionales de propaga-
ci6én masiva como una alternativa eficiente para la multi-
plicacién y propagacion de la especie, dada la importancia
econdmica de estas plantas por los efectos farmacologicos
y aplicacion industrial de sus productos naturales. Por
tanto, resulta importante conocer la clase de dormancia y
la forma de superarla para obtener una germinacion rapi-
da y homogénea de las semillas.

Figura 3. Morfologia de embrion
y endospermo (a) y embrién (b)
de Morinda royoc L. Cotiledones
(co), embrion (em), endospermo
(en), membrana adherida (ma),
region del hipocotilo (rh) y regién
de la radicula (rr). La barra vertical
representa 1 mm.
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Dado que las semillas juegan un papel importante en la
persistencia de las poblaciones de plantas (Vazquez-
Yanes y Orozco-Segovia 1993), asi como en la restauracion
y regeneracion de ecosistemas (Baskin y Baskin 2005), la
informacion sobre la sensibilidad de las semillas a la des-
hidratacion, la germinacion, la dormancia y el compor-
tamiento durante el almacenamiento son esenciales para
obtener plantulas vigorosas. Por lo tanto, estudios adicio-
nales sobre las semillas de M. royoc son esenciales para
delinear estrategias en la conservaciéon y multiplicacion de
la especie.

| CONCLUSIONES

Los frutos, semillas y embriones de Morinda royoc L. tie-
nen caracteristicas representativas del género Morinda.
Nuestros resultados mostraron semillas con una viabilidad
superior al 73 % sin observarse germinacién durante un
periodo de 28 dias, lo que demuestra la presencia de algu-
na clase de dormancia fisiologica.

Figura 4. Embrion de Mo-
rinda royoc L. viable (a) y no
viable (b). Cotiledones (co),
region del hipocotilo (rh)
y region de la radicula (rr).
La barra vertical representa
1 mm.
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