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1.0. RESUMEN
Propagacion sexual del Cuachalalate
(Amphipterygium adstringens), especie de uso medicinal

El Cuachalalate (Amphipterygium adstringens, Julianiaceae) es un arbol endémico
de México reconocido en la herbolaria como una de las especies de mayor uso tradicional.
Su corteza se comercializa en varias entidades del pais paratratar mas de 30 enfermedades
diferentes, entre las que destacan: Ulceras, gastritis, cancer de estdmago y lesiones
cutaneas. El descortezamiento intensivo de esta especie destruye tgidos vitales del arbol
provocandole la muerte y disminucion de poblaciones naturales. El objetivo de esta
investigacion fue determinar los factores intrinsecos de las semillas y del ambiente que
favorecen la germinacion de A. adstringens Se realizo un estudio anatémico preliminar de
frutos en etapas tempranas de desarrollo donde se encontr6 un Ovulo hemitropo y
unitégmico. E andlisis de frutos maduros mostro la presencia de dos a cuatro l6culos. El
50% de los frutos fue partenocarpicos y € resto present6 de una a dos semillas con mayor
frecuencia en € léculo dos. La evaluacion de la viabilidad con la prueba de tetrazolio fue
variable, en promedio de 31%. Se evaluo € efecto de diferentes tiempos de imbibicion en
la germinacion de semillas, los mejores resultados se obtuvieron con dos horas de
imbibicion. La aplicacion de atas temperaturas (60° y 80°C) no meoraron la
germinacion.  El amacenamiento a temperatura ambiente mostré mejores resultados que
en refrigeracion. La exposicion atres concentraciones de &cido giberélico (0.01M, 0.001M
y 0.0001M) no incrementaron el porcentaje de germinacion Los resultados de esta
investigacion permiten abordar de manera objetiva la propagacion sexual de A. adstringens

en su ambiente natural, selva baja caducifolia.



2.0. INTRODUCCION

Actuamente se sabe que aproximadamente 1500 millones de personas recurren a
medicinas y terapias tradicionales, de las cuales 95 por ciento ®n de origen vegeta
(Hersch, 1996).

En México, la préactica dd uso de las plantas medicinales aln es vigente, y dia con
dia adquiere mayor fuerza, debido a la pobreza y a la poca disponibilidad de servicios
meédicos en comunidades rurales. Ya gque México tiene grandes problemas de deterioro
ambiental, esta practica es ampliamente utilizada por los habitantes y es por esto que €
conocimiento del uso tradicional de plantas medicinales debe ser revalorizado (Monroy,
Castillo, 2000)

Las plantas de uso medicina cas no se cultivan en nuestro pais; su origen silvestre
y la creciente demanda que enfrenta generan desabasto y problemas ecol6gicos que son
poco atendidos. Algunos de los productos que se colectan en México, solicitados en el
extranjero en 1984 fueron el doe vera, por holandeses; € llantén, la ortiga, la salvia, €
romero y la quina, por venezolanos y el Cuachalaate por Japoneses. De estas plantas, la
Unica endémica de México es el Cuachalalate. Las leyes japonesas imponian varias
restricciones a los importadores mexicanos para su movimiento comercial, como la
cuarentena de plantas, € control de sustancias toxicas y deletéreas y la de asuntos
farmacéuticos. Estos movimientos comerciales requieren estudios detallados, actuamente
inexistentes (Hersch, 1996).

La corteza del arbol de Cuachalalate (A. adstringens) se ha utilizado en la medicina
tradicional mexicana para atender diversas afecciones a la salud, desde tiempos muy
remotos, como: Ulceras gastrointestinales, enfermedades de la mujer, la piel, € sistema
respiratorio, €l digestivo, los rifiones y para camar los nervios, heridas, etc. (Monroy y

Monroy, 2006).



Los resultados experimentados por los usuarios han permitido la difusion de sus
bondades, |o que a su vez ha reclamado su comercializacion en los mercados nacionales en
primer término, no obstante éstos tradicionalmente han recibido el abasto por la labor de
acopiadores realizadas en las regiones de su distribucion natural. Estas personas hasta
hace unos afios realizaban su labor bajo los preceptos de su propia percepcion cultural,
cortando agunas porciones de corteza de cada &bol o bien degando tocones de
aproximadamente un metro de atura de los &boles tumbados, |0 que permitia su
regeneracion. En tiempos mas recientes la fama del Cuachalalate, ha rebasado nuestras
fronteras provocando con ello una alta demanda que obliga a los acopiadores pasar por alto
su patrén cultural de recoleccion.  Los intermediarios exigen cubrir una cuota mayor, 1o
gue hace que la técnica de recolecta ahora sea total, avanzando cada vez mas sobre las
poblaciones naturales de Cuachaalate, devastando no solo los &boles, sino también las
poblaciones jovenes, amenazando con ello su conservacion. Esta situacion aungue aun no
es tan drastica por la amplia distribuciéon de la planta, si aerta sobre la necesidad de
planear dternativas a su mangjo, y para ello la urgencia de redizar investigaciones
cientificas en diversos campos, como € ecol 6gico, agronomico, fitoquimico, anatdbmico y
sobre todo el de su propagacion (fisiolégico), todos ellos como medidas preventivas para
establecer a mediano plazo un mangjo eficiente y sustentable.

El presente trabgjo pretende contribuir en ese sentido a aportar conocimiento
cientifico y tecnoldgico, a ensayar técnicas y modelos experimentales en vias de conocer
de megior manera las condiciones fisicas y ambientales que garanticen la propagacion del
Cuachalaate, con base en lo cua se pueda lograr la produccion sosteniday asi disminuir €l

deterioro ambiental.



3.0. OBJETIVOS: GENERAL Y PARTICULARES

El objetivo general de este trabajo fue @nocer las condiciones controladas mas
favorables para la germinacion de Amphipterygium adstringens.
Objetivos particulares:
Determinar la estructura anatdmica de frutos enlas primeras etapas del desarrollo
Analizar la morfologia del fruto y semilla maduros.
Determinar la viabilidad de las semillas de Cuachalalate.
Identificar |as restricciones para la germinacion de semillas.
Evauar la germinacion de semillas dentro de frutos completosy 16culos separados.
Estudiar € efecto de diferentes tiempos de imbibicion en la germinacion.
Evauar e efecto de temperaturas altas en e reblardecimiento de cubiertas y en la
germinacion de Cuachalaate.
Determinar € efecto del almacenamiento de frutos a temperatura ambiente y en
refrigeracion en la germinacion de las semillas

Evauar € efecto del acido giberélico en la germinacion de Cuachaalate.



4.0. ANTECEDENTES
4.1. Partenocarpia

Algunas plantas, producen frutos sin semilla de manera natural, o bien inducidos
por tratamientos con auxinas. La produccion de estos frutos se conoce como partenocarpia
(Taiz y Zeiger, 2002). Este fendmeno es comin en variedades horticolas de banano, pifia,
pepino, tomates, higo, naranja, uva, kiwi, pimienta, etc. La partenocarpia es un rasgo
genéticamente adquirido, y varia en individuos y ecotipos de la misma especie.

En poblaciones naturales, |a partenocarpia puede resultar por una de tres causas: (i)
falta de polinizacion, (ii) que la polinizacion ocurra, pero no la fertilizacion y (iii) que la
fertilizacion ocurra y sea seguida del aborto del embrion Las razones de este aborto alin
desconocidas. Se sabe que las auxinas en plantas jovenes de fresa, tomate, uva y raranja
producen frutos partenocarpicos.  Mientras que en Arabidopsis, chicharos, y zarzamora,
el tratamiento con giberelinas produce el mismo efecto.

El hecho de que se presente variacion entre cultivos en cuanto a la produccion de
dichos frutos, se puede deber a la diferencia en € contenido enddgeno de estas hormonas
en laplacentao los ovarios.

En estudios con dos variedades de mandarina, “Clementinas’ y “Satsuma’, la
primera presentabajo contenido de frutos partenocarpicos y por consiguiente baja cantidad
de &cido giberélico enddgeno, en cambio; la variedad “ Satsuma’ contiene altas cantidades
de &cido giberdlico enddgeno y presenta frutos partenocarpicos y esta variedad responde
mal a tratamientos con AGs (Srivastava, 2002).

4.2. Germinacion
La germinacion se puede definir como €l inicio o la reasuncion del crecimiento del

embrion de una semilla madura'y es la suma de eventos que comienza con la hidratacion



de las semillas y culmina conla emergencia del e embrionario, usualmente la radicula a
través de la cubierta seminal. (Taizy Zeiger, 2002; Srivastava, 2002).

Para que se lleve a cabo dicho proceso debe de haber imbibicién de la semilla. Las
semillas con cubiertas permeables, gneralmente exhiben un proceso trifésico en la toma
de agua. Imbibicion (1), germinacién o activacion del metabolismo (I1) y fases del
crecimiento (111). El rango inicial de imbibicion estara determinado en primera instancia
por la permeabilidad de su cubierta seminal, e area de contacto entre la semillay e
sustrato y la conductividad hidraulica del sustrato (Kigel y Galili, 1995).

Si las condiciones éptimas para la germinacion se proveen por un largo tiempo, y
este proceso no ocurre, se puede deber a dos factores. a que la semilla no es viable, o que
es viable pero esta latente (Kahn, 1982).

La germinacion puede verse afectada por factores ambientales, la edad de la planta
madre y la posicion de las semillas en e fruto. En zanahoriay apio, se hareportado que la
posicién en la que se producen las semillas en plantas madres puede afectar marcadamente
su tamafio, las caracteristicas de la germinacion 'y € vigor de las plantulas (Thomas et al.,
1978 en Zambrano, 1992).

Otra circunstancia que influye la germinacion es el efecto materno €l cua incluye al
conjunto de influencias que tienen lugar antes de la dispersion de las semillas y esta4
determinado por €l genotipo, por € ambiente en que se encuentra, y también por la
influencia que se gercié sobre las semillas durante su desarrollo y maduracion cuando
todavia se encontraban unidas a la planta madre (Roach y Wulff ,1987 en Zambrano,
1992). Este efecto tiene relacion con la germinacion, ya que determina las caracteristicas
de una semillay por lo tanto de su germinacion.

Varios estudios han demostrado que cambios en el ambiente de la planta, como

humedad, temperatura y nutrimentos, entre otros, presentan un efecto importante en el



tamafio y e peso de las semillas descendientes. Este hecho se ha correlacionado
directamente con las caracteristicas de su germinacién (Zambrano, 1992).

Una semilla permite la dispersion, tanto en tiempo como en espacio. Durante este
periodo, atagues por bacterias y hongos se ven frenados por € estado de desecacion de las
semillas, y también por su cubierta seminal. En muchas semillas la presencia de fendlicos,
lectinas, glicosidos toxicos e inhibidores enziméticos, previenen la granivoria por insectos,
roedores y herbivoros. La semilla normamente viene con todo o necesario para su
germinacién y para su crecimiento temprano, incluyendo reservas alimenticias y minerales.
Lo Unico que necesita para disparar la geminacion es la temperatura, agua y oxigeno del
medio, y es e embrién quien determina cuando las condiciones ambientales son las
correctas (Srivastava, 2002).

Los trabagjos ealizados en germinacion son diversos, ya que prueban distintas
condiciones y efectos que pudieran tener algunos factores en ésta.

4.3. Viabilidad

El 2,3,5-Trifenil-2H-Cloruro de Tetrazolio (TTC) es una sustancia que permite
determinar la viabilidad de las semillas. En este método las semillas embebidas son
disectadas, para que el embrion quede expuesto y posteriormente se colocan en la solucién
de TTC d 0.1%. S las semillas no son disectadas, se recomienda utilizar una solucién de
TTC a 1%. Los embriones viables liberan iones de hidrégeno durante la respiracion, que
combinados con € TTC, causan pigmentacién roja o rosa en €l tgjido. Este método para
determinar viabilidad en semillas, funciona tanto en embriones latentes, como no latentes
(Taizy Zeiger, 2002).

Estudios como & de Gholami et al., 007), prueban que la germinacion de las

semillas se puede ver afectada conforme avanza la edad de ésta. En cambio Kiyoshi et al.,



(2005), trabagjaron con Litchi y no observaron modificaciones en la viabilidad vy
germinacion por e corto tiempo de al macenamiento.
44. Latencia

En muchos casos una semilla viable, no germinara aunque tenga los elementos y las
condiciones necesarias para hacerlo. Este fendmeno se conoce como latencia o letargo. La
latencia introduce un retardo tempora en el proceso de germinacion que provee de tiempo
adicional para la dispersion de las semillas en mayores distancias geogréficas. También
maximiza la supervivencia de las semillas previniendo que germinen en condiciones poco
favorables (Taiz y Zeiger, 2002; Baskin y Baskin, 1998).

La latencia tiene bases genéticas, pero su expresion y e grado en el que se presenta
son afectados por sefiales del desarrollo y por factores ambientales. En algunos casos, una
misma planta puede producir semillas no latentes al principio y altamente latentes a final
de la temporada; las semillas del mismo genotipo que crecen en dos locaciones, pueden
mostrar diferente grado de latencia.  Esta variabilidad en la latencia le permite a las
semillas asegurar la germinacion en € sustrato y conferirle una ventgja adaptativa en la
superviviencia de las especies a través de distintas condiciones ambientales (Srivastava,
2002).

Las semillas de especies ortodoxas, (aquellas que disminuyen su contenido de
humedad hasta 5 a 7% y se mantienen viables) maduran y se tornan quiescentes, pero
germinaran cuando las condiciones sean las adecuadas y 10s requerimientos necesarios se
cumplan. Las semillas ortodoxas presentan latencia con mayor frecuencia, éstas requieren
de estimulos como la temperatura o la luz para poder germinar (Srivastava, 2002).

Las semillas latentes, normalmente presentan embriones bien desarrollados, como
ejemplo tenemos a frijol y a chicharo. En varias especies, las semillas son dispersadas

con embriones inmaduros y € desarrollo de €ellos contindia dentro de la semilla, utilizando



las reservas presentes en el endospermo. En estos casos la emergencia de laradicula se da
mucho después. Estas semillas no germinaréan hasta que maduren por completo
(Srivastava, 2002).
Existen varias clasificaciones de la latencia

Segun Srivastava (2002) la latencia esta dividida en dos tipos bésicos, la primaria,
gue es adquirida durante € desarrollo/maduracion de la semilla y la secundaria, que
resulta de factores posteriores ala dispersion. La primaria se puede deber a varias razones:
si esta impuesta por alguna estructura de cubierta en la semilla, se llamara latencia
relacionada con la cubierta (exdgena segin Nikolaeva, 1969-1977 en Baskin y Baskin,
1998) e incluye estructuras como testa, pericarpio, restos del endospermo, restos de nucela
0 perispermo. En varias especies, la cubierta puede actuar como barrera a la entrada de
agua y gases 0 bien es muy dura mecénicamente, como en el caso del Mesquite, una
leguminosa y varias nueces, donde las semillas tienen testa tan dura y lignificada, que €
embrion es incapaz de romperla. Estas estructuras se pueden remover mecanica o
guimicamente y de esta forma degjan libre al embrién para su emergencia. En € otro tipo
de latencia primaria alguna caracteristica del embrién previene la germinacion (latencia
enddgena segun Nikolaeva, 1969-1977 en Baskin y Baskin, 1998). Algunas semillas no
logran su germinacion debido a que cuando son dispersadas de la planta madre, tienen el
embrion inmaduro. Por gemplo, semillas de apio (Apium graveolens) y de ginseng (Panax
quinquefolius), y la mayor parte de los miembros de la familia Orchidaceae, tienen
embriones pequefios y rudimentarios, que requieren de un crecimiento y diferenciacion de
tegjidos y dérganos antes de su germinacion. En apio son necesarias condiciones de luz y
giberelinas para que la germinacion se de, en cambio para ginseng, las semillas requieren
de cambios de temperatura (calor y frio) por varios meses para poder germinar (Srivastava,

2002).



En especies de semillas sin endospermo, las caracteristicas de la testa son las
responsables del grado de latencia impuesta por la cubierta (Nicolés et a., 2002).

Las semillas requieren de sefiales ambientales especificas de luz y/o temperatura
para poder germinar.

Zéarate (1984) en su trabajo de germinacion con Cuachalalate, menciona que no

presenta latencia exdgena, sin embargo ro aporta lajustificacion con relacién a la latencia
encontrada
45. Efectodelostratamientos
45.1. Frutoscompletosy semillasaisladas

La germinacion inicia con la imbibicion, para que ello ocurra la cubierta seminal
debe ser permeable. La remocion de estructuras de proteccion tales como cubierta
seminal, pericarpio, endocarpo, etc. contribuye en algunos casos a una aceleracion en la
germinacion.  Experimentos con  Anemone coronaria, Zinnia violacea y Prunus
campanulata, cuyas estructuras protectoras en las semillas fueron removidas, obtuvieron
mayores porcentgjes de germinacién a igua que una reduccion en e tiempo de
germinacion (Chenet al., 2007; Baskin y Baskin, 1998; Miyajima, 1996)
4.5.2. Imbibicion

En semillas secas, € indice de respiracion y e metabolismo, son ambos
extremadamente bgos. Las membranas y agunos organelos celulares estan
estructuralmente indefinidos y son bioquimicamente ineficientes. La hidratacion en las
semillas no solo restaura la actividad metabdlica en los embriones quiescentes, también
activa la maquinaria embrionaria para que pueda recibir sefides como luz, frio, y
alternancia de temperaturas, sefidles que son necesarias para romper algunos tipos de

latencia en semillas (Srivatsava, 2002).



La entrada de agua a la semilla es la primera fase de la germinacion y permite la
difusion de sustratos hacia los sitios activos de las enzimas (Kigel y Gdlili, 1995). En la
segunda fase, activacion y germinacién, a medida que incrementa €l potencial hidrico en la
semilla, &l gradiente de imbibicion disminuye. El contenido de agua en la semilla aumenta
poco a poco, reactiva e metabolismo y continda entrando hasta la emergencia de la
radicula en donde se observa un aumento muy marcado. Las semillas que presentan
latencia pueden mantener niveles muy bgjos de actividad metabdlica'y pueden permanecer
en esta fase durante meses o bien afios antes de terminar por completo con la germinacion.
El crecimiento del embrion es la tercera fase y depende del potencial osmdtico de las
células y de las propiedades de | as paredes celulares del embridn, asi como de la presencia
y fuerza de cualquier tgjido externo que presente un impedimento para la expansion del
embrién (Kigel y Galili, 1995).

Debido a que la imbibicion es un requisito casi indispensable para la germinacion
en lamayoria de las semillas, es un tratamiento frecuentemente eval uado.

Los trabgos con Passiflora edulis (Sobreira et al., 2004) y Myrciaria dubia
(Aparecida et al., 2006) evaluaron tiempos de imbibicion y sus efectos en la germinacion.
Zérate (1984) en su trabajo con Cuachalaate prueba distintos tiempos de imbibicién, y la
relacion con la germinacion.

45.3. Temperatura

La temperatura es un requerimiento para la germinaciéon. La germinacion ocurre en
un amplio rango de temperaturas, aunque hay algunas especies para las cuales existe una
temperatura Optima para dicho proceso y k variacion por debgjo o por encima de €lla,
puede disminuir e incluso anular la germinacion (Srivastava, 2002).

Se ha visto que la desecacion puede actuar como un interruptor en el desarrollo de

la semilla y para iniciar la germinacion En semillas ortodoxas, se ha sugerido que la



deshidratacion en la maduracién funciona como interruptor que hace que termine €
desarrollo de la semilla, y enciende el programa germinativo para que se inicie en
condiciones favorables (Srivastava, 2002).

Las altas temperaturas pueden reducir la estabilidad de la membrana, debido a a
excesiva fluidez en los lipidos de ésta que genera fugas de iones. Esto provocala pérdida
de funcionalidad fisiol6gica de la membrana (Taiz y Zeiger 2002).

Estudios con varias especies como Annona montana, Oxalis hirsutissima,
Helianthus annuu y Delonix regia, entre otras, prueban el efecto de las altas temperaturas
en la germinacidn, factores como tiempo de imbibicion, enfriamiento, edad de la semilla,
etc. son importantes también en este tipo de estudios ya que pueden ser requisitos
indispensables para que la germinacion ocurra (Vilar et al., 2005; Corbineau et al., 2002;
Demir, 2001; Coelho, 2000 y Wasuwanich, 2000).

45.4. Acido giberélico

El papel central de las giberelinas (GA) en promover la germinacién fue sugerido
hace décadas y confirmado con la identificacion de semillas de Arabidopsis y tomate
mutantes deficientes en GA, las cuaes no germinaban a menos que se les aplicara
exogenamente &cido giberélico. Se ha propuesto que el acido giberélico endégeno controla
lagerminacién a través de dos procesos: (i) la disminucion en la resistencia de los tejidos
gue rodean a embrién y (ii) la promocion del potencia de eecimiento del embrion
(Nicolaset al., 2002).

Las giberelinas pueden actuar en la germinacion en alguno de los siguientes pasos.
(@ en la activacion del crecimiento vegetativo del embrion, (b) el debilitamiento de las
capas que envuelven al embrion y (c) en la movilizacion de reservas aimenticias del
endospermo. En las semillas con latencia, las giberelinas pueden sacarla de ésta e inducir

lagerminacion (Taizy Zeiger, 2002).



Esta hormona se encuentra relacionada con varias respuestas morfologicas y
bioquimicas. Una respuesta muy comun es la promocién a la elongacion en érganos
axiales, como tallos, peciolos, y pedicelos florales. En las semillas de muchas plantas se
almacenan grandes cantidades de almidon, proteinas y lipidos, que son hidrolizados en la
germinacién para proveer energia a crecimiento. En algunas semillas de cereales como
trigo, cebada y arroz, las giberelinas inducen la sintesis o la activacion de ciertas enzimas
parala hidrdlisis de los productos de almacenamiento (Srivastava, 2002).

La exposicién a este regulador, es un tratamiento frecuente en los experimentos de
germinacion. Los trabgjos con Amaranthus pumilus (Norden et al., 2007) y con Cercis
siliquastrum (Gebre y Karam, 2004), evalGan el efecto de distintas concentraciones de AGs
y su relacion con la germinacion.  Zarate (1984), en su trabajo con Cuachalalate, realiza
pruebas preliminares con AGz y no obtiene resultados de germinacion. Sin embargo no
menciona bs concentraciones utilizadas y € tiempo de exposicién, datos importantes, ya
gue en trabgos anteriores, estos factores son los que influyen en e porcentgje de
germinacion
4.5.5. Almacenamiento: ambientey refrigeracion.

El tiempo y las condiciones de almacenamiento influyen en el deterioro de la
semilla. El amacenamiento puede provocar que macromoléculas como acidos nucléicos,
componentes de la membrana y enzimas, se dafien y con esto generar pérdida en la
integridad estructural de la membrana y dafio en los organelos 0 que no consigan
diferenciarse en estructuras funcionales. Este proceso genera envejecimiento en algunas
semillas y pérdida de viabilidad. Sin embargo, reducir el 1% en el contenido de humedad
en la semilla, o en la temperatura (5°C), duplica € lapso de vida de las semillas

almacenadas en seco (Baskin y Baskin, 1998).



Si en las semillas se aterna deshidratacion e imbibicion, €l dafio ocurrido durante la
deshidratacion se repara con la hidratacion. Ya que en algunos casos las semillas mueren,
se proponen varias explicaciones (Baskin et al., 2002): (1) Las reservas se agotan y las
células no tienen energia para reparar los dafios, (2) las reservas sufren alteraciones
guimicas y por lo tanto ya no son Utiles para € embrion, (3) tantas lesiones se acumulan
graduamente en e ADN vy la divisién celular y crecimiento subsecuente se vuelven
imposibles, o bien (4) las membranas se tornan disfuncionales.

Un periodo de almacenamiento en seco y a temperatura ambiente por varios meses
puede desactivar la latencia en semillas que la presentan (Nicolas et a., 2002).

Trabajos realizados por Pakkadb et al., (2003) y Prakash et d., (2005) con Spondias
axillaris (Anacardiaceae) y especies medicinales alpinas respectivamente, prueban que las
semillas a ser almacenadas por algunos meses, 5 a 7 pierden rgpidamente la viabilidad y
con €ello su capacidad germinativa. Prakash et al., (2005), evaluaron temperaturas de
almacenamiento [25°C (ambiente), 25°C en desecador y refrigeracion y observaron que la
viabilidad permanece por mayor tiempo en semillas amacenadas en ambas condiciones.
El porcentgje de viabilidad se ve afectado en ambos casos a medida que avanza e tiempo
de amacenamiento. Ademés existen trabgjos que evallan e efecto del almacenamiento
combinado con condiciones de temperatura, imbibicidn, deshidratacion, entre otras, y su
respuesta germinativa después de dichos tratamientos (Sharma et al., 2007; Talamini et a.,
2007; Tommasi et al., 2006).

4.6. Familia Julianiaceae
4.6.1. Caracteristicasgenerales

Segin Cronquist (1981), A. adstingens pertenece a la familia Julianaceae vy

menciona gran similitud de ésta con la familia Anacardiaceae Rhus), de hecho hay

algunos autores que la consideran Anacardiaceae (Pennington y Sarukhan, 1968). Esta



similitud entre las familias se debe a su aspecto y caracteristicas anatdmicas, y también a
algunos rasgos florales como e ovario unilocular, tricarpelado, con € évulo posicionado
en un obturador. También la quimica de los flavonoides que presentan ambas familias,
favorece estarelacion (Cronquist 1981)

4.6.2. Ubicacion taxonémica (Cronquist, 1981)

Division Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Rosidae

Orden: Sapindales

Familia: Julianiaceae (W.B. Hendey 1906 nom.)

Género: Amphipterygium

Especie: adstringens

4.6.3. Despcripcion Botanica Especifica (Pennington y Sarukhan, 1968)
Amphipterygium adstringens Schiede ex Schitdl.

SINONIMIA. Juliania adstringens Schitdl.

NOMBRES COMUNES. Cuachalaa, Cuachaladate (del nahuatl cuauchalaatl, nombres
mas usados en toda su area de distribucion); maitixeran (tarasco, Mich.); volador (Pue.);
maceran (Gro.); yalaguitu (zapoteco, Oax.); muaxaaxlitli (ndhuatl, Mor.)

FORMA. Arbol de hasta 8 m y d.a.p. de hasta 40 cm, con € tronco generalmente torcido,
con pocas ramas gruesas, ascendentes y torcidas, de ramificacion simpoida (tipo
Tabebuia), copa aplanada.

CORTEZA. Externa lisa con grandes escamas engrosadas y suberificadas, la parte lisa de
la corteza moreno grisdcea a gris plomiza, con numerosas lenticelas protuberantes,

redondas y pdidas. Interna de color crema rosado a rosado, fibrosa, con exudado blanco



cremoso, extremadamente astringente y de olor picante. Grosor total de la corteza de 10 a
20 mm, sin incluir |as escamas.

MADERA. Albura de color crema claro a crema rosado con olor picante y sabor
astringente, vasos grandes, muy numerosos, dispuestos en lineas tangenciales. Madera
esponjosa.

RAMAS JOVENES. Ligeramente escamosas, con grandes cicatrices de hojas caidas, con
abundantes lenticelas suberificadas y prominentes; pubescentes cuando jévenes, glabras
con la edad.

HOJAS. Yemas ca. 3 mm. de largo, obtusas, desnudas, amarillentas, muy pubescentes.
Estipulas 2, ca. 5 mm de largo, lanceoladas. Hojas dispuestas en espiral, aglomeradas en la
punta de las ramas, imparpinnadas, de 6 a 13 cm incluyendo el peciolo, compuestas por 3-5
foliolos opuestos y sésiles de 2.5 x 1.3 a7 x 4.5 cm con el foliolo terminal més grande;
ovados o dlipticos, con el margen crenado, 4pice agudo, base aguda u obtusa; verde opacos
y amarillentos en la haz, verde grisaceos en e envés; raguis tomentoso y pulvinado en la
base. Los arboles de esta especie pierden las hojas durante seis meses, desde noviembre
hasta mayo.

FLORES. Especie dioica. Flores masculinas en paniculas aglomeradas en las axilas de
hojas nuevas, de hasta 15 cm de largo, tomentosas; flores sésiles o sobre pedicelos de hasta
3 mm de largo, actinomorfas, de 3 a4 mm de diametro; perianto de 5 a 7 segmentos, de 1.5
a2 mm de largo, lineares, agudos, tomentosos; estambres 5-7, de 1 a 1.5 mm de largo, con
el filamento muy corto, la antera oblonga y tomentosa ovario ausente. Flores femeninas
solitarias en las axilas de las hojas nuevas, en pedunculos aplanados y alargados de 1 cm
de largo y 3 a4 mm de ancho, tomentosos; receptaculo globoso, ca. 3 mm de largo, con 5

dientecillos agudos, que contiene un ovario de 2 carpelos semiunidos, semiinferos,



uniloculares, pubescentes; estilo grueso de 2 mm de largo, con 3 ramas estigméaticas
recorvadas ca. 3 mm de largo; estilo y estigmas pubescentes. Florece de mayo ajulio.
FRUTOS. Nueces abultadas con estigmas persistentes, sobre los pedicelos aplanados y
acrescentes hasta formar una especie de ala, de 3 a 4 cm, incluyendo € aa, moreno
amarillentas 0 moreno rojizas, con nervacion conspicua fina, glabras. Contienen 1 6 2
semillas muy aplanadas de 5 mm de largo.

ECOLOGIA Y DISTRIBUCION. Especie restringida a la vertiente del Pacifico, desde
Nayarit hasta Oaxaca, incluyendo la cuenca del rio Balsas. Es especie dominante de las
selvas bagjas caducifolias, generalmente asociada con diversas especies de Bursera y
Pseudosmodingium perniciosum. Puede progresar muy bien en zonas sujetas a incendios
periddicos.

USOS. Su madera no tiene usos industriales. La corteza y las raices han sido usadas
tradicionalmente en la medicina casera.

4.6.4. Descripcion dela diaspora (fruto) y semilla

El fruto alado de 2.5 a5 cms. de largo es un sincarpo Sseco gue consiste de un
involucro subgloboso, acrescente y engrosado que contiene de 1-2 “loculos’ comprimidos
y peludos, mas o menos pegados a la pared (Cronquist, 1981).

Las semillas de Julianiaceas tienen su origen en los 6vulos hemitropos y
unitegumentados. Se desarrollan en € interior de nuececillas samaroides y en la madurez
presentan las siguientes caracteristicas estructurales:

Semillas con cubierta semina membranosa; endospermo ausente; embrién grande
llenando la cavidad seminal, provisto de dos cotiledones, plano-convexos, radicula
acumbente, grande (Niembro, 1989). Muchos frutos debido a que son secos e
indehiscentes son Ilamados semillas (Crocker y Barton, 1957). Sobre la semilla del

Cuachalaate y su embriologia no se han hecho estudios (Johri et a., 1992).



4.6.5. Distribucion

A. adstrigens es un componente floristico de la Selva Baja Caducifolia de México,
los cuales son bosgues propios de regiones con climas calidos dominados por especies
arborescentes que pierden sus hojas en la época seca del afio durante un lapso variable. El
bosgue tropical caducifolio se desarrolla en México entre 0 y 1900 m de altitud, la
temperatura media anual es del orden de 20 a 29°C. En cuanto a la humedad, se observan
dos estaciones bien marcadas: la de lluvias y la de secas. El nimero de meses secos
consecutivos va de 5 a 8, siendo los de mayor aridez de diciembre a mayo (Rzedowski,
1994).

Los estados en los que se encuentra el Cuachalalate son Nayarit, Jalisco, Colima,
Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Puebla, Morelos, Mexico D.F. y la Cuenca del Balsas (Lara
y Méarquez, 1996; Hernandez, 1959)

De acuerdo con la clasificacion de Koeppen (1984), el clima correspondiente a esta
formacion vegetal es e Aw, aunque también hay algunos sitios con clima BSy Cw. El
bosqgue tropical caducifolio se encuentra principalmente sobre suel 0s someros pedregosos y
se localiza a menudo sobre laderas de cerros (Rzedowski, 1994).

4.6.6. Importancia econémicay aspectos generales

En la herbolaria mexicana, es una de las especies de mayor uso tradicional, su
corteza se comercializa en varias entidades del pais para tratar més de 30 enfermedades. El
estado de Morelos, parte de la cuenca del balsas, Guerrero y la Mixteca Poblana, integran
la region que abastece de este producto natural al resto del pais. Entre sus usos mas
comunes se reporta € cocimiento de unos 50 g de corteza para endurecer las encias y para
lavar heridas. También se reporta efectividad contra € cancer de estdbmago e intestinos, y

paralatifoidea (Martinez, 1969).



La forma en que los colectores aprovechan este producto, es poco planificada y
muy destructiva. El descortezamiento tradicional en més del 50% de las veces se hace en
todo e fuste y a una profundidad tal, que deja al descubierto la madera o tejido xilemético.
De esta manera, se destruyen tejidos vitales del arbol, como el floema que se encarga de
conducir € aimento por toda la planta y el cambium vascular que es responsable de
generar un nuevo anillo de crecimiento y al mismo floema. Estos dos factores han
provocado que las poblaciones naturales, sean fuertemente impactadas a grado tal, que un
60% de los arboles mueren y e resto sobreviven sin que sea posible un segundo
aprovechamiento (Hersch, 1996).

4.6.7. Investigacionesrealizadas

Varios trabajos prueban la efectividad del Cuachalalate como planta medicinal por
su alto contenido en metabolitos secundarios. En general los trabajos que se han realizado
sobre dicha planta son de tipo fitoquimico, como el de Cortes (1979), que realizo el estudio
bibliografico del Cuachalaate desde el punto de vista toxicolégico, en € que menciona la
presencia del acido tanico, siendo éste e que da la accion astringente.

Ortega et a., (1999), comprobaron que el &cido masticadienonico y a-
hidroximasti cadienonico encontrados en laresina del &rbol son los compuestos encargados
de la accion anti-inflamatoria.

Makino et a., (2004) aislaron 5 terpenos y cada compuesto exhibié actividad
inhibitoria contra células de tucemia (L-1210). En estudios posteriores, Déciga et al.,
(2006) reportan que e Cuachalalate presenta actividades farmacologicas tales como:
antimicrobiano, hipocolesterolémico, gastroprotector y anti-inflamatorio. Los agentes
fitoguimicos presentes en la ganta son: acido anacardico, aldehidos anacardicos, dkil-

naftalenos, triterpenos y esteroles.



Los trabajos sobre cultivo y propagacion de esta planta medicinal son pocos. Uno
de dlos es € estudio de Zarate (1984) en el cual reaizo pruebas de germinacién para dos
especies medicinales Chaparro amargoso y Cuachalalate, para este ltimo utilizé distintos
tratamientos preliminares como: luz y oscuridad, alternancia de temperaturas, nitrato de
potasio, &cido giberélico, bajas temperaturas, remojo en agua caliente y remojo en agua a
temperatura ambiente. Los tratamientos elegidos finalmente fueron remojo de 24 a 96
horas a temperatura ambiente y alternancia de temperaturas.

El presente trabajo forma parte del proyecto CONAFOR 41828 “Propagacion de
Especies Medicinaes Explotadas en los Municipios Leonardo Bravo y Eduardo Neri en €
Estado de Guerrero para el Establecimiento de Plantaciones Semicomerciales’ en el cual se
hizo entrega de los arboles obtenidos en esta investigacion a la comisaria de Xochipala,

Gro. y los resultados obtenidos se utilizarén para la elaboracion de un triptico.



5.0. MATERIAL Y METODO
5.1. Sitioy fecha decolecta

Los frutos de Cuachalalate que se utilizaron en los experimentos se colectaron el 14 de
enero del 2006, en Xochipaa, poblado perteneciente al municipio de Eduardo Neri, Guerrero,
gue esta ubicado a 100 km de Chilpancingo y a 60 km de lguala, con coordenadas N
17°44'353"; 099° 39'543” y a 1150 m de altitud.
5.2. Sitiodetrabajo

Los experimentos se realizaron en el laboratorio de Fisiologia y Estructura de Plantas
de la Facultad de Ciencias, UNAM y en & Laboratorio de Cultivo in vitro, Programa
Fruticultura, IREGEP-Campus Montecillo.
5.3.  Material vegetal

El &rbol de Cuachalaate, mide aproximadamente 6 m de altura. Su corteza es de color
griséceo. Tiene hojas compuestas y su fruto es alado, de 2.5 a5 cm de largo. En €l interior del
fruto se presentan en general de dos a cuatro l6culos, que pueden contener o no semilla
Florece de mayo a julio y fructifica de julio a septiembre, pierde sus hojas entre junio y
octubre (Colin y Monroy, 1997; Monroy y Castillo, 2000). Crece en los lugares secos y
rocosos del bosque tropical caducifolio. El principal uso que tiene es medicinal, paralo cua
la corteza del tronco se hierve y se emplea para tratar Ulceras, heridas, quemaduras, picaduras
de animales, problemas renales, entre muchas otras afecciones.

Los frutos se colectaron de 15 arboles de Cuachalalate aproximadamente tanto del

arbol, como dd suelo.
5.4. Planeacion delos experimentos
Se redlizaron en total 6 experimentos, cinco con frutos completos y solamente en uno

se emplearon las semillas de los |6cul os centrales de los frutos de Cuachal alate.
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55. EXPERIMENTO 1. Determinacion de numero de semillas por fruto y
viabilidad.

Con € fin de conocer la cantidad de semillas que existen por fruto de Cuachalalate,
susceptibles de formar una planta, se evalud e nimero de I6culos por fruto, la presencia de
semillas en l6culos, asi como la cantidad y localizacion de semillas por fruto y se aplico la
prueba de viabilidad con tetrazolio.

5.5.1. Diseflo experimental

Localizacion de semillas por loculos y cantidad en frutos — experimento
unifactorial. El disefio experimental empleado fue completamente al azar con 10
repeticiones de 20 frutos, por 1o que se evaluaron en total 200 frutos. Unidad experimental:
grupo de 20 frutos.

55.2. Variablesevaluadas

Registro del nimero de l6culos por fruto

Registro de semillas en |6culos y su posicion en € fruto
Registro del nimero de semillas por fruto

Registro de semillas tefiidas con tetrazolio por fruto.
5.5.3. Conduccion del experimento

L os frutos se colocaron en agua a temperatura ambiente durante tres horas, con €l
fin de reblandecer sus capas y poder cortarlos transversalmente, a nivel de la nuececilla,
para exponer sus léculos y |a presencia de semillas (Figura 1). En cada fruto se conto el
numero de léculos la ubicacion de las semillas en ellos y e nimero de semillas por fruto.
Se considerd como semilla desarrollada a aquella que llenaba por completo a [6culo.

Se establecié como referencia tomar los datos de cada fruto con la punta del ala
dirigida a la izquierda; asi se contd de derecha a izquierda y se considerd a l6culo 1 €

primero ala derecha, no importando s fueron 4, 3 6 2 I6culos (Figura 1).



Nuececilla

Figura 1. Corte transversal del fruto de Cuachaalate, colectado en Xochipala, Gro. para
conteo de léculos y semillas. El 16culo ubicado a la derecha corresponde a |6culo 1y asi

suces vamente.

5.5.4. Analissdedatos

Paradeterminar el nimero de I6culos y la presencia de semilla en cada uno de ellos,
se contd e nimero de I6culos (2 a 4) considerando su posicion 1, 2, 3y 4 por fruto. La
presencia de semilla se conté tomando en cuenta en qué I6culo se presentaba y cuantas
semillas se encontraron por fruto.

Los datos se registraron en porcentajes y para su tratamiento estadistico se les
aplicd una transformacién arco-seno. Asi, se hizo anova en Statgraphics plus con los datos
de porcentaje transformados para evaluar en qué léculo se presentaban semillas con mayor
frecuencia
5.5.5. Diseflo experimental

Pruebas de viabilidad — experimento unifactorial. El disefio experimental empleado
fue completamente al azar con 5 repeticiones de 20 frutos, por lo que se evaluaron en total
100 frutos. Unidad experimental: grupo de 20 frutos

5.5.6. Variablesevaluadas



Se cuantificaron viables a las semillas que se tifieron de rojo en 80% 0 mas,
incluyendo e ge hipocdtilo - raiz.
5.5.7. Conduccion del Experimento

De los 200 frutos utilizados en €l experimento anterior (5.5.1), se eligieron 100 de
ellos a azar. La edad de los frutos para esta prueba con respecto a dia que fueron
colectados fue de 47 dias. Se les cortd € aa para reducir espacio y se formaron 5
repeticiones de 20 frutos que se colocaron en solucion de Tricloruro de tetrazolio (TTC) a
5%. Se dgaron remojando en la solucion por doce horas a temperatura ambiente.
Después de cumplido € tiempo en la solucidn, se tomaron los datos de las observaciones.
5.5.8. Analisisde datos

Para determinar el porcentaje de viabilidad se conté el nimero de semillas que se
tifieron, sin considerar la posicion de ellas dentro de los frutos. Los resultados se
expresaron en porcentgje.
5.6. Experimentosde germinacion

Todos los experimentos de germinacién se redlizaron en € invernadero del
Programa de Fruticultura, IREGEP- Colegio de Posgraduados Campus Montecillo, Estado
de México.
5.6.1. Sustrato

El sustrato que se utilizd se elabor6 mezclando homogéneamente los siguientes
materiales:
2 partes de Peat moss
1 parte de Tierra de monte
1 parte de Tepojal
1 parte de Agrolita

En todas | as pruebas de germinacion se utilizd el mismo sustrato.



5.7. EXPERIMENTO 2 Germinacion de semillas en frutos completos y léculos
con 0, 3,6,y 9 hrsdeimbibicién

Por la caracteristica de que & Cuachalalate presenta sus semillas en l6culos, dentro
del fruto, y dado que la imbibicion es la etapa inicia requerida para que exista
germinacion, se decidio determinar el tiempo de imbibicion que requerian las semillas, en
condiciones de fruto completo y separando los [6culos centrales de los frutos.
5.7.1. Diseflo experimental

Germinacion de semillas en frutos y l6culos, embebidos durante 4 tiempos —
experimento bifactorial. El disefio experimental empleado fue completamente al azar con
10 repeticiones de 10 frutos a cuatro tiempos de imbibicion (400 frutos) y 5 repeticiones de
10 I6culos a cuatro tiempos de imbibicion (200 16cul os).
5.7.2. Combinacion de factores de variacion Yy tratamientos. Unidades
experimentales.
Tiempo de imbibicién de frutos y 16culos.
Factor tiempo con cuatro niveles, testigo o tiempo cero, 3, 6 y 9 hrs. de imbibicion. Factor
semilla en fruto o en l6culo con dos niveles, fruto y [éculo.
Se utilizaron 10 repeticiones de 10 frutos para cada uno de los 4 tratamientos, tiempos de
imbibicion: 0, 3, 6 y 9hrsy 5 repeticiones de 10 I6culos para los mismos cuatro
tratamientos.
Frutos: 4 x 10 x 10 = 400 frutos. Unidad experimental: maceta con 10 frutos
Loculos: 4 x 5 x 10 = 200 I6culos. Unidad experimental: maceta con 10 I6culos
5.7.3. Variablesevaluadas
Emergencia de plantulas de I6culos y frutos

5.7.4. Conduccion del experimento



Se trabaj6 con frutos de Cuachalaate, colectados en Xochipala, Gro. el 14 de enero
del 2006. La fecha de siembra fue el 18 de enero del 2006, los frutos tenian 4 dias de
haber sido col ectados.

Se realizo6 la imbibicién de los frutos en grupos de 100 para cada tratamiento: 0, 3,
6y 9 hrs. deimbibicién Cumplido su tratamiento se escurrieron, se les retir6 el exceso de
agua con toallas de papdl y se pesaron 5 grupos de 20 frutos para cada tratamiento.

Luego de pesarlos se remojaron en captan a 1.5% durante diez minutos en
agitacion. Se corto € ala atodos los frutos de todos los tratamientos y se sembraron en
macetas de unicel de medio litro perforadas por debajo y por e costado (cuatro
perforaciones en la base y cuatro en los costados). Se colocaron diez frutos por maceta en
posicion horizontal y se les agregd una capa delgada de sustrato para cubrirlos. Para cada

tratamiento se procesaron diez macetas con 10 frutos cada una. (Figura 2).

Figura 2. Distribucion de frutos de Cuachalalate en las macetas de siembra

Las macetas se colocaron en charolas con agua, para obtener un modelo de
subirrigacion y e orden de las macetas en las charolas fue aeatorio.
Para los I6culos, se cortaron los frutos longitudinalmente en la zona centra de la

nuececilla, donde se observo con mayor frecuencia la presencia de semillas. Se separaron



los I6culos centrales de los laterales. Unicamente los I6culos centrales se sometieron a
tratamiento con base en |os resultados obtenidos en e primer experimento.

Para los l6culos centrales se aplicaron los mismos tratamientos, 0, 3, 6 y 9 hrs. de
imbibicion y el método que se sigui6 fue e mismo que para los frutos, (Figura 3).

Se evalud € porcentgje de germinacion mensual durante tres meses, en frutos

completos, y en |6cul os separados.

Figura 3. Distribucién de los |6cul os centrales de Cuachalalate en las macetas de siembra.

5.7.5. Analisisdedatos

Se registré € peso de los frutos de cada tratamiento, en tiempo cero y de los frutos
embebidos. Se registro e porcentgje acumulativo de plantas emergidas de frutos
completos y I6culos centrales, para los 4 tratamientos de imbibicion.

Se hicieron andlisis estadisticos con los resultados obtenidos por tratamiento con
transformacion de porcentgjes, para determinar € mejor tiempo de imbibicionen relacion
con la germinaciony qué estructura convenia utilizar, si frutos o |6culos.

58. EXPERIMENTO 3: Germinacion de semillas en frutosde Cuachalalate con 10
tiempos de imbibicion desde 30 min hasta 48 horas (2280 min).

Con base en los resultados obtenidos en e experimento 2 (4 tiempos de imbibicion:

0, 3,6y 9 hs) y debido a que no se presentaron diferencias significativas entre los 4



tratamientos de imbibicién, se decidid probar tiempos con intervalos més cortos y més
largos, que fueron desde los 30 min hasta las 48 horas de imbibicion.
5.8.1. Disefio experimental

Germinacion de semillas con diferentes tiempos de imbibicién — experimento
unifactorial. El disefio experimenta empleado fue completamente al azar con 5
repeticiones de 10 frutos por tratamiento (500 frutos).

5.8.2. Combinacion de factores de variacion y tratamientos. Unidades
experimentales.

Factor tiempo de imbibicioncon diez niveles, : 30 minutos, 1 h, 1.5, 2, 2.5, 3, 6, 12, 24, 48
hrs.

Se utilizaron 5 repeticiones de 10 frutos para cada uno de los 10 tiempos de imbibicion:

10 x 5 x 10 = 500 semillas. Unidad experimental: maceta con 10 frutos

5.8.3. Variablesevaluadas

Emergencia de plantulas por cada tiempo de imbibicién (30 minutos, 1 hr, 1.5, 2, 2.5, 3, 6,
12, 24, 48 hrs.)

5.8.4. Conduccion del experimento

Para el experimento se utilizaron frutos completos de Cuachalalate, que se
remojaron en agua durante |os tiempos mencionados.

Se remojaron los frutos desde e dia 11 d 13 de marzo de 2006, cada uno
cumpliendo con su tiempo de imbibicion (desde 30 min. hasta 48 hrs). Para cada
tratamiento se utilizaron 50 frutos.

Cumplido € tiempo de imbibicion se registro € peso de los frutos, de cada
tratamiento (50 frutos por tratamiento). Se colocaron en sanitas himedas dentro de bolsas
de plastico y se mantuvieron en refrigeracion durante dos dias para evitar la contaminacién

por hongos.



La fecha de siembra fue € 15 de marzo de 2006, y por lo tanto los frutos tenian 2
meses con respecto a dia de colecta. Se siguié € mismo procedimiento de siembra
utilizado para los frutos del experimento de imbibicion para frutos y l16culos. Se les corto
el ala, se sembraron en €l sustrato utilizado para todos los experimentos, y se colocaron 10
frutos por maceta con 5 repeticiones por tratamiento, es decir 50 frutos por tratamiento.
Y a sembrados, se colocaron las macetas en agua durante 10 min. para hacer un modelo de
subirrigacion.

5.8.5. Analisisdedatos

Se registré el peso de los frutos para todos los tratamientos. Se registrd € nimero
de plantas obtenidas por tratamiento durante tres semanas y se expresd en porcentajes. Se
hizo un anova con los porcentajes transformados, para determinar si existian diferencias
significativas entre tratamientos.

59. EXPERIMENTO 4 Germinacion de semillas en frutos de Cuachalalate a 3
temperaturas de imbibicion con 5 tiempos de exposicion y el testigo.

Siendo la temperatura un disparador de la germinacién para algunas especies, se
decidio probar € efecto de temperaturas altas (60°C y 80°C) combinando el tiempo de
imbibicion en la germinacion de las semillas de Cuachaalate.

5.9.1. Disefio experimental

Germinacion de semillas en frutos: tiempo de imbibicion + temperatura —
experimento bifactorial. El disefio experimental empleado fue completamente al azar con
4 repeticiones de 10 frutos por tratamiento (640 frutos).

5.9.2. Combinacién de factores de variaciéon y tratamientos. Unidades
experimentales.

Imbibicién atemperaturas altas.



Primer factor: temperatura — Tres niveles, Testigo a temperatura ambiente (25°C), 60°C y
80°C;
Segundo factor: tiempo de imbibicion - cinco niveles Testigo = 0 min. Solamente para
temperatura ambiente y 10, 20, 40, 80, 160 min. de imbibicion para todos los demés.
Se utilizaron 4 repeticiones de 10 frutos para cada tratamiento (25°C, 60°C y 80°C con5
tiempos de imbibicion y en € caso de 25°C se considero €l grupo testigo):
(4 x 10 x 3 x 5)+40 = 640 frutos. Unidad experimental: maceta con 10 frutos
5.9.3. Variablesevaluadas

Emergencia de plantas por temperatura (25°C, 60°C y 80°C) y tiempo de
imbibicion [testigo (0 min) a25°Cy 10, 20, 40, 80 y 160 min para las 3 temperaturas]
5.9.4. Conduccion del experimento

La fecha de siembra fue & 15 de marzo del 2006; asi, los frutos tenian 2 meses
despuésde la colecta. Se eligieron al azar los frutos de Cuachalalate, se les cortd el aacon
el fin de reducir espacio. Posteriormente se colocaron en condiciones de imbibicion en
grupos de 40 frutos durante 10, 20, 40, 80 y 160 minutos respectivamente. Un tratamiento
se remojo en agua a 60°C, otro a 80°C y por ultimo € testigo, que se coloco en agua a
temperatura ambiente (25°C). Unicamente el testigo se probd con tiempo cero de
imbibicion Unavez cumplido e tiempo de imbibicion se colocaron en sanitas, pararetirar
el exceso de agua y se sembraron, siguiendo € mismo método utilizado para los deméas
experimentos. Finalmente las macetas se colocaron 10 minutos en agua para hacer un
model o de subirrigacion.
5.9.5. Analisisdedatos

Se registré por cinco semanas y de forma acumulativa € porcentgje de plantas
emergidas por tratamiento. Se hizo anova con los porcentges transformados para

determinar diferencias significativas entre tratamientos.



5.10. EXPERIMENTO 5: Germinacion de semillas en frutos de Cuachalalate
almacenadas a temperatura ambientey en refrigeracion, embebidas por dos horas en
agua, tres concentraciones de acido giberélicoy € testigo.

Con € propésito de determinar € efecto del ambiente de almacenamiento y del
Acido giberdlico en la emergencia de plantas de Cuachalalate, se planted trabajar con
frutos almacenados en condiciones ambientales de laboratorio (25°C) y almacenados en
refrigerador (5°C) y someterlos a distintas concentraciones de é&cido giberélico
5.10.1. Disefio experimental

Germinacion de semillas de frutos almacenados en ambiente/refrigerado +
embebidos por 2 horas en agua, testigo y distintas concentraciones de Acido giberélico —
experimento bifactorial. El disefio experimental empleado fue completamente al azar con
5 repeticiones de 10 frutos por tratamiento (500 frutos).
5.10.2 Combinacion de factores de variacion y tratamientos. Unidades
experimentales.
Germinacion de semillas almacenadas en frio (5°C) y a temperatura ambiente (25°C); y
estimuladas con distintas concentraciones de Acido giberdlico.
Primer factor almacenamiento: 2 niveles: ambiente 25°C y refrigerado 5°C
Segundo factor: 5 niveles: testigo (sin imbibicion), agua, Acido giberdico [0.01M,
0.001M, 0.0001 M]
Se utilizaron 5 repeticiones de 10 frutos para cada tratamiento [ambiente (25°C) y
refrigerado (5°C), contres concentraciones de acido giberélico, agua y testigo]
5x 10 x 2 x 5 =500 frutos. Unidad experimental: maceta con 10 frutos.
5.10.3. Variablesevaluadas

Registro acumulativo de emergencia de plantulas de frutos amacenados en frioy a

temperatura ambiente por tratamiento de imbibicién.



5.10.4. Conduccion del experimento

El dia 15 de mayo del 2006, habiendo transcurrido 4 meses desde la fecha de
colecta, se sacaron los frutos de Cuachaaate, amacenados en refrigeracion y los
conservados a temperatura ambiente y se formaron 5 grupos de 50 frutos de cada
condicion

Se elaboraron las soluciones con acido giberélico a diferentes concentraciones: Se
pesd 0.692 g de &cido giberélico, se disolvié con 10 ml. de etanol yse aforé a 200 ml. con
agua destilada y se obtuvo la primera concentracion 0.01 M. Se tomaron 50 ml. de esta
solucion y se colocd en otro matraz, se aforé a 200 ml. con agua destilada y se obtuvo la
segunda concentracion de 0.001 M. De ésta se tomaron nuevamente 50 ml. y se colocaron
en otro matraz y se aforé una vez més a 200 ml. con agua destilada, obteniendo la tercera
concentracion de &cido giberélico 0.0001M. Para todas las soluciones se midié el pH,
antes y después de la imbibicién. Ya teniendo las soluciones, se pusieron a embeber los
frutos durante dos horas en los distintos tratamientos. La siembra se llevo a cabo de la
misma manera que en |os otros experimentos.
5.10.5. Andlisisde datos

Se contd e nuimero de plantas obtenidas por tratamiento y se registré en
porcentgjes. Se hizo anova (Statgraphics plus) con los porcentajes transformados para
determinar si hubo diferencias significativas entre tratamientos.
511. EXPERIMENTO 6: Germinacién de semillas en frutos de Cuachalalate
almacenadas a temperatura ambientey en refrigeracion, embebidas por dos horas en
agua, tres concentraciones de acido giber élico, con pH ajustado y el testigo.

Con € proposito de eliminar el factor de acidificacion durante la imbibicion,

provocado por las concentraciones del écido giberélico, se procedié a repetir el



experimento anterior, pero gjustando a pH 5 tanto las soluciones del acido giberélico y el
agua.
5.11.1. Disefio experimental

Germinacion de semillas en frutos almacenados en ambiente y refrigeracion y
embebidos por 2 horas en agua, distintas concentraciores de acido giberdlico, gjustadas a
pH 5y € testigo — experimento bifactorial. El disefio experimenta empleado fue
completamente al azar con 5 repeticiones de 10 frutos por tratamiento (500 frutos).
5.11.2. Combinacién de factores de variacion y tratamientos. Unidades
experimentales.
Germinacion de semillas en frutos almacenadas en frio y a ambiente; y estimuladas con
Acido giberdlico.
Primer factor almacenamiento — 2 niveles: ambiente 25°C y refrigerado 5°C
Segundo factor — 5 niveles, &cido giberélico [0.01M, 0.001M, 0.0001 M], agua y testigo
todos gjustados a pH 5.
Se utilizaron 5 repeticiones de 10 frutos para cada tratamiento [ambiente (25°C) y
refrigerado (5°C), con tres concentraciones de &cido giberélico, agua y testigo-sin
imbibicion], con guste apH 5
5x 10 x 2 x 5 =500 frutos. Unidad experimental: maceta con 10 frutos.
5.11.3. Variables evaluadas
Emergencia de pléantul as de frutos almacenados en frio y estimulados con acido giberdlico
5.11.4. Conduccion del experimento

El experimento se ealizd de la misma manera que € anterior, Unicamente se
modifico el pH a 5 para todas las soluciones iniciales. Se midié € pH después de la

imbibicion y se registraron los datos.



Los frutos se sembraron el 21 de agosto del 2006, por 1o que las semillas tenian 7 meses de
almacenadas, con respecto a dia de colecta. Para su siembra se siguio e mismo
procedimiento que para € experimento anterior. Se elaboraron las soluciones con &acido
giberélico a diferentes concentracionesy se gjustaron apH 5. Se cort6 el ala de los frutos
para degjarlos embeber durante 2 horas en los tratamientos, el agua también se gjust6é a pH
5. A todas las soluciones se les midi6é € pH, antes, se gusté a pH 5y se volvié a medir
después de la imbibicién. Habiendo cumplido con el tiempo de imbibicion, se pesaron
nuevamente y se registraron los datos. La siembra se llev6 a cabo de la misma manera en
la que se efectud en los otros experimentos.
5.11.5. Andlisisde datos

Se contd e numero de plantas obtenidas por tratamiento y se registré en

porcentajes.



6.0. RESULTADOS
6.1. Experimento 1: Determinacién de numero de semillas por frutoy viabilidad.
NuUmero de l6culos por fruto

Debido a que en la literatura consultada, no se encontré informacion en relacién a
nimero de léculos y semillas por fruto, asi como su ubicacion en € mismo, se redizd este
estudio que nos permitié conocer € promedio de l6culos y semillas por frutos y en qué
[6culos se presentaban con mayor frecuencia semillas. El andlisis de datos se redizd a
partir de la observacién de 200 frutos y se obtuvo que el 38.5% ,77 frutos presentaron 4
I6culos, € 31%, 62 frutos con tres 'y € 30.5%, 61 frutos tenian dos l6culos. El nimero

promedio de I6culos por fruto fue de 3 (Figura 4).
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Figura 4 Porcentgje de frutos de Cuachalalate con 2, 3y 4 l6culos. Colectados en

Xochipala, Gro. Ntotal = 200 frutos, media de 20 observaciones.

Semillas por léculo

En generd se esperaba que todos los frutos tuvieran semilla, sin embargo, en
Cuachaladate este supuesto no se cumpliod porque solo 90 frutos de 200 (45%) tenian
semilla. Del total de frutos que contenian semilla, 78 (39%) presentaron una, 11 (5.5%)
dos semillas y solamente un fruto (0.5%) presenté 3 semillas. El porcentaje méas ato

(55%) correspondio afrutos sin semilla (Figura 5). ElI hecho de que mas del 50% de frutos



no tenga semillas puede explicar el bajo porcentaje de germinacion en esta especie, cuando
procede la germinacion de las semillas dentro del pericarpio y sin considerar la viabilidad
de lasemilla. La media general fue de 0.515 semillas por fruto, esto es que solo la mitad

de los frutos presenta a menos una semilla
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Figura 5 Porcentge de frutos de Cuachalaate, con O, 1, 2 y 3 semillas. Colectados en

Xochipala, Gro. Ntotal = 200 frutos, media de 20 observaciones.

Considerando las 10 unidades experimentales (cada una con 20 frutos), se
registraron desde 6 hasta 13 frutos con semilla, poniendo en evidencia la variabilidad que
presenta el Cuachalalate. El resultado de presencia de semillas en fruto que se presentd
con mayor frecuencia fue 12 frutos con semilla en tres unidades experimentales. La media
fue 10.3 semillas por unidad (Figura 6).

Dado que el material es de origen silvestre, es de esperarse la variabilidad en la
presencia de semillas, debido a que no han tenido un proceso de seleccion.

Con estos valores se logra tener una idea del nimero de plantas que se pueden

obtener por lote, sin considerar su viabilidad.
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Figura 6. NUmero de semillas observadas por repeticién de 20 frutos de Cuachalaate,

colectados en Xochipala, Gro. Ntotal = 200 frutos, media de 20 observaciones.

Cuando se considerd en qué l6culo se ubicaban las semilla, se logré determinar que

en el l6culo 2 se presentaron con mayor frecuencia, siendo superior estadisticamente a los

I6culos 1y 3, que no presentan diferencias entre ellos (F = 19.126 y NS 0.00001;). Esto

sugiere gque los l6culos centrales permiten un mejor desarrollo de la semilla (Figura 7).
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Figura7. Frecuencia de semillas en relacién con la posicion del 16culo en 200 frutos de

Cuachalaate, colectados en Xochipaa, Gro.
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Viabilidad de semillas de Cuachalalate

El promedio general de semillas viables obtenido con la prueba de TTC fue de 31%
(Figura 8). Pero s observo variabilidad en la respuesta entre los grupos, que fue desde el
10% (2 semillas viables), hasta e 50% (10 semillas viables en 20 frutos). En esta prueba
nuevamente se evidencia la variabilidad que existe en los frutos utilizados. Con base en
los resultados de viabilidad obtenidos se espera que la germinacion promedio que se puede
obtener es de 31% con maximo de 50% y minimo de 10% (Figura 9), asumiendo que
todas las semillas viables germinan.

Tomando en cuenta lo anterior, seria importante hacer experimentos de viabilidad
con esta especie, incrementando €l nimero de repeticiones para eliminar posibilidades de
error debidos a muestreo. Por gjemplo, en estudios de viabilidad en otras especies como
maiz, cebaday trigo, se utilizan dos repeticiones de 150 a 200 semillas (Moreno, 1996). Si
utilizamos mayor nimero de repeticiones, esto contribuira a tener menor variabilidad, por
lo que se debe continuar trabajando para establecer porcentajes de viabilidad confiables.
En casos donde es dificil conseguir las semillas, se pueden utilizar dos repeticiones de 50 o
una de 100 semillas (Moreno, 1996). Para el caso del Cuachalalate, se emplearon 5
repeticiones de 20 frutos, de acuerdo a recomendado por Moreno (1996), solo que en este

caso se utilizaron 5 repeticiones con |o cua la confiabilidad se incremento.

ISw.'."u a Viable

Semillz no viable
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Figura 8. Evaluacion de semillas viables con TTC a 5% durante 12 horas, en frutos de

Cuachalalate, colectados en Xochipaa, Gro.
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Figura9. Porcentge de viabilidad en semillas de Cuachalalate tratadas con Tricloruro de
Tetrazolio d 5% durante 12 horas. Colectadas en Xochipala, Gro. Ntotal = 100 frutos,
media de 20 observaciones

6.2. Experimento 2: Germinacion de semillas en frutos completos y |6culos con 0O,
3,6y 9 horasdeimbibicién.

El pesoinicia delos frutos secos, fue de 5.48 g en promedio conO hrs,, a 3 hrs. de
imbibicion fue cuando se obtuvo el mayor incremento en e peso (15.12 g); posteriormente
fue aumentando pero en menor escala (Figura 10).
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Figura 10. Peso promedio (g) de frutos de Cuachalalate embebidos por 0, 3, 6y 9 hrs.
Colectados en Xochipala, Gro. Ngta = 400, media de 100 observaciones. Edad: 4 dias

respecto alafecha de colecta 14/01/06. Siembra: 18 de enero de 2006.



La dindmica de germinacion en las semillas de frutos de Cuachalaate, fue més
lenta en comparacion con las semillas de los loculos. En los frutos, la emergencia de
plantulas se observo hasta los 30 dias aproximadamente, obteniendo mejores resultados
con los tiempos 0 y 9 hrs de imbibicion, sin presentar diferencias significativas entre
ambos. Los resultados obtenidos para frutos, presentaron porcentajes de germinacién por
debgjo de los valores esperados en las pruebas de viabilidad (Figura 11). El porcentaje de
germinacion para 0 y 9 hrs fue 8%, € minimo esperado era de 10% y e méximo de 50%,
segun las pruebas de viabilidad. Para frutos los porcentajes de germinacion fueron de 4% a

8%.
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Figura 11. Dinamica de germinacion de semillas en frutos de Cuachalaate expuestas a 0,
3, 6,y 9 hrs. de imbibicién. Colectadas en Xochipala, Gro. Nia = 400, media de 100
observaciones, repeticiones de 10 frutos para cada uno de los 4 tratamientos. Edad: 4 dias

respecto a lafecha de colecta 14/01/06. Siembra: 18 de enero de 2006.

El anova para frutos y léculos mostré diferencias significativas (F=10.198 vy
NS=0.0023), siendo mayor & porcentgje para |6culos, que para frutos. La mejor respuesta
de germinacion se obtuvo con 16culos, posiblemerte se deba a que solamente se escogieron
los centrales, descartando los laterales. El estudio anatdmico mostré que los l6culos

centrales presentaban con mayor frecuencia semillas y germinaron con mayor rapidez,



debido a que hubo mayor superficie de contacto con el agua y el sustrato y menor
resistencia a estructuras protectoras.

Las semillas de los I6culos presentaron germinacioén més rapida que en los frutos,
yaque desde el primer mes se obtuvieron plantulas (Figura12). Aungue el anova para los
tratamientos con l6culos no mostrd diferencias significativas (F = 0.66 y NS = 0.5893)
entre éstos, se observo la tendencia de mayores porcentgjes de germinacion con 3 frs. de
imbibicién, 10 plantas = 20% germinacion En I6culos los porcentgjes de germinacion

fueron més altos, 8% con 4 plantas, 12%, 16% Yy 20% con 10 plantas cada uno.
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Figura 12. Dinamica de Germinacion de semillas en |6culos de Cuachalalate expuestas a
0, 3, 6,y 9 rsde imbibicion. Colectadas en Xochipala, Gro. Nita = 200, media de 50
observaciones. Edad: 4 dias respecto a la fecha de colecta 14/01/06. Siembra: 18 de enero

de 2006.

Aln sabiendo que con los l6culos se obtuvieron mejores porcentajes de
germinaciongue con frutos, se decidio trabajar con frutos completos debido a que para la
obtencién de los [6cul os se presentaron problemas técnicos que requerian de mayor tiempo

por la dificultad para su extraccion y la falta de homogeneidad en el tamafio de los mismos.



6.3. Experimento 3: Germinacion de semillas en frutos de Cuachalalate a 10
tiempos deimbibicion desde 30 min. Hasta 48 horas (2280 min).

Ya que en & experimento anterior no se observaron diferencias significativas entre
tiempos de imbibicion, en este experimento se utilizaron mayor nimero de tratamientos,
con €l fin de determinar si este parametro gjerce algin efecto en larespuesta. Se evalud la
germinacion para distintos tiempos de imbibicidn desde 30 min. hasta 48 hrs.

El anova mostr6 que no hubo diferencias significativas entre los tiempos de
imbibicion (F= 0.46 y N.S.= 0.8904), sn embargo, en la gréfica se observo la tendencia
positiva a obtener mejores resultados entre 1y 2 horas de imbibicion (Figura 13).

En la mayoria de los tratamientos hubo germinacion a partir de la segunda semana
y solo con 180 min (3 hrs), 360 min (6 hrs) y 720 min (12 hrs) se present6 en la primera
semana. Sin embargo, € mayor nimero de plantas (12 plantas) se obtuvo en los
tratamientos de 60 min (1hr) y 120 min (2hrs), pero hubo resultados de germinacion
parecidos (10 plantas) a los 2880 min (48 hrs), lo que implica que los tiempos de

imbibicién no influyen en la germinacion
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Figura 13. Dinamica de germinacion de semillas en frutos de Cuachalalate embebidas por
10 tiempos, colectadas en Xochipala, Gro., Nia = 500, media de 50 observaciones. Edad:

2 meses respecto ala fecha de colecta 14/01/06. Siembra: 15 de marzo de 2006.



Los porcentgjes de germinacion obtenidos fueron del 12% al 24%, los cuales
corresponden con los resultados obtenidos en las pruebas de viabilidad, donde los
porcentajes iban del 10% al 50% conpromedio de 31%. Los tratamientos que presentaron
mayor porcentaje de germinacion fueron con60 y 120 min, donde se logré el 24% (Figura
14).
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Figura 14. Porcentgje de germinacion de semillas en frutos de Cuachalaate con 10
tiempos de imbibicién, colectadas en Xochipala, Gro. Nia = 500, media de 50
observaciones. Edad: 2 meses respecto a la fecha de colecta 14/01/06. Siembra: 15 de

marzo de 2006.

El peso promedio de los frutos secos es 5.5 g y presenta incremento considerable a
partir de los 30 min de imbibicién, manteniéndose sin cambios considerables hasta los 720
min, cuando presenta mayor absorcion de agua. Sin embargo, de acuerdo a los resultados
de germinacién, desde que inicia la imbibicién las semillas logran su hidratacion vy
desencadenan e metabolismo que las conducira a la elongacién y emergencia de la

radicula (Figura 15).
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Figura 15. Peso promedio (g) para grupos de 20 frutos de Cuachalalate, expuestos a 10
tiempos de imbibiciony el testigo (50 frutos por tratamiento), colectados en Xochipala
Gro. Nioa = 550, media de 50 observaciones. Edad: 2 meses respecto a la fecha de colecta
14/01/06. Siembra: 15 de marzo de 2006.

Por las caracteristicas de los frutos, € comportamiento de la curva de imbibicién
puede indicar que e primer incremento en el peso puede corresponder a la absorcion de
agua por la pared del pericarpio y los incrementos subsecuentes a la imbibicion de las
semillas.

6.4. Experimento 4. Germinacion de semillas en frutos de Cuachalalate a 3
temperaturas deimbibicién y con 5 tiempos de exposicion y € testigo.

Se hizo el andlisis de varianza evaluando los tratamientos, que trataban de semejar
un golpe de caor con diferentes tiempos de imbibicion. Para la temperatura si se
encontraron diferencias significativas (F= 14.51 y NS= 0.0006), siendo la temperatura
ambiente (25°C) la que favorecio la germinacion con 7 plantas por tratamiento (16.25%).
La germinacién a 60°C fue minima, con promedio de 2 plantas por tratamiento (5.5%),
mientras que para 80°C no ® observd germinacion (Figura 16). Para los tiempos de

imbibicion el anova no mostré diferencias significativas (F= 1.13 y NS= 0.3609).



En € andlisis de rango multiple para germinacion por temperatura, se observo
claramente que la temperatura ambiente (25°C) presenté mayor respuesta germinativa en
comparacion con 60°C y 80°C (F= 14.51 y NS= 0.0006); sin embargo, no hubo diferencia
entre los tratamientos a 25°C. El tratamiento de 40 min, a temperatura ambiente (25°C)
fue e que mostré e mayor nimero de plantas derivadas de la germinacion.

El tratamiento de 80 °C no se incluyo en las pruebas estadisticas debido a que su
porcentaje de germinacion fue 0%.

La dindmica de germinacion por semanas mostré que en temperatura ambiente se
obtuvo d mayor porcentaje de germinacién. En la primera semana se observé bajo
porcentgje de germinacion pero a partir de la tercera semana se obtuvo € maximo. El
mejor resultado de germinacion se obtuvo con e tratamiento de 40 min a temperatura

ambiente (25°C) con 13 plantulas 32.5% (Figura 16 ).
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Figura 16. Dinamica de germinacion de semillas en frutos de Cuachalalate, colectadas en
Xochipala, Gro., concinco tiempos de imbibicion y € testigo (O=testigo, 1=10 min, 2=20
min, 3=40 min, 4=80 min, 5=160 min) a 2 temperaturas (25°C y 60°C). Niota = 640 frutos,
media de 40 observaciones. Edad: 2 meses respecto a la fecha de colecta 14/01/06.

Siembra: 15 de marzo de 2006.

Los porcentajes de germinacion para los tratamientos de 60°C en genera fueron
baos, & mayor fue 12.5% y e menor 2.5%; en cambio para 25°C e porcentge de
germinacion para todos los tratamientos incluyendo € testigo fue 16.25%. Mientras que
para 80°C € porcentgje de germinacion fue O, por lo que no € incluyd en la gréfica

(Figura 17).
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Figura 17. Porcentaje de germinacion de semillas en frutos de Cuachalalate, con cinco
tiempos de imbibicion y € testigo 25°C (O=testigo, 1=10 min, 2=20 min, 3=40 min, 4=80
min, 5=160 min) a 2 temperaturas (25°C y 60°C), colectadas en Xochipala, Gro. Nota =
640 frutos, media de 40 observaciones. Edad: 2 meses respecto a la fecha de colecta

14/01/06. Siembra: 15 de marzo de 2006.

6.5. Experimento 5. Germinacion de semillas en frutos de Cuachalalate
almacenadas a temper atura ambiente y en refrigeracion, embebidas por dos horasen
agua, tresconcentraciones deécido giberéicoy € testigo.

En la dinamica de germinacién se observé que el tratamiento con mayor nimero de
plantas obtenidas fue el de imbibicion en agua por dos horas, de frutos almacenados a
temperatura ambiente (10 plantas). El promedio de plantas obtenido por todos los
tratamientos de frutos almacenados a temperatura ambiente fue mayor (6.8%) que e de
frutos almacenados en refrigeracion (3.8%). Los tratamientos que mostraron mejores
resultados fueron € de imbibicion de agua y € de acido giberélicol [0.01M] en frutos
almacenados a temperatura ambiente, con 10 (20%) y 8 (16%) plantas, respectivamente

(Figura 18).
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Figura 18. Dinamica de germinacién de semillas en frutos de Cuachalaate almacenadas a
temperatura ambiente y en refrigeracion, expuestas a 5 tratamientos durante 2 horas de
imbibicion (agua, solucion de AGs [0.01M, 0.001M y 0.0001M] vy €l testigo). Colectadas
en Xochipala, Gro. Niota = 500 frutos, media de 50 observaciones. Edad: 4 meses respecto
alafecha de colecta 14/01/06. Siembra: 15 de mayo de 2006.

El tratamiento que presentdé mayor porcentgje de germinacion fue € de frutos
almacenados a temperatura ambiente embebidos en agua por dos horas (20%). Mientras
que los tratamientos que presentaron menor porcentaje de germinacion fueron frutos
almacenados en refrigeracion, embebidos en agua y soluciénde AGg [0.001M] (4%), todos

por dos horas (Figura 19).



El anova mostr6 diferencias significativas entre frutos amacenados a temperatura
ambiente y refrigerados, siendo mejores los conservados a temperatura ambiente (F = 4.36

y NS = 0.0425).
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Figura19. Porcentaje de germinacién de semillas en frutos de Cuachal alate almacenadas a
temperatura ambiente y en refrigeracion, embebidas por 2 horas en 5 condiciones (agua,
solucién de AG; [0.01M, 0.001M y 0.0001M] vy €l testigo). Colectadas en Xochipala, Gro.
Niota = 500 frutos, media de 50 observaciones. Edad: 4 meses respecto a la fecha de colecta

14/01/06. Siembra: 15 de mayo de 2006.

6.6. Experimento 6: Germinacion de semillas en frutos de Cuachalalate
almacenadas a temper atura ambientey en refrigeracion, embebidas por dos horas en
agua, tres concentraciones de acido giber éico, con pH ajustado a5y €l testigo

El tratamiento que obtuvo mayor nimero de plantas (2 plantas), a igua que en €l
experimento anterior, fue en frutos almacenados a temperatura ambiente, embebidos en

agua (Figura 20).
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Figura20. NUmero de plantas obtenidas a partir de la germinacion de semillas en frutos de
Cuachalaate almacenadas a temperatur a ambiente y en refrigeracion, embebidas durante 2
horas en 5 tratamientos (agua, solucion de AGz [0.01M, 0.001M y 0.0001M] gjustados a
pHS y d testigo). Colectadas en Xochipaa, Gro. Nia = 500 frutos, media de 50
observaciones. Edad: 7 meses respecto a la fecha de colecta 14/01/06. Siembra: 21 de

agosto de 2006.

Los porcentajes de germinacion fueron de 0% para € 50% de los tratamientos y de
2% a 4% para los cinco tratamientos restantes (Figura 21). El tratamiento que present6
mejores resultados fue imbibicion en agua de frutos almacenados a temperatura ambiente,

sin embargo e nimero de plantas obtenidas fue muy bajo paratodos los tratamientos.
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Figura21. Porcentaje de germinacién de semillas en frutos de Cuachalalate almacenadas a
temperatura ambiente y en refrigeracion, con 5 tratamientos por 2 horas de imbibicion
(agua, solucion de AGz [0.01M, 0.001M y 0.0001M] gustados a pH 5 y d testigo).
Colectadas en Xochipala, Gro. Ntotal = 500 frutos, media de 50 observaciones. Edad: 7

meses respecto a la fecha de colecta 14/01/06. Siembra: 21 de agosto de 2006.



7.0. DISCUSION

El Cuachalalate que se desarrolla en Xochipala, Gro., se encuentra formando
pequefios grupos de plantas dentro de la vegetacion de Selva Baja Caducifolia, como o
mencionan Pennington y Sarukhan (1968). Los arboles de esta especie dioica florecen de
mayo a julio y sus flores femeninas forman frutos abultados con estigmas persistentes,
sobre los pedicelos aplanados y acrescentes, hasta formar una especie de aa, de 3 a4 cm.
7.1.  Anatomia

El estudio anatdmico preliminar realizado a partir de frutos en desarrollo, permitié
observar un 6vulo hemitropo y unitégmico (Fig. 22), caracteristicas que coinciden con la
descripcion de Niembro (1989).

De la anatomia del fruto y de la semilla poco se conoce y son escasos los libros y
articulos que hablan de ésta. Bullock y SolissMagallanes (en Briones et d., 1999)
mencionan gque el Cuachalalate contiene una semilla por fruto.

La diseccion de cien frutos maduros, mostré la presencia de 2 a 4 celdas o |6culos
de consistercia fibrosa, donde se podian encontrar de una a tres semillas. Dentro de las
celdas o l6culos se observé una capa gruesa, muy dura, lisa en su interior y rugosa en €l
exterior, de color marrén por fueray amarilla a interior. Siendo la familia Julianiaceae
cercana a la Anacardiaceae, se cuenta con reportes de que e endocarpo (esclerocarpo) de
esta Ultima, consiste de bragquiesclereidas, fibras y elementos vasculares y se desarrolla de
la epidermis interior y del tgido adyacente de la pared del ovario (Johri et a., 1992), lo
cua se relaciona con la capa dura y gruesa mencionada anteriormente. En seguida se
observé una capa delgada membranosa de color café rosada, que cubria a embrion; esta
ultima fue descrita por Niembro (1989) como la cubierta seminal membranosa. Entre esta

capay € embrién no se presentd ninglin material, denotando la ausencia de endospermo.



Este dato coincide con la descripcion de Netolitzky (1926, en Corner, 1976), que sefiala a

la semilla de la familia Julianiacea, exalbuminosa (carente de endospermo).

Figura 22. Corte sagitad de fruto de Cuachaladate que muestra 6vulo hemitropo y

unitegumentado.

Se observé que el embridn, de aproximadamente 5 mm de largo y que llenaba por
completo este espacio, consta de dos cotiledones planos, de cuyos bordes surge la radicula
grande y curvada (acumbente) (Fig. 23), dato que coincide con la descripcion de Niembro

(1989).

radicula

cotiledones

Figura 23. Embridn de Cuachalal ate (Amphipterygium adstringens)

Zé&rate (1984) en su trabajo con Cuachalaate, menciona que todos los frutos tienen
2 semillas vanas y una viable. El andlisis de cien frutos de Cuachalalate hidratados y
disectados en este trabajo, mostré que el 55% no contenian semillas en sus [6culos; el 39%
tenia una semilla, el 55% dosy el 0.5% (un fruto) tres semillas Entre las adternativas

paraexplicar €l por qué el 45% de los frutos presentan de unaatres semillas se plantea:



? La compatibilidad de los granos de polen con el estigma e las flores femeninas,
favoreceria el desarrollo del tubo polinico sélo de algunos granos de polen.

Si los granos de polen logran germinar y formar su tubo polinico, se llevara a cabo la
doble fecundacién de los 6vulos maduros, donde se tendra e desarrollo del embridn con
sus reservas y cubierta seminal. Es posible que haya una tendencia a fecundar a 6vulo del
[6culo dos, debido a su ubicacion central.

? También cabe la posibilidad de que los 6vulos inmaduros no sean fecundados y
aborten o que alcancen posteriormente su madurez, sean fecundados y desarrollen una
semilla desfasada.

Al tener varios évulos fecundados en distintas etapas de desarrollo, los embriones
pueden diferir en tamafo, capacidad de almacenamiento, potencial de crecimiento o nivel
de latencia. Asi, es posible que se tenga influencia diferencial de diversos factores, que
favorezcan la formacion de una semilla a partir del 6vulo del [6culo dos.

Por giemplo, Austin (1972) reporté que las deficiencias minerales en la planta
madre afectan predominantemente e nimero de semillas producidas. Algunos minerales
como €l nitrégeno, pueden afectar la estructura de la cubierta seminal, €l [lenado de grano,
el contenido de proteinas y hormonas en la semilla, con efectos subsecuentes en la
germinacion y vigor de las plantulas. Zinkerwicz y Skiba (1978, en Gray y Thomas, 1982)
demostraron en trigo de primavera, que el movimiento de nutrientes asimilados desde las
hojas hasta las semillas en desarrollo, depende de la disponibilidad de nitrégeno, la cual es
particularmente critica para la acumulacion de carbohidratos, durante la fase de llenado de
grano.

Asi, d Cuachalalate que se desarrolla en Xochipala, Gro., podria contar con
heterogeneidad en sus semillas, conocida también como polimorfismo (Silvertown, 1984),

debido a diversos factores intrinsecos y ambientales que pueden gercer su influencia desde



etapas tempranas hasta finales en e desarrollo seminal. Esto se podria corroborar
comparando érboles de otras zonas.
7.2. Viabilidad

En el experimento de viabilidad, el anova no mostro diferencias significativas entre
tratamientos, sin embargo en el andlisis de rango multiple, se observaron diferencias entre
los grupos 1y 3, siendo e grupo 1 e menor con 10% de semillas viablesy e grupo 3 €
mayor, con 50% de semillas viables. Esto muestra la variabilidad de respuesta de la
especie y daindicio de la poca homogeneidad germinativa.

Zarate (1984), reporta 80% de semillas viables en Cuachalalate, pero el porcentaje
maximo de germinacion en su trabagjo fue de de 37% para el tratamiento de luz constante
durante 28 dias a 25-27°C (reflgo de la viabilidad maxima), ademés no sefiala la presencia
de frutos sin semilla. Desafortunadamente en su trabajo no se precisa como Se procesaron
los frutos y las semillas, por 10 que no se puede referir nuestros resultados con |os reportes
en ese trabgjo.

En el caso del Cuachalalate no se tiene conocimiento que sus frutos o semillas sean
utilizados como alimento por animales granivoros. Estudios con relacion ala dieta del
raton espinoso de abazones Liomys pictus, con 12 frutos o semillas encontradas en la
region, mostraron que e Cuachalaate fue uno de los més bgos en consumo debido
seguramente a los metabolitos secundarios que presenta (Briones-Salas et al., 2006;
Briones-Salas y Sanchez-Cordero, 1999). Por lo que se puede decir que los frutos de
Cuachalalate no se pierden por depredacion.

L os supuestos para explicar el hecho de que el Cuachalalate genere gran cantidad
de frutos sin semilla, aproximadamente & 50%, son varios, € primero es que los frutos de
Cuachalaate utilizados en esta investigacion, presentaban tamafio variable y se colectaron

en enero, cuando habian transcurrido seis meses desde €l periodo de floracién (mayo a



julio). Para agosto y septiembre, aln en temporada de lluvias, algunos frutos habrian
alcanzado la madurez y deshidratacion paulating; mientras que otros continuarian en
desarrolloy pronto se encontrarian fuera de temporada de lluvias, en condiciones cada vez
mas drésticas, distintas a las que experimentaron los primeros frutos. Asi, algunos de los
frutos tendrian sus 6vulos en desarrollo 0 sus embriones en etapas inmaduras, siendo en
ambos casos, vulnerables a las condiciones ambiental es adversas.

En segundo lugar, s los frutos de Cuachalalate presentaban tamarios distintos, aun
cuando ya estaban secos y de color marron, se podria pensar en un polimorfismo tanto
estructural como fisiolégico de los mismos, causado por factores ambientales (Silvertown
1984) y ademés se deberian considerar |os polinizadores, su abundanciay frecuencia.

Aunado a €llo, puede existir polimorfismo somético y fisiolégico no sélo de los
frutos, sino de las semillas en @ fruto, por su posicion. El polimorfismo somético se debe
frecuentemente a cambios morfologicos y anatdmicos en las cubiertas protectoras
parentales que rodean a las semillas. En Cuachalaate, la capa gruesa 'y de consistencia muy
dura, que rodea a cada semilla, podria tener diferentes grados de resistencia o variar en €
contenido de inhibidores. A su vez, los embriones de cada semilla pueden tener
polimorfismo fisiologico por factores ambientales que actlian durante el desarrollo, la
maduracion y la disperson, afectando la latencia embrionaria o las propiedades
reguladoras de |las estructuras protectoras (Silvertown, 1984).

De acuerdo a Stebbins (1974; en Kige, 1995), la heterogeneidad en €
comportamiento de las semillas tiene valor de supervivencia en ambientes variables, pues
magnifica las opciones parala germinacion y e establecimiento exitoso de las plantul as.

En cuanto a la viabilidad de las semillas y a su porcentgje de germinacion por el
tiempo de amacenamiento de las mismas, se observd que no hubo diferencia en los

primeros experimentos de 4 dias a 2 meses, en comparacion con los experimentos finales



(&cido giberélico) cuando tenian de 4 a 7 meses.  Sin embargo, fue evidente el efecto
inhibidor en la germinacion debido a pH5, que afectd hasta a las semillas colocadas en
agua.

En Pistacia atlantica, (Anacardiaceae), se analizaron tres fechas de siembra,
separadas cada una por 20 dias, se observé mayor germinacion en aquellas semillas que se
sembraron en la primera y segunda fecha (Gholami et al., 2007). Esto significa que las
semillas que se sembraron primero con menor tiempo de secado, fueron las que
sobrevivieron mas. En Cuachalalate las semillas respondieron de igual forma hasta los 4
meses y no se pudo determinar si la viabilidad de las semillas se aterd con e avance del
tiempo. En cambio en litchi se evaluaron 9 tiempos, de 0 a 15 diasy €l indice o porcentaje
de germinacion no se vio afectado (Kiyoshi et a., 2005). Esto podria deberse a que el
lapso evaluado en litchi fue corto y demuestra que la capacidad de germinacion permanece
ata en las primeras fechas de siembra.

7.3. Latenciafisica

En muchos casos una semilla viable no germinara aunque tenga las condiciones
ambientales necesarias para hacerlo debido a la latencia que presentan. De acuerdo con
Baskin y Baskin (1998) existen dos tipos de latencia: exdgenay endégena. En la primera,
alguna caracteristica de la estructura de la semilla incluyendo el endospermo, latesta, o las
paredes del fruto, previenen la germinacidn, ya sea por impermeabilidad, resistencia
mecanica o presencia de inhibidor. En la segunda, son las condiciones intrinsecas del
embridn las responsables de la latencia, como la presencia de inhibidores o la inmadurez
del embrion. La latencia exdgena puede ser fisica, por que las cubiertas seminales son
impermeables a agua; quimica, por inhibidores de la germinacion y mecanica, debida a

estructuras lefiosas 0 duras que restringen el crecimiento. Este tipo de latencia se rompe



por apertura de estructuras especializadas en latencia fisica, lixiviacion en la quimica y
remojo en agua caiente y estratificacion en la mecanica

En la diseccion de fruto realizada se observo la presencia de capas que protegian a
la semilla, entre ellas una capa muy dura que pudiera imponer una resistencia mecanica
fuerte a embrion en su proceso de germinacion y ser la causante de una latencia exégena.

Turner et d., (2005) encontraron en su trabajo con seis géneros de Rhamnaceae que
la latencia fisica se puede romper con tratamientos de imbibicion y calor ydepende de
caracteristicas presentes en las semillas como:

1. Caracteristicas del embrién: mostraron que los embriones de los 6 géneros analizadas
eran espatulados.

2. En experimentos de imbibicion para determinar la cantidad de agua que tomala semilla,
encontraron gue los 6 géneros presentaban latencia fisica que se rompia con tratamiento de
agua caliente.

3. Por Ultimo probaron e rango de temperaturas para la germinacién y encontraron que a
altas temperaturas la germinacion se vio suprimida.

En & caso dd Cuachaalate, las semillas presentaban un embriéon grande. De
acuerdo con Baskin y Baskin (1998) la latencia fisica basada en |a morfologia del embrién
esta relacionada con embriones grandes, doblados, espatulados, que contienen sus reservas
nutritivas en e embrién més que en & endospermo. Dentro de las 15 familias que
presentan este tipo de latencia se encuentra la familia Anacardiaceae que presenta estrecha
relacion con la Julianiaceae. De acuerdo a Corner (1976) la cubierta seminal de bs
Anacardiaceae no esta bien diferenciaday el embridn esta protegido por la pared del fruto.
Los frutos de ciertos miembros de esta familia presentan latencia fisica. Por gemplo: €
endocarpo de Rhus lancea consiste de cuatro capas. macroesclereidas, csteoesclereidas,

braquiesclereidas y células cristalinas que le confieren mucha dureza a esta capa. Estas



caracteristicas coinciden con las observaciones de la capa dura del fruto del Cuachalalate
(Julianiaceae) que esta en contacto con la cubierta seminal membranosa.

El experimento de curvas de imbibicion mostré que en 30 min € peso del fruto se
duplico reflgjando la entrada de agua sin impedimento y la absorcién de agua continud
hasta 48 hrs., sin embargo, |a diferencia de peso mas notoria fue en la primera hora. Por |o
anterior, se puede concluir que la cubierta seminal de Cuachalalate no es impermeable al
agua y que la absorcién de agua corresponde en mayor proporcién a la hidratacion del
pericarpio. Si las semillas presentaran latencia, se podria pensar que la restriccion a la
germinacion se relaciona con la cubierta del fruto que esta imponiendo resistencia a la
expansion del embrion.

En Empetrum hermaphroditum se observdO que la latencia no se debe a
impermeabilidad del endocarpo duro que envuelve a la semilla, sino a la dureza que le
impone restriccion a la expansion del embrion, por 1o que se observa el crecimiento de la
radicula antes del crecimiento de los cotiledones (Baskin et al., 2002) En Cuachalalate se
observé el crecimiento prolongado de la radicula que emergia del fruto antes que los
cotiledones. Aunque en la mayoria de los casos la germinacion generd plantulas en las que
emergian los cotiledones, en algunos casos éstos Ultimos se quedaban atrapados dentro del
fruto y la plantula moria debido a que no podia extender sus hojas.

Considerando €l porcentaje de semillas viables en Cuachalaate, las capas duras
podrian estar interviniendo en el bajo porcentaje de germinacion, como sucede en Rhus
lancea (Corner 1976).

Con €l tratamiento de agua caliente (60°C y 80°C) en Cuachalalate, se esperaba que
las temperaturas el evadas reblandecieran las capas duras y propiciaran mayor germinacion,
pero los resultados de este experimento mostraron que € porcentaje de germinacion en

ambos fue nenor que en €l testigo, por lo tanto € pericarpio de Cuachaaate no esta



gjerciendo una resistencia que impida el proceso de emergencia de laradiculay la hipotesis
planteada se rechaza.

Esto concuerda con Zarate (1984) quien concluye que el Cuachalalate no presenta
latencia exdgena, debido a que € lote testigo (25°C — 27°C, con luz y Sin remojo) germina
mejor que con alternancia de temperatura y remojo.

De acuerdo a los experimentos realizados, las semillas de Cuachaaate no
presentaron latencia porque germinaron en todas las condiciones establecidas, excepto con
imbibicion de agua a 80°C, sin embargo no se puede asegurar que en condiciones
naturales, de campo, las semillas presenten algun tipo de latencia.

7.4. Germinacion
7.4.1. Frutosy léculos eimbibicion durante cuatro tiempos

En e experimento de germinacion de I6culos yfrutos, la velocidad de germinacion
fue més rapida enlas semillas de los | 6cul os que enlas de los frutos completos.

Para que la germinacion ocurra, debe haber imbibicion el rango inicia de
imbibicién estara determinado primeramente por la permeabilidad de la cubierta seminal,
en segundo lugar por € area de contacto entre semilla y sustrato y por ultimo por la
conductividad hidraulica del sustrato (Kigel y Galili, 1995).

Por lo anterior, las semillas en los l6culos presentaron germinacion mas répida,
debido a que se dterd la resistencia mecanica con el corte y separacion de los I6culos,
permitiendo que la semilla quedara mas expuesta al agua y por lo tanto germinara con
mayor rapidez. Baskin y Baskin (1998) mencionan que frutos de Anemone coronaria, alos
gue se les removieron pelos del pericarpo, reducen su tiempo de germinacion por 1 6 2
dias.

En semillas de Zinnia violacea se estudié el efecto que produce la remocién del

pericarpio en € porcentaje y velocidad de germinacién, y se encontré que después de 120



horas de haber iniciado la imbibicion alcanzaron cas e 100% de germinacion. La
imbibicién y la absorcion final de agua se vio acelerada a remover esta estructura, 1o cual
acorto el tiempo de germinacién en relaciéon a las semillas que alin tenian €l pericarpio
(Miyajima, 1996).

En semillas de Prunus campanulata, se evalud la germinacion de semillas intactas
(semillas méas endocarpo) y de semillas alas que se les removi6 el endocarpo y latesta. Se
observé incremento en la germinacion de las semillas alas que se les removi6 el endocarpo
(Chenet ., 2007).

Los l6culos de Cuachalaate presentaban tres capas envolviendo a la semilla
mientras que los frutos contenian toda la estructura samaroide, 1o que representd mayor
resistencia ala emergencia del embrion.

Al fina del experimento, el porcentgje de germinacion resultd ser mayor en las
semillas de los |6culos que para las de los frutos, pero se opté por trabgjar con frutos
completos para los siguientes experimentos, debido a que la obtencién de los I6culos era
complga y ademas se podian estar descartando algunas semillas presentes en léculos
laterales.

En cuanto a la imbibicion por 0, 3, 6 y 9 hrs, no se observaron diferencias
significativas, solamente se observé que e agua fue e disparador de la germinacion en e
Cuachalaate, y no importaba € tiempo de exposicion, las semillas remojadas, germinaban
en mayor porcentaje que aguellas que no fueron embebidas. En Passiflora edulis, el
remojo a distintos tiempos no influye en el porcentaje de germinacion, ni en la velocidad
de emergencia de plantulas (Sobreira et al., 2004).

7.4.2. Efecto dd tiempo deimbibicion en la germinacion



Como no se observaron diferencias significativas entre los cuatro tiempos de
imbibicion se propuso emplear interval os desde 30 minutos hasta 48 horas, para encontrar
el megjor tiempo de imbibicién.

A patir de los 150 min (25 hrs) hasta 2880 min. (48 hrs), las semillas
continuaban absorbiendo agua y considerando e porcentaje de germinacion (20%) se
puede inferir que no sufrieron dafo.

Aparecida et d., (2006) trabajaron con Camu-Camu (Myrciaria dubia), y probaron
seis tiempos de imbibicion (O, 4, 8, 12, 24 y 36 horas). En sus resultados, obtuvieron que la
germinacion de Camu Camu no es influenciada por e tiempo de imbibicién.

Zérate (1984) en su trabgjo con Cuachalalate reporta tiempos de imbibicién con
frutos completos de 24 a 96 horas, sin embargo, no incluye tiempos menores a 24 horas.
Los porcentgjes de germinacion conseguidos en sus tratamientos fueron de 25% a 29% y
no hubo diferencias significativas entre tratamientos.

Los porcentgjes de 12% a 24% obtenidos en el presente trabajo de imbibicion (30
min a 48 horas) apenas alcanzaron € minimo que reporta Zarate (1984). En las pruebas
de germinacion los resultados mas bajos se observaron a 12 y 24 horas de imbibicion.
L os porcentagjes més altos fueron para 60 y 120 min.

El anova no present6 diferencias significativas entre los tiempos de imbibicién, la
gréfica de germinacion mostré valores altos tanto en las 3 primeras horas, como a las 48
horas de imbibicién. Los valores de los tratamientos restantes fueron ligeramente mas
bajos, |0 que se puede deber a la falta de semillas en los frutos.

7.4.3. Imbibicion a altas temperaturas

En el experimento de germinacion a distintas temperaturas y tiempos de imbibicion

se escogieron 60°C y 80°C como atas temperaturas, porque en la region donde se

colectaron los frutos, Xochipala, Guerrero, las capas superficidles del suelo tienen atas



temperaturas por la irradiacion solar, 1o que se tratd de simular estas condiciones
ambientales con un golpe de calor alas semillas

Taiz y Zeiger (2002) reportan que semillas secas pueden soportar temperaturas
hasta de 120°C; sin embargo, en Cuachaaate se observd baja respuesta para las altas
temperaturas en remojo. Posiblemente esta respuesta se debi6 a que las temperaturas que se
eligieron fueron demasiado atas o bien los tiempos de imbibicion fueron largos, pudiendo
desnaturalizar algunas proteinas estructurales o enzimas, por lo cual no se favorecié el
proceso de germinacion.

En semillas impermeables de algunas especies, la imbibicion a altas temperaturas
causa permeabilidad, sin embargo para el Cuachalalate se propuso para dar un golpe de
calor como estimulo parala germinacion. Imbibicién de semillas de Acacia falcata a 80°C
durante 10 min resultdé en ato porcentaje de germinacion. En otras especies como A.
terminalisy A. suaveolens, Baskin y Baskin (1998) sefialan que a 100°C por 20, 100 y 200
seg., los resultados de germinacion se vieron afectados, indicando posible dafio en los
embriones. En trabgjos anteriores con Cuachalaate, imbibicion a 97 °C durante 5 y10
minutos, no mostraron resultados positivos (Zarate, 1984), debido probablemente a que las
altas temperaturas dafiaron a embrion.

La temperatura es un factor determinante en la germinacion, pues una variacion de
+ 5°C podria afectar seriamente las condiciones para que ésta se lleve a cabo. En Annona
montana se evalud € efecto de cuatro temperaturas (20, 25, 30 y 35°C) en la germinacion
y se observo que a 25°C y a 30° se obtuvieron los mayores porcentgjes de germinacion,
mientras que a 20° y a 35°C no se observo germinacion (Vilar et al., 2005).

En Oxalis hirsutissima una planta medicina brasilefia, se probaron distintos
tiempos de imbibicién (20, 40, 120 y 300 seg) a 70, 85y 100°C. Los tratamientos que

favorecieron la germinacion, fueron 300 segundos a 70°C y 40 segundos a 85°C con 89 y



92% de germinacion respectivamente.  Sin embargo, 300 segundos a 100°C afectaron la
germinacion, consiguiendo solamente el 4% (Coelho, 2000).  Esto permite explicar como
el cambio en la temperatura puede ser € disparador de la germinaciéon o bien afectar las
condiciones de la semillay suprimir por completo la capacidad germinativa.

Corbineau et al., (2002), estudiaron la pérdida de viabilidad en semillas de girasol
(Helianthus annuus) causada por altas temperaturas, relacionada con el metabolismo, dafio
en la membrana y composicion lipidicaa En su estudio encontraron que las semillas
remojadas a 45°C, disminuian su capacidad de germinacion a temperatura éptima para ello
(25°C). Cad todas las semillas embebidas a 45°C por 72 horas murieron y no pudieron
germinar a estatemperatura. Si €l tratamiento a 45°C no excedia de 48 horas y las semillas
posteriormente se transferian a 25°C, éstas recuperaban normalmente su metabolismo. La
pérdida de viabilidad en las semillas se asoci6 a la degeneracidn en la membrana, causada
por peroxidacion de lipidos.

En Cuachalalate a 80°C no se presentd germinacion, posiblemente debido a que €
embrién sufrié dafio térmico por desnaturalizacién de proteinas o por degeneracion de sus
membranas.

En semillas de okra (Abelmoschus esculentus) el tratamiento de calor a 50°C por
dos dias increment6 la germinacion. Se encontré que a mayor madurez de las semillas
mejor respuesta a tratamiento (Demir, 2001). Aunque en Cuachalaate se presentd bajo
porcentaje de germinacion a 60°C (5.5% total), los tratamientos que mostraron mas atos
porcentgjes, fueron imbibicion a 10 y 20 min. Con esto podriamos suponer que las
semillas que presentaban mayor madurez fueron las que soportaron la temperatura y
respondieron. Los bajos porcentgjes de germinacion en esta prueba pueden estar
relacionados también con €l tiempo que se mantuvieron las semillas en almacenamiento (2

meses) ya que solamente el 16.25% es capaz de germinar a temperatura ambiente.



7.4.4. Almacenamientoy acido giberélico

En Cuachaalate se observd una tendencia a obtener menores porcentgjes de
germinacion con frutos almacenados por 7 meses. La misma respuesta se observo en frijol
de soya, donde el porcentgje de germinacion y € indice de vigor en semillas almacenadas
por 180 dias, disminuy6 en este lapso (Sharma et al., 2007).

En cuanto a la temperatura de almacenamiento, e porcentgje de germinacion de
Cuachalalate fue mayor para frutos que permanecieron a temperatura ambiente, que para
los refrigerados. Trabajos con pifiones (Araucaria angustifolia) almacenados durante 26
dias a 6 temperaturas distintas (2, 10, 20, 30, 40 y 50°C), mostraron que €l porcentaje de
germinacion més alto, (55%) fue para los pifiones almacenados a 20°C, en cambio para las
atas y bajas temperaturas el porcentgje de germinacién se vio reducido a 1% y 2% para
2°C , 40°C y 50°C (Talamini et al., 2007).

En Cuachaaate, la tendencia a obtener mejores resultados fue para frutos
almacenados a temperatura ambiente. La refrigeracion bgjé considerablemente €l
porcentaje de germinacion en esta planta a partir.

En semillas de sei's especies alpinas con tres condiciones de almacenamiento (25°C,
desecador (25°C) y refrigeracion (4-6°C)), Prakash et al., (2005) encontraron reduccion en
el porcentaje de germinacion conforme avanza el tiempo de almacenamiento. Sin embargo,
en condicion de refrigeracion y de desecador la viabilidad se extiende por més tiempo. En
cinco de las seis especies evaluadas y amacenadas en refrigeracion y en desecador a 25°C,
(Rheum emodi, Aconitum violaceum, Nardostachys jatamansi, Polygonum rumicifolium y
Polygonum amplexicaule), a partir de los cuatro meses de almacenamiento, se observa
pérdida del 50% de viabilidad.

En Gingko hiloba, se estudié € comportamiento de las semillas después de haber

sido almacenadas a 25°C y a 4°C y se observd que las semillas dmacenadas a 25 °C no



lograron sobrevivir més de 6 meses, mientras que las amacenadas a 4°C preservaban la
viabilidad un afio, pero no su capacidad de germinacion, ya que esta capacidad disminuia a
los 6 meses (Tommasi et a., 2006).

En Cuachalaate, no se evalud la viabilidad después del almacenamiento, pero se observé
una disminucion evidente en € porcentge de germinacion a los 7 meses. Con los
resultados obtenidos, podemos suponer que los frutos almacenados a temperatura ambiente
mas de 4 meses, sufren algun deterioro, lo que redujo e porcentgje de germinacion,

mientras que los frutos almacenados en refrigeracion posiblemente sufrieron dafio en el
embrién o indujeron latencia secundaria.

Bidwell (1979) menciona que € frio es & requisito mas importante para el
rompimiento del letargo, sin embargo en el caso del Cuachalalate, la refrigeracion de sus
frutos no increment6 el porcentgje o la velocidad de germinacion, sino a contrario. Esto
sugiere que para Cuachalaate las bajas temperaturas no estimulan e rompimiento del
letargo y se observo una pérdida casi total de viabilidad manifiesta en el porcentaje de
germinacionen € ultimo experimento.

Varios trabgjos han mostrado que algunas semillas pierden su viabilidad al ser
almacenadas por varios meses. Por gemplo e porcentgje de germinacion de Spondias
axillaris (Anacardiaceae) es en promedio 43% — 50% con condiciones de luz y riego
constantes y altos niveles de humedad en el sustrato. También se ha visto que las semillas
de esta especie pierden rapidamente su viabilidad al ser amacenadas por un largo periodo
de tiempo, en un lapso de 5 a 7 meses de almacenamiento, €l porcentaje de germinacion se
redujo a 16%-18.8% en condiciones de laboratorio y 1.7% a 6.7% en campo (Hau, 1999 en
Pakkadb et al., 2003).

Ya que los porcentajes de germinacion obtenidos en Cuachalaate después del

amacenamiento, fueron menores a los alcanzados en |os experimentos iniciales, cercanos a



la fecha de colecta, se infiere que la capacidad de germinacion podria perderse por el
tiempo de almacenamiento. Seria interesante realizar estudios sobre el almacenamiento de
frutos de Cuachalalate y probar si la viabilidad de sus semillas se ve afectada con el tiempo
y latemperatura

El acido giberélico, utilizado para desencadenar el metabolismo de germinacion
(Bewley y Black, 1978), no tuvo efecto positivo en Cuachalalate a pesar de que se usaron
las concentraciones y los tiempos més comunes para estos tratamientos. Esta respuesta
concuerda con la obtenida en pruebas preliminares de germinacion, por Zarate (1984)
quien evalud € efecto del AGz y no obtuvo respuesta.

Existen estudios en amaranto (Amaranthus pumilus) que prueban la estimulacién de
la germinacion por acido giberélico. Las concentraciones utilizada para este experimento
fueron 100, 500 y 1000 mg/L (equivaentes a 0.00028M, 0.0014M vy 0.002M
respectivamente) con remojo de 24 horas en oscuridad. L os resultados mostraron que con
la mayor concentracion de AGz (0.002 M) se obtiene el porcentaje mas alto de
germinacién (84%) (Norden et a., 2007).

En semillas de Cercis siliquastrum tratadas a altas temperaturas para lograr su
imbibicion, se les aplicé un tratamiento de AGz y €l porcentgje de germinacion obtenido
fue 48% con la concentracion de 1.4 mM. (Gebre y Karam, 2004). Cabe mencionar que
las concentraciones utilizadas para este experimento fueron (AGg) 0, 0.7, 1.4, 21y 2.8
mM, cuyo equivalente es: 0, 0.0007, 0.0014, 0.0021 y 0.0028 M. Estas concentraciones
son semejantes al rango utilizado en Cuachalalate (0.0001, 0.001 y 0.01 M) y solo la mas
ata (0.01M) fue superior a las utilizadas por Norden et a., (2007) y Gebre y Karam
(2004). Con la concentracion de 0.01M se observé el mayor porcentaje de germinacion en
ambas condiciones de amacenamiento para los tratamientos de &cido giberdlico. Sin

embargo, los valores obtenidos con imbibicion en agua, en frutos amacenados a



temperatura ambiente, fueron superiores a todos los demas, lo cual reveld6 que los
tratamientos con &cido giberélico utilizados no favorecieron e proceso.

L os experimentos con AGz se llevaron a cabo alos 4 y 7 meses de almacenamiento
de los frutos, a los 4 meses no se observo diferencia en el porcentaje de germinacion en los
tratados con &cido giberélico, pero si con respecto a la temperatura de almacenamiento. A
los 7 meses desafortunadamente se observo una disminucion general en e porcentgje de
germinacion que no permitio observar el efecto del acido giberélico. Sin embargo la
respuesta observada a los 4 meses permite afirmar que e AGs no modifica la germinacién
y los resultados a los 7 meses de almacenamiento indican que la viabilidad de las semillas
disminuyé en las dos condiciones de almacenamiento.

Y a que de acuerdo con Khan (1982) las semillas que germinan cuando se les coloca
en condiciones favorables de oxigeno, agua y temperatura son quiescentes, las semillas de

Cuachalalate se pueden considerar de este tipo.



8.0. CONCLUSIONES
8.1. Anatomia

El estudio de frutos inmaduros confirmo la presencia de un évulo hemitropo y
unitégmico.

Los frutos maduros presentan de dos a cuatro l6culos que pueden o no tener
semillas.

La semilla es exalbuminosa con cubierta seminal membranosa, presenta un embrion
con radicula acumbente que llena por completo e volumen del |6culo. Esta rodeada por un
pericarpio duro y fibroso.

El 55% de los frutos no tenian semilla, € 45% restante presentd de una a tres
semillas y fue & |6culo dos, donde se presentaron con mayor frecuencia.

8.2. Viabilidad

Laviabilidad delas semillas de Cuachalalate fue del 10% al 50%, con un promedio
de 31% en frutos con tres semanas después de la colecta.
8.3. Latencia

Las semillas de Cuachalalate no presentaron restriccion ala entrada de agua, por |o
que no hay impermeabilidad por parte de la cubierta.

Las semillas reblandecidas con altas temperaturas, tuvieron menor porcentgje de
germinacion o nula, por lo que se afirma que el embrion es sensible a altas temperaturas.

Los experimentos de germinacion indican que las semillas de Cuachalalate son
guiescentes.

8.4. Germinacion

Las semillas de los |6culos aislados presentaron mayor porcentaje de germinacion,

gue las de frutos compl etos.

Se observ6 una tendencia a obtener mejores resultados con dos horas de imbibicion



El tratamiento de imbibicion en agua presentd los mayores porcentges de
germinacion en comparacion con los tratamientos testigo y con diferentes concentraciones
de &cido giberdico.

La imbibicién a altas temperaturas afectd la germinacion.

El porcentgje de germinacion se redujo con € tiempo de almacenamiento.

La germinacion de semillas almacenadas a temperatura ambiente fue mejor que las
almacenadas en refrigeracion (5°C) .

El bajo porcentaje de germinacion en general, se debe por una parte al bao
porcentgje de semillas presentes en los frutos y también por los bajos porcentajes de
viabilidad encontrados.

Los tratamientos con &cido giberélico no incrementaron el porcentagje de
germinacion.

Debido a la baja respuesta en la germinaciéon se propone que la especie presenta
polimorfismo estructural y funcional en sus frutos, ya que el 50% son partenocarpicos.

La ata produccién de frutos en cuachaalate contrarresta la partenocarpia, la baja
produccion de semillasy € bajo porcentaje de viabilidad, observados en esta investigacion.

A partir de este trabgjo se propone que las condiciones para obtener mejores
resultados en la propagacion sexual de la especie son: utilizar frutos recién cosechados,

remojo en agua y mantenimiento continuo de un ato nivel de humedad.
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