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RESUMEN

En Playon de la Gloria, Chiapas, los ejidatarios crearon una unidad de manejo para la
conservacion de la vida silvestre (UMA) para conservar la selva y minimizar los efectos de la
deforestacion. Durante los muestreos realizados en el 2009 para establecer el programa de
manejo de ésta, no se obtuvo registro de algunas especies de los géneros de mariposas Battus,
Parides y Morpho que tienen importancia econdmica para la zona. Por lo que es necesaria, la
conservacion de los hébitats que necesitan para completar sus ciclos de vida. Una alternativa es
iniciar la restauracion de su habitat reintroduciendo las especies de plantas de las que se
alimentan (Mucuna y Aristolochia). Se tienen muy pocos datos sobre la germinacion y conducta
en almacén de las semillas de estas especies, incluso a nivel de género, por lo que es necesario
generar informacion bésica sobre estos topicos. Para esto se determinaron las condiciones de
germinacion de Mucuna argyrophylla, Aristolochia grandiflora y Aristolochia maxima en
camaras de germinacion a 25 y 25°C y en vivero (en el campo) y se probaron distintos
tratamientos para inducir su germinacion. Las semillas recién recolectadas, al inicio de la época
de produccion de semillas, germinaron en porcentajes relativamente altos, 89% A. maxima y 45%
A. grandiflora, sin embargo semillas recolectadas un mes después presentaron una germinacion
casi nula.Con la adiciéon de giberelinas (250 ppm) no se removi6 la latencia (germinacion =
12%); con mayores concentraciones (1500 ppm) se removi6 parcialmente la latencia (20% de
germinacion). El tratamiento de agua de humo incremento significativamente la germinacion
(23%) con respecto al controlLas semillas de Mucuna argyrophylla presentaro latencia fisica, por
lo que germinaron en un 60% al hacerles un orificio en la region chalazal. Para saber por qué las

semillas de A. grandiflora tuvieron una baja capacidad germinativa se realizaron cortes



histoldgicos de las semillas. Se observo un embridon pequetio pero bien diferenciado y tejidos que
fungen como una capa mecanica e impiden el paso del agua a la semilla. Esto, aunado al hecho
de que las semillas no se embeben, sugiere que las semillas producidas en los meses mas
calientes al afio presentan latencia fisica. Ademas se sembraron semillas en campo, por lo cual se
hicieron analisis edafoldgicos para saber si estas plantas requieren condiciones especificas para
su crecimiento. Dada la baja germinacion y sobrevivencia de la plantula de A. grandiflora en
vivero, en campo, solo se trasplantaron las plantulas de M. argyrophylla, donde la sobrevivencia
en la selva fue del 2%, en el acahual del 25% y en la ribera del 7% . Para fines practicos de
restauracion ecologica y manejo de estas especies, las semillas de Mucuna argyrophylla tienen
mejor desempefio que las de Aristolochia grandiflora, por su buena capacidad germinativa, y
posibilidad de almacenamiento a largo plazo. Mientras que, las semillas de A. grandiflora se
deben recolectar al principio de la produccion de semillas y germinarse inmediatamente. Esto
garantiza una alta produccion de plantulas sin necesidad de ningun tratamiento pregerminativo.
La principal limitante para la produccion de estas plantas es la dificultad para su recoleccion, las
plantas crecen en pequefias poblaciones separadas por grandes distancias.

ABSTRACT

Currently, in Playon de la Gloria (Lacandon rain fores, Chiapas, Mexico) residents created an
environmental management unit to preserve the rainforest and minimize the effects of
deforestation. In 2009, some important lepidoptera species previously registered for this area was
not recorded again (genera of butterflies Battus, Parides and Morpho). To favor the
reestablishment of these species it is necessary the conservation of habitats and the reintroduction

of feed plant for butterflies (Mucuna and Aristolochia). But few studies have been made on their



germination, storage behavior, even at the genus level; so it is necessary to generate basic
information about this topic. For this we determined the effect of different treatments on seed
germination of Mucuna argyrophylla, Aristolochia grandiflora and Aristolochia maxima. Seeds
were germinated at 25°C and 25-35°C and in the field. Freshly collected seeds of Aristolochia
germinated in high percentages A. maxima (89%) and A. grandiflora (45%). However, in seeds
collected one month later, the germination percentage of A. grandiflora was very low (12% with
250 ppm of gibberellins). In this species 1500 ppm of gibberellins removed partially dormancy
and germinated in 20%, water smoke also improved significantly germination (23%) in respect to
the control. We had no sufficient seeds of A. maxima to test these treatment. Seeds of M.
argyrophylla had physical dormancy thus seeds germinated in 60% after we did a hole in the
chalazal area. To know why the seeds of A. grandiflora had low germination, In the seed were
made longitudinal cuts, perpendicular to the median plane. We observed a small but
differentiated embryo, and a tissue that act as a mechanical layer that prevents the seed water
uptake, this together with the fact that the seeds are not embedded, suggests that seed produced in
the hottest months of the year have physical dormancy. Seeds also were sown in the field, so
pedological analyzes were made to see if these plants require specific conditions for growth.
Given the low germination and survival in a shade house of A. grandiflora seedling, we only
transplanted Mucuna seedlings to the field under different conditions. Survival was 2% in the
forest, 25% in the "acahual" and 7% in the river.bank For practical purposes of ecological
restoration seeds of Mucuna argyrophylla work better than those of Aristolochia grandiflora,
because they have good germination capacity and the possibility of long-term storage. The seeds

of A. grandiflora should be collected at the beginning of the production of seeds and germinated



immediately; this ensures high production of seedlings without any pretreatment. The main
limitation for the production of these plants is the difficulty for sewed collection because the

plants grow in small populations separated for large distances.

INTRODUCCION

La Selva Lacandona es uno de los ecosistemas naturales del tropico himedo mexicano mas
importantes, por su gran diversidad biologica y los servicios ambientales que presta. Aun
conserva la quinta parte de la diversidad bioldgica del pais en un area que representa el 0.16% del
territorio nacional (de la Maza, 2006). Los estudios sobre la biota realizados en la zona indican la
presencia de 630 especies de mariposas diurnas, las cuales se reportan en el ejido Boca de Chajul
(dentro del municipio Marqués de Comillas). Representan el 30% de las 1800 especies conocidas
en el pais. Entre ellas se encuentran algunas consideradas como especies con importancia

comercial y ecoldgica (de la Maza, 1985).

La problematica ambiental actual en el municipio Marqués de Comillas depende de varios
factores, entre los que destacan: la pérdida y fragmentacion de los ecosistemas naturales por la
extraccion de maderas, la expansion de la frontera agropecuaria, la colonizacion no planificada y
la sobreexplotacion de los recursos forestales. Muchos espacios talados entraron en un proceso
irreversible de empobrecimiento de la tierra debido a la erosion y al progresivo agotamiento del
suelo fértil de este ecosistema (Jan de Vos, 2002). Esta problematica se refleja en el ejido Playon
de la Gloria, en donde la vegetacion remanente tiene especial importancia para la conservacion de
la biodiversidad, debido a que funciona como un corredor bioldgico entre la Reserva de la

Biosfera Montes Azules y los fragmentos de selva de los ejidos circundantes, tales como El Pirt,
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Santa Rita, Galacia, Flor de Marqués y Chajul (Carabias et al., 2008). La tasa anual de
deforestacion de este ejido, hasta 2007, era de 3.5% anual, superando la media estatal, lo cual
significa una pérdida de aproximadamente 60 ha por afo, para el periodo del 2008-2010, la tasa
de deforestacion anual para el ejido Playon de la Gloria disminuy6 drasticamente hasta alcanzar
valores menores a 1% (Carabias et al. 2012). Gracias a esto, ain existen importantes manchones
de vegetacion original, distribuidos de manera fragmentada, los cuales se deben conservar ante

las amenazas de su destruccion (Carabias et al.2008).

Dentro de las acciones que se han realizado para conservar la selva en esta zona, debido a la
gran diversidad de lepidopteros ahi encontrados, en 1996 se establecid un proyecto ejidal de
cultivo extensivo y comercializacion de las mariposas en los ejidos de Chajul, Playon de la Gloria
y El Pira (J. de la Maza, com. pers), el cual por diferentes motivos finalizé en 2001. En 2008 y
2009 estos ejidos se incorporaron al programa de pago por servicios ambientales por
biodiversidad (PSA-B) (Carabias et al.2008). Aunado a este programa, actualmente en Playon de
la Gloria se desarroll6 un proyecto de UMA (Unidad de manejo para la conservacion de la vida
silvestre) extensiva de mariposas en el drea que se encuentra registrada en el PSA-B (254
hectareas), lo que representa el 19% de la superficie total del ejido y corresponde al 38% de la
cobertura forestal remanente del mismo. El desarrollo de esta UMA cred una oportunidad para
los ejidatarios que aun tienen terrenos con selva conservada para obtener beneficios de su
aprovechamiento, manejo y conservacion, ya que proporciona empleos e ingresos generados
gracias a un exhibidor turistico de mariposas y un taller de artesanias hechas con las alas de

mariposas muertas. Estos ingresos han ayudado a frenar la deforestacion de los terrenos



conservados por los ejidatarios ya que ofrece una alternativa para ellos, distinta a las actividades

agropecuarias que implican el cambio de uso de suelo (Natura y Ecosistemas Mexicanos, 2014).

En 2009, durante los muestreos realizados para establecer el programa de manejo de la UMA,
no se obtuvo registro de algunas especies de mariposas con importancia comercial o ecologica y
algunas especies que pueden considerarse endémicas, las especies de los géneros Battus, Morpho
y Parides, que se habian encontrado en los muestreos realizados anteriormente entre 1979 y
2000. El hecho de que el registro de estas especies se haya modificado, se debe posiblemente a la
ampliacion de la frontera agropecuaria, la cual ha afectado los hébitat tan especificos que éstas
necesitan para completar sus ciclos de vida, como son las orillas de los rios y las partes altas de
algunas lomas (de la Maza y de la Maza, 1993). La conservacion de estos tipos de habitat es
necesaria para mantener la biodiversidad de mariposas. Una alternativa es iniciar la restauracion
ecoldgica de su habitat reintroduciendo las especies de plantas de las que se alimentan en su
estado larvario. Para los géneros Battus y Parides, sus plantas hospederas son clave para la
alimentacion de estas mariposas en estado larvario. Las especies hospederas son varias especies
de lianas del género Aristolochia, mientras que para el género de mariposas Morpho, una de sus
plantas de alimentacioén son lianas del género Mucuna. Las lianas son parte fundamental de la
estructura y funcion de los bosques tropicales. Ademas estas especies (Aristolochia y Mucuna)
tienen importancia econdémica y cultural, caracteristicas que son fundamentales para su aplicacion
en proyectos de restauracion ecologica.

La forma mas comun de propagar a las especies vegetales que se integran a estos proyectos de
restauracion ecologica, es por semilla, ya sea inicialmente en un vivero o bien, la siembra directa

en campo. La propagacion de las plantas en vivero tiene varias ventajas, la principal es que se



puede brindar a las semillas y a las plantulas los cuidados suficientes para que se trasplanten al
campo individuos de una talla adecuada, para incrementar las posibilidades de supervivencia de
las plantulas. Mientras que la siembra directa permite la aclimatizacion de la semilla y la de la
plantula desde etapas tempranas, sin embargo, reduce la probabilidad de éxito de los nuevos
individuos, debido a la depredacion, las variaciones climaticas y otros factores inherentes al sitio,
que cambian en el espacio y en el tiempo (A. Orozco-Segovia, com. pers).

Ya que la informacion que se tiene sobre las especies de alimentacion de mariposas es muy
limitada, eneste trabajo nos proponemos generar informacion basica sobre la propagacion de
Mucuna argyrophylla, Aristolochia grandiflora y A. maxima y sobre su posible manejo en

proyectos de restauracion ecologica.

ANTECEDENTES

Plantas de alimentacién de mariposas importantes para la zona

Ademas de su importancia para la alimentaciéon de mariposas, las plantas de los géneros
Aristolochia y Mucuna tienen importancia econdmica y cultural, caracteristicas que son

fundamentales para su aplicacion en proyectos de restauracion (Tabla 1).



Las lianas, incluyendo las de los géneros de interés de este trabajo, son plantas
trepadoras, herbaceas o lefiosas que inician su desarrollo como plantas terrestres y
dependen de otras especies para crecer en altura y alcanzar el dosel, en donde encuentran
una mayor disponibilidad de luz, ya que a diferencia de los arboles, las lianas tienen
relativamente poco apoyo estructural, por lo que pueden destinar mas recursos a la
reproduccion, el desarrollo de follaje de dosel, el tallo y la elongacion de las raices
(Schnitzer y Bongers, 2002). Las semillas de estas plantas germinan en el suelo (no son
epifitas) y las plantulas pueden crecer de forma independiente hasta cierta altura, pero ya
que no pueden sostenerse por si mismas después de pasar esa altura, se apoyan en otro

individuo. Para esto las lianas han desarrollado adaptaciones que les permiten anclarse a los



arboles con estructuras como ganchos, zarcillos y tallos volubles (Garrido-Pérez et al.

2012).

La lianas estan distribuidas geograficamente de forma desigual, la mayoria de ellas se
encuentra en los bosques tropicales, donde son mas abundantes, mas diversas y presentan mayor
variedad de formas y tamafos que en los bosques templados (Garcia, 2009). En el mundo existen
por lo menos 97 familias y 9216 especies de plantas de habitos trepadores: para la region de
Chajul (Chiapas, México) se han descrito 128 especies de lianas (Ibarra-Manriquez y Martinez-

Ramos, 2002; Solorzano et al., 2002).

Se sabe muy poco sobre la ecologia de estas plantas, muchos investigadores antes asumian que
las lianas jugaban un papel limitado en la dindmica del ecosistema, pero actualmente se ha
reconocido que las lianas tienen un papel importante en la ecologia del bosque (Schnitzer y
Bongers, 2002). Ecolégicamente, las plantas trepadoras juegan un papel fundamental en la
estructura, diversidad y funcionalidad de los bosques tropicales (Solérzano et al. 2002; INE.
2000). Las lianas contribuyen a los procesos de transpiracion forestal y de secuestro de carbono y
pueden ser un componente mas dinamico que los arboles del dosel de las selvas tropicales

(Jordao, 2009).

Como plantas de alimentacion de larvas de mariposas, las lianas proveen varios beneficios a
los lepidopteros, este tipo de plantas tiene una tendencia a ser muy toxica, independientemente de
la clase de compuestos quimicos que contengan o de su filogenia, pero cuando las larvas comen
este tipo de plantas, las toxinas se bioacumulan y adquieren cierta toxicidad que las defiende de

depredadores. Las mariposas que crecen sobre lianas pudieron haber evolucionado junto con los



taxones de las plantas toxicas, para que, ademds de alimentarse, utilicen los metabolitos
secundarios que ofrecen las plantas para su propia proteccion (Beck y Fiedler, 2008). Un ejemplo
bien documentado sobre esta relacion entre plantas toxicas y lepidopteros es el de Urania fulgens
y Omphalea oleifera (Dirzo y Mota-Bravo, 1997). A pesar del papel y la importancia ecologica

de las lianas, su uso en proyectos de restauracion es limitado.

Disturbios, cambio de uso de suelo y fragmentacion de los bosques tropicales

La selva se degrada cuando sus elementos se alteran o se pierden como resultado de una actividad
humana. Cuando hay un cambio de uso de suelo para agricultura o ganaderia, no solo se pierde la
cubierta vegetal si no que éste se degrada o se afecta la calidad del agua. Si la alteracion no es
muy intensa, el desequilibrio puede ser transitorio y la selva puede recuperarse por si sola (Meli y

Carrasco-Carballido, 2011).

Alrededor de la mitad de la superficie terrestre libre de hielo se ha convertido o modificado
sustancialmente por las actividades humanas en los tltimos 10.000 afos (Lambin et al., 2003).
En los tropicos, los disturbios antropogénicos forman un componente apreciable y creciente del
medio ambiente, y la comprension de la dindmica y la gestion sustentable de los bosques
secundarios (en los que habitan estas lianas) es cada vez mas importante en paisajes modificados
por el hombre (Letcher y Chazdon, 2012). Estos cambios de uso de suelo propician la
fragmentacién del habitat; la tasa de deforestacion tropical excede 15 X 10° ha por afio, que dejan
una enorme fragmentacion de los paisajes forestales, la cual esta aumentando (Laurance et al.,

2001).
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Todos estos disturbios ponen en riesgo la permanencia de los ecosistemas y las interacciones
bioticas en éstos. En el caso del ejido Playon de la Gloria, se ha visto que muchas especies de
mariposas se han afectado por la pérdida de la vegetacion remanente que éstas necesitan para
completar sus ciclos de vida, por lo que la conservacion y restauracion ecologica de sus habitats

€s necesaria para su permanencia en los ecosistemas.

Restauracion ecoldgica

La restauraciéon ecoldgica es una actividad que tiene como propoésito iniciar o acelerar la
recuperacion de la salud de un ecosistema dafiado o degradado, lo que implica recuperar su
integridad y sustentabilidad, llevandolo a un estado de referencia de la vegetacion previamente
encontrada en ese sitio (SER, 2004). La restauracion abarca las relaciones entre naturaleza y la
cultura e involucra a todos los sectores de la sociedad, por lo cual permite la participacion de las

comunidades indigenas marginales y otros pobladores locales (SER, 2013).

Existen dos grandes retos para la restauracion ecoldgica, el primero es restaurar grandes areas
que estén divididas en varias zonas con distintas fuentes de disturbio, en intensidad y duracion,
por ejemplo, zonas utilizadas para la ganaderia y la agricultura por tiempos prolongados o
intermitentes. El segundo reto es mantener un balance entre la conservacion de la biodiversidad y
el bienestar humano (Gann y Lamb, 2006).

Los proyectos de restauracion en los tropicos generalmente estan limitados a la utilizacion de
especies arboreas, sin tomar en cuenta otras formas de vida, a pesar de que este tipo de proyectos
asumen un aumento de la riqueza de especies con el fin de restaurar procesos ecologicos. Para

poder utilizar otros grupos vegetales se requiere tener conocimiento de la ecofisiologia de las
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especies que componen el ecosistema en su conjunto, lo que a su vez permitiria dar a cada
especie o grupo de especies un uso correcto en la restauracion (Garcia, 2009).

Los pocos datos que se tienen sobre el reclutamiento de formas de vida distintas a los arboles,
en zonas que se estdn restaurando, refleja que solo hasta fechas muy recientes se esta
considerando a estas especies. Esta falta de conocimiento y practica sobre formas de vida
distintas a los arboles es muy evidente en los bosques tropicales, los cuales ofrecen grandes
desafios a la restauracion, porque las tasas de deforestacion son muy rdpidas y alin existen
muchos huecos de conocimiento que no permiten enfrentarnos a los efectos de la fragmentacion
(Tucker y Murphy, 1997) y en general de cualquier tipo de disturbio. Por esto, es preciso obtener
informacion sobre cudl es la mejor técnica para la introduccion de las lianas en proyectos de
restauracion y por ende conocer cudles son las mejores condiciones de almacenamiento de las
semillas, de germinacidon y establecimiento de plantulas. Estas son fases vulnerables para
cualquier especie, por lo que es necesario tener esta informacion para contar con los propagulos

suficientes de las distintas especies a introducir.

Almacenamiento de semillas

La longevidad de las semillas es una caracteristica intrinseca de la especie, sin embargo su
extension puede verse limitada por el tipo de almacenamiento al cual fueron sometidas. Existen
condiciones de almacenamiento Optimas en las que se expresa la mayor longevidad potencial de
las especies. Esta se reduce en la medida en que la condicién de almacenamiento artificial se aleja
de la condicion 6ptima (condiciones subdptimas); como puede ser, dejar las semillas en bolsas de

papel sobre una mesa, en frascos de vidrio, en areas muy humedas, etc. La longevidad potencial
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es util para resolver cuéles deben de ser las condiciones de almacenamiento de las especies cuyo
germoplasma se debe de almacenar en condiciones artificiales para labores de conservacion,
restauracion o simple experimentacion (Vazquez-Yanes et al., 1997). Las condiciones Optimas
implican contar con refrigeradores a —15°C, cuartos especiales para deshidratar las semillas en
condiciones de humedad atmosférica especifica, etc., lo que estd lejos de la realidad de la

mayoria de los mexicanos y muy especialmente en zonas rurales como Chajul.

Para entender el papel de las semillas en la dindmica de regeneracion natural de las
comunidades vegetales se debe evaluar la longevidad ecoldgica. Es decir la duracién de la
viabilidad cuando las semillas estan expuestas a los factores ambientales de los sitios donde las
especies crecen y sus semillas permanecen en el suelo como parte de un banco de semillas
temporal o permanente (Thompson, 1987). El estudio de la longevidad ecoldgica tiene las
mismas limitantes que de la longevidad potencial (longevidad en condiciones artificiales), por lo
que para su estudio las semillas deben ser confinadas en recipientes que las aislan de algun o
algunos factores ambientales o de las interacciones con el ambiente (longevidad en condiciones
seminaturales). Por ultimo se puede estudiar la longevidad ecologica en semillas que se
incorporan al banco del suelo siempre y cuando se conozca su edad las circunstancias

ambientales por las que han pasado (Vazquez-Yanes et al., 1997).

Almacenamiento de Mucuna y Aristolochia

De acuerdo con los Kew Royal Botanic Gardens, a nivel de género y especie se tienen muy
pocos datos sobre las semillas de Mucuna y Aristolochia. Hasta el momento la informacion que
se tiene sobre su germinacion (tres y dos especies, respectivamente) y almacenamiento (siete y

cuatro especies, respectivamente) es limitada, es decir incluye a muy pocas especies y algunos de
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los datos tienen una interrogacion, lo que significa duda sobre su veracidad. Para el género
Mucuna, se sabe que sus semillas son ortodoxas (semillas con bajo contenido de humedad que se
pueden deshidratar ain mas y almacenarse a temperaturas menores a 0°C (Hong y Ellis 1996)).
Como ocurre comunmente con especies con cubierta seminal dura e impermeable, como las
especies de este género. Por ello, para germinarlas se utilizan métodos pre-germinativos que
rompen la cubierta impermeable, como diversos métodos de escarificacion que se describiran
posteriormente. En muchas especies de la familia Fabaceae, la cubierta seminal es impermeable,
lo que impide la germinacién al evitar la imbibicion y la toma de oxigeno por el embrién
(Navarro 2003), mientras que otras tienen una cubierta permeable como en el caso de algunos
cultivares de Phaseolus vulgaris (Agbo et al. 1987) y P.lunatus (Korban et al. 1981). Algunas
semillas de especies de la familia Fabaceae pueden permanecer en el suelo decenas de afios sin
germinar (Pérez, et al., 2006); los porcentajes de germinacion reportados para el género oscilan

entre 80 y 100% (RGB Kew, 2012)

En cuanto al género Aristolochia también hay poca informacion; algunas especies tienen
semillas ortodoxas y se pueden almacenar por largos periodos de tiempo. En A. alvida y A.
argentina se tienen altos porcentajes de germinacion (85 y 98%), respectivamente, sin
pretratamiento alguno. Sin embargo para otras especies como A. galatea el porcentaje de

germinacion no supera el 10-20% de germinacion (RGB Kew, 2012).
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Germinacién

La germinacion de las semillas es un proceso bioldgico complejo y organizado, el cual va
acompafiado de muchos cambios celulares y metabdlicos que estan regulados por sefiales internas
de la semilla; el proceso de la germinacion comienza con la entrada de agua en su interior y
termina con el alargamiento del eje embrionario (Bewley 1997, Zhang et al., 2012). Existen
varios factores fisioldgicos y estructurales que pueden retrasar la germinacion de las semillas
como la inmadurez fisiologica, el nivel de humedad residual en las semillas maduras, la presencia
de una cubierta seminal muy dura, el tamafo y la etapa de desarrollo del embridn, entre otros.
Para que las semillas maduren se necesita de requerimientos ambientales especificos para
comenzar la germinacion (Vazquez-Yanes y Orozco-Segovia, 1990), como la temperatura, que es
un factor muy importante para realizar muchas actividades metabdlicas en las plantas y es
fundamental en la germinacion de las semillas de cualquier especie (Simao, 2009). Ademas, la
temperatura puede inducir o interrumpir la latencia de las semillas y en el proceso de germinacion
tiene distintos efectos dependiendo de si la temperatura es constante o alterna. En muchas
especies, la germinacion se reduce o no ocurre en temperaturas constantes (Fenner y Thompson,

2005).

Latencia

La latencia es un rasgo adaptativo que optimiza la distribucién de la germinacion a través del
tiempo en una poblacion de semillas (Bewley, 1997), sin embargo no todas las especies la

presentan. Una vez que la semilla ha completado su desarrollo se inician los cambios que daran
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lugar al establecimiento del reposo, si éste se continia por la falta de algin factor externo
necesario para la germinacion, al reposo se le llama quiescencia, pero cuando el reposo de las
semillas se da aun cuando todos los factores ambientales necesarios estén presentes (que la
semilla se encuentre en un ambiente Optimo) al reposo se le denomina latencia (Vazquez-Yanes
et al., 1997). Esta puede ser primaria, es decir se presenta desde que la semilla se dispersa o bien

es secundaria cuando es inducida por factores ambientales adversos después de la dispersion.

Métodos para romper la latencia

Las distintas técnicas para romper la latencia se han desarrollado y modificado a través del
tiempo para mejorar la respuesta germinativa y hacerla mas practica y eficiente (Kimura y Islam,
2012). La efectividad de los tratamientos varia dependiendo del tipo y grado de latencia, el cual

cambia entre las especies (Alcantara, et al., 2001).

Para desarrollar trabajos de restauracion es esencial investigar la fisiologia de las semillas que
se pueden utilizar en los proyectos y determinar cdmo mejorar su respuesta germinativa. Por esto,
a continuacion se explican algunos tipos de latencia y los tratamientos que se utilizan para

romperla.

a) Latencia fisica

Existen varios métodos recomendados para romper la latencia causada por la impermeabilidad de
la cubierta seminal y con esto eliminar las limitaciones mecénicas del tegumento para la entrada

de agua. Algunos métodos son: la inmersioén en agua caliente, alcohol y acetona, la escarificacion
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quimica con acido sulfurico, la congelacion, la exposicion a altas temperaturas y la escarificacion

mecanica (Tabla 2) (Magalhaes, 2006).

Es importante diferenciar la latencia fisica (impedimento para la entrada de agua) de las
restricciones impuestas a un embrién poco vigoroso por una cubierta dura, aunque ésta sea
permeable. Esta latencia normalmente la superan los embriones con la maduracion y el
consecuente incremento de vigor de los mismos (Baskin y Baskin 2001). En la literatura
encontramos que en muchas ocasiones no se determina cudles son las caracteristicas de
permeabilidad de la semilla y se tratan a ambos casos como lo mismo, olvidando que una semilla
puede tener latencia fisica aun cuando su cubierta seminal sea relativamente delgada y suave, por
ejemplo, en Dodonaea.viscosa (A. Orozco-Segovia, com. pers). En algunas especies después de
la cosecha puede presentarse latencia fisica debido a que, con la desecacion la testa termina de
diferenciarse o bien el embrion no puede tomar agua debido al endurecimiento del endospermo,
aunque en este caso el endurecimiento de alguna estructura externa al embrién, como el

endospermo, somete al embridn a estrés osmotico (Liptay y Schopfer, 1983).

El revestimiento impermeable al agua es comun en las semillas de las familias Cannaceae,
Chenopodiaceae, Convallariaceae, Poaceae, Malvaceae, Solanaceae, Rhamanaceae,
Anarcadiaceae y Fabaceae. En esta ultima familia la latencia fisica se presenta en al menos el
85% de las especies, lo que implica que antes de cualquier prueba de germinacion hay que
documentar correctamente la presencia de latencia fisica, lo mismo es valido para las especies de

otras familias (Magalhdes, 2006).
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b) Latencia fisioldgica

La latencia fisioldgica es un tipo de latencia endogena o innata, en donde la presencia de
inhibidores quimicos de la germinacion en el embrion o la inmadurez de éste son las causas
principales de que este tipo de latencia ocurra, la cual se presenta desde que el embrion cesa de

crecer y continta hasta que el impedimento endogeno cesa (Vazquez-Yanes et al., 1997).

En los ultimos 30 afios, la latencia ha sido muy estudiada, en especial para acelerar su ruptura.
Las hormonas, como el acido giberélico (GAs), se han aplicado en varios de estos estudios

(Keshtkar et al., 2008a). Por lo general, las giberelinas estimulan la germinacion de las semillas
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con latencia fisiologica poco profunda e intermedia, pero no rompe la latencia fisiologica
profunda de las semillas intactas. En algunas especies las giberelinas estimulan el crecimiento de
los embriones extirpados de semillas con latencia profunda. En lugar del acido giberélico también
se puede aplicar en semillas con latencia fisiologica la estratificacion fria, es decir incubar a las
semillas, durante un periodo determinado, a temperaturas cercanas a 5°C y después germinarlas

en temperaturas relativamente mas altas (Baskin y Baskin, 2001).

Entre otros métodos, el humo producido durante los incendios es reconocido como un factor
clave para la germinacion de las especies dependientes de fuego, asi como para especies que no
dependen de ¢€l. El humo y los diferentes compuestos quimicos que éste contiene tienen un gran
potencial de uso en la horticultura, agricultura, la conservacion y la restauracion (Gamboa de
Buen et al., 2008). Recientemente, se han evaluado sus propiedades, por la capacidad que tiene
para sacar a las semillas de la latencia e impulsar la germinacion (Kulkarni, et al., 2007). Incluso
comercialmente se vende discos de papel filtro impregnado de humo, para usarse como sustrato
para la germinacion y a la vez como inductores de ésta; estos discos se producen comercialmente

en Sudafrica y Australia (http:/www.florabank.org; Flematti, et al., 2012). Los estimulantes

quimicos del humo son estables al calor, volatiles, solubles en agua, pueden ser absorbidos por
muchos tipos de materiales, como papel, agar, tierra, etc. y pueden almacenarse por mucho

tiempo (Smith, 2006).

c) Latencia morfoldgica.

Se presenta en especies en las que el desarrollo del embridon no culmina en el momento en que las
semillas se separan de la planta madre. En este momento, o no han terminado su crecimiento, o

bien no han completado su diferenciacion. Este tipo de latencia es muy dificil de romper, ya que,
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si bien las temperaturas altas incrementan la velocidad de crecimiento del embrion, la
diferenciacion, por lo general, requiere de periodos de tiempo mas o menos largos para que ésta
se complete (Baskin y Baskin, 2004; 2007). Ademas del pre tratamiento de incubar a las semillas
a altas temperaturas (~30-40 °C), después exponerlas a temperaturas frias (~5 °C) y por ultimo

germinarlas a temperaturas medias (25 °C) (Alves-Da-Silva et al. 2009).

OBJETIVOS

Obijetivo general

Determinar los requerimientos de germinacion de plantas de alimentacion (Mucuna argyrophylla,
Aristolochia grandiflora y A. maxima) de algunas mariposas amenazadas o raras con importancia

econdmica en el municipio Marqués de Comillas, Chiapas.

Obijetivos particulares

e Determinar los requerimientos de germinacion e identificar el tipo de latencia en Mucuna
argyrophylla, Aristolochia grandiflora y A. maxima.

e Sembrar en vivero semillas con pretratamientos germinativos y evaluar la emergencia y la
supervivencia temprana de las plantulas.

e Hacer un perfil edafologico y andlisis ecologico del suelo de los lugares donde crecen
Aristolochia grandiflora, Aristolochia maxima, y Mucuna argyrophylla, especies
alimenticias para mariposas.

e Trasplantar a campo las plantulas de Aristolochia grandiflora, y Mucuna argyrophylla y

evaluar su sobrevivencia.
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METODOLOGIA GENERAL

Especies estudiadas

Aristolochia grandiflora (Aristolochiaceae)

Es una planta trepadora de hojas simples, alternas, cordiformes, con flores de color blanco
amarillas, con partes de color lila hacia el apice, florece de abril a mayo (Ibarra-Manriquez y
Sinaca, 1995).

Las semillas del género Aristolochia generalmente son aplanadas, algunas veces aladas y de
tamafio pequefio o mediano, de forma angular; la cubierta seminal esta formada por cinco capas
celulares del o6vulo. El endospermo celular es de pared gruesa, aceitosa y en algunos casos
contiene almidén; tienen un embridon pequefio e indiferenciado, lo que es comun entre las
especies de la familia (Adams et al., 2005). Las principales caracteristicas de estas semillas son la
union de los tegumentos a lo largo del curso de la rafe y el desarrollo de dos capas de fibras
cruzadas en el tegmen, que constituyen la capa mecanica de la cubierta de la semilla (Corner,
1976). Son de forma lisa o irregular, una caracteristica interesante de muchas especies es que
tienen un funiculo grande y grueso, que se aplana contra la semilla y puede llegar a ser del mismo
tamafio o mas grande que la misma; las células del funiculo tipicamente se convierten en

lignificadas reticulares y se engrosan en la madurez (Corner, 1976; Werker, 1997).

Mucuna argyrophylla (Fabaceae)

Es una liana de hojas compuestas, alternas, trifolioladas, foliolos con el envés verde gris, flor

verde amarilla. En Los Tuxtlas, Veracruz florece de septiembre a octubre y fructifica de marzo a
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abril. Su distribucion en México abarca los estados de Chiapas y Oaxaca (Ibarra-Manriquez y
Sinaca, 1995).

Las semillas del género Mucuna son generalmente de color negro. Las semillas de M.
argyrophylla tienen un diametro aproximado de 2 a 3 cm y un espesor de 0.8 cm, de forma

discoide, el hilo se encuentra alrededor de la periferia de la semilla (Woodson y Scherry, 1980).

Sitio de estudio

El estudio se llevo a cabo en la UMA del ejido Playon de la Gloria (Mapa. 1-2), en Marqués de
Comillas (Mapa. 2) y en los fragmentos de selva de los ejidos colindantes. El municipio Marqués
de Comillas se ubica en la zona fronteriza entre México y Guatemala y pertenece a la cuenca del
rio Usumacinta (de la Maza et al., 2010).

Es uno de los 118 municipios del Estado de Chiapas y se ubica en las coordenadas 16°20'0" N,
92°46'0" W. El clima en Marqués de Comillas es similar al del resto de la Selva Lacandona:
calido con dos subcategorias siguiendo la clasificacion de Koppen: Am(f) calido himedo y
AwO(w) calido subhtimedo con lluvias en verano (INE. 2000). La ubicacion geografica de Playon
de la Gloria resulta estratégica, ya que se encuentra en el area de influencia de la Reserva de la
Biosfera Montes Azules, la cual sélo esta separada por el rio Lacantiin; ademads, los manchones
de selva remanentes funcionan como conectores entre la Reserva y los manchones naturales

presentes en el ejido El Pirti (Carabias y Meli, 2008).
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Recolecta de semillas

Se realizaron varias salidas a campo, en donde se recolectaron a partir de 4 o mas individuos por

especie, semillas de Aristolochia grandiflora, A. maxima y Mucuna argyrophylla en febrero,

marzo, abril y/o julio del 2012.
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Germinacioén

Germinacion de semillas de A. grandiflora y A. maxima recolectadas en febrero de 2012

Prueba piloto

Se hizo una prueba piloto de germinacion en 10 semillas de A. grandiflora recién recolectadas, a
las que se les aplicd una prueba agrondémica de germinacion que consistio en remojarlas por 24
horas en agua previo a la siembra para facilitar la imbibicion; posteriormente, las semillas se
germinaron a 25°C en cédmaras de germinacion (Lab-Line Instruments, Melrose Park, IL, USA)
equipadas con luz fluorescente, blanco frio (F20T12/CW, Sylvania, 20 W) y ladmparas
incandescentes (Solar, 25 W). Las semillas se sembraron en cajas Petri de pléstico de 10 cm de

diametro, llenas con una capa de agar (1% en agua) de 0.50 cm.

Germinacion de semillas de A. grandiflora y A. maxima recolectadas en marzo de 2012

Tratamientos en temperatura fluctuante

Las semillas de A. maxima y A. grandiflora, de las cuales se tenia una muestra muy pequeiia (lo
que indica la baja produccion de semillas en este periodo), para montar las suficientes réplicas
para los tratamientos, se pusieron a germinar semillas recién recolectadas solo a 25 y 25/35°C en
un termoperiodo 18/6 h a las temperaturas indicadas y un fotoperiodo de 12/12 h luz/oscuridad.
En donde la temperatura constante era el control. Para cada temperatura se colocaron 5 réplicas
con 30 semillas cada una. Las semillas se sembraron en recipientes de plastico cerrado de 15 % 15

cm y 8 cm de altura, llenos con una capa de agar (1% en agua) de 2 cm. Las semillas en los otros
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tratamientos o experimentos se sembraron de la misma manera, a menos que se indique lo

contrario.

Germinacion de semillas de A. grandiflora recolectadas en julio de 2012

Rompimiento de la latencia con giberelinas
Dada la baja capacidad germinativa de semillas recién colectadas de Aristolochia grandiflora se
hizo un experimento con un disefio factorial: 2 temperaturas (25 y 25/35°C) x 3 concentraciones

de giberelinas: (0, 500 y 250 ppm) % 4 réplicas, con 30 semillas por réplica

Rompimiento de la latencia con imbibicion en agua de humo

Las semillas almacenadas durante tres meses se embebieron en agua de humo y se sembraron en
cajas de Petri de 15 cm de didmetro con papel filtro mojado con agua de humo y se germinaron
en 2 temperaturas 25 y 25/35°C; en cada temperatura se puso un control; cada tratamiento con 5
réplicas, cada una con 30 semillas. Para obtener el agua de humo se fabricd un artefacto con una
olla vaporera de aluminio dentro de la cual se quemo hojarasca proveniente de la zona de estudio.
A la olla se le colocd una manguera plastica de 1 pulgada, la cual sirvié para dirigir al humo

hacia un matraz de 2 litros, en donde burbuje6 hasta que se complet6 la ignicion.

Tratamiento para romper la latencia con solventes
Dado el limitado nlimero de semillas que teniamos, en semillas almacenadas durante 4 meses, se

hizo un tratamiento exploratorio, con s6lo con 3 réplicas de 10 semillas en cada temperatura. Las
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semillas fueron pre-tratadas con acetona para intentar remover la cubierta lipidica que impide el
paso del agua a la semilla durante 3 minutos y se incubaron, en cajas de Petri de 10 cm de
diametro sobre papel filtro himedo, a 35°C durante una semana y después de este periodo fueron
puestas a 25°C; otros dos grupos de semillas tratadas con acetona fueron puestas directamente en

camaras de germinacion a 25° y a 25/35°C.

Rompimiento de la latencia debido a la dureza de los cotiledones

Se hizo un pre-tratamiento exploratorio en semillas almacenadas durante 4 meses, con H,O, a 20
mM, en el cual las semillas se embebieron en la solucién durante 24 horas y otro grupo durante
48 h. De igual modo, se aplico un pre-tratamiento con H,O, a 50 mM de, También se hizo un
tratamiento en el que las semillas se pusieron a remojar en cloro durante 5 minutos para ablandar
la cubierta seminal. Las semillas se incubaron a 25 y 25/35°C en cajas de Petri de 10 cm de

diametro sobre papel filtro himedo.

Rompimiento de la latencia con concentraciones altas de giberelinas, incubacién en agua de
humo y estratificacion caliente y fria

Se realizaron 4 tratamientos con semillas que fueron almacenadas durante 7 meses, tres de estos
se pusieron en cdmaras de germinacion a 25 y 25-35° C, en cada temperatura y tratamiento se
colocaron 4 réplicas de 30 semillas por tratamiento y un control para cada tratamiento y
temperatura. Los distintos tratamientos puestos a 25 y 25-35°C fueron: a) Se utilizd6 un
tratamiento de agua de humo, en donde las semillas se incubaron en esta solucion. b) Para otro

grupo de semillas, se hizo un pre-tratamiento con H>O, a 50 um, en el cual las semillas se
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embebieron en la solucidon durante 24 h y después se incubaron sobre papel filtro. ¢) Las semillas
fueron incubadas con 1500 ppm de GAj;. Finalmente para la estratificacion caliente las semillas
se incubaron a 35°C durante dos semanas y después las semillas de este tratamiento se pasaron a
una temperatura de 15°C durante otras dos semanas, y finalmente se dejaron incubando en una
temperatura constante de 25°C. Las semillas de estos tratamientos se sembraron en recipientes de
plastico cerrado de 15 x 15 cm y 8 cm de altura, llenos con una capa de agar (1% en agua) de 2

cm, en el caso de las semillas tratadas con agua de humo el sustrato fue papel filtro.

Germinacion de Mucuna argyrophylla recolectadas en febrero de 2012

Rompimiento de la latencia fisica con escarificacion mecanica

Se pusieron 5 réplicas cada una con 20 semillas recién recolectadas. Las semillas se sembraron en
cajas de plastico de 24 x 15 cm X 6 cm de altura y se llenaron con 2 cm de arena. Antes de
sembrarlas cada semilla fue escarificada con un DREMEL (Multipro 3956-02, Mexico) provisto
de una broca de joyeria 0.8 mm de diametro, con la cual se hizo un orificio en el extremo opuesto
al micropilo (region chalazal). También se escarificaron las semillas haciendo con la broca un

orificio directo en el estrofiolo.

Germinacion de Mucuna argyrophylla recolectadas en abril de 2012

27



Rompimiento de la latencia fisica con agua caliente

En vasos de precipitados de 2 L conteniendo 500, 1000 y 1500 mL de agua hirviendo se
sumergieron 100 semillas recién recolectadas en cada vaso hasta que el agua regresd a
temperatura ambiente. Se hicieron 5 réplicas de 20 semillas y también se sembraron semillas

control (sin tratamiento).

Rompimiento de la latencia fisica con enterramiento en campo (acondicionamiento natural)
Se enterraron a las semillas al inicio de la época lluviosa durante dos semanas y se desenterraron

y se secaron en condiciones de laboratorio durante una semana y finalmente se sembraron a

25°C.

Perfil edafoldgico del suelo
La descripcion e interpretacion del perfil de suelo en donde se encuentran las plantas, se hizo
siguiendo la metodologia presentada por Siebe. et al. (2006) en el “Manual para la descripcion y

evaluacion ecologica de suelos en el campo™.

Germinacion en campo de ambas especies Mucuna argyrophylla y Aristolochia grandiflora
recolectadas en julio de 2012

Para cada especie se utilizo el tratamiento que en laboratorio produjo mejores resultados. En
campo se sembraron 300 semillas de cada especie, las de A. grandiflora se pre-embebieron en

una solucion de 1500 ppm de giberelinas y las 900 de Mucuna argyrophylla se pre-escarificaron
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antes de la siembra en la region chalazal. Las semillas se sembraron en charolas de plastico de 20

% 30 cm, bajo una malla sombra.

Plantacidén en campo de Mucuna argyrophylla

De las semillas germinadas en la casa de sombra se sembraron 300 plantulas de Mucuna
argyrophylla en tres ambientes distintos (100 plantulas por sitio), en la selva cerrada, en un
acahual y en la ribera del rio Lacantin (Fig. 1). En la selva cerrada ( Fig. 1 A) los individuos se
plantaron junto a arboles con un didmetro mayor a 6 centimetros y un espacio promedio entre
ellas de 1 metro, mientras que en el acahual (Fig. 1 B) las plantas fueron colocadas en 10 hileras
de 10 metros con un metro de distancia entre cada planta. En la ribera del rio (Fig. 1 C) las
plantulas fueron sembradas en una linea de 100 metros con un metro de distancia entre plantas.
En estos dos ultimos lugares fueron plantas al lado de diversas especies que midieran més de 1.5

m de alto, para que las lianas las utilizaran de soporte.
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Histologia de las semillas de Aristolochia grandiflora

Preparacion del material

Para describir la estructura de la semilla de Aristolochia grandiflora y definir si el embrion es
indiferenciado (como lo han reportado en la literatura), se realizaron cortes histologicos
tangenciales en las semillas, siguiendo la metodologia de Lopez-Curto et al. (2005). Primero se
realiz6 una técnica de fijacion y deshidratacion, en la cual un grupo de semillas previamente
escarificado (para que la semilla se embebiera) fue hidratado durante 24 horas en agua y después
se colocaron en FAA (formol:alcohol:acido glacial acético, 1:1:1) durante 120 horas (5 dias); al
quinto dia se empezaron a deshidratar en soluciones acuosas con diferentes porcentajes de
alcohol: 1 hora al 30%, 1 hora al 50%, y alcohol al 70% por 5 dias. Se continuaron deshidratando
en alcohol al 85% durante 1 hora, al 96% 1 hora y al 100% 3 horas, luego se pasaron a una
mezcla de alcohol absoluto-xilol 1:1 durante 30 minutos y después en alcohol absoluto-xilol (1:2)
otros 30 minutos y finalmente en xilol puro durante 30 minutos. Después se realizo la técnica de
inclusion en parafina, en donde el material deshidratado se pasé a una mezcla de xilol-paraplast
1:1 a 56 °C durante 48 horas y posteriormente en paraplast puro durante 2 dias. Una vez
terminado este proceso se realizo la inclusion en bloques; para lo cual, se colocaron unos cubos
metalicos sobre un vidrio de 10 por 20 cm, los cuales se llenaron con parafina liquida y una vez
que se empezd a solidificar la parafina, se coloco la semilla en el fondo del cubo, evitando la
formacion de burbujas y orientando a las semillas con la ayuda de una aguja de diseccion. Ya que
la parafina estd solida, se separa de los cubos, se le afiade a cada cubo un palo de madera para

sostenerlo y se cortan las muestras en el microtomo.
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Tincién y pruebas histoquimicas

Los cortes se hicieron de 10-13 um de grosor y se tifieron en safranina-verde rapido, después
estos cortes se observaron con microscopia Optica y algunos de ellos se utilizaron en pruebas
histoquimicas: Lugol (almidén), rojo “O” de aceite (para reservas lipidicas, cutina y suberina),
acido peryodico- reactivo de Schiff (APS) (para polisacaridos insolubles), azul negro de naftol-

APS (para proteinas- polisacéaridos insolubles).

Fotomicrografia

Se tomaron fotografias de las preparaciones de los cortes con una técnica de fotomicrografia en
microscopia de campo claro, en un fotomicroscopio (Provis AX-70; Olympus, Tokio, Japon) del

laboratorio de microcine de la facultad de ciencias de la UNAM.

Analisis estadisticos

Se hicieron los andlisis estadisticos para el inicio de la germinacion (lag time), velocidad y
porcentaje final de germinacion en cada tratamiento. La velocidad y el inicio de la germinacion
se obtuvieron de los ajustes que se hicieron al curso de la germinacion de cada réplica. Para
ajustar los datos a modelos sigmoide o exponencial sigmoide, los porcentajes fueron

transformados a arcosenos. Los ajustes se hicieron con el programa TableCurve 2D. Finalmente

31



se realizo un analisis de varianza ANOVA en Statgraphics Centurion XV, para cada una de las
variables indicadas. La velocidad de germinacién fue la primera derivada maxima de cada curva.

RESULTADOS Y DISCUSION

Recolecta de semillas
Las semillas de Aristolochia grandiflora tuvieron un largo periodo de produccion, a lo largo del

cual solo fue posible recolectar muy pocas semillas, en la primera recolecta sélo se obtuvieron
alrededor de 200 semillas, muchas de las cuales presentaban malformaciones. Las semillas de A.
maxima interrumpieron su produccion, después de febrero no fue posible encontrar individuos
reproductivos. El color de estas semillas de A. grandiflora fue café ligeramente mas claro que el
observado al reinicio de la época produccion, cosecha de julio, y posteriores, ademas fueron mas
delgadas. Sin embargo todas las semillas recolectadas estaban listas para ser dispersadas en el
momento de la recolecta, lo que puede significar que habian completado las tres etapas del
desarrollo de las semillas: histodiferenciacion, extension, maduracion y secado (Kermode 1995).
También se ha visto que en otras especies como Buddleja cordata se producen semillas con
diferente capacidad germinativa, dependiendo de la disponibilidad de agua en el medio, lo que
tiene que ver con la proximidad de la época lluviosa a la época de produccion de semillas

(Mendoza-Hernandez et al.,2010).

En especial la temperatura pudo haber afectado las fases de expansion y de maduracion y
secado del desarrollo de la semilla, lo que tiene repercusion no solo en el llenado de las semillas,
sino también en la diferenciacion de la cubierta seminal (Marbach y Mayer, 1974; Argel y
Humphreys, 1983; Gutterman, 1992). Altas temperaturas tienen relacion en especial con la

32



dureza de la o las cubiertas de la semilla (Orozco-Segovia et al., 2000). Las diferencias en las
temperaturas media y maxima promedio mensual pudieron tener consecuencias en los resultados
obtenidos en cada época de recolecta, lo que podria explicar el decremento en la germinacion de
A. grandiflora entre la recolecta de febrero y marzo. En los datos climaticos promedio de ~30
afios se observa que entre ambos meses hay un incremento importante de temperatura hacia

marzo (SMN, 2014).

Germinacién

Prueba piloto y tratamientos en temperatura fluctuante

En las semillas de A. grandiflora y A. maxima recolectadas al inicio de la produccion de semillas
(febrero de 2012), debido a la pequefia cantidad de semillas recolectadas, se hizo solo un trabajo
exploratorio de su capacidad germinativa y se probod el efecto de la temperatura constante y
fluctuante. Para la prueba piloto, las semillas se remojaron 24 horas en agua y después se
sembraron, tal y como lo hacen los campesinos con semillas de especies que son de su interés, en
cualquier parte de México, desde el maiz hasta alguna especie maderable, como la ceiba (Ceiba
aesculifolia). Con esta prueba se obtuvo un 90% de germinacién en ambas especies. En el
municipio Marqués de Comillas, la época lluviosa se extiende de mayo a octubre (precipitacion
de 1400 a 2600 mm anuales, temperatura maxima promedio 30-34.5°C, temperatura minima
promedio 21-22°C), por lo que las semillas de A. grandiflora recolectadas de noviembre a abril
(precipitacion de 350 a 700 mm anuales, temperatura maxima promedio 27-30 °C, minima

promedia 18-19.5°C) fueron producidas durante la época con temperaturas mas frescas y menor
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precipitacion, aunque con suficiente disponibilidad de humedad, tanto la remanente de la época

lluviosa, como la de la temporada de recoleccion (Hernandez-Pérez, 2011, SPDS, 2007).

Las semillas de un mes de edad (recolectadas en febrero de 2012) de A. maxima presentaron
89%, de germinacion. Mientras que las semillas de A. grandiflora recolectadas en marzo solo
germinaron en un 45%, En ambas especies no hubo diferencias significativas entre ambas

temperaturas en el porcentaje, la velocidad, y el inicio de germinacion (P < 0.05) (Fig.2; Fig.3).
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Las semillas de A. maxima continuaron teniendo alta capacidad germinativa un mes después
de la recolecta sin diferencia estadistica entre temperatura fluctuante y constante (Fig. 2). Las
semillas de A. grandiflora recolectadas en marzo (temperatura ambiente maxima 34.3°C,
temperatura promedio 31°C), a diferencia de las semillas, recolectadas el mes anterior (febrero,
maxima mensual 29.9 °C, temperatura promedio 27.7 °C) tuvieron una germinacion de 36% a

temperatura constante y de 45% en temperatura fluctuante (SMN, 2014) (Fig. 3).

Rompimiento de la latencia con giberelinas

Se tuvo que hacer una nueva recolecta de semillas en julio dada la baja disponibilidad de semillas
en los meses previos. En esta ocasion julio fue aparentemente el pico de la produccion de
semillas, por lo que se tuvo una mayor disponibilidad (aunque insuficiente) de semillas de A.
grandiflora. La coloracion de estas semillas fue café oscuro y las semillas tuvieron un mayor
grosor. Considerando los tratamientos control, tanto a temperatura constante como a fluctuante, la
germinacion fue practicamente 0 (2.5 y 0.83%. respectivamente; Fig. 4). En julio la temperatura
promedio de la zona (31 °C) no difirié de la de marzo. Sin embargo, en la temperatura maxima
mensual (32.4 °C) si hay una diferencia importante, marzo (34.3°C) fue un mes mas caliente que

julio, y febrero (29.9°C) continu6 siendo el mes mas fresco.
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Inicialmente se asumi6 que podria haber una latencia fisiologica, por lo que se traté de
romperla con giberelinas, en una concentracion recomendable para especies tropicales (250 y 500
ppm; Orozco-Segovia et al., 2007; Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2009, 2013). Las
giberelinas indujeron un pobre incremento (> 20%) en la germinaciéon en ambas concentraciones
y en ambos tratamientos de temperatura, estas diferencias fueron significativas (Fs 3= 3.82; P =
0.015). La germinaciéon mas alta se registro con la combinacion de fluctuacion de temperatura
con ambas concentraciones de giberelinas por igual (10.83 y 10%, 250 y 500 ppm;
respectivamente) (Fig. 4.), mientras que la germinacién mas baja se obtuvo en el control a

temperatura fluctuante (0.83%).

Rompimiento de la latencia con imbibicion en agua de humo

Un tratamiento alternativo para romper la latencia fisiologica es el uso del agua de humo (Brown
y van Staden, 1997, Gamboa de Buen y Orozco-Segovia, 2008; Orozco-Segovia y Sanchez-
Coronado, 2009). Con el lote de semillas de julio, almacenadas durante tres meses, se realizd un
tratamiento de imbibicion de las semillas en el agua de humo preparada con el humo producido

por la ignicidon de la hojarasca recolectada en Chajul. El humo rompe la latencia en diversas

36



especies principalmente por su accidon sobre la actividad enzimatica y en la regulacion de la
actividad de varias hormonas (Keeley y Fotheringham 1997; Fotheringham y Keeley 2005). En
A. grandiflora el efecto humo a 25 °C y a 25/35 °C, mostrd que a temperatura constante mejoro
significativamente la respuesta germinativa respecto al control (23%, y 15%, respectivamente)
(F,9) = 5.65; P = 0.0448), mientras que con el agua de humo a temperatura fluctuante se obtuvo
un 15% de germinacidn en contraste con el control que a esta temperatura fue de 25%. (Fig. 5;
Fig.6). En el momento en que se pudo realizar este experimento las semillas recolectadas en julio
tenian tres meses de edad y es de llamar la atencion la recuperacion de la capacidad germinativa
de las semillas control de esta especie en ambas temperaturas. Lamentablemente a la vez que las
semillas recuperaron capacidad germinativa, hubo una amplia dispersion de la germinacion tanto

en el control como en el tratamiento de humo por lo que no hubieron diferencias significativas.
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Los tratamientos de agua de humo han sido efectivos en la mayoria de las semillas que
requieren luz para germinar; los extractos de humo interactiian con las giberelinas, citocininas, el
acido abscisico y el etileno en semillas fotoblasticas (van Staden, et al., 2000), ademas hacer agua
de humo es un procedimiento barato y facil de realizar en campo. Sin embargo, el bajo porcentaje
de germinacion obtenido con el agua de humo a temperatura fluctuante comparado con el control,
puede deberse a que la interaccion de dos factores pueden inhibir la germinacion, mientras que de
manera independiente la estimulan (Gong, et al. 2005). Por lo que se sugiere aplicar en campo

este tipo de tratamientos en la sombra, donde la fluctuacion de temperatura se reduce.

Tratamiento para romper la latencia con solventes y tratamiento para romper latencia debido a

la dureza de los cotiledones

Considerando la baja germinacion de la especie se remojaron en agua 10 semillas, las cuales no
mostraron sefiales de haberse embebido (aumento de volumen o cambio en la apariencia o dureza
del material) después de dos semanas por lo que se le quitd la mayor parte de la cubierta seminal,

las capas que permanecieron fueron a partir de la cuticula del tegumento externo. Las semillas se
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volvieron a remojar y se observdo que las semillas no absorbieron agua después de este
tratamiento y por lo tanto tampoco germinaron. Ademas se observo una gran cantidad de lipidos
en la semilla. Las semillas de A. grandiflora, al igual que las de otras especies de esta familia
(Corner, 1976), tienen una gran cantidad de lipidos saturados que pudieran impedir la toma de
agua en las semillas, por lo que se hicieron tratamientos experimentales de inmersion en acetona
para eliminar los lipidos, pero esto no incremento la germinacion. De la misma manera se tratd de
ablandar la cubierta seminal de las semillas con hipoclorito de sodio, ya que en la familia
Aristolochiaceae ésta puede ser dura (Werker, 1997) y como en muchas especies se terminan de
definir las caracteristicas de la cubierta seminal después de la dispersion (Wulff, 1995). La
posible dureza del endospermo se tratd de romper con el uso de agua oxigenada (Barba- Espin et
al., 2002), sin embargo, no se encontraron resultados favorables, la germinaciéon no ocurrié en
ambos casos, a ninguna de las dos temperaturas. Cuando fueron tratadas las semillas con H,O; en
temperatura fluctuante las semillas germinaron de manera sincronica; pero a temperatura
constante la germinacion fue mas alta (43%). Mejores resultados a temperaturas constantes
también se presentaron en el tratamiento de agua de humo. A pesar de la alta germinacion en dos
de los tratamientos con H,O; a 25°C, no hubieron diferencias significativas en el porcentaje de
germinacion con el control (Tabla 3). En este andlisis la temperatura tuvo un efecto significativo
(F,41)=7.05; P =0.0129), los tratamientos (F 41y = 12.80; P =0.0001) y la interaccion entre los
dos factores no lo fueron (Fa41y = 0.84; P = 0.55). De aqui concluimos que ninguno de los
tratamientos fue eficiente para romper la latencia. Lo mas interesante fue el incremento en el
porcentaje de germinacion del control, con respecto a las semillas recién recolectadas de julio.

También nos propusimos determinar si algiin porcentaje de la poblacion de semillas pudiera tener
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un embridn indiferenciado. Para esto se aplicd un tratamiento de estratificacion caliente a 35°C,
para transferirlas posteriormente a 25°C (Baskin y Baskin, 2004), pero con este procedimiento no

se obtuvo germinacién alguna (Tabla 3).

Rompimiento de la latencia con concentraciones altas de giberelinas, incubacién en agua de

humo y estratificacion caliente y fria

Con semillas recolectadas en julio (7 meses de edad) se volvio a tratar a las semillas con agua de
humo, solo que en este caso no se remojaron previamente en el agua de humo, se embebieron en

¢éste durante la germinacion (Fig. 7 A y B). También se usé un pretratamiento de imbibicioén de
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las semillas en H,O, 50 mM durante 24 horas (Fig. 7 B y E). Ademas, ya que en los tratamientos
anteriores realizados con giberelinas a 250 ppm y 500 ppm no sé€ increment6 significativamente
la germinacion, también se volvid a germinar las semillas ahora con 1500 ppm (Fig. 7 C y F).
Esta decision se tom6 debido a que en un estudio realizado con semillas de una leguminosa
tropical (Astragalus cyclophyllon) se observo que las giberelinas en bajas concentraciones no
indujeron la germinacién por el profundo grado de latencia, pero la germinacion se incremento
utilizando concentraciones mas altas de giberelinas (Keshtkar, et al., 2008a). De igual manera se
aplicd estratificacion caliente-fria para promover el crecimiento de un embrién inmaduro y
romper la latencia fisiologica (Fig. 9). En este momento las semillas tenian 7 meses de edad

después de la recolecta (julio).

Los resultados mostraron que la temperatura tuvo un efecto significativo (F(j, 309y = 52.04; P =
0.0001) al igual que los tratamientos (F 39y = 10.49; P = 0.0001), y que la interaccion entre estos
dos factores (Fu39) = 7.81; P = 0.0002). La respuesta a la temperatura concuerda con los
resultados obtenidos por Garcia (2009), en donde las semillas de A. galeata germinaron mas a
temperatura fluctuante (25-35°C) que a temperatura constante (25°C). En otra investigacion sobre
la germinacion de Aristolochia galeata, realizada por Alves-Da-Silva et al. (2009), se encontr6
que las semillas de esta especie mostraron altos porcentajes de germinacion en tratamientos con
nitratos a 30°C y a temperatura fluctuante (27-20°C). Los requerimientos de luz y los efectos
estimulantes de los nitratos en la germinacion sugieren que el establecimiento inicial de A.
galeata se favorece en sitios en donde se encuentran estas sefiales ambientales como ocurre en
algunos claros de la selva o en tierras con algin tipo de disturbio reciente. A. grandiflora no

requirié luz para germinar, por lo que solo la fluctuacion de temperatura seria la sefial para esta
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especie de que se encuentra en un sitio abierto, como en los que crece. En tratamientos que se
muestran en paginas anteriores la germinacion fue mas favorable a temperatura constante. Quiza
con el envejecimiento se modifican los requerimientos germinativos de esta especie, como ocurre

en otras especies (Bouwmeester et al.,1992).
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En general a 25°C la germinacion fue muy baja < 7%, y en menor grado con giberelinas
(18%). Como se observa en la Figura 7, el mejor tratamiento fue aplicar giberelinas en
concentraciones altas (1500 ppm) tanto a temperatura fluctuante (20%), sin embargo, no tuvo
diferencia significativa con el resultado obtenido en temperatura constante (18%), la induccion de
la germinacidon con una concentracion alta de giberelinas indica la presencia de una latencia
fisiologica profunda, como en Astragalus cyclophyllon (Keshtkar, et al., 2008b). Sin embargo,
solo germin6 una quinta parte de la poblacion. El porcentaje de germinacion fue similar al
obtenido con agua de humo a 25/35°C (17%), con H,O; a 25/35°C (12%),y con los controles a
25/35 °C y a 25 °C. La germinacion no ocurrié en H,O, a temperatura constante y en el control
de giberelinas. Estos resultados solo dejan suponer que las giberelinas a temperatura fluctuante
pueden ayudar a obtener una germinacion mas alta, pero no nos lleva a una conclusion
contundente. La inmersion de semillas impermeables también podria promoverse con la
inmersion de las semillas en H,O, 50 mM, aunque esto podria resultar de hacerse en
comunidades rurales, ademas de que los resultados no fueron contundentes. Por lo que en campo
es preferible usar agua de humo, a temperatura constante. En los casos en que la temperatura
fluctuante da mejores resultados (en semillas de mayor edad), el costo de este tratamiento es muy
bajo y las temperaturas fluctuantes se pueden simular facilmente en campo sacando los sustratos
de germinacion al sol y poniéndolos después en la sombra. La razon de la falta de diferencias
significativas radica en gran medida en la gran heterogeneidad funcional en la poblacion de
semillas, en la que la mayoria tiene una latencia fisica, que se increment6 después del inicio de la

produccién de semillas (Fig. 8A) y se redujo en las recolectadas en julio (Fig. 8B). Esto ocurre en
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otras especies con latencia fisica (Jayasuriya et al. 2008). La presencia de latencia fisica en esta
especie es un registro que incluye por primera vez a una especie del orden Piperales (de

angiospermas basales) entre los que tienen especies con latencia fisica (Baskin et al. 2000).
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Asumiendo que entre la familia Aristolochiaceae se ha reportado la presencia de especies con
embriones indiferenciados (Corner 1979) se repitio el experimento de estratificacion, en esta
ocasion con una temperatura caliente que podria promover el crecimiento del embrion (Baskin y
Baskin 2004) y una baja que romperia una posible latencia fisioldgica. No se obtuvo un
incremento de la germinacioén con este tratamiento. Ademas, el hecho de que las semillas de la
primera recolecta (febrero) germinaran en un 90% también nos hizo sospechar la ausencia de
latencia morfoldgica. Sin embargo el incremento de la germinacion con el almacenamiento
coincidia con lo reportado por Baskin y Baskin (2007) quienes proponen que la latencia
morfoldgica se rompe luego de un tiempo prolongado de almacenamiento, después del cual las
semillas terminan su desarrollo. Estos resultados contradictorios nos motivaron a hacer cortes

histologicos de las semillas.

Rompimiento de la latencia fisica con escarificacion mecanica de Mucuna argyrophylla

Ya que las semillas de Mucuna argyrophylla tienen una cubierta seminal muy dura e
impermeable, y al hacer pruebas piloto de germinacion con ellas tardaban mas de dos meses en
empezar a germinar en muy bajos porcentajes (~0), decidimos hacer un tratamiento de
escarificacion mecanica usando una broca puesta en un rectificador Dremel, con un orificio en la
region chalazal, ya que es un procedimiento sencillo que se puede hacer en campo facilmente.
Con este tratamiento las semillas germinaron en un 60% (Fig.10.) Un rectificador cuesta entre
$850.00 y $1099.00 y 10 brocas menos de $70.00, dado que el equipo puede también ser usado en
la elaboracion de artesanias y en la construcciéon de muebles, etc. Adquirir este equipo es

costeable.
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Las semillas escarificadas en el estrofiolo (lugar donde se encuentra el water-gap en Fabaceae;
Lersten, et al. 1992) con la broca de joyeria practicamente no germinaron (Fig. 11). Se debe
verificar si se embebieron o no, ya que los porcentajes de germinacion del control y las semillas
tratadas con el orificio en el estrofiolo fueron iguales; se tiene poca experiencia en el uso de
brocas para realizar la escarificacion en esta zona de la semilla y probablemente el orificio fue
muy superficial y no permitio el paso de agua al embrion o pudo haber sido demasiado profundo
dafiando las estructuras embrionarias. Verificar la imbibicion o no de las semillas tratadas

requeria de una sierra de corte eléctrica, dada la dureza de las semillas, por lo que no se hizo.
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Las semillas de M. argyrophylla presentan una latencia fisica que impide el paso de agua al
embrion, esto mismo se ha visto en semillas de M. bracteata en las que su cubierta seminal les
confiere este tipo de latencia, la cual se tiene que romper mediante escarificacion, lijando las
semillas, hirviéndolas durante 20 minutos o removiendo completamente la cubierta seminal (Goh
y Chiu, 2007). La escarificaciéon mecénica es muy lenta y hervir a las semillas incluso por
algunos minutos es riesgoso, dado que puede producir dafios en los embriones, por ejemplo la

produccion de plantas albinas (A. Orozco-Segovia, com pers).

Dado que el agua es esencial para que ocurra la germinacion, la ruptura de la latencia en la
naturaleza es un evento critico en la historia de la vida de las semillas con latencia fisica. Por ello,
para asegurar la supervivencia de las especies cuyas semillas tienen latencia fisica, los
mecanismos de ruptura de ésta deben de ser muy precisos en respuesta al medio ambiente, de tal
manera que la germinacion se produzca solo cuando y donde las posibilidades del
establecimiento de la planta se maximizan (Baskin, et al., 2000), la funcion de detectar las
condiciones adecuadas de germinacion en este tipo de especies la tiene el estrofiolo (lentilla o
water gap) (Baskin, 2003), estructura que se abre o se desprende al percibir fluctuaciones altas de
temperatura o choques térmicos, como durante los incendios. La latencia fisica se considera
perjudicial para el cultivo de semillas, ya que causa una germinacion irregular, afectando el
establecimiento del cultivo y generando desarrollo y maduracion irregular de las plantulas
(Magalhaes, 20006).

Rompimiento de la latencia fisica con agua caliente y enterramiento en campo
Como se muestra en la Figura 12, los tratamiento de escarificacion con agua caliente y de

enterramiento de semillas no tuvieron éxito en la germinacion de M. argyrophylla por lo que no
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hubieron diferencias significativas (P > 0.05). Esto es comun cuando las cubiertas seminales son

demasiado gruesas o duras.

En el caso del enterramiento, probablemente se requiera de mas tiempo en el suelo para
ablandar la cubierta seminal y promover la accion de los microorganismos sobre ésta (Sanchez-
Coronado et al. 2011) y asi poder reblandecer la cubierta y en consecuencia eliminar la latencia.
El mejor tratamiento fue escarificar (orificio hecho con una broca) en el lado opuesto a la regién
micropilar (la chalaza), ya que las semillas tratadas de esta forma tuvieron porcentajes de
germinacion mas altos. Como vimos anteriormente, las semillas, tienen diferentes tipos de
latencia y algunas pueden entrar y salir de un mismo tipo de latencia o adquirir otro. Un patrén
ciclico de latencia similar se observa en semillas con latencia fisica, el cual distribuye la
germinacion de éstas a lo largo del tiempo. Las semillas con latencia fisica pueden tener un ciclo
anual en el que de un estado de latencia fisica, pueden pasar a un estado no latente y saltar a una
latencia fisiologica, no latencia y de nuevo latencia fisiologica (Jayasuriya, et al., 2008). En M.

argyrophylla esto no se observo a lo largo de un afo.
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Para fines de proyectos de restauracion ecoldgica, las semillas de Mucuna argyrophylla pueden
ser almacenadas con cierta certidumbre de que van a conservar su viabilidad por mas tiempo que
las semillas de A. grandiflora, a pesar de que ambas tienen latencia fisica, lo cual representa una
proteccion para el embridn, no conocemos el comportamiento de esta especie en el tiempo y la
germinacion se asegura germinando a las semillas recolectadas al inicio de la época de dispersion
y germinandolas de manera inmediata. Las semillas de M. argyrophylla, ademas, se pueden
germinar con cierta facilidad cuando la cubierta se rompe con escarificacion mecanica y asi
obtener plantulas en un periodo de tiempo corto y en la temporada idonea para sembrarlas (Ver la
Tabla 4 para comparar los porcentajes de germinacion obtenidos en todos los tratamientos de las

especies utilizadas en este estudio).
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Descripcion general del suelo

Con el proposito de conocer las caracteristicas edaficas de los sitios donde crecen las plantas de
interés para este estudio, se realizd una descripcion del perfil de suelo en donde se encontraron

las plantas (ver descripcion completa en el Anexo I).

El suelo se clasifico como un Luvisol Molico (Eutrico), el cual presentd un drenaje bueno y
una profundidad fisiologica profunda (83 cm); la profundidad fisiologica sefiala el espesor del
suelo en donde pueden penetrar y desarrollarse las raices (Siebe et al., 2006); ademas este suelo
no mostrd pedregosidad, asi que las raices pueden penetrar hasta el limite de la profundidad
fisiologica, por lo que este tipo de suelo es propicio para el establecimiento de plantulas y
crecimiento de sus raices. Ademas, el suelo exhibié una mediana capacidad de aireacion, y esta
bien drenado, lo cual, nos indica una vez mas que no hay restricciones fisioldgicas para el
desarrollo y la penetrabilidad de raices, la cual es de muy buena a buena en los primeros tres
horizontes del suelo. La capacidad de retencion de agua disponible para las plantas (dCC) es
buena al igual que la capacidad total de retencion de agua en el suelo a capacidad de campo (CC);
la capacidad de intercambio cationico (CIC) en los horizontes va de regular a mediana. La

reserva de nitrogeno es mediana, mientras que la disponibilidad de este es baja (Anexo I).

Con los resultados de este perfil edafoldgico, se observd que estos suelos, son suelos muy
benéficos para el crecimiento de las plantas, ya que son suelos muy profundos, en los cuales no
hay restricciones fisiologicas para el desarrollo y la penetrabilidad de raices y ademas es un suelo

bien drenado, con agua disponible para el crecimiento de las plantas.

Estas caracteristicas edafoldgicas, pueden facilitar los trabajos de restauracion ecolodgica y

beneficiarian el crecimiento de Mucuna argyrophylla y Aristolochia grandiflora, incluyendo
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especies arboreas que sirvan de soporte a este tipo de lianas y sean utiles para restaurar en

conjunto las zonas riberefias y acahualadas de la selva.

Greminacion en campo

De las 900 semillas de M. argyrophyllaa plantadas en el vivero en mayo, germiné el 64% y para
el mes de agosto de 2013 la supervivencia fue de 84%. De las 300 semillas de A. grandiflora solo

germind el 16% y para agosto sobrevivi6 el 43.7%.

Plantacién en campo

Solo se trasplantd a campo a M. argyrophylla. A los dos meses de la siembra en campo, en la
selva cerrada sobrevivio el 2% de los individuos plantados, en el acahual el 25% y en el rio el
7%. Cabe destacar que dos semanas antes del muestreo el nivel del rio subid, inundando la zona
en la que se localizaban las plantas y las cubrié con aproximadamente metro y medio de agua. Se
ha reportado que Mucuna globulifera en Costa Rica coloniza también areas abiertas, soleadas o
perturbadas, tales como las orillas de algunas lagunas y los margenes de los bosques (de Moural
et al., 2013). Dado que las margenes del rio estin deforestadas se esperaba una alta
sobrevivencia, pero el rio pudo haber arrastrado a las plantulas o haberlas cubierto con fango. La
ampliacion de la frontera agropecuaria puede influir en este tipo de sucesos, las plantulas se
sembraron a 3 metros de distancia del rio, y al no haber vegetacion que frene un poco el agua, la
inundacion puede extenderse varios metros mas. Cémo se ha visto, los suelos de las orillas del rio
Lacantun son fértiles y bien drenados a los cuales no les falta materia orgénica y son suelos poco
compactados y generalmente las parcelas agricolas suelen establecerse en suelo de vega, debido a

que la calidad del mismo es buena para los cultivos; pero cuando el rio crece puede llevarse

52



completamente la ribera si no hay vegetacion que sostenga el suelo. Por lo que en proyectos de
restauracion de riberas se ha recomendado sembrar algunas especies con raices fuertes y capaces
de tolerar las crecientes del rio y la inundacion (Meli y Carrasco-Carballido, 2011); estas especies
pueden ser especies arboreas que sirvan a las lianas de este estudio como soporte para su

crecimiento.

En cuanto a la germinacion en campo, pudimos observar que los porcentajes de germinacion
fueron muy similares a los obtenidos en las cdmaras de germinacion en el laboratorio. El
porcentaje de germinacion de Mucuna argyrophylla fue de 64% en campo, mientras que en el
laboratorio se obtuvo un 60%. De igual manera, la germinacion en campo de las semillas de
Aristolochia grandiflora tratadas con giberelinas a 1500 ppm fue de 16%, mientras que las que
fueron tratadas en el laboratorio con la misma concentracion de giberelinas obtuvieron un
porcentaje de germinacion de 20%. De las plantulas de Aristolochia grandiflora que se
obtuvieron en el vivero en campo sobrevivieron el 43%, pero por la poca cantidad de plantulas,
éstas no pudieron utilizarse para hacer un esquema de trasplante a campo, que pudiera validarse

estadisticamente.

Histologia de las semillas de Aristolochia grandiflora

Las semillas de A. grandiflora son relativamente grandes, 1 cm de largo, y contienen una gran
cantidad de tejido de reserva (perispermo) y endospermo rodeando al embrion, el embridon ocupa

un pequefio espacio en el extremo micropilar de la semilla (Fig 13), en esta figura también se

53



puede observar que la cubierta seminal es muy gruesa en proporcion al tamano de la semilla y en

especial del embrion.

La cubierta seminal esta formada por testa, tegmen ya que proviene de un 6évulo bitégmico; la
exotesta estd formada por una capa monoestratificada de epidermis con células de paredes
ligeramente engrosada, que posee la cuticula externa, le sigue un tejido de células pequenas de
paredes no engrosadas que dejan espacios, que albergan un contenido, el origen de estos espacios
intercelulares puede ser esquizogeno (por separacion de las células existentes debido al
crecimiento celular) (Fig. 15), los cuales estan rodeados por células parenquimaticas, ésta es una
capa muy gruesa. Después de esta capa se observa un tejido de células pequefias con paredes
engrosadas que se continua con otras células pequefias, en cuyo interior se alojan cristales, como
también lo reportan otros autores (Nakonechnaya et al. 2013).

El tegmen comienza con una capa colapsada de aspecto fibroso de dos o tres estratos, que se
continlian con otros dos o tres estratos de células con fosos. La cuticula interna del tegmen se une

a la cuticula nucelar y separa a la nucela de la cubierta seminal (Figs 14 y 16).
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La testa presenta espacios, de células del mesofilo més o menos reticuladas engrosadas y

lignificadas que permiten a la semilla flotar (Fig. 15).
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Dentro del tejido parenquimatico se localizan unas estructuras que probablemente secretan

toxinas, las cuales estan rodeadas por los espacios intercelulares (Fig. 17).
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En cuanto a los cortes realizados para observar al embrion (Fig. 18), se puede apreciar que éste
esta bien diferenciado y claramente se pueden distinguir todas sus partes, los cotiledones ( Fig.
18B), el tejido provascular, el meristemo apical (Fig. 18C) y el meristemo radicular (Fig. 18D);
en la figura A se aprecia que el endospermo esta aparentemente vacio, también se puede observar
que el embrion ocupa un espacio muy pequefio de la semilla, proporcionalmente el embrion cabe

9 veces dentro de la semilla y todo el saco embrionario cabe 6.

Pruebas histoquimicas

Las pruebas histoquimicas presentadas en la figura 19a, dieron resultados positivos para la prueba
de Lugol en el perispermo, la prueba de rojo “O” de aceite para reservas lipidicas, cutina y
suberina fue positiva, marcando fuertemente la zona entre la cuticula interna del tegumento
interno y la cuticula nucelar (Fig. 19B), la prueba histoquimica 4cido peryodico- reactivo de
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Schiff para identificar polisacaridos insolubles fue negativa (Fig. 19C), azul negro de naftol-APS
(proteinas-polisacaridos insolubles) fue positiva en las células de reserva del perispermo ( Fig.

19D).

El tejido parenquimatico con espacios esquizogenos, nos indica que estas semillas se dispersan
por agua. Ademas de este tejido, la presencia de reservas lipidicas en la cubierta seminal, en la
zona entre la cuticula interna del tegumento interno y la cuticula nucelar y la cuticula interna del
tegumento externo, comprobada por la prueba histoquimica de rojo “O” de aceite, corrobora que
estas semillas pueden tener ese tipo de dispersion; ya que estos tejidos, mas la epidermis de la

semilla funcionan como una cubierta mecanica impermeable que impide la toma de agua por el
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embrion, con lo que las semillas tendrian una latencia fisica. Esto se confirma al cortar semillas
que han estado embebidas en agua varios dias o incubacion y no muestran una aparente toma de
agua. En semillas como las de A. grandiflora es dificil remover ésta cubierta lipidica, ya que las
semillas son muy planas y seria practicamente imposible hacer algin tipo de escarificacion
mecanica sin dafiar estructuras importantes para el desarrollo del embrion; pero, la licuefaccion
de los lipidos a ciertas temperaturas hacen que la germinacién de semillas de varias especies
ocurra solo en determinados sitios, y en ocasiones tiene relacion con la distribucion geogréfica de
las especies (Besbes, et al. 2009).

Contrario a lo reportado por Corner, 1976 sobre que las semillas de la familia Aristolochiaceae
tienen embriones indiferenciados, las semillas de A. grandiflora presentaron un embridn pequefio
pero bien diferenciado, lo cual explica por qué estas semillas tienden a germinar pronto después
de la dispersion; pero al pasar algunos meses dentro de la época de dispersion entran en latencia.
Si no se ha probado la capacidad germinativa inicial en cualquier especie, pueden llegar a
confundirse los tipos de latencia, lo cual lleva a conclusiones incorrectas, como aparentemente ha
ocurrido en las especies de éste género.

En el 2013, Nakonechnaya et al. observaron algo similar con los embriones de Aristolochia
contorta ellos definieron al embrion de estas semillas como bien diferenciado y de tamano
pequefio en comparacion con la longitud de la semilla y basandose en la clasificacion de Baskin y
Baskin (2001) lo describieron como un embridn subdesarrollado ya que esta diferenciado porque
tiene un eje discernible y dos cotiledones, pero no llena la mitad de la longitud de la semilla. En
el caso de las semillas de A. grandiflora vimos que el embrién ocupa un espacio muy pequefio

de la semilla, como se describié anteriormente.
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En las semillas de algunas familias del orden Piperales, como las Aristolochiaceae, el tejido de
almacenamiento se compone principalmente de perispermo en lugar de endospermo el cual es
delgado y escaso (Gonzalez, et al., 2003). La prueba histologica de azul negro de naftol-APS,
mostré que en las semillas de A. grandiflora el perispermo contiene proteinas, lo cual es muy
comun en semillas de algunas familias como las cactaceas (Wallace, et al. 1996). Esto no habia
sido reportado previamente en las Aristolochiaceae. La demora de la germinacioén puede deberse
a que los tejidos de almacenamiento pueden actuar como barreras mecdnicas para restringir el
crecimiento del eje embrionario impidiendo el paso del agua, lo que lleva a la semilla a un estado
de latencia (Bewley y Black, 1994), como ocurre con el endurecimiento del endospermo en
semillas de Lycopersicum esculentum y Phaseolus spp, en las cuales es posible que el
endospermo restrinja o impida la germinacién por la naturaleza de las paredes celulares del
endospermo, y para permitir la protrusion de la radicula de la semilla, se requiere el

debilitamiento de esas paredes (Gong et al., 2005).

Es interesante notar que las caracteristicas anatomicas de la semilla nos pueden permitir
entender aspectos sobre su ecologia, que de otra forma nos seria muy dificil elucidarlos y esto nos
permite tener una vision mas completa para conocer los requerimientos de las semillas para su
germinacion y el establecimiento de las plantulas, lo cual facilita introducir estas especies en

proyectos de restauracion ecologica.

CONCLUSIONES
e Las semillas de Aristolochia grandiflora, no tienen latencia morfoldgica, ya que recién
recolectadas tienen la mayor capacidad germinativa registrada en este estudio (90%) que

después de 2 meses de almacenamiento.
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Los resultados de germinacion, de las primeras pruebas realizadas con las dos especies de
Aristolochia (Tratamiento a temperatura constante y fluctuante), nos indican que estas

especies pueden germinar a la misma velocidad.

A. grandiflora necesita temperatura fluctuante para germinar sin importar el tratamiento.
aunque este requerimiento puede cambiar a temperatura constante a lo largo de la vida de

las semillas.

Las semillas de Mucuna argyrophylla presentaron una latencia fisica y el mejor
tratamiento para romperla y comenzar la germinacion, fue escarificar en el lado opuesto a

la region micropilar (la chalaza).

Para fines de proyectos de restauracion ecoldgica, Mucuna puede ser almacenada con la
certidumbre de que van a conservar su viabilidad por mas tiempo, dado que la cubierta

impermeable representa una proteccion para el embrion.

En A. grandiflora, el tejido parenquimatico con espacios vacios intercelulares, nos indica
que estas semillas se dispersan por agua, ademas de éste tejido, la presencia de reservas
lipidicas en la cubierta seminal, en la zona entre la cuticula interna del tegumento interno

y la cuticula nucelar corrobora que estas semillas tienen dispersion secundaria por agua.

Las semillas de A. grandiflora presentaron un embrion pequefio pero bien diferenciado, lo
cual nos explica el por qué estas semillas tienden a germinar pronto y en altos porcentajes,
al inicio de la época de dispersion y al pasar algunos meses, ya dentro del pico de la época

de dispersion entran en latencia fisica.
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e El hecho de encontrar en las semillas de A. grandiflora perispermo con contenido
proteico, puede explicarnos la demora de la germinacion; ya que tejidos como éstos
pueden actuar como barreras mecanicas para restringir el crecimiento del eje embrionario
provocando un estado de latencia, en este caso la combinacién de las capas lipidicas con

el perispermo impiden la hidratacion de la semilla.

e Para fines practicos de restauracion ecoldgica las semillas de Mucuna argyrophylla
funcionan mejor que las de Aristolochia grandiflora, por su buena capacidad germinativa,
pero con tratamientos adecuados y recolectando las semillas de A. grandiflora en el
principio de la produccion de semillas, estas plantas también pueden ser utilizadas en este

tipo de proyectos.

RECOMENDACIONES

Para la propagacion de estas plantas de alimentacion de mariposas en campo, en proyectos de
restauracion, se recomienda sembrar las semillas en lugares donde puedan estar al menos 6 horas
expuestas a la luz total y 6 horas a la sombra durante el dia en un vivero rural y asi obtener una
alternancia de temperaturas. Ademas para saber si el tipo de suelo es un factor limitante para su
crecimiento y establecimiento, se recomienda hacer un experimento en donde se siembren las
semillas en macetas o bolsas forestales con distintos tipos de suelos y evaluar su supervivencia,
crecimiento y establecimiento, para saber si estas especies pueden ser sembradas en distintos

habitats con suelos distintos y diferentes grados de disturbio para su recuperacion.
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También es necesario sembrar especies arbdreas acompanantes para el crecimiento de estas

lianas, para que se apoyen en ellas.

COSTOS PARA GERMINAR EN CAMPO

Agua de humo:
Olla para tamales grande.....................c.oeene. $200
1 metro de manguera de 1 pulgada....................... $20

Escarificacion mecanica:

Mototool Dremel 395 77 AcC...ovvvnviniiniininannn.. $1099
Brocas para Joyeria (paquete de 10).........cccceevvernnennne. $70
Charola de germinacion...................coeveeveninnnn. $50
Bolsa forestal '/5 L, 3Kg...........oovvviiiiiiieeeens $90
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ANEXO |

I) Descripcion general del suelo

I . Informacioén acerca de la localidad

Numero de perfil: 1

Nombre del sitio: Parcela de Noé rio Chajulillo
Clasificacion del suelo: Luvisol Mélico (Eutrico)
Fecha de descripcion: 27/07/2012

Autor: Alejandra Lopez Valenzuela

Localizacion:

Coordenadas UTM: 0719937, 1778969 + 6m
Altitud:

Forma del terreno: Plana-plana

Posicion fisioldgica: Terraza aluvial

Forma del terreno: plana-plana

Pendiente: 0

Uso de suelo o vegetacion: Acahual, 14 afios de descanso, vegetacion riparia

Clima: Af (tropical himedo)
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II. Informacion general acerca del suelo:

Material parental: Es dificil saberlo porque son depositos fluviales

Drenaje natural: Bueno

Condiciones de humedad en el perfil: Himedo

Profundidad del manto freatico: Desconocida, no influye al perfil

Presencia de rocas superficiales: no hay

Evidencia de erosion: no

Presencia de sales o soda: Efervescencia fuerte

Influencia humana: Influencia de ganado, acahual

IIT Descripcion breve del perfil:

Perfil de profundidad mediana, bien drenado, color pardo grisiceo oscuro, uniforme en
apariencia, pedregosidad nula. El desarrollo de la estructura subangular en bloques, con
agregados de tamafio mediano a fino. Es friable, con pocos poros y muy permeable. La densidad
de la raices es alta en el primer horizonte (0-8 cm) y muy alta en el segundo (8-10cm),
comenzando a bajar su densidad en el tercer horizonte (10-24 cm), y con presencia de actividad

biologica (lombrices).
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Horizonte Espesor (dm)

Ap

2Ah

2AB

2Bw

0-8 cm

8-10 cm

10-24 cm

24-29 cm

Descripcion

Color pardo grisaceo oscuro (2.5 Y */,), textura franco-arenosa
(CA), con un contenido medio de materia organica (3%), un
pH de (6) ligeramente acido, de estructura subangular en
bloques mediana-fina, poros finos, sin pedregosidad , presenta
efervescencia fuerte pero breve (K3) contiene una alta

densidad de raices y presenta un limite gradual y uniforme.

Color pardo grisiceo muy oscuro (10 YR */,), textura franco-
limosa-fina (CLF), contenido medio de materia organica (4%),
pH ligeramente acido (6), de estructura granular media-
granular media fina, poros comunes finos, sin pedregosidad,
presenta efervescencia fuerte pero breve (K3), densidad muy

alta de raices, limite gradual y uniforme.

Color pardo grisaseo oscuro (2.5 Y */3), textura franco-limosa-
fina (CLF), pH (6), contenido medio de materia organica (2%),
estructura subangular en bloque que rompe a fino, pocos poros
finos, no presenta pedregosidad, presenta efervescencia fuerte
pero breve (K3), densidad baja de raices, limite gradual y

uniforme.

Color pardo grisaceo muy oscuro (10 YR %/,), textura franco-
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2Bt

3Bwl

3Bw2

3Bw3

29-38 cm

38-56 cm

56-83 cm

83 cm en

arcilloso (CR), pH (6), estructura subangular en bloques fina,
pocos poros finos, no presenta pedregosidad, presenta
efervescencia fuerte pero breve (K3), densidad baja de raices,

limite gradual y uniforme.

Color pardo grisaceo oscuro (2.5 Y /), textura arcilloso-
limosa (RL), pH (6), estructura subangular en bloques fino,
pocos poros finos, no presenta pedregosidad, presenta
efervescencia fuerte pero breve (K3), densidad baja de raices,

limite gradual y uniforme.

Color pardo grisaceo oscuro (2.5 Y /3), textura franco-limosa-
fina (CLF), pH (6) , estructura subangular en bloques fina, no
presenta pedregosidad, presenta una reaccion ligera de
efervescencia apenas visible (K2), densidad muy baja de

raices, limite difuso.

Color pardo grisaceo oscuro (2.5 Y 3/3), textura franco-limosa-
fina (CLF), pH (6), estructura subangular en bloques fina,
pocos poros finos, no presenta pedregosidad, presenta
efervescencia (K2), densidad muy baja de raices, limite

difuso.

Color pardo grisaceo oscuro (2.5 Y 4/4), textura franco-limosa-
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adelante fina (CLF), pH (6), estructura de grano simple, poros comunes
finos, no presenta pedregosidad, presenta efervescencia fuerte

pero breve (K3), densidad muy baja de raices, limite difuso.

V. Interpretacion de las caracteristicas del suelo:

Procesos pedogenéticos dominantes:

El suelo se clasifico como un Luvisol moélico (€utrico), y se formo en terrazas aluviales a partir de
depositos fluviales; el horizonte A es mdlico, porque tienen buena estructura, con una densidad
aparente media, presenta un color oscuro y tiene un espesor >20 cm. Se le clasifico como éutrico
porque presenta el 50% de saturacion de bases, inferido por el pH. Presenta un mantillo de tipo
Mull, lo que indica un aporte importante de materia orgdnica, debido a una descomposicion
rapida y la presencia de actividad bioldgica, la presencia de este mantillo ofrece proteccion a los

horizontes minerales. Tiene un horizonte B argico, producto de la iluviacion de arcillas (Fig 20).

Caracteristicas ecoldgicas:

El suelo presenta un buen drenaje, con una conductividad hidraulica mediana, de poro fino y la
profundidad fisiologica es profunda; la capacidad de retencién de agua aprovechable es alta, lo
cual indica que no limita que agua sea aprovechada por las plantas durante la mayor parte del
ciclo vegetativo, el suelo no presenta pedregosidad asi que es propicio para el establecimiento de
plantulas y crecimiento de sus raices. Presenta una mediana capacidad de aireacion, que indica un

movimiento eficaz del agua y el aire, por lo que no hay restricciones fisiologicas para el
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desarrollo y la penetrabilidad de raices, la cual es de muy buena a buena en los primeros tres
horizontes del suelo. La profundidad fisiologica es de 83cm; la capacidad de retencion de agua
disponible para las plantas (dCC) es buena al igual que la capacidad de agua total retenida en el
suelo a capacidad de campo (CC); la capacidad de intercambio catidénico (CIC) en los horizontes
va de regular a mediana. La reserva de nitrégeno es mediana, mientras que la disponibilidad de

¢éste es baja.

Fig 20. Se muestra el perfil edafologico realizado en la zona donde crecen M. argyrophyllay A.

grandiflora
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ANEXO Il

Pruebas Post-Hoc de Tukey HSD, aplicadas a la germinacidn de A. grandiflora

Rompimiento de la Latencia con giberelinas

Rompimiento de la Latencia con imbibicion en agua de humo

Rreiamiento Casox | Media HD?H’;Z;SZGS Tratamiento Casos |Media | Grupos Homogéneos
Cont 25/35 °C 4 2.62993 X Control 25 °C 3 485854 |[X
Control. 25 °C 4 7.8898 =2 Agua de humo25 °C 5 8.71842 | X
250 ppm GA 25 °C 4 11.7249 XX
500 ppm GA 25 °C 4 15.8312 XX
zgg ggz gi ?2'2 j g : :g : i;éi 2 Z i Rompimiento de la latencia con concentraciones altas de giberelinas,
= - incubacion en agua de humoy estratificacion caliente.
Tratamiento Casos | Media | Grupos Homogéneos
Acetona 25/35 °C 3 0.0 X

Tratamiento para romper la latencia con solventes y tratamiento Cloro 25 °C 3 0.0 X

para romper latencia debido a la dureza de los cotiledones Acetona 25 °C 3 0.0 X

Tratamiento Casos | Media Grupos Homogéneos Cloro 25/35 °C 3 0.0 X

50mM 24h 25 °C 4 0.0 X Cont 25/35 °C 3 17.2153 XX

Control GA 25 °C 4 0.0 X 2048h 25/35 °C 3 23.3603 XX

Aguadehumo 25°C |4 13.2624 X 50 mM 48h 25/35°C |3 23.855 XX

Control 25 °C 4 15.4657 XX 50 mM 24h 25/35°C |3 26.0703 XX

Control 25/35 °C 4 19.7274 XX 20 mM 24h 25/35°C |3 28.7803 XX

Agua de humo 25/35 °C|4 19.9258 XX Control 25 °C 3 30.2925 X
50mM24h25/35°C |4 21.2129 XX 20 mM 24h 25 °C 3 32.2153 X

Control GA 25/35°C |4 23.6269 XX 50 mM 24h 25 °C 3 33.2109 X

1500 ppm GA25°C |4 24.2068 XX 50 mM 48h 25 °C 3 40.3671 X

1500 ppm GA 25/35 °C |4 26.4094 X 20mM 48 h 25 °C 3 41.0703 X
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