UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

Ecofisiologia de la germinacion de Acaena elongata
del bosque de Abies religiosa de la cuenca del rio
Magdalena, México D.F.

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGA
P R E S E N T A:

YEIMI DANAE MARTINEZ CAMACHO

DIRECTORA DE TESIS:
M. EN C. YURIANA MARTINEZ OREA

México D.F. 2015



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Hoja de datos del Jurado

1.

Datos del alumno
Martinez Camacho
Yeimi Danae

57 67 77 28
Universidad Nacional
Autonoma de México,
Facultad de Ciencias
Biologia

308199598

Datos del tutor
M. en C.
Yuriana
Martinez

Orea

Datos del sinodal 1
Dra.

Silvia

Castillo

Argliero

Datos del sinodal 2
Dr.

Pedro Eloy
Mendoza
Hernandez

Datos del sinodal 3
Dra.

Maria Guadalupe
Barajas

Guzman

Datos del sinodal 4
Dr.

José Alejandro
Zavala

Hurtado

7. Datos del trabajo escrito
Ecofisiologia de la germinacion
de Acaena elongata del bosque
de Abies religiosa de la cuenca
del rio Magdalena, México, D.F
67 p.

2015



A mis progenitores: Pepe y Soco,
A mis hermanos: Osvaldo, Heraldo y Orlando,

A nuestra comunidad biologica.



Agradecimientos

A nuestra Universidad Nacional Autonoma de Meéxico por ser fuente de creacién y
conocimiento, resultado de la inquietud por la exploracion y soporte de la libertad.

A la beca del Programa de Fortalecimiento de los Estudios de Licenciatura (PFEL) y a la
Beca de Titulacién para la educacién superior, por haberme impulsado a concluir mis
estudios de licenciatura.

Al Programa de Apoyo a Proyectos de Investigaciéon e Innovacién Tecnoldgica (PAPIIT)
IN216014.

A cada uno de mis sinodales por las aportaciones y recomendaciones que contribuyeron a
mi desarrollo profesional y al enriquecimiento de esta tesis.

A mi tutora, la M. en C. Yuriana Martinez, por haberme orientado y motivado durante la
construccion de esta investigacion, por haberme ayudado con el trabajo de campo y sobre
todo por haberme permitido avanzar hasta donde mi curiosidad llegé.

A la Dra. Silvia Castillo, por sus ensefianzas y aportaciones en la construcciéon de esta
investigacion, y por haberme apoyado y motivado durante el inicio, desarrollo y desenlace
de la misma.

A la M. en C. Maria Esther Sdnchez, por haberme brindado su apoyo para el acceso a las
camaras de incubacion, por haberme asesorado en el disefio experimental, por haberme
proporcionado material de laboratorio, por haberme apoyado en el analisis estadistico y
por haberme ayudado a resolver dudas y a desarrollar un entendimiento profundo del
comportamiento de las semillas.

Al Dr. Pedro Eloy Mendoza, por haberme compartido de su percepciéon y por haberme
ayudado a integrar y a reforzar ideas.

A la Dra. Maria Guadalupe Barajas, por haberme asesorado durante el manejo de los
datos y el andlisis estadistico y por haberme motivado a formular una postura.

Al Dr. José Alejandro Zavala, por haberme asesorado durante el manejo de los datos y por
haberme ayudado a reforzar ideas.

A la M. en C. Beatriz Zuiiiga, por haberme brindado su apoyo para el acceso a la cdmara de
germinacién y por haberme ayudado con la esterilizacion.

Al M. en C. Manuel Hernandez, por haberme ayudado a realizar el registro constante de
germinacién y por haberme proporcionado material de laboratorio.



A la Dra. Eva Aguirre Hernandez por haberme proporcionado el reactivo para las pruebas
iniciales de viabilidad.

Al Biél. Fernando Estafiol, por haberme ayudado con el trabajo de campo y laboratorio, y
por su contribucién en la revisidn del escrito.

A la M. en C. Gabriela Santibaiiez, por haberme ayudado con la elaboraciéon del mapa
geografico y por haber estado al pendiente del avance de esta investigacion.

A la Dra. Maria del Carmen Mandujano, por haberme apoyado en los ensayos estadisticos
y por haberme ayudado con la interpretacion de los mismos.

A la Dra. Ménica Elisa Queijeiro, por sus recomendaciones para el analisis estadistico.

A las Dras. Alma Orozco, Judith Marquez y Margarita Collazo, por haberme ayudado a
resolver dudas y a enriquecer mi entendimiento.

A las Bidls. Michelle Xicotencatl y Cecilia Castro, por haberme ayudado con el trabajo de
campo.

A Dulce Maria Villanueva, por haberme ayudado con el trabajo de laboratorio.

A las Bidls. Leticia Bonilla y Samantha Solis por haberme apoyado en el andlisis de las
fotografias hemisféricas.

A mis compafieros: Adrian Jiménez, Leticia Bonilla, Leonardo Calzada, Victor Salinas,
Fernanda Manzo y Julio Salazar del taller “Evaluacién de los bosques templados del
cinturén volcanico transmexicano” por haberme escuchado y retroalimentado durante el
desarrollo de esta investigacidn.

A Gustavo Tovar por haberme permitido comparar algunos de sus datos con los mios para
afinar el ACP.

A todos los que me ayudaron a escarificar las didsporas.

Muy especialmente a mis padres, José Martinez y Socorro Camacho, por mi configuracién
y esencia, por no limitarme, siempre apoyarme y amarme. Este logro es uno de los tantos
resultados de su esfuerzo depositado en mi. Veo en mi expresion y modo de ser un tanto
de él y de ella, estoy orgullosa de ser quien soy y por tanto, de ellos.



A mis queridos hermanos: Osvaldo, Heraldo y Orlando Martinez por sus ensefianzas, su
proteccion y por depositar admiracién en mi.

A mi simbionte mutualista Fernando Estafiol, por volar y aterrizar una y otra vez conmigo,
y entre otras razones, por enamorarse con libertad y percibir a través de mi. A ti te amo
con todo mi ATP.

A quienes les es grato saber de mis logros: mi tia-madrina Arminda Camacho, mis abuelos
Flores Sanchez, mi madrina Maria de los Angeles Flores y Maria Elizabeth Tecuatl.

A mis primos Diana Arminda Benitez y José Camacho por haber buscado a mi lado
momentos de locura y diversion que de pronto agitan mis recuerdos.

A Lucia Lopez por mostrarme que nuestra amistad se siente en el interior y refuerza con
el pensamiento y los reencuentros. A Adriana Bautista y a Irma Cervantes por expresarme
su sinceridad, proteccion y afecto. A mi hermana Yoalli Dominguez por sensibilizarme y
luchar a mi lado. A Nayeli Guerrero y a Danaé Mendoza por las vivencias inolvidables con
You. A Monserrat Cuevas, Nathziely Herndndez, Carolina Valdivia, Alinne Goémez, Natalia
Ontiveros y Maya Machorro, por la sensacion de amistad que me hicieron sentir. A Erika
Bautista por mostrarme fuerza y buscar lo justo a mi lado, a Natalia Ochoa por su
confianza y profunda sinceridad.

A Edgar Ramirez, Humberto Martinez, Mdnica Vazquez, Ana Karen Gémez, Diana Ramos,
Yesenia Martinez, Fatima Bardn, Lucia Vite, Eduardo Aguilar, Eduardo Atriano, Cynthia
Eustaquio, César Gonzalez, Mauricio Orihuela, Ivonne Herndndez e Ilvan Carranza por los
momentos compartidos en las clases, tiempos libres o practicas de campo.

A Mariana Galvan, Abril Castillo, Erika Bautista e Isai Olalde por hacerme disfrutar y
apreciar el trabajo en equipo.

A José Trinidad, Francisco Jaramillo, Jimena Saucedo, Javier Carmona, Marisol Robledo,
Sylvia Zumaya, Margarita Villegas, Irama Nufiez, Itzel Sigala, Octavio Gonzdlez, Concepcion
Martinez y Violeta Méndez por inspirarme a ensefiar.

A las didsporas de A. elongata por mostrarme tanto vigor y haber sido una razon que me
llevd a conocer y admirar el encanto de las semillas.



Indice
Resumen

................................................................................................................................. 1
L INETOAUCCION. ...ttt ettt ettt 2
1.1 La semilla: unidad estructural de reproduccion y dispersion...................... 2
1.2 LONGEVIAAd Y VIGOT ..ottt ettt sa st snenes 4
1.3 La @erMINACION.....coiiiiiieieieicct ettt 6
1.4 Latencia y estimulos ambientales que promueven la germinacion............ 7
2. ANEECEARIILES. ...ttt sttt st ene 11

2.1 Las malezas

2.2 Acaena elongata en el bosque de Abies religiosa de la CRM...................... 13
3. Justificacién

........................................................................................................................ 14
4 ODJELIVOS...cueveieieieeieieieieeee ettt ettt ettt et s s s e et s e se e nenerestesesesenes 14
5. HIPOLESIS. ..ttt ettt ettt sttt nbens 15
6. IMELOAO.......uieeeeeteieeeetee ettt ettt b e s e b eseese st e s e be e e e esense st esaseneerentans 15
6.1 AT€A d@ @SLUAIO.......e.ceeeeececeeeeeeee ettt 15

6.2 ESpecie de eStUIO.......c.oueuiuiiiiiieieieieeces ettt ennas 16

6.3 Delimitacion del gradiente.............ccccceevivirieeeninininieieeeeeeeeee e 17

6.4 Comparacion de microambientes............ocooeeeeverenencccccrenninnnnrseeeenene 19

6.4.1 Humedad, temperatura y relacion rojo/rojo lejano (R/RL).......... 19

6.4.2 Fraccion de la apertura del dosel (FAD) y luz total transmitida 19
6.5 Colecta de diasporas

........................................................................................... 19
6.6 ESCATIfiCACION...c.ciiiiiicei ettt 20
6.7 Tratamientos de almacenamiento............cc.cceereeveeereeeeeeeeereceeeereee e 20
6.7.1 En el bosque sobre el suelo............oovrienninininiciceeeeee 20

6.7.2 A diferentes temMPEraturas.........cocoeeeueueueueerirereriereeeerereseseeeeseseenenes 21

6.7.3 BT SECO....eiiiiieteeeee ettt 21

6.8 Prueba de viabilidad con tetrazolio............ccccceviverieeieeeninnrieeeccceeeen 21

6.9 Germinacion en el boSQUE..........c.ccceevririiieirin e 22

6. 10 Germinacion en el 1aboratorio...........covevcceeevcccccreieinnnr e 22

6.10.1 VIabilidad......ccccueiiiiiiii e 22

6.10.2 En diferentes calidades de luz y oscuridad.........cccccoeueurururunenennce. 23

6.10.3 Prueba de Vigor..........ccoeivivniniiecccc e 23

6.11 ANAliSiS d@ dAtOS......ccueveeeieeieieieeeeeete ettt s 24

7. Resultados Y DiSCUSION.........coiiviiiiiieieieieieeiceeee ettt sttt 27
7.1 Prueba de viabilidad con tetrazolio y a través de la germinacién............... 27

7.2 Comparacion de microambientes............cccceecerieuecinineiinneinneeneeeee e 29

7.3 Germinacion en el boSQUE..........ccuveiririninieeiniccc e 32

7.4 Seguimiento de la viabilidad en condiciones naturales...........c.c.ccceurueunece. 38

7.5 Germinacion en diferentes calidades de luz..........ccccvvvevnieecenenecininninene. 41

7.6 Prueba de VIGOT......c.c.oueueuiiiiiiieecee ettt 45

8. CONCIUSIONES......ooueuiieiiieieiieiece ettt ettt sttt ettt et s et ese e s sanessesns 53
9. LIiteratura CItada......ccceueueirieieieieeseriee ettt ettt nes 54
APENAICE [: GlOSATIO...cveueeiieiiiieeire ettt sttt eses 64
Apéndice II: Desinfeccion de didSPOras..........ceeeevueueirieienirieieirieeirieeneeesesteesesseeseesenens 64

Apéndice III: Proporciones de los intervalos del tamafio de las plantula................... 65



|1

Resumen

La cuenca del rio Magdalena (CRM) es una zona forestal de la Ciudad de México que
provee numerosos servicios ecosistémicos, entre los que destacan: la recarga de acuiferos
y el suministro de agua, el control de las inundaciones y sequias, la purificacién del aire y
la recreacidn. No obstante, la CRM ha estado sujeta a un régimen de perturbacién por las
actividades antropogénicas como la agricultura y el pastoreo, las cuales han modificado
las condiciones microambientales y por lo tanto la composicién de especies, siendo las
especies indicadoras de perturbacion o tolerantes a los cambios ambientales las que
principalmente han figurado en dicha composiciéon, como por ejemplo Acaena elongata L.
(Rosaceae), una especie arbustiva caracteristica de los bordes de caminos del bosque de
Abies religiosa H.B.K. (Pinaceae) de la CRM. Debido a la ausencia de un estudio sobre la
etapa inicial del ciclo de vida de éste arbusto, la cual es primordial para la regeneracién de
las comunidades vegetales, en ésta investigacion se analizaron y compararon las
respuestas fisioldgicas de sus semillas, tanto en condiciones naturales como en
condiciones de laboratorio -enfatizando en la interaccién estimulo-respuesta entre el
entorno y ellas mismas- con la finalidad de reforzar el patréon observado sobre la
abundancia de A. elongata en los claros de bosque. Para ello: i) se estimé periédicamente
la viabilidad de las semillas con tetrazolio, ii) se compard la respuesta germinativa en un
gradiente de perturbacién, iii) se comparé la respuesta germinativa en diferentes
calidades de luz y iv) se compard la respuesta germinativa y el vigor luego de un
almacenamiento a -5°C, 10°C, 20°C y 35°C por un mes, dos meses y tres meses. Los
resultados mostraron: a) que al menos el 80% de las semillas permanecid viable durante
13 meses, b) que la germinacién no fue favorecida por una mayor apertura de dosel y por
una elevada calidad de luz y c) que sélo el tiempo de almacenamiento (no la temperatura)
tuvo un efecto en la pérdida de vigor. Tales resultados indicaron que las semillas son
tolerantes a un amplio intervalo de condiciones ambientales y que de acuerdo con la
literatura muy probablemente poseen mecanismos intrinsecos que mantienen su
viabilidad y capacidad para la germinacion en una humedad y temperatura adecuada.

Palabras clave: semilla, germinacién, viabilidad, condicion ambiental, almacenamiento.
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1. Introduccion

1.1 La semilla: unidad estructural de reproduccion y dispersion

Las semillas son primordiales en la dindmica y la regeneracién de las comunidades
vegetales por representar la etapa inicial del ciclo de vida de las plantas, ya que son
estructuras de resistencia que protegen al material genético que da continuidad a la
siguiente generacién (Esau, 1977; Murdoch y Ellis, 2000; Orozco-Segovia y Sanchez—
Coronado, 2013). Poseen mecanismos bioquimicos que les permiten reaccionar a diversos
estimulos del entorno (Orozco-Segovia et al., 2009; Orozco-Segovia y Sdnchez—Coronado,
2013) por lo que sus respuestas fisiolégicas ademas de estar condicionadas por el
genotipo, también dependen de los factores abidticos o ambientales (Egley y Chandler,
1983; Enriquez-Peia et al., 2004; Figueroa et al., 2004) durante la ontogénesis (desarrollo
en la planta madre), la permanencia en el suelo y la germinacién (Vazquez-Yanes y
Orozco-Segovia, 1993; Vdlio y Scarpa, 2001; Bewley et al., 2012). Por tanto, el desempefio
fisioldgico de una planta no solo depende de las condiciones ambientales que propician su
germinacién y establecimiento, sino también de las condiciones bajo las cuales producen
semillas, puesto que el entorno influye en el destino de la siguiente generacién
(Gutterman, 1974).

Una semilla de angiosperma generalmente estd constituida por: 1) el embridn,
producto de la fusién de la ovocélula o gameto femenino con uno de los nucleos de la
célula espermdtica o gameto masculino (proveniente del grano de polen), 2) el
endospermo, producto de la fusidn de los dos nucleos polares de la célula central (en el
saco embrionario) con el segundo nucleo de gameto masculino y 3) la cubierta seminal,
formada por los tegumentos (envolturas que rodean al ovulo) (Bewley et al., 2012;
Mdrquez-Guzman, 2013) (Figura 1).

Durante la ontogénesis de una semilla se sintetizan proteinas, carbohidratos y
aceites como sustancias de reserva para la maduracion del embridn y el desarrollo de Ia
plantula antes del establecimiento o el crecimiento independiente al iniciar la fotosintesis

(Esau, 1977; Bewley et al., 2012). Dichas sustancias se acumulan en el endospermo y
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pueden terminar siendo digeridas y transformadas por el embridn en un tejido de reserva
(cotiledones) (Marquez-Guzman, 2013).

Atributos externos como el color, la forma, tamafio y peso son caracteristicas
sumamente variables en las semillas (Marquez-Guzman, 2013), ya que reflejan
adaptaciones a distintas presiones selectivas de su historia evolutiva (Vazquez-Yanes y
Orozco-Segovia, 1993). Aunado a ello, el pericarpio (tejido del fruto) o cubierta protectora
qgue las rodea, ademas de proveer proteccion y regular la interaccién con el ambiente
(Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2013), puede presentar ciertos apéndices
especializados como plumas, espinas, ganchos y pelos (Howe y Smallwood, 1982)
asociados a la capacidad de diseminacidon por uno o mas vectores de dispersidn (viento,
agua o animales) (Van der Pijl, 1972; Bryson y Carter, 2004). Todas las caracteristicas
internas y externas de las semillas junto con la disponibilidad de sitios adecuados para la
germinacién y el establecimiento determinan la distribucién geografica, abundancia,
estructura genética y el tamano poblacional de una especie en las comunidades vegetales

(Young et al., 1987; Willson y Traveset, 2000; Lee et al., 2001).
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Figura 1. Ciclo de vida de una angiosperma. Tomado de Martinez-Gordillo, 2013.

1.2 Longevidad y vigor

La longevidad se define como el periodo de tiempo en el que las semillas mantienen su
viabilidad o funcionalidad para germinar en condiciones apropiadas (Orozco-Segovia y
Sanchez-Coronado, 2013). Algunos factores que la condicionan son: el potencial genético
y fisiolégico de las semillas, la variacién espacio-temporal, la depredacién y el ataque
microbiano (Howe y Smallwood, 1982; Vazquez-Yanes y Orozco-Segovia, 1993; Niembro,
1995). Los agentes ambientales mas vinculados con la longevidad son: la humedad, la
temperatura y la composiciéon de la atmdsfera gaseosa (Salinas et al., 2001; Navarro y
Lezcano, 2007; Bewley et al., 2012), ya que el contenido hidrico y la deshidratacion de las
semillas son factores criticos que les permiten permanecer viables largos periodos de
tiempo (Figueroa et al., 2004). Dickie y colaboradores (1990) y Navarro y Lezcano (2007),

sugieren que un bajo contenido de humedad en las semillas favorece la longevidad a largo
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plazo, ya que la sensibilidad a la humedad puede incrementar la vulnerabilidad de las
semillas en condiciones de estrés hidrico (Corbineau y Come, 1989).

Después de la dispersion, las semillas pueden reducir su actividad metabdlica y
mantener su viabilidad hasta la llegada de estimulos ambientales que inciten su
germinacién (Vazquez-Yanes y Orozco-Segovia, 1993; Marquez-Guzman, 2013). No
obstante, luego de la maduracién del embrién, la calidad de las semillas disminuye con el
tiempo (Salinas et al., 2001; Manfrini, 2004), siendo el vigor una sefial de los atributos de
las semillas que propician el establecimiento (Isely, 1958), puesto que su pérdida esta
relacionada con el envejecimiento o deterioro (Manfrini, 2004). La Figura 2 detalla los

patrones de la calidad y la longevidad de las semillas.

100
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Pérdida de
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Plantulas

N
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°
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o 50
]
©
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Figura 2. Longevidad y vigor de las semillas. Las diferencias entre los porcentajes de
plantulas vigorosas y la emergencia de radiculas representa la probabilidad de plantulas
no vigorosas. Modificado de Bewley et al., 2012.

De acuerdo con la Asociacion Internacional de Ensayos de Semillas (ISTA siglas en
inglés) (1995), la valoracién del vigor debe basarse en el nivel de actividad de respuesta
durante la germinacién y la emergencia de las plantulas. Aunado a ello, Benitez-Rodriguez
y colaboradores (2013) consideran que las semillas mds vigorosas expresan una

uniformidad y elevada velocidad de germinacion, un lag time corto y por lo tanto la
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supervivencia de un gran niumero de plantulas. Uniformidad se refiere a la simultaneidad

de la germinacién y lag time al tiempo requerido para el comienzo de la germinacion.

1.3 La germinacion

El antecedente fundamental para el establecimiento de nuevas plantulas, después de la
dispersiéon de semillas, es la germinacion (Bewley et al., 2012), definida como el proceso
fisiolégico que comienza con la absorcion de agua por parte de la semilla y culmina con la
emergencia de la radicula (raiz embrionaria situada en el extremo inferior del eje
embrionario) a través de la cubierta seminal o cubiertas protectoras (Bewley et al., 2012;
Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2013). Cuando las semillas tienen contacto con el
agua, bajo una adecuada oxigenacién, experimentan cambios bioquimicos y metabdlicos
(secuenciales y sincronizados) que dan lugar a tal proceso (Pons, 2000; Orozco-Segovia y
Sanchez-Coronado, 2013). Por ello, la relacion entre la semilla y el sustrato es de suma
importancia para la absorciéon de agua (Bewley et al., 2012), ya que la humedad del
sustrato regula la turgencia requerida para la elongacién de la radicula (Vazquez-Yanes y
Orozco-Segovia, 1993).

La germinacién comprende tres fases: |) la imbibicién, 1) la activacion del
metabolismo y Ill) la emergencia de la radicula. En la fase | la entrada de agua
desencadena la reparacion de cualquier sistema de membranas, asi como la sintesis de
proteinas. En la fase Il, dado que el contenido de agua en la semilla se mantiene
constante, se intensifican las reacciones bioquimicas iniciadas en la fase | con la
transcripcion de nuevos genes que promueven la renovacion del sistema mitocondrial, la
movilizacion de sustancias de reserva y la elongacién de las células radiculares. Antes de la
fase lll disminuye la capacidad de retencién hidrica interna y aumenta el potencial hidrico
externo para dar lugar a la entrada de agua que promueva la expansién y el crecimiento

del embrion (Bewley et al., 2012; Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2013) (Figura 3).
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Figura 3. Proceso fisiolégico de la germinacién a partir de la absorcion de agua.
Modificado de Nonogaki et al., 2010.

1.4 Latencia y estimulos ambientales que promueven la germinacion

De acuerdo a las condiciones del medio fisico y al grado de sensibilidad de las semillas,
éstas pueden encontrarse en dos estados: quiescencia o latencia. La quiescencia
corresponde a aquellas semillas que sélo esperan cubrir sus requerimientos basicos de
humedad, oxigeno, temperatura y/o luz, mientras que la latencia corresponde a aquellas
semillas que no sdélo esperan cubrir sus requerimientos basicos, sino también condiciones
especificas para romper un bloqueo fisico o metabdlico inherente a ellas (Orozco-Segovia
y Sanchez-Coronado, 2013). La ruptura de quiescencia o latencia requiere de la activacion
de sensores ambientales regulados por la maquinaria bioquimica de las semillas que
inciden directamente en la cinética de ciertas enzimas, la permeabilidad de la cubierta y

membranas celulares o la activacién del fitocromo (Vazquez-Yanes y Orozco-Segovia,



| 8

1993), lo cual determinara la activacion o inhibicién de la germinacion y en consecuencia
el establecimiento. El Cuadro 1 describe los tipos, causas y mecanismos de ruptura o

desbloqueo de latencia.

Cuadro 1. Tipos de latencia, causas y mecanismos de desbloqueo (Vazquez-Yanes y
Orozco-Segovia, 1993; Fenner y Thompson, 2005; Bewley et al.,, 2012; Orozco-Segovia y
Sanchez-Coronado, 2013).

Tipo Causa Mecanismo de desbloqueo
Fisica Cubiertas protectoras *Degradacion y deterioro natural
impermeables al agua Exposicidn a altas temperaturas

Inmersion en acido sulfurico
Escarificacion

Morfoldgica Inmadurez anatémica del *Periodo de maduracidn
embrién Exposicion a al calor
Fisioldgica Bloqueo en el embridén por | *Periodo de maduracion
un desbalance hormonal Adicion de acido giberélico

(hormona de crecimiento)
Estratificacion fria (5°C)

Morfofisioldgica Causas de las anteriores Estratificaciones frias y calientes
de acuerdo al habitat natural

* Indica la ausencia de una intervencion.

Por lo anterior, para que la germinacién ocurra tienen que coincidir en una
ventana espacio-temporal la pérdida de latencia y los factores ambientales que se
requieren para la germinacién (Orozco-Segovia et al., 2009).

Aunque la luz no es un requerimiento esencial para la germinaciéon de todas la
semillas, pudiendo inclusive inhibirla (Wesson y Wareing, 1968; Cone y Kendrick, 1986),
siendo el agua y el balance entre el oxigeno y el didéxido de carbono los factores
determinantes para germinacion de cualquier especie (Orozco-Segovia y Sanchez-
Coronado, 2013), la hererogeneidad espacial y microespacial del ambiente conlleva al
estudio de la calidad y cantidad de la radiacién como una sefial importante en las
respuestas de semillas pequeiias capaces de emerger en un lugar perturbado o
desprovisto de un dosel vegetal (Pons, 2000), puesto que éstas generalmente dependen
de una mayor cantidad de energia radiante que promueva la temprana actividad
fotosintética debido al poco contenido de sustancias de reserva que genera una presion

en el crecimiento y el establecimiento de la plantula (Vazquez-Yanes et al., 1990). Por
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tanto, es el principal factor ambiental que regula la latencia de especies pioneras (Pons,
2000), cuyos requerimientos sélo se concentran en claros de bosque (Withmore, 1989).

La influencia de la luz en la germinacién se conoce como fotoblastismo, donde los
pigmentos fotosensibles (fitocromos) de las semillas controlan la respuesta germinativa,
siendo fotoblasticas positivas aquellas semillas que requieren luz para germinar,
fotoblasticas negativas aquellas semillas que Unicamente germinan en oscuridad e
indiferentes o insensibles a la luz aquellas semillas que pueden germinar tanto en
presencia de luz como en oscuridad (Klein y Martins, 1991; Orozco-Segovia y Sanchez-
Coronado, 2013).

El fitocromo, es una proteina que funciona como fotorreceptor para la deteccién
de las sefiales luminosas y la integracién de las mismas a una cadena de transduccion que
defina la activacién o inhibicién de la germinacién (Valio y Scarpa, 2001; Orozco-Segovia y
Sanchez-Coronado, 2013). Existe en dos formas: Fr (forma inactiva) y Frl (forma activa),
ambas son interconvertibles, Fr es convertida a Frl por la exposicion a la luz roja (R: 660
nm) y Frl a Fr por la exposicién a la luz roja lejana (RL: 730 nm) (Cone y Kendrick, 1986;
Curtis et al., 2009) (Figura 4). Debido a que la luz contiene longitudes de onda Ry RL en
forma simultanea, el fitocromo se encuentra siempre en ambas formas (Fr/Frl) pero en
diferentes proporciones dependiendo de la calidad de luz, segin la energia de sus
longitudes de onda (Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2013), y de la duracion del
estimulo luminico (Orozco-Segovia et al., 2009).

En un lugar cubierto por un dosel vegetal la luz es rica en RL y pobre en R, mientras
que en sitios totalmente desprovistos de él, la luz es rica en R y pobre en RL (Orozco-
Segovia y Sdnchez-Coronado, 2013). La sintesis y el almacenamiento de Fr o Frl depende
del cociente R/RL que le llega a la semilla durante su desarrollo y de las estructuras
clorofilicas que la rodean, ya que las mismas filtran la luz que incide en la semilla (Orozco-
Segovia et al., 2009). Las semillas diseminadas con suficiente contenido de Frl pueden
germinar en oscuridad, mientras que otras sin suficiente Frl pueden modificar su
requerimiento de luz durante el enterramiento o durante su permanencia en la superficie

del suelo (Vazquez-Yanes y Orozco-Segovia, 1993), pero no habra induccion de la
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germinacién mientras Frl no alcance el umbral critico (cantidad requerida para cada
especie o individuo) y permanezca en esa condicién el tiempo suficiente para que se inicie
la cascada de sefializacion del proceso de germinacién (Orozco-Segovia y Sanchez-

Coronado, 2013).

R (660 nm)

T

RL (730 nm)

> Frl

Figura 4. Fortoreversibilidad de los fitocromos Fr (forma inactiva) y Frl (forma activa).
Cuando Fr absorbe R (luz roja) se convierte en Frl y cuando Frl absorbe RL (luz roja lejana)
se convierte en Fr. Modificado de Curtis et al., 2009.

Otro factor relevante para la germinacion y pérdida de latencia es la temperatura
(Baskin y Baskin, 1998), dado que ésta genera cambios en la bioquimica de las células
(Vazquez-Yanes y Orozco-Segovia, 1993; Valio y Scarpa, 2001). Por ejemplo, las especies
gue habitan en regiones templadas suelen desbloquear su latencia en invierno, cuando las
temperaturas oscilan entre 1y 10°C, para la emergencia de plantulas en primavera, lo cual
favorece el establecimiento en los meses consecutivos, ya que la germinaciéon antes de
invierno implicaria el riesgo de enfrentar las condiciones severas de la estacion fria
(Bewley et al., 2012). Asimismo, las fluctuaciones de temperatura, mediadas por la
incidencia de luz, pueden definir el tiempo de germinacién y supervivencia (Valio y Scarpa,
2001; Brandel, 2005), e incluso enmascarar el requerimiento de la luz por la sensibilidad
de algunas semillas al vinculo entre el incremento de temperatura y la intensidad de la luz
(Jankowska-Blaszczuk y Daws, 2007). Por eso, la interacciéon entre la temperatura y el
fitocromo hace compleja la interpretacion sobre su relacion sélo con la luz (Valio y Scarpa,

2001).
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Todo lo anterior abre un enorme panorama de investigacidén sobre las respuestas
germinativas de distintas especies consideradas como malezas que suelen habitar en sitios

con frecuentes alteraciones antropicas.

2. Antecedentes

2.1 Las malezas

De acuerdo con Baker (1974) las malezas son aquellas plantas cuya habilidad competitiva
les otorga un gran potencial de colonizacidn, el cual estd mediado por su historia evolutiva
(distribucion y caracteres bioldgicos), las interacciones bidticas y los disturbios
antropogénicos. Debido a la fragmentacién o pérdida de la cubierta vegetal generada por
las practicas agropecuarias, mineras y la urbanizacidn, éstas especies han incrementado
sus abundancias y areas de distribucion (Zavala-Hurtado et al., 2003; Castillo-Argliero et
al., 2009), al ser favorecidas por el efecto de borde, el cual se refiere al conjunto de
cambios microambientales que alteran las interacciones bidticas y por lo tanto la
distribucién y la abundancia de las especies a lo largo del perimetro de un fragmento
(Meiners y Pickett, 1999; Peia-Becerril et al., 2005).

Para Brysom y Carter (2004) y Castillo-Argiiero y colaboradores (2009), el éxito de
una maleza depende principalmente de su habilidad reproductiva, mecanismo de
dispersidn, longevidad de las semillas y tolerancia a diversas condiciones ambientales.

El Cuadro 2 enuncia algunas caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y ecoldgicas

que representan a este grupo de plantas.
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Cuadro 2. Atributos y mecanismos ecofisiolégicos de las malezas (Baker, 1974; Bryson y
Carter, 2004; Steve, 2004).
Reproduccion Sexual y asexual

Hermafroditismo y autocompatibilidad
Polinizacidn generalista
Gran numero de semillas pequefias

Dispersion A corto y a largo plazo por multiples vectores de dispersion
Apéndices en las didsporas (espinas, ganchos)

Habitat Tolerancia a condiciones extremas (altos niveles de luzy
bajos regimenes de humedad)

Interacciones bidticas Resistencia a patégenos
Alelopatia (produccién de toxinas)
Estructuras de defensa (espinas, ganchos, pelos urticantes)

Fenologia Maduracién temprana
Multiples generaciones al afio
Viabilidad y latencia prolongada
Germinacion discontinua
Rapido crecimiento

Fisiologia Acumulacion de reservas alimenticias
Fotosintesis C,4
Tasa fotosintética elevada

Estas especies generalmente son capaces de mantener un reservorio o banco de
semillas en el suelo debido a la latencia que presentan (Noronha et al., 1997), por tanto,
su germinacion puede ser discontinua u ocurrir en diferentes periodos del tiempo (Bewley
et al., 2012). Por otra parte, debido a que muchas malezas requieren luz para el proceso
de germinacion mediado por el fitocromo Pfr (Cone vy Kendrick, 1986), Ia
fotorreversibilidad permite a las semillas mantenerse latentes luego de llegar y enterrarse
en el suelo (Vazquez-Yanes y Orozco-Segovia, 1993).

Al presentar atributos y mecanismos eficientes para la supervivencia que
favorecen su potencial expansivo local o aléctono (PySek, 1995), las malezas son capaces
de producir cambios significativos en la estructura y composicién de los ecosistemas
(Castillo-Argliero et al., 2009). Sin embargo, no resulta facil predecir a corto plazo su
dindmica en una comunidad natural (Freckleton y Watkinson, 2002) o determinar si

arrestan o promueven la sucesién ecoldgica (S. Castillo-Argliero com. pers.), puesto que al
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ser capaces de sobrevivir en sitios perturbados, razén por la cual se les considera especies
indicadoras de perturbacion (Hill et al., 2002) u oportunistas (cuya plasticidad fenotipica
les permite adaptarse al estrés ambiental de un hdbitat) (Baker, 1974), pueden ser
funcionalmente importantes en la regeneracion natural de una comunidad (sobre todo si
se trata de malezas nativas) siendo facilitadoras de las primeras fases de la sucesién

ecolégica como parte de la vegetacion secundaria (Zavala-Hurtado et al., 2003).

2.2 Acaena elongata en el bosque de Abies religiosa de la CRM

La cuenca del rio Magdalena (CRM) es una zona forestal y de recarga de acuiferos de la
Ciudad de México que controla los ciclos hidrolégicos evitando las inundaciones y sequias,
y que regula la purificacion del aire mediante la captacion de contaminantes atmosféricos
por parte de la vegetacién (Avila-Akerberg, 2002). Dado que es una zona sujeta a un
complejo deterioro antrépico resultado de distintas actividades humanas, tales como la
agricultura, el pastoreo, la construccion de viviendas y el turismo (Almeida et al., 2007),
por la influencia de factores econdmicos, sociales y culturales (Challenger, 2003; Barton-
Bray y Merino-Pérez, 2004), la CRM se caracteriza por presentar una dinamica de claros
como resultado de la deforestacion.

En el bosque de Abies religiosa H.B.K. (Pinaceae) u oyamel de la CRM, la especie
arbustiva Acaena elongata L. (Rosaceae) forma una asociacién vegetal con el estrato
arbdéreo (Nava, 2003) mostrando altos valores de importancia relativa (V.I.R) (Reyes-
Ronquillo, 2014). De acuerdo con Avila-Akerberg (2002), Santibafiez-Andrade (2009) y
Reyes-Ronquillo (2014), ésta especie se encuentra asociada a la perturbacién, ya que
predomina en la periferia de fragmentos del bosque. De hecho, Garcia-Romero (2002)
reporta que es una de las especies indicadoras de perturbacion mas frecuentes en
ambientes de montafia.

Ademas de las observaciones in situ, Molinillo y Farji (1993), sugieren que la
actividad pecuaria tiene una relacion directa con su distribucién, ya que los apéndices
adherentes en sus frutos facilitan la dispersidn por exozoocoria (Vibrans, 1999; Lee et al.,
2001). Adadiendo que tiene una exitosa reproduccion sexual expresada en una constante

produccién de frutos al ano (Diaz-Lépez, datos no publicados) y que sus didsporas son muy



| 14

abundantes en este tipo de bosque (Martinez-Orea, 2011), los estudios sobre su
germinacién, establecimiento y supervivencia en un gradiente de perturbacién son
necesarios para la construccion de una interpretacion referente a su funcién ecoldgica en

este tipo de bosque.

3. Justificacion
Debido a la ausencia de estudios sobre el estadio inicial del ciclo de vida de A. elongata
que permitan reforzar el entendimiento sobre su abundancia en sitios con menor
cobertura de dosel en el bosque de A. religiosa de la CRM, el estudio de las respuestas
fisiolégicas de sus semillas con base en un gradiente de perturbacion y en diferentes
calidades de luz y condiciones de almacenamiento en laboratorio ofrecerd informacion
sobre la tolerancia de la especie en el estadio inicial de su ciclo de vida y sobre los
requerimientos para su germinacién, ya que las respuestas fisiolégicas de las semillas
estardn mediadas por la interaccién estimulo-respuesta entre el ambiente y ellas mismas.
Ademas, tal informaciéon permitird construir una interpretacion enfocada a la posible

funciéon de A. elongata en los sitios sujetos a la pérdida de cubierta vegetal.

4. Objetivos
General:
= Evaluar el efecto de la luz y el deterioro natural o inducido en la respuesta

germinativa de A. elongata en condiciones naturales y/o controladas.

Particulares:
v’ Estimar periddicamente la viabilidad de las semillas en condiciones naturales y

controladas.

v' Comparar la respuesta germinativa en un gradiente de perturbacion.

v' Comparar la respuesta germinativa bajo diferentes calidades de luz o niveles de
R/RL en condiciones controladas.

v’ Comparar la respuesta germinativa y el vigor de las semillas luego de un
almacenamiento a diferentes temperaturas y en diferentes tiempos en

condiciones controladas.
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5. Hipotesis
Considerando que A. elongata es una especie tolerante en las condiciones generadas por
la pérdida de dosel vegetal, se espera que:
e Gran proporcién de las semillas se mantenga viable al menos un afio.
e La proporcidn de germinacidon sea mayor en parcelas con menor cobertura de
dosel y en los tratamientos con un nivel de rojo/rojo lejano (R/RL) mayor (en
condiciones controladas) que en parcelas con mayor cobertura de dosel y en los

tratamientos con un nivel de R/RL menor.

® Las semillas expresen su tolerancia dentro de un intervalo de temperaturas vy

tiempo de almacenamiento a través de su vigor.

6. Método

6.1 Area de estudio

El bosque de A. religiosa representa una de las principales comunidades vegetales de las
zonas templadas del Valle de México (Calderén y Rzedowski, 2005). En la CRM es la
comunidad vegetal de mayor extensidn, abarcando el 40% de su superficie (Galeana,
2008) y albergando cerca de 235 especies (Avila-Akerberg, 2002, 2004; Programa de
Apoyo a Proyectos de Investigacién e Innovacién Tecnoldgica IN216014, 2014). Se localiza
entre el bosque de Pinus hartwegii y el bosque de Quercus spp. y mixto en un gradiente
altitudinal que va de 2,750 a 3,500 m s.n.m (Nava, 2003). Presenta el clima semifrio mds
humedo de los subhumedos [Cb’ (w;)(w)], con una temperatura media anual de 5a 13°C, y
una precipitaciéon anual de 1300 mm (Dobler-Morales, 2010). Prevalece en pendientes
planas moderadas o pronunciadas (Nava, 2003) y en condiciones de relieve accidentado
(Dobler-Morales, 2010). Su suelo es de tipo Andosol humico y de clase franco-arenosa
(65% arenas, 19.6% limos y 17.4% arcillas) (Ledn-Gutiérrez, 2011), es rico en materia
organica, esta bien drenado (Calderén y Rzedowski, 2005) y a menudo esta cubierto por
musgo (Nava, 2003); tiene una profundidad promedio de 29.1 cm (maxima: 50 cm vy

minima: 10 cm) y un pH que varia de 4.5 a 5.9 (Nava, 2003; Santibafiez Andrade, 2009).
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6.2 Especie de estudio

A. elongata, “cadillo” o “pega ropa” es una especie arbustiva, perenne, nativa de México,
que se distribuye desde el centro del pais hasta Colombia (Calderéon y Rzedowski, 2005).
Se ha reportado en el Estado de México, Chiapas, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacdn,
Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tlaxcala y Veracruz (Rzedowski y Calderén, 2005).
Mide entre 25 y 100 cm de alto, sus hojas son pecioladas y linear-lanceoladas, con borde
aserrado y una longitud de 0.7 a 2 cm, el envés de las mismas es piloso-sericeo y el haz es
glabro-brillante. Las flores son pequefas, poseen un hipantio cilindrico, rojizo, velloso y
tuberculado, un estilo corto -con el estigma aplanado y divisiones profundas-, tres o
cuatro estambres y un caliz con cuatro pequefios I6bulos ovados. Los frutos albergan sélo
una semilla, son secos (lefiosos) e indehiscentes de forma ovoide y tono café, con una
longitud de 5 a 8.5 mm por un didmetro de 3 a 5 mm; estdn rodeados por numerosas
espinas rojizas o cafés (segun el estado de madurez) de 2 a 3 mm de largo (Calderén y

Rzedowski, 2005) con puas en el apice (Figura 5).
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Figura 5. Morfologia de A. elongata, (A)
parte superior de la planta mostrando
2 flores y frutos; (B) vista externa de la
. \.:\ flor acompafiada de un par de bracteas;
(C) flor desprovista de un lobulo del
caliz, mostrando el hipantio, tres
estambres y el estilo que remata en un
estigma peltado; (D) aspecto del fruto
envuelto por el hipantio equinado.
llustracién de Rogelio Cardenas, tomado
de Rzedowski y Calderdn, 2005.

6.3 Delimitacion del gradiente

En dos sitios con diferencia altitudinal y orientacién de la pendiente de la unidad
ambiental 8 (U8) del bosque de A. religiosa caracterizada por Santibafiez-Andrade (2009)
(Figura 6) se delimitaron cuatro parcelas de 10 x 10 m, dos parcelas aledafas al camino,
con una separacion de 10 m entre si, y otras dos 30 m atras de las primeras (hacia el

interior del bosque) (Figura 7).
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Figura 6. Mapa de la cuenca del rio Magdalena (CRM) y ubicacién de los sitios de estudio.
Sitio 1 a 3,263 m s.n.m. al noroeste y sitio 2 a 3,200 m s.n.m. al sureste. Elaborado por

Santibafiez-Andrade, 2014.
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6.4 Comparacion de microambientes

6.4.1 Humedad, temperatura y relacién rojo/rojo lejano (R/RL)

De abril a septiembre de 2013, en cada mes y parcela se registré el porcentaje de
humedad y la temperatura con un termohigrémetro SPER SCIENTIFIC modelo 800017, y el
valor de la relacién R/RL a partir del promedio de cinco mediciones (entre las 10y 12 hrs.)
en puntos aleatorios a nivel del suelo, con un radidmetro Skye modelo SKR 100.

6.4.2 Fraccion de la apertura del dosel (FAD) y luz total transmitida
En el centro de cada parcela, a nivel del suelo, se tomd una fotografia hemisférica con
una cdmara Nikon modelo D80 y una lente ojo de pescado EX SIGMA 4.5 1:28 DC DSM.
Todas las fotografias fueron procesadas en el programa Gap Light Analyzer (GLA) 2.0, el
cual determina la fraccién de la apertura del dosel (FAD), el porcentaje de luz difusa (FSI)
-el cual depende de todas las direcciones que penetran el dosel forestal dentro del
hemisferio celeste (Parent y Messier, 1996)- y el porcentaje de luz directa (FSD) -el cual
depende de la localizacion de las aperturas del dosel y su tamafio y de la arquitectura y
altura del dosel (Canham et al., 1990)-. Tanto el FSI como el FSD representan en
porcentaje la cantidad de radiacidn incidente en la superficie dada por la densidad del
flujo fotdénico fotosintéticamente activo por dia (moles-m2d™), y la suma de ambos
equivale al porcentaje de la luz total transmitida (Frazer et al., 1999).

Con los promedios de la humedad, temperatura y relacion R/RL (del periodo de
muestreo), las FADs y los porcentajes de luz total trasmitida, se realizé un andlisis de
componentes principales (ACP) en el programa InfoStat 2014 (Di Rienzo et al., 2014), con
la finalidad de comparar la variabilidad ambiental de las parcelas o microambientes y de

representar su ordenacidn segun las causas de variabilidad por importancia.

6.5 Colecta de diasporas

En abril de 2013 se colectaron, de manera aleatoria, cerca de 6 400 didsporas maduras de
individuos adultos para 12 pruebas mensuales de viabilidad en laboratorio, asi como para
el monitoreo mensual (por 6 meses) de la germinacion y viabilidad en el bosque.
Nuevamente en marzo de 2014, se colectaron alrededor de 620 didsporas para las

pruebas de germinacién en diferentes calidades de luz y la prueba de vigor, y en abril y
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mayo del mismo afio se colectaron alrededor de 260 didsporas para complementar la
prueba de vigor en condiciones controladas. La razén por la cual se realizaron tres colectas
en meses consecutivos se debio a la disponibilidad de la cdAmara para la germinacidn, pues
no solo se pretendia comparar el efecto de la temperatura sino también el tiempo de
almacenamiento.

Debido a que en los tratamientos de almacenamiento y pruebas de germinacién se
trabajo sobre la unidad de dispersion, es decir, la semilla rodeada por el pericarpio, se
utilizé el término de didspora para la descripcion y manejo de los tratamientos. Cabe
mencionar que tanto propagulo como didspora en algunas ocasiones son sinédnimos de

semilla (Marquez-Guzman, 2013).

6.6 Escarificacion

Para romper la posible latencia fisica de las semillas, sugerida en pruebas de germinacion
previas al montaje del experimento, aproximadamente 2 880 didsporas (de abril de 2013)
fueron sometidas a una escarificacion mecanica, la cual consistid en la extraccion manual
de una porcion del pericarpio (Figura 20). Antes de tal mecanismo, las didsporas
permanecieron embebidas en agua al menos 2 h con el fin de ablandar el tejido fibroso y

facilitar su remocion.

6.7 Tratamientos de almacenamiento
6.7.1 En el bosque sobre el suelo

Se elaboraron 192 bolsas de 15 x 15 cm con malla de polipropileno con 1 mm? de
abertura. Después se introdujeron 30 diasporas escarificadas (E) en 96 bolsas y 30
didsporas no escarificadas (NE) en el resto. Todas las bolsas se sellaron con grapas y
etiquetaron. En cada parcela se distribuyeron 12 juegos de bolsas (cada uno conformado
por una bolsa con didsporas E y otra con didsporas NE) en dos diagonales opuestas con
una interseccién en el centro de la parcela. Las bolsas fueron sujetadas con un clavo sobre
el suelo quedando expuestas a la intemperie. Seis de los juegos estarian destinados al
monitoreo de la emergencia de plantulas y el resto al seguimiento de la viabilidad en

condiciones naturales.
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6.7.2 A diferentes temperaturas
Después de cada colecta, las didsporas se desinfectaron (Apéndice 1l) y almacenaron en
cuatro frascos de vidrio, con un total de 50 didsporas por frasco. Todos los frascos se
etiquetaron y envolvieron con papel aluminio, y cada uno se introdujo a una cdmara de
temperatura constante de: -5°C, 10°C, 20°C y 35°C, respectivamente. De tal modo que la
cosecha de marzo permanecié en las cdmaras: tres meses, la de abril: dos meses y la de
mayo: un mes, ya que todos los tratamientos se sometieron a imbibicion en junio.

6.7.3 En seco

Aproximadamente 640 didsporas colectadas en marzo de 2013, 410 didsporas de
marzo de 2014 y 50 didsporas de abril y mayo del mismo afio fueron almacenadas, luego
de su colecta, en bolsas de papel estraza a temperatura ambiente, maxima 23+3°C y

minima 10+3°C (AccuWeather, 2015), en el laboratorio.

6.8 Prueba de viabilidad con tetrazolio

El principio de la técnica se basa en la reaccién que se produce con los iones H* liberados
por las enzimas deshidrogenasas, involucradas en la respiracion de los tejidos
embrionarios, y la solucién salina e incolora: 2,3,5 cloruro-trifenil-tetrazolio (CTT)
(Moreno-Martinez, 1996; Elias y Garay, 2004), ya que la solucién se reduce al reaccionar
con los iones H* (Lépez-Curto et al., 1998), siendo la coloracidn rosa-rojiza (formazan),
insoluble al agua y producto de la reaccidn, un indicador de la actividad de los tejidos vivos
(Moreno-Martinez, 1996; Dalling, 1996; Lopez-Curto et al., 1998; Elias y Garay, 2004).

De mayo de 2013 a abril de 2014, mensualmente se tomaron 30 diasporas de abril
de 2013 y almacenadas en seco, para la estimacién de la viabilidad en el tiempo.
Asimismo, durante el periodo de muestreo y de acuerdo a la disponibilidad de bolsas en
las parcelas, mensualmente se determind el estado fisiolégico de las semillas no
germinadas en campo.

Por otro lado, debido a que la prueba no se realizéd inmediatamente después de la
colecta inicial, 30 semillas recién colectadas en octubre de 2014 fueron sometidas a la

reaccidn para tener un indicio de la viabilidad de semillas muy jévenes.
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Antes de la reaccidn, todas las didasporas fueron embebidas 24 h en agua con el fin
de incrementar la actividad enzimatica (imbibicidn). En seguida, a cada didspora se le
retiré todo el pericarpio (Figura 11) y realizé un corte longitudinal con una navaja de
afeitar DORCO. Las mitades con el eje embrionario mas completo se introdujeron en tubos
Eppendorf (de acuerdo al tratamiento de almacenamiento) para luego adicionar con un
gotero CTT (SIGMA) al 1%. Posteriormente, cada tubo se envolvié con papel aluminio y al
cabo de 3 h se contabilizé el nUmero de mitades tefidas. Se registraron como viables las
mitades con apariencia turgida y coloracién intensa, y como no viables aquellas con
apariencia flacida y sin coloracién o coloracién muy tenue, ya que éstos ultimos patrones

indican la muerte o poca viabilidad de las células embrionarias (Moreno-Martinez, 1996).

6.9 Germinacion en el bosque
Durante el periodo de muestreo (de abril a septiembre de 2013), se registré el nimero de

radiculas como evidencia de la germinacion, por bolsa y parcela (Figura 8).

Figura 8. Emergencia y elongacion de la
radicula de A. elongata (fotografia tomada
al microscopio estereoscépico 10X). Se
distinguen los pelos radicales que absorben
agua y minerales.

6.10 Germinacion en el laboratorio

6.10.1 Viabilidad

Se desinfectaron y sometieron a imbibicidon didsporas almacenadas en seco de 2 y 13
meses de edad, colectadas en marzo de 2014 y abril de 2013, respectivamente. Para cada
tratamiento se formaron tres repeticiones de 30 didsporas, las cuales fueron colocadas

sobre papel absorbente hiumedo (previamente esterilizado) dentro de cajas de Petri, de 9
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cm de didmetro, selladas con egapack para conservar la humedad. Todas las cajas se
colocaron en una camara Nuaire modelo I-36LL a 22°C/20°C (fotoperiodo 16/8) con 83.04
pmoles:-m™?-s* de intensidad luminica y 60% de humedad. Finalmente, cada 2 dias,
durante 30 dias, se registré la respuesta germinativa en ambos tratamientos.

La temperatura de germinacién se establecid a partir de lo reportado por Cornner
(1987), quien encontré un intervalo éptimo de temperatura para varias especies del
género Acaena.

6.10.2 En diferentes calidades de luz y oscuridad
Nuevamente, se desinfectaron y sometieron a imbibicién didsporas de 2 meses de edad
(almacenadas en seco) bajo diferentes calidades de luz: blanca fluorescente (LB), roja (LR),
roja lejana (LRL) y oscuridad (OS). Para cada tratamiento también se formaron tres
repeticiones de 30 didsporas como se describié anteriormente. Las cajas de Petri del
tratamiento LR se introdujeron en un contenedor de acrilico, de 48 cm de largo x 32 cm de
ancho y 8 cm de profundidad, polimerizado con pexiglass rojo (de 3 mm de espesor) y las
del tratamiento LRL se introdujeron en otro contenedor con pexiglass azul. Mientras que
las del tratamiento OS se envolvieron con papel aluminio y las de LB quedaron expuestas.

El flujo foténico de los contenedores y de la luz blanca se midid con un cuantémetro
LI-COR modelo LI-250A. Todos los tratamientos se colocaron en la cdmara Nuaire bajo las
mismas condiciones. Finalmente, al igual que la prueba anterior, cada 2 dias, durante 30
dias, se registré la respuesta germinativa en las cajas LB y hasta el dia 30 el numero de
radiculas en el resto de los tratamientos.

6.10.3 Prueba de vigor
De acuerdo al tiempo de almacenamiento (t;: un mes, t,: dos meses y ts: tres meses), las
didsporas almacenadas en seco (control) y a diferentes temperaturas fueron sometidas a
imbibicién. Por cada lote de diasporas (50 en total) en frascos de vidrio y didsporas
contenidas en bolsas de papel, se formaron cinco repeticiones de 10 didsporas, las cuales
fueron colocadas sobre papel absorbente humedo (previamente esterilizado) dentro de
vasos de plastico, de 5 cm de didmetro y 7.5 cm de profundidad, que fueron sellados con

tapas ajustables. Se prefirid utilizar un recipiente amplio (vaso) para no afectar el
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crecimiento de las plantulas, puesto que en cajas de Petri se hubiera restringido la
elongacion de las plantulas. Todos los vasos se colocaron en la cdmara Nuaire I-36LL bajo
las mismas condiciones.

Finalmente, cada 2 dias, durante 27 dias, se registré la respuesta germinativa en
todos los tratamientos y, hasta el dia 27 se estimd la longitud de las plantulas viables
(desde el epicétilo hasta la radicula) con un vernier digital Mitutoyo modelo 700-127. Las
medidas de las plantulas se agruparon en intervalos de longitud ([1-10 mm], [11-20 mm)],
[21-30 mm], [31-40 mm], [41-50 mm], [51-60 mm], [61-70 mm], [71-80 mm] y [81-90
mm]). Las plantulas infestadas quedaron excluidas de los intervalos de longitud.

El manejo y tratamiento de las didsporas se sintetiza en la Figura 9.

Almacenadas en seco
(control)

s Tincién con E
Viabilidad CTT Almacenadas sobre el suelo

NE

Recién colectadas

Didsporas % - E

Bosque ==Almacenadas sobre el suelo

Almacenadas en seco

Germinacion
(control)

Laboratorio = EN diferentes calidades de% LB, LR, LRLY ‘

luz (O
Almacenadas a diferentes || -5°C, 10°C,
temperaturas 20°Cy35°C

Figura 9. Sintesis de los tratamientos experimentales. Donde, CTT corresponde al 2,3,5 cloruro-
trifenil-tetrazolio, E a las didsporas escarificadas, NE a las didsporas no escarificadas, LB a la luz
blanca, LR a la luz roja, LRL a la luz roja lejana y OS a la oscuridad.

6.11 Analisis de datos

Se obtuvieron porcentajes de viabilidad y germinacion a partir de las siguientes funciones:

mitades de semillas tenidas

Viabilidad (%) = 100 Funcién 1

*
mitades de semillas totales
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L diasporas germinadas »
Germinacion(%) = — * 100 Funcio6n 2
diasporas totales

Con los porcentajes promedio de germinacién en el bosque, se elaboraron curvas
de germinacion acumulada. Cabe destacar que los resultados de campo se agruparon de
acuerdo al sitio y a la ubicacién de la parcela (elipses de la Figura 7) tanto para didsporas E
como NE, con el fin de contextualizar el efecto de la radiacién sobre la respuesta
germinativa, segln su proporcion por la apertura del dosel. Por otro lado, debido a la
ausencia de algunas muestras (bolsas), por la influencia de ganado, extraccion ajena
(principalemtente en el sitio 1, el de mayor altitud) y fendmenos pluviales, se realizé un
ajuste para balancear el nimero de muestras por tratamiento. Dicho ajuste consistié en la
eliminacion aleatoria de algunas muestras de tal modo que el nUmero de muestras por
parcela se acotd a tres.

Todos los porcentajes de germinacion fueron transformados con la Funcion 3 para
cumplir con los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas y para la
estimacion de la velocidad maxima de germinacién (equivalente a la 1ra derivada maxima
de la curva exponencial sigmoide) y el lag time a partir de un ajuste sigmoidal (Funcién 4)
sobre el registro de germinacién por medio del programa Table Curve 2D 5.01.

Posteriormente, se realizé un ANDEVA (analisis de varianza) de tres vias (en el cual
los factores fueron: ubicacidon de la parcela, sitio y condicidon de la didspora) para la
velocidad maxima de germinacion, lag time y capacidad germinativa en el bosque; un
ANDEVA de una via para la velocidad maxima, lag time y capacidad germinativa de la
prueba de viabilidad; un ANDEVA de una via para la capacidad germinativa en diferentes
calidades de luz y oscuridad y un ANDEVA de dos vias (en el cual los factores fueron: el
tiempo y la temperatura de almacenamiento) para la velocidad maxima de germinacién,
lag time, capacidad germinativa y el tamafio de la plantula de la prueba de vigor. Respecto
a esta ultima variable, el ANDEVA se efectud con los datos de los intervalos que incluyeran
una longitud 241 mm. Cuando el valor de F fue significativo, la prueba de Tukey fue
utilizada para la comparacién de las medias con un nivel de significancia (a) de 0.05. Todos

los ANDEVAS se realizaron en el programa InfoStat 2014.
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Cabe aclarar que en la germinacion a diferentes calidades de luz y oscuridad sdlo
se evalud la capacidad germinativa y el indice de Germinacion Relativa a la Luz (GRL)
(Milberg et al., 2000) expresado por el requerimiento de la luz mediante la Funcién 5,
debido a que no se realizd un registro continlo de la germinacién para no alterar la
posible fotoreversibilidad, dado que las variaciones de la luz influyen en el fotoequilibrio

de Prf/Pr (Curtis et al., 2009).

(arc\/(germinacién%/100)) * 57.295779513 Funcio6n 3
y=A0/(1+ (Al * (XAZ))) Funcién 4
GRL = Gl/(Go/Gl) Funcién 5

Donde,
Gl: porcentaje de germinacién en luz blanca
Go: porcentaje de germinacion en oscuridad

Independientemente del indice, el manejo de los datos se sintetiza en la Figura 10.

‘ Respuesta germinativa ‘

Bosque Laboratorio

ANDEVA Prueba de Calidades de Prueba
tres vias viabilidad luz y oscuridad | | de vigor
| |
_VeI max. de ANDEVA ANDEVA ANDEVA
germinacién, | una via una via dos vias
1 ag time | | Vel. méx .d,e I_ Capa_cida)d | | Vel. méx .d,e
IR germinacion| germinativa|| |germinacion
| | Capacidad : :
germinativa  [FLag time —Lag time
|| Capacidad || Capacidad
[ | Tamafio de
las plantulas

Figura 10. Sintesis del analisis estadistico.
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7. Resultados y discusion

7.1 Prueba de viabilidad con tetrazolio y a través de la germinacion

Durante el periodo de 12 meses los porcentajes de tincion se mantuvieron por arriba del
84%. En junio y octubre de 2013 y febrero de 2014, éstos alcanzaron el valor maximo
(100%) (Figura 11). Por otro lado, el 93% de las semillas recién colectadas (en octubre de
2014) fue viable. Cabe destacar que tales porcentajes pueden considerarse altos
retomando la referencia de Plummer y colaboradores (1995), quienes indicaron que la

viabilidad es relativamente alta cuando el porcentaje alcanza el 50%.
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Figura 11. Tendencia de la viabilidad en el tiempo, n=30 semillas. El registro comenzd
cuando las semillas tenian un mes de edad.

Respecto a la viabilidad a través de la germinacién, aunque las semillas mas
jovenes comenzaron a germinar mas rapido, el ANDEVA indicé que la velocidad maxima
de germinacion (F= 7.20, g.I= 1, p>0.05) y el lag time (F= 0.85, g.I= 1, p>0.05) no difirieron
significativamente entre ambos lotes (Figura 12). Asimismo, tampoco hubo un efecto de la
edad de las semillas sobre la capacidad germinativa (F= 1.14, g.I= 1, p>0.05), lo cual junto
con los resultados de tincidn, confirma que las variaciones de viabilidad (dadas en
porcentajes) en el tiempo no necesariamente dependen de la edad de las semillas, sino
probablemente de los desérdenes genéticos y ambientales en el desarrollo ontogenético

de las mismas (Niembro, 1995), no olvidando que la colecta fue aleatoria.
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Figura 12. Germinacién promedio acumulada * e.e. de didsporas de 2 y 13 meses de edad.

Por otro lado, éstas semillas deben tener mecanismos de reparacion de los danos
estructurales y genéticos que van ocurriendo naturalmente con el proceso de
envejecimiento (Marafién, 2005), ya que no hubo una tendencia negativa que sefialara la
pérdida de viabilidad con el tiempo, pues las semillas (en gran proporcion) fueron capaces
de mantener su funcionalidad al menos 12-13 meses.

Cuando se analiza con precision el grado y topografia de tincidn con tetrazolio, asi
como la presencia de fracturas o cavidades de insectos en los tejidos de las semillas con
lupas y microscopios estereoscépicos, esta prueba puede dar un indicio del vigor de las
semillas (Yaklich y Kulick, 1979; Moreno-Martinez, 1996; Manfrini, 2004). De hecho el
tiempo de reaccion puede considerarse para la obtencion de medidas precisas de vigor.
Aunado a ello, Rice (1959) establecié 15 minutos de reaccién en diferentes lotes de maizy
observé diferente grado de tincién, desde rojo obscuro hasta rosa muy tenue.

A pesar de que en éste analisis Unicamente se consideraron la apariencia y el grado
de tincién como criterios de determinacion (sin recurrir a observaciones mas detalladas),
la prueba de germinacion de didsporas almacenadas 13 meses corrobora que gran
proporcion de las semillas (80%) puede responder luego de los 12 meses de edad (Figura
12). De acuerdo con Moreno-Martinez (1996) las pruebas con tetrazolio y las de
germinacién efectuadas de manera adecuada, generalmente estan en estrecha

concordancia dentro de los limites normales de variacién, donde tal variacidon dependerd
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de las semillas latentes y no latentes y los patdgenos que pueden no afectar el proceso de
tincidon pero si el de germinacion.

La ventaja de ésta técnica es que permite estimar en forma rdpida la condicién
bioldgica de las semillas, sobre todo en aquellas cuya viabilidad no es posible determinar
mediante la germinacién a corto plazo, debido a que este proceso puede ser muy lento y
ocurrir entre 3 o mas semanas después de la imbibicion (Elias y Garay, 2004). Ademads es
util para el andlisis de semillas latentes y para complementar los datos obtenidos en una
prueba de germinacién (Moreno-Martinez, 1996) (como se observa en las Figuras 21y 22).

Finalmente, aunque el contenido de humedad de las semillas no fue evaluado, es
razonable suponer que las semillas de ésta especie son ortodoxas, debido a que toleraron
el almacenamiento en seco y permanecieron viables por un largo periodo de tiempo

(Corbineau y Come, 1989; Orozco-Segovia y Sdnchez-Coronado, 2013), al menos 13 meses.

7.2 Comparacion de microambientes
Durante el periodo de muestreo, la variacion de temperatura entre parcelas fue minima vy
el porcentaje de humedad fue mayor en el sitio 2, independientemente de la ubicacidn de

las parcelas, aledafas al camino (A) o al interior del bosque (B) (Figura 13).
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Figura 13. Valores promedio * e.e de temperatura (T) y humedad (H) de cada parcela (p),
durante el periodo de muestreo (de abril a septiembre de 2013).
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El FAD, la luz total transmitida y la relacion R/RL fueron mayores en las parcelas A
que en las parcelas B (Figura 14). Estos resultados coinciden con los de Roblero-Soto
(2012), en los cuales a menor cantidad del follaje disminuye la luz total transmitida o la
cantidad de radiacidn interceptada por el dosel, con lo cual aumenta la radiacion que llega
al suelo.

El sitio 1 mostré un grado de perturbacidon mayor al del sitio 2, por el efecto de una
menor cobertura de dosel y una mayor actividad ganadera (observacién personal). En
cuanto a la relaciéon R/RL, independientemente de las variaciones que distinguen a las
parcelas A de las parcelas B, en todos los microambientes hubo un alto nivel de R/RL,
puesto que cuando la luz se filtra por el dosel vegetal u hojarasca los valores de la relacién
son menores a 0.5 (Vazquez-Yanes et al., 1990). Los altos niveles de R/RL aun en parcelas
al interior del bosque, ademas de deberse a la medicidon por encima del suelo, puede
deberse al grado de perturbacién o a los parches de vegetacidn en el bosque, ya que aun
las dreas con dosel cerrado pueden sufrir una fuerte modificacidén horizontal y vertical por
la penetracién de la luz proveniente de los claros adyacentes (Canham et al., 1990). Por
otra parte, también puede deberse a la influencia del area foliar y a la orientacién de las
pequefias hojas de Abies religiosa sobre la reflexidn y la transmision de la luz, puesto que
el blogueo de la transmisién depende de la orientacién y el sobrelapamiento de las hojas

(Roxburgh y Kelly, 1995).
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Figura 14. Valores promedio + e.e de la relacién rojo/rojo lejano (R/RL) y porcentajes de
la fraccion de la apertura del dosel (FAD) y luz total transmitida de cada parcela. Las
fotografias se tomaron en abril de 2013 y los valores de la relacién R/RL se midieron
entre las 10 y 12 hrs.



|31

El analisis de componentes principales mostro que el FAD, la luz total transmitida y
la relacion R/RL tuvieron mayor influencia en las parcelas 1, 2, 3 y 4 (aledafas al camino),
mientras que la humedad tuvo mayor influencia en las parcelas 5, 6 y 7 (al interior del
bosque). Respecto a la parcela 8, su ordenacién entre las variables de humedad y mayor
temperatura no sugirié claramente una asociacion a las parcelas A (Figura 15). Aunado a
ello, la agrupacion entre microambientes dificilmente es precisa por la variabilidad o
heterogeneidad bioldgica y ambiental espacio-temporal que existe en la naturaleza
(Canham et al., 1990; Galicia-Sarmiento y Zarco-Arista, 2002), sobre todo en los bosques
templados, los cuales frecuentemente estdn sujetos a un régimen complejo de
perturbacion, como ocurre en la CRM, resultado no sélo de los disturbios antropogénicos,
sino también de aquellos que son generados por procesos fluviales como: inundaciones, el
arrastre y la generacion de monticulos de tierra, caidas de troncos, etc. (Masaki et al.,
2007). Por lo anterior un microambiente en el bosque no puede ser idéntico a otro.

Dado que la variabilidad de los recursos (agua, temperatura, nutrimentos, luz)
desempeiia un papel clave en la variacidn espacial de la estructura de las comunidades
(Galicia-Sarmiento y Zarco-Arista, 2002), por ejemplo, la distribuciéon de las especies de
acuerdo a los diferentes niveles de luz (Meiners y Pickett, 1999), los estudios sobre un
gradiente de perturbacién son relevantes por considerar que los cambios en los atributos
de la comunidad pueden ayudar a identificar patrones ecoldégicos (Meiners y Pickett,

1999; Devlaeminck et al., 2005).
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Figura 15. Ordenacion de los microambientes (a escala parcela) a través del Andlisis de
Componentes Principales (ACP).
7.3 Germinacion en el bosque
En todos los microambientes la germinacién comenzd a registrarse en el segundo
muestreo o a los 60 dias (Cuadro 3 y Figuras 16, 17, 18 y 19), lo cual coincide con el
comienzo de la estacion lluviosa (considerando que en la CRM tal periodo abarca de mayo
a octubre y la seca de noviembre a abril). Otros estudios en bosques estacionales también
han reportado que la germinacion ocurre en el comienzo de la estacion lluviosa (Vazquez-
Yanes y Orozco-Segovia, 1993), lo cual se atribuye a la disminucién del estrés hidrico o al
aumento de la humedad del suelo por la precipitacién (Augspurger, 1979; Rodriguez-
lturbide et al., 1999), la cual incrementa la probabilidad de supervivencia de las plantulas
(Augspurger, 1979), puesto que la vulnerabilidad de las plantulas incrementa cuando son
expuestas a un régimen de escasa humedad (Mendoza-Hernandez et al., 2010).

Luego del cuarto muestreo o 120 dias ya no se observd evidencia alguna de

germinacion.
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Cuadro 3. Correspondencia de los dias y el mes con el nimero de muestreo.

Dias Mes No. de muestreo
30 mayo 1
60 junio 2
90 julio 3
120 agosto 4
150 septiembre 5
180 octubre 6
210 noviembre 7
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Figura 16. Germinacién promedio acumulada * e.e. de las didsporas escarificadas (E) y no
escarificadas (NE) en las parcelas aledafias al camino (A) y los porcentajes promedio de la
fraccion de apertura del dosel (FAD) y de la luz total transmitida + e.e, del sitio 1.
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Figura 17. Germinacién promedio acumulada + e.e. de las diasporas escarificadas (E) y no
escarificadas (NE) en las parcelas al interior del bosque (B) y los porcentajes promedio de
la fraccion de apertura del dosel (FAD) y de la luz total transmitida * e.e, del sitio 1.



| 34

100

Germinacion %

(02N e)]
o o
N

\

N

N
\‘

..... E 30 60 90 120 150

NE Dias %% Trans. total= 40.11-% 1.38

Figura 18. Germinacién promedio acumulada * e.e. de las didsporas escarificadas (E) y no
escarificadas (NE) en las parcelas aledafias al camino (A) y los porcentajes promedio de la
fraccion de apertura del dosel (FAD) y de la luz total transmitida + e.e, del sitio 2.
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Figura 19. Germinacion promedio acumulada * e.e de las didsporas escarificadas (E) y no
escarificadas (NE) en las parcelas al interior del bosque (B) y los porcentajes promedio de
la fraccidn de apertura del dosel (FAD) y de la luz total transmitida + e.e, del sitio 2.

El ANDEVA indico que no hubo diferencias significativas de la velocidad maxima de
germinacion por efecto de la ubicacion de las parcelas (A o B) (F140=1.07, p>0.05), del sitio
(F1,40=0.19, p>0.05) ni de la condicién de la didspora -E y NE- (F; 40= 1.61, p>0.05).

Por otra parte, tampoco hubo diferencias significativas del lag time por efecto de la
ubicacidn de las parcelas (Fy,40= 0.13, p>0.05), ni de la condicidn de la didspora (F= 0.02,
g.l= 1, p>0.05), mientras que entre sitios si hubo diferencias significativas (F140= 9.28,

p<0.05), siendo menor para el sitio 2 (25 dias) y mayor para el 1 (34 dias). La variacién del



| 35

comienzo de la germinacién entre sitios puede explicarse por el porcentaje de humedad,
ya que éste fue mayor en el sitio 2 que en el sitio 1 (Figura 13). Aunado a ello, debido a
que el sitio 1 tiene aperturas de dosel de mayor dimensién (Figura 16) la retencidn hidrica
bajo el dosel y en el suelo es menor, ya que existe una dindmica inter-dependiente entre
la evapotranspiracion, la densidad del dosel y la saturacién hidrdulica del suelo (Conner,
1987; Rodriguez-lturbe et al., 1999). Algunos autores han encontrado que el incremento
del estrés hidrico, debido a una menor disponibilidad de agua, retrasa y reduce la
emergencia de las plantulas (McGinnies, 1960; Mendoza-Herndndez et al., 2010)

Cabe mencionar que el lag time no coincide con la primera observacion de
germinacién debido a que es un valor derivado del ajuste de la curva.

En cuanto a la capacidad germinativa, no hubo diferencias significativas por efecto
de la ubicacion de las parcelas (F1,40=0.11, p>0.05) ni del sitio (Fy40=0.23, p>0.05), por lo
que en este caso, la humedad tuvo un efecto directo sobre el comienzo de la germinacién
pero no sobre la capacidad germinativa. Respecto a la condicién de la didspora, la
capacidad germinativa de diasporas E fue significativamente mayor (F;,40=5.09, p<0.05) a
la de didsporas NE (Figura 20), lo cual coincide con otros estudios donde la remocién del
pericarpio incrementa la germinacién (Hopper et al., 1985; Plummer et al., 1995). En

consecuencia, la escarificacion sobre la didaspora incrementd la sensibilidad de la semilla a

los estimulos ambientales.

100

Germinacion final %

E NE

Condicion diaspora

Figura 20. Germinacidon promedio + e.e de las didsporas escarificadas (E) y no
escarificadas (NE), independientemente de la ubicacién de la parcela y el sitio. Letras
diferentes denotan diferencias significativas.
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Debido a que las didsporas recién colectadas no germinaron en pruebas de
germinacién previas al montaje del experimento en campo, se decidié someter a
escarificacion una proporcién de las mismas para acelerar el proceso de germinacién ante
una posible latencia fisica luego de que se observd la protrusion de la radicula de
diasporas que fueron escarificadas, ya que la presencia de un pericarpio fibroso muy
arraigado a la semilla se vincula con cubiertas muy duras (esclerénquimatosas, lignificadas
o comprimidas) e impermeables al agua y oxigeno que interfieren con la hidratacion o
respiracion causando dicha latencia (Vazquez-Yanes y Orozco-Segovia, 1993; Baskin vy
Baskin, 1998; Méndez-Natera et al., 2008; Bewley et al., 2012; Orozco-Segovia y Sanchez-
Coronado, 2013).

Sin embargo, la germinacion tanto de didsporas E como de NE en el bosque
demostré que el pericarpio no es una barrera que impide la absorcién de agua y por lo
tanto, que las semillas no presentan una latencia fisica, lo cual concuerda con Bewley y
colaboradores (2012) quienes consideran que la germinacion retardada de especies
lefiosas, especialmente de la familia Rosaceae, se debe mds a una restricciéon del embrién
gue a una impuesta por su cubierta.

Retomando que el retraso de la germinacidon también depende del estado de
desarrollo del embrién y de la distribucién y velocidad de desplazamiento de las
sustancias de reservas en los tejidos de las semillas (Vazquez-Yanes y Orozco-Segovia,
1993), probablemente se trata de una latencia morfolégica. En este sentido, la
escarificacion pudo haberse empalmado con la pérdida de latencia o madurez del
embridn, ya que antes de la escarificacion transcurrieron aproximadamente 15 dias,
(luego de la colecta) mientras se esperaba la emergencia de radiculas, tiempo durante el
cual pudo ocurrir la divisién y expansién celular del tejido del embrién a partir de la
degradacion de las sustancias de reserva (Bewley et al., 2012; Marquez-Guzman, 2013).

Desde otro enfoque, también puede tratarse de una latencia fisioldgica debida a
un desbalance entre hormonas de crecimiento, tales como el acido abscisico (AAB) y el
acido giberélico (AG) (Vazquez-Yanes y Orozco-Segovia, 1993), donde el ABB inhibe la

protrusion de la radicula y el AG contrarresta tal efecto, por lo que el balance entre AAB y
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AG también es decisivo para el mantenimiento o pérdida de latencia (Bewley et al., 2012).
Finalmente, también puede tratarse de ambos tipos a la vez y tratarse de una latencia
morfo-fisiolégica (Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2013).

Se sabe que las especies de bosques templados frecuentemente presentan algun
tipo de latencia (Figueroa et al. 2004), en contraste con las de bosques tropicales, las
cuales usualmente producen semillas recalcitrantes (Corbineau y Come, 1989), cuya
germinacién ocurre generalmente después de la dispersién (Vazquez-Yanes y Orozco-
Segovia, 1993; Valio y Scarpa, 2001). Segun Figueroa y colaboradores (2004) la latencia de
especies propias de sitios templados tiende a ser de tipo fisioldgico y, por lo general, su
germinacién ocurre antes de un afo, luego de la dispersién. En relacion a lo anterior, no
todas las semillas permanecieron latentes durante el periodo de muestreo, ya que la
germinacién comenzod con la llegada de las lluvias.

Finalmente, en vista de que la germinacion en el bosque fue gradual y que durante
tres meses se observaron plantulas en las bolsas, A. elongata puede presentar algin grado
de heteromorfismo o heteroblastismo, definido como la continua variabilidad en los
rasgos morfoldgicos y fisiolégicos de las semillas de la misma especie, debida a la
variabilidad ambiental durante el desarrollo ontogénetico o al condicionamiento genético
(Vazquez-Yanes y Orozco-Segovia, 1993), que en consecuencia, permite que la
germinacién ocurra en diferentes momentos o sea esporadica en lugar de simultdnea,
reduciendo la competencia entre plantulas y los riesgos ambientales, lo cual favorece la

supervivencia (Conner, 1987; Bewley et al., 2012).

7.4 Seguimiento de la viabilidad en condiciones naturales
Los resultados que se describen a continuacion también expresan la longevidad ecoldgica,
entendida como la duracién de la viabilidad en condiciones naturales o el lapso
transcurrido entre la maduracion y diseminacion de las semillas y la germinacion o muerte
en el suelo (Vazquez-Yanes y Orozco-Segovia, 1993).

Los calculos de viabilidad, inviavilidad y germinacién derivaron del niumero de

muestras descrito en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Nimero de muestras evaluadas en el seguimiento de viabilidad por la ubicacién
de la parcela (A: parcelas aledaias al camino y B: parcelas al interior del bosque), el sitio (1
y 2), y la condiciéon de la didspora (E: escarificada y NE: no escarificada) y el tiempo.

Sitio 1 1 1 1 2 2 2 2
Dias (mes) E-A E-B NE-A NE-B E-A E-B NE-A NE-B
30 (may) 2 2 2 2 2 2 2 2
60 (jun) 2 2 2 2 2 2 2 2
90 (jul) 1 2 1 2 2 1 2 1
120 (ago) - 1 - 1 1 - 1 -
150 (sep) 1 - 1 1 2 1 2
180 (oct) 1 2 1 2 2 2 2 2
210 (nov) 1 2 1 2 1 2 1 2

Debido a la ausencia de algunas muestras, no en todos los muestreos se contd con
una bolsa de didsporas E y NE por parcela, por lo que en algunos casos se prefirid
postergar el andlisis para abarcar un mayor tiempo de almacenamiento.

Aunque después de los 120 dias ya no se observaron pldntulas, el porcentaje de
germinacién en bolsas que permanecieron mas tiempo sobre el suelo (>120 dias) se infirid
a partir de una ranura entreabierta en la testa de las semillas (ya sin embrién). En las
graficas de las Figuras 21 y 22 se distingue que las semillas tuvieron un alto potencial de
germinacién, puesto que la suma entre el porcentaje de germinacidn y viabilidad en la
mayoria de los casos fue 2 90%. Ademas, el indicio de viabilidad o latencia en semillas que
no germinaron sostiene que las mismas presentaron un grado de heteroblastismo, ya que
pudieron haber germinado en otro momento, probablemente en el siguiente comienzo de
lluvias (recordando que pueden conservar su viabilidad al menos 13 meses), siempre y
cuando los requerimientos para la germinacién de la proporciéon de semillas que no

germind tengan lugar en la siguiente estacién.
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Figura 21. Viabilidad de las semillas en el sitio 1. Donde, G% corresponde a la proporcién
de semillas germinadas, T% a la proporcién de semillas viables (que no germiné pero que
reacciond positivamente a la prueba de viabilidad) y NV% a la proporcién de semillas que
no germind ni reacciond con el TCC (no viables). E-A corresponde a las didsporas
escarificadas en parcelas aledafias al camino, E-B a las didsporas escarificadas en parcelas
al interior del bosque, NE-A a las didsporas no escarificadas en parcelas aledanas al
camino y NE-B a las didsporas no escarificadas en parcelas interior del bosque.
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Figura 22. Viabilidad de las semillas en el sitio 2. Donde, G% corresponde a la proporcién
de semillas germinadas, T% a la proporcidén de semillas viables (que no germiné pero que
reacciond positivamente a la prueba de viabilidad) y NV% a la proporcién de semillas que
no germind ni reaccioné con el TCC (no viables). E-A corresponde a las didsporas
escarificadas en parcelas aledafias al camino, E-B a las didsporas escarificadas en parcelas
al interior del bosque, NE-A a las didsporas no escarificadas en parcelas aledanas al
camino y NE-B a las didsporas no escarificadas en parcelas interior del bosque.

Debido a que no se observé un patrén que indicara algun efecto de la ubicacién de
la parcela (a menor o mayor incidencia de luz) o de la condicién de la didspora (E y NE)

sobre la viabilidad de las semillas, nuevamente el estado de las semillas inviables no

puede atribuirse directamente a su edad ni a un fendmeno de deshidatraciéon, cuyo efecto



| 41

en la funcionalidad de las mismas a través del tiempo es negativo (Conner, 1987; Ellis et al.
1991).

Agregando que el estudio de Martinez-Orea (2011) sobre lluvia y banco de semillas
de la CRM documentd la presencia y la emergencia de plantulas de A. elongata en
muestras de suelo del bosque de A. religiosa, y que las semillas de esta especie cumplen
las dos condiciones que Marafion (2005) considera fundamentales para su incorporacién
en el suelo: 1) que no germinen inmediatamente (debido a un tipo de latencia) y 2) que
mantengan su viabilidad durante un tiempo prolongado, es razonable suponer esta

especie tiene la capacidad de formar un banco de semillas en el suelo.

7.5 Germinacion en diferentes calidades de luz

Considerando que en el sitio 1 la densidad promedio del flujo foténico (a medio dia) en las
parcelas A varia entre 84 y 131 umoles-m™2:s'y en parcelas B, entre 35y 39 pumoles-m™?:s™,
segln el grado de perturbacion (Martinez-Orea, datos no publicados) y que los niveles de
R/RL fueron mas altos en el campo que en el laboratorio (Cuadro 5), es importante
resaltar que la energia radiante asociada a un fotén esta determinada por su frecuencia y
longtitud de onda (Pérez-Vallmitjana y Romero-Martinengo, 2001). Aunque la energia
radiante en el laboratorio no fue comparable con la del bosque, dado que es muy dificil
determinar los requerimientos minimos de luz para la germinaciéon en condiciones
naturales, por las variaciones cadticas comunes en la naturaleza, (Pons, 2000), resulta
practico analizar sus respuestas fisiologicas en niveles de R/RL controlados para
comprender las implicaciones ecoldgicas en la germinacion y la latencia mediada por la
filtracién de luz a través del follaje u hojarasca (Valio y Scarpa, 2000), puesto que para las
semillas sensibles a la luz ésta condicidn es una sefial que les permite detectar su
ubicacidn, ya sea en alguna profundidad o cercania a la superficie (Milberg et al., 2000), ya
que que la sombra y/o el grosor del sustrato pueden restringir su crecimiento y ademas,

reducir su supervivencia (Vazquez-Yanes y Orozco-Segovia, 1993; Valio y Scarpa, 2000).
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Cuadro 5. Intensidad luminica y relacién R/RL de las calidades de luz utilizadas en el
laboratorio

Calidad de luz Densidad del flujo foténico (umoles-m?-s™) R/RL

Luz blanca 83.04 0.47

Luz roja 5.18 0.17

Luz roja lejana 0.12 0.01
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Figura 23. Capacidad germinativa + e.e. de los tratamientos sometidos a diferentes
calidades de luz: blanca (LB), roja (LR), roja lejana (LRL) y oscuridad (OS). Y morfologia de
las plantulas segun la condicidn de luz a la que fueron expuestas.

Aungque el porcentaje de germinacion fue mayor conforme aumenté la calidad de
la luz, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (Fs;s= 2.07,
p>0.05) (Figura 23).

A diferencia de lo documentado por Conner (1987), quien reportd que la
germinacién de varias especies del género Acaena en Nueva Zelanda (A. caesiiglauca
Bitter., A. fissistipula Bitter., A. glabra Buchan. y A. profundeincisa Bitter.) es promovida
considerablemente por la luz, los resultados de ésta investigacion muestran que no existe
una influencia de la luz en la germinacion de A. elongata, ya que sus semillas germinaron
tanto en presencia como en ausencia de luz. En consecuencia, al igual que otras especies
con potencial extensivo (Klein y Martins, 1991), A. elongata no presenta un fotoblastismo
definido. Asimismo, el indice GRL fue de 0.56, siendo un valor intermedio entre 0 (el cual
indica que la germinacién ocurre Unicamente en oscuridad) y 1 (el cual indica que la

germinacién ocurre Unicamente en luz) (Milberg et al., 2000).
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Se ha reportado que la indiferencia a la luz puede deberse al tamafio de la semilla,
puesto que la influencia de la luz en bosques templados es mucho mas fuerte en semillas
de menor tamafo que en semillas de mayor tamafio (Jankowska-Blaszczuk y Daws, 2007),
ya que las segundas generalmente pueden emerger desde mayores profundidades.
Aunado a esto, la masa de las semillas de la especie de estudio, de aproximadamente 6
mg por semilla, es superior a la de otras especies de bosques templados como Hypericum
perforatum L. (0.09 mg) o Juncus effusus L. (0.02 mg), las cuales germinan
preferentemente en micrositios desprovistos de vegetacion para favorecer el rapido
crecimiento y por ende el establecimiento (Jankowska-Blaszczuk y Daws, 2007).
Agregando que las plantulas de A. elongata pueden alcanzar un tamaifo superior a 70 mm,
y que ademas, pueden etiolarse, se sugiere que las semillas de A. elongata tienen un alto
contenido de tejido de reserva.

Por otra parte, aunque la germinaciéon no estuvo regulada por el fitocromo, la
morfologia de las plantulas mostrd que la percepcidn a la luz afectd la fotomorfogenésis
de las mismas, es decir, su crecimiento, desarrollo y diferenciacion vegetal (Orozco-
Segovia y Sanchez-Coronado, 2013). La apariencia de las plantulas etioladas (ahiladas con
forma de baculo y con los cotiledones aclorofilicos sin expandirse) indicé que el fitocromo
A, sintetizado durante la imbibicidon en oscuridad, indujo la respuesta germinativa con
flujos foténicos muy bajos (Orozco-Segovia et al., 2009), ya que el fitocromo B, sintetizado
durante la ontogénesis de la semilla y almacenado como Fr o FIr (Orozco-Segovia vy
Sanchez-Coronado, 2013), no regula las respuestas a muy bajos flujos fotdnicos (Orozco-
Segovia et al., 2009). De acuerdo con lo anterior, las plantulas que estuvieron expuestas a
una baja o nula relacién R/RL (LRL y OS) fueron mas alargadas e incoloras, mientras que
las plantulas sometidas a un nivel de R/RL mayor (LB y LR) fueron mas cortas y coloridas,
ya que cuando incrementa la proporcién del fitocromo en su forma activa (Frl), por un alto
nivel del cociente R/RL, se inhibe el crecimiento del tallo, incrementa el tamafio de las

hojas y promueve la sintesis de clorofila (Curtis et al., 2009).
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El fendmeno de etiolacidén observado en la fotomorfogénesis de las plantulas de A.
elongata en funcién de la luz, sefala su capacidad de germinacién bajo el suelo u
hojarasca, puesto que el estiramiento de la plantula es crucial para que la misma atraviese
los poros del suelo hasta alcanzar la superficie donde requiere expandir y exponer sus
cotiledones para optimizar la fotosintesis una vez que el fitocromo A indica a ésta el
momento de modificar su crecimiento etiolado (Orozco-Segovia y Sdnchez-Coronado,
2013).

A diferencia de otras especies que pueden germinar en una baja relacién R/RL pero
no en oscuridad (Vazquez-Yanes y Orozoco-Segovia, 1993), ésta especie no depende en lo
absoluto de un requerimiento minimo de luz. Agregando que en uno de los muestreos se
encontraron algunas muestras enterradas bajo el suelo (probablemente por el efecto de
un fendmeno pluvial) con plantulas etioladas, también se establece que la humedad del
suelo y la temperatura fueron suficientes para desencadenar la germinacién de A.
elongata. Asimismo, no hubo factores en el suelo del bosque que inhibieran su
germinacion, a diferencia de lo ocurrido en las semillas de Dodonaea viscosa L., las cuales
a pesar de no requerir luz para tal proceso no pueden germinar bajo el suelo si existe un
desbalance entre CO, y O, en el entorno edéfico (Benitez-Rodriguez et al., 2013).

Sabiendo que las semillas no presentan una selectividad especifica por la calidad
de luz, puesto que pueden germinar en condiciones heterogéneas de apertura del dosel,
en diferentes niveles de R/RL, debajo del suelo o en absoluta oscuridad, se infiere que su
germinacién no esta relacionada al distrubio, como la pérdida de cobertura forestal o la
remocion del suelo, la cual permite a las semillas fotoblasticas detectar estimulos de luz
(Vazquez-Yanes y Orozco-Segovia, 1993; Malberg et al., 2000). Agregando que tampoco
presentan una latencia fisica, es muy probable que la disponibilidad de propdagulos en el
suelo (debida a la usencia de una temperatura y humedad adecuada para la germinacién)
sea persistente a corto plazo, de acuerdo con la clasificacion de Thompson vy
colaboradores (1997), donde dicha clase corresponde a las semillas que pueden mantener
su viabilidad al menos un afo pero no mas de cinco afios, puesto que los requerimientos

selectivos de luz para la germinacién de otras especies se refleja en la acumulacién de las
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semillas en el suelo a largo plazo (Orozco-Segovia, 1986; Jankowska y Daws, 2007).
Ademas, un alto porcentaje de germinacién (>50%) o una latencia no profunda combinada
con la indiferencia a la luz no contribuye a la formacién de un banco de semillas
abundante y persistente a largo plazo (Morgan, 1998), en el cual las semillas pueden
mantener su viabilidad al menos 5 afios (Thompson, 1997).

Por otra parte, dado que la morfologia de la didspora de A. elongata no facilita su
enterramiento, en comparacion con la de semillas pequefias y compactas (Thompson et
al.,, 1993), es probable que el reservorio de embriones acompafiado del pericarpio,
ademas de encontrarse con frecuencia en la planta madre, también se encuentre entre o

sobre la hojarasca y la superficie del suelo.

7.6 Prueba de vigor
Debido a que el tratamiento t; -5°C no respondié como se observa en la Figura 24,
éste fue excluido del ANDEVA general y se incluyé en otro ANDEVA para comparar la

respuesta entre t, -5°Cy t3 -5°C y el tratamiento control.

Cuadro 6. Valores promedio del ANDEVA por temperatura de almacenamiento.

Temperatura de | Velocidad max. Lag time Capacidad Proporcion de una
almacenamiento | de germinacion (dias) germinativa longitud 241 mm
(%/dias) (%)
10°C 8.71a 3.80 66.58 40.17
20°C 7.70 a 4,78 68.90 47.42
35°C 7.56 a 4.61 64.61 44.40
control 13.23b 4.42 67.80 43.71

Letras diferentes denotan diferencias significativas

Cuadro 7. Valores promedio de las variables del ANDEVA por tiempo de almacenamiento.

Tiempo de Velocidad max. Lag time Capacidad Proporcion de una
almacenamiento | de germinacion (dias) germinativa longitud 241 mm
(%/dias) (%)
1 mes 793 a 3.14a 72.10a 45 ab
2 meses 8.56 ab 4.69b 66.80 b 39.21a
3 meses 11.40b 537b 62.02 b 47.56 b

Letras diferentes denotan diferencias significativas.
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Cuadro 8. Valores promedio del ANDEVA por temperatura de almacenamiento.

Temperatura de | Velocidad madx. Lag time Capacidad Proporcion de una
almacenamiento | de germinacion (dias) germinativa longitud 241 mm
(%/dias) (%)
-5°C 9.20a 3.80 60.32 45.14
control 14.19b 4.42 64.51 44 .31

Letras diferentes denotan diferencias significativas

Cuadro 9. Valores promedio de las variables del ANDEVA por tiempo de almacenamiento.

Tiempo de Velocidad madx. Lag time Capacidad Proporcion de una
almacenamiento | de germinacion (dias) germinativa longitud 241 mm
(%/dias) (%)
2 meses 11.22 4.47 63.04 43.07
3 meses 12.17 4.74 61.80 46.39

El ANDEVA general indico que no hubo diferencias significativas en el lag time
(F3,48= 1.79, p>0.05), la capacidad germinativa (F34s= 0.40, p>0.05), ni el desarrollo de las
plantulas (F; 4= 1.62, p>0.05) por efecto de la temperatura de almacenamiento mientras
gue la velocidad maxima de germinacion del tratamiento control difirid significativamente
(F3,48= 6.23, p<0.05) de las demas condiciones de almacenamiento (Cuadro 6). Por otra
parte, hubo diferencias significativas en la velocidad maxima de germinacidn (F; 4= 3.97,
p<0.05), el lag time (F,4s= 17.7, p<0.05), la capacidad germinativa (F4s= 3.98, p<0.05) y el
desarrollo de las plantulas (F4s= 4.48, p<0.05) por efecto del tiempo de almacenamiento
(Cuadro 7).

El ANDEVA que incluyd a los tratamientos t, -5°C y t3 -5°C, indico que no hubo
diferencias significativas en el lag time (F116= 0.18, p>0.05), la capacidad germinativa
(F1,16= 1.05, p>0.05), ni en el desarrollo de las plantulas (F116= 0.02, p>0.05) por efecto de
la temperatura de almacenamiento, mientras que la velocidad maxima de germinacién del
tratamiento control difirié significativamente (F;16= 5.33, p<0.05) de las demas
condiciones de almacenamiento (Cuadro 8). Por otra parte, no hubo diferencias
significativas en la velocidad maxima de germinacion (Fy16= 0.19, p>0.05), el lag time
(F1,16= 0.43, p>0.05), la capacidad germinativa (F1,16= 0.09, p>0.05), ni en el desarrollo de

las plantulas (F; 16= 0.25, p>0.05) por efecto del tiempo de almacenamiento (Cuadro 9).
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Ambos ANDEVAs indicaron que la velocidad maxima de germinacion del
tratamiento control difirid significativamente de las demds condiciones de
almacenamiento, lo cual se atribuye al efecto de un estrés provocado por una
temperatura constante.

En sintesis, la velocidad maxima de germinacién fue significativamente mayor en
semillas de dos y tres meses de edad, el lag time fue significativamente menor en semillas
de un mes de edad, la capacidad germinativa fue significativamente mayor en las semillas
de un mes de edad y la proporcidn de plantulas con un tamafio igual o superior a 41 mm
fue significativamente mayor tanto para semillas con uno y tres meses de edad. Por tanto,
la velocidad mdxima de germinaciéon y el desarrollo de las plantulas no estuvieron
correlacionados con la edad de las semillas como se esperaba, ya que segun Bewley y
colaboradores (2012) a mayor tiempo de almacenamiento ocurre una progresiva pérdida
de viabilidad que reduce la tasa de germinacién y la habilidad para desarrollar plantulas
capaces de continuar con el ciclo. Sin embargo, el comienzo de la germinacidén en menor
tiempo de imbibicidn y la alta capacidad germinativa de las semillas mas jovenes (de un
mes de edad) expresaron un menor grado de estrés en éstas semillas.

Pese a que no hubo un vinculo entre el comportamiento germinativo y el
desarrollo de las plantulas, ni tampoco la observacién de anormalidades en las mismas
gue corroborara la pérdida de vigor, el que las proporciones de semillas no germinadas y
las proporciones de plantulas necrosadas (por el atague de patdgenos) (observacion
personal) hayan sido menores en aquellos tratamientos que fueron almacenados por un
mes (Apéndice lll), sugiere que las semillas mas vigorosas fueron aquellas de menor edad.

Cabe sefialar que aun las plantulas infestadas que alcanzaron una longitud mayor a
41 mm fueron descartadas del analisis, ya que las semillas menos vigorosas son mas
susceptibles a una infeccion microbiana, y ademas, segin Delouche y Caldwell (1960) el
efecto de los microorganismos es secundario en la mortalidad de las semillas y plantulas,
por lo que su interaccién con las mismas no debe ser la causa principal del fracaso de la

germinacién o el establecimiento.
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Figura 24. Germinacion acumulada (con los promedios de germinacién) de los lotes de

semillas almacenados un mes (t;) a diferentes temperaturas. No se mostraron los e.e.
para no dificultar la interpretacién de la figura.
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Figura 25. Germinacion acumulada (con los promedios de germinacion) de los lotes de
semillas almacenados dos meses (t;) a diferentes temperaturas. No se mostraron los e.e.
para no dificultar la interpretacion de la figura.
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Figura 26. Germinacion acumulada (con los promedios de germinacion) de los lotes de
semillas almacenados tres meses (t3) a diferentes temperaturas. No se mostraron los e.e.
para no dificultar la interpretacion de la figura.

La inviabilidad del lote t; -5°C, la cual se determind por la incoloracién de todas las
semillas en tetrazolio debido a la ausencia de germinacién en todas las repeticiones (aun
después de una segunda desinfeccién y cambio de sustrato, a los 13 dias de la siembra),
puede explicarse por un exceso de humedad en los propagulos previo a su
almacenamiento, el cual probablemente propicié un colapso térmico dentro de los tejidos
celulares, ya que el dafio por enfriamiento se presenta cuando se congela el agua dentro
de la semilla (Belmont, 2014). Esta suposicion deriva de la germinacién de algunas
didsporas E (provenientes de la misma cosecha y desinfeccién) en un frasco de vidrio
almacenado a 20°C (datos no mostrados), la cual sugirié que las mismas no se dejaron
secar el tiempo suficiente, de tal modo que el vestigio de humedad desencadend la
germinacién a dicha temperatura. Agregando que las semillas (no recién colectadas) en
imbibicion comienzan a germinar entre 6 y 7 dias a 20/22°C y a los 10 dias a temperatura
ambiente, y que no germinan a 35°C (observaciéon personal), su respuesta germinativa a la
temperatura de la cdmara, sugiere que es una especie propia de bosques templados,
puesto que se ha reportado que las especies de ambientes frios tienen una adecuada

germinacién a 20°C (MacGinnies, 1960).
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Segun Conner (1987), un intervalo 6ptimo de temperaturas para la germinacion
entre 14 y 21°C sefiala que es menos probable que dicho proceso ocurra en otofio o
invierno. En relacién a esto, la germinacién maxima registrada en campo en el mes de
agosto coincide con la salida del verano y entrada del otofio (septiembre). Por lo tanto, la
germinacién de A. elongata no sélo puede estar mediada por la estacién lluviosa sino
también por la especificidad del vinculo entre la humedad y la temperatura dentro de
dicha estacidn, puesto que los requerimientos de humedad y temperatura como
interaccidon pueden restringir la germinacién entre transiciones sub-estacionales (Conner,
1987), siendo periddica y gradual (de acuerdo al grado del heteroblastismo y de viabilidad)
a través de los comienzos del verano o de la estacién lluviosa.

Dado que la resistencia de las semillas al estrés (por las condiciones adversas en
campo, durante el almacenamiento o transporte) es uno de los principios utilizados para
la evaluacién del vigor (Isely, 1958; Delouche y Caldwell; Marcos-Filho, 1998), puesto que
puede dar un indicio sobre la tolerancia de las mismas a través de la respuesta
germinativa y el desarrollo y la morfologia de la plantula, se consideraron dos
temperaturas extremas de almacenamiento, siendo la de -5°C la minima y la de 35°C la
maxima, ya que una baja temperatura puede generar lesiones en las semillas por
enfriamiento (Corbineau y Come, 1989) y una alta puede promover el envejecimiento
(Bewley et al., 2012). Es importante sefialar que en esta investigacion la prueba se
delimitd a la respuesta fisioldgica en condiciones favorables luego de un almacenamiento
Unicamente a diferentes temperaturas.

El hecho de que las temperaturas extremas no hayan afectado el vigor de las
semillas, parece confirmar que son semillas ortodoxas, ya que a menor contenido de
humedad menor es el riesgo de un dafio por congelacion o deshidratacién a una baja o
alta temperatura. Por otro lado, el intervalo de temperaturas al que fueron expuestas las
semillas permitié la maduracién del embrién y/o el equilibrio hormonal entre AAB y AG
durante el almacenamiento, debido a la latencia morfoldgica y/o fisiolégica que
presentan, ya que como se observa en las Figuras 24, 25 y 26 las primeras observaciones

de germinacidn se registraron entre los 6 y 8 dias, lo cual de acuerdo con Morgan (1995),



| 51

equivale a la transicion de una rapida (<7 dias) a moderada respuesta germinativa (>7
dias) en semillas de climas templados.

Los resultados también mostraron que las semillas no requieren de una
estratificacién fria para la ruptura de la latencia enddgena, la cual ademas de acelerar el
comienzo de la germinacion también puede incrementar el porcentaje de germinacién
(Hooper et al., 1985; Figueroa et al., 1996 Olmez et al., 2007), puesto que con o sin un
pre-acondicionamiento frio (a -5°C o 10°C), los tratamientos tuvieron un comportamiento
similar en el lag time y la capacidad germinativa. Ademas se confirma que las semillas no
presentan una latencia fisica impuesta por la dureza o impermeabilidad de la testa o
pericarpio, ya que tampoco requieren de un pre-acondicionamiento a altas temperaturas,
como 35°C, o una imbibicién en una amplia temperatura fluctuante para el ablandamiento
de las cubiertas protectoras mediante la degradacion térmica (Taylor, 1981; Guenni et al.,
1999). Por lo anterior, las semillas presentan una latencia que no necesariamente esta
condicionada por las estaciones cdlidas ni frias y que puede desaparecer sdlo con el
tiempo, luego de la dispersion.

Aunque el establecimiento de un nuevo individuo depende de la calidad de la
semilla, definida por sus caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas (Bewley et al., 2012), las
cuales estdn mediadas por el ambiente y las interacciones bidticas, la emergencia de la
radicula no necesariamente esta correlacionada con el desarrollo exitoso de la plantula
para el establecimiento (Yaklich y Kulik, 1979; Bewley et al., 2012) (Figura 2), tal como se
observa en el desbalance de la capacidad germinativa y la proporcion de plantulas con un
tamafio 241 mm. Por ello, algunos autores han sugerido que la transicidn semilla-plantula
frecuentemente es el proceso mas vulnerable de la historia de vida de una planta
(Augspurger, 1979; Masaki et al., 2007).

Dado que algunos individuos de A. elongata también estan presentes al interior del
bosque y que los requerimientos esenciales para su germinacién no sélo se concentran en
microambientes generados por la actividad humana, es posible deducir que ésta especie
es generalista y que posee una plasticidad fenotipica que le permite desempefiarse de

diferentes formas en diferentes condiciones ambientales. Agregando que las semillas
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pueden tolerar |la ausencia de estimulos de humedad durante su estado de reposo, lo cual
no repercute en su viabilidad, asi como un amplio intervalo de temperaturas constantes
en su almacenamiento (hasta por tres meses), su categorizacién debe ser de indole
generalista-tolerante. En términos de una amplia tolerancia, una alta produccién de
propdgulos, una dispersion favorecida por estructuras de adhesidn, una viabilidad
prolongada en las semillas y una germinacion discontinua, ésta especie es una maleza.

Cabe sefalar que aunque agrupemos a las especies de una u otra forma utilizando
diversos términos, éstos en la biologia pasan a segundo plano cuando la funcién ecolégica
de una especie en una comunidad no se ajusta a lo que frecuentemente ha sido asociado
al término o cuando no se realizan estudios ecolégicos que respalden una clasificacion
(Colautti y Richardson, 2009), sobre todo si estos términos se basan en las impresiones
gue tenemos acerca de las especies sin considerar su ambiente y el régimen de disturbio
(tipo, frecuencia e intensidad) que lo afecta.

Coincido con Zavala-Hurtado y colaboradores (2003) sobre la posible funcidn
facilitadora de las malezas para el establecimiento de la vegetacién primaria, mas aun
cuando se trata de malezas nativas y arbustivas, ya que se ha demostrado que la
proximidad entre arbustos y plantulas de arboles resulta ser benéfica en lugar de
perjudicial cuando existe un estrés abidtico, debido a que los arbustos pueden
incrementar los nutrientes y el contenido de humedad del suelo (Gémez-Aparicio et al.,
2004). En este sentido, es razonable suponer que A. elongata genera condiciones de
sombra y por lo tanto de humedad para el desarrollo de las plantulas de Abies religiosa.

Considero que existe un equilibrio dindmico en las comunidades naturales sujeto a
los umbrales de respuesta de las especies o de los individuos de una poblacidn, los cuales
ocurren segun la intensidad y la combinacién de los estimulos ambientales. Aunado a ello,
la proliferacion de una especie debe estar mediada no sélo por sus atributos bioldgicos
sino también por los atributos bidticos y abidticos del sitio donde se mantiene, por alguna
razén A. elongata no predomina en sitios completamente desprovistos de dosel vegetal,
donde las condiciones de luminosidad y temperatura son superiores a las de los bordes de

caminos, y donde muy probablemente el estrés hidrico generado por la intensidad de
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dichas variables sélo es tolerable por los pastos presentes ahi. Asimismo, por alguna
razon su germinacion es favorecida a 20°C y simplemente no ocurre a los 35°C.

La integracion de éstos resultados junto con las observaciones personales, como el
hecho de que A. elongata sea mas abundante en claros que al interior del bosque, y que
exprese un mayor crecimiento y una mayor fructificacidon en sitios con menor cobertura
de dosel que en sitios con mayor cobertura de dosel, sugiere que existe una disyuntiva
entre los requerimientos para el desarrollo éptimo de acuerdo al estadio de vida, tal como
lo han reportado Pérez-Ramos (2006), Orozco-Segovia y Sadnchez-Coronado (2009) vy
Mendoza-Herndndez y colaboradores (2010). Por tanto, aunque los requerimientos
esenciales para su germinacién no sélo se concentran en los sitios perturbados, se hace
necesario estudiar las fases posteriores a su germinacion para determinar cuales son los
factores ambientales que influyen durante el establecimiento, el crecimiento, la
maduracion y la reproduccién, asi como las interacciones bidticas que estdn incidiendo en
cada estadio, con el fin continuar construyendo el entendimiento de la funcidén ecoldgica
de ésta especie en el bosque de oyamel de la CRM, y en general en los bosques del centro
de México, desde un enfoque de la regeneracién natural y no perjudicial, puesto que
ademas de ser una maleza suprimida en ciertas condiciones, es nativa y debemos

considerar su trayectoria natural en el bosque.

8. Conclusiones

De acuerdo con los resultados se concluye que:

a) Al menos el 80% de las semillas de A. elongata conservd su viabilidad durante 13
meses.

b) La germinacién no estuvo condicionada por la luz ni fue favorecida por una mayor
apertura de dosel o un alto nivel de R/RL, ya que las semillas mostraron
indiferencia a la luz para dicho proceso.

c) Sodlo el tiempo de almacenamiento mostrd un efecto en la pérdida de vigor, ya que
las semillas de menor edad fueron las mas vigorosas, por otra parte,
independientemente de la edad, las semillas toleraron todas las temperaturas de

almacenamiento.
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Apéndice I
Glosario
Capacidad germinativa: corresponde al porcentaje final de germinacion dentro del

periodo de registro.

Densidad de flujo fotdnico o irradiancia cudntica: cantidad de fotones que recibe un
objeto en cierto tiempo.

Foton: particula con masa en reposo igual a cero que acarrea la energia de un campo
electromagnético.

Estratificacion: almacenamiento de las semillas a cierta temperatura.
Estrés hidrico: cuando la demanda de agua es mayor a su disponibilidad.
Lag time: tiempo requerido para el comienzo de la germinacion.

Radiacion: energia proveniente del sol en forma de ondas electromagnéticas y repartida
en una amplia gama de frecuencias, a menudo expresada en términos de irradiancia (W
m’?), es decir, radiacién por unidad de tiempo y de superficie.

Radiacion fotosinteticamente activa (RFA): las medidas cuanticas que se restringen a una
banda de 400 a 700 nm, que es el espectro que pueden absorber los pigmentos
fotosintéticos.

Uniformidad o sincronia: simultaneidad de la germinacion.

Velocidad mdxima de germinacion: corresponde a la velocidad maxima de la tasa de
germinacién, la cual implica el porcentaje de germinacion en el tiempo, mientras mas alto
sea su valor menor es el tiempo de respuesta de la poblacién.

Apéndice II

Desinfeccion de diasporas

Las didsporas destinadas al almacenamiento a diferentes temperaturas y a la germinacién
en diferentes calidades de luz, se embebieron tres minutos en hipoclorito de sodio al 1%y
enjuagaron tres veces seguidas con agua destilada. Antes del almacenamiento en frascos,

las didsporas se dejaron secar aproximadamente 24 h sobre papel absorbente.
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Proporciones de los intervalos del tamaino de las plantulas

1-10 mm °
F11-20 mm t1 10°€
121-30 mm
03140 mm

41-50 mm
m51-60 mm
m61-70 mm

71-80 mm
m81-90 mm
Minfestadas

Osem no ger

t, -5°C t, 10°C

2%

2%

t, 5°C t, 10°C

2% 2%

2%
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t, 35°C

2%

t, 20°C t, 35°C

2%

2%

38%

t, 20°C t, 35°C

2% 2% 4%

2%

2% _— 2%




t, control

2%

t, control

2%‘\ 2% 2%

2%

t, control

4%
° 2%

En letras y niumeros grandes se expresa
el tiempo (t;: un mes, t,: dos meses vy ts:
tres meses) y la temperatura de
almacenamiento. Los intervalos [1-10
mm)] y [11-20 mm)] correspondieron a las
plantulas que apenas emergian y que
aun no desplegaban sus cotiledones. La
categoria de infestadas corresponde a
aquellas plantulas que se contaminarony
la de sem no ger a las semillas que no

germinaron.
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