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Martinez Méndez Pamela Berenice Germinacidn ex situ de Beiselia mexicana

RESUMEN

La semilla es la unidad estructural de reproduccion, propagacion y diseminacion de
las gimnospermas y angiospermas, su germinacion depende de la combinacion
entre factores internos y externos. Para ciertas especies de plantas, existe muy poca
informacion sobre los requerimientos basicos para la germinacion, tal es el caso
Beiselia mexicana (Burseraceae), una especie arbustiva o arborea resinosa,
microendémica del bosque tropical caducifolio de Aquila, Michoacan; denominada
como el taxon basal de la familia Burseraceae y uno de los linajes de angiospermas
endémicos de México. Recientemente fue incluida en la NOM-059-SEMARNAT
como especie en peligro de extincidon debido a su limitada distribucién y el bajo
numero de individuos. La conservacién de esta especie requiere la generacion de
informacion que ayude a la propagacion ex situ. El objetivo principal de esta tesis
fue determinar los requerimientos basicos de germinacién de Beiselia mexicana en
condiciones controladas considerando la Vviabilidad en dos tiempos de
almacenamiento (12 y 18 meses). Se cuantificaron los porcentajes de germinacién
considerando la siguiente serie de factores: desinfeccion de las diasporas,
temperatura constante (25°C) y alternante (24-31°C), pretratamiento germinativo
(quimico y con choque térmico), dos periodos de imbibicion y calidad de luz. La
respuesta germinativa en ambos periodos de almacenamiento fue muy similar; la
desinfeccion y los periodos de imbibicidn no presentaron efectos significativos en
los porcentajes de germinacion; el pretratamiento germinativo quimico dafo los
embriones y el pretratamiento con choque térmico tuvo un ligero efecto positivo en
la velocidad de germinacion mas no en el porcentaje de germinacion; las diasporas
son fotoblasticas indiferentes, pero el porcentaje de germinacion es mayor en luz
blanca; la temperatura alternante, favorecié también la germinacion. El 64% de las
diasporas analizadas, de acuerdo a las caracteristicas del embridn, era inviable;
encontrando pirenos vanos (sin embrion), como un indicio de partenocarpia, y
pirenos con embriones abortados. La imbibicién previa, luz blanca y la temperatura
alternante cercana a 30°C son las condiciones mas favorables para la germinacién
de Beiselia mexicana. Este es el primer trabajo que analiza la respuesta germinativa
de Beiselia mexicana en condiciones de laboratorio para su propagacion ex situ.
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INTRODUCCION

SEMILLA Y FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA GERMINACION

En la reproduccién sexual de las angiospermas, la fertilizacién de los 6vulos ocurre
a través del proceso de la doble fecundacién, lo cual conlleva a la formacion de una
semilla. La doble fecundacién es una caracteristica sinapomorfica de este grupo,
este evento comienza cuando son depositados los nucleos espermaticos en el saco
embrionario, estos migran hacia el nucleo de la ovocélula y a los nucleos polares de
la célula central, culminando con la fusién de los nucleos. La fusion de un nucleo
espermatico con el nucleo de la ovocélula (singamia) forma un cigoto diploide que
se desarrollara en un embrion, y la fusién del otro nucleo espermatico con los
nucleos polares de la célula central (triple fusion) genera un endospermo encargado
de nutrir al embrién durante el desarrollo (McCauley et al. 2013; Marquez, 2013)

Con la semilla, comienza la independencia de la siguiente generacion de la planta.
Cada semilla posee caracteristicas estructurales, anatémicas y metabdlicas que le
permiten enfrentar las condiciones ambientales, permitiendo la multiplicacion,
dispersion y persistencia de la especie, en el tiempo y el espacio. Una semilla lista
para dispersarse esta generalmente constituida por un embrion, un tejido de reserva

(endospermo) y una cubierta seminal protectora (Bewley, 1997; Marquez, 2013).

Germinacién

La germinacion conlleva una serie de procesos metabdlicos y morfogenéticos cuyo
resultado final es la emergencia de la plantula. Esta comprende tres etapas que se
superponen parcialmente (Fig. 1; Garcia et al., 2006).

La primera etapa es conocida como imbibicién, comienza con la entrada de agua a
la semilla seca. La tasa inicial de toma de agua por la semilla esta determinada por
la permeabilidad de sus cubiertas, el area de contacto entre la semilla y el sustrato,
las caracteristicas de los tejidos de la semilla y la conductividad hidraulica del suelo.
En esta etapa se inicia la reparacién del material genético, las mitocondrias y

cualquier otro sistema de membranas, asi como los dafios ocurridos durante la
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etapa de deshidratacidon, que marca el final del desarrollo de la semilla. Ademas se
reinicia la sintesis de proteinas (Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2013).

En la segunda etapa conocida como fase estacionaria, la semilla reduce la toma de
agua. En esta fase, se producen los procesos bioquimicos iniciados en la primera
fase y se inician nuevos procesos, como la sintesis de ADN y ARN, renovacion del
sistema mitocondrial, movilizacion de sustancias de reserva y la elongacion de las
células de la radicula. La actividad de las moléculas promotoras de la germinacion
(giberelinas) incrementa la sintesis de enzimas hidroliticas, como a-amilasa y la
ribonucleasa, asi como B-amilasa, que permite la utilizacion de las sustancias de
reserva, proporcionando energia al embridn. Las ribonucleasas tienen el papel de
hidrolizar los acidos nucleicos que son utilizados para sintetizar nuevo ARN
necesario en la ultima etapa de la germinacion y en el posterior desarrollo de la
plantula (Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2013).

El resultado de la acumulacion y generacién de solutos en las células embrionarias
produce un decremento de potencial hidrico del embridn, por lo que se favorece la
entrada de agua en la siguiente etapa (Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado,
2013).

Por otro lado, las enzimas proteoliticas y las celulasas degradan las paredes
celulares, permitiendo que la radicula rompa la o las cubiertas de la semilla (Orozco-
Segovia y Sanchez-Coronado, 2013).

La tercera etapa conocida como elongacion y crecimiento del eje embrionario, se
presenta solo si el contenido de agua de la semilla excede un nivel critico
determinado, en caso de que los potenciales hidricos externos son mas bajos que
los requeridos, la semilla se mantendra en la etapa Il. Una vez alcanzado el nivel
idoneo de hidratacion, hay un repunte en la entrada de agua, asociado con la
expansion y crecimiento del embrion, y la protrusion de la radicula a través de la o
las cubiertas de la semilla, lo que indica que la germinacion ha finalizado (Orozco-
Segovia y Sanchez-Coronado, 2013).

Las interacciones entre factores propios de la semilla (internos), y los factores
ambientales (externos), promueven directamente el éxito en la germinacion. Los

factores internos como la latencia y la viabilidad estan determinados genéticamente,
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aunque pueden ser modificados por factores externos como la temperatura, la

humedad y la luz, entre otros (Serna, 2012).

Germinacion i Pasgerminacion
Entrada pasiva Equilibrio entre el W del sueln Elongacion y emargencia
delagua yel de la semilla i delaradicula
Fasel Fasell Fase (Il
Imbibicion Estacinnaria (lag) Elongacidn y crecimiento

Wovilizacion de las reseryas alma

Elongacién de las células radi

Reparacion de ADN

Sintesis de proteinas

/‘-'""f usande nueve mARNs

Entrada de agua

Reparacidn de mitotondrias’

Ensamblaje de mitacondrias,

Inicia la respiraciony la :ilicsis_du lag proteinas

Lixiviacianide selutos

| |

Hidratacion completa de las enzimas Tiempu Emergencia de la radicula

Figura 1. Respuesta bioquimica durante las etapas de imbibicién que conducen a la
germinacion (Tomado de Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2013).

Quiescencia y latencia

Las semillas a pesar de estar en estado de reposo, no permanecen totalmente
inactivas, son capaces de percibir el ambiente en el que se encuentran,
respondiendo a éste de distintas formas (Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado,
2013). Por ejempilo, si una semilla permanece sin germinar debido a la ausencia de
humedad, oxigenacién, condiciones adecuadas de luz o temperatura, se dice
entonces que esta en estado quiescente; el cual desaparecera cuando se presenten
las condiciones ambientales basicas (Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2013).
Si bien se presentan las condiciones necesarias para la germinacion, y las semillas

no lo hacen, se encuentran entonces en un bloqueo inherente que determina que
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permanezcan en un estado de reposo profundo conocido como latencia (Serna,
2007; Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2013). Su funcién es mantenerlas en
minima actividad, hasta que las condiciones ambientales sean adecuadas. Se ha
observado que el tiempo que dura la latencia es variable de especie a especie
(Garcia et al., 2006; Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2013).

Se han planteado diferentes tipos de latencia dependiendo de su origen; a) latencia
primaria innata o enddgena: se relaciona con caracteristicas del embrion que
previenen la germinacién, tales como inmadurez morfolégica ¢ fisiologica, b)
latencia morfofisiologica: la cual aparece desde el momento de la diseminacion de
las semillas, c) latencia fisica o exdgena es causada principalmente por estructuras
que componen a la semilla, como endospermo, paredes del fruto o cubierta
seminales, ya sea porque son impermeables al agua, contienen inhibidores o su
estructura es tan fuerte que impide el crecimiento (Orozco-Segovia y Sanchez-
Coronado, 2013; Baskin y Baskin, 2014) y d) latencia secundaria o inducida, en la
cual estan implicados cambios metabdlicos reversibles que no concluyen con la
remocién de condiciones ambientales adversas (Serna, 2007). Actualmente se sabe
que esta puede presentarse ciclicamente, como parte de ritmos enddgenos
seguidos tanto por semillas presentes en el suelo, como las almacenadas en

condiciones artificiales (Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2013).

Longevidad

Se define como el tiempo en el cual las semillas mantienen su viabilidad o capacidad
para germinar, este depende de la especie y las condiciones de almacenamiento
(Serna, 2007).

Agua

El inicio de la germinacion depende entre otros factores de la hidrataciéon de la
semilla, la condicion idonea para la germinacion de cualquier especie, es que el
agua esté disponible en el suelo a capacidad de campo, esto es, que el suelo ya no
pueda retener mas agua, para que asi ésta por accion de la gravedad, pueda
percolarse y acumularse en las capas mas profundas del suelo (Orozco-Segovia y



Martinez Méndez Pamela Berenice Germinacidn ex situ de Beiselia mexicana

Sanchez-Coronado, 2013). El nivel de hidratacion juega un rol muy importante en la
reactivacion metabdlica de la semilla; la mayoria requiere un periodo de imbibicion
(Baskin y Baskin, 2014)

Temperatura

La temperatura en un punto determinado depende en gran medida de la radiacién
solar, por lo tanto cualquier cuerpo puede absorber esta energia. Este parametro
determina la distribucidén de las plantas en los ecosistemas, por lo que su papel en
la germinacién es relevante (Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2013). En cada
especie ocurre la germinacion en un intervalo de temperatura determinado,
relacionado directamente con el habitat que ocupan y con el estado de madurez del
embrion, asi como sus requerimientos para los procesos metabdlicos, en particular
en los que intervienen enzimas con temperaturas de activacion especificas. A dicho
intervalo se le conoce como ventana térmica, dentro de este se reconoce la
temperatura maxima, minima y 6ptima para la germinacion (fig. 2) (Orozco-Segovia
y Sanchez-Coronado, 2013).

Las semillas que son dispersadas en otofio, en la mayoria de los casos, necesitan
temperaturas bajas para romper la latencia, por otro lado las semillas dispersadas

durante el verano necesitan altas temperaturas (Baskin y Baskin, 2014).
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Figura 2. Respuesta germinativa en el intervalo de temperatura (Tomado de Orozco-
Segovia y Sanchez-Coronado 2013).

Luz

Una porcion relativamente pequefa de la radiacion originada por el sol, alcanza a
llegar a la atmdsfera terrestre, incluso es mucho menor la que alcanza la superficie.
Se conoce que la calidad y distribucion espectral de la luz tiene un impacto
significativo en la crecimiento y desarrollo de las plantas (Hopkins y Hiner, 2008).
La radiacion electromagnética visible proveniente del sol, esta comprendida de los
400 a 800 nm de longitud de onda (1), y su composicion espectral contiene todos
los colores que podemos ver al descomponer un haz luminoso (Orozco-Segovia y
Sanchez-Coronado, 2013). Los cambios en la composicién espectral se deben a
que cualquier objeto que transmite, refleja y absorbe determinada longitud de onda.
La calidad espectral de la luz experimenta variaciones a lo largo del dia, el afo,
entre anos y de un sitio a otro, pero también presenta cambios relacionados con el

dosel y su continuidad (Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2013).
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La germinacion regulada por luz esta controlada por una familia de pigmentos
fotosensibles llamados fitocromos (F), en especial el fitocromo A y el fitocromo B
(Hopkins y Huner, 2008). Ambos fitocromos funcionan como receptores de las
ondas luminosas y las integran a una cadena de transduccién que concluye con la
activacion o inhibicidn del proceso de germinacion (Hopkins y Huner, 2008; Orozco-
Segovia y Sanchez-Coronado, 2013). En general los fitocromos tienen una forma
activa y una inactiva, a la primera se conoce como Fy, la cual absorbe la luz roja
lejana (730+£10 nm), y a la segunda es conocida como F;, que absorbe la luz roja
(660+10 nm). Una vez que F absorbe luz roja lejana se transforma en F; y viceversa

(Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2013).

Gases

En el ambiente, asi como en el suelo, se encuentran el oxigeno, didxido de carbono
y el monéxido de carbono, y cada uno de estos influye en el proceso de germinacion
(Scott, 2008). El oxigeno es requerido especialmente para que la semilla sea capaz
de salir de la quiescencia y en algunos casos promueve que ésta entre en un estado
de latencia inducida, ya que la restriccion de oxigeno al embridbn ocasiona una
reduccion de su tasa metabdlica, la cantidad de oxigeno requerido varia de especie

a especie (Baskin y Baskin, 2014).

Tratamientos pregerminativos

En semillas de arboles tropicales y subtropicales, la latencia predominantemente es
impuesta por la testa u otros componentes estructurales que provienen del fruto
(Smith et al. 2010). Particularmente en especies pertenecientes al género Bursera,
se sabe que el pseudoarilo (tejido producido por alguna capa del fruto y que ayuda
en el proceso de dispersidn), representa una barrera para la germinacioén, ya que
se ha observado que las semillas con pseudoarilo no germinan, a pesar de
encontrarse en condiciones adecuadas. En cambio las semillas que han pasado por
el tracto digestivo de las aves o que se les ha retirado el pseudoarilo, germinan,
sugiriendo que el pseudoarilo contiene inhibidores de la germinacién, como sucede
con la pulpa de otros frutos (Ramos-Ordorez, 2009).
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Por lo anterior, se ha desarrollado diversos pretratamientos con métodos y técnicas
que permiten vencer los problemas de latencia logrando una germinacion mas
rapida y uniforme, es decir, propagaciones exitosas (Sobrevilla-Solis et al., 2013).
Y el principal objetivo de estas técnicas es remover, ablandar, o modificar los
componentes de la semilla que impiden su germinacion (Smith et al., 2010; Baskin
y Baskin, 2014).
Los pretratamientos se clasifican en:
e Mecanico. Este consiste en raspar cada semilla con papel lija, o cortando el
extremo de cada semilla opuesta a la radicula.
e Con agua o choque térmico. Se sumerge la semilla en agua caliente, durante
un determinado tiempo, después se sumerge en agua fria.
e Calor seco. Se aplica calor seco de 60°C - 80°C durante 24 horas.
e Quimico. Se coloca la semilla en diferentes tipos de acido (clorhidrico o
sulfurico comunmente) por lo general de 15 - 30 minutos. Después se le debe

enjuagar varias veces (Smith et al., 2010).

Beiselia mexicana

El copal de piedra, también conocido como pacueca, tecomaca y alacrana (este
ultimo aplica solo para la inflorescencia), es un arbol o arbusto resinifero de 8-10 m
de alto, tronco de hasta 1 m de diametro, de corteza coriacea y coloracion rojiza a
marrén muy oscuro, armada lateralmente con protuberancias puntiagudas en la
base de los peciolos, estos ultimos son de 7 mm de largo aproximadamente, los
cuales persisten a la caida de las hojas (fig. 3; Forman et al., 1989). La corteza mas
vieja del arbol y/o arbusto se torna de color gris. Las hojas son estipuladas,
imparipinnadas y deciduas; la hoja terminal presenta un peciolo que es mas
extendido dorsoventralmente en la base, las hojas laterales son sésiles (no
presentan peciolos), y con margenes dentados. (Forman et al., 1989).

Son plantas dioicas, con inflorescencia axilar, pseudorracemosa. La especie
presenta flores masculinas cimosas compuestas de 1-3 fasciculos, y flores
femeninas solas, repartidas a lo largo de eje (fig. 4; Forman et al., 1989). El fruto es
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dehiscente, presenta un exocarpo delgado con abundantes tricomas glandulares y
11-13 lineas de dehiscencia, cuando el fruto madura las lineas de dehiscencia se
abren dejando ver de 10 a 12 pirenos separados por tabiques mesocarpicos, al
centro del fruto se observa una columnela amplia (Forman et al., 1989 y Ramos-
Ordonez et al., 2015). Los pirenos, o diasporas son alados y aplanados de color
negro, la cubierta del pireno deriva de la epidermis interna del fruto, mientras que el
ala deriva de la capa mas interna del mesocarpo, el ala es una membrana porosa y
con contenido lipidico, ésta no posee una funcién de dispersion ya que no ofrece
resistencia al aire, y la mayoria de las veces el pireno cae con el resto del fruto. (fig.
5; Ramos-Ordofiez et al., 2015).

El embrion es recto de color blanco, los cotiledones son planos y enteros. La
germinacién es epigea, el hipocétilo es elongado y las primeras hojas son simples
(Forman et al., 1989). De acuerdo con los datos reportados por Forman y
colaboradores (1989) y las colectas realizadas para este trabajo, la floracion de B.
mexicana inicia en junio con la temporada de lluvias y la maduracién de los frutos
es asincronica, la cual ocurre entre octubre y diciembre, temporada en que los

arboles pierden las hojas hasta la siguiente temporada de lluvias.

Figura 3. Tallo de Beiselia mexicana que muestra la base de los peciolos que persisten a la
caida de las hojas (Tomadas de Naturalista, CONABIO 2015).

[ | <
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Figura 4. Beiselia mexicana. A Inflorescencia masculina, B brote masculino, C flor
masculina, D flor masculina con pétalos y la mayoria de los estambres removidos para
mostrar disco y pistilo, F flor femenina, G corte transversal de ovario, H corte longitudinal
de ovario, J fruto con las divisiones del pericarpio, K columnela central del fruto con un
pireno, L pirenos en vista lateral y abaxial, M embriéon (Tomada de Forman et al. 1989).




Martinez Méndez Pamela Berenice Germinacidn ex situ de Beiselia mexicana

Beiselia mexicana, pertenece a la familia Burseraceae y es la unica especie
representante del género (Beiselia). Es una especie con endemismo estrecho,
descrita en una sola localidad en el bosque tropical caducifolio (BTC) de la localidad
de Aquila, Michoacan (Forman et al., 1989). Se considera que es una especie relicta
con caracteristicas morfolégicas primitivas de la familia Burseraceae. Cabe resaltar
que no existen estudios poblacionales, y el la unica colecta documentada, fue hecho
por N.P. Taylor y S.G. Knees en 1987 y reportada en Forman et al. (1989).
Solamente se tienen siete colectas en herbarios, pero hay una produccién de la
especie para satisfacer la demanda de los coleccionistas de suculentas. A pesar de
lo anterior, las poblaciones naturales no estan sujetas a extraccion aunque si
expuestas a desaparecer por actividades agropecuarias, mineria desregulada,
obras de infraestructura, incendios forestales y el desconocimiento (COFEMER,
2015; Naturalista CONABIO, 2015). En el mismo sitio, Forman y colaboradores
(1989) reportan la presencia de algunas especies de Bursera, Mammillaria,
Philodendron, Tillandsia, y Opuntia. A la fecha se han reportado dos poblaciones
con menos de 20 individuos cada una, los arboles son gregarios, pero no forman
grandes colonias (Taylor y Knees en Forman et. al 1989; Medel Aforve J. com.
pers.). La especie se encuentra restringida a crestas rocosas calizas que van de los
360-680 msnm, la temporada de lluvias ocurre de Junio a Octubre con rangos de
temperatura 20.7 a 40.5°C y en temporada de secas el rango de temperatura es de
16.9 a 40.1°C. La precipitacion anual registrada es de 598 mm (COFEMER, 2015;
Medel Anorve J. com. pers.; SMN, 1981-2010).

Las relaciones filogenéticas de Beiselia son claras y se reconoce como el taxon
basal de la familia Burseraceae (Weeks et al., 2005; Thulin et al., 2008; Becerra et.
al., 2012). Thulin y colaboradores (2008), realizaron un analisis filogenético a 46
especies de Burseraceae, ubicando a B. mexicana en la base de la familia y
proponiendo la tribu Beiselieae. Asi mismo, Sosa y De-Nova (2012), identificaron
las areas de endemismo de angiospermas mexicanas, tomando en cuenta familias,
géneros o grupos infragenéricos, con el fin de priorizar regiones para la
conservacion, identificando a B. mexicana como especie perteneciente de uno de

los linajes de angiospermas microendémicos de México.
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IMPORTANCIA

En el mundo se reconocen al menos 12 000 especies de plantas productoras de
resinas. Estas plantas aromaticas forman parte de diferentes familias, entre ellas la
familia Burseraceae, representativa de los trépicos subhumedos y secos de
América, Asia y Africa, dividida en 20 géneros, con mas de 700 especies (Weeks et
al., 2005; Daly et al., 2011; De la Cerda-Lemus, 2011). Las especies de este género
son conocidas comunmente como copales, cuajiotes, tecomacas y copalli, entre
otros (Purata, 2008). A nivel mundial los géneros mas importantes econdmica y
culturalmente son: Boswellia (incienso), Commiphora (mirra) y Bursera (copal)
(Purata, 2008). En México los géneros conocidos son: Protium (1 especie), Beiselia
(1 especie) y Bursera (aprox. 105 especies) (Chazaro et al., 2010; Becerra et al.,
2012; Stevens, 2015).

Dentro del bosque tropical caducifolio (BTC) o selva baja caducifolia, las
burseraceas representan uno de los componentes floristicos y estructurales
principales (Trejo y Dirzo, 2000; Rzedowski y Calderén, 2013). Se tiene registrado
que solo en el estado de Michoacan hay al menos 38 especies arboreas de la familia
Burseraceae (Cué-Bar et al., 2006). A pesar de esto el futuro para este tipo de
vegetacion es incierto, ya que el habitat es ocupado principalmente para la
agricultura y el establecimiento de viviendas, en 2005 se calculaba que existia
menos del 2% del bosque en comparacion con su extension durante la época
precolombina (Dick y Wright, 2005). De acuerdo con datos de la FAO (2012), se
estima que la tasa de pérdida anual para este tipo de bosque es del 1.1 al 2%
(Rivera-Ortiz, 2014). Las zonas donde se ha perdido el BTC casi en su totalidad son
la region de Bajio y areas aledanas de Jalisco, la parte central de Veracruz, la
Depresion Central de Chiapas, la Huasteca potosina y la tamaulipeca (fig. 6;
Rzedowski y Calderén, 2013).
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Figura 6. Distribucion geografica potencial actual del BTC, propuesta por Rzedowski y
Calderén (Tomada de Rzedowski y Calderén, 2013).

El uso de los copales y cuajiotes mexicanos (incluyendo a Beiselia), se remonta a
la época prehispanica, el primer antecedente registrado en México es un manuscrito
azteca escrito por el indigena Martin de la Cruz; en el cual llaman al copal “tzihuac
copalli”. El uso de estos abarca su resina, madera y corteza. La resina es usada
principalmente en rituales religiosos de grupos indigenas y en ceremonias catodlicas.
La madera de algunas especies es utilizada para elaborar los populares alebrijes en
el valle central de Oaxaca. En la meseta Tarasca, Michoacan se elaboran cucharas.
De las ramas del linaloe se manufacturan las cajas de Olinala, igualmente de las
ramas se obtiene por medio de la destilacion de las resinas el aceite aromatico.
También son empleados en la fabricacion barniz y pegamento (Rico-Gray, 1991;
Chazaro et al., 2010).

En la localidad de Aquila el copal de piedra es utilizado en ceremonias religiosas,
como remedio medicinal para tratar dolores lumbares y reumaticos, enfermedades

bronco respiratorias, problemas circulatorios, tuberculosis y para reforzar el sistema
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inmunoldgico; utilizan principalmente la resina y corteza. La resina aplicada de
forma directa en el area afectada como compresa, o se aspiran los vapores, la
corteza es hervida y tomada como infusién o agua de uso (Rojas R. com. pers.;
Corona et. al., 2015).

En portales de ventas de cactaceas y suculentas via internet, se oferta a B.
mexicana de edades menores a los cuatro afios en precios de van de los 29 a 44
euros, la rara belleza de su tronco y ramas, hacen de ella una especie codiciada por
coleccionistas europeos y norteamericanos, mientras que en México es casi

desconocida (Chazaro et al., 2010; Corona et. al., 2015).

PROBLEMATICA

En 2005 Boris Vrskovy, reconocido coleccionista eslovaco de plantas de ambientes
aridos y semiaridos, visité la localidad donde Beiselia mexicana se distribuye. El
encontrd que los arboles se encuentran deteriorados, y observé que las ramas las
dafian aves y roedores, y la madera de los arboles adultos esta danada e infestada
por hongos y bacterias (fig. 7). Recientemente (principios de diciembre de 2015),
Boris volvio a la localidad y encontré que aproximadamente el 30% del sitio fue

talado para su uso en la ganaderia (com. pers.).

Figura 7. Arbol de Beiselia mexicana dafiado por patégenos, auin se aprecian ramas vivas
saliendo del tronco principal (izquierda), y tocon de Beiselia mexicana (derecha) en Aquila,
Michoacan (Tomada de Naturalista CONABIO 2015 (izquierda) y, cortesia de Boris Vrskovy
(derecha))
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La conservacion de Beiselia mexicana no se ha desarrollado principalmente por la
falta de conocimiento que hay sobre ella, ademas es importante mencionar, que el
sitio donde crece Beiselia es visitado sobre todo por coleccionistas y turismo
extranjero, a reserva de que no compartan la localizacion exacta, esto debido
principalmente a la inseguridad social de la zona, lo que incluye la nula o baja
posibilidad de realizar estudios in situ (Ramos-Ordofiez M.F. com. pers.). Durante
2012 y 2013, Beiselia fue localizada y estudiada con la finalidad de someter su
inclusion a la Norma 059 SEMARNAT; en 2013 se hizo la colecta de semillas
utilizadas en este trabajo, y a principios de 2014 se someti6 la solicitud a la NOM
(Ramos-Ordofiez M.F. com. pers.), en diciembre de 2015 el Diario Oficial de la
Federacion publicé el Anexo Normativo Ill, sometiendo a consulta publica las
modificaciones a la NOM-059-SEMARNAT-2010, en donde ya se encuentra
Beiselia mexicana como especie en peligro de extincion (P). Sin embargo, de
acuerdo con Medel Ainorve J. responsable de la propuesta, en los censos realizados
en 2013 en las dos poblaciones, no logré encontrar individuos juveniles o plantulas
de Beiselia (com. pers.), es decir, los individuos contabilizados son adultos,
sugiriendo que es altamente probable que no exista recambio en la poblacién, y que
la pérdida de estas dos poblaciones con tan pocos individuos adultos, implicaria la

pérdida de la especie en su ambiente.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar los requerimientos para la germinacion de Beiselia mexicana, en
condiciones controladas, para su propagacién ex situ con fines de conservacién de

la especie.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar la viabilidad de las semillas de Beiselia mexicana tras 12y 18 meses

de almacenamiento.
e Determinar si el ala de Beiselia mexicana tiene algun efecto en la germinacion.

e Determinar el periodo de imbibicion con el cual se presenta mayor porcentaje de

germinacion.

e Evaluar el efecto del tratamiento quimico pregerminativo y choque térmico con
agua en los pirenos
e Determinar si la desinfeccion de los pirenos tiene algun efecto en la

germinacion.

e Determinar el tipo de luz 6ptima para la germinacion de B. mexicana

utilizando luz blanca, roja, rojo lejano y oscuridad.

e Evaluar el porcentaje de germinacion utilizando temperatura constante y

alternante.

e Determinar si existen diferencias morfolégicas externas entre los pirenos

viables y no viables de B. mexicana.
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MATERIAL Y METODO
Debido a la falta de informacion sobre las caracteristicas de germinacion en Beiselia
mexicana, la dificultad de conseguir la muestra y su cantidad, este trabajo se dividi
en dos fases que permitieron optimizar la metodologia y la obtencion de resultados
confiables para el uso y manejo de muestras que se colecten en el futuro. La primera
fase tuvo como objetivo la estandarizacion de las pruebas de germinacion, mientras
que en la segunda, las variables estandar para este tipo de experimentos
(temperatura, imbibicién, pretratamiento y calidad de luz), se sometieron a
variaciones con el fin de encontrar las condiciones mas favorables para su

germinacion ex situ.

Los pirenos utilizados pertenecen a la temporada de fructificacion 2013, colectados
entre octubre y diciembre en las unicas dos poblaciones registradas con las
siguientes coordenadas:

Poblacion 1: 103°28'37.83"0; 18°36'53.16"N, Cerro El Cenizo

Poblacién 2: 103°29'6.71"0; 18°36'56.14"N, Cerro Mirador de la Virgen

Estos fueron colectados, directamente de 30 arboles y del mantillo, cabe mencionar
que los pirenos suelen caer unidos al fruto cuando se mueve ligeramente el arbol,
por lo que es dificil mantener aislada la colecta a nivel de individuo. Una parte de
los pirenos se entregd al Banco de Semillas de la FES lIztacala para su
almacenamiento y estudio, el resto se almacend en condiciones de obscuridad y

temperatura ambiente en el laboratorio de Ecologia, UBIPRO, FES Iztacala.

Respuesta germinativa en condiciones estandar

Se usaron 2400 diasporas con 12 meses de almacenamiento. Para determinar la funcién
del ala en la respuesta germinativa, se realizaron pruebas a pirenos con ala y pirenos a

los que se les retird el ala manualmente.

Viabilidad y efecto de la imbibicion: las pruebas viabilidad e imbibicién mediante

flotacion se realizaron a la par. Para lo cual en dos recipientes se colocé 1200
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pirenos (en cada uno), se les agregd aproximadamente 100 ml agua destilada, y se
dejaron en imbibicién, un lote por 24 horas y un lote por 48 horas. De estos se
separaron los pirenos no viables (los que flotaron) de los viables (los que se hunden al
fondo del recipiente). Se sembrd una muestra de los pirenos que flotaban para verificar
su viabilidad (Lopez et al., 2005), sin embargo, solo los pirenos que precipitaron se

utilizaron para los experimentos de germinacion.

Desinfeccion: Previo ala aplicacién de los tratamiento, todos los pirenos se desinfectaron

por inmersién en hipoclorito de sodio al 10% durante 10 min (Bonfil-Sanders et al., 2008).

Escarificacién quimica: se hizo un experimento inicial con acido clorhidrico siguiendo el

método de Bonfil-Sanders et al., (2008), para ello sélo se utilizaron 50 pirenos que
precipitaron mediante la prueba de flotacion. Sin embargo, se encontré que los pirenos
no germinaron, por lo que fueron abiertos, y se descubrié que los embriones estaban

quemados, por lo que esta prueba se descarto.

Choque térmico: este consistié en sumergir 600 pirenos en agua a 40°C durante 20

minutos (modificado de Sobrevilla-Solis et al., 2013).

Los pirenos se sembraron en cajas Petri con algodon estéril, en cada una se colocaron
30 pirenos y se hicieron cinco repeticiones por cada variable o tratamiento (modificado
de Bonfil-Sanders et al., 2008). Todas las cajas se colocaron en una germinadora
Lumistel™ ICP 18, atemperatura constante de 30°C y fotoperiodo de 12 h con luz blanca
en el Banco de Semillas de la FES Iztacala. Se afadio la cantidad de agua suficiente
para saturar de agua el algoddn, posteriormente se agregd agua cada tercer dia para
evitar la desecacion de la semillas. La combinacion de variables se muestra en la Tabla1.
Las observaciones se realizaron cinco veces a la semana durante 40 dias. Se obtuvo el
porcentaje de germinacion en cada lote. El éxito en la germinacion se considerd una vez
que emergio la radicula. Las plantulas obtenidas se llevaron a sustrato (tierra negra
pasteurizada, perlita y arena inerte (2:1:1, volumen) (Bonfil-Sanders et al., 2008)
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Analisis_de datos. Se aplicé prueba de normalidad a los datos referentes a los

porcentajes de germinacion, sin embargo los datos no fueron normales, por lo que
se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis, posteriormente se usé la
prueba Mann-Whitney para comparar entre bloques. Los analisis de realizaron en
el programa JMP v.11.0.0. En los graficos se presentan los valores promedio

acompafados de la desviacion estandar.

Tabla 1. Combinacién de variables incluidas en el modelo experimental.

Ala Imbibicién Pretratamiento N
Con choque térmico 30x5
24 h
Sin choque témico 30x5
Presente
Con choque térmico 30x5
48 h
Sin choque térmico 30x5
Con choque térmico 30x5
24 h
Sin choque térmico 30x5
Ausente
Con choque térmico 30x5
48h
Sin choque térmico 30x5
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Respuesta germinativa en condiciones variables

Se emplearon en total 5400 diasporas. Al tiempo de realizar esta prueba, los pirenos

contaban con 18 meses de almacenamiento.

Viabilidad y efecto de la imbibicion: Las pruebas de viabilidad e imbibiciéon por

flotacion se efectuaron con el mismo procedimiento y criterio de seleccién de la parte
anterior, en esta ocasion no se contempld la presencia o ausencia del ala debido a
gue no hubo diferencia en estos tratamientos.

Adicionalmente, debido a la cantidad tan grande de pirenos no viables resultado de
la prueba de viabilidad por flotacion, se seleccionaron 31 frutos de apariencia
completa y sin malformaciones o dafios para determinar el contenido de sus pirenos.
En todos los casos, se separaron los pirenos del fruto de forma manual utilizando
una pinza de diseccion, se procedio a la apertura del pireno por la linea lateral con
la ayuda de un micromotor MDC Dental® (Modelo Escort-1ll) con pieza de mano de
baja velocidad y disco de diamantado NTI® (modelo 358.514.220), equipo de uso
dental (Ramos-Ordofiez et al. sometido). Se clasificaron de acuerdo al criterio de
Baskin y Baskin (2014): una semilla considerada viable es la que posee un embridon
turgente de color blanco brillante, mientras que una semilla inviable no posee
embrion o si lo presenta, éste se encuentra abortado es decir, esta deteriorado

(colapsado o cubierto de hongos) y se torna color marrén o negro.

Desinfeccion: Previo a la siembra, se tomé la mitad del grupo de pirenos para ser

desinfectado en hipoclorito de sodio al 10% (10 min); la mitad restante quedo sin

desinfeccion (modificado de Bonfil-Sanders et al., 2008)

Choque térmico: consistio en colocar los pirenos en agua a 40°C durante 20 minutos
(modificado de Sobrevilla-Solis et al., 2013).

Los pirenos se sembraron en cajas Petri con sustrato de tierra negra pasteurizada,

arena de rio 1:1 (modificado de Bonfil-Sanders et al., 2008), se les agregé agua
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hasta saturar el sustrato. Para las diferentes calidades de luz: blanca, rojo y rojo
lejano se emplearon cajas de acrilico plexiglass, de acuerdo a la longitud de onda
deseada, y para oscuridad se cubrieron con papel aluminio.

Las cajas se llevaron al Laboratorio de Ambientes Controlados de la Facultad de
Ciencias, UNAM y se colocaron en una incubadora Thermo Scientific modelo 818
para temperatura constante a 25°C, y en una camara de ambiente controlados con
temperatura alternante de 24-31°C. Para cada una de las variables a probar se
utilizaron 30 pirenos con tres repeticiones. La combinacion de variables fue: dos
periodos de imbibicidon (24 y 48 h en agua destilada), con y sin tratamiento
pregerminativo (choque térmico), temperatura constante (25°C) y alternante (24-
31°C) y fotoperiodo de 16/8 h con diferentes tipos de luz, luz blanca (LB), roja (LR),
rojo lejano (LRL) y oscuridad (O). El resumen de variables de presenta en la Tabla
2. Las observaciones se realizaron dos veces a la semana durante 30 dias para las
semillas en luz blanca. En el caso de los pirenos bajo luz roja, rojo lejano y oscuridad
el numero de pirenos germinados se contabilizé al finalizar los 30 dias para evitar
que durante la revision existiera variacion en la calidad de luz. Se obtuvo el
porcentaje de germinacion en cada lote. El éxito en la germinacion se considerd una

vez que emergio la radicula.

Analisis _de datos. Debido a que el objetivo principal era obtener la mejor

combinacion de variables, el analisis estadistico se aplico solo en los pirenos
germinados con luz blanca ya que en los otros lotes los porcentajes de germinacion
fueron muy bajos. Los datos fueron analizados mediante la prueba de ANOVA de
dos vias con previo analisis de homogeneidad y normalidad (prueba de Bartlett y
prueba de Shapiro-Wilk respectivamente, P=0.05). Los analisis se realizaron en el
programa JMP v.11.0.0. En los graficos se presentan los valores promedio

acompafnados de la desviacion estandar.
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Tabla 2. Combinacion de variables empleadas en el disefio experimental (3 repeticiones

por conjunto)

Desinfeccién Imbibicion Pretratamiento | Temperatura | Tipo de luz N
(Horas)
Sin choque 24-31°C 30x3
o4 térmico 25°C 30x3
Con choque 24-31°C 30x3
Con térmico 25°C 30x3
Sin choque 24-31°C 30x3
48 térmico 25°C 30x3
Con choque 24-31°C LB 30x3
térmico 25°C LR 30x3
Sin choque 24-31°C LRL 30x3
o4 térmico 25°C 0] 30x3
Con choque 24-31°C 30x3
. térmico 25°C 30x3
Sin Sin choque | 24-31°C 30x3
48 térmico 25°C 30x3
Con choque 24-31°C 30x3
térmico 25°C 30x3
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RESULTADOS

Respuesta germinativa en condiciones estandar

La viabilidad de los pirenos almacenados durante 12 meses, mediante la prueba de
viabilidad por flotacién, mostré que de un total de 2400 pirenos el 59% era viable
(Tabla 3). Por medio de la prueba de germinacion, el porcentaje de germinacién
final registrado de los 2400 pirenos, fue de 28.7 % (+ 4.26).

La prueba de Kruskal-Wallis para el grueso de los datos mostré diferencias
significativas entre los porcentajes de germinacién (K-W = 16.32, P= 0.023), sin
embargo no todas las variables contribuyeron a esta diferencia como se describe a
continuacion.

El mayor porcentaje promedio se registro en los pirenos con ala, embebidos por 24
h'y con pretratamiento de choque térmico (72%) y el menor porcentaje promedio en

pirenos con ala, embebidos por 48 h sin pretratamiento de choque térmico (49%)
(fig. 8).

Tabla 3. Resultados de la prueba de viabilidad por flotacion para 2400 pirenos de Beiselia

mexicana con un ano de almacenamiento.

Num. de Ala Periodo de Viables No viables Sembrados
pirenos imbibicién (h) (%) (%) no viables
600 Presente 48 35.17 64.83 60
600 Ausente 48 75.33 24.67 45
600 Presente 24 57.67 42.33 45
600 Ausente 24 70.33 29.67 15
Total
2400 51% 49%
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Figura 8. Porcentaje promedio final de germinacion de pirenos de Beiselia mexicana en cada
combinacion de variables (n=5).

La influencia del ala en la germinacién no fue determinante. La prueba de Mann-
Whitney no mostré diferencias entre las medias de los porcentajes de germinaciéon
entre tratamientos (U=195.5, P=0.4545), sb6lo se observé que el ala impide
fisicamente a la radicula llegar al sustrato (Fig. 9).
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Figura 9. Emergencia de la radicula de Beiselia mexicana y efecto del ala. a) pireno con ala

removida manualmente, la radicula emerge por la zona central del pireno y se orienta hacia
el sustrato. b) pireno al que no se removid el ala, la radicula emerge por un costado,

usualmente hacia arriba, posteriormente presenta una torsion hacia el sustrato.

En cuanto a la imbibicion se encontré el mayor porcentaje promedio en pirenos
embebidos por 24 h (62.13 £ 11.68%) en comparacién con los de 48 h (54.83 +
11.47%) (U=130.5, P=0.0295).

Los primeros pirenos en germinar fueron los embebidos durante 48 horas, los cuales
iniciaron la germinacién en el dia 6, y terminaron en el dia 30 y 31 (rango = 46.67 -
55%). Por su parte, los pirenos embebidos durante 24 horas comenzaron a germinar

hasta el dia 8, y terminaron a los 30 (rango = 35 - 59.33%).
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Figura 10. Curva de germinacion acumulada de Beiselia mexicana considerando 24 y 48 h

de imbibicion.

Los pirenos sometidos al choque térmico presentaron mayor porcentaje promedio
de germinacion (68.33 + 10.26%), y en los pirenos sin choque térmico se registro
un porcentaje promedio de germinacion el 53.33 £ 11.88%. (U=108.5, P=0.059) (fig.
11).
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Figura 11. Germinacién promedio de pirenos de Beiselia mexicana considerando solo el

pretratamiento con y sin choque térmico.

Respuesta germinativa en condiciones variables

La viabilidad de los pirenos tras 18 meses de almacenamiento, mediante la prueba
de germinacién fue de 31.01% (x 6.16) (N = 5400 pirenos).

Viabilidad del pireno de acuerdo a las caracteristicas del embridon y la cubierta del

pireno.

De los 31 frutos se obtuvieron en total 102 pirenos, de los cuales solo el 36% (n=37)
se clasific6 como viable, es decir, los embriones eran blancos, turgentes y
completos, y no mostraban dano por hongos o microorganismos (Fig. 12). El
porcentaje restante (64%) de los pirenos se clasific6 como inviable, en la mitad de
éstos (32%) el embrion se encontraba abortado en alguna etapa de desarrollo o

tenia hongos, mientras que en la otra mitad no se apreciaba rastro alguno de que el
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embrion hubiera existido, Unicamente se veia el 6vulo abortado (Figs.13y 14). Cabe
destacar que de 14 pirenos con cubierta marrén, solo uno tenia embrion, sugiriendo

que el color del pireno puede ser indicativo de su viabilidad (fig. 14).

Figura 12. Porcentajes de viabilidad de Beiselia mexicana basados en la observacion del

embrion (n=102).
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Figura 13. Pirenos examinados de B. mexicana. Embrion viable (A), embrion inviable o

abortado (B) y pireno vano o vacio (C). Los embriones se sefialan con la flecha roja.



Martinez Méndez Pamela Berenice Germinacion ex situ de Beiselia mexicana

Figura 14. Pirenos de B. mexicana. A y B tienen alta probabilidad de ser inviables y C tiene

alta probabilidad de ser viable de acuerdo con el color del endocarpo.

La germinacion ocurrié en todos los intervalos de luz y en oscuridad, por lo tanto las
diasporas se clasifican como fotoblasticas indiferentes. EI mayor porcentaje de
germinacion se presento en luz blanca (LB) con el 42.95%, y menor en el resto de
los tratamientos: luz roja (LR) con 28.47%, rojo lejano (LRL) con 25.97% y oscuridad
(O) con 27.4% (Fig. 15). Como ya se habia mencionado anteriormente, para la
prueba de ANOVA de dos vias, solo se usaron los porcentajes de luz blanca.

La prueba de ANOVA mostré encontraron diferencias significativas, debidas a la
interaccion de las variables (F= 6.8897, P<0.0001, tabla 5 anexo 1).
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Figura 15. Porcentaje de germinacién promedio de cada intervalo de luz (LB= luz blanca,

LR= luz roja, LRL= luz rojo lejano y O=oscuridad; n=24).

El porcentaje de germinacién para pirenos no desinfectados minimo fue de 23.83%
y el maximo de 79.51%. Para pirenos desinfectados, el porcentaje minimo de
germinacion fue 21.2% y el maximo de 65.46%. Este factor no tuvo una influencia
significativa en los porcentajes de germinacién (Tabla 4).

Se observd el desarrollo de hongos en la cubierta de algunos pirenos tanto
desinfectados como no desinfectados, sin embargo estos no afectaron la
germinacion.

La respuesta germinativa promedio de acuerdo al periodo de imbibicién fue la
siguiente; para 24 h fue de 48.33 + 27.71 % y para 48 h fue de 46.67+ 21.75%. El
periodo de imbibicién no tuvo un efecto directo sobre los porcentajes de germinacion
(Tabla 4).

Para pirenos en temperatura alternante el promedio de germinacion fue de 47.12 +
21.14% vy en pirenos en temperatura constante el promedio de germinacion fue
38.75 = 28.23% sin diferencias en estos tratamientos.

La interaccion del choque térmico y la temperatura alternante resulté significativa,

propiciando mayores porcentajes de germinacion (Tabla 4).
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Tabla 4. Resultados de la prueba de efectos de las diferentes variables en el porcentaje de

germinacion para los pirenos germinados en luz blanca (Diferencias significativas marcadas

con ).
Variables Gl F P Resumen
Desinfeccion 1 1.1548 0.2893 Ns
Imbibicion 1 1.3061 0.2602 Ns
Temperatura 1 3.2562 0.0791 Ns
Pretratamiento 1 27.5953 <0.0001 *
Pretratamiento-Temperatura 1 6.2502 0.0169 *

(con choque térmico - temp. alternante)

DISCUSION

Tiempo de almacenamiento y viabilidad.

Los porcentajes finales de germinacion registrados en este trabajo, para pirenos de
Beiselia mexicana almacenados durante 12 meses (28%) y 18 meses (31%) fueron
muy similares a los obtenidos por Ramos-Ordofiez en mayo de 2014 para la misma
especie (6 meses de almacenamiento, datos no publicados); quién obtuvo 35.43 +
9.2% de germinacion con una temperatura alternante, como la usada para este
trabajo, como unico factor controlado. Morgan y Shibu (2013) encontraron
resultados semejantes en la germinacion de semillas de Bursera graveolens,
almacenadas durante 2, 5, 6 y 12 meses de almacenamiento, en todos los casos no
superaron el 30% en los porcentajes de germinacion de germinacion.

Este trabajo registr6 en ambos tiempos de almacenamiento para las semillas de B.

mexicana, mayor porcentaje de germinacion en comparacion con el 20% reportado
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por Forman y colaboradores (1989) para la misma especie, estos autores atribuyen
el bajo porcentaje de germinacion a que los embriones se encontraban aun en
periodo de latencia, ya que los pirenos que utilizaron tenian cinco semanas de
haber sido colectados, sin embargo, no hicieron pruebas posteriores para
corroborar dicha aseveracion, de igual forma, no mencionan haber aplicado algun
pretratamiento. En este trabajo es probable que la imbibicidn y/o el pretratamiento
con choque térmico revertieran la latencia de una mayor cantidad de embriones
promoviendo porcentajes de germinacién mayores (Baskin y Baskin, 2014) a los de
Forman y colaboradores.

Haber alcanzado solo entre el 28 y 31% de germinacién promedio final, es un
porcentaje bajo en comparacion con otras especies arboreas (Ternostroemia
brasilensis y Tabebuia cassinoides) del BTC en las que se alcanza hasta el 98% en
condiciones contraladas durante 25 dias de observacion, sin embargo, en esta
especies puede sugerirse que no presentan un numero considerable de semillas
vanas (Baskin y Baskin, 2014). En cambio, los bajos porcentajes de germinacién en
la familia Burseraceae ya habian sido reportados por Bonfil-Sanders vy
colaboradores (2008) y Andrés y Espinosa (2002); quienes atribuyen los bajos
porcentajes de germinacion a que existe un gran numero de “semillas vanas” en
frutos madurados en condiciones de almacenamiento. En este trabajo se registro
que el 32% de los pirenos vanos, mediante la observacion del embrion y de la
cubierta del pireno. Por lo tanto se puede sugerir que esta cantidad de pirenos vanos
pudieron ocasionar los porcentajes de germinacion en B. mexicana, que son bajos
en comparacion con otras especies caducifolias. Basandose en lo anterior este
trabajo propone que las caracteristicas externas del pireno, como son el color negro
y su dureza, debieran permitir realizar una mejor seleccion de pirenos al momento
de la siembra.

Retomando la produccién de frutos sin semilla o “semillas vanas”, este fendmeno
es atribuible principalmente a dos causas; el grado de maduracion del embrién al
momento de realizar la colecta; y a un fenémeno llamado partenocarpia reportado
en 28 especies del orden Sapindales de las cuales, 11 pertenecen a la familia
Burseraceae (Ramos-Ordonez, 2009).
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En la partenocarpia existe la producciéon de frutos, pero no se producen semillas,
principalmente por factores que promueven el desarrollo del ovario y la restriccion
de la maduracién del 6vulo. Los factores internos que pueden ocasionar dicho
proceso son poliploidia, errores en la expresion genética y concentracion hormonal.
Los factores externos se relacionan con la escasez de recursos, estrés hidrico y
térmico, y danos a estructuras reproductoras (Ramos-Ordofiez et al. 2008; Ramos-
Ordofiez y Arizmendi, 2011).

En el género Bursera, se ha reportado la produccion de frutos con pirenos vanos,
en los que la cubierta no posee tejido lignificado o capas de cristales de oxalato de
calcio, lo que les vuelve vulnerables (Ramos-Ordofiez, 2009). En cambio cuando
los frutos contienen pirenos con embriones viables, la cubierta protectora contiene
cristales de oxalato de calcio y varias capas de tejido lignificado. El anterior
mecanismo puede considerarse un escape a la depredacién, un ahorro energético
para la planta madre; y al escalonar la produccién de frutos, asegurar el éxito
reproductivo de la especie (Ramos-Ordofiez, 2009).

Basandose en trabajos realizados, asi como en las observaciones hechas a los
embriones, y en las caracteristicas de la cubierta del pireno, este trabajo propone a
B. mexicana como una especie que presenta partenocarpia, ya que ademas de
pirenos viables (sensu Baskin y Baskin, 2014), también se encontraron pirenos con
cubierta blanda presumiblemente por la ausencia de capas de tejido lignificado y de
cristales de oxalato de calcio; en el interior se observaba el évulo colapsado de
menos de 0.2 mm de diametro unido a una de las paredes del pireno.

Esta es la primera vez que se describen caracteristicas del pireno asociadas a la
partenocarpia en B. mexicana, por lo que es necesario hacer mas estudios para
averiguar el origen de pirenos vanos, y su funcién en la dinamica poblacional de la

planta.

Ala
Este trabajo demostré que los porcentajes de germinacién de pirenos con ala no
difirieron significativamente de los que no la presentaban, solo se observé que la
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radicula hacia una torsion para lograr llegar al sustrato. La importancia en
determinar la respuesta germinativa con respecto a la presencia del ala es porque,
esta ultima es analoga al pseudoarilo de Bursera, y cuando esta completo interfiere
de manera negativa en la germinacién de las especies, ya que contiene sustancias
inhibitorias (Ramos Ordofez, 2009). Con base en lo anterior, se puede descartar la
presencia de sustancias inhibidoras de las germinacion en el ala de B. mexicana.
El ala no representé un impedimento para la germinacion, pero podria representar
un obstaculo para el establecimiento de la plantula, ya que en los casos en los que
la radicula se torcio, quedd expuesta y no logré llegar al sustrato, no pudo captar
agua, ocasionando la pérdida de la plantula.

Se propone que para estudios futuros, se contabilice el numero de plantulas que
mueren a causa de este fendmeno, para determinar en qué medida afecta la tasa

de establecimiento.

Desinfeccién

Durante un estudio ecolégico de germinacién las semillas se encuentran expuestas
a varios tipos de organismos patégenos y no patdgenos, pero no se sabe con
certeza si estos deben ser removidos. En la mayoria de los estudios, los
investigadores remueven principalmente hongos que estan en la cubierta de las
semillas, para evitar que estos dafien o impidan el proceso de la germinacion
(Baskin y Baskin, 2014).

En este estudio se probd el efecto de la desinfeccion con hipoclorito de sodio en la
germinacion de los pirenos de B. mexicana, se encontrdo que la desinfeccion no
influye en los promedios de los porcentajes de germinacion. Ademas, se observo
que hubo desarrollo de hongos en las cubiertas de los pirenos desinfectados, sin
que afectaran la germinacion, incluso en varios casos, se observo que las colonias
de hongos permitieron que la cubierta del pireno se adhiera al sustrato, facilitando
la emergencia de los cotiledones. Bonfil-Sanders y colaboradores (2008), reportaron
la aparicion de hongos de las semillas de Bursera, sin poderlos eliminar, a pesar
que habian sido desinfectadas previamente con hipoclorito de sodio al 10%, y les

aplicaban semanalmente una soluciéon anti-fungica; sin embargo, los autores
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encontraron que las colonias no interfirieron en la germinacion. Cabe mencionar que
Soriano (2012) propone la actividad fungica como un factor que contribuye al
debilitamiento de la cubierta de la semilla en el area cercana al micrépilo con lo que

se facilita la entrada de agua y la germinacion.

Imbibiciéon

Después de la imbibicidn, la germinacion de los pirenos comenzdé en la primera
semana, tras la siembra; y para la semana cuatro, el numero de pirenos que
germinaban bajo considerablemente. Lo anterior contrasta con lo reportado por
Forman y colaboradores (1989), ya que su registro de germinacién para misma
especie, comenzo hasta la semana 3 y continuo mas alla de la semana 10.

Las observaciones permiten asumir que los periodos de imbibicién a los que estuvo
sometida B. mexicana durante este estudio, influenciaron en su estado de
quiescencia, con lo que se reinicié mas rapidamente la actividad metabdlica (Serna,
2007).

La imbibicién como factor que favorece la respuesta germinativa, fue reportada por
Morgan y Shibu (2013) quienes registraron un porcentaje promedio en Bursera
graveolens de 28.70% con imbibicién por 24 h; ligeramente superior al del grupo

control (24.07%) en la germinacion.

Temperatura y pretratamiento

La respuesta germinativa de B. mexicana, mostrd afinidad a las temperaturas
calidas ya que los pirenos sometidos en alternancia de temperatura (24-31°C)
tuvieron un mayor porcentaje de germinacion. Esto concuerda con lo reportado por
Baskin y Baskin (2014) en general para las especies arbéreas del BTC, que
alcanzan altos porcentajes de germinacién en temperaturas cercanas a los 26.9 +
0.2°C. Por su parte, Andrés y Espinosa (2002), también reportan afinidad a
temperaturas elevadas (25-35°C) para germinar en especies del género Bursera.
Ademas, Serna (2007) menciona que la temperatura es uno de los factores externos

determinantes en la germinacioén, por su capacidad de influir en las enzimas que



Martinez Méndez Pamela Berenice Germinacidn ex situ de Beiselia mexicana

regulan la velocidad de las reacciones bioquimicas tras el reinicio metabdlico; y
sobre todo, porque en la naturaleza raramente se encuentran temperaturas
constantes en largos periodos de tiempo. La temperatura utilizada en este trabajo
esta dentro de los rangos de la localidad de origen que en temporada de secas va
de los 16.9 a 40.1°C y en temporada de lluvias de 20.7 a 40.5°C, explicando la
respuesta germinativa positiva.

El pretratamiento de choque térmico propicié mayores porcentajes de germinacion,
pero solo en los pirenos que se incubaron en temperaturas cercanas a los 30°C, ya
que aquellos que fueron sometidos a temperatura constante (25°C), menos de la
mitad logré germinar. La respuesta favorable al pretratamiento con choque térmico,
fue reportada por Morgan y Shibu (2013) en Bursera graveolens. Los autores antes
mencionados sometieron las semillas al choque térmico (50°C a 70°C) mas un
periodo de imbibicién, con lo se favorecieron positivamente los porcentajes de
germinacion.

Hopkins y Huner (2008) mencionan que en las plantas las reacciones enzimaticas
y/o metabdlicas responden a un rango de temperatura éptimo, por debajo o por
encima de este no hay una repuesta favorable. Por lo tanto, se sugiere que la baja
respuesta germinativa de los pirenos con choque térmico en temperatura constante,
se relaciona con la activacion de ciertas enzimas o procesos metabdlicos de B.
mexicana, que ftras su activacion por el choque térmico (40°C) requieren
temperaturas cercanas o superiores a los 30°C para seguir funcionando. Esto

refuerza la afinidad de la planta a los sitios con temperaturas calidas y fluctuantes.

Calidad de luz

La germinacién de B. mexicana ocurrié en todos los intervalos de luz, las especies
que responden de esta forma son clasificadas como fotoblasticas indiferentes
(Serna, 2007). Los fitocromos que son los reguladores de la germinacion, en este
tipo de semillas se activan por una reaccion dependiente de la temperatura, en la

que el fitocromo Pfr es revertido a fitocromo Pr en la llamada reversion oscura
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(Hopkins y Huner, 2008). Esta respuesta por parte de B. mexicana se sustenta en
la distribucidén de ésta en su habitat. Generalmente se encuentra creciendo entre
grietas de crestas rocosas, donde la disponibilidad de luz es baja o nula, por lo que
la activacion de la germinacion por una via no fotoquimica, les facilita su
propagacion. El anterior argumento se apoya en lo reportado por Fenner (1985),
quien menciona que las especies cuyo requerimiento de luz no esta especificado en
alguna longitud de onda, tienen una respuesta afin a las variaciones de
temperaturas en un rango determinado.

A pesar de estar de que las semillas estan preparadas para germinar en
cualquier intervalo de luz, se observd que la calidad de luz esta relacionada
directamente con el vigor del crecimiento de las plantulas (Hopkins y Huner, 2008).
Todos aquellos pirenos germinados en luz roja (LR), rojo lejano (LRL) y oscuridad
(O) produjeron plantulas con la morfologia distintiva de etiolacién (Fig. 16), esto es,
con hipocétilo muy largo, cotiledones pequefios y aclorofilicos, y solo raices
primarias pequenas (Hopkins y Huner, 2008), cabe mencionar, que todas estas

plantulas no sobrevivieron al trasplante.
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Figura 16. Morfologia de plantulas de B. mexicana germinadas en luz roja (A), rojo lejano
(B) y oscuridad (C).

El uso actual de los copales, incluyendo al copal de piedra en la medicina
tradicional, rituales y ceremonias, los posiciona como recurso biolégico de los
pueblos de México (Purata, 2008).

El manejo adecuado de los arboles de copal, ya sea para aprovechar su resina,
frutos o0 madera, o simplemente para evitar la pérdida de biodiversidad, requiere la
generacion de informacion, siendo los requerimientos basicos para la germinacion
de los mas importantes; ya que cada plantula, representa a un individuo que
potencialmente sera un adulto, ademas aporta material para la generacion de

informacion relacionada con otros aspectos bioldgicos y ecoldgicos de la especie.
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CONCLUSIONES

La viabilidad de los pirenos tras 12 y 18 meses de almacenamiento, fue muy similar,
sin embargo esta fuertemente influenciada por la cantidad de pirenos vanos.
Beiselia mexicana se propone como una especie que presenta partenocarpia, es
decir, el fruto se desarrolla sin que necesariamente contenga semillas. Las
diferencias morfolégicas de la cubierta de los pirenos de B. mexicana, son
indicativas de su viabilidad, los pirenos con cubierta de color negro y de apariencia

lustrosa tienen mas probabilidad de contener un embridn viable.

La presencia de ala no afecta en los porcentajes de germinacién, sin embargo es
necesario determinar su efecto en el proceso de establecimiento.

En cuanto a los periodos de imbibicion, se determiné que favorecen eficientemente
la respuesta germinativa de B. mexicana, ya que germinaron al menos tres semanas
antes que el tiempo registrado por Forman y colaboradores (1989).

El pretratamiento quimico con acido clorhidrico para B. mexicana, se descarta por
completo, ya que destruye el embridn. Se recomienda en su lugar el pretratamiento
de choque térmico, con la reserva de usarse en temperatura cercana a 30°C.

La desinfeccion de las semillas no es determinante en los porcentajes de
germinacion.

Beiselia mexicana es una especie fotoblastica indiferente, las observaciones
permiten proponer que la calidad de luz esta relacionada con el vigor del crecimiento
de la plantula, siendo mas favorable la luz blanca.

Finalmente, la imbibicidn previa, luz blanca y la temperatura alternante cercana a

30°C son las condiciones mas favorables para la germinacion de Beiselia mexicana.
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PERSPECTIVAS

Con las plantulas obtenidas durante este trabajo, se estan realizando diversas
investigaciones que permitiran conocer mas a fondo la biologia de la especie.

Una de las lineas de investigacion esta identificando la presencia de aceites
esenciales en los tricomas foliares, de esta forma se podran comprobar los efectos
medicinales que le atribuyen en el lugar de origen.

Durante la época de secas, se observé que las plantulas de B. mexicana, pierden
las hojas, por lo tanto, la otra linea de investigacion que inicio, fue la identificacion
de las secuencias genéticas que pueden controlar o participar desde la etapa de

plantula la perdida de hojas.

Esta tesis pretende sentar las bases para la elaboraciéon de un plan de manejo ex
situ. Incluso para que sea incluida en los planes de reforestacion con arboles

nativos, con lo cual se garantizaria la sobrevivencia del copal de piedra.
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ANEXO 1. Tabla con los valores obtenidos mediante la prueba estadistica de

ANOVA

Prueba de ANOVA de dos vias, donde se presentan las pruebas de efectos para los

tratamientos (* = Diferencias significativas, NS= No significativo).

Fuente GL Suma de cuadrados | F P Resumen
Modelo 8 1527.6937 6.8897 <0.0001 | *
Error 40 1053.2424

Total 48 2580.9362

Prueba de los Efectos

Desinfeccion 1 32.00758 1.1548 0.2893 NS
Imbibicion 1 36.20202 1.3061 0.2602 NS
Temperatura 1 90.25217 3.2562 0.0791 NS
Pretratamiento 1 764.85744 27.5953 | <0.0001 |*
(Choque térmico)

Imbibiciéon-Temp. 1 2.20580 0.0796 0.7794 NS
Imbibicién-Pretrat. 1 94.25552 3.4007 0.0730 NS
Pretram.- Temp. 1 173.23516 6.2502 0.0169 *
Imbibicién- Pretrat.- | 1 39.35881 1.4200 0.2408 NS
Temp.
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