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RESUMEN

A pesar de que la tasa de deforestacion de los bosques tropicales secos en
México es alta, muy pocas especies nativas se propagan en viveros locales, lo que limita
su restauracion. Muchas especies de Bursera son elementos dominantes de estos
bosques, pero su propagacion es dificil por la germinacién reducida de las semillas. En
este trabajo se evalla la germinacién de semillas de seis especies de Bursera (B. bicolor,
B. bipinnata, B. copallifera, B. fagaroides, B. glabrifolia y B. grandifolia) del noroeste de
Morelos, México. En un primer ensayo se encontré una alta proporcion de semillas vanas
en B. bipinnata, B. fagaroides y B. grandifolia. La germinacién fue mayor con temperatura
fluctuante que con temperatura constante. La germinacion de semillas almacenadas de
estas tres especies durante seis meses a temperatura ambiente y en refrigeracion (5°C)
no difirio significativamente y fue del 30 al 60% en B. bicolor, B. copallifera y B. glabrifolia.
Una solucién de 6-benzilaminopurina (150 ppm) aument6 la germinacién de una de las
tres especies (B. copallifera). En campo, las semillas de B. bicolor y B. copallifera
presentaron porcentajes de germinacion similares a los registrados a temperatura

fluctuante.

ABSTRACT

Although the deforestation rate of the dry tropical forests in México is high, very few
native species are propagated in local nurseries, which limits their restoration. Many
Bursera species are dominant elements of these forests, but their propagation is difficult
because of the reduced germination of their seeds. In this work an evaluation is made of
seed germination of six species of Bursera (B. bicolor, B. bipinnata, B. copallifera, B.
fagaroides, B. glabrifolia and B. grandifolia) of the northwestern region of Morelos, México.
In a first assay, a high proportion of empty seeds was found in B. bipinnata, B. fagaroides
and B. grandifolia. Germination was higher with fluctuating temperature rather than with
constant temperature. The germination of stored seeds of these three species during six
months at room temperature and in refrigeration (5°C) did not differ significantly and was
from 30 to 60% in B. bicolor, B. copallifera and B. glabrifolia. A solution of benzyladenine
(150 ppm) increased germination of one of the three species (B. copallifera). In the field,
the seeds of B. bicolor and B. copallifera presented germination percentages similar to

those registered at fluctuating temperature.



INTRODUCCION

La selva baja caducifolia (Miranda y Hernandez-X, 1963; Medrano, 2004) o bosque
tropical caducifolio (Rzedowski, 1978) es un tipo de vegetacién tropical que se caracteriza
por tener un dosel relativamente bajo (altura promedio entre 7 y 12 m) y porque la gran
mayoria de las especies que lo constituyen pierden las hojas durante la temporada seca
(Rzedowski, 1981; Trejo, 1999). Los arboles presentan a menudo ramificacion basal y
tienen copas extendidas, de formas convexas a planas, cuyo ancho puede ser igual o
mayor a su altura. Las cortezas son de distintos colores y texturas; las brillantes y
exfoliativas son comunes. La altura del estrato arbustivo varia de 3 a 6 m, y es denso
donde el dosel no lo es (Rzedowski, 1981). Por su parte, el estrato herbaceo es poco
conspicuo, esta constituido en su mayor parte por plantas anuales (Challenger, 1998). Las
cactaceas columnares y candelabriformes suelen ser parte importante de la fisonomia de
esta vegetacion. Las familias mas representadas, por su numero de especies, son:

Leguminosae, Euphorbiaceae, Cactaceae, Compositae y Burseraceae (Trejo, 1998).

Este tipo de vegetacion se desarrolla entre 0 y 1900 msnm (Rzedowski, 1981), y
se presenta en climas cuya temperatura media anual va de 18 a 28°C (Cervantes et al.,
2001), y con una precipitacion anual muy variable, de entre 300 y 1800 mm (Rzedowski,
1981), aunque mas comunmente entre 700 y 1200 mm (Trejo, 1999). La precipitacion se
concentra en un periodo lluvioso y el periodo seco, de entre seis y ocho meses, es muy
definido. Los principales tipos climaticos en que se presenta son calido subhiimedo, con
diferentes grados de humedad (Aw,, Aw; Yy Aw,), semicalido subhimedo (A(C)w, vy
(A)Cwp) y semiarido (BS; y BS:h’) (Rzedowski, 1981; Trejo, 1998; 1999). Sin embargo, el
clima mas tipico es el célido subhimedo (el mas seco de los subhimedos) con régimen

de lluvias en verano y con oscilacion térmica anual extremosa (Awg (W) (e)) (Trejo, 1999).

La selva baja caducifolia (SBC) es el tipo de vegetacion tropical con mayor
extension en México; su distribucion abarca gran parte de la vertiente del Pacifico (desde
el sur de Sonora hasta Chiapas, con interrupciones en las porciones mas humedas de
Nayarit y Oaxaca (Trejo, 2005), la cuenca del rio Balsas, parte del Valle de Tehuacan —
Cuicatlan, el Bajio, el Altiplano Central, el Itsmo de Tehuantepec y Baja California Sur
(Rzedowski, 1981; Cervantes et al., 2001). Generalmente se encuentra sobre laderas con

pendientes de moderadas a fuertes, y se asienta sobre una amplia variedad de



formaciones geoldgicas y litoldgicas, dando lugar a suelos muy someros y/o poco
desarrollados con frecuentes afloramientos de rocas (Trejo, 1996; 1999; 2005). Los suelos
generalmente se caracterizan por tener texturas migajon arcillosas y arcillo arenosas, un
pH neutro, un contenido de materia organica y un porcentaje de saturacién de bases de
moderado a alto, asi como con una alta capacidad de intercambio cationico (CIC). Entre
los varios tipos de suelos sobre los que se asienta la SBC se incluyen los siguientes:

Regosol, Leptosol, Feozem, Cambisol, Rendzina, Vertisol y Luvisol (Trejo, 1998).

Alrededor del 60% de las especies que constituyen la SBC se encuentran
solamente en México, y en este tipo de vegetacién se encuentra el 20% del total de
especies de la flora mexicana (Rzedowski, 1991). Por ello, se considera que las selvas
bajas tienen una alta diversidad (Trejo y Dirzo, 2000); en particular presentan una alta
tasa de recambio de especies (diversidad B3; Trejo, 2005), lo que tiene consecuencias
importantes para su conservacion. Tiene ademdas una gran importancia etnobotanica,

siendo ademas un reservorio importante de carbono vegetal (Trejo y Dirzo, 2000).

La extension cubierta por la SBC corresponde al 60% del total ocupado por
comunidades vegetales tropicales de México (Trejo y Dirzo 2000). Se ha estimado que
abarca entre el 5.9% y el 8.2% de la superficie del pais (SFFS, 1994; Trejo, 1999), pero
un estudio mas reciente reportd que soélo en el 7.5% se presenta este tipo de vegetacion,
aunque en muchas areas boscosas no se mantiene la composicion floristica y la

diversidad original de los bosques (Trejo 2005).

Se ha estimado que a nivel mundial la tasa de deforestacion de los bosques
tropicales secos es muy similar a la de las selvas humedas (Trejo, 2005). En México, la
selva baja (al igual que el resto de los bosques tropicales) presenta severos problemas de
pérdida de superficie, cuya causa principal es el cambio de uso de suelo debido a la
ampliacion de la frontera agropecuaria y los asentamientos humanos. El deterioro de los
bosques remantes se debe sobre todo a la ganaderia libre y a la extraccién inmoderada
de lefia y otros productos. En el estado de Morelos se ha estimado que de los 2, 843 Km?
que presentaban este tipo de vegetacion en 1973 (57.3% de la superficie forestal estatal),
en 1989 solo permanecian 1, 095 Km? (22.1%), lo que implica que la tasa anual de
deforestacion en ese periodo fue de 1.4%, equivalente a una pérdida anual de 17.9 Km?

(Trejo, 1999; Trejo y Dirzo, 2000). De mantenerse dicha tasa de deforestacion, se corre el



riesgo de perder no sélo las especies constitutivas de este tipo de vegetacion y alterar su
diversidad (B), sino perder los mdultiples servicios ecosistémicos que brindan estos

bosques.

A pesar de su importancia, la SBC es uno de los tipos de vegetacion menos
conocido de nuestro pais y se encuentra escasamente protegido, ya que hasta hace
pocos afios solamente el 0.06% de la superficie total del territorio nacional contaba con
areas protegidas con selvas bajas caducifolias (150, 000 ha; Ordéfez y Flores, 1995).
Recientemente se decretd una nueva area natural protegida en el estado de Michoacan,
la reserva de la biosfera Zicuiran-Infiernillo, con ~265, 000 ha, 85% de las cuales

corresponden a selva baja, con lo que esta cifra se ha incrementado.

Debido al grado de deterioro que presentan muchas SBC de México, grandes
areas cubiertas por este tipo de vegetacidon se han convertido en zonas degradadas o
bosques con distintos niveles de perturbacién, por lo que resulta imperativo emprender
programas de restauracion ecoldgica, con la finalidad de detener la progresiva pérdida de
especies y recuperar los servicios ecosistémicos en las zonas degradadas. Sin embargo,
para lograr su restauracion es necesario incrementar el conocimiento biolégico y
ecoldgico de las principales especies que conforman estas comunidades vegetales, en las
gue dominan los géneros Acacia, Lysiloma, Leucaena, Mimosa, Eysenhardtia, Conzattia,
Diphysa, Havardia, Piscidia, Pithecellobium, Prosopis, Euphorbia, Sapium,
Lemaireocereus, Neobuxbamia, Pachycereus, Cephalocereus, Agave,
Pseudosmodingium, Amphipterygium, Cyrtocarpa, Plumeria, Hauya, Ipomea, Guazuma,
Ceiba y Bursera (Rzedowski, J. 1978; Cervantes et al. 2001).

De este modo, se emprendid el presente estudio que busca ampliar el
conocimiento sobre la propagacion de algunas especies del género Bursera a partir de
semillas. El tema cobra especial relevancia debido a que no existen trabajos previos
publicados sobre la germinacion de semillas de Bursera, y sélo se dispone de datos
dispersos sobre la germinacion de unas cuantas especies. Recientemente se han
realizado algunos estudios de propagacion de varias especies del género a partir de
estacas (Bonfil et al., 2007; Castellanos, 2009).



Los trabajos que incluyen resultados relacionados con la germinacion de algunas
especies de Bursera son escasos y se enfocan en un nimero limitado de especies, sobre
todo en aquéllas de mayor interés y explotacion debido a su uso artesanal (como B.
glabrifolia); ademas, se encuentran dispersos o abordan solo parcialmente la germinacion,
por estar orientados a otros fines (Ray y Brown, 1994, 1995; Andrés-Hernandez y
Espinosa-Organista, 2002; Montes, 2006; Hernandez-Apolinar et al., 2006). Solo un
trabajo, poco conocido, explora la respuesta de una especie (B. penicillata) a diferentes
tratamientos pre-germinativos (Nargaraja y Farooqi, 1989). En ellos se muestran
diferencias notables con respecto a los porcentajes de germinacion obtenidos en las
diferentes especies, pero en general coinciden en que es frecuente encontrar un bajo

porcentaje de germinacion.

De lo anterior se desprende la necesidad de ampliar el conocimiento sobre los
requerimientos ambientales y fisiolégicos de las semillas de diferentes especies del
género Bursera para su germinacion. Esto permitird ampliar el acervo de especies
disponibles para programas de reforestacion y restauracion de selvas bajas caducifolias

en muchas regiones del pais.

En particular, el presente estudio tiene como finalidad analizar la respuesta
germinativa de seis especies del género Bursera (comunes en el norponiente del estado
de Morelos) bajo diferentes tratamientos. Este trabajo se inscribe en un programa de
investigacion mas amplio, cuyo objetivo es la restauracion ecolégica de terrenos
perturbados, antes cubiertos por selva baja caducifolia, en el norponiente de Morelos
(Bonfil et al., 2004; Garcia 2008). Dicho proyecto pretende, entre otros objetivos,
reintroducir varias especies de Bursera, ya que son elementos caracteristicos de los
parches de vegetacion remanentes bien conservados o0 de estados sucesionales
avanzados. Por ello, este trabajo pretende ser una contribucion importante al
conocimiento sobre la propagacion de dichas especies y a la restauracion de las selvas
bajas de Morelos y de otros estados del pais, en los cuales se presenten las especies de

estudio.



OBJETIVOS

General

Conocer la respuesta germinativa de seis especies del género Bursera (Bursera
bicolor, B. bipinnata, B. copallifera, B. fagaroides, B. glabrifolia y B. grandifolia) en
condiciones controladas y en condiciones naturales, con la finalidad de aportar
elementos para su reintroduccion en sitios perturbados de la selva baja caducifolia del

norponiente del estado de Morelos.

Particulares

Evaluar, bajo condiciones controladas, el efecto de dos temperaturas y dos

tratamientos pre-germinativos en la germinacion de semillas recién colectadas.

Comparar, en condiciones controladas, la germinacion de semillas de tres especies
almacenadas durante 170 dias a temperatura ambiente y en refrigeracion (5°C), y

sometidas a dos tratamientos pre-germinativos.

Evaluar y comparar la germinacién de semillas de tres especies en condiciones de

campo, sembrandolas en dos sitios: SBC conservada y SBC perturbada.

Evaluar el efecto del de la bacteria Azospirillum brasilense en la germinacién en

campo.



MARCO TEORICO

La reproduccién es una caracteristica fundamental de todos los seres vivos, por la
que se asegura la subsistencia de las especies. En las plantas la reproduccién puede ser
de dos tipos: asexual y sexual. En la primera, ciertas partes o estructuras (propagulos
vegetativos) que se desprenden de la planta original pueden generar subsecuentemente
una nueva planta, manteniéndose con vida la planta de origen; mientras que en la
segunda se produce un nuevo individuo por la fusion del gameto masculino con el
femenino. A diferencia de la reproduccion asexual, en este tipo de reproduccién el nuevo
individuo es genéticamente diferente a su antecesor debido al entrecruzamiento del

material genético los gametos (Bold, 1961; Cronquist, 1971; Don, 2006).

Reproduccion en angiospermas

En las angiospermas, la reproduccion sexual comienza con la maduracion del
microgametofito y del megagametofito (saco embrionario) a través de una serie de
divisiones meidticas y mitéticas. Una vez maduros, el microgametofito se compone de la
célula del tubo polinico y de dos gametos masculinos (derivadas de la célula generativa) y
el megagametofito esta compuesto de dos células sinérgicas al lado de la célula huevo
(cerca del micrépilo), de la célula central (con dos nucleos polares) y las tres células
antipodas hacia la region de Chalaza (Bold, 1961, Cronquist, 1971; Raven et al., 1999).
Durante la polinizacion, los dos gametos masculinos son transportados a través del tubo
polinico hasta saco embrionario, donde uno de ellos se une a la célula central formando el
nacleo endospérmico primario (3n) y el otro gameto masculino se une a la célula huevo
dando origen la zigoto (2n). En el desarrollo posterior, el nicleo endospérmico primario se
convertird en el endospermo y el zigoto se desarrollard en el futuro embrion, y las otras
estructuras que rodean al 6vulo ya fertilizado como los integumentos, daran origen a las
cubiertas seminales, y la pared del ovario al fruto o pericarpo (exocarpo, mesocarpo y
endocarpo) (Cronquist, 1971; Raven et al., 1999).

Todo este proceso que lleva a la formacion de semillas, juega un papel importante
en mantener la variacion genética de las especies, al permitir la recombinacion y ser un

medio de dispersion, asi como ser un mecanismo de multiplicacion y de supervivencia



(Bradbeer, 1988; Raven et al., 1999). En el caso del género Bursera, se sabe poco sobre
la floracion y desarrollo de frutos (Ramos-Ordofies et al., 2008) asi como sobre los

diversos aspectos relacionados con la germinacion de las semillas.

La germinacion de las semillas

La germinacion se define como el proceso que comienza con la imbibicién de agua
por la semilla —que dispara una secuencia de eventos moleculares y celulares que hacen
visible el crecimiento del embrion (Bradbeer, 1988)- y que culmina con la salida del eje
embrionario, usualmente la radicula (Baskin y Baskin, 1998). Se registra como
germinacion la emergencia de la radicula a través de las cubiertas seminales, como el

tegmen y la testa (Besnier, 1988).

La germinacién es un proceso en donde se llevan acabo una serie de eventos que
comienzan con la toma de agua por embridon desecado. Dicha toma de agua depende del
potencial hidrico (W) del ambiente y de la semilla, donde habra un flujo de agua por
difusion de la zona mas humeda a la menos humeda (Bewley y Black, 1994). En
condiciones Optimas, la toma de agua por la semilla es trifasica (Bewley y Black, 1994;
Don, 2006):

Fase | o imbibicién. Debido a la diferencia en los potenciales hidricos de la semilla
y el ambiente, la semilla toma agua de éste, ya sea latente o no, viable o no, pero lo hace
de modo diferencial, pues mientras el embridbn se embebe rapidamente, las testa de la
semilla lo hace mas lentamente, de modo que inicialmente existen zonas himedas de la
semilla mientras que otras permanecen secas. Lo que ocasiona que la semilla se hinche
continuamente hasta que la humedad alcance los tejidos secos. Esta situacion permite la
activacion de metabolismo y aumenta la presion interna de la semilla. Una vez que la

toma de agua se mantiene constante se inicia la segunda fase.

Fase Il o Lag. En ella, la toma de agua ya no juega el papel preponderante, y el
potencial hidrico de la semilla esta casi en balance entre el potencial osmético y el
componente métrico. Durante esta fase se llevan a cabo los eventos metabdlicos que
preparan la emergencia de la radicula a través de las cubiertas seminales. Las semillas

latentes son metabdlicamente activas en esta fase.



Fase Il o fase de elongacion. En ella el potencial osmoético disminuye por la

hidrodlisis de las sustancias de reserva, lo que hace que entre mas agua por difusion.

Fase | Fase Il

Fase lll

Toma de agua (Peso fresco)

Tiempo —»

(Bewley y Black, 1994)

Los eventos metabdlicos que se registran en las tres fases Il y Il son:

a)
b)
c)
d)

Desaminacion de aminoacidos

Utilizacion de los amino&cidos en la glicélisis

Oxidacion de los nucleétidos de pirimidina para formar ATP

Asimilacion de los aminoacidos para la elongacion celular. Este paso es
inducido por las auxinas.

Hidrdlisis de los polimeros de los tejidos nutritivos por induccion de las
giberelinas.

Traslocacion de los monomeros de los tejidos nutritivos al eje embrionario. A
partir de este punto la respiracion comienza a ser aerobia en lugar de seguir
como anaerobia.

Aumenta la actividad del ciclo de Krebs

Incrementa la transcripcion del ADN en el embridn

Se sintetizan nuevas proteinas en el embrion

Se replica el ADN y hay division celular en el embrién por induccién de las
citocininas

Incrementa la respiracion y la sintesis de proteinas en el embrion y finalmente

se inicia el crecimiento visible de la radicula (Camacho, 1987).



Una vez que la radicula ha emergido, la posicion de la semilla puede variar
dependiendo de si la germinacion es hipégea o epigea. En la primera hay un réapido
desarrollo y elongacién de la plumula y los cotiledones permanecen bajo la superficie del
suelo adheridos a la plantula (hasta agotar las sustancias de reserva), y en la
germinacion epigea, el hipocaétilo se elonga rapidamente (en forma de arco) hasta que su
crecimiento saca del suelo a los cotiledones, quienes comunmente portan adn la testa,
que después de algunos dias se desprende y los deja ver ya convertidos en hojas
cotiledonares (que son fotosintéticas). (Patifio et al., 1983; Baskin y Baskin, 1998; Smith et
al., 2002). El tipo de germinacién suele ser constante en cada género (Patifio et al., 1983),
y tiene relacién con la cantidad de sustancias de reserva almacenadas en los cotiledones,
pues en las semillas no-endospérmicas de germinacién hipégea los cotiledones tienen
una mayor cantidad de sustancias de reserva en comparacion con las semillas no-
endospérmicas de germinacion epigea (Bewley y Black, 1994). Esta diferencia en la
cantidad de sustancias de reserva y en el uso de hojas cotiledonares como fuente de
energia es importante en el desarrollo y supervivencia del embrion y la plantula (Hartman,

1997), en condiciones ambientales adversas.

Latencia

Como ya se menciond, la germinacion de una semilla depende de una serie de
factores intrinsecos y extrinsecos, tales como la disponibilidad de agua, de oxigeno, y la
ausencia de sustancias inhibidoras de la germinacion, asimismo la temperatura, la

cantidad y la calidad de luz que recibe la semilla deben ser adecuadas (Ramirez, 2003).

En muchos casos, aun estando presentes estas condiciones, la semilla no logra
germinar. Se dice entonces que se trata de una semilla latente (Bewley y Black, 1994), un
estado diferente al de una semilla que se encuentra en un estado de reposo metabdlico
debido a condiciones ambientales adversas (que se rompe con la entrada del agua), a la

cual se denomina quiescente (Bewley y Black, 1994; Vazquez-Yarfiez et al., 1997).

La latencia se ha definido como un periodo de interrupcion en el desarrollo que
implica una disminucién en el metabolismo debido a un bloqueo quimico, metabdlico o
estructural que impide la germinaciéon aun cuando las condiciones ambientales presentes

sean favorables (Bewley y Black, 1994; Vleeshouwers et al., 1995; Vazquez-Yafiez et al.,



1997). Han surgido distintas clasificaciones de latencia, siendo las siguientes las mas

utilizadas:

0 Harper (1977) describio la latencia dependiendo de su origen:

a) Latencia innata o primaria: en este caso es una condicion inherente al
embrion, asociada con su falta de madurez.

b) Latencia inducida o secundaria: se presenta en una semilla madura que
después de desprenderse de la planta adquiere una condicion latente por
la presencia de un factor desfavorable para la germinacién, después de
lo cual, aunque dicho factor sea eliminado, permanece sin germinar.

C) Latencia impuesta o forzada: es regulada por condiciones ambientales
tales como la luz, la temperatura y la humedad que impiden la
germinacion, pero una vez eliminadas sus formas limitantes, la semilla

puede germinar.

Sin embargo, de acuerdo con las definiciones anteriores, el tercer caso no
corresponde a una latencia verdadera, ya que describe la situacion en que una semilla se

encuentra quiescente.

0 Bewley y Black (1994) distinguen dos tipos basicos de latencia, relacionada con

propiedades intrinsecas de la semilla:

1) Latencia embrionaria. Esta dada por un bloqueo profundo en la germinacion de
la semilla, que involucra inhibidores quimicos producidos en los cotiledones o
el eje embrionario. Una vez que éstos son removidos, se lleva a cabo la
germinacion.

2) Latencia impuesta por los tegumentos de la semilla. En ella los tejidos que
envuelven al embrion (testa, endospermo, pericarpio u 6érgano extrafloral)
impiden la germinacién, ya sea por que interfieren con la entrada del agua o el
intercambio de gases, por ofrecer una resistencia mecdanica, impedir la salida

de inhibidores o ser una fuente de suministro de éstos.



o Baskin y Baskin (2004) elaboraron una nueva clasificacion -basada en la

permeabilidad al agua, la morfologia del embrion y en las respuestas fisiolégicas

de las semillas a la temperatura o a los gradientes de temperatura- que pretende

unificar los conceptos anteriores (sin incluir a aquellas semillas con un embrién no

diferenciado) y que divide al proceso de latencia en cinco tipos:

1)

2)

3)

4)

5)

Latencia fisiologica (PD, por sus siglas en inglés: physiological dormancy):
En ella las semillas reaccionan a diferentes factores, tales como la
temperatura (o sus gradientes), a la presencia de determinado tipo de luz (a
través de sus fitocromos Pfr o Pr) y a las hormonas reguladoras del

crecimiento.

Latencia morfolégica (MD, morphological dormancy): Las semillas
presentan un embrién poco desarrollado (pequefio, para el tamafio
promedio de la especie) e indiferenciado, y lo Unico que generalmente

necesitan es tiempo para completar el desarrollo del embrién.

Latencia morfofisiolégica (MPD, morphophysiological dormancy): Las
diasporas presentan tanto un bajo desarrollo y diferenciacion del embrion
asi como latencia fisiolégica, por lo que suele tomar un periodo de tiempo

mayor para finalizar en comparacion con las otras.

Latencia fisica (PY, physical dormancy): En ella, la restriccion al acceso del
agua hacia el embrion es la principal limitante del proceso de germinacion,
y depende en gran medida del origen del parénquima de empalizada que

forma las capas impermeables que rodean al embrion.

Latencia combinada (PY + PD): Aqui se considera solamente el caso de la
latencia fisica en conjuncién con la fisiol6gica en su nivel no profundo; en
ella las cubiertas de las semillas o fruto son impermeables y el embrion se

encuentra en un estado fisiologicamente latente.

En la clasificacion de Baskin y Baskin, se encontré por medio de un analisis

filogenético, que tanto la latencia morfolégica (MD) como la morfofisiolégica (MPD) son



basales en las angiospermas, y que la latencia fisiolégica (PD), la fisica (PY) y la
combinada (PY + PD) se derivaron posteriormente, siendo las dos Ultimas las de
distribucion mas restringida entre las angiospermas, y se encuentran ausentes en las
gimnospermas. Consideran también a la latencia fisiologica la mas avanzada
evolutivamente, y se presenta en clados cercanos filogenéticamente entre las

angiospermas.

Desde que se inici6 el estudio de la latencia se ha considerado que representa un
mecanismo de optimizacion en la distribucién de la germinacion a lo largo del tiempo y del
espacio, por lo que juega un papel ecolégico importante al evitar que las semillas
germinen rapidamente bajo condiciones que no son favorables para el establecimiento de
las plantulas (Bradbeer, 1988). En el caso de las semillas de especies arbdreas tropicales,
la latencia evita la germinacion inmediatamente después de su maduracion y dispersion,
que generalmente se produce durante la temporada seca y cdlida, hasta la llegada de la

temporada de lluvias (Smith et al., 2002).

Algunos autores relacionan los tipos de latencia con tratamientos para eliminarla,
por ejemplo, para la latencia fisiolégica (causada por un bajo potencial del crecimiento del
embrion, quien no puede sobreponerse a la fuerza de constriccion mecéanica de las
cubiertas seminales) se sugiere el uso de la escarificacion mecanica, ciclos de remojo /
secado, estratificacion fria, estratificacion calida, o su combinacion, congelamiento y
hormonas vegetales. En el caso de la latencia morfolégica se recomienda el
almacenamiento en seco a temperatura ambiente, estratificacion calida y hormonas
vegetales. Por otro lado, para la latencia morfofisioldgica se indican la estratificacion fria o
célida prolongada (2 a 4 meses) y las hormonas vegetales. Para eliminar la latencia fisica
son necesarios los métodos que permitan el acceso del agua al interior de la semilla como
la escarificacion mecéanica o acida, los ciclos de remojo / secado, inmersiones en agua
caliente o solventes organicos, calentamiento en seco, percusion y fermentacion, y para la
latencia combinada (fisica + fisiolégica) se usan los tratamientos de cada una de estas

latencias de modo combinado.

Los diferentes tratamientos que promueven la germinacién en semillas de dificil

geminacién pueden agruparse en:



a) Tratamientos humedos: remojos, inmersiones y lavados. Pueden hacerse con
agua, solventes organicos (acetona, metanol, etanol, manitol, glicol, xileno, nitrato
de potasio, nitrato de amonio, nitritos, fosfato de potasio, peréxido de hidrégeno,
éter, diéxido dietilico y cloroformo) o componentes sulfhidricos (tiourea), hormonas
vegetales (giberelinas, citocininas, etileno, y auxinas) y con acidos (clorhidrico,
sulfarico y nitrico).

b) Tratamientos mecénicos: escarificacion manual (lija, abrasivos, aguja,
escalpelo, navaja y maquinas mezcladoras con arena o forradas con abrasivos en
su interior)

¢) Tratamientos con variaciones de temperatura: Temperatura baja desde -180°C a
menos de 10°C (gases liquidos, refrigeradores y congeladores) Temperatura alta
desde 15 hasta 100°C (agua caliente, horno, en sustratos con actividad
microbiana, almacigos bajo el sol cubiertos con plastico)

d) Tratamiento de almacenamiento en seco, con buena ventilacion.

e) Tratamientos dependientes de radiacion luminica: Variaciones en la frecuencia
de onda de la luz.

f) Tratamientos de actividad microbidtica: fermentacion.

Y la combinacién de ellos. (Camacho, 1987; Rodriguez y Alvarez, 1992; Hartman,
1997; Don, 2006 y Desai et al., 1997).

Ademés de los tratamientos anteriores, existe también el uso de rizobacterias
bacterias relacionadas con la promocién de la germinacion de un modo indirecto
(Steenhoudt y Vanderleyden, 2000; Chauhan et al., 2009). El género Azospirillum (a-
subclase de proteobacteria) demostrd tener efectos benéficos en el crecimiento de las
plantas y las cinco especies descritas fueron aisladas de la rizosfera de pastos presentes
en climas tropicales y templados (Sadasivan y Neyra, 1985) pues suelen colonizar la
superficie de las raices. Las bacterias de este género son Gram negativas y son fijadoras
de nitrogeno (sélo en condiciones microaerdbicas pobres en nitrdgeno) de vida libre.
Como fuentes de nitrégeno usan el amonio, los nitratos, nitritos, aminoacidos y el
nitrdgeno molecular presentes en el suelo. En ellas se han descubierto ya 16 genes
relacionados con la fijacién, asimilacion y regulacion de nitrégeno (Steenhoudt y
Vanderleyden, 2000). Pueden resistir condiciones de sequia y de bajos nutrientes en el

medio, alargando su forma, cubriéndose de una capa externa de polisacéaridos y



acumulando granulos de poli-B-hidroxibutirato que les sirven como fuente de energia

(Sadasivan y Neyra, 1985).

Estas bacterias son altamente moviles pues desarrollan un flagelo polar en medios
acuosos o flagelos laterales en medios sélidos, por lo que la humedad en el medio es la
principal limitante de su movimiento. Presentan quimiotaxis positiva hacia los acidos
organicos, azucares, aminoacidos, compuestos aromaticos, exudados de las raices y
hacia las concentraciones 6ptimas de oxigeno (aerotaxis) (Sadasivan y Neyra, 1985;
Steenhoudt y Vanderleyden, 2000).

La promocion del crecimiento vegetal por la inoculacion de Azospirillum se puede
explicar no sélo por el aporte de nitrégeno a la planta, sino también por la produccion de
sustancias reguladoras del crecimiento generadas por estas bacterias. Tres de esas
sustancias han sido detectadas en el sobrenadante de los cultivos de Azospirillum:
auxinas, citocininas y gibelerinas, de las cuales la auxina acido-3-indolacético resulta la
mas notoria. En Azospirillum brasilense se reconocen al menos dos vias de sintesis del
acido indolacético, ambas, dependientes de la presencia del aminoacido triptéfano
(Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). A dicha auxina se le relaciona también como
facilitadora de la germinacion, aunque su influencia en este aspecto sea menor a la de las
giberelinas y citocininas (Chauhan et al., 2009). Sin embargo, aunque Azospirillum
produce acido indolacético en cultivo, no se sabe con certeza que sucede en la rizésfera
(Steenhoudt y Vanderleyden, 2000).

Finalmente, el tiempo y la velocidad a la que se produce la germinaciéon son los
elementos mas importantes que conforman el llamado patron de germinacion de una
especie. La respuesta germinativa de las poblaciones de semillas puede variar en: a) su
capacidad germinativa (proporcion de semillas capaces de germinar en condiciones
Optimas o en una condicién determinada); b) distribucion de la germinacion en el tiempo
(tasa de germinacion, velocidad o forma de la curva); c) tiempo en el que germina la
primera semilla; d) tiempo promedio de germinacion para una muestra de semillas; e)
uniformidad, simultaneidad o sincronia en la germinacion (variabilidad alrededor del
tiempo medio de germinacion) (Bewley y Black, 1994). Estas variables pueden evaluarse
a través de distintos métodos de tipo grafico o analitico (indices, ajustes a funciones

logisticas y de distribucion normal; Gonzalez-Zertuche y Orozco-Segovia, 1996) y



evaluarlas nos permite conocer el patron de germinacion de las semillas de diferentes
especies, para poder planear la produccién de plantulas a través de semillas en

programas con diversos fines, entre los que se encuentra la reforestacion.



METODOS

Sitios de estudio

Aunque el presente trabajo fue en su mayoria realizado en la Facultad de
Ciencias, UNAM; las especies con las que se trabajé son procedentes de los alrededores
del poblado de Cuentepec, area que también fue utilizada en parte de este trabajo junto
con la zona arqueoldgica de Xochicalco. Tanto el poblado de Cuentepec (18° 52’ norte y
99° 19’ oeste) como Xochicalco (18° 48’ norte y 99° 16’ oeste) pertenecen al municipio de
Temixco, Estado de Morelos, y se encuentran dentro de la subcuenca hidrolégica Rio
Coatlan, perteneciente a la region hidrolégica del Rio Balsas (INEGI, 1998; 2001).

Ambos sitios comparten una temperatura media anual de 22.9°C, 903 mm de
precipitacién total anual (INEGI, 1998) y un clima Aw, (Trejo, 1999). La altitud promedio
de la region es de 1470 msnm, y los tipos de suelo presentes son Acrisol y Andosol
hamico asi como Feozem héplico, todos ellos compuestos por roca sedimentaria,
principalmente conglomerados de arenisca, cuyo origen se sitda en el periodo terciario del
Cenozoico (Trejo, 1996; INEGI, 1998; 2001). La vegetacion natural de la region es la
Selva Baja Caducifolia (Trejo, 1996; 1999; INEGI, 1999), aunque puede verse un
avanzado grado de deterioro en el cual los pastizales (derivados en su mayoria de la
practica extensiva de extraccion de lefia, uso agricola y pastoreo) han ganado territorio
(INEGI, 1998).

Las especies de estudio

La familia Burseraceae esta formada por 18 géneros, ocho de ellos del continente
Americano, de los cuales seis son endémicos (Cuatrecasas, 1957). El género Bursera
(Jacqg. ex L.) incluye alrededor de 100 especies, 80 de las cuales se encuentran en
México (Rzedowski y Kruse, 1979; Daly, 1993; Rzedowski et al., 2005). La mayor
diversificacion y concentracion de especies se encuentra en la vertiente del Pacifico,
especialmente en la depresion del Balsas, con 47 especies registradas (Toledo-Manzur,
1982; Guizar y Sanchez, 1991).



Las especies del género son arboles o arbustos caducifolios, dioicos o
poligamodioicos, con canales resinosos aromaticos. Su corteza es lisa o aspera,
exfoliante o no, de color rojizo o amarillento. Las hojas, alternas y compuestas, son
imparipinadas o bipinnadas, trifoliadas o unifoliadas, glabras o pubescentes, con el
margen del foliolo entero o aserrado, raquis con o sin alas y carecen de estipulas. Las
inflorescencias son pequefias, actinomorfas, axilares o terminales, paniculadas o
fasciculadas, de color blanquecino, amarillo o rojizo en la madurez. Las flores femeninas o
hermafroditas son trimeras o tetrameras (a veces pentdmeras), las masculinas son
tetrameras o pentameras (a veces trimeras o hexameras). El céliz tiene de 3 a 5 sépalos
libres o connados en la parte basal. Las flores masculinas tienen de 6 a 10 estambres
libres, con anteras oblongas. El estilo es cilindrico o cénico y el ovario es bilocular o
trilocular, de placentacién axial. Los frutos son drupaceos, dehiscentes, bivalvados o
trivalvados, de una sola semilla, sin endospermo. La semilla esta envuelta por un
pseudoarilo carnoso y coloreado, que lo cubre totalmente o sélo en la parte inferior. El
exocarpio y el mesocarpio son coriaceos. El embrion es recto o curvo y los cotiledones
son foliaceos (Standley, 1923; Standley y Steyenmark, 1946; Woodson y Schery, 1970;
Toledo-Manzur, 1982; Rzedowski y Guevera-Fefer, 1992; Rzedowski y Calder6n, 1996;
Daly, 1997).

El género se ha dividido en dos secciones, Bullockia y Bursera, con base en la
morfologia del fruto (nUmero de valvas), las caracteristicas de la corteza (lisa o exfoliante),
la presencia 0 ausencia de catafilos y la hibridacion entre especies de la misma seccion.
Las especies de la seccidon Bursera o “cuajiotes” poseen una nervadura cladédroma,
hojas cotiledonares multilobadas y tragueoblastos. El ovario es trilocular, las flores
trimeras, tetrameras o pentdmeras y la corteza exfoliante. Comprende alrededor de 42
especies, de las cuales en el presente trabajo se estudiaron B. grandifolia y B. fagaroides.
(Rzedowski y Kruse, 1979; Guizar, 1991; Andrés, 2001)

Por su parte, las 40 especies de la seccion Bullockia poseen un raquis
ampliamente alado, asi como catéfilos y un ovario bilocular con fruto bivalvado. Las
semillas son del tipo lenticular y el pseudodoarilo cubre menos de la mitad de éstas. A
esta seccibn pertenecen las especies B. bicolor, B. bipinnata, B. copallifera y B. glabrifolia,

incluidas en este estudio (Becerra y Venable, 1999; Rzedowski et al., 2005).



Bursera bicolor

Arbol de cuatro metros de altura en promedio, que suele ramificar a baja altura. Es
de corteza lisa, de color gris con exudados resinosos aromaticos. Tiene de 25 - 30 cm de
diametro, hojas de 14 - 36 cm incluyendo el peciolo, raquis alado, tiene entre 13 a 17
folidlos sésiles, lanceolados con base oblicuamente obtusa, apice agudo o acuminado y
margen aserrado. El haz es glabro y lustroso y el envés densamente pubescente y
blanquecino. Presenta catéfilos triangulares rojos, verdes o cafés, inflorescencias
paniculadas de 7 a 16 cm de largo, flores tetrAmeras con I6bulos de caliz lanceolados o
triangulares, pétalos oblanceolados y pilosos de color rosa palido. Los frutos son drupas
bivalvadas ovoides, acuminadas. La semilla de 7 a 8 mm de largo es ovoide con un
pseudarilo de color amarillo — naranja, que la cubre casi totalmente con excepcion del

apice.

Se encuentra con frecuencia en lugares abiertos en altitudes de 990 a 1420 msnm.
Se distribuye en la cuenca del Balsas y una porcién de la vertiente occidental del Iltsmo de
Tehuantepec. Se desconoce algun uso de su madera, localmente se utiliza la resina para

tratamiento de reumas (Guizar y Sanchez, 1991; Andrés, 2001).

Bursera bipinnata

Arbol o arbusto dioico de 6 a 10 m de alto, con diametro de 12 a 25 cm, muy
ramificado. Tiene corteza lisa gris a gris-rojiza, no exfoliante, con poco exudado incoloro y
aromatico. Las hojas son bipinnadas, agrupadas en ramillas secundarias, con 3 a 4 pares
de pinnas de 1 a 5 pares de foliolos secundarios sésiles, oblongos, elipticos a ovalados,
con base cuneada, apice redondeado a agudo, margen entero a trilobado, de color verde
oscuro en el haz lustroso de textura cartacea y palido el envés. Ambas superficies poco
densas de pelos. El raquis es alado, las inflorescencias de pseudoracimosas a
paniculiformes, con flores masculinas tetrdmeras, l6bulos del caliz angostamente
triangulares, pétalos blanquecinos a amarillentos oblanceolados, estambres dispuestos en
dos series, anteras ovadoblongas. Las flores femeninas tienen pétalos mas cortos que los
sépalos, ovario glabro, estaminodios conspicuos. El fruto es una drupa bivalvada,
obovoide; semilla de 5 a 6 mm x 3.5 a 5 mm, algo comprimida, color negro en la parte

expuesta y recubierta casi totalmente por pseudoarilo naranja-rojo.



De ella se obtiene por medio de incisiones en el tallo la resina llamada copal
utilizada en medicina y como incienso. Se encuentra en laderas abiertas, su distribucion
abarca desde Sinaloa y sur de Chihuahua, hasta Chiapas, incluyendo la cuenca del
Balsas (Guizar y Sanchez, 1991; Andrés, 2001).

Bursera copallifera

Arbol o arbusto de hasta 7m de altura con diametro de 20 a 40 cm. Corteza lisa a
escamosa, color café rojizo a gris, no exfoliante, con exudado resinoso aromatico. Hojas
de 9 a 17 cm de largo, de 17 a 29 foliolos sésiles, de forma eliptica, margen aserrado-
crenado, apice agudo a redondeado, base obtusa color verde oscuro en el haz y
pubescente como el raquis alado. Catafilos triangulares agudos o acuminados.
Inflorescencias paniculadas con flores aglomeradas. Flores tetrdmeras, sépalos libres,
lanceolados y agudos. Pétalos oblanceolados-estipulados, amarillos o amarillo-
anaranjados. Los fruto son drupas bivalvadas de ovoide a esférico de 5.2 a 7-10 y 4.6
mm. Pseudoarilo cubriendo en su totalidad a la semilla o con una pequefia region

desnuda y oscura en el apice.

Su madera es un poco dura, se ocupa en la produccioén de resina conocida como
copal. Se distribuye en los estados de Jalisco, Michoacan, México, Morelos, Guerrero y
Oaxaca (Guizar y Sanchez, 1991; Andrés, 2001).

Bursera fagaroides

Arbol o arbusto dioicos de 1.6 a 6 m de alto, diametro de hasta 37 cm. Corteza
externa lisa de color verde amarillento, exfoliante, presencia de lenticelas espaciadas.
Corteza interna rojiza con canales resinosos. Hojas imparipinnadas aglomeradas en el
extremo de las ramillas, de 5 a 7 foliolos, elipticos, lanceolados a oblongos y glabros,
base redondeada, apice acuminado margen ligeramente aserrado, color verde claro.
Raquis desnudo. Inflorescencias aglomeradas o unifloras. Flores pentameras, |6bulos del
cdliz triangulares a lanceolados, pétalos rojizos, linear-oblongos. El fruto es un drupa
trivalvada, esférica, glabra. Semilla globosa, de 4 a 5 mm de diametro cubierta en su

totalidad de un pseudoarilo color amarillo- verdoso, o crema-rojizo.



El &rea de distribucion de ésta especie va desde Durango a Oaxaca (Guizar y
Sanchez, 1991; Andrés, 2001; Ortiz-Pulido y Rico-Gray, 2006).

Bursera glabrifolia

Arbol o arbusto de 2 a 6 m de alto, diametro de 15 cm, que suele ramificar desde
la base. Corteza grisacea, rojiza o café, no exfoliante. Hojas imparipinadas de 7 a 9
foliolos, ovales a oblongo-lanceolados, base obtusa a redondeada, margen crenado, apice
agudo, color verde oscuro en el haz glabro y verde pélido en el envés. Escasamente
pubescentes en la nervadura central. Raquis alado. Catéafilos triangulares de color
morado. Inflorescencias paniculadas aglomeradas. Flores tetrameras a veces
pentameras, caliz fusionado, l6bulos triangulares, pétalos oblongos u oblanceolados de
color amarillo. El fruto es una drupa bivalvada obovoide, elipsoidal o esférica. Semilla
anchamente lenticular de 0.6 a 0.7 mm de largo. Pseudoarilo amarillo a rojo-anaranjado

cubriendo la mitad inferior de la semilla.

Suele utilizarse como cerca viva, se le encuentra en la proximidad de arroyos
temporales. Su distribucién abarca Michoacdn, México, Morelos, Puebla, Guerrero y
Oaxaca (Guizar y Sanchez, 1991; Andrés, 2001).

Bursera grandifolia

Arbol de hasta 18 m de altura, diametro de 30 a 60 cm. Corteza externa lisa de
color verde oscuro, exfoliante, corteza interna rojiza con exudado pegajoso incoloro, poco
abundante. Hojas imparipinnadas de 5 a 7 foliolos elipticos, obovados u oblongos, base
obtusa, apice caudado, margen entero, haz verde oscuro y verde claro en el envés,
ambos hirtos (mas el envés). Raquis desnudo. Inflorescencias paniculadas. Flores
masculinas pentameras, femeninas trimeras, l6bulos del caliz triangurales, pilosos por
fuera. Pétalos blancos, lanceolados a oblongos, glabros. El fruto es una drupa trivalvada,
trigona elipsoidal o globosa, pilosa o rara vez glabra. Pedicelo largo. Semilla de 6 a 8 mm,

con pseudoarilo rosa cubriéndola totalmente.



Se utiliza como cerca viva y ornamental. Se le encuentra en lugares protegidos
como cafiadas o barrancas himedas. Su area de distribucion va desde el sur de Sonora

hasta la cuenca del Balsas (Guizar y Sdnchez, 1991; Andrés, 2001).

Colecta de semillas

La colecta de semillas de las seis especies de estudio se llevé a cabo durante los
meses de septiembre y octubre del 2002 en la ladera este de la barranca del rio

Tembembe, cerca del poblado de Cuentepec.

Los frutos se obtuvieron de un minimo de cinco individuos por especie. Los
correspondientes a Bursera grandifolia se colectaron en las pendientes cercanas al rio 0 a

la orilla de éste, debido a su distribucion predominante en la vegetacion riberefia.

Una vez colectados, los frutos se pusieron a secar, libres sobre papel periddico en
charolas dentro del invernadero (temp. media ~20°C) de la Facultad de Ciencias de la
UNAM durante un mes y medio en su mayoria, mientras que algunos pasaron alrededor
de dos meses en él. Durante este tiempo se les desprendié la cubierta externa

(exocarpio).

Germinaciéon de semillas en condiciones controladas

La siembra de las semillas de las seis especies se llevd a cabo el 19 de noviembre
(por lo que las semillas tenian entre 6 y 8 semanas), para lo cual se dividi6 al lote de

semillas de cada especie en tres partes:

e escarificadas con una solucién de acido clorhidrico (pH 1.5, 0.03 N) durante 15
minutos

e escarificadas mecanicamente —tallando cada semilla con una lija durante 40
segundos—

e ylas que permanecieron como control.

Una vez que las semillas fueron expuestas a sus tratamientos de escarificacion

correspondientes, se desinfectaron con una solucién del hipoclorito de sodio al 10%



durante 10 min. Posteriormente fueron sembradas en un sustrato de tierra - agrolita -

arena en proporcion (2:1:1 vol), en cajas Petri. La tierra utilizada fue esterilizada una vez.

La mitad de las semillas de cada tratamiento se incubaron en una camara de
ambiente controlado (Convirén) a una fluctuacion de temperatura de 18 a 32°C: 12/12 h,
al igual que el fotoperiodo; la otra mitad permanecio en otra camara cuya temperatura se
mantenia constante a 25°C y con el mismo fotoperiodo. Las semillas se regaron
regularmente con agua destilada, durante el primer mes se aplico ademas una solucion
fungicida (captan al 5%) debido a la incidencia de hongos; permanecieron en las cadmaras

durante 60 dias.

Disefio experimental:

o Dos temperaturas x tres pre-tratamientos x 5 réplicas x 20 semillas = 600

semillas / especie (excepto B. grandifolia con 10 semillas x caja o réplica).

Contaminacion fungica

Se evalu6 también durante esta primera fase experimental, el porcentaje de
pérdida de semillas por contaminacion fungica en cada especie; para ello se multiplico el
namero de semillas retiradas de todos los tratamientos de una misma especie (por estar
cubiertas en su totalidad por hongos) por cien y el resultado se dividié entre el nimero

total de semillas de esa especie con la que se inicid el experimento.

Evaluacién de la imbibicion en dos especies

Adicionalmente en la primera fase experimental, con el fin de probar la restriccion
en la imbibicion de las semillas, se tomo una muestra de 20 semillas de B. grandifolia y de
B. fagaroides. La mitad de cada muestra fue escarificada usando papel lija (Fandeli C-081
100), una vez hecho esto, ambas muestras (escarificadas y no escarificadas) se pesaron
y posteriormente se pusieron a remojar durante 24 horas en agua corriente. Al final de

este tiempo su peso fue registrado nuevamente.



Prueba de presencia/ ausencia de embridon

Por otro lado, se evalué también en cada una de las seis especies, el porcentaje
de semillas vanas (sin embrion desarrollado) a partir de dos técnicas comunmente
usadas: la radiografia de rayos X y la flotacién de las semillas. La primera se aplic6 a una
muestra de 100 semillas de cada especie con un equipo de rayos X (Faxitron N, modelo
43804N; facilitado por el Bidl. Felipe Nepamuceno del INIFAP en marzo de 2003); la
exposicion de las semillas a los rayos X fue en todos los casos de un minuto, y el
potencial de tubo de 15 a 25 kV (Nepamuceno y de la Garza, 1986; Hartman et al., 1997).
La segunda técnica se aplicd al resto de las semillas colectadas, las cuales fueron
colocadas en un balde con agua corriente, y se separaron las que permanecian flotando
(vanas) de aquellas que se hundian (llenas) (Landis et al., 1998). Las semillas hundidas

se utilizaron en los experimentos subsecuentes.

Germinacién en condiciones naturales

Con el fin de evaluar la germinacién en condiciones naturales se sembraron
semillas de tres especies (B. bicolor, B.copallifera y B. glabrifolia), en dos lugares
distintos: un sitio conservado (cerro principal de la zona arqueoldgica de Xochicalco) y un
sitio perturbado (Cuentepec), en el cual se presenta un pastoreo limitado y del que se
extrae ocasionalmente lefia. La exposicion de ladera en el primer sitio fue W y en el
segundo SW. Debido a que no se conté con suficientes semillas de las cinco especies de
estudio, esta prueba se llevd a cabo sélo con estas tres especies. El 24 de mayo de 2003
se colocaron en cada uno de los sitios cinco réplicas por especie; cada una consistié en
diez semillas dentro una bolsa de malla plastica sin ningun sustrato (de aproximadamente
18 x 11 cm). En el caso de B. glabrifolia cada bolsa tuvo nueve semillas, por escasez de

semillas.

Adicionalmente se prob6 el tratamiento pre-germinativo de una solucion de la
bacteria Azospirillum brasilense, (380 gr. de en un litro de agua: cada gramo de
Azospirilum contiene 500 millones de bacterias) al haberse probado que promueve la
germinacion de modo indirecto gracias a su biosintesis de acido indolacético (Steenhoutdt
y Vanderleyden, 2000). Para ello, y s6lo en las dos especies de las que se tenian

suficientes semillas (B. bicolor y B. copallifera ), se colocaron en cada sitio otras ocho



bolsas (por especie), cuatro réplicas con semillas a las que se afiadieron 5 mL de solucion
con bacterias vivas (humedeciendo con la solucion las semillas dentro de las bolsas de
malla sobre el suelo, ya listas para ser enterradas) y otras cuatro a las que se afadi6 la
misma cantidad de solucién con bacterias muertas (liofilizadas) como placebo. Ambas
soluciones eran turbias y de color blanquecino y fueron donadas por el Dr. Jesus
Caballero, del entonces Centro de Fijacion de Nitrdgeno de la UNAM (actualmente Centro

de Ciencias Gendmicas).

Las réplicas correspondientes a un mismo tratamiento (de ambas especies) se
unieron con hilo cafiamo, para evitar que se perdieran, y se enterraron a una profundidad
promedio de 6 cm. No fue posible mezclar los tratamientos debido a que la solucién con
bacterias vivas podria contaminar a las bolsas que no pertenecian a dicho tratamiento,
por consiguiente los tratamientos se enterraron en lugares contiguos (entre 1y 1.5 m) en
condiciones de cobertura arbérea y pendiente similares, en ambos sitios experimentales.
Las bolsas se desenterraron un mes después, fecha en que se evalué el nimero de

semillas germinadas.

Disefio experimental:

e Dos sitios x un pre-tratamiento (control) x 5 réplicas x 10 semillas = 100
semillas / especie (excepto en B. grabrifolia con 9 semillas x réplica).

e Dos sitios x dos pre-tratamientos (bacteria viva y bacteria muerta) x 4
réplicas x 10 semillas = 160 semillas / especie (solo para B. bicolor y B.

copallifera).

Germinacién de semillas almacenadas 170 dias en laboratorio

En esta fase experimental se usaron semillas de tres especies (B. bicolor, B.
copallifera y B. glabrifolia), la mitad de las cuales fueron almacenadas en igual nimero a
temperatura ambiente (aproximadamente 20°C, Laboratorio Especializado de Ecologia,
Facultad de Ciencias) y a temperatura baja (5°C, refrigerador del Laboratorio de Alimentos
y Biotecnologia, Conjunto “E”, Facultad de Quimica) durante seis meses
aproximadamente (5 meses 21 dias). Ambos grupos de semillas se envolvieron en papel

de estraza y se colocaron en una caja de cartén, aislada completamente con cinta



adhesiva y cubierta con una bolsa plastica sellada. Al final de este tiempo se aplicé a cada
grupo la prueba de flotacion para separar a las semillas llenas de las vanas y montar asi

el experimento, lo que se hizo el 29 de agosto de 2003.

Las semillas de cada especie se separaron en tres grupos, a cada uno de los
cuales se aplicé uno de los siguientes tratamientos pre-germinativos: exposicion a una
solucion de acido sulfurico concentrado (85%) durante 20 min, exposicion a una solucién
de la citoquinina 6-benzilaminopurina (150 ppm) durante 12 horas y un grupo testigo. Se
decidié probar el efecto de dicha hormona debido a que existe un reporte previo de que
aument6 la germinacion de semillas de B. penicillata (Nargaraja y Farooqi, 1989). La
hormona se prepar6 disolviendo 30 mg en 6 mL de una solucién de acido clorhidrico 0.5
M agregada poco a poco, calentando al mismo tiempo con un mechero para agilizar la
disolucién. Para que la concentraciéon de la hormona llegara a 150 ppm fue necesario
agregar 194 mL de agua destilada al mismo tiempo que se calentaba para lograr la

disolucion total.

Las semillas fueron desinfectadas sumergiéndolas en una solucién de hipoclorito
de sodio al 5% durante 10 min, y en una solucion funguicida (sulfato de cobre al 2%) 10
min mas, después de lo cual se sembraron en cajas Petri con sustrato de agrolita-tierra
(2:1). Las cajas con 20 semillas permanecieron en una cadmara de ambiente controlado
(Convirén) con temperatura alternante (18 — 32°C) con termo y fotoperiodo 12:12 h, en la
cual permanecieron 58 dias. Durante este periodo se registrd la germinacion cada tercer
dia.

Disefio experimental:

o Dos temperaturas de almacenamiento x tres tratamientos pre-germinativos

x 5 réplicas x 10 semillas = 300 semillas / especie.
Andlisis de datos
En cada fase experimental se analiz6 como variable de respuesta, el porcentaje

final de germinacion [(numero total de semillas germinadas/nimero inicial de semillas) x

100]. Dicha variable fue transformada usando la funcién arcoseno (expresado en grados;



arcoseno V proporcion). El efecto de los factores experimentales fue evaluado a través de
un Andlisis de Varianza (ANDEVA) con el programa STATISTICA (StatSoft, 98) para cada
experimento. Los factores evaluados en el primer experimento fueron: los tratamientos
pre-germinativos y de la temperatura a la cual permanecieron las semillas, asi como la
interaccion entre ambos factores; en el segundo experimento (condiciones naturales), el
efecto del sitio y de los tratamientos pre-germinativos, asi como la interacciéon de ambos; y
finalmente, en el tercer experimento (germinacién de semillas almacenadas durante 170
dias) el efecto de los tratamientos pre-germinativos y de la temperatura de
almacenamiento (dos condiciones: temperatura ambiente y 5°C). Cuando el andlisis de
varianza sefialé un efecto significativo de alguno de estos factores se realizaron pruebas

de Tukey (post-hoc) para determinar cuales medias diferian significativamente.

En el tercer experimento se obtuvo ademéas el coeficiente de velocidad de
Kotowski, con el fin de obtener la distribucién de la germinacion en el tiempo, con relacion
al numero de semillas germinadas (Gonzalez-Zertuche y Orozco-Segovia, 1996). Y se
calcula del modo siguiente:

CV=[Zni/Z(nt)]*100

en donde CV = coeficiente de velocidad de Kotowski, n; = nimero de semillas germinadas

el diaiyti=numero de dias desde la siembra.

En la prueba de imbibicién aplicada a B. grandifolia y B. fagaroides se utilizé una
prueba de t de Student (StatSoft, 98), para comparar el aumento de peso de semillas
escarificadas y no escarificadas, remojadas y secas de cada especie. Mientras que para
el andlisis radiogréfico y de flotacién se utiliz6 solamente el célculo del porcentaje de

semillas vanas tomando en cuenta el nimero de semillas utilizadas en ambos métodos.



RESULTADOS

Germinacién de semillas en condiciones controladas

Las semillas de Bursera bicolor, B. bipinnata, B. copallifera y B. glabrifolia germinaron,
mientras que las de B. fagaroides y B. grandifolia no, independientemente del tratamiento
aplicado. En las cuatro especies que germinaron, los porcentajes de germinacién pueden
considerarse en general bajos, ya que en ningun tratamiento excedieron el 20%. En las
cuatro especies la temperatura resultdé determinante en la respuesta germinativa, pues las
semillas que permanecieron en condiciones de temperatura fluctuante incrementaron su
germinacion respecto a las que permanecieron a temperatura constante (Tabla 1y 2). Por
otro lado los tratamientos pre-germinativos no tuvieron un efecto significativo en la
germinacion, excepto en B. glabrifolia, en la cual tuvieron un efecto marginalmente
significativo (p = 0.056, Tabla 1). En este caso la escarificacion mecanica produjo un
incremento en la germinacidn respecto a la que se presentd tanto en el grupo testigo
como en el de escarificacion acida, que produjeron resultados similares entre si, con

porcentajes de germinacién bajos (5-6%; Tabla 3).

Tabla 1. Resultados del ANDEVA del efecto de la temperatura y el tratamiento pre-
germinativo en la germinacion de semillas de cuatro especies del género Bursera
en condiciones controladas.

Tratamiento Temperatura L,
o s, Interaccion
Especie pre-germinativo de exposicion
F p F p F p
B. bicolor 2.56 0.09 9.43 0.005 3.82 0.03
B. bipinnata 1.62 0.21 18.02 <0.001 0.14 0.86
B. copallifera 0.38 0.68 18.35 <0.001 1.88 0.17
B. glabrifolia 3.23 0.05 10.04 0.004 0.14 0.86

La interaccion del tratamiento pre-germinativo y la temperatura resultd ser
significativa solo en el caso de B. bicolor (Tabla 1); en ésta se presenté un porcentaje de
germinacion mas alto en el grupo control a temperatura fluctuante (alrededor del 20%).

Dos grupos mas obtuvieron porcentajes de germinacion semejantes: la escarificacion




mecénica a temperatura fluctuante, y la escarificacion 4cida en ambas temperaturas, pero

sin diferencias significativas entre temperaturas (Fig. 1).

Tabla 2. Porcentaje de germinacion de semillas de cuatro especies del género
Bursera en dos condiciones de temperatura. Las letras diferentes en un mismo
renglon indican diferencias significativas (prueba de Tukey, P <0.05)

Tabla 3. Porcentaje de germinacién de semillas de cuatro especies del género

Temperatura de exposicion
Especie (K+e.e.)
Constante Fluctuante
B. bicolor 5.27+0.36 b 17.94+0.22 a
B. bipinnata 0.93+0.13 0 11.06+0.18 a
B. copallifera 0.17+0.08 b 6.79+0.18 a
B. glabrifolia 3.97+0.270 13.38 £+ 0.06 a

Bursera sometidas a tres tratamientos pre-germinativos.

Tratamiento pre-germinativo
. (K+e.e)
Especie

Control Escarificacion acida Escarificacion

(HCI pH 1.5) mecanica

B. bicolor 6.80 £ 0.64 18.13 + 0.32 8.72 + 0.56

B. bipinnata 2.12+0.39 6.86 + 0.39 5.76 £ 0.36

B.copallifera 2.83+0.39 2.82+£0.36 1.45+0.26
B. glabrifolia 5.96 + 0.32 491 +0.27 14.15+0.30




- b B3 Temp. constante
1 Temp. fluctuante

Germinacion (%)
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Figura 1. Germinacion porcentual (Ox + e. e.) de semillas de B. bicolor sometidas a
tres tratamientos pre-germinativos y dos temperaturas. Letras diferentes indican
diferencias significativas (prueba de Tukey, P <0.05).

Contaminacion fangica

En cuanto a las especies que no germinaron, se observd que las semillas de B.
grandifolia presentaron una alta contaminacién por hongos, mientras que en B. fagaroides
y B. bipinnata (que si germind) la contaminacién fue mucho menor (Tabla 4). De modo
que no hubo una relacion directa entre infestacion por hongos y germinacion, ya que
algunas semillas contaminadas germinaron mientras que otras (B. fagaroides) que

presentaron un bajo porcentaje de contaminacion por hongos (~6%), no germinaron.

Tabla 4. Porcentaje de pérdida de semillas por contaminacion flngica en seis
especies del género Bursera.

Especie Contaminacion
(Kt+te.e)
B. bicolor 38.47 + 3.87
B. bipinnata 14.05 + 1.62
B. copallifera 54.13 £5.20
B. fagaroides 5.65+1.17
B. glabrifolia 34.39+3.35
B. grandifolia 86.51 +2.39




Evaluacién de laimbibicién en dos especies

El resultado de la comparaciéon del peso de semillas no escarificadas y
escarificadas, antes y después de permanecer sumergidas en agua, mostré que el peso
de las semillas de ambas especies aumentd significativamente como resultado del remojo
(B. grandifolia t -9.13 y t -6.90 ; B. fagaroides t -5.61 y t -3.13 g.l. 9; P <0.01, en no
escarificadas y escarificadas respectivamente) (Figura 2) Este incremento fue mayor en
las semillas no escarificadas que en las escarificadas tanto en B. grandifolia (0.04 y 0.02
g, respectivamente) como en B. fagaroides (0.009 y 0.005 g, respectivamente), lo que

demuestro que la imbibicién no requirié de la escarificacion, ni la aumento.
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B Remojadas

0.12 ~

0.09 +

Peso (9)

0.06 +

0.03 +

() (E) ¢ (E)

B. grandifolia B. fagaroides

Figura 2. Peso promedio (+ e. e.) de semillas sin escarificar (=) y escarificadas (E) de
dos especies del género Bursera.



Prueba de presencia/ ausencia de embridn

Los resultados de las pruebas aplicadas para distinguir semillas “llenas” de “vanas”
0 “huecas” (rayos X y prueba de flotacion) demostraron que, en efecto, el porcentaje de
semillas llenas fue bajo en la mayoria de las especies, aunque los casos mas notables
fueron los de B. grandifolia y B. fagaroides, en los que practicamente todas las semillas
resultaron vanas. B. bipinnata también presentd porcentajes de semillas llenas muy bajos
(Tabla 5). Los porcentajes mas altos correspondieron a B. copallifera y B. bicolor. Al
evaluar los resultados de ambas pruebas, éstos coincidieron, excepto para B. glabrifolia,
en cuyo caso la prueba de flotacion arroj6 datos muy inferiores a los mostrados por los

rayos X, con respecto a la presencia de un embrion.

Tabla 5. Porcentajes de viabilidad estimados mediante dos métodos, en semillas de
seis especies del género Bursera.

Estimaciones de viabilidad de las semillas
Especie N Flotacion N Rayos X
% %
B. bicolor 1167 56.0 94 46.8
B. bipinnata 369 4.9 100 12.0
B. copallifera 3088 67.7 99 64.6
B. glabrifolia 367 25.1 100 61.6
B. grandifolia 404 02.0 100 00.0
B. fagaroides 1162 03.3 97 00.0

Germinacién de semillas en condiciones naturales

Las semillas de las especies utilizadas en esta prueba (B. bicolor, B. copallifera y
B. glabrifolia) fueron previamente seleccionadas con el método de flotacién. Todas las
especies germinaron; en dos de ellas (B. bicolor y B. copallifera) el sitio de enterramiento
tuvo un efecto significativo en sus porcentajes de germinacion alcanzados (Tabla 6). En
ambos casos, el sitio conservado (Xochicalco) favorecidé la germinacion de las semillas
(Figura 3). En B. glabrifolia el sitio no afectd significativamente la germinacion, que fue en
promedio de 17.8 + 4.1%, seguida por B. copallifera con 13.5 + 2%, mientras que el mayor

porcentaje de germinacion correspondié a B. bicolor con 32.7 £ 5.9%.



Tabla 6. Resultados del ANDEVA que evalla el efecto del sitio y el tratamiento pre-
germinativo de tres especies del género Bursera.

Tratamiento

Sitio o Interaccion
Especie pre-germinativo
F p F p F p
B. bicolor 6.89 0.01 1.24 0.31 4.15 0.03

B. copallifera 4.29 0.05 0.62 0.54 0.04 0.95
B. glabrifolia 0.69 0.42
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Figura 3. Efecto del sitio de enterramiento en el porcentaje de germinacién de tres
especies del género Bursera. Letras diferentes significan diferencias significativas
(prueba de Tukey, P < 0.05).

Los tratamientos pre-germinativos (control, placebo e inéculo de Azospirillum
brasilense) no produjeron diferencias significativas en los porcentajes de germinacion
alcanzados por B. bicolor y B. copallifera, sin embargo, en la primera se produjo una
interaccion significativa del tratamiento pre-germinativo con el sitio (Tabla 6), que resulté
en un mayor porcentaje de germinacién (60 + 17.03% e. e.) en el control y en el
tratamiento con A. brasilense, ambos en Xochicalco, pero no en el bosque perturbado de
Cuentepec (Tabla 7). En B. copallifera la germinacion promedio fue de 17 + 10.3% en

Xochicalco y de 10 + 9.1% en Cuentepec.



Tabla 7. Porcentaje de germinacion de B. bicolor en respuesta a tres tratamientos
pre-germinativos en dos sitios de enterramiento.

Xochicalco Cuentepec
Especies Control Azospmllum Placebo Control Azospmllum Placebo
Oy & brasilense O + O + brasilense O +
(Oxxe.e) (Oxte. e) (Oxxe.e) (Oxxe.e) Oxte. e) (Oxte.e)
B. bicolor | 60 +17.03 | 60 + 14.14 15 £ 6.45 20+ 7.07 10 £5.77 27 £11.09

Germinacién de semillas almacenadas 170 dias en laboratorio

La temperatura de almacenamiento (ambiente y 5°C) no tuvo un efecto

significativo en la germinacién de las semillas de B. bicolor, B. copallifera y B. glabrifolia

(Tabla 8), sin embargo el tratamiento pre-germinativo si generé diferencias significativas

en los porcentajes de germinacién de B. copallifera y B. glabrifolia. Cabe sefalar que

ninguno de los dos factores fue significativo en el porcentaje de germinacion alcanzado

por B. bicolor, cuyo valor promedio fue 32% + 3.7 (Ox + e. e.). Debido a limitaciones en el

namero de semillas disponibles, en B. bipinnata sélo fue posible probar el efecto de la

temperatura de almacenamiento, que no resultdé significativo; la germinacién promedio

registrada fue de 33 £ 17.8%(x + e. e.)

Tabla 8. ANDEVA del efecto de la temperatura de almacenamiento y el tratamiento
pre-germinativo, en la germinacion de tres especies del género Bursera.

Temperatura Tratamiento L,
. N Interaccion
Especie de almacenamiento pre-germinativo
F P F P F P
B. bicolor 2.88 0.10 0.05 0.94 1.86 0.17
B. copallifera 0.42 0.52 11.36 <0.001 0.87 0.42
B. glabrifolia 0.71 0.40 12.88 <0.001 1.86 0.17

En B. copallifera el tratamiento con la citocinina causé un incremento notable en el

porcentaje de germinacién alcanzado, en relaciébn a los obtenidos con los otros

tratamientos pre-germinativos (Tabla 9). Ademas, se observé que en este tratamiento el




periodo transcurrido al inicio de la germinacion fue ligeramente menor que en los otros
dos, independientemente de las condiciones de almacenamiento (Figuras 4b y 4c),
resultado que se confirma con los valores obtenidos del coeficiente de velocidad de

Kotowski, que son mayores en dicho tratamiento (Tabla 10)

Tabla 9. Porcentaje de germinacion por tratamiento pre-germinativo, de semillas de
dos especies del género Bursera. Letras diferentes en el mismo renglén indican
diferencias significativas (prueba de Tukey, P<0.05)

Tratamientos pre-germinativos

Especie Testigo E. Acida Citocinina
(Kte.e.) (Kte.e.) (Kte.e.)
B. copallifera 15+5.4b 18+5.1b 52+56a

B. glabrifolia 63+55a 25+43Db 67+t8.1la
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Figura 4. Curvas de germinacion acumulada de B. copallifera: a) en dos
temperaturas de almacenamiento y, en tres tratamientos pre-germinativos: b)
semillas almacenadas a temperatura ambiente y c¢) semillas almacenadas a
temperatura baja.



Tabla 10. Valores del coeficiente de velocidad de Kotowski en semillas de tres
especies del género Bursera, almacenadas durante seis meses bajo dos
temperaturas.

Especie Temperatura Testigo E. Acida Citocinina
ambiente 5.45 6.73 10.24
B. bicolor
5°C 2.94 3.83 6.27
ambiente 7.20 6.48 7.91
B. copallifera
5°C 5.61 4.93 10.42
ambiente 7.92 7.65 8.36
B. glabrifolia
5°C 6.23 6.43 8.08

En B. glabrifolia tanto en el tratamiento en el que se aplicé la hormona como en el
testigo mostraron altos porcentajes de germinacién. Aungue la interaccién entre los
factores experimentales no fue significativa (Tabla 8), en las figuras 5b y 5c puede
observarse que los porcentajes de germinacion acumulada mas altos se alcanzaron en la
combinacion testigo - temperatura ambiente y hormona - temperatura baja; también puede
observarse que en semillas tratadas con hormona la germinacion se inicié antes que en
los otros tratamientos especialmente a temperatura baja (Figura 5c), lo que se confirma
con los valores del coeficiente de Kotowski (Tabla 10); la germinacion se estabilizo

aproximadamente a partir del dia 18 (Figura 5).
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Aunque en B. bicolor (32%) los factores experimentales no afectaron significativamente la
germinacion, se observd que las semillas almacenadas a temperatura ambiente
alcanzaron un porcentaje de germinacion ligeramente mayor y germinaron poco antes que
las que permanecieron a temperatura baja (Figura 6a). La velocidad de germinacion
(10.4) fue mayor en la combinacion hormona-temperatura ambiente, pero no fue en este
tratamiento en el que se alcanzé una mayor germinacion acumulada (~50%) (Tabla 10,
Figura 6b). En general, a partir del dia 25 la germinacion fue ligeramente menor y mas
lenta en las semillas almacenadas a 5°C que en las almacenadas a temperatura ambiente
(Figura 6C).
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DISCUSION

Germinacién de semillas en condiciones controladas

El porcentaje de germinacion encontrado en la mayoria de las especies fue muy
bajo, y los casos mas llamativos fueron los de B. grandifolia y B. fagaroides, en donde
ninguna semilla germind. Estos resultados se deben, en gran medida, a que la muestra
usada incluy6 tanto semillas vanas como semillas llenas (con un embrion desarrollado). Al
iniciar el estudio no se contaba con ningun indicio de que las semillas vacias o vanas
fueran tan comunes y pudieran representar un problema, pues no hay evidencia que
pudiera indicar una deficiencia, ya que la apariencia de las semillas (color, tamafio,
dureza) es similar. Ademas, no habia reportes previos en la literatura de que en estas

especies hubiera problemas de desarrollo del embrion y viabilidad de las semillas.

Las causas de esta produccidén tan grande de semillas vanas es un problema que
excede los alcances de esta investigacion, y que resulta interesante investigar en el
futuro. Desde un punto de vista evolutivo resulta una paradoja, pues las plantas invierten
una gran cantidad de recursos en producir semillas vanas, lo cual resulta un desperdicio
de energia que podria disminuir su adecuacion. Se ha planteado la hipétesis de que
representa una estrategia de proteccion para sus semillas con embrién ante el ataque de
insectos (Ramos-Ordofiez et al., 2008) En el caso del género Pistacia y otros géneros de
la familia Anacardiaceae —grupo hermano del género Bursera — es comun la presencia de
semillas sin embrién, y se ha sugerido que son resultado de frutos partenocarpicos (Verdu
y Garcia-Fayos, 1998). Esta caracteristica puede por tanto ser un caracter que heredaron
los clados descendientes del ancestro comun de Anacardiaceae y Burseraceae, pero este
es un aspecto que debe documentarse mas ampliamente en las diversas especies de
ambas familias. La partenocarpia y los frutos abortivos se han relacionado con la
limitacion de polen y de agua en Pistacea lentiscus (Verdu y Garcia-Fayos, 1998), por lo
que podria ser también una caracteristica modulada por el ambiente y la disponibilidad de

recursos.

En otras especies, la produccién de frutos vanos se ha atribuido a los problemas

genéticos caracteristicos de las poblaciones pequefias, como la endogamia (Menges,



1991; Chacoff et al., 2004) y la pérdida de variacién genética. En el presente caso, hay
alguna evidencia indirecta que podria apoyar esta hipétesis, pues las poblaciones de B.
grandifolia y B. fagaroides son mucho més pequefias que las de B. copallifera y B.
glabrifolia (que tuvieron mayor proporcion de semillas llenas) y los individuos se
encontraban distantes entre si en la localidad de colecta. Los de B. grandifolia se
encontraron en lugares poco accesibles, como laderas muy pronunciadas cercanas al rio
Tembembe, o en los margenes del rio, como parte de la vegetacion riberefia. Esta
distribucion apoya el establecimiento de programas de uso limitado y proteccidén de estas
zonas, para mantener y restablecer las poblaciones. En el caso de B. fagaroides, que es
una especie usada comunmente para formar cercas vivas, se evitdé colectar semillas de

individuos usados con este fin, pues podrian tener un alto grado de similitud genética.

Los frutos colectados podrian no haber estado totalmente maduros en algunos
casos, ya que en su mayoria se recolectaron directamente de las ramas de los arboles y
no del suelo, al que caen cuando estan un poco mas secos. Hay evidencia de que este
pudo se el caso de B. grandifolia, ya que los frutos tenian un color verde al momento de
ser recolectados y el pericarpio aun no se habia abierto. Por ello se recomienda, en
futuros estudios con semillas de esta especie, esperar a que maduren los frutos y estén
expuestos (es decir con el pericarpio abierto) en el arbol. Es probable que los frutos de

esta especie maduren mas tarde en el afio que los de las otras especies de estudio.

Sin embargo, es poco probable que la inmadurez sea la causa del alto porcentaje
de semillas vanas encontrado, pues al momento de realizar la prueba de germinacion
muchas semillas tenian ya un embrion bien desarrollado y es poco probable que las
vanas fueran a desarrollarlo posteriormente. Sin embargo, para comprobarlo seria
necesario tomar muestras a lo largo del tiempo y analizar si la proporcién de semillas

vanas disminuye significativamente conforme transcurre el tiempo después de la colecta.

En condiciones naturales las semillas caen al suelo entre noviembre y enero, y
permanecen en el hasta las primeras lluvias (mayo, junio), cuando germinan, por lo que,
de haber cierto grado de inmadurez del embrion, su madurez podria completarse en algin
punto durante este periodo. La posible inmadurez de las semillas puede sugerir la
presencia de latencia fisiolégica, morfolégica o incluso morfofisiolégica (Baskin y Baskin,

2004), lo que debera establecerse en futuros estudios. La evidencia obtenida en este



trabajo apunta a que, en caso de haber algun tipo de latencia, esta seria fisiolégica. No
encontramos evidencia de latencia fisica en B. grandifolia y B. fagaroides, pues las
semillas pudieron absorber agua independientemente de haber sido o no escarificadas
(Figura 2), resultado que probablemente pueda extenderse a las otras especies de

estudio, que tampoco presentarian latencia fisica.

Sin embargo, pese a los bajos porcentajes de germinacion alcanzados en cuatro
especies, se pudo establecer que las condiciones de temperatura variable favorecen la
germinacion de las semillas (Cuadro 1). Esta situacion se produce en condiciones
naturales en las zonas en las que se distribuyen naturalmente estas especies (Trejo,
1999; Cervantes et al., 2001; Fenner y Thompson, 2005). El efecto de los tratamientos
pre-germinativos no parecié ser importante, aunque la escarificacibn mecanica mejoré
marginalmente el porcentaje de germinacion en B. glabrifolia. En B. bicolor los porcentajes
de germinacion mas altos se alcanzaron en varios tratamientos a temperatura fluctuante;

en semillas sin tratar (control) fue de ~ 21% (Figura 1).

Estos primeros resultados permiten concluir que para lograr la germinacién de
semillas y la obtencién de plantulas de las especies de Bursera estudiadas (con fines de
restauracion, por ejemplo) es necesario descartar previamente las semillas vanas por el
método de flotacion. Por otro lado, se recomienda esperar a recolectar las semillas hacia
finales de octubre-noviembre (e incluso posteriormente en B. grandifolia) para favorecer
un avanzado estado de madurez de las mismas (Johnson, 1992), evitando colectar las
que no estén expuestas (que aun no se hayan desprendido de su pericarpio). Es
conveniente también esperar a que transcurran unas semanas después de la colecta (4-6
semanas) para completar la maduracién de los embriones, en caso de que exista latencia
fisiologica. Por dltimo se recomienda, independientemente del tratamiento pre-
germinativo, colocarlas a germinar en condiciones de temperatura fluctuante y riegos

frecuentes (cada tercer dia, por ejemplo).
Germinacién de semillas en condiciones naturales
En general el porcentaje de germinacion aumentd en esta prueba con respecto al

obtenido durante la primera prueba, lo que puede atribuirse a que se usaron soélo semillas

llenas de las especies B. bicolor, B. copallifera y B. glabrifolia. Ademas, se usaron



semillas almacenadas durante varios meses, lo que pudo contribuir a la madurez de los

embriones.

Los resultados mostraron que las condiciones de los sitios resultaron importantes,
pues en la SBC conservada se alcanzaron porcentajes de germinacion significativamente
mayores en dos especies (B. bicolor y B. copallifera; Cuadro 6). En B. bicolor fue en estas
condiciones que se alcanz6 el mayor porcentaje de germinacion (60%) registrado en
todas las pruebas. Las semillas de B. glabrifolia también aumentaron ligeramente su
porcentaje de germinacion en Xochicalco (sitio conservado) con respecto al alcanzado en
Cuentepec (sitio perturbado), aunque las diferencias no fueron significativas. Estos
resultados muestran que las condiciones de las SBC conservadas (cerradas), con una
menor radiacion y mayor humedad relativa a nivel del suelo (asi como un intervalo de
variacion en la temperatura menor que en un sitio abierto), favorecen la germinacién de
las semillas de diversas especies del género Bursera, lo que podria contribuir a explicar
su mayor presencia y dominancia en SBC conservadas que en SBC perturbadas de la
zona norte de Morelos, y en general de México (Rzedowski y Kruse, 1979; Pifia, 2005;

Hernandez-Apolinar y Valverde, 2006).

Por otro lado, los tratamientos pre-germinativos (in6culo de A. brasilense y
placebo) no generaron diferencias significativas en el porcentaje de germinacion
alcanzado por B. bicolor y B. copallifera, aunque se ha reportado que dicha bacteria
sintetiza la auxina acido indolacético-3 acético (AlA) (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000),
gue tiene un efecto permisivo en la germinacion (Khan, 1971), mas que sin embargo

requiere del 4cido giberélico para que se lleve a cabo la germinacién (Camacho, 1987).

Germinacion de semillas almacenadas 170 dias en laboratorio

La temperatura de almacenamiento no fue determinante en el porcentaje de
germinacion alcanzado en las especies probadas (B. bicolor, B. copallifera, B. glabrifolia y
B. bipinnata,), lo cual muestra que las semillas de estas especies no requieren de una
estratificacion en frio para germinar, como se ha mostrado en otras especies (Phartyal et
al., 2003; Chuanren et al., 2004). En B. bipinnata s6lo se pudo analizar el efecto de la
temperatura (y no el de los tratamientos pre-germinativos) debido al nimero limitado de

semillas, y tampoco fue significativo, lo que corrobora la anterior afirmacion. Por otro lado,



resulta claro también que no es necesario almacenar las semillas en frio, al menos en el
limitado periodo de almacenamiento que se probd en este trabajo. Por ello, las semillas de
las especies de Bursera estudiadas podrian almacenarse por este periodo en las
condiciones poco tecnificadas que imperan en la mayoria de los viveros rurales de

México.

Los tratamientos pre-germinativos no generaron respuestas similares en las tres
especies probadas. La aplicacion de la citocinina 6-benzilaminopurina incrementd la
germinacion de B. copallifera (Cuadros 8 y 9). En el caso de B. glabrifolia el porcentaje de
germinacion disminuyd con la escarificacion acida, y fue alta en el control y con la
hormona. Es posible que el grado de acidez fuera muy alto y llegara a dafiar a los
embriones, por lo que podrian hacerse otras pruebas con concentraciones diferentes a la

aqui usada.

La eficacia de la citosina usada en la germinacidon de algunas especies ha sido
mostrada en los trabajos de Khan (1971), Nargaraja y Farooqi (1989), Phartyal et al.
(2003) y Chuanren et al. (2004). En adicién se observd que este tratamiento disminuy6 los
dias transcurridos para el inicio de la germinacion en B. copallifera y B. bicolor (Cuadro
10, Figuras 4 y 6). Sin embargo, la forma en que opera esta hormona no ha sido
dilucidada hasta la fecha, y no parece tener un efecto similar en las diversas especies del

género.

En B. glabrifolia el porcentaje de germinacion obtenido en esta prueba supero a los
obtenidos en las dos anteriores. Por su parte la germinacion de B. bicolor no se vio
afectada por los factores experimentales, sin embargo su porcentaje de germinacion (32%

* 3.7 e. e.) fue menor al obtenido en campo.



CONCLUSIONES

Este primer estudio de la germinacién de semillas de varias especies del género

Bursera permitio alcanzar las siguientes conclusiones:

¢ Existe una alta proporcion de semillas vanas (sin embridn) en las poblaciones de
las seis especies estudiadas, especialmente en B. fagaroides y B. grandifolia, y no

es posible distinguir las semillas vanas de las llenas por su aspecto externo.

e Las poblaciones analizadas de estas dos especies presentan una limitante en su
reproduccion sexual, importante para su regeneracion en condiciones naturales y

para su propagacion en viveros a partir de semillas.

e La temperatura fluctuante increment6 la germinacion de las semillas de cuatro

especies (respecto a la registrada a temperatura constante).

¢ En campo, se alcanzd mayor germinacion de tres especies en las condiciones de
sombra bajo el dosel de SBC cerrada, que bajo el dosel mas abierto de SBC

perturbada.

¢ El almacenamiento en frio no resulté en una mayor germinacioén, por lo que las
semillas pueden ser almacenadas a temperatura ambiente durante los seis meses

posteriores a la colecta.

e No existe un tratamiento pre-germinativo efectivo para todas las especies. La
evidencia indica que no existe latencia fisica, a pesar de la dureza del endocarpio de

las semillas de Bursera.
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ANEXO

GERMINACION DE SEMILLAS DE SEIS ESPECIES DE Bursera
DEL CENTRO DE MEXICO
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RESUMEN

A pesar de que la tasa de deforestacion de los bosques tropicales
secos en México es alta, muy pocas especies nativas se propa-
gan en viveros locales, lo que limita su restauracién. Muchas
especies de Bursera son elementos dominantes de estos bosques,
pero su propagacion es dificil por la germinacién reducida de las
semillas. En este trabajo se evaliia la germinacién de semillas de
seis especies de Bursera (B. bicolor, B. bipinnata, B. copallifera,
B. fagaroides, B. glabrifolia y B. grandifolia) del noroeste de
Morelos, México. En un primer ensayo se encontré una alta
proporcion de semillas vanas en B. bipinnata, B. fagaroides
y B. grandifolia. La germinaciéon fue mayor con temperatura
fluctuante que con temperatura constante. La germinacion de
semillas almacenadas de estas tres especies durante seis meses a
temperatura ambiente y en refrigeracién (5 °C) no difirié signi-
ficativamente y fue del 30 al 60% en B. bicolor, B. copallifera y
B. glabrifolia. Una solucién de benzyladenina (150 ppm) aumen-
t6 la germinacion de una de las tres especies (B. copallifera). En
campo, las semillas de B. bicolor y B. copallifera presentaron
porcentajes de germinacion similares a los registrados a tempe-
ratura fluctuante.

Palabras clave: Bosques tropicales secos, Bursera, germinacion de
semillas, restauracion.

INTRODUCCION

nte la magnitud de la deforestacién de los bos-

ques tropicales secos mas extensos de Méxi-

co -las selvas bajas caducifolias—, es urgente

la propagacion de sus especies nativas. Alrededor de

70% del 4rea de selva baja se ha perdido en las ul-

timas décadas, y 50% del area cubierta por este tipo

de vegetacion estd formada por bosques perturbados
(Trejo y Dirzo, 2000).

En México se distribuyen alrededor de 80 de las

100 especies de Bursera identificadas, la mayoria

de las cuales son elementos conspicuos de muchos
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ABSTRACT

Although the deforestation rate of the dry tropical forests in
México is high, very few native species are propagated in local
nurseries, which limits their restoration. Many Bursera species
are dominant elements of these forests, but their propagation is
difficult because of the reduced germination of their seeds. In
this work an evaluation is made of seed germination of six species
of Bursera (B. bicolor, B. bipinnata, B. cipallifera, B. fagaroides,
B. glabrifolia and B. grandifolia) of the northwestern region of
Morelos, México. In a first assay, a high proportion of empty
seeds was found in B. pinnata, B. fagaroides and B. grandifolia.
Germination was higher with fluctuating temperature rather
than with constant temperature. The germination of stored seeds
of these three species during six months at room temperature
and in refrigeration (5 °C) did not differ significantly and was
from 30 to 60% in B. bicolor, B. copallifera and B. glabrifolia.
A solution of benzyladenine (150 ppm) increased germination of
one of the three species (B. copallifera). In the field, the seeds of
B. bicolor and B. copallifera presented germination percentages
similar to those registered at fluctuating temperature.

Key words: Dry tropical forests, Bursera, seed germination,
restoration.

INTRODUCTION

onsidering the magnitude of the deforestation

of the most extense dry tropical forests of
México -the low tropical deciduous forests—

the propagation of their native species is urgent.
Approximately 70% of the area of low tropical
deciduous forest has been lost in the past decades, and
50% of the area covered by this type of vegetation
consists of disturbed forests (Trejo and Dirzo, 2000).
Approximately 80 of the 100 identified Bursera
species are distributed in México, and most are
conspicuous elements of many tropical forests
(Rzedowski er al., 2005), although they are often
replaced by species that are more tolerant to
disturbance in disturbed sites. The propagation of the
Bursera species is highly relevant for the restoration of
populations, such as those of B. glabrifolia, which have
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bosques tropicales (Rzedowski et al., 2005), aunque
suelen ser reemplazadas por especies mds tolerantes
al disturbio en los sitios perturbados. La propagacion
de las especies de Bursera es muy relevante para res-
tablecer poblaciones que, como las de B. glabrifolia,
han sido diezmadas para elaborar artesanias (Purata
et al., 2004). Desafortunadamente, en México pocas
especies de selva baja se propagan actualmente, y
s6lo unas cuantas especies de Bursera se propagan
por estacas (Bonfil et al., 2007).

Los reportes sobre la germinacién de semillas de
Bursera son escasos y variados (Vazquez-Yanes et al.,
1999), pero destacan los de baja germinacién (Andrés-
Hernandez y Espinosa-Organista, 2002). Bajo condi-
ciones naturales, la germinacién es frecuentemente
menor que en laboratorio o invernadero (Ray y Brown,
1995; Ortiz-Pulido y Rico-Gray, 2006). No encontra-
mos estudios publicados que evaltien el efecto de dife-
rentes tratamientos pre-germinativos en Bursera, con
excepcion de uno realizado con B. penicillata (DC.)
Engl. (Nargaraja y Farooqi, 1989).

En este trabajo se analiza la germinaciéon de se-
millas de seis especies de Bursera: B. bicolor (Willd.
ex Schitdl.) Engl., B. bipinnata (DC.) Engl., B.
copallifera (Sess¢ & Moc. ex DC.) Bullock, B.
fagaroides (H.B.K.) Engl., B. glabrifolia (H.B.K.)
Engl., y B. grandifolia (Schitdl.) Engl., comunes en
Morelos, México. En particular, se compara la germi-
nacion bajo condiciones de temperatura constante vs.
temperatura fluctuante, asi como el efecto del almace-
namiento y algunos tratamientos pre-germinativos en
la germinacién de semillas de tres de las especies. En
ellas se compara también la germinacién en campo
con la registrada en condiciones controladas.

MATERIALES Y METODOS

Entre septiembre y octubre de 2002 se recolectaron frutos de
cinco especies de Bursera (B. bicolor, B. bipinnata, B. copallifera,
B. glabrifolia y B. fagaroides) al norte de Cuentepec, NO de More-
los, México (18° 51” 39" N, 99° 25’ 15 W), y de B. grandifolia
en la rivera del rio Tembembe, cerca de Cuentepec. Los frutos
se obtuvieron de al menos cinco arboles por especie, y se dejaron
secar en un invernadero durante cuatro semanas. Se conservaron
s6lo las semillas de apariencia sana (sin orificios, deformaciones o
manchas), y se mezclaron los lotes de cada especie.

Se realiz6 una primera prueba de germinacioén 30 dias después
de la recolecta. Se probaron dos tratamientos pregerminativos y
dos temperaturas en semillas de las seis especies. Los tratamientos
pregerminativos fueron: a) inmersién en acido clorhidrico (pH 1.5,
sol. 0.03 N) durante 15 min, b) escarificacion mecanica con lija
(realizada manualmente, ~40 s por semilla) y, c) testigo control,
sin tratar. Las semillas se desinfectaron por inmersién en hipoclo-
rito de sodio al 10% (10 min) y se colocaron en cajas de Petri en

828 VOLUMEN 42, NUMERO 7

been over harvested for the elaboration of handcrafts
(Purata et al., 2004). Unfortunately, in México few
species of the low tropical deciduous forest are now
being propagated, and only a few species of Bursera
are propagated by cuttings (Bonfil et al., 2007).

Reports of seed germination of Bursera are scarce
and varied (Vazquez-Yanes et al., 1999), but most
report low germination (Andrés-Herndndez and
Espinosa-Organista, 2002). Under natural conditions,
germination is often lower than in the laboratory or
greenhouse (Ray and Brown, 1995; Ortiz-Pulido and
Rico-Gray, 2006). We did not find published studies
that evaluate the effect of different pre-germination
treatments in Bursera, with the exception of one
made with B. penicillata (DC) Engl. (Nargaraja and
Farooqi, 1989).

In this work, an analysis is made of seed germination
in six Bursera species common in Morelos, México:
B. bicolor (Willd. Ex Schitdl.) Engl., B. bipinnata
(DC.) Engl., B. copallifera (Sessé & Moc. Ex DC.)
Bullock, B. fagaroides (H.B.K.) Engl. In particular,
a comparison is made of germination under conditions
of constant temperature vs. fluctuating temperature, as
well as the effect of storage and some pre-germination
treatments on seed germination of three of the
species. A comparison is also made in these species
of germination in the field with germination under
controlled conditions.

MATERIALS AND METHODS

Between September and October of 2002, fruits from five Bursera
species were collected (B. bicolor, B. bipinnata, B. copallifera, B.
glabrifolia and B. fagaroides) to the north of Cuentepec, NW of
Morelos, México (18° 51’ 39” N, 99° 25° 15 W), and of B.
grandifolia on the banks of the river Tembembe, near Cuentepec.
The fruits were obtained from at least five trees per species, and
were left to dry in a greenhouse during four weeks. Only the seeds
with a healthy appearance (without holes, deformations or spots)
were conserved, and the lots within each species were mixed.

A first germination test was made 30 days after collection. Two
pre-germination treatments were tested along with two germination
temperatures on seeds of the six species. The pre-germination
treatments were: a) immersion in 0.03 N hydrochloric acid (pH
1.5) for 15 min, b) mechanical scarification with sandpaper
(applied manually, ~40 s per seed) and c) control group, without
treatment. The seeds were disinfected by immersion in sodium
hypochlorite at 10% (10 min) and were placed in Petri dishes
in a medium composed of pasteurized black earth, perlite and
inert sand (2:1:1, volume), with 20 seeds per dish; each dish
was covered with a plastic film. Five dishes per treatment were
randomly placed in a germination chamber at constant temperature
(25 °C, photoperiod 12 h), and another five were placed in another
chamber with fluctuating temperature (18-32 °C every 12 h,
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un medio compuesto por tierra negra pasteurizada, perlita y arena
inerte (2:1:1, volumen), con 20 semillas por caja; cada caja se cu-
brid con una pelicula plastica. Se colocaron al azar cinco cajas por
tratamiento en una cdmara de germinacién a temperatura constante
(25 °C, fotoperiodo de 12 h), y otras cinco en otra con temperatura
fluctuante (18-32 °C cada 12 h, mismo fotoperiodo). Las semillas
se regaron cada tercer dia con agua destilada y se les aplico se-
manalmente una solucion de Captan al 5% durante el primer mes,
como fungicida. Las cajas se cambiaron de posicion semanalmente
durante los 60 dias de observacion para evitar posibles variaciones
en las condiciones dentro de la camara. Cada tercer dia se registrd
la germinacion, definida como la emergencia de una radicula de 5
mm. Los datos de porcentaje de germinacion (previamente trans-
formados con la funcion arcoseno) se analizaron mediante Analisis
de Varianza de dos vias (factores: temperatura y tratamiento pre-
germinativo).

Posteriormente se realizaron dos pruebas subsecuentes para es-
timar, de forma indirecta, la viabilidad de las semillas de las seis
especies. En la primera, se analizaron 90-100 semillas por especie
mediante imagenes de rayos X (Faxitron N, Model 43804N), las
que permitieron diferenciar a las semillas llenas de las vanas (sin
embrion). En la segunda, se analizaron por flotacion en agua mas
de 300 semillas por especie (dependiendo de la disponibilidad), para
separar las semillas vanas (vacias) de las que se hunden (llenas)
(Landis et al., 1998).

Debido a que tres especies (B. bipinnata, B. fagaroides y
B. grandifolia) presentaron una proporciéon muy baja de semillas
llenas, los siguientes experimentos sélo se realizaron con las
otras tres especies. Para analizar el efecto de las condiciones de
almacenamiento, las semillas llenas (por el método de flotacion)
de B. bicolor, B. copallifera y B. glabrifolia, se dividieron en
dos grupos: uno se almacend a temperatura ambiente (promedio
~20 °C) en un cuarto en bolsas de papel y el otro en un refri-
gerador a 5 °C, durante 170 dias. Al final de este periodo, las
semillas de cada condiciéon de almacenamiento se separaron en
tres grupos, un control y dos con tratamientos pregerminativos:
a) escarificacion en 4acido sulfdrico concentrado (85%) por 20
min y, b) inmersion durante 12 h en una solucién de 6-benzyla-
minopurina (Sigma Chemical Co.) a 150 ppm. Esta citocinina in-
crement6 la germinacion de semillas de B. penicillata (Nargaraja
y Farooqi, 1989). Las semillas del grupo control y las expuestas
a la citocinina se desinfectaron con una solucién de hipoclorito
de sodio al 5%, y luego con sulfato de cobre al 2% (10 min
cada uno); las expuestas al adcido no se desinfectaron porque los
microorganismos son eliminados por el 4cido. Posteriormente se
colocaron en cajas de Petri con el medio descrito antes, usando
10 semillas por caja y cinco repeticiones por tratamiento (dos
condiciones de almacenamiento X tres tratamientos pregermi-
nativos). Se usé una cdmara de germinacién con temperatura
fluctuante (32 °C con luz y 18 °C en oscuridad, 12/12 h). La
germinacion se registr6 y los datos se analizaron como en el
primer experimento.

La germinacién en campo se evalud en semillas de B. bicolor,
B. copallifera y B. glabrifolia, que previamente se habian separado

same photoperiod). The seeds were watered every third day with
distilled water, and a 5% solution of Captan was applied weekly
during the first month, as fungicide. The position of the dishes
was changed weekly during the 60 days of observation to avoid
effects of possible variations in the conditions within the chamber.
Germination, defined as the emergence of a radicle of 5 mm,
was recorded every third day. The data of germination percentage
(previously transformed with the arcsine function) were analyzed
through two way Analysis of Variance (factors: temperature and
pre-germination treatment).

Next, two tests were made to indirectly estimate the viability
of the seeds of the six species. In the first test, 90-100 seeds per
species were analyzed by means of X-ray images (Faxitron N,
Model 43804N), which made it possible to differentiate the filled
seeds from the empty ones (without embryo). In the second more
than 300 seeds per species (depending on the availability) were
analyzed by flotation in water, to separate the empty seeds from the
ones that sink (filled) (Landis et al., 1998).

Given that three species (B. pinnata, B. fagaroides and
B. grandifolia) had a very low proportion of filled seeds, the
following experiments were only carried out with the other three
species. To analyze the effect of the storage conditions, the filled
seeds (by the flotation method) of B. bicolor, B. copallifera and
B. glabrifolia) were divided into two groups: one stored at room
temperature in paper bags and the other in a refrigerator at 5
°C, during 170 days. At the end of this period, the seeds of each
storage condition were separated into three groups, one control
group and two pre-germination treatments: a) scarification in
concentrated sulfuric acid (85%) for 20 min, and b) immersion
for 12 h in a 150 ppm solution of 6-benzylaminopurine (Sigma
Chemical Co.). This cytokinin increased seed germination of
B. penicillata (Nargaraja and Farooqi, 1989). The seeds of the
control group and those exposed to the cytokinin were disinfected
with a solution of 5% sodium hypochlorite, and then with 2%
copper sulphate (10 min each); the seeds exposed to the acid were
not disinfected because the microorganisms are eliminated by the
acid. Next, they were placed in Petri dishes with the previously
described medium, using 10 seeds per dish and five replicates
per treatment (two storage conditions X three pre-germination
treatments). A germination chamber with fluctuating temperature
was used (32 °C with light and 18 °C in darkness, 12/12 h).
Germination was recorded and the data were analyzed as in the
first experiment.

Germination in the field was evaluated in seeds of B. bicolor,
B. copallifera and B. glabrifolia, which had been previously
separated by flotation and stored at room temperature during
~eight months. Ten seeds (without treatment) were placed in
plastic mesh bags (1811 cm), with 13 bags per species per
site (except for B. glabrifolia, with five bags due to the limited
availability of the seeds). The bags were buried at a depth of 5
cm at the end of May of 2003, in two sites: a conserved forest
and a disturbed forest near Cuentepec; both with a northeastern
exposure. Three weeks later the percentage of germination was
registered. The results were analyzed with ANOVA.
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mediante flotacién y se habian almacenado a temperatura ambiente
durante ~ocho meses. Se colocaron 10 semillas (sin tratar) en bolsas
de malla plastica (1811 cm), con 13 bolsas por especie por sitio
(excepto para B. glabrifolia, con cinco bolsas debido a la disponibi-
lidad de semillas). Las bolsas se enterraron a 5 cm de profundidad
a finales de mayo de 2003, en dos sitios: un bosque conservado y
uno perturbado cerca de Cuentepec; ambos con exposicion noreste.
Tres semanas después se registr6 el porcentaje de germinacién. Los
resultados se analizaron mediante Anélisis de Varianza.

REsuLTADOS Y DIScusioN

En la primera prueba la germinaciéon de Bursera
fagaroides y B. grandifolia fue 0% . En las otras cua-
tro especies, la capacidad germinativa fue menor a
18%, y no fue afectada por los tratamientos preger-
minativos (Cuadro 1). Sélo en B. glabrifolia hubo un
incremento en la germinacion (14% vs. 5-6%) por
la escarificacion mecédnica. La temperatura tuvo un
efecto significativo (Cuadro 1); en todas las especies
las semillas en temperatura fluctuante alcanzaron ma-
yores porcentajes de germinaciéon que en constante
(Cuadro 2).

Los bajos porcentajes de germinacién obtenidos
fueron, en parte, resultado de una alta proporcién de
semillas vanas. En B. grandifolia, B. fagaroides y
B. bipinnata el porcentaje de semillas llenas fue muy
bajo (Cuadro 3), mientras que en B. copallifera y B.
bicolor esta cifra fue superior a 45%. Los resultados
obtenidos por flotacion y rayos X fueron similares,
excepto en B. glabrifolia, en la cual la primera proba-
blemente subestimé este porcentaje.

Adicionalmente, una prueba de remojo por 24 h
realizada en 10 semillas intactas y 10 escarificadas de
B. fagaroides y B. grandifolia mostr6 que son per-
meables, pues aumentd el peso tanto de las semillas
sin tratar como de las escarificadas, sin diferencias
significativas entre ambas, por lo que no existe laten-
cia fisica (Baskin y Baskin, 2004).

Las semillas de todas las especies presentaron infes-
tacién por hongos en los experimentos de germinacion,

RESULTS AND DISCUSSION

In the first test, the germination of Bursera
fagaroides and B. grandifolia was 0%. In the other
four species, the germinative capacity was lower than
18%, and was not affected by the pre-germination
treatments (Table 1). Only in B. glabrifolia there was
an increase in germination observed (14% vs. 5-6%)
from the mechanical scarification. The temperature
had a significant effect (Table 1); in all the species
the seeds in fluctuating temperature reached higher
percentages of germination than with constant
temperature (Table 2).

The low percentages of germination obtained were,
in part, a result of a high proportion of empty seeds.
In B. grandifolia, B. fagaroides and B. bipinnata, the
percentage of filled seeds was very low (Table 3),
whereas in B. copallifera and B. bicolor this figure
was greater than 45%. The results obtained through
flotation and X-rays were similar, except in B.
glabrifolia, in which flotation probably underestimated
this percentage.

Additionally, a test of soaking for 24 h carried
out on 10 intact seeds and 10 scarified seeds of B.
fagaroides and B. grandifolia showed that they are
permeable, given that the weight of both the untreated
and scarified seeds increased, without significant
differences between the two. Thus there is no physical
latency (Baskin and Baskin, 2004).

The seeds of all of the species suffered fungal
infection in the germination experiments, notably in
B. grandifolia and less extensively in B. bipinnata and
B. fagaroides. The fungi initiated in the seeds, rather
than in the propagation medium, and could not be
eliminated with the disinfection. However, some of
the infested seeds germinated.

The storage conditions did not cause significant
variation in the percentages of germination in the three
species tested (Table 4); the seeds can be stored in a
cool dry room at room temperature (~20 °C) for at
least six months, without need of refrigeration. In B.

Cuadro 1. Resultados de los anilisis de varianza del efecto de la escarificacién (escarificacion dcida vs. mecénica), y la temperatura
(constante vs. fluctuante) en la germinacion de semillas de cuatro especies de Bursera.
Table 1. Results of the analyses of variance of the effect of scarification (acid vs. mechanical scarification), and temperature (constant
vs. fluctuating) on the germination of seeds of four Bursera species.

Escarificaciéon Temperatura Interaccion
Especie
F P F P F P
B. bicolor 2.56 0.098 9.43 0.005 3.82 0.036
B. bipinnata 1.63 0.217 18.02 <0.001 0.14 0.869
B. copallifera 0.38 0.687 18.35 <0.001 1.89 0.173
B. glabrifolia 3.24 0.056 10.05 0.004 0.15 0.864

Nota: La germinacién de las semillas de B. fagaroides y B. grandifolia fue nula.
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Cuadro 2. Porcentajes de germinacién (media =+ e.e.) de semillas
de cuatro especies de Bursera a temperatura constan-
te (25 °C) y fluctuante (18-32 °C).

Table 2. Percentages of germination (mean = s.e.) of seeds of

four Bursera species at constant (25 °C) and fluctuating
(18-32 °C) temperature.

Germinacion (%)

Especie Temperatura

Constante Fluctuante
B. bicolor 527 £ 0.36 a 17.94 £ 0.22 b
B. bipinnata 093 £0.13a 11.06 = 0.18 b
B. copallifera 0.17 £ 0.08 a 6.79 £ 0.18 b
B. glabrifolia 391 £0.27 a 13.38 = 0.06 b

Letras distintas en el mismo renglon indican diferencias significati-
vas (p=<0.05). N = 300 semillas por especie en cada condicion de
temperatura.

notable en B. grandifolia y menos extensiva en B. bi-
pinnata y B. fagaroides. Los hongos se originaron en
las semillas, mas que en el medio de propagacién, y no
pudieron eliminarse con la desinfecccién. Sin embargo,
algunas semillas infestadas germinaron.

Las condiciones de almacenamiento no hicieron
variar significativamente los porcentajes de germi-
nacion en las tres especies probadas (Cuadro 4); las
semillas pueden ser almacenadas en un cuarto fresco
y seco a temperatura ambiente (~20 °C) al menos
por seis meses, sin necesidad de refrigeracion. En
B. copallifera 1a citocinina aumentd la germinacion,
pero no tuvo efecto en B. glabrifolia (Cuadros 4 y
5). La escarificacion 4cida no afecté a B. copallifera,
pero disminuyé la germinacién de B. glabrifolia. El
porcentaje promedio de germinacion de B. bicolor
fue 32%, sin diferencias entre tratamientos preger-
minativos.

En todas las especies la germinacion inici6 entre

Cuadro 4. Resultados de los analisis de varianza del efecto del
almacenamiento a temperatura ambiente (~20 °C) y
en refrigeracion (5 °C) y del tratamiento pregermi-
nativo (acido sulfirico y 6-benzylaminopurina) en la
germinacién de semillas de tres especies de Bursera.

Table 4. Results of the analyses of variance of the effect of storage

at room temperature (~20 °C) and in refrigeration (5
°C) and of the pre-germination treatment (sulfuric acid
and 6-benzylaminopurine) in the germination of seeds
of three Bursera species.

Tipo de Tratamiento
E . almacenamiento  pre-germinativo Interaccion
specie
F P F P F P

B. bicolor 2.88 0.10 0.06 0.94 1.87 0.18
B. copallifera  0.42  0.52 11.37 <0.001 0.88 0.43
B. glabrifolia  0.72  0.41 12.88 <0.001 1.86 0.18

Cuadro 3. Estimaciones de semillas llenas en seis especies de
Bursera.
Table 3. Estimations of filled seeds in six species of Bursera.

Semillas llenas

Especie Flotacién Rayos X

N (%) N (%)
B. bicolor 1167 56.0 94 46.8
B. bipinnata 369 4.9 100 12.0
B. copallifera 3088 67.7 99 64.6
B. glabrifolia 367 25.1 100 61.6
B. grandifolia 404 2.0 100 0.0
B. fagaroides 1162 3.3 97 0.0

N = ntmero total de semillas usadas en cada prueba.

copallifera the cytokinin increased germination, but
it had no effect in B. glabrifolia (Tables 4 and 5).
The acid scarification did not affect B. copallifera,
but decreased germination of B. glabrifolia. The
average percentage of germination of B. bicolor was
32%, without differences among pre-germination
treatments.

In all of the species germination began between 2
and 8 days after sowing, and later increased until, in
most of the cases, it was stabilized between days 23 and
27, although in B. bicolor some seeds did not germinate
until day 40 (Figure 1). In B. copallifera most of the
seeds treated with the cytokinin germinated between
days 5 and 15, thus this hormone seems to produce an
earlier and more synchronized germination.

In the field, B. bicolor had the highest germination
percentage (32.7%*=2.0). Among sites, germination
was higher under the conserved forest canopy than
in the disturbed (more open) forest in two species
(46.2 vs. 19.2% in B. bicolor and 17 vs. 10% in

Cuadro 5. Porcentajes de germinacion (media *+ e.e.) de semi-
llas de tres especies de Bursera almacenadas por seis
meses y tratadas con acido sulfiirico o con la citocini-
na 6-benzylaminopurina.

Table 5. Percentages of germination (mean =+ s.e.) of seeds

of three Bursera species stored for six months and
treated with sulfuric acid or with the cytokinin 6-

benzylaminopurine.
Germinacion (%)
Especie Tratamiento Pregerminativo
Control Acido Citocinina
B. bicolor 33.7+7.0a 294 x37a 333+ 86a
B. copallifera  15.0 = 5.4 a 18.0 £ 5.1a 520 +56b
B. glabrifolia  63.0 £ 5.5b 250x43a 67.0 £ 8.1b

Letras distintas en el mismo renglon representan diferencias signi-
ficativas (p=<0.05).
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2 y 8 dias después de la siembra, y posteriormente se
increment6 hasta que, en la mayoria de los casos, se
estabilizé entre los dias 23 y 27, aunque en B. bicolor,
algunas semillas germinaron hasta el dia 40 (Figura
1). En B. copallifera la mayoria de las semillas trata-
das con la citocinina germinaron entre los dias 5 y 15,
por lo que esta hormona parece producir una germina-
cién més temprana y sincronizada.

En campo, la mayor germinacién correspondi6 a
B. bicolor (32.7%=*5.9), seguida por B. glabrifolia
(17.8% *=4.1) y B. copallifera (13.5%=2.0). Entre
sitios, la germinacion fue mayor bajo el dosel del bos-
que conservado que en el perturbado (més abierto), en
dos especies (46.2 vs. 19.2% en B. bicolor y 17 vs.
10% en B. copallifera; p=0.023 y p=0.036, respec-
tivamente). La diferencia entre sitios no fue significa-
tiva en B. glabrifolia.

Destaca el alto porcentaje de semillas vanas en
todas las especies. Este fendmeno explica la esca-
sa germinaciéon encontrada en B. grandifolia, B.
fagaroides y B. bipinnata, pero incluso en las otras
tres especies la proporcién de semillas vanas fue re-
lativamente alta (40-53%, Cuadro 3). Es posible que
factores genéticos, como la endogamia, estén relacio-
nados con la produccién de semillas vanas y los bajos
porcentajes de germinacién encontrados en algunas
especies (Menges, 1991; Chacoff er al., 2004); es-
tos fenémenos serian relativamente mdas importantes
en B. fagaroides, B. grandifolia y B. bipinnata —con
arboles dispersos en la zona de estudio- y menos pre-
valecientes en B. copallifera y B. glabrifolia, cuyas
poblaciones son mucho mds grandes en los bosques
del NO de Morelos. Estas ultimas registraron los ma-
yores porcentajes de semillas llenas (Cuadro 3) y de
germinaciéon (Cuadro 5).

Se ha sugerido que es mejor recolectar los frutos
de Bursera cuando ya estd avanzada su madurez y han
perdido el pericarpio (Johnson, 1992); en nuestro caso
los de B. grandifolia, y en menor medida los de B.
fagaroides, aun tenian un pericarpio de color verdoso.
Sin embargo, éste se desprendi6é durante el periodo de
secado en el invernadero.

El incremento en la germinacién a temperatura
fluctuante en relaciéon a la registrada a temperatura
constante (Cuadro 2), puede relacionarse con que las
semillas de Bursera permanecen en el suelo durante
5-7 meses desde que son dispersadas (entre noviembre
y enero) hasta que germinan (al iniciar las lluvias,
mayo-junio). Es comin que la germinacion a tempera-
tura fluctuante sea mayor que a temperatura constante
en muchas especies (Fenner y Thompson, 2005), lo
que simula mejor las condiciones naturales.

En general, los porcentajes de germinacioén obteni-
dos fueron bajos (Cuadro 5). Se ha reportado una baja
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B. copallifera; p=0.023 and p=0.036, respectively).
The difference among sites was not significant in B.
glabrifolia.

The high percentage of empty seeds in all of the
species is noteworthy. This phenomenon explains
the low germination found in B. grandifolia, B.
fagaroides and B. bipinnata, but even in the other
three species the proportion of empty seeds was
relatively high (40-53%, Table 3). It is possible that
genetic factors, such as endogamy, are related to the
production of empty seeds and the low percentages
of germination found in some species (Menges,
1991; Chacoff et al., 2004); these phenomena would
be relatively more important in B. fagaroides, B.
grandifolia and B. bipinnata -with scarce trees in the
study area- and less prevalent in B. copallifera and
B. glabrifolia, whose populations are much larger in
the forests of the NW of Morelos. The latter had the
highest percentages of filled seeds (Table 3) and of
germination (Table 5).

It has been suggested that it is better to collect
the fruits of Bursera when their maturity is farther
advanced and they have lost the pericarp (Johnson,
1992); in our case those of B. grandifolia, and to a
lesser degree those of B. fagaroides, still had a green
colored pericarp. However, this came off during the
drying period in the greenhouse.

The increase in germination at fluctuating
temperature relative to that registered at constant
temperature (Table 2) may be related to the fact
that the seeds of Bursera remain in the soil for 5-7
months from the time that they are dispersed (between
November and January) until they germinate (at the
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Figura 1. Germinacion acumulada (todos los tratamientos) de B.
glabrifolia (cuadros), B. copallifera (triangulos) y B.
bicolor (circulos).

Figure 1. Accumulated germination (all of the treatments) of B.
glabrifolia (squares), B. copallifera (triangles) and B.
bicolor (circles).



GERMINACION DE SEMILLAS DE SEIS ESPECIES DE Bursera DEL CENTRO DE MEXICO

germinacién en algunas especies tropicales deciduas,
incluyendo a B. simaruba, 1o que se atribuye a una
rapida pérdida de viabilidad de las semillas durante
el almacenamiento (Ray y Brown, 1994). En nuestro
caso el almacenamiento hasta por 170 dias no produjo
un decremento notable en la germinacién. No se en-
contré latencia fisica en las semillas de dos especies,
y es poco probable que exista un tipo de latencia ge-
neralizado.

Los porcentajes promedio de germinacién en con-
diciones naturales de B. bicolor y B. copallifera fue-
ron similares a los de la germinacién en temperatura
fluctuante (32.7% y 32% en B. bicolor, 13.5% y 15%
en B. copallifera, respectivamente), pero éste no fue
el caso en B. glabrifolia, que presentd mayor germi-
naciéon en condiciones controladas que en el campo
(63% y 17.8% respectivamente, Cuadro 5). La mayor
germinacion de B. copallifera y B. glabrifolia en el
sitio mas conservado probablemente se deba a que la
disponibilidad de agua es mayor que en el sitio per-
turbado. Diversos autores (Ray y Brown, 1995; Ortiz
Pulido y Rico Gray, 2006) indican que la sombra es
esencial para la germinacion y el establecimiento de
plantas en bosques tropicales secos, particularmente
de Bursera.

De las tres especies en las que se prob6 la aplica-
cién exdgena de la citocinina, sélo en B. copallifera se
produjo un incremento en la germinacién, como se ha
reportado en B. penicillata, que se cultiva en la India
(Nargaraja y Farooqi, 1989). Sin embargo, el papel
de las citocininas en el rompimiento de la latencia
y la movilizacién de reservas aun no se conoce bien
(Bewley y Black, 1994; Baskin y Baskin, 2001).

La siembra directa de semillas en el campo es un
método poco recomendable para la reintroduccién de
Bursera, sobre todo en los sitios donde el dosel es
abierto; la plantacion de arboles producidos en vivero
parece una mejor alternativa. Sin embargo, en al me-
nos tres de las especies la alta proporcién de semillas
vanas seguird siendo una barrera para su propagacion,
por lo que es necesario realizar estudios de la biologia
reproductiva del género.

CONCLUSIONES

Las seis especies de Bursera estudiadas presen-
taron una alta proporcién de semillas vanas; en B.
fagaroides y B. grandifolia fue cercana al 100%.
Bajo condiciones de temperatura fluctuante se in-
crementd la germinacién de las cuatro especies que
germinaron (B. bicolor, B. bipinnata, B. copallifera,
y B. glabrifolia). La germinacién de semillas almace-
nadas durante seis meses a temperatura ambiente y en
refrigeracion no difiri6. La citocinina benziladenina

onset of the rains, May-June). It is common that
germination at fluctuating temperature is higher than
at constant temperature in many species (Fenner and
Thompson, 2005), which better simulates natural
conditions.

In general, the germination percentages obtained
were low (Table 5). A low germination has been
reported in some tropical deciduous species, including
B. simaruba, which is attributed to a rapid loss in
viability of the seeds during storage (Ray and Brown,
1994). In our case the storage for up to 170 days did
not produce a notable decrease in germination. Physical
dormancy was not found in the seeds of two species,
and it is not likely that there exists a generalized type
of dormancy. The average germination percentages of
B. bicolor and B. copallifera under natural conditions
were similar to those in germination chambers with
fluctuating temperatures (32.7 % and 32 % in B. bicolor,
13.5% and 15% in B. copallifera, respectively),
but this was not the case in B. glabrifolia, in which
germination was higher under controlled conditions
than in the field (63% and 17.8%, respectively,
Table 5). The higher germination percentage of B.
copallifera and B. glabrifolia in the most conserved
site is probably due to the greater availability of water
than in the disturbed site. Diverse authors (Ray and
Brown, 1995; Ortiz Pulido and Rico Gray, 2006)
indicate that shade is essential for the germination
and establishment of plants in dry tropical forests,
particularly of Bursera.

Of the three species in which the exogenous
application of cytokinin was tested, an increase in
germination was produced only in B. copallifera, as has
been reported in B. penicillata, which is cultivated in
India (Nargaraja and Farooqi, 1989). However, the role
of the cytokinins in the interruption of dormancy and
the mobilization of reserves is not yet fully understood
(Bewly and Black, 1994; Baskin and Baskin, 2001).

The direct sowing of seeds in the field is not an
advisable method for the reintroduction of Bursera,
especially in sites where the canopy is open; the
planting of trees produced in nurseries seems to
be a better alternative. However, in at least three
of the species, the high proportion of empty seeds
will continue to be an obstacle for their propagation,
therefore it is necessary to carry out studies of the
reproductive biology of the genus.

CoNCLUSIONS
The six species of Bursera under study had a high
proportion of empty seeds; in B. fagaroides and B.

grandifolia, it was nearly 100%. The germination of
four species (B. bicolor, B. bipinnata, B. copallifera,
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incrementd la germinacion de B. copallifera y la es-
carificacion acida redujo la de B. glabrifolia. Se reco-
mienda hacer plantaciones y no la siembra directa de
semillas de Bursera en los proyectos de repoblacién
de bosques tropicales secos.
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