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RESUMEN

Se estudiaron cuatro especies de podostemaceas, Tristicha trifaria, Noveloa
coulteriana, Marathrum plumosa, M. rubrum y M. schiedeanum, las dos ultimas se
han ubicado recientemente como Marathrum foeniculaceum, siendo N. coulteriana
y M. plumosa endémicas de México y sujetas a proteccion especial por la NOM-
ECOL-059. Se recolectaron semillas en rios del oeste de Jalisco, en 7 temporadas
entre 1996-2013 y se determiné la capacidad germinativa (porcentaje de semillas
germinadas en determinadas condiciones) de las semillas en condiciones
controladas con distintos tratamientos de luz (blanca, rojo, rojo lejano y oscuridad)
y temperatura constante y alternante (25 y 15/25 °C). El analizar semillas de
diferente tiempo de almacenamiento tuvo la finalidad de comparar su respuesta
germinativa, considerando el tiempo de almacenamiento y sitio de procedencia;
ademas se llevd a cabo un estudio preliminar de germinacién in situ con el que se
pudieron comparar algunos resultados. En condiciones controladas el porcentaje
de germinacion fue muy alto, ya que al aplicar diferentes tratamientos de
temperatura, se alcanzé 295% de la germinacion. Este patrén se repitio en las
semillas con un maximo de 7 afos de almacenamiento, mientras que las semillas
con mas de 9 afos no germinaron. El inicio de la germinacion en condiciones
controladas fue entre los dias 2 y 4, alcanzando el pico de germinacién entre los
dias 3 y 5; y este inicio fue mas pronto que la observada en semillas germinadas
in situ, dénde la germinacion inicié entre los 5y 7 dias. En temperatura constante
(25°C) el maximo porcentaje se alcanza mas rapido que en alternante (15/25°C).
Se encontré una disminucién en la capacidad germinativa de N. coulteriana que
nos sugiere que las semillas son mas sensibles a cambios de temperatura, luz y
tiempo de almacenamiento. Este trabajo muestra los patrones de germinacion de
cuatro especies de podostemaceas y es el primero en recabar datos de
germinacion in situ, y proporciona las bases para plantear protocolos de

conservacion ex situ.
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INTRODUCCION

La germinacion es un proceso fundamental en la dinamica poblacional de las
especies, por lo que conocer las caracteristicas germinativas es necesario para
comprender su ecologia y que, en un futuro, éstas puedan ser utiles para proponer
estrategias de conservacion. La familia Podostemaceae es la mas diversa de las
angiospermas acuaticas y se distribuye en las zonas tropicales del mundo. Se
caracterizan por vivir en rios de fuertes corrientes o cascadas, lo que resulta un
habitat sumamente peculiar al que se le atribuye el gran nimero de endemismos y
diversas formas que pueden presentar este grupo de plantas. Existen pocos
estudios sobre los requerimientos y almacenamiento de las semillas de las
podostemaceas, incluso de las especies mexicanas. Por lo que este estudio se
enfoca en analizar el efecto del tiempo de almacenamiento y procedencia en la
germinacion de semillas de Tristicha trifaria, Noveloa coulteriana, Marathrum
plumosa, Marathrum rubrum y Marathrum schiedeanum sometidas a diferentes
tratamientos de calidad de luz (blanca, roja, roja lejana) y oscuridad, y temperatura
alternante y constante (15/25 y 25 °C). La recolecta de los frutos se llevd a cabo
en 5 localidades de la costa de Jalisco (Boca de Tomatlan, Chicos Paradise,

Horcones, Las Juntas del Tuito y Rio Blanco).

ANTECEDENTES

e Semilla

La semillas son estructuras de gran importancia debido a que estan adaptadas al
medio ambiente donde habitan, resultado de procesos evolutivos que desembocan
en el éxito reproductivo que éstas puedan tener (Taiz y Zeiger, 2010).

Una semilla contiene al embrion y esta equipada fisioldgica y estructuralmente

para funcionar como unidad de dispersién en el tiempo y el espacio, ademas de
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contener reservas que mantendran el embridn hasta su establecimiento como una

planta autosuficiente (Bewley, 1997).

El desarrollo de la semilla comienza a partir de la fecundacién del 6vulo, donde
uno de los dos nucleos de una célula espermatica se une al nucleo de la ovocélula
(singamia) y el otro nucleo se une con los nucleos polares para dar origen al
endospermo (triple fusion), tejido de reserva que es de gran importancia para que
el embrion pueda nutrirse y logre sobrevivir hasta la germinacion. A este proceso
se le ha denominado doble fecundacion, el cual resulta caracteristico de las

angiospermas (Floyd y Friedman, 2000).

e Germinacion

La germinacién de una semilla se refiere a la secuencia de eventos necesarios
para que el eje embrionario (radicula) emerja de la cubierta seminal y logre
establecerse en el medio ambiente. Para que se lleve a cabo la germinacién, la
semilla debe ser viable y deben existir las condiciones ambientales apropiadas
para sobrepasar los requerimientos impuestos por la latencia, si es que ésta la

presenta (Taiz y Zeiger, 2010; Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2013).

Los procesos que se llevan a cabo durante la germinacién se han clasificado en
tres fases (Figura 1).

Fase de imbibicion, se caracteriza por la rapida entrada de agua que depende de
la diferencia del potencial hidrico entre la semilla y el suelo. Con ello se activa la
respiracion y los mecanismos de reparacion necesarios para revertir los dafios en
el material genético, las mitocondrias y membranas causados por la rapida
entrada de agua al imbibirse y los procesos de deshidratacién que se llevaron a
cabo durante la formacién de la semilla (Bewley, 1997; Orozco-Segovia y Sanchez
Coronado, 2013).

Fase estacionaria, el potencial hidrico entre la semilla y su microambiente se

iguala y la entrada de agua a la semilla es minima; continua la fase de reparacion,
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respiracion, y se inician nuevos procesos bioquimicos tales como la renovacion del
sistema mitocondrial, la movilizacion de sustancias de reserva y la elongacion de
las células de la radicula (Orozco-Segovia y Sanchez Coronado, 2013).

Fase de elongacion y crecimiento, se caracteriza por una alta entrada de agua
debido a la diferencia del potencial osmético por la acumulacion y generaciéon de
solutos al interior de la semilla que ocasiona un decremento en el potencial
osmatico, lo que reanudara la entrada de agua a la semilla y finalizara con el
surgimiento de la radicula. En esta ultima fase se deben superar los
requerimientos hidricos para que comience la expansion y crecimiento del embridn
que dara como resultado la emergencia de la radicula a través de la cubierta

seminal (Orozco-Segovia y Sanchez Coronado, 2013).
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Imbibicién Estacionaria {lag) Elongacion y crecimiento

Maovilizacién de las reservas almagénadas

Elongacion de las células radigllares
Division celular y sintesigde ADN

Reparacion de ADN

Sintesis de proteinas
/’, i usandonuevo mARNs
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|
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Iniciala tes‘
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Hidratacion completa de las enzimas Tiempo Emergencia de la radicula

Figura 1. Fases de imbibicidon necesarias para la germinacién y cambios bioquimicos que suceden en cada
una de ellas (Tomado de Orozco-Segovia y Sanchez Coronado, 2013).

Si se grafica el comportamiento germinativo de cualquier poblacién de semillas, la
curva obtenida generalmente va a tener una forma sigmoidea, dénde pocas

semillas germinan en los primeros dias, luego, el porcentaje de germinacion
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aumenta y al final pocas son las semillas que siguen germinando. Las
caracteristicas de la curva dependeran de la capacidad germinativa, que es la
proporcion de semillas capaces de germinar, y esto, a su vez, estara determinado
por multiples caracteristicas unicas de las semillas como la especie, el lugar que
habitan, las condiciones a las que se han sido expuestas la edad, entre las mas

importantes (Bewley y Black, 1994).

e Factores que influyen en la germinacion

Como se ha mencionado, es necesaria la presencia de factores ambientales
adecuados para que la germinacion se pueda llevar a cabo, ya que son
indicadores cuantitativos y cualitativos del ambiente que las semillas perciben, y si
estas condiciones son idoneas para la germinacion entonces la semilla podra
germinar. Entre los factores abidticos que controlan la germinacion estan el agua,

el oxigeno, el CO2, la temperatura y la luz (Taiz y Zeiger, 2010).

Agua
Antes de ser liberada la semilla al medio ambiente, ésta pasa por un proceso de

deshidratacion que disminuye la tasa metabdlica del embrion, permitiéndole
mantenerse viable hasta que las condiciones ambientales sean las adecuadas.

La entrada de agua a la semilla se lleva a cabo por la diferencia en los potenciales
hidricos entre el medio ambiente y la semilla, reactivando el metabolismo, que
incluye procesos de reparacion y la respiracion (Orozco-Segovia y Sanchez
Coronado, 2013).

Temperatura

El Sol, como la fuente de energia mas importante para los seres vivos, aporta
energia térmica y luminica que sera percibida por las semillas.

La temperatura es capaz de transmitir a la semilla informaciéon acerca de la
cantidad de agua, luz disponible y la oscilacion diurnas, a través de energia

térmica (calor). Para cada especie existira un intervalo llamado “ventana térmica”
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(Figura 2) que comprende las temperaturas maximas, minimas, optimas y letales
para la germinacion; este intervalo esta relacionado con el estado de madurez del
embrion y el habitat que ocupan. Algunas especies requeriran de fluctuaciones en
la temperatura debido a que en estado natural el ambiente que las rodea tiene
mucha variacion en la temperatura relacionada con las oscilaciones diurnas,
ademas de que la temperatura también esta asociada con la cantidad de agua y
luz disponible (Taiz y Zeiger, 2010; Orozco-Segovia y Sanchez Coronado, 2013).
+ Temperaturas
opt:masl

Germinacion

Temperatura
minima

Temperatura
maxima

. Temperatura +
—
Temperaturas Temperaturas
subdptimas supraoptimas

Figura 2. Curva que describe el efecto de la temperatura en la germinacién (Tomado de Orozco-Segovia y
Sanchez- Coronado, 2013).

Luz

La luz influye en la germinacién de muchas semillas como una sefal para activarla
o para inhibirla, es percibida por los fitocromos que se ubican en las células del
embrion. Los fitocromos son cromoproteinas que captan las sefiales luminicas y
las integran a una cadena de transduccion de sefales luminosas del medio
ambiente a sefiales bioquimicas. Estos tienen dos conformaciones de acuerdo a la
longitud de onda que perciben (Figura 3): el fitocromo rojo (Fr) que absorbe luz
en un rango de 650 a 680 nm (principalmente 660 nm) se transforma en el
fitocromo rojo lejano (Frl) que al absorber luz en un rango de 710 a 740 nm
(principalmente 730 nm) se transforma en Fr, aunque no todo el Fr se transforma

Frl ni viceversa. El Frl es el que presenta un efecto fisioldgico (forma activa). Si las
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semillas de una especie requieren luz para germinar se dice que son fotoblasticas
positivas, es decir que el Frl activa la germinacion; si germinan en la oscuridad son
fotoblasticas negativas. También existen semillas indiferentes, de las cuales la
germinacion dependera de otros factores ambientales (Taiz y Zeiger, 2010;
Orozco-Segovia y Sanchez Coronado, 2013). La cantidad y calidad de luz va a
ser un factor determinante para la geminacién de las semillas de distintas
especies, ya que éstas pueden variar en el tiempo que requieran a la exposicién
de cierto flujo foténico y de calidad espectral (Borthwick y Downs, 1964; Vazquez-
Yanes et al., 1990).

Luz roja 660 mn

‘!: y ﬁ\-\.
4 A\ D
i il § >
. ./ Efecto
e .~ fisiolégico
Luz roja o
jana 730 mn
egradacion
ermicaenla
Lenta oscuridad

reversion nocturna

Figura 3. Mecanismo de accion del fitocromo y sus distintas conformaciones al responder a diferentes
longitudes de onda (Tomado de Orozco-Segovia y Sanchez- Coronado, 2013).

Oxigeno y Diéxido de Carbono

Si la concentracion de oxigeno es menor en el interior de la semilla que la que se
encuentra en el aire, la germinacion se inhibe. Solo en algunas especies acuaticas
se ha encontrado que la germinacién es inhibida por la cantidad de oxigeno
presente en el aire. Por el contrario, las altas concentraciones en el aire de didxido

de carbono inhiben la germinacion de las semillas (Bewley y Black, 1994).

e Latenciay Quiescencia
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Cuando la semilla no germina unicamente por la falta de las condiciones 6ptimas,
se dice que esta en estado quiescente (Orozco-Segovia y Sanchez Coronado,
2013). Sin embargo, si ésta no gemina a pesar de estar expuesta a condiciones
favorables se dice que la semilla se encuentra en un estado de reposo profundo
conocido como latencia, la cual es una caracteristica adaptativa que permite la
distribucion de la germinacion de las semillas en un periodo de tiempo, en
respuesta a las estaciones, y asi favorecer el éxito reproductivo de la planta
(Bewley, 1997). También se ha sugerido que ésta es una adaptacion muy
importante en la evolucion de las plantas para responder ante cambios climaticos
(Forbis et al 2002, Baskin y Baskin, 2004).

Se han propuesto diferentes clasificaciones de la latencia dependiendo de su
origen. Puede ser primaria cuando se adquiere en el momento en que la semilla
esta aun unida a la planta madre y se refleja al momento de ser liberada; mientras
que la latencia secundaria es cuando se evita la germinacién después de que la
semilla se ha separado de la planta madre y es expuesta a condiciones
desfavorables (Taiz y Zeiger, 2010). Otra clasificacion la divide en exdgena
cuando no se lleva a cabo la entrada de agua debido a barreras fisicas, quimicas
0 mecanicas; o enddgena, que puede deberse a causas morfoldgicas, fisiologicas
0 mecanicas, o la combinacion entre éstas (Taiz y Zeiger, 2010; Baskin y Baskin
2014).

e Adaptacién al medio ambiente

Variables como la latitud, la altitud, las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo,
la disposicién de nutrimentos, la temperatura, la cobertura vegetal, el deterioro del
habitat, etc., son algunos factores que influyen en la respuesta germinativa de
diferentes especies, poblaciones, o incluso entre individuos dentro de una misma
poblacién (Baskin y Baskin 2014). Esta variacion en la respuesta germinativa
puede ser el resultado de la capacidad que tienen las plantas para adaptarse a

ciertas condiciones ambientales a través de diferenciacién genética que responde
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ante presiones de seleccidon natural, generando una respuesta genotipica de la
especie a un habitat con caracteristicas particulares, a los individuos que
presentan estas respuestas genotipicas se les conoce cémo ecotipos (Turesson,
1992). Cuando una especie genera ecotipos, éstos permaneceran con sus
caracteristicas fenotipicas, incluso al cambiar a la planta o semilla de ambiente
(Baskin y Baskin 2014).

Las poblaciones, al ser sometidas a distintas condiciones, experimentan distintas
presiones y por lo tanto, cada poblacion toma distintos caminos de trasformacién a
nivel fenotipico; dichas diferencias fenotipicas tendran como resultado el
surgimiento de especies distintas, ya que, de manera paralela los cambios
fenotipicos influye en el genotipo como resultado de la adaptacion de las especies
a su medio ambiente, a éste mecanismo también se le conoce cdémo

preacondicionamiento (Rowe, 1964; Herbers, 2010; Baskin y Baskin, 2014).

También puede ser que los factores ambientales presentes mientras los frutos y
las semillas se estan desarrollando, como: falta de agua, variaciones en la
temperatura, sombra y depredacion, influyan en la respuesta germinativa (Bewley
y Black, 1994).

e Tipos de semillas

Actualmente se han determinado tres tipos de semillas de acuerdo al contenido de

humedad y sus condiciones de almacenamiento.

Ortodoxas: son aquellas que toleran la desecacién durante su desarrollo, sin
perder la viabilidad por periodos muy prolongados o al menos hasta la siguiente
temporada de produccion de semillas (Berjak et al., 1989; Chin y Ktishnapillay,
1989; Pamenter y Bejak, 2000a; Taiz y Zeiger 2010). Estas semillas tienen un bajo
contenido de agua al momento de la diseminacion (<10%) y esta baja cantidad de
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agua en las células le permite reducir al maximo el metabolismo previniendo el
dafio en proteinas y ADN (Rajjou y Debeaujon, 2008; Orozco-Segovia y Sanchez-
Coronado, 2013).

Recalcitrantes: tienen alto contenido de agua al momento de la diseminacion
(>15%) vy no sobreviven en condiciones de sequedad y frio (menor a -10 °C)
cuando son conservadas ex situ, por lo tanto, no pueden ser conservadas por
largos periodos sin perder su viabilidad (Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado,
2013).

Intermedias: tienen entre 10 y 12.5 % de agua al momento de la diseminacién y
son capaces de permanecer almacenadas durante largos periodos de tiempo sin
perder su viabilidad, pero que al ser almacenadas en temperaturas bajas pierden
su capacidad germinativa (Ellis et al, 1990; Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado,
2013).

e Longevidad

Como ya habiamos mencionado, antes de liberarse, las semillas pasan por un
periodo de desecacion para asi poder ser dispersadas en el tiempo y el espacio.
Al tener un bajo porcentaje de agua, la semilla reduce su metabolismo al minimo,
permitiéndole mantener su capacidad para germinar durante largos periodos de

tiempo.

La longevidad de las semillas se define como la capacidad de permanecer viables,
por un determinado tiempo y esta fuertemente relacionada con la cantidad de

agua en la semilla (Baskin y Baskin 2014).

El envejecimiento en las semillas influye en la disminuciéon de la capacidad de
propagaciéon de las plantas, ya que éstas comienzan a perder vigor, se vuelven
menos resistentes a las condiciones ambientales y en el caso mas extremo,
pierden la capacidad para germinar. La velocidad a la que una semilla va a

envejecer (Figura 4) estara influenciada por factores ambientales y genéticos
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(Rajjou y Debeaujon, 2008). Con el fin de prolongar el tiempo de vida de las
semillas, estas han tenido la capacidad de desarrollar sistemas de proteccion,
desintoxicacidén y reparacion ya que dentro de los factores que deterioran las
semillas estan los dafos causados por la concentracion de especies reactivas de
oxigeno dentro del embrion, dafios en las macromoléculas y por agentes bidticos y

abidticos como temperatura, oxigeno, hongos y bacterias (Rajjou y Debeaujon,
2008).
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Figura 4. Mecanismos que determinan la longevidad de las semillas. El deterioro de las semillas después de
un determinado tiempo de almacenamiento, se ve reflejado en su capacidad de germinaciéon (Tomado de
Rajjou y Debeaujon, 2008).

En el presente trabajo se hizo el estudio con especies de la familia
Podostemaceae, la cual es muy singular entre las angiospermas acuaticas, que si
bien resulta interesante su estudio por las caracteristicas del ambiente en el que
habitan, son las plantas mas significativas en los rios tropicales y templados de
fuerte corriente ya que juegan un papel ecolégico muy importante al ser las

macrofitas dominantes de los rios que habitan, éstas brindan una estructura
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bidtica de resguardo y alimento para algunos vertebrados (Philbrick y Novelo,
1995; Bornette y Puijalon, 2010), aportan carboén al sistema l6tico (Quiroz et al.,
1997) e interactuan con el consumo vy liberacion de nutrientes, ademas, de que
algunas plantas microscopicas epifitas pueden crecer sobre ellas (Ameka et al.,
2007).

Ya que son parte esencial de los sistemas de rios de corriente rapida y cascadas,
es necesario estudiar su comportamiento reproductivo para poder llevar a cabo en
un futuro, medidas de conservacion debido a que el establecimiento de
poblaciones humanas cerca de los cuerpos de agua ha ido aumentando por
actividades domeésticas, industriales y agricolas, por lo que el habitat de las
podostemaceas se ha ido deteriorando, y esto podria ocasionar que disminuyera
la presencia de las especies de esta familia en los rios. La preferencia de estas
plantas por ambientes oligotroficos y el aumento en la concentracion de los
nutrimentos puede ser contraproducente para ellas (Quirdz et al., 1997). Debido a
ello, algunos autores han considerado que estas plantas pueden ser consideradas
como indicadores de ambientes perturbados (Philbrick y Novelo, 1995; Ameka et

al., 2007); sin embargo es un tema que aun debe ser discutido.

Ademas de ser plantas muy importantes en los sistemas acuaticos, el hombre ha
aprendido a utilizarlas en diferentes areas, como la cocina, medicina tradicional y
ganaderia. En el caso de la cocina, se sabe que las hojas secas son utilizadas
como sazonador de comida por personas del Amazonas (Brasil), o bien, como un
tipo de pimienta; ademas, las cenizas pueden servir como sustituto de sal.
También han resultado ser de gran utilidad en el area de ganaderia por ser
utilizadas como forraje en época de sequia; en México se ha reportado el uso de
estas plantas como tratamiento para enfermedades hepaticas (Philbrick y Novelo,
1995).

Cabe mencionar que no todos los individuos de especies se distribuyen
homogéneamente a lo largo de los rios y es por ello que resulta interesante

conocer la capacidad germinativa de las distintas especies para saber si este
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patron de distribucion puede asociarse al comportamiento germinativo, o si son

otros factores los que determinan su distribucion.

e Caracteristicas generales de la familia Podostemaceae

De las angiospermas que son estrictamente acuaticas, la familia Podostemaceae
Rich. Ex C. Agardth (Magnoliopsida) es la mas grande en numero de especies
(Philbrick y Novelo, 2004; 2005) y se subdivide en tres subfamilias: Tristichoideae,
Weddellinoideae y Podostemoideae (Philbrick y Novelo, 1995; Katayama et al.,
2013), siendo cada una de ellas linajes independientes de acuerdo a recientes
estudios filogenéticos (Tippery et al., 2011). La familia contiene cerca de 50
géneros y alrededor de 270 a 280 especies (Rutishauser, 1997; Philbrick y Novelo,
1994; Cook y Rutishauser, 2007) que se distribuyen desde México hasta
Sudamérica y también en Africa, Madagascar, Australia y el este de Asia (Cook,
1990, en Philbrick y Novelo, 1995).

En el continente americano se encuentra aproximadamente el 60% de especies de

Podostemaceae.

En México se encuentran 4 géneros: Marathrum Humb & Bonpl., Podostemum
Mitcx. y Tristicha Du Petit-Touars, Noveloa C. Philbrick; que en conjunto contienen
9 especies, de las cuales M. rubrum, N. coulteriana, N. longifolia y M. plumosa son
endémicas (Philbrick y Novelo, 1997; Tippery et al, 2011). Se distribuyen en la
vertiente del Pacifico desde Baja California Sur y Sonora, hasta Chiapas; y en el
Golfo de México desde Tamaulipas hasta Tabasco y en el centro de México en los

estados de Michoacan, Jalisco y Morelos (Philbrick y Novelo, 1997).

Las Podostemaceae crecen sobre las rocas en rios de corrientes rapidas o
cascadas de la region pantropical donde las temperaturas varian entre los 14 y 27
°C, vy el nivel del agua cambia conforme a las estaciones del afo (Figura 5)
(Rutishauser, 1997; Philbrick y Novelo, 1994; Katayama et al., 2013; Castillo et al.,
2013).
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Figura 5. Cascada de del rio Horcones en la localidad “Chicos Paradise”, Municipio Cabo Corrientes, Puerto
Vallarta, Jal., dénde habitan algunas especies de Podostemaceas. (A) Temporada de lluvias. (B) Temporada
de secas.

La familia Podostemaceae se distribuye casi en todos los tipos de climas de la
zona tropical (Figura 6) (Philbrick y Novelo, 1997). Y su distribucion en México
abarca las ocho provincias fisiograficas de acuerdo a la clasificacion de
Rzedowsky (1988), la Planicie Costera Noroccidental, la Sierra Madre Oriental, el
Eje Volcanico Transversal, la Planicie Costera Nororiental, la Depresion del
Balsas, la Sierra Madre del Sur, el Sistema Montanoso y la Planicie Costera
Suroriental (Philbrick y Novelo, 1997).
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£
Figura 6. Distribucion mundial de la familia Podostemaceae (Tomado de pagina web de Angiosperm
Phylogeny).

En donde se distribuyen las podostemaceas, ademas de vegetacion riparia,
podemos encontrar bosques de pino encino y bosque humedo de montafia, y en
los climas mas calientes, bosque tropical humedo, bosque tropical subcaducifolio y
bosque tropical caducifolio (Philbrick y Novelo, 1997).

Las podostemaceas pueden ser plantas anuales o perennes dependiendo de las
condiciones ambientales que se presenten; las etapas del ciclo de vida dependen
del nivel de agua (Ameka et al, 2007) (Figura 7A).

Durante la época de lluvias, cuando el nivel del agua es alto, las estructuras
vegetativas crecen debajo de la superficie del agua, y las estructuras
reproductivas se desarrollan cuando el nivel del agua disminuye durante la
estacion seca, las flores quedan expuestas sobre la superficie de las rocas donde
se polinizan (Figura 7B) (Philbrick y Novelo, 1995; Katayama et al., 2013). El
hecho de que se reproduzcan sexualmente es una caracteristica que las distingue
de las demas angiospermas acuaticas, las cuales se reproducen principalmente
de manera vegetativa (Philbrick y Novelo, 1995). Los frutos formados permanecen
adheridos a la roca (Figura 7C) y contienen un gran numero de semillas que
siguen desarrollandose hasta alcanzar la madurez después de 2 o 3 semanas
gracias al aporte de lipidos y carbohidratos almacenados en la pared del ovario
(Guzman, 2006; Reyes-Ortega et al., 2009). Una vez que las semillas son
liberadas entran en contacto con el agua, y la capa mas externa de la cubierta de
la semilla, que esta compuesta por células de tipo mucilaginoso (Figura 8 A y B),

se expande permitiéndoles adherirse a las rocas (Figura 7D), posteriormente el

26



mucilago se seca y crea una fuerte union entre la semilla y el sustrato (Philbrick,
1984; Philbrick y Novelo, 1995). Se ha demostrado que en otras especies de
plantas el mucilago tiene la capacidad de difundir el agua del sustrato a la semilla
debido a que tiene un potencial hidrico muy bajo, pero cuando ésta se encuentra
completamente cubierta por agua se evita que el oxigeno llegue al embridn
inhibiendo la germinacién (Witztum, 1969; Reyes-Ortega, 2010; Western, 2011;

Orozco-Segovia y Sanchez Coronado, 2013).
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Figura 7. (A) Ciclo de vida de Marathrum foeniculaceum de acuerdo al nivel del agua en las distintas
estaciones del afio (Tomado de Reyes-Ortega, 2010). (B) Cuando disminuye el nivel del agua, (C) surgen las
flores y, posteriormente los frutos. Antes de que vuelva a subir el nivel del agua, (D) los frutos se abren y las

semillas quedan adheridas a las rocas.
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Figura 8. Semilla de Podostemum ceratophyllum. (A) Silueta de una semilla seca. (B) Silueta de una semilla
hidratada, muestra como se expande el mucilago. Escala: 250 um (Tomado de Philbrick, 1984).

e Especies de estudio

Tristicha trifaria (Bory ex Willd.) Spreng., es una planta anual o perenne. En
México se puede encontrar (Figura 9 A) desde Nayarit a Chiapas sobre la vertiente
del Pacifico; de San Luis Potosi al sureste de Veracruz sobre la vertiente del
Atlantico; y en el estado de México en la parte central del continente; a partir de
los 1300 msnm (Philbrick y Novelo, 1997). Sus raices son postradas; tallos erectos
(1-11 cm de largo); hojas muy pequefas. Las capsulas que se forman, pueden
llegar a contener alrededor de 30 semillas (Figura 9 B y C). Se distribuye en la
zona tropical y subtropical de América y Africa, siendo la especie con mayor rango
de distribucién en México de toda la familia Podostemaceae (Novelo y Philbrick,
1997).
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Figura 9. Tristicha trifaria. (A) Distribucion en México. (B) Esquema de la planta (Tomado de Novelo y
Philbrick, 1997) y (C) flor (Foto tomada por Ricardo Wong).

Noveloa coulteriana (Tul.) C. Philbrick, antes Oserya coulteriana; es una especie
anual o perenne. Es endémica de Meéxico y esta sujeta a proteccion especial
(NOM-ECOL-059-SEMARNAT-2010). Se distribuye (Figura 10 A) a lo largo de la
Costa de Pacifico desde Sonora hasta Guerrero y Baja California Sur en los 300
msnm (Philbrick y Novelo, 1997). Es de pequeio tamafo (Figura 10 B), sus raices
son postradas y aplanadas, de ellas surgen los nuevos vastagos; tallos cilindricos
ramificados en la parte superior donde presentan hojas largas y bifurcadas de las
cuales emergen las flores (Figura 10) (Philbrick y Novelo, 1994, 1995, 1997); sus
flores son hermafroditas, tienen de dos a tres tépalos y de dos a tres estambres. El
gineceo esta formado por un ovario sincarpico, supero; estigma bilobulado sésil. El
fruto (Figura 10 D) tiene dos valvas diferentes (Van Royen, 1954; Villanueva,
2013). Quirdz et al. (1997) mencionan que ésta es una especie muy susceptible a
la contaminacion de los rios, sin embargo Castillo et al. (2013) la encontraron
habitando rios que tienen impacto antropogénico. Sus frutos pueden contener
alrededor de 30 semillas (Philbrick y Novelo, 1997).
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Figura 10. Noveloa coulteriana. (A) Distribucion en México (Tomado de Philbrick y Novelo, 1997). (B) Cuando
el nivel del rio disminuye la fase vegetativa comienza a senescer, (C) las flores comienzan a emerger y
posterior a la fecundacion se (D) formaran los frutos.

Marathrum plumosa Novelo & Philbrick, antes Vanroyenella plumosa; es endémica
de México, se distribuye unicamente en Jalisco y Oaxaca (Novelo y Philbrick,
1997, Tippery et al., 2011). Sus hojas (Figura 11 A y C) tienen el apice agudo o
redondeado, y numerosas divisiones filamentosas que aparenta una pluma; sus
flores (Figura 11 B) son hermafroditas zigomorficas; después de la polinizacién se
forman capsulas biloculares que contienen aproximadamente 333 semillas por
capsula. Aparentemente habita lugares dénde la corriente es mas fuerte, por
ejemplo cascadas (Novelo y Philbrick, 1993 y Pastor, 2010).
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Figura 11. Marathrum plumosa (A) Foto donde se pueden apreciar las hojas tan caracteristicas de esta
especie (Foto tomada de Pastor, 2010). (B) frutos dispuestos sobre una roca (Foto tomada de Pastor, 2010).
(C) Esquema que representa las hojas, tallos y peciolos de las hojas (llustracion tomada de Novelo y
Philbrick, 1993).

Marathrum rubrum Novelo y C. Philbrick es una especie anual o perenne,
endémica de las partes bajas de la Costa Pacifica de México, principalmente
Jalisco y Guerrero (Figura 12 A) (Philbrick y Novelo, 1995, 1997), por debajo de
los 400 msnm, dénde pueden encontrarse junto a N. coulteriana, T. trifaria y M.
plumosa. Esta sujeta a proteccion especial (NOM-ECOL-059-SEMARNAT-2010).
Habita unicamente en la localidad Horcones, donde se unen los caudales de los
rios Las Juntas y Arroyo del Refugio; esto se puede atribuir a que realmente es un
eco-tipo y no una especie diferente (Philbrick y Novelo, 1995).
Tiene raices elongadas, postradas y aplanadas; los peciolos son cilindricos y
ligeramente aplanados; la hoja tiene un raquis central expandido y pinnado
repetidamente, y es la Unica especie que presenta divisiones capiliformes de un
color rojo en ambas caras de la hoja (Figura 12 B); sus flores (Figura 12 C) tienen
entre 7-9 tépalos triangulares, alternados con estambres que rodean al pistilo
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(Philbrick y Novelo, 1997). Después de la fecundacion se forman las capsulas
(Figura 12 D) de 4.5 a 5(6) mm de largo y 1.7 a 2.2 mm de diametro; cada valva
con tres costillas. Cada capsula contiene 676 semillas en promedio (Philbrick y
Novelo, 1997).

Figura 12. Marathrum rubrum. (A) Distribucion en México (Tomado de Philbrick y Novelo, 1997). (B) Forma
vegetativa debajo del nivel del agua con sus caracteristicas hojas (Foto toma por Diana Guzman). Una vez
que el nivel de agua haya disminuido emergeran las (C) flores (Foto tomada por Ricardo Wong) y posterior a

la polinizacion, los (D) frutos.

Marathrum schiedeanum Cham. Es una planta anual o perenne. Tiene una amplia
distribucion en México, de Nayarit a Chiapas y Veracruz por debajo de los 1000
msnm; en Jalisco se localiza en el rio Arroyo del Rincon en la localidad “Las
Juntas del Tuito” (Figura 13 A). Puede tener tallos muy largos ramificados,
postrados o aplanados; las hojas (Figura 13 B) son verdes y frecuentemente rojas
en la superficie abaxial, tienen un raquis central expandido y prominente, pinnado

y dividido repetidamente; los peciolos pueden ser cilindricos o aplanados (Philbrick
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y Novelo, 1997). Las flores (Figura 13 C) presentan de 6-10 tépalos triangulares,
alternados con estambres que van de 7 a 9, insertados en un anillo que rodea al
pistilo; posterior a la fecundacion se desarrollan las capsulas (Figura 13 D), de 4 a
6 mm de largo y de 1.7 a 2.5 mm de diametro que contienen un gran numero (392
+ 279) de semillas (Philbrick y Novelo, 1997).

Figura 13. Marathrum schiedeanum. (A) distribucién en México (Tomado de Philbrick y Novelo, 1997). Las
estructuras vegetativas (B) permanecen por debajo del nivel del agua y las flores (C) y frutos (D) surgen en la
superficie de la roca que queda expuesta durante la temporada de secas, cuando el nivel del agua disminuye.

En el estudio de Tippery et al (2011) Marathrum rubrum y Marathrum
schiedeanum se unieron en una sola especie, agrupandose bajo el nombre de
Marathrum foeniculaceum. Es importante mencionar esto debido a que a lo largo
del presente estudio, se hara la mencion de M. rubrum y M. schiedeanum con la
finalidad de hacer una comparacién con trabajos previamente realizados dénde
aun no se habia unificado a ambas especies; sin embargo en otras partes del

estudio se unificaran ambas especies de acuerdo a su actual clasificacion.
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JUSTIFICACION

Existen pocos estudios acerca de la germinacion y la influencia en ésta del
almacenamiento de las semillas de Podostemaceae, incluidas las mexicanas, y
dado que pertenecen a una de las pocas familias acuaticas estrictas con alto nivel
de endemismo, se requiere conocer algunos aspectos del proceso que aporten

informacion para el manejo, conservacion y ecologia de este grupo.

OBJETIVO GENERAL

Describir el comportamiento germinativo de T. trifaria, N. coulteriana, M. plumosa,
M. rubrum 'y M. schiedeanum en funcidbn de su procedencia y tiempo de

almacenamiento.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Conocer el efecto del almacenamiento en la capacidad germinativa de

semillas de podostemaceas.

o Comparar la capacidad germinativa entre poblaciones de una misma

especie.

o Conocer el comportamiento germinativo in situ de N. coulteriana y M.

foeniculaceum.
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HIPOTESIS
o Eltiempo de almacenamiento es un factor que deteriora a las semillas y por
lo tanto, la respuesta germinativa ira cambiando conforme al tiempo que

lleve almacenada la semilla.

o Debido a que las especies se distribuyen en diferentes localidades de uno o

mas rios, la capacidad germinativa variara entre poblaciones.

o El comportamiento germinativo de N. coulteriana y M. foeniculaceum sera

distinto al ponerlas a germinar en localidades diferentes a las que habitan.

ZONA DE COLECTA

En los trabajos que se han llevado a cabo con Podostemaceae en México se ha
hecho mencidon de algunos rios de los cuales se tienen las muestras de semillas,
sin embargo el nombre que se les habia asignado a los rios corresponde a la
localidad mas cercana al punto de recolecta (Philbrick y Novelo, 2004; Reyes-
Ortega, 2010, Castillo, 2007). Lo anterior causaba controversia debido a que
hemos visto que en realidad estos rios forman parte de dos grandes rios
correspondientes a cuencas distintas. Es por ello que se hace la revision de los
rios con el nombre que se les habia asignado en trabajos anteriores, el rio al que
pertenecen, la cuenca de la cual forman parte y en qué municipio y localidad se
encuentran. Ademas se incluyen las especies que estan presentes en cada
localidad (Tabla 1).
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Tabla 1. Rios de Puerto Vallarta donde se llevaron a cabo las recolectas de semillas durante las temporadas
de fructificacion de T. trifaria, N. coulteriana, M. plumosa, M. rubrum y M. schiedeanum.
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Tomatlan- Arrollo del | Las Juntas | Cabo Las Juntas del | 20°14°47.25"N N. coulteriana
Tecuéan rincén corrientes Tuito 105°18°38.04"0 M. schiedeanum
Ameca- Horcones Horcones Cabo Entre Los | 20°27'9.39'N M. rubrum
Ixtapa corrientes Horcones y | 105°17'22.99"0 N. coulteriana
Emiliano T. trifaria
Zapata M. plumosa
Chicos Las Juntas y | 20°28'54.33"N M. plumosa
Paradise los Veranos 105°17°44.98"0 M. schiedeanum
N. coulteriana
Rio Las Juntas y | 20°28°52.60"N T. trifaria
Blanco los Veranos 105°17°29.41"0 M. schiedeanum
Boca de Puerto Boca de | 20°30'32.52"N M. schiedeanum
Tomatlan Vallarta Tomatlan 105°18’39.68"0 T. trifaria

N. coulteriana

Los rios “Arrollo del rincén” y “Horcones” se localizan en la costa de Jalisco en los
municipios de Cabo Corriente y Puerto Vallarta, a 350 msnm (Figura 14). En esta
zona se registra un clima muy humedo (Aw), con invierno y primavera secos y
calidos, sin estacion invernal definida (Rzedowsky, 1988); la temperatura
ambiental varia de 18-28 °C, siendo los meses de Junio, Julio y Agosto en los que
se registra una maxima temperatura de 28-29 °C y una minima de 23-24 °C
(Reyes-Ortega, 2010). En cuanto a la precipitacion, se ha registrado una maxima
en el mes de Septiembre, con un rango de 220 a 230 mm y una minima en el mes
de Abril donde se registran 10 mm. La vegetacion que predomina en esta zona es
selva baja, selva mediana, pastizales y bosques de pino-encino (Reyes-Ortega,

2010).
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Los rios que encontramos en esta zona se originan en las montafas aledanas y
llevan una fuerte corriente, caracteristica del ambiente contrastante en doénde
habitan las podostemaceas. Son rios oligotréficos con bajos niveles de
contaminacion (Quiroz et al., 1997). La temperatura de los rios en la localidad de
Las Juntas del Tuito y Horcones en la época de secas es de 29 y 23 °C,
respectivamente (Quiroz et al., 1997); en la época de lluvias la temperatura de los
rios va de los 20 a los 30 °C (Philbrick y Novelo, 1994; Reyes-Ortega, 2010).

Cerca de los rios se han observado campos de siembra en las localidades de Las
Juntas del Tuito y Horcones. En las localidades mas cercanas a la costa, los
asentamientos humanos se vuelven mas grandes y por lo tanto las orillas del rio y
el rio mismo se observan mas contaminados, siendo este el caso de la parte del

rio Horcones que pasa por la localidad Boca de Tomatlan.
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Figura 14. Localidades donde fueron recolectadas las muestras de T. trifaria, N. coulteriana, M. plumosa, M.
rubrum y M. schiedeanum.
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CAPITULO 1

Caracteristicas generales de la capacidad germinativa de T. trifaria, N.
coulteriana, M. plumosa, M. rubrum y M. schiedeanum al aplicar
distintos tratamientos de luz y temperatura.

INTRODUCCION

Las semillas de T. trifaria, N. coulteriana, M. plumosa, M. rubrum y M.
schiedeanum, recolectadas durante 1996-2013, fueron germinadas en el 2014
bajo diferentes condiciones de luz y temperatura. Se muestran los distintos
patrones de germinacion que hay entre las muestras dependiendo de las variables
(especie, procedencia y tiempo de almacenamiento) al aplicar los distintos
tratamientos de germinacion. Sin embargo, en este capitulo no se realizaron
analisis estadisticos debido a que las muestras obtenidas de las distintas
recolectas no eran homogéneas en cuanto a numero de semillas, procedencia,
especie y fecha de colecta.

Posteriormente, en el capitulo 2, se retomaran los datos obtenidos de este capitulo

para hacer analisis e interpretaciones.

MATERIAL Y METODO

e Recolectas de frutos

Las recolectas fueron realizadas de manera no consecutiva entre los anos 1996 y
2013 por diferentes recolectores (Tabla 2 y Anexo 1). Los frutos fueron
recolectados aleatoriamente de distintas rocas y posteriormente fueron
almacenados en bolsas de papel estraza a temperatura ambiente hasta el inicio de

los experimentos. Debido a que la floracion ocurre una vez al afo, y a que los
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frutos permanecen en las rocas por un tiempo variable hasta que se inicia la

temporada de lluvias y se eleva el nivel de los rios, cada fecha de recolecta

corresponde en realidad a una temporada, por ejemplo, si la recolecta se llevé a

entre noviembre de 1996 y marzo de 1997 la temporada sera 96-97, y asi

sucesivamente.

Tabla 2. Tiempo de almacenamiento de frutos de cinco especies de podostemaceas realizadas de 1996 al

Especie

2013 en cinco localidades del estado de Jalisco.

Localidad

Temporada de

fructificacion

Tiempo de
almacenamiento
(afios) al momento de

la germinacién (2014)

T. trifaria

N. coulteriana

M. plumosa

M. rubrum

M. schiedeanum

e Pruebas de germinacién.

Las Juntas del Tuito
Chicos Paradise
Horcones

Horcones

Horcones

Las Juntas del Tuito
Horcones

Horcones

Horcones

Horcones

Horcones

Chicos Paradise
Boca de Tomatlan
Las Juntas del Tuito
Las Juntas del Tuito
Las Juntas del Tuito
Chicos Paradise
Chicos Paradise
Rio Blanco

Boca de Tomatlan

2011-2012
2012-2013
1996-1997
2007-2008
2011-2012
2011-2012
2012-2013
2004-2005
2011-2012
2004-2005
2012-2013
2012-2013
2012-2013
2004-2005
2006-2007
2011-202
2011-2012
2012-2013
2012-203
2012-2013

2
1

-
~

= =2 2l NN N O o NYO 2N NOo

Para llevar a cabo las pruebas de germinacion, se extrajeron todas las semillas de

10 frutos de cada recolecta con la finalidad de tener muestras heterogéneas.
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Se sigui6 la metodologia descrita por Castillo (2007) donde se ponen a prueba dos
tratamientos con una combinacién de temperatura constante (25°C) y alternante
(15/25°C), y con diferentes tipos de luz, luz blanca (LB), roja (R), roja lejana (RL) y
oscuridad (O) utilizando cajas de acrilico plexiglass con distintos filtros,
dependiendo de la calidad de luz que se quiera dar, y en el caso del tratamiento
de oscuridad las cajas fueron cubiertas con papel aluminio. Se sembraron 3
réplicas de 30 semillas (equivalente a 3 repeticiones en cada condicidén) para cada
tratamiento en cajas Petri con papel Kleenex Duramax ® (por su resistencia y
absorcion) y agua embotellada baja en sales (para semejar la condicién
oligotréfica de los rios). Las cajas se colocaron en una camara de ambiente
controlado Biotronette 84 (Labline Instruments) en condiciones controladas de
fotoperiodo 16/8 que asemejan el dia y la noche en condiciones naturales. Se
considerdo como semilla germinada aquella en la cual el polo radicular emergié de
la cubierta seminal. De tal manera que el diseno experimental (Figura 15)
considerando cada recolecta con su procedencia y tiempo de almacenamiento fue
el siguiente:

20 recolectas x 2 temperaturas x 4 calidades de luz x 3 repeticiones, lo cual dio un

total de 480 lotes y 13,005 semillas sembradas.

LB

T. constante 25°C

e

N

T. trifaria
N. coulteriana /
V. plumosa —| 1996-2013 0
M. rubrum
M. schiedeanum \ / LB
IT. alternante 15°-25°C I LR
§ RL
O

Figura 15. Disefio experimental que se llevé a cabo para la germinacion de las semillas. T= temperatura. LB=
luz blanca. R= luz roja. RL= luz rojo lejano. O= oscuridad.
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e Variables calculadas

Se contabilizd diariamente el numero de semillas germinadas sélo en luz blanca
ya que debido al pequefio tamafo de las semillas se requiere usar microscopio
estereoscopico para observarlas, por lo que no se pudo contar diariamente en los
demas tratamientos para no alterar la calidad de luz.

Una vez que se alcanzé el maximo porcentaje de semillas germinadas en este tipo
de luz (LB), se procedié a contar las semillas almacenadas en cajas para los
tratamientos de LR, RL y O. Se calcularon las siguientes variables (Gonzalez-

Zertuche y Orozco-Segovia, 1996):

En semillas germinadas en luz blanca:

o Porcentaje de germinacién acumulada por intervalos de tiempo: muestra la
maxima capacidad de germinacion y el tiempo en que se alcanza, la forma
en que se incrementa la germinacion asi como su tiempo de inicio y su

distribucion en el tiempo.

En todos los tratamientos de luz y oscuridad

o Porcentaje de germinacién final: Porcentaje de semillas capaces de

germinar en cada tratamiento.
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RESULTADOS

Se observd que en todas las especies las semillas con mas de nueve afos de
almacenamiento pierden completamente la viabilidad sin importar los tratamientos
de luz y temperatura que se aplicaron. De igual manera, ninguna especie
respondi6 a los tratamientos de luz RL y O.

No hay latencia para ninguna especie en ninguno de los tratamientos de luz y
temperatura que se aplicaron, ya que el inicio de la germinacion comenzo a partir
del dia 2 o 3 después de la siembra, sin utilizar ningun método de escarificacion o

tratamiento pre-germinativo.

e Inicio de la germinacién

En las figuras 16 a 20 se observa el inicio de la germinacién para todas las
especies, en funcion de la edad y localidad de procedencia.

Para T. trifaria y M. plumosa en temperatura constante y alternante las semillas
con uno y dos afos de almacenamiento comenzaron a germinar en el dia cuatro
(Figuras 16 y 18), a diferencia de las demas especies que en general comenzaron

a germinar entre los dias dos y tres (Figuras 17, 19 y 20).

El tiempo de almacenamiento tuvo un efecto sobre la germinacién de todas las
especies debido a que las semillas con seis y siete afios de almacenamiento
presentaron un desfase en la velocidad de respuesta, a diferencia de los
resultados de semillas con uno y dos afos de almacenamiento. En temperatura
constante el inicio de la germinacién fue a los cuatro dias y en temperatura
alternante a los seis dias en aquellas muestras que si tuvieron respuesta

germinativa (Figura 16-20).

e Germinacién acumulada

Para todas las especies, sin importar el tiempo de almacenamiento y tratamiento

de temperatura, el maximo porcentaje de germinacion que se obtuvo fue 290%;
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con excepcidon de las muestras de semillas de seis y siete afos de
almacenamiento de N. coulteriana en el tratamiento de temperatura constante,
donde su porcentaje de germinacion fue <50% y en temperatura alternante no

hubo germinacién (Graficas 1-5).

e (Capacidad germinativa en luz blanca y distintos tratamientos de

temperatura.

El tiempo que tardan en alcanzar el maximo porcentaje de germinacion las
semillas con uno y dos anos de almacenamiento y con seis y siete afios de
almacenamiento fue muy heterogéneo para todas las muestras y en ambos
tratamiento de temperatura; aproximadamente alcanzaron el maximo porcentaje

de germinacién fue a los tres o cuatro dias después del inicio de ésta (Tabla 3).
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Figura 16. Porcentaje de germinacion acumulada de semillas de T. trifaria con diferentes afios de
almacenamiento y con tratamiento de temperatura (A) constante y (B) alternante.
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Figura 17. Porcentaje de germinacion acumulada de semillas de N. coulteriana con diferentes afios de
almacenamiento y con tratamiento de temperatura (A) constante y (B) alternante. Las barras de error
representan la DS.
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Figura 18. Porcentaje de germinacion acumulada de semillas de M. plumosa con diferentes afios de
almacenamiento y con tratamiento de temperatura (A) constante y (B) alternante. Las barras de error
representan la DS.

Boca de Tomatlan, 1 afio

Chicos Paradise, 1 afio

Horcones, 1 afio

Frows

Horcones, 9 afios

% promedio de germinacion

0 5 10 15 0 5 10 15

numero de dias
Figura 19. Porcentaje de germinacion acumulada de semillas de M. rubrum con diferentes afios de
almacenamiento y con tratamiento de temperatura (A) constante y (B) alternante. Las barras de error
representan la DS.
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Figura 20. Porcentaje de germinacion acumulada de semillas de M. schiedeanum con diferentes afios de
almacenamiento y con tratamiento de temperatura (A) constante y (B) alternante. Las barras de error
representan la DS.

Tabla 3. Dias necesarios para iniciar la germinacion y los dias que tardan en alcanzar el maximo porcentaje
de semillas germinadas en tratamientos de temperatura constante (25 °C) y alternante (15/25 °C) en semillas
de 5 especies de Podostemaceae en luz blanca con intervalos de almacenamiento de 1-2 afios y de 6-7 afios.

No hay distincion entre la procedencia de las semillas. (-) no hubo muestras para analizar, (/) las semillas no

respondieron al tratamiento de luz.

Temperatura constante Temperatura alternante
Inicio Maximo porcentaje Inicio Maximo porcentaje
Tiempo de 1-2 6-7 1-2 6-7 1-2 6-7 1-2 6-7
almacenamiento
(afos)

T. trifaria 4 - 6-7 - 4 - 7 -
N. coulteriana 3-4 8 7-8 15 2-6 / 6-11 /
M. plumosa 4 - 8 - 4 - 7 -

M. schiedeanum 2-3 6 6-7 10 2 8 6 14
M. rubrum 2-3 - 6-7 - 2 - 7 -

e Capacidad germinativa en distintos tratamientos de luz y temperatura.

Para semillas con uno y dos afios de almacenamiento de T. trifaria se observo una
disminucion en el porcentaje de semillas germinadas en los tratamientos de luz
roja con temperatura constante (25 °C) y alternante (15/25 °C), los que varian
entre el 50 y 80%. Para semillas en tratamiento de luz blanca con temperatura

constante y alternante el porcentaje de geminacién fue >99% (Gréfica 1).

En el caso de N. coulteriana, las semillas con uno y dos afos de almacenamiento
tuvieron porcentajes 295% en los tratamientos de luz y temperatura; sin embargo

la muestra procedente de Las Juntas del Tuito con dos afios de almacenamiento
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disminuyd su porcentaje de germinacion en cualquier tratamiento de temperatura y
con luz roja. Por otra parte, para las semillas de la misma especie con seis afnos
de almacenamiento, en temperatura alternante la respuesta germinativa se pierde

con cualquier tipo de luz, teniendo porcentajes <50% (Gréafica 2).

Para M. plumosa, M. rubrum y M. schiedeanum con uno, dos y siete afios de
almacenamiento, los porcentajes de germinacion se mantuvieron en 295% en

ambos tratamientos de luz y temperatura (Graficas 3, 4 y 5).

LB TA
LR TA
LBTC
LRTC

100+ —

NN

50

% semillas

Gréfica 1. Porcentaje final de germinacion para semillas de T. trifaria con diferentes afios de almacenamiento
y expuestas a diferentes tratamientos de luz (LB= luz blanca LR= luz roja) y temperatura (TA= temperatura
alternante; TC= temperatura constante).
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Grafica 2. Porcentaje final de germinacion para semillas de N. coulteriana con diferentes afios de
almacenamiento y expuestas a diferentes tratamientos de luz (LB= luz blanca LR= luz roja) y temperatura
(TA= temperatura alternante; TC= temperatura constante). Las barras de error representan la DS.
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Grafica 3. Porcentaje final de germinacién para semillas de M. plumosa con diferentes afos de
almacenamiento y expuestas a diferentes tratamientos de luz (LB= luz blanca LR= luz roja) y temperatura
(TA= temperatura alternante; TC= temperatura constante).. Las barras de error representan DS.
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Grafica 4. Porcentaje final de germinacion para semillas de M. rubrum con diferentes afios de
almacenamiento y expuestas a diferentes tratamientos de luz (LB= luz blanca LR= luz roja) y temperatura
(TA= temperatura alternante; TC= temperatura constante). Las barras de error representan DS.

Gréfica 5. Porcentaje final de germinacion para semillas de M. schiedeanum con diferentes afios de
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almacenamiento y expuestas a diferentes tratamientos de luz (LB= luz blanca LR= luz roja) y temperatura

(TA= temperatura alternante; TC= temperatura constante). Las barras de error representan DS.
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CAPITULO 2 »

Capacidad germinativa de N. coulteriana y M. foeniculaceum en funcion del tiempo
de almacenamiento y procedencia al aplicar distintos tratamientos de luz y
temperatura.

INTRODUCCION

Se analiza el numero de semillas contenidas por fruto para especies de N.

coulteriana'y M. foeniculaceum.

De lo analizado en el Capitulo 1 se tomaron aquellas muestras que pudieran ser
sometidas a un analisis estadistico. Los resultados obtenidos de las semillas
germinadas de las recolectas de T. frifaria y M. plumosa fueron descartadas
debido a que éstas no contaban con semillas suficientes para ser analizadas
(n<30). En el caso de M. rubrum y M. schiedeanum, éstas fueron fusionadas como
M. foeniculaceum ya que presentan un comportamiento germinativo similar y a su
vez respaldandonos en los estudios filogenéticos realizados por Tippery et al.
(2011) dénde unifica a ambas especies. Se analizaron unicamente aquellas
recolectas que pudieran ser comparadas entre si para poder analizarlas
estadisticamente en cuanto a numero de semillas disponibles y procedencia en
comun. Los datos de N. coulteriana tomados del capitulo 1 no fueron modificados.
Se establecieron 3 grupos de acuerdo al tiempo de almacenamiento (jovenes,
intermedias y viejas), descartando a las semillas viejas de los analisis estadisticos,
por no presentar germinacion.

Por ultimo, se analiza el efecto que tuvo la procedencia de semillas jovenes en la
capacidad germinativa al aplicar distintas calidades de luz. El hecho de que
utilizaran unicamente semillas jovenes es para descartar el efecto que pudiera

tener el tiempo de almacenamiento en la capacidad germinativa.
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MATERIAL Y METODO

e Numero de semillas por fruto

Para estimar el numero de semillas producidas por fruto de cada especie se
contabilizé y registré el numero total de semillas obtenidas de sesenta frutos de
cada especie. La extraccion de semillas se realizé sobre un vidrio de reloj bajo el
microscopio estereoscédpico con ayuda de agujas de diseccién, pinzas de relojero
y un contador manual; de fondo se utilizé una hoja milimétrica para facilitar el

conteo.
e Germinacion
Al ser datos obtenidos de los resultados del capitulo uno, la metodologia es la

descrita en dicho Capitulo.

En este Capitulo se hizo una categorizacién con base en la capacidad germinativa
de las semillas con distintos tiempos de almacenamiento (Tabla 4), la que se

utilizé para referencia de la edad de las semillas.

Tabla 4. Categorias de edades formadas a partir de observaciones del comportamiento germinativo de las
distintas muestras analizadas del Capitulo uno.

Categorias Afios de almacenamiento
Jévenes 1a2
Intermedias 6a7
Viejas =9
e Analisis

El numero de semillas por fruto de M. foeniculaceum y N. coulteriana se analizé
con una t de Student. Se realizé una regresion de Cox para analizar el porcentaje

de germinacién diaria de las dos especies en funcidn del tiempo de
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almacenamiento y distintos tratamientos de luz. Para analizar el porcentaje final de
germinacion en funcion de la procedencia y distintos tratamientos de luz se realiz6
un modelo lineal generalizado. Para la elaboracion de las graficas de utilizé el
programa GraphPad PRISM Versién 6.01.

Para el analisis estadistico se utilizaron los programas XLSTAT Version 2014.2.07
y JMP Version 11.

RESULTADOS

e Numero de semillas por fruto

El numero de semillas por fruto difirid notablemente entre especies (t=875.703,
P=<0.0001), en M. foeniculaceum se producen mas semillas que en N.

coulteriana (Grafica 6).
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Grafica 6. Numero de semillas por fruto para M. foeniculaceum y N. coulteriana. La barra de error representa
la DS.

e Porcentaje de germinacion acumulada por intervalos de tiempo y
porcentaje final de germinacién para semillas jovenes e

intermedias de N. coulterianay M. foeniculaceum.

51



Las semillas jovenes de ambas especies inician su germinacion entre los dias dos
y tres, y alcanzan el maximo porcentaje de germinacién el dia cuatro
independientemente del tratamiento de temperatura (Figuras 21 Ay C); el maximo
porcentaje de germinacion que alcanzaron ambas especies fue 290%. Al aplicar
luz roja a semillas jovenes de M. foeniculaceum, éstas no tuvieron diferencias en
los porcentajes finales de germinacion, se mantuvieron 299% para ambos
tratamientos de temperatura; sin embargo para N. coulteriana el porcentaje en luz
roja disminuyo a aproximadamente 85% en ambos tratamientos de temperatura, el
efecto de los tratamientos luz roja en ésta especie, disminuye significativamente la
capacidad germinativa de las semillas (x? =15.1188, P=0.0001*), sin embargo, al
aplicar temperatura alternante, la capacidad germinativa es significativamente
distinto entre los distintos tratamientos de luz (x? =2.2603, P=0.1327) (Figuras. 21
ByD).

100+ mmm Constante

1B '
T === Alternante

-l Constante

A Alternante

% promedio de germinacion

T T
10 15 LB LR
nimero de dias

Figura 21. Porcentaje de germinacion acumulada y porcentaje de germinacion final para semillas jovenes de
N. coulteriana (A y B) y M. foeniculaceum (C y D), expuestas a diferentes tratamientos de temperatura y
calidad de luz: LB= luz blanca LR= luz roja. Las barras de error representan la DS.
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Las semillas de edad intermedia de ambas especies iniciaron la germinacion entre
los dias siete y nueve vy, por lo tanto, el tiempo en que llegan al maximo porcentaje
de germinacion se desplaza a comparacion de las semillas jévenes, reduciéndo la
velocidad significativamente en un 27% al hacer la comparacion con semillas
jovenes (x? =4.4196, P=0.0355*) (Figuras 22 A y C). En luz blanca, el maximo
porcentaje de germinacion para M. foeniculaceum fue 296% a diferencia de N.
coulteriana que en temperatura constante el maximo porcentaje de germinacion
fue 235%; y en temperatura alternante este valor se redujo a 0% para ésta
especie. Al aplicar luz roja M. foeniculaceum siguié presentando porcentajes de
germinacion final altos de 90-98%, sin embargo, de nuevo en N. coulteriana la luz
roja disminuyé la capacidad germinativa teniendo porcentajes de
aproximadamente 54% en temperatura constante y en temperatura alternante el
porcentaje se vuelve a reducir a 0%, por lo que el efecto de la temperatura
alternante reduce significativamente la capacidad germinativa de semillas
intermedias de N. coulteriana (x? =3.9411, P=0.0471*) (Figuras 22 B y D).
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Figura 22. Porcentaje de germinacion acumulada y porcentaje de germinacion final para semillas intermedias
de N. coulteriana (A'y B) y M. foeniculaceum (C y D), expuestas a diferentes tratamientos de temperatura y
calidad de luz: LB= luz blanca LR= luz roja. Las barras de error representan la DS.

Tabla 5. Modelo de regresion de COX que muestra el efecto de la especie, tratamiento de temperatura y
tiempo de almacenamiento en el porcentaje de germinacion acumulada de N. coulteriana'y M. foeniculaceum.
(*) Diferencias significativas.

Variable X2 P Razo6n de riesgo 95% inferior-superior
Especie 2.8407 0.0919 1.8366 0.8722-2.9021
Temperatura 0.2053 0.6504 2.2731 1.0794-3.5849
Tiempo de 4.4196 0.0355* 1.1432 0.5431-1.8063

almacenamiento

e Porcentaje de germinacion final en distintas poblaciones de
semillas jovenes de N. coulteriana'y M. foeniculaceum al aplicar

distintos tratamientos de luz.
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Encontramos que el tratamiento de Luz Roja disminuye la capacidad germinativa
de las semillas de la poblacion Las Juntas del Tuito de N. coulteriana, ya que
germinan 90% de semillas en luz blanca y 71% en luz roja. Para esta misma
especie la poblacion de Horcones mantiene porcentajes 295% en ambos
tratamientos de luz (Grafica 7). Esto nos indica que hay diferencias significativas
entre las distintas poblaciones entre las especies de N. coulteriana al aplicar
distintos tratamientos de luz (x?=11.6231, P=0.0007*).

M. foeniculaceum no presentd diferencias que pudieran adjudicarse a la
procedencia, manteniendo porcentajes 290% en ambos tratamientos de luz
(Gréfica 8).

No hay diferencias significativas en el efecto que tienen los tratamientos de
temperatura en la capacidad germinativa para ninguna especie ni poblacion
(x?=2.5327, P=0.1115), y tampoco en la interaccién que pueda tener con la calidad
de luz (x?=0.306, P=0.5801).
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Grafica 7. Porcentaje final de germinacién para semillas jovenes de N. coulteriana de distintas poblaciones,

expuestas a diferentes tratamientos de temperatura ((TA= temperatura alternante; TC= temperatura
constante). y calidad de luz (LB= luz blanca LR= luz roja). Las barras de error representan la DS.
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Gréfica 8. Porcentaje final de germinacion para semillas jovenes de M. foeniculaceum de distintas
poblaciones, expuestas a diferentes tratamientos de temperatura (TA= temperatura alternante; TC=

temperatura constante) y calidad de luz (LB= luz blanca LR= luz roja). Las barras de error representan la DS.
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CAPITULO 3

Germinacion in situ de N. coulteriana y M. foeniculaceum.

INTRODUCCION

Para conocer la capacidad germinativa de las semillas in situ de N. coulteriana y

M. foeniculaceum se llevd a cabo un experimento piloto dénde se sembraron
semillas sobre rocas a lo largo del rio en las localidades de: Las Juntas del Tuito,
Horcones y Boca de Tomatlan, Pto. Vallarta, Jal.

Se pretendia encontrar diferencias en la capacidad germinativa de las semillas de
acuerdo a su procedencia, como resultado de adaptaciones al medio ambiente, o
si habia diferencias en la capacidad germinativa de las semillas sembradas en
cada localidad de acuerdo a las caracteristicas ambientales de cada una de las
localidades. Ademas de la capacidad germinativa de las semillas, se hizo un
seguimiento del establecimiento de las plantas después de dos meses de la
siembra.

Este es el primer experimento de germinacion in situ para N. coulteriana y M.
foeniculaceum, arroja datos preliminares del comportamiento germinativo de las
semillas y nos da una idea de éxito de establecimiento que tienen en los rios

donde habitan.

MATERIAL Y METODO

e Germinacion y establecimiento

De las recolectas realizadas en la temporada 2013-2014, fueron seleccionados
aleatoriamente 10 frutos de N. coulteriana y 10 de M. foeniculaceum de las
poblaciones Las Juntas del Tuito, Horcones y Boca de Tomatlan, teniendo un total

de 6 muestras. De los 10 frutos de cada muestra fueron extraidas todas las
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semillas y se colocaron dentro de tubos eppendorf para ser transportadas al sitio

de estudio.

El 8 de Enero del 2015 se llevaron a cabo las siembras en los rios en las distintas
localidades antes mencionadas. En cada una se seleccionaron al azar tres rocas
en el rio en las que se marcaron 6 cuadros asignados para cada una de las
muestras. Ademas se hizo una segunda replica en cada localidad a 600 m del
primer punto de germinacion, se seleccionaron otras 3 rocas de manera aleatoria

para la siembra de semillas siguiendo el mismo procedimiento (Figura 23).

B Procedencia Localidad de siembra

A
4 M. coulteriana ™ %@
2l Ut

Horcones
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Tomatlan
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M. foeniculaceum
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Figura 23. (A) Cuadros marcados en cada una de las rocas dénde fueron sembradas las semillas. La
numeracion uno, dos y tres corresponde a cada una de las tres localidades (Las Juntas del Tuito, Horcones y
Boca de Tomatlan, respectivamente). (B) Procedencia de las semillas para las muestra de N. coulteriana 'y M.

foeniculaceum y las localidades donde fueron sembradas durante el experimento de germinacion in situ.

La roca seleccionada se humedecio lo suficiente para adherir las semillas, en cada
cuadro se colocaron aproximadamente 200 semillas y se dejé secar la roca al aire
libre durante dos minutos para lograr que las semillas se adhirieran fuertemente a
ella. Una vez seca la roca, se introdujo en el rio y se marco la ubicacioén para su

posterior revisién (Figura 24).
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Figura 24. Roca sumergida en el rio con los cuadros marcados y semillas sembradas en cada cuadro.

Las semillas se revisaron cada dos dias durante 10 dias para contar el numero de
semillas que permanecian en la roca y el numero de semillas germinadas. Para
revisar las semillas en los rios se utiliz6 un microscopio estereoscopico con
cabeza movil, el cual nos permiti6 adaptarlo a un tubo de PVC con el diametro
adecuado para la entrada del cabezal, y asi poder transportarlo dentro del rio;
ademas el tubo de PVC nos permitié apoyarnos en la arena y rocas del fondo del
rio para hacer las observacién y nos dio un rango mas amplio de observacién al
poder ajustar la distancia del microscopio a la roca (Figura 25). También se
requirio de una lampara para iluminar el area observada y un pincel para retirar los

sedimentos que pudieran juntarse sobre las semillas.

Figura 25. Adaptacion de microscopio estereoscopico con un tubo de PVC para poder observar las rocas
dentro del rio. (Tomada por: Margarita Collazo)
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Es importante mencionar que el color de la roca debe contrastar con el color de las
semillas, ya que por el tamafio de las semillas y la mala calidad de luz, resulta

dificil ver las semillas sobre las rocas.
Dos meses después de la siembra, el 18 de Marzo del 2015, regresamos a la zona

de siembra y buscamos las rocas dentro del rio para hacer un conteo de las

plantas que hubieran logrado establecerse.

RESULTADOS

El inicio de la germinacion para la mayoria de las semillas fue entre los dias cinco
y siete después de la siembra. Las semillas sembradas en el rio de la localidad
Boca de Tomatlan comenzaron a germinar al dia cinco, siendo las primeras en
germinar. Las semillas sembradas en las localidades Horcones y Las Juntas del
Tuito tardan en comenzar la germinacion entre cinco y siete dias; también se
observo que la velocidad de germinacion fue mas lenta en ambas localidades a

diferencia de Boca de Tomatlan (Figura 26).

60



A
100+ —a—a
—&— DBoca de Tomatlan
f / /
{ /

—M Horcones
—k— Las Juntas del Tuilo |
!
f
[ /

(5]
T

% promedio de germinacion

J¢ L L
!
f
/ /]
/ = m
! a /
| {’ 1
B | = {." J
! { /
i f K
i f / s @
{ ! {
i | /
! / !
—a 8 ——————————— 5 = 5 = % e+ = T :
E F
g uu 4 r
lf a
| ¥
I} ‘!‘.’
/ i
/!
_m—a/
- /

!
—n =88
4 =] g 10

Q 2
Dia
Figura 26. Semillas de (A) N. coulteriana y (B) M. foeniculaceum, procedentes de la localidad Las Juntas del

Tuito, (C) N. coulteriana y (D) M. foeniculaceum, procedentes de la localidad Horcones y (E) N. coulteriana 'y
(F) M. foeniculaceum, procedentes de la localidad Boca de Tomatlan.

La capacidad germinativa de las semillas hasta el dia diez fue mayor en la
localidad de Boca de Tomatlan que en las localidades Las Juntas del Tuito y
Horcones. En el caso de N. coulteriana se reportaron los menores porcentajes de
germinacion y también fueron aquellas que se perdieron en mayor numero y con
mayor facilidad, a diferencia de las semillas de M. foeniculaceum (Figura 27).
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Figura 27. Capacidad germinativa de N. coulteriana y M. foeniculaceum procedentes de distintas localidades,
(A) semillas germinadas en Las Juntas del Tuito, (B) semillas germinadas en Horcones y (C) semillas
germinadas en Boca de Tomatlan.

Se observd una gran pérdida de semillas en todas las localidades. En Boca de
Tomatlan llegé a ser >85% y en las localidades de Las Juntas del Tuito y

Horcones fue entre el 60 y 90% (datos no mostrados).

Dos meses después (18 de Marzo del 2015) unicamente se encontraron 4 plantas
de todas las semillas que fueron sembradas en Enero; sin embargo observamos
que el tamafo que alcanzan en dos meses es mucho mayor (2.5 cm) que el que

alcanzan en laboratorio al mes y medio (2mm) (Figura 28).
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Figura 28. Plantulas de M. foeniculaceum (A) germinada in situ con dos meses de edad y (B) germinada ex
situ con mes y medio de edad.
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DISCUSION GENERAL

e NuUmero de semillas

El nimero de semillas por fruto es una caracteristica que varia entre especies. En
M. foeniculaceum la produccion de semillas es mucho mayor que las que se
producen en N. coulteriana. Sin embargo, se ha visto que la cantidad de semillas
que se va a producir en frutos de la misma especie cambia afio con afio (Tabla 6)
para las diferentes especies (Philbrick y Novelo, 1995, 1997, Reyes-Ortega 2009 y
Luna, 2010).

Estudios realizados por Luna (2010) han demostrado que la produccion de las
semillas con relacion al numero de O&vulos presentes en M. rubrum y M.
schiedeanum es sumamente bajo (<50%), al igual que los resultados obtenidos
por Philbrick (1984) para Podostemum ceratophyllum, sin embargo el numero de
semillas que pueden contener los frutos es muy alto. Los estudios de Philbrick y
Luna fueron comparados y no presentan similitudes en los porcentajes de semillas
producidas y el numero de 6vulos presentes, lo que sugiere que el numero de
semillas depende de la disponibilidad de recursos de la planta madre de acuerdo a
las condiciones ambientales en cada temporada de produccion y en los distintos
afnos segun lo reportado por los autores (Philbrick y Novelo, 1997; Reyes-Ortega
2009; Luna, 2010).

Tabla 6. Diferentes estudios que evaluan el nimero de semillas producidas en distintos afios. *M. rubrum y M.
schiedeanum se manejan como especies distintas en estos estudios.

Especie Afo Nimero de Nimero de Referencia
ovulos por fruto | semillas por fruto

M. rubrum 2005 - 936 + 217.6 Reyes-Ortega,
2010
2007-2008 920.6 £ 2000.045 | 313.38 £ 287.54 Luna, 2010
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996 + 25 671+ 29 Philbrick y Novelo,

1997
M. schiedeanum 2005 - 682 + 175.01 Reyes-Ortega,
2010
2007-2008 600.1 + 135.213 242 + 228.54 Luna, 2010
1997 608 £ 43 361+ 95 Philbrick y Novelo,
1997
N. coulteriana 1997 64 + 30 30+ 35 Philbrick y Novelo,
1997

La gran cantidad de semillas producidas por especies de Podostemaceae refleja la
importancia que éstas tienen para su reproduccién y el mantenimiento de
poblaciones (Philbrick y Novelo, 1995). Como hemos visto en este trabajo, las
capacidad germinativa de las semillas es >95%, sin embargo la gran cantidad de
semillas producidas puede ser un método de compensacion a la gran cantidad de
semillas perdidas en los rios y el bajo porcentaje de reclutamiento que se mostrd
en los experimentos de germinacion in situ (3 plantulas de 21,600 semillas

sembradas), asegurando asi el mantenimiento de la poblacion.

Observaciones hechas en campo en la localidad de Boca de Tomatlan sugieren
que hay una gran pérdida de semillas y plantulas ocasionado por las fuertes
corrientes y posiblemente por depredacion, ya que se observo una gran cantidad
de invertebrados viviendo sobre las rocas (Figura 29); sin embargo seria
pertinente llevar a cabo un estudio de depredacion en futuras investigaciones para

poder afirmar lo antes dicho.
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Figura 29. En la localidad de Boca de Tomatlan se observé una gran poblaciéon de moluscos sobre las rocas.

Para la mayoria de las semillas sembradas en este experimento, la corriente
resulté ser demasiado fuerte y ocasioné que se perdieran grandes cantidades de
semillas, por lo que se propone aumentar el tiempo de secado del mucilago para
que la semilla se adhiera con fuerza a la roca, y si aun asi sigue habiendo altos
porcentajes de pérdida de semillas, entonces el mucilago no es suficiente para
asegurar que la semilla quede adherida a la roca.

Se observdé que al momento en que emerge la radicula y se alargan los
cotiledones, la plantula tiene que fijarse rapidamente con sus pelos radiculares a la
roca, antes de que sea arrastrada por la corriente, ya que la testa no es lo
suficientemente fuerte para retener a la plantula durante mucho tiempo (Figura 30)
(Philbrick, 1984).

Figura 30. La testa permanece adherida a la roca a través del mucilago mientras la plantula crece. Una vez
que los cotiledones se alargan, éstos se doblan para que las raices adventicias entren en contacto con la roca
para poderse fijar (Tomado de Philbrick, 1984).
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e Caracteristicas generales de la capacidad germinativa de

Podostemaceae.

Son semillas fotoblasticas positivas. En cuanto a los porcentajes de germinacién
en condiciones ex situ, éstos siempre son muy altos y el tiempo que tardan en
comenzar a germinar es relativamente corto, por lo que no presentan ningun tipo
de latencia (Philbrick y Novelo, 1994 Reyes-Ortega, 2010; Luna 2010; Castillo,
2013).

Anteriormente, algunos autores habian propuesto que la germinacion realizada en
condiciones controladas podia reflejar el comportamiento germinativo en los rios
(Philbrick y Novelo, 1994 Reyes-Ortega, 2010; Luna, 2010; Castillo, 2007); sin
embargo, al realizar las germinaciones in situ con semillas jovenes, vemos que el
tiempo que tarda en comenzar la germinacion puede tener un retraso de cinco a
ocho dias y el tiempo en que termina la germinacion es incierto (>10 dias), a
diferencia de condiciones controladas donde estas mismas semillas comienzan a
germinar entre los dia dos y cuatro, alcanzando un maximo porcentaje de
germinacion entre los dias seis y ocho. Seguramente el retraso en la germinacién
que presenta en condiciones in situ se debe a que las semillas deben ser
expuestas durante mas tiempo a cierta calidad de luz y temperatura, mismas que
no son una condicién constante en los rios, seria importante recabar mediciones
de calidad de luz y temperatura en los rios para hacer una comparacién mas

precisa.

e Efecto de latemperatura en la germinacion.

Para muchas de las plantas acuaticas la temperatura optima para la germinacion
es de 22.4 + 0.3°C y tienen mayores porcentajes de germinacion en temperaturas
constantes (Pons y Schroder, 1986). En el caso de las Podostemaceae, la
germinacion de las semillas en el medio ambiente se lleva a cabo en los meses de

Junio a Julio en la primavera tardia y verano temprano (en las localidades de
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estudio) donde la temperatura oscila entre los 25-30°C (Reyes-Ortega, 2010).
Estas temperaturas resultan ser las éptimas para la germinacién, reafirmando lo
propuesto por Reyes-Ortega (2010) de que la temperatura ideal para obtener el
maximo porcentaje de semillas germinadas y una mayor velocidad de germinacion
es en temperaturas constantes de 20 y 30°C, mientras que en temperaturas

menores a 15 °C disminuye significativamente el porcentaje de germinacion.

En este trabajo se observd que en semillas jovenes, al aplicar temperatura
constante (25 °C), el inicio de la germinacion ocurre antes de los cuatro dias y se
alcanzan altos porcentajes de germinacion para todas las especies. Para semillas
intermedias, al aplicar el mismo tratamiento de temperatura, el inicio de la
germinacion se retrasa hasta cuatro dias para N. coulteriana y M. foeniculaceum,
lo que podria sugerir que el envejecimiento de la semilla conlleva un retraso o
disminucion en la respuesta germinativa para las semillas intermedias, ya que
requieren de mas tiempo para reparar estructuras y restaurar el metabolismo del

embridn para que la germinacion culmine.

En tratamientos de temperatura alternante (15/25 °C) en semillas jovenes no
difiere mucho el tiempo de inicio de germinacion con el tratamiento de temperatura
constante, y de igual manera se alcanzaron altos porcentajes para todas las
especies. Sin embargo, al aplicar el tratamiento de temperatura alternante a
semillas intermedias de M. foeniculaceum hubo una disminucion en la respuesta
germinativa de ambas especies; y para N. coulteriana, no hay germinacion en
temperaturas alternantes, a diferencia del tratamiento de temperatura constante
donde el porcentaje fue <50%. Por lo que podemos decir que las semillas de N.
coulteriana son mas susceptibles al envejecimiento que las de M. foeniculaceum'y
que las temperaturas alternantes pueden llegar a influir en la respuesta

germinativa de las semillas.

En el caso de T. frifaria y M. plumosa al parecer no hay ningun efecto de los

tratamientos de temperatura sobre la respuesta germinativa de las semillas
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jovenes, ya que éstas especies presentan una respuesta germinativa similar al de
las especies antes mencionadas en cuanto al inicio de la germinacién, el tiempo
que alcanzan el maximo porcentaje de germinacion y el porcentaje final de
semillas germinadas. Estos datos deben tomarse con precaucion ya que no se

pudieron analizar muestras representativas para estas dos especies.

En el experimento de temperatura alternante se contemplan los cambios de
temperatura en el dia y la noche, lo que nos proporciona un intervalo parecido al
que estan en su medio natural. Existe un intervalo de temperatura llamado
“ventana térmica” que comprende las temperaturas maximas, minimas y optimas y
letales para la germinacion (Taiz y Zeiger, 2010; Orozco-Segovia y Sanchez
Coronado, 2013). La disminucion en la velocidad de germinacion y capacidad
germinativa de semillas intermedias al aplicar temperatura alternante puede
deberse a que el envejecimiento ocasiona que la ventana térmica varié sus limites
entre semillas jovenes y con algunos afnos de almacenamiento. En el caso
especifico de N. coulteriana con 6 y 7 afios de almacenamiento, las temperaturas
menores a 25°C se vuelven inhibitorias para la germinacién y es por ello que no

hay respuesta germinativa para las semillas de esa edad.

e Efecto delaluz en lagerminacion

El hecho de que no haya germinacion en los tratamientos de luz RL y O indica que
las semillas son fotoblasticas positivas, dato que ha sido corroborado en
investigaciones previas (Philbrick y Novelo, 1994; Castillo, 2007; Reyes-Ortega,
2010).

Se demostré que la LB promueve la germinacion de T. trifaria, N. coulteriana, M.
plumosa y M. foeniculaceum. La LR disminuye la respuesta germinativa en las
semillas de N. coulteriana en el porcentaje de germinacion de semillas jovenes en
temperatura alternante a 85% y en semillas intermedias a 54% y 0% para
temperatura constante y alternante respectivamente; en T. frifaria también hay una

disminucidn en el porcentaje de germinacion de semillas jovenes (50-60%) al
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aplicar LR; para M. plumosa y M. foeniculaceum no hay diferencias en el
porcentaje de germinacion al aplicar LR.

La disminucion en la capacidad germinativa en los distintos tratamientos de
temperatura y al aplicar LR (289%) en semillas de N. coulteriana ya se habia
reportado por Castillo (2007) en semillas con 6 meses de almacenamiento, y
propone que las semillas mas jovenes responden mejor a la longitud de onda roja
y que conforme van envejeciendo ajustan sus requerimientos a longitudes de onda
blanca, a diferencia de las semillas con tratamientos de LB que tienen 293% de
semillas germinadas. Evidentemente los tratamientos de LR disminuyen la
respuesta germinativa de las semillas de N. coulteriana sin importar su edad. Por
lo que podemos decir que la calidad de luz es un factor determinante para la
germinacion de N. coulteriana a diferencia de M. foeniculaceum que responde de

manera positiva en LB y LR.

Podria ser que la LR, por su bajo flujo foténico retrase la velocidad de germinacién
y que en realidad se necesiten de mas dias de estar expuestas a LR para alcanzar
el maximo porcentaje de germinacion. Seria prudente llevar a cabo una
germinacion dénde las semillas colocadas dentro de la caja de acrilico para crear
la LR sean revisadas al menos una semana después para ver si la capacidad
germinativa aumenta con el tiempo o si realmente la LR disminuye la capacidad

germinativa.

e Efecto del tiempo de almacenamiento.

Las semillas de N. coulteriana, M. plumosa y M. foeniculaceum con 29 anos
almacenadas pierden completamente la viabilidad independientemente de los
tratamientos de luz y temperatura que se apliquen.

Sin embargo, el efecto del tiempo de almacenamiento redujo la capacidad
germinativa para semillas de N. coulteriana 'y M. rubrum con seis y siete afios de

almacenamiento.
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Para M. foeniculaceum el tiempo de almacenamiento parece que solo influye en el
inicio de la germinacién y el tiempo que tarda en alcanzar el maximo porcentaje de
germinacion, independientemente de su procedencia; sin embargo siempre
alcanza un porcentaje final 290%. Este comportamiento resulta extraordinario ya
que Reyes-Ortega (2010) reporté que para semillas con tres anos de
almacenamiento de M. rubrum y M. schiedeanum el porcentaje final disminuy6 a
87% y 2% respectivamente.

Para N. coulteriana el almacenamiento disminuyd la capacidad germinativa en
mayor proporcion que en M. foeniculaceum ya que los porcentajes son <54% e
incluso se pierde la respuesta germinativa. La caida en la germinacion mientras va
pasando el tiempo ya habia sido reportada por Castillo (2007) en semillas con seis

meses de almacenamiento en N. coulteriana.

En cuanto a la clasificacion de las semillas en recalcitrantes, ortodoxas o
intermedias, se ha reportado una naturaleza ortodoxa para las semillas de T.
trifaria, M. plumosa, y M. foeniculaceum por el tiempo que permanecen viables
(Philbrick y Novelo 1994; Reyes, 2010) y recalcitrante para N. coulteriana por el

rapido deterioro de las semillas (Castillo, 2013).

En este estudio proponemos que todas las semillas estudiadas son ortodoxas,
pero que ésta caracteristica va mas alla de las propiedades de almacenamiento o
persistencia en el medio que ésta les pueda dar. Creemos que la baja actividad
metabdlica (caracteristica de las ortodoxas), la ausencia de latencia y el mucilago
que se forma en la semilla al entrar en contacto con el agua, son caracteristicas
que en conjunto hablan de la dinamica que tienen las semillas en su medio
ambiente.

Como se ha descrito, el mucilago tiene la propiedad de promover la imbibicién de
las semillas por su capacidad de retencion de agua (Reyes-Ortega, 2010;
Western, 2011); y en el caso de Podostemaceae es una estructura vital para que
las semillas se adhieran a las rocas (Philbrick, 1984; Philbrick y Novelo, 1995). La

latencia, por otra parte, es un estado de reposo profundo que a pesar de recibir las
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condiciones ambientales adecuadas para germinar, la semilla no germinara por
diversas causas (Bewley, 1997; Taiz y Zeiger, 2010; Baskin y Baskin 2004).

Con lo anterior, podemos proponer que debido a que las semillas de
Podostemaceae no presentan latencia, es necesario un mecanismo para que la
hidratacion del mucilago no promueva la germinacion y provoque que la semilla
germine en condiciones desfavorables. Por ello, para que el mucilago fije la
semilla a la roca sin promover la germinacién, es necesario que la actividad
metabdlica de la semilla sea muy baja lo cual implicara que la semilla necesite
estar durante mas tiempo en contacto con las condiciones Optimas para poder

germinar.

Otra caracteristica que nos permite clasificar a las semillas de Podostemaceae
como ortodoxas, es la capacidad de ser almacenadas en muy bajas temperaturas
sin causar dafo celular (Berjark y Pammenter, 2014; Philbrick, 1984) ya que se
ha visto que pueden permanecer almacenadas a temperaturas de -12°C sin perder
la viabilidad al menos durante 2 meses (Philbrick, 1984). Ademas se llevé a cabo
un experimento piloto dénde se colocaron las semillas durante 24 y 48 hrs a -10°C
y después se pusieron a germinar, que aunque es poco tiempo, se observo que
los porcentajes de germinacion fueron guales a los de las semillas sin almacenar
en temperaturas bajas; sin embargo seria recomendable comenzar con protocolos
de almacenamiento de las semillas aqui estudiadas en bajas temperaturas durante
periodos considerablemente largos (>10 anos) para descartar el dafno celular por

frio.

e Capacidad germinativa.

Con el presente trabajo e investigaciones previas (Philbrick y Novelo, 1994;
Castillo, 2007; Reyes-Ortega 2010; Luna, 2010), se ha demostrado que M.
foeniculaceum es una especie en la cual la calidad de LB y LR, los tratamientos de
temperatura (constante y alternante) y el tiempo de almacenamiento (no mayor a 7

anos), son factores que no disminuyen la capacidad germinativa de las semillas.
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De lo contrario, para N. coulteriana hay una alta sensibilidad a los factores de LR,
temperatura alternante y tiempo de almacenamiento, ya que disminuye
considerablemente sus porcentajes de germinacién en cada uno de ellos. En el
caso de T. trifaria, parece que la LR también disminuye la capacidad germinativa,
sin embargo se deben realizar experimentos con muestras representativas para

confirmar éstos resultados.

e Capacidad germinativa para distintas poblaciones de N. coulteriana N.

coulterianay M. foeniculaceum (experimento ex situ).

No se observaron diferencias en la capacidad germinativa de distintas poblaciones
de M. foeniculaceum. Sin embargo para N. coulteriana, en la poblacion de la Las
Juntas del Tuito se tuvo una diminucién en la capacidad germinativa al aplicar LR.

No se sabe exactamente cuales puedan ser las causas de este comportamiento
en la poblacion de Las Juntas del Tuito, sin embargo podria deberse a la
exposicion de la planta madre a la sombra ocasionada por el dosel que cubre el

rio en esa localidad, y que ésta tenga un efecto en la respuesta del fitocromo.

e Germinacion in situ

La naturaleza del experimento de germinacion in situ no nos permitid obtener
datos que fueran representativos para llevar a cabo un analisis estadistico. Sin
embargo a partir de éste, ahora contamos con mayor conocimiento de todas las
variables que se puedan presentar y asi en un futuro, poder disefiar un protocolo
que nos permita llevar acabo el analisis de la capacidad germinativa e incluso
comenzar a estudiar interacciones ecoldgicas que las semillas puedan tener en los
rios, por lo que consideramos que este primer experimento es muy valioso para

futuras investigaciones de las Podostemaceas en su medio ambiente.

A pesar de la gran pérdida de semillas en los rios, consideramos que la capacidad
germinativa de las semillas in situ sigue siendo alta; unicamente el tiempo que

tarda en iniciar y terminar la respuesta germinativa se aplaza considerablemente a
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comparacion de los experimentos de germinacion ex situ, este efecto puede
deberse a las condiciones cambiantes que se presentan en el rio. Los bajos
porcentajes de germinacion en la localidad Las Juntas del Tuito puede deberse a
la calidad de luz que llega a las plantas debido a que en esa localidad hay
vegetacion arborea muy cercana a las orillas del rio que forma un dosel que

impide pasar la luz (Figuras 31 y 32).

L

Las Juntas 9

4
!

Figura 31. Vista aérea del Arroyo de Rincon, localidad Las Juntas del Tuito. La vegetacion riparia que se
observa crea un dosel sobre el rio y disminuye la calidad de luz que llega a las plantas que estan por debajo.
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Figura 32. Vista a nivel de suelo del Arroyo de Rincon, localidad Las Juntas del Tuito. La vegetacion riparia
que se observa crea un dosel sobre el rio y disminuye la calidad de luz que llega a las plantas que estan
debajo (Tomada por Ricardo Wong).

Al momento en que la luz pasa por las hojas de los arboles tendra una reduccién
en su intensidad, ademas de cambios en su calidad teniendo una mayor longitud
de onda que se distribuye en los rangos azul-violeta, influyendo en la recepcién
del fitocromo (Figura 33) (Shirley, 1929). Si la luz al pasar por las hojas de los
arboles pierde las caracteristicas que las semillas requieren para germinar, éstas
tendran una menor respuesta al estimulo luminoso (calidad y cantidad) e incluso

no les permite a las plantulas tener un desarrollo éptimo (Vazquez-Yanes et al.,
1990; Bewley y Black, 1994).
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Figura 33. Distribucion del espectro foténico en u

n rango de longitud de onda entre 400-800 nm. (A) luz de

dia, (B) luz bajo la sombra de un dosel (Tomado de Neff et al., 2000).

la distribucion o en la presencia de las

Figura 34. Vista aérea del Rio Horcones, localidad B‘oc de Tomatlan, la vegetacion ripiara no forma un dosel

Con excepcion de la localidad de Las Juntas del Tuito, no se ha observado la
formacion de un dosel cerca del rio en ninguna de las localidades (Figuras 34 y
35); la mayoria de los rios estan rodeados por parcelas de siembra o casas de los

pobladores. Se propone que ésta caracteristica tiene un gran efecto ecolégico en

plantas en el sitio.

sobre el rio, dejando el cauce expuesto a la luz solar.
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Figura 35. Vista a nivel del suelo del Rio Horcones, localidad Boca de Tomatlan, la vegetacion riparia no
forma un dosel sobre el rio, dejando el cauce expuesto a la luz solar
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CONCLUSIONES

e El numero total de semillas por fruto es mayor en M. foeniculaceum que en
N. coulteriana.

e Las semillas de T. trifaria, N. coulteriana, M. plumosa y M. foeniculaceum
no presentan latencia.

e Las semillas de N. coulteriana y M. foeniculaceum tienen mejor respuesta
germinativa en temperatura constante de 25°C. Los tratamientos de
temperatura alternante (15-25°C) disminuyen la capacidad germinativa en
semillas con mas de seis afios de almacenamiento.

e Las semillas de T. trifaria, N. coulteriana, M. plumosa y M. foeniculaceum
son fotoblasticas positivas, sin embargo, los tratamientos de luz roja
disminuyen la germinacion en N. coulteriana y T. trifaria.

e Las semillas de N. coulteriana y M. foeniculaceum son ortodoxas Yy
permanecen viables hasta por siete afios. Semillas de =9 afos de
almacenamiento pierden la viabilidad. El tiempo de almacenamiento
disminuye la respuesta germinativa en N. coulteriana a diferencia de M.
foeniculaceum.

e Las semillas de N. coulteriana de la poblacion Las Juntas del Tuito,
disminuye la respuesta germinativa al estar bajo condiciones de luz roja.

e Hay una gran pérdida de semillas en el medio ambiente, es por ello que la
capacidad germinativa de las semillas es muy alta.

e En general se observé que la procedencia de las semillas no es un factor

que afecte su capacidad germinativa.

78



RECOMENDACIONES

e En este trabajo unicamente se estudid la capacidad germinativa de las

semillas y vimos que las de 7 afios de almacenamiento siguen germinando;
sin embargo es necesario evaluar el vigor de las plantulas ya que, de
acuerdo a observaciones realizadas, es posible que a pesar de que las
semillas germinen el desarrollo y establecimiento de las plantulas no sea

Optimo y mueran al poco tiempo de haber germinado (Figuras 36 Ay B)

r k|
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Figura 36. Plantulas de Marathrum foeniculaceum dos semanas después de haber germinado. Se observan
las raices adventicias y los cotiledones fotosintéticos (A). Se observa clorosis en todo el embrion (B).

Para evaluar el efecto que tiene la procedencia en la germinacion de
semillas de Podostemaceae, seria interesante ver cémo varia el

comportamiento germinativo entre especies americanas.

El que los experimentos de germinacion in situ se hayan realizado sobre
rocas que posteriormente fueron sumergidas en el rio determina que la
temperatura a la que estuvieron expuestas sera igual a la temperatura del
rio y sus respectivos cambios a lo largo del dia y la noche, a diferencia de lo
que ocurre en condiciones controladas (por ejemplo, temperatura constante
o alternante). En condiciones naturales es posible que las semillas

comiencen a germinar sobre las rocas cuando aun no estan completamente
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sumergidas y reciban el estimulo de hidratacion por salpicaduras del agua
de rio o de la lluvia que posteriormente elevara el nivel del rio, y en esa
condicion la temperatura en rocas no sumergidas sera mayor a las
sumergidas, lo que podria provocar que los resultados realizados in situ no
reflejen lo que naturalmente ocurre ya que las rocas estaban hundidas. Este
seria un punto interesante para contemplar en futuros estudios y asi
conocer como son realmente las condiciones bajo las cuales germinan las

semillas en los rios.

Es necesario hacer estudios de germinacién in situ para entender la

dinamica de las semillas en los rios.
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Anexo 1. Colectores de los frutos de Podostemaceae de los cuales se extrajeron las semillas para llevar a
cabo el estudio.

Colectores de frutos de Podostemaceae

Dra. Guadalupe Judith Marquez Guzmén
Dra. Margarita Collazo Ortega
Dra. Karina Jiménez Duran
Mtra. Ménica Karina Pérez Pacheco

Mtro. Alfredo Pastor Vazquez
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