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Veracruz,
rinconcito donde hacen su nido
las olas de mar...

Agustin Lara

En la Sierra de Los Tuxtlas

Antes en tierra colorada,
de café, barro y mandarina...
Y ahora, heme aqui:
tuxtleco en tierras tuxtecas
(conejo en tierra de pericos),
con sino pirata, errante,
en piratas de gasolina andantes.
De San Andrés Tuxtla, semitocaya de mi tierra,
con cabezas chipotonas,
a Catemaco, con lago, con tegogolos.
Ahora en Tatahuicapan,
de ahi a Magallanes, mientras como jicacos.
Entre refranes y la realidad
la belleza no se pierde
en la Sierra de Los Tuxtlas.

Su mar

se atisba a lo lejos,

por entre las voluptuosidades de la sierra.

Es

como una sabana palida por vagos recuerdos,
salada por solaces romances.

Es la base de existencias precarias

que, a la vez, son discretas y felices.

Su cielo,

también es sabana,

tan azul hoy, tan negra a veces, de repente.
Se ve tan cerca, conquistable.

En el dia con el Sol,

vigia de los pobres y del hambre.

En las noches con millares de guifios, besos:
las estrellas.

Y con el vaho del verdor, con el sopor del sudor.
Con la Luna,
que vela el buscar de las nauyacas,
y el descanso, caducable, del trajin interminable.
No importa cudl sea el camino,
el cielo baja y bendice
a torrentes, o con ternura;
con chispas permanentes, o fugaces.
O desde lejos, saluda y agradece.

Su selva.

Esta es

como un rompecabezas tangible, inaudito,
irremediable y comprensible.

Relictos de magnificiencia.

De historias fantasticas , y reales.

Hoy es,

permanente pasado escollable, no franqueable;
que al igual que el mar, igual que el cielo,
era sabana casi eterna...

Fueron otros tiempos.

Sos chula.

La tierra...

La gente...

Las estrellas...

El recuerdo...

Todos, de Ella.

Todos, la voz de vos.

Ya me voy de la Sierra de Los Tuxtlas
no solo con semillas, no solo con chagalapoli,
sino con algo, mucho mds permanente.
Mariana volveré... sin duda.
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RESUMEN

Becerra-Véazquez, A.G. 2013. Efecto del acondicionamiento hidrico y natural en dos especies de
la s elva tropical: Cupania gl abra Swartzy Cymbopetalum bai llonii Fries. T esis d e M aestria.

Instituto de Ecologia, Universidad Nacional Autonoma de México. México, D.F.

El acondicionamiento es un tratamiento pregerminativo que consiste en la hidratacion controlada
de 1l as s emillas, s eguida d e una deshidratacion parcial d e la s mis mas. E I tr atamiento p uede
mejorar los parametros germinativos, y ademas, el crecimiento y supervivencia de las plantulas.
Durante el acondicionamiento se produce una movilizacién temprana de sustancias de reserva,
sintesis d e co mponentes es enciales, y r eparaciéon d e m acromoléculas, e structuras cel ulares, y
organelos. Estos cambios permanecen en las semillas, ain y cuando éstas se almacenan, con lo
cual las mejoras germinativas persisten posteriormente, en contraste con las semillas no tratadas.
El tr atamiento se ha e mpleado pr incipalmente en p lantas d e i nterés c omercial; sin e mbargo,
también se ha aplicado con éxito en especies nativas. Por otro lado, se ha observado que cuando
las semillas permanecen enterradas en el suelo de su hébitat natural, ocurre en ellas un proceso
similar al acondicionamiento; esto ha sido denominado acondicionamiento natural.

Las especies con semillas recalcitrantes son sensibles a la desecacion, por lo que su estudio es
complicado. Ello ha derivado en sesgos con respecto a la cantidad de informacion di sponible
sobre ellas, a pesar de la gran importancia ecoldgica y evolutiva que tienen. Cupania glabra y
Cymbopetalum bai llonii son es pecies ar boreas de s elva t ropical, cu yas s emillas p resentan un
comportamiento e na Imacénde finidoc omo “ incierto” y*“ probabler ecalcitrante”,
respectivamente, debido a que en ambas especies se ha observado que una deshidratacion parcial
de las semillas incrementa la germinacion. Es necesario entender la ecofisiologia de las semillas
de ambas especies, ya que esto tiene una trascendencia en la conservacion y aprovechamiento de
las mis mas. P or e llo, sei nvestigd e 1 e fecto de 1 a condicionamiento hi drico ( AH) yde 1
acondicionamiento na tural ( AN) e n1a g erminacion y es tablecimiento d e am bas es pecies. S e
contemplé e 1 us o de 1 ost ratamientos d e a condicionamiento para d isefiar un esquema de
propagacion de estas especies con fines de restauracion ecologica.

Se realizaronr ecolectas des emillas enl osa fios 2011 y2012 .S e describieron las

caracteristicas d e peso y contenido d e humedad en estas semillas, y t ambién la d indmicade



hidratacién y de shidratacion de las mis mas. Se hizo una e valuacion de 1a germinacion en el
campo,e ne | ano 201 1.S e evaluaronl os p ardmetros germinativos ( porcentaje f inal de

germinacion, tiempo de inicio y promedio, y tasa maxima) en condiciones de laboratorio, de los
tratamientos s iguientes: 1) s emillas h idratadas a s aturacion, y p osteriormente d eshidratadas a
diferentes contenidos de humedad (acondicionamiento hidrico AH), y 2) semillas enterradas en el
suelo de la selva alta perennifolia de Los Tuxtlas por doce dias (acondicionamiento natural AN)
enc amaras d e germinacion. P osteriormente, se co secharonl as p lantulas d el os m ejores
tratamientos para evaluar su crecimiento (altura, diametro del tallo, nimero de hojas, y cobertura)
y supervivencia, durante su p ermanencia inicial en invernadero, por tres meses, y en el campo
durante un afio (Los Tuxtlas). Adicionalmente, se evalud la longevidad de semillas ex puestas a
los mis mos tr atamientos, después d e p ermanecer al macenadas p or d iferentes t iempos en dos
condiciones: a temperatura ambiente (Amb), y a 15 °C (CG).

Se e ncontraron di ferencias e n e 1 pe so, ¢ ontenidos de hum edad, g lucosa y1ipidos, enlas
semillas pr ovenientes de 1 asr ecolectas de 1 osa fios 2011 y 2012 enl asd oses pecies,
probablemente en respuesta a las condiciones ambientales. Se ha observado que éstas influyen en
las variaciones encontradas entre afios de recolecta, en otras especies. Las semillas de am bas
especies presentan contenidos altos de humedad y de lipidos. También se encontraron diferencias
en las tasas de hidratacion y deshidratacion de las mismas. Los mejores parametros germinativos
y lalongevidad mayor se obtuvieron en s emillas ex puestas al AN en am bas es pecies, 1o que
coincide con lo reportado con otras especies nativas. Posiblemente, durante el enterramiento de
las s emillas ocurrieron en ellas procesos metabolicos, similares a 10s que se presentan en | as
semillas d e otras es pecies bajo otros tipos de a condicionamiento. También e s pos ible que se
hayan e xpresado mecanismos que c ontrarrestaron al os da fios po r d esecacion, dur ante e 1
almacenamiento. En C. baillonii se encontraron mejoras en los parametros de velocidad con el
tratamiento de AH, con respecto al control, 1o que significa que en esas semillas ocurrieron los
avances g erminativos. P ero, en general, la d eshidratacién p rodujo u n de cremento e nl os
pardmetros germinativos en ambas especies, lo que se es debido a la sensibilidad de sus semillas a
los da fios m etabolicos relacionadosc on lap érdidad ea gua. La mejort emperaturad e
almacenamiento f ue 1 5° C. Seen contraron d iferencias s ignificativas en | as v ariablesd e
crecimiento e ntre i nvernadero y campo. Las pl antulas pr ovenientes d e I as s emillas con AN

mostraron los valores mas altos de crecimiento. Es posible que AN haya mejorado la asignacion



de recursos para el crecimiento, lo que representa un aspecto fundamental en 1as estrategias de
establecimiento de las especies vegetales que crecen en la selva tropical.

Las semillas de C. baillonii y C. glabra son de tipo recalcitrante. El e nterramiento de las
semillas p or d oce d ias r epresenta u nat écnica s encilla, eco nomica y acces ible, q ue p odria
considerarse de ntro de 1 o0s e squemas d e p ropagacion d e es pecies co n fines d e r estauracion
ecoldgica. Ambas es pecies tienen p otencial p ara i ncluirse en tales esquemas, co nsiderando el

valor de uso que tienen en su area de distribucion, junto con sus caracteristicas ecoldgicas.

ABSTRACT

Seed p riming is a p regerminative tr eatment consisting in th e ¢ ontrolled h ydration o f's eeds,
followed by a partial dehydration process. This treatment can improve the germinative parameters
in general and, in addition, the growth and survival of the seedlings. This improvement is due to
the fact t hat t he t reatment p roduces an ear ly m obilization o f r eserve s ubstances, s ynthesis o f
essential co mponents, r epair o f m acromolecules, cel lular s tructures and o rganelles. T hese
changes remain even after storage of the treated seeds which, when sown, gives them advantages
in rate and final germination percentage, in c ontrast w ith non -treated s eeds. S eed p riming h as
been primarily us ed i n pl ants of ¢ ommercial 1 nterest, how ever, i1t ha s also be en s uccessfully
implemented in non-domesticated native species. On the other hand, it has been observed that
when the seeds are buried in their natural habitat, they experience a similar process as in priming;
this has been designated as natural priming.

Plant s pecies w ith r ecalcitrant s eeds are s ensitive t o de siccation, s o t hat t heir s tudy i s
complicated. This has resulted in biases with respect to the amount of information available about
them, d espite th eir great e cological a nd evolutionary imp ortance. Cupania gl abra and
Cymbopetalum bai llonii are t ree s pecies o ft ropical r ainforest, w hose seeds h ave a s torage
behavior defined as "uncertain" and "probable recalcitrant”" respectively, due to the fact thatin
both species has been observed that a partial dehydration of the seeds increases germination. s
necessary to know the ecophysiological parameters of the seeds of both species, since this could
be o f's ignificance f or their co nservation an d use. T herefore, 11 nvestigated t he ef fects o

hidropriming ( AH) a nd na tural pr iming ( AN) i n t he g ermination a nd e stablishment of bot h

il



species. Itis envisaged the use ofthe priming treatments to design a viable strategy with the
purpose of ecological restoration for both species.

Seed collection was done in the years 2011 and 2012. T he weight and moisture content in
these s eeds were d escribed, as well as their h ydration and d ehydration d ynamics. A n i n-field
assessment of germination was made in the year 2011. Germination parameters (final germination
percentage, me an time , la g time , a nd ma ximum r ate), w ere a Iso m easured unde r | aboratory
conditions, for the following treatments: 1) seeds hydrated at saturation, and then dehydrated at
different moisture content (hydropriming, AH), and 2) seeds buried during twelve days within the
soil in the tropical rain forest Los Tuxtlas (natural priming, AN). Later, seedlings from the best
treatments w ere h arvested t o ev aluate t heir growth ( height, b asal s tem d iameter, n umber o f
leaves, and coverage) and survival, initially, by placing them in the greenhouse for three months,
and subsequently in the field (Los Tuxtlas) for the following year. In addition, we evaluated the
storage 1 ongevity of s eeds e xposed to the s ame t reatments, i n di fferent t ime frames and t wo
temperature conditions: at ambient temperature (Amb) and at 15 °C (CQG).

Differences w ere found in s eed w eight, m oisture c ontent, glucose and lipids, be tween the
collects of 2011 and 2012 for the two species, this perhaps due to the influence of environmental
conditions, since it has been observed that these conditions produce variations between years of
collection in other species. The seeds of both species have high contents of moisture and lipids.
There were also differences in the rates of seed hydration and dehydration. The best germinative
response a nd s torage 1 ongevity w ere obt ained i n s eeds e xposed t o A N f or bot h s pecies, i n
agreement with what was previously reported for other native species. Possibly, during the burial
of the seeds in the field occurred s everal metabolic processes as previously described in other
species treated with o ther priming treatments. It is also possible that the AN triggered s everal
mechanisms t hat ¢ ounteract t he da mage ¢ aused b y dr ying t hat oc curs during s torage. In C.
baillonii there were improvements in the germination rate with regards to its control in the seeds
from the AH treatment, which means that a metabolic progress must have occurred in these seeds.
Nonetheless, while moisture content in the seeds decrease, a gradual decrease in the germinative
performance occurs as well in both species, due to the sensitivity of these to the metabolic injury
associated with the loss of water. The best storage temperature was 15 °C. Significant differences
were found in the growth variables measured at the time when the seedlings were grown in the

greenhouse and w hen grown in the field. T he s eedlings from the seeds with AN showed the

iv



highest growth values, and it is possible that AN had improved the resource allocation for growth,
which is a crucial as pect for t he es tablishment s trategies o f th ose p lant s pecies th at grow in
tropical forests.

Thes eedso f C. gl abra and C. bai llonii are recalcitrant. T he t welve d ays s eed b urial
represents a simple technique, affordable and accessible, which could be considered to form part
of the native species propagation programs for the purpose of ecological restoration. Both species
have the potential to be included in such schemes, considering their value and uses given by the
local p opulation w ithinth eirn atural d istribution a rea, to gether withth eire cological

characteristics.



I. INTRODUCCION

En la actualidad, la pérdida de cobertura forestal en los paises de latitudes tropicales ocurre a una
velocidad alarmante, de hecho, naciones en esta region figuran en los primeros sitios en cuanto a
deforestacion (Schmidt, 2000 ; Hansen et al., 20 10; Newton y T ejedor, 2011 ). T al situacion es
evidente en | os bos ques t ropicales, 1 os ¢ uales c onstituyen e 1 52% de 1t otal de 1 4 rea f orestal
mundial; cubren aproximadamente el 7% de la superficie terrestre, y son los que contienen la mas
alta d iversidad b iologica. Estos bos ques estan am enazados p rincipalmente p or a ctividades
antropogénicas (Khurana y Singh, 2001 ; Holzman, 2008 ; Ramage et al., 2012). México no esta
exento de este problema: se estima que entre 80 y 90% del bosque tropical himedo originalmente
presente en el territorio se ha talado o alterado para diversos fines productivos (Guevara ef al.,
2004a), y que, a principios de 1990, so6lo el 27% del bosque tropical seco originalmente presente
en el pais permanecia intacto (Trejo y Dirzo, 2000). Por ello, se ha reconocido 1a necesidad de
disefnar estrategias para su conservacion, incluyendo realizar las investigaciones que pe rmitan
incrementar 1 0s c onocimientos en torno a las es pecies nativas. A la par, se deben mejorar las
herramientas bésicas de la restauracion ecoldgica, como son la propagacion y el restablecimiento
de las especies vegetales (Gonzalez-Zertuche et al., 2000; Sautu et al., 2006; Sanchez-Coronado
et al., 2007; Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2009).

Entre los procedimientos concernientes al manejo de las semillas con fines de propagacion se
encuentran los tratamientos pregerminativos (Schmidt, 2000). Estos estan orientados para mejorar
el vigor de las semillas, lo que se refleja en que la germinacion se inicia en un tiempo mas corto y
ocurra a una mayor velocidad; y también para incrementar el vigor de las plantulas resultantes
(Arriaga et al., 1994). Uno de estos tratamientos es el acondicionamiento o priming, tratamiento
que es usado co mercialmente para incrementar la velocidad y uniformidad dela germinacion
(Rowse et al., 1999). Con el acondicionamiento, también se integran mejoras en los estadios
semilla y plantula del ciclode vidadelas plantas silvestres, al mejorar 1 os p ardmetros de la
germinacion (tiempo de inicio, velocidad, y en algunos casos, porcentaje de germinacion) y el

establecimiento de las plantulas bajo condiciones ecoldgicas adversas (Sanchez ef al., 2006).



I1. ANTECEDENTES

Il.a. La semilla y el proceso germinativo

La semilla es, en gimnospermas y an giospermas, el 6vul o m aduro fertilizado que contiene al
embrion rodeado por una cubierta protectora y que funciona como una unidad de dispersion que
contiene a la préxima generacion de una planta (Black et al., 2006). Por lo tanto, una etapa muy
importante en el ciclo de vidade unaplanta es el desarrollodela semilla. D e acuerdo con
Kermode y Finch-Savage (2002) y Angelovici ef al. (2010), este desarrollo se puede dividir en
tres etapas. Inicialmente en la morfogénesis, o histodiferenciacion, a partir del 6vulo fertilizado se
desarrolla el embrion por medio de multiples divisiones mitéticas del zigoto, formandose el plan
basico a natomico de 1 embrion (radicula—eje em brionario—cotiledon). S imultdneamente, se
desarrolla el endospermo triploide, a la vez que hay un incremento en el contenido de humedad
dela semilla. L a m aduracion i nicial d e la s emilla contintia con la fase d e acumulacion de
reservas, o de ex pansion celular, en la cual el crecimiento se da principalmente por elongacion
celular, el m etabolismo s e r eorganiza y s e s intetizan y acu mulan s ustancias d e r eserva co mo
almidon, proteinas de reserva, lipidos y otros carbohidratos. Después, la semilla entra en una fase
de maduracion final denominada fase de secado, o de maduraciéon y secado, la cual es una fase
activaen la expresionde genes y de intensa deshidratacion de los te jidos d e la s emilla q ue
conlleva a un a di sminucién en el m etabolismo, con lo cual ¢l e mbridon entra en un estado de
reposo, metabolicamente inactivo. En las dos fases finales, y principalmente en la fase de secado,
se activan los mecanismos genéticos y metabolicos relacionados con la adquisicion de tolerancia
a la desecacion, lo cual representa un paso fundamental en el ciclo de vida de una planta, pues ahi
se determinan las car acteristicas ecofisiologicas de la semilla yde la futura p lanta (Dickiey
Pritchard, 2002). Una proporcion importante de 1os eventos genéticos y metabdlicos que ocurren
en la parte final d el d esarrollo d e la s s emillas, son s emejantes al os que ocurren dur ante 1 a
germinacion. Esto significa que la preparacion de las semillas para la germinacion empieza desde
su mismo desarrollo (Angelovici et al., 2010).

Unavezquelasemillaesdispersada puede germinar o n o, siendoun e vento que esta
determinado por factores tanto intrinsecos como extrinsecos (Filkestein ef al., 2008 ; Angelovici

et al.,2010). Cuando la semilla no germina debido a la falta de un factor ambiental esencial (luz,



temperatura, y humedad) presenta un estado de quiescencia, pero si la semilla no germina, atin y
cuando los factores esenciales estén presentes, entonces la semilla presenta un estado de latencia
(Baskin y Baskin, 2001).

La germinacion es, en sentido estricto, el proceso que engloba los eventos que se presentan
desde el inicio de la toma de agua o hidratacion de la semilla, hasta la aparicion del embrion a
través de las estructuras circundantes. Se da por medio de la elongacién del eje embrionario, y la
protrusion generalmente de la radicula, que penetra la cubierta seminal (Bradford, 1995; Bewley,
1997; Black et al., 2006; N onogaki ef al., 2010). De manera sintética, la germinacion requiere
que el embrion d eje el estado d e q uiescencia, movilice 1 as s ustancias de r eserva, s upere | as
barreras mecanicas de los tejidos o estructuras que lo rodean, y reactive su desarrollo a través de
la division y elongacion celular (Filkestein et al., 2008).

De una m anera m 4s d etallada, y basandonos en B ewley (1997) y N onogaki et al (2010;
Figura 1) la germinacidn debe ser vista como un proceso que se divide en tres fases: fase [ o de
imbibicién, fase [T o de activacion o germinacién, y fase [l o de crecimiento (Bewley, 1997 ;
Figura 1). Enla fase I ocurre una rapida ganancia de agua, lo que conlleva a un aumento en el
contenido de humedad hasta que todas las membranas, la pared celular y los contenidos celulares
se hidratan completamente, y se reactiva la respiracion celular. En la fase II disminuye la tasa de
absorcion de agua, el contenido de humedad se incrementa muy poco, y ocurre una movilizacion
de s ustancias d e r eserva como c arbohidratos y proteinas. A demads, s einicial as intesisd e
proteinas, a p artir de R NAs, s intetizados d urante el d esarrollo de la semilla, yse activanlos
mecanismos d e r eparacion de 4 cidos nuc leicos, or ganelos (como m itocondrias) y d e o tras
estructuras c elulares. La fase c ontinua c on | a s intesis de proteinas, a p artir de nue vos R NAs
transcritos en la semilla. La fase II se prolonga en las semillas que presentan latencia. En la fase
III de nuevo ocurre un rapido aumento en el contenido de humedad, lo cual estd asociado con la
elongacion y emergencia de la radicula, ademas, se presenta una movilizacion de sustancias de
reserva y sintesis de DNA. Se considera que las fases I y II, asi como un breve periodo del inicio
delafase IIl, constituyen la germinacion e n s entido e stricto ( sensu st ricto), p ues 1 a gran
expansion c elular y el aumento de hum edad de 1a m ayor parte de 1a fase III son d ebidas al

crecimiento de la plantula en su totalidad (Nonogaki et al., 2010).



Figura 1. Eventos metabdlicos y fisicos, y su evolucion durante el proceso de germinacion. Las lineas horizontales
indican la intensidad de 10s procesos ( gris, menor intensidad; n egro, mayor intensidad). Modificado de Bewley

(1997) y Nonogaki et al. (2010).

El modelo germinativo anterior ha sido descrito para las semillas que han pasado por una
deshidratacion y disminucion del metabolismo en la parte final de su ontogenia, la fase de secado:
este es el caso de las semillas de tipo ortodoxo. Sin embargo, la deshidratacion y cambios en el
metabolismo que ocurren en las dos ultimas etapas de la germinacion, se presentan en diferentes
grados en las semillas cuyo nivel de hidratacion es alto al momento al final del desarrollo. En
estas especies, la interrupcion del flujo de agua y hormonas entre la planta madre y la semillas es
continua. Estas semillas se denominan recalcitrantes (Vertucci y Farrant, 1995). A pesar de que
en estas semillas la fase I no se presenta o es muy breve, ain asi se dan los cambios metabolicos

propios de las fases I y III (Black et al., 2006).

I1.b. Establecimiento de las plantulas

Tanto el estadio de semilla, como el de plantula, son los mas vulnerables dentro del ciclo de vida

de las plantas (Turner, 2001; Hadas, 2004; Vieira et al., 2010). Los factores bidticos y abidticos

gjercen p resion p ermanente s obre las p lantas, y éstas responden de forma plastica ante dichas



presiones, de acu erdo con s us car acteristicas m orfologicas y funcionales. Estos factores h an
participado en la aparicion de respuestas ad aptativas en las especies al o largo de su evolucion
(Harper, 1977; Paz, 2003). Esto ha propiciado que en los bosques tropicales himedos exista una
gran diversidad en la morfologia y fisiologia de plantulas de especies lefiosas (Ibarra-Manriquez
etal.,2001).

La habilidad de las plantulas para sobrevivir y crecer en diferentes ambientes, depende de la
respuesta i ntegrada d e sus Organos a éreos y s ubterraneos a | a di sponibilidad de 1os r ecursos
(Grime, 1979; Paz, 2003). Los recursos que determinan la mayor presion en el establecimiento de
las especies son diferentes para cada tipo de habitat. Por ejemplo, la disponibilidad de agua es el
factor mas importante en los bosques tropicales secos (Gonzalez-Rivas et al., 2009), mientras que
en los bosques tropicales humedos lo constituye la luz (Poorter y Rose, 2005). De acuerdo con
sus r equerimientos germinativos y d e c recimiento, las es pecies ar boreas del bosque t ropical
huimedo se clasifican en dos grupos: las tolerantes a la sombra, las cuales pueden germinar, crecer
y sobrevivir con poca luz, mientras que las demandantes de luz necesitan una condicion de alta
luminosidad para poder establecerse (Poorter, 1999). Sin embargo, se acepta la presencia de un
continuo dentro de estos extremos.

Hay que considerar que e xisten ¢ ambios r egulares e n 1 os ni veles d e 1 ntensidad de e stos
recursos. La disponibilidad de agua puede depender de las variaciones en la precipitacion pluvial
al presentarse anos es pecialmente s ecos, o bi en | luviosos, mientras q ue con relacion ala
temperatura, existen aflos con temperatura ambiente promedio mas alta, y afios con temperaturas
promedio mas bajas. La dinamica de la formacion de claros puede ser méas lenta o mas rapida,
repercutiendo en la cantidad y calidad de 1a luz. Estos cambios también pueden ser d rasticos,
como consecuencia directa del ade gradacionde 1 osbos ques, debidaaa ctividades
antropogénicas. En respuesta a es tas co ndiciones d e es trés, | as p lantulas, ademds, poseen
mecanismos de tolerancia, y es posible que éstos se expresen desde la etapa del desarrollo de la
semilla e incluso durante la germinacion (Farrant y Moore, 2011), o posterior a ésta (Buitink et
al., 2006; Vieira et al., 2010). La tolerancia a la desecacion es una de estas respuestas, y tiene una
gran trascendencia si se considera que, en los tropicos, la disponibilidad de agua es el factor mas

importante que determina el establecimiento de las plantas (Poorter y Markesteijn, 2008).



I1.c. Clasificacion de las semillas segan su comportamiento en almacenamiento

Como se ha sefialado, las caracteristicas funcionales que se manifiestan en la semilla madura y
dispersada, dependeran del tipo de eventos metabdlicos que se susciten durante su desarrollo. Una
consecuenciad e lo anterior esla viabilidad de lassemillas através del tiempo,locual en
términos practicos repercute en su respuesta germinativa y comportamiento en almacén. Con base
en este ul timo, se h an clasificado a | as s emillas e n o rtodoxas, i ntermedias y recalcitrantes
(Roberts, 1973 ; Ellis et al., 1990; Hong y Ellis, 1996 b). En particular, en el area forestal, las
semillas de & rboles y arbustos se h an clasificado en or todoxas ve rdaderas, s ubortodoxas,
recalcitrantes templadas y recalcitrantes tropicales (Booner, 1990).

En ge neral, 1 ass emillas o rtodoxas p resentan ba jos ¢ ontenidos de hum edad, pueden
deshidratarse a contenidos de humedad menores a los que pueden alcanzar de manera natural en
su ambiente (a contenidos de entre 2 y 6%), toleran el almacenamiento a bajas temperaturas, sin
pérdida s ignificativa de viabilidad, y frecuentemente presentan al gunt ipod el atencia. Su
longevidad pu ede pr edecirse de una forma c uantificable, y s e i ncrementa a m edida que su
contenido de humedad y la temperatura a 1 a cual se almacenan decrece (hasta —20 °C) (Hong y
Ellis, 1996b; Berjak y Pammenter, 2008). Segiin Booner (1990), las ortodoxas verdaderas pueden
almacenarse por largos periodos de tiempo, a temperaturas por debajo del punto de congelacion,
con una reducciéon del contenido de humedad base himeda del 5 a 10% con respecto al 100%
inicial, mientras que las de tipo subortodoxo pueden almacenarse en las mismas condiciones que
las ortodoxas verdaderas, pero por periodos de tiempo menores, debido a su alto contenido de
lipidos. Las s emillas ortodoxas son el tipo de semilla en contrado con mas frecuencia enla
naturaleza, y las que representan a las es pecies con mayor i mportancia ag ronémica y forestal
(McDonald, 2004; Booner, 2008).

Las semillas recalcitrantes poseen altos contenidos de humedad al momento de su dispersion
(36-90%), y so n se nsibles a una de shidratacion que di sminuya su c ontenido de humedad a
porcentajes menores al5-20%, a los que generalmente pierden su viabilidad (Hong y Ellis, 1996a;
Baskin y Baskin, 2001 ; Kermode y Finch-Savage, 2002). Dicha sensibilidad a l a deshidratacion
varia entre especies. Por ello, estas semillas no pueden almacenarse durante tiempos prolongados
comparables a los tolerables por las semillas ortodoxas. En general, no toleran bajas temperaturas

debido al dafio ocasionado por la formaciéon de cristales de hielo, pero existe una variabilidad



entre especies dependiendo del ambiente del cual proceden, siendo que las de origen templado
resisten temperaturas mas bajas, pero por encima de 0 °C (Hong y Ellis, 1996b). Booner (1990)
menciona que las recalcitrantes templadas pueden almacenarse a una temperatura de 0 °C, o muy
cercana a el la, conl o q ue al gunas es pecies p ueden al macenarse h asta p or ci nco afi os. La s
recalcitrantes tropicales son sensibles a las temperaturas por debajo de 15 °C y su longevidad es
cuantificada en meses.

Existen semillas con un comportamiento entre lo ortodoxo y lo recalcitrante (Booner, 2008),
las cu ales h an s ido cl asificadas como d e co mportamiento i ntermedio ( Ellis ez a /., 1990). Las
semillas in termedias son m 4s t olerantes al a desecacion y al as b ajas t emperaturas q ue 1 as
recalcitrantes, pe ro ¢ n m enor g rado que | as or todoxas e na mbos aspectos. T oleran una
disminucion de su contenido de humedad en porcentajes de 10 a 12%, y pueden almacenarse a
temperaturas entre 5 'y 10 °C, t eniendo r egularmente una 1ongevidad de unos c uantos a fios.
Debido a 1 a gran va riabilidad interespecifica respectoal a tolerancia ala desecacidon, yal
comportamiento en almacén, se ha cuestionado la validez y utilidad de esta categoria; por lo que
se sugiere que el comportamiento en almacén debe ser considerado como una variable continua,
cuyos limites c orresponden a los extremos ortodoxo y recalcitrante (Kermode y Finch-Savage,

2002; Berjak y Pammenter, 2008).

I1.d. Las semillas recalcitrantes

Dentro de la totalidad de especies vegetales de las cuales se tiene documentada la sensibilidad a
la desecacion, las recalcitrantes representan cerca del 10% (Flynn ef al., 2006). En el contexto
ecoldgico, éstas germinan r elativamente pr onto una ve z que s on di spersadas, debido a s us
caracteristicas fisiologicas; incluso p ueden I legar a g erminar an tes d e es te ev ento, dentro de |
fruto, 1o que se conoce como viviparidad (Farnsworth, 2000). Por ello, no persisten en el suelo
formando banco de s emillas permanentes, s ino m 4s bi en conforman bancos de pl antulas
(Véazquez-Yanes y O rozco-Segovia, 1993; Farnsworth, 2000) . L as es pecies cones te tipod e
semilla g eneralmente se p resentan en ambientes cu yas co ndiciones propician una pr onta
germinacion y establecimiento de las plantulas (Pammenter y Berjak, 2000; Daws et al., 2005;
Farrant y Moore, 2011). Se distribuyen principalmente en los tropicos himedos, aunque también

es posible encontrarlas en zonas templadas y en ambientes acuaticos, y en menor frecuencia en



aridos (Chin ef al., 1989; Dickie y Pritchard, 2002). Con relacion a lo anterior, se ha observado
que la proporcion de especies con semillas recalcitrantes es mayor en ambientes humedos, y esta
proporcion va disminuyendo conforme los habitats se van tornando més secos (Tweddle et al.,
2003). En 1 as s elvas t ropicales him edas una gran pr oporcion de e species pr esentan s emillas
recalcitrantes, principalmente en las especies arbéreas dominantes, no pioneras (Vazquez-Yanes
y O rozco-Segovia, 19 84; Vazquez-Yanes, 1987 ;T weddle eta [.,2003 ). Lass emillas
recalcitrantes generalmente s on m 4s g randes q ue | as o rtodoxas (Berjak y P ammenter, 2008;
Hamilton et al., 2013), y esta caracteristica les confiere ventajas selectivas en ciertos ambientes,
por ejemplo, una pronta germinacion y desarrollo de la plantula, evitando con ello la depredacion
en el estadio de semilla, y mejoras en los atributos morfologicos y funcionales relacionados con
la competencia intra e interespecifica (Rose et al., 2000; Daws et al., 2005).

En el contexto evolutivo, se habia sefialado que el caracter recalcitrante era plesiomorfico, es
decir, el estado ancestral de la sensibilidad a la desecacion en las semillas, a partir del cual derivo
la toleranciaal a desecacion (von T eichman y van W yk, 19 94; Dickie y P ritchard, 2002) .
Recientemente se piensa que en realidad el caracter derivado o apomorfico es el recalcitrante, el
cual ha a parecido e n multiples oc asiones de ntro de 1os 1inajes de pl antas s uperiores, como
consecuencia de la colonizacién de ambientes humedos; ello ocasiono la pérdida o supresion de
los genes que participan en 1a ad quisicion de tolerancia a la desecacion (Tweddle et al., 2003;
Berjak y P ammenter, 2 008; Farrant y M oore, 2011). A pesar de suimportancia en el m arco
ecologico y evolutivo, las semillas recalcitrantes han recibido poca atencion, debido a su poca
representatividad en la diversidad vegetal y a su mayor sensibilidad a la desecacion (Farnsworth,
2000; Tweddle et al., 2003; Berjak y Pammenter, 2003, 2008). La comprension teorica y practica
de la sensibilidad a la desecacion ayudaria a explicar el papel que este caracter funcional tiene en
la regeneracion de 1os bosques, y como consecuencia, en la restauracion y conservacion de l1os

mismos (Farnsworth, 2000; Dickie y Pritchard, 2002; Leprince, 2003).

Il.e. Latoleranciay la sensibilidad a la desecacion

El agua representa un elemento primordial dentro del bienestar celular, siendo importante en la

constitucion del citoplasma, el cual funciona como la matriz en donde se desarrollan los procesos

inherentes al metabolismo. El agua proporciona soporte mecanico y presion turgente que confiere



estabilidad es tructural, p articipa c omo reactivo o pr oducto de diversas reacciones bioquimicas,
regulando muchas de ellas, y controla la reactividad de diferentes tipos de moléculas (Walters et
al.,2002). Los dafios porla pérdida ex cesiva de agua inducen aun desequilibrio me tabolico,
producto de dafios anatdmicos, bioquimicos y fisioldgicos a nivel citologico y molecular (Alper y
Oliver, 200 2; Vertucciy F arrant, 2002). E stos da fios se traducen en pérdida de i ntegridad
estructural y fisioldgica de las células, debida a l os cambios en la fluidez del citoplasma y a la
alteracion d e ] a m embrana c elular; dafios en 1a m aquinaria m etabdlica y en la estructura de
proteinas, acidos nucleicos, lipidos y proteinas; asi como la falla en los sistemas antioxidantes
(Alper y Oliver, 2002). Los organismos enfrentan los problemas de la pérdida de agua a través de
mecanismos fisicos, fenoldgicos, morfologicos y fisioldgicos que podrian contrarrestarla, lo cual
les o torga resistencia a la d esecacion. De m anera g eneral s e i dentifican t res m ecanismos de
resistencia a la desecacion: el escape, en el que las plantas crecen y se reproducen en los periodos
de m ayor di sponibilidad de a gua, e vitando c on ello 1 os pe riodos de m ayor e strés hi drico; 1 a
evasion, la cual incluye a los mecanismos que posee una planta para el mantenimiento de niveles
de humedad altos en los tejidos, a pesar del ambiente externo con menor humedad; al adquirir de
mejor f orma el r ecurso hi drico, a Imacenandolo, y reduciendo s u pé rdida, por e jemplo, al
incrementar la biomasa y la longitud de las raices; finalmente, la tolerancia fisioldgica, con la
cual el o rganismo mantiene niveles ad ecuados d e homeostasis dur ante el periodo de estrés, a
través de la regulacion osmética (Kramer, 1983; Lambers ef al., 1998; Larcher, 2003).

La tolerancia fisioldgica a la desecacion estd programada en la ontogenia de las semillas, es
decir, es ta p reprogramada yr egulada genéticamente, inicialmente p orla p lanta ma dre, y
posteriormente por el embridn, el cual ademas respondera a las condiciones ambientales (Berjak
y Pammenter, 2008; Farrant y Moore, 2011; Figura 2). Es durante la fase de desecacion en donde
se culmina con la maduracion de la semilla, alcanzdndose el menor contenido de humedad y la
mayor bi omasa, ys ei ncrementa lat oleranciaal ad esecacion, cu antificada por | a m ayor
expresion génica, o la mayor acumulacion de compuestos como el ABA (Angelovici et al., 2010).
Durante el d esarrollo t anto del as semillas o rtodoxas ¢ omo de las recalcitrantes, hay un a
disminucion en el metabolismoy en el c ontenido de hum edad, asi co mo un aumento en las
sustancias de reserva, y el embrién paulatinamente es mas tolerante a la desecacion a medida que
madura, y m enost olerante ¢ n cuanto se ac ercal a g erminacion ( Vertucci y F arrant, 1995 ;

Pammenter y B erjak, 1999; Kermode y F inch-Savage, 2002; Anderson ef a [, 2009 ). Estos



cambios han sido descritos principalmente para semillas ortodoxas. La diferencia entre am bos
tipos de semilla estriba en que las semillas ortodoxas pasan por una considerable deshidratacion,
y disminucion en el metabolismo, en la parte final de su desarrollo, en la planta madre, y la mayor
tolerancia ala desecacion coincide c on el punt o de m ayor a dquisicion de bi omasa y menor
contenido de humedad. Una vez que éstas son dispersadas entran en una fase de quiescencia o
latencia, lo que prepara a la semilla para su germinacion en el momento adecuado. En cambio, en
las semillas recalcitrantes el metabolismo es elevado, se conserva el estado de hidratacion y la
biomasa aumenta durante todo el desarrollo y hasta el momento de su dispersion, y no hay un
punto final discernible en el desarrollo delatoleranciaal a desecacion. El alto ¢ ontenido de
humedad las predispone a una germinacion inmediata, una vez que son dispersadas (Bewleyy
Black, 1994; Alpert y Oliver, 2002 ; Kermode y Finch-Savage, 2002), aunque al gunas de el las
pueden p resentar | atencia, por e jemplo Omphalea ol eifera Hemsl. (Sénchez-Coronado et al.,
2007), Humboldtia laurifolia Vahl (Jayasuriya ef al., 2010) y Quercus rugosa Née (Castro-Colina
eta l,2012) . Losc ambios metabolicos que oc urren por la desecacion enla ss emillas
recalcitrantes, se relacionan mas con el aumento al a s ensibilidad que ala desecacion conla

adquisicion de tolerancia a la misma (Hendry, 1992; Fenner y Thompson, 2005).
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Figura 2. Relacion entre la tolerancia a la desecacion durante el desarrollo de la semilla con los diferentes niveles de

hidratacion de 1as mismas, desde 1 a p lanta madre, hasta su dispersion y ge rminacion. L as lineas representan los
limites hasta los cuales ocurren las respuestas en las semillas frente a la desecacion, ya sea de semillas ortodoxas
(linea s ¢lida), semillas muy r ecalcitrantes ( linea p unteada superior), de s emillas r ecalcitrantes (linea p unteada
inferior). Por dentro de la linea sélida se encuentran los dafios debidos a 1a desecacion, y por fuera los mecanismos

de resistencia a esos dafios. Modificado por A. Orozco-Segovia de Vertucci y Farrant (1995).

Los mecanismos preventivos y correctivos de la adquisicion y mantenimiento de la tolerancia
a la desecacion, en semillas ortodoxas, se relacionan con la acumulacion de sustancias de reserva
no s olubles, de hormonas co mo el 4 cido ab scisico (ABA), de proteinas como las LEA ( late
embryogenic abundant), de 1as cuales 1 as dehidrinas son las principales, pr oteinas de c hoque
térmico o s HSPs, enzimas antioxidantes como las peroxirredoxinas, asi como de carbohidratos
solubles como la sacarosa y oligosacaridos, y también con antioxidantes d e naturaleza lipidica
(Bewley y Black, 1994; Farnsworth, 2000; Kermode y Finch-Savage, 2002; Kalemba y Pukacka,
2007). Laa ccion pr otectora es ani vel de m embrana c elular, previniendo cambios ens u
permeabilidad s electiva; a n ivel d el ¢ itoplasma, e stabilizando la e structura mo lecular y

reduciendo la reactividad de las mismas, por medio de un estado vitreo; y a nivel general en las
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células, lo que evita un colapso de las mismas y conserva la integridad anatomica (Kermode y
Finch-Savage, 2002 ; B uitink y Leprince, 2008 ). Se ha es tudiado el control genético d e es tos
mecanismos, y muchos de los transcritos encontrados codifican para proteinas implicadas en la
tolerancia, siendo un complejo proceso multigénico (Kalemba y Pukacka, 2007; Angelovici et al.,
2010). En el estadio de plantula también pueden actuar estos compuestos ante el estrés hidrico,
como un mecanismo de tolerancia fisiologica, y es posible que los mecanismos genéticos sean los
mismos que actuan d esde el d esarrollo mismo delasemilla (Buitink efa /., 2006; Farranty
Moore, 2011).

Ya que algunos mecanismos de adquisicion de tolerancia a la desecacion y el control genético
de ] os m ismos, ¢ oncernientes a semillas o rtodoxas, ha n s ido e ncontrados en r ecalcitrantes
(Kermode y Finch-Savage, 2002 ; Berjak y Pammenter, 2008), es posible que la sensibilidad a la
desecacion en las semillas de estas especies se deba a la ausencia de estos mecanismos, o a la
expresion inadecuada de cualquiera de los mismos (Pammenter y Berjak, 1999). Es por esto que
se ha mencionado que la sensibilidad a la desecacion es un caracter funcional cuantitativo, el que
a su vez esta sujeto a variables, tales como: las caracteristicas morfologicas de las semillas en si;
el contenido de humedad de las mismas y el tiempo que han permanecido en ese nivel, asi como
las di ferentes a signaciones en el ¢ ontenido de hum edad entre el e mbrion y l os tejidos que 1o
rodean; el grado de de shidratacion alcanzado en las s emillas, y1as condiciones en las que el
proceso suceda. A demés, hay que considerar la v ariaciéon q ue s e p resenta cu ando s e es ta
estimando la sensibilidad a la desecacion en una muestra de semillas (Berjak et al., 1989; Berjak

y Pammenter, 2003; Leprince, 2003).

I1.f. Almacenamiento de semillas recalcitrantes

En c ondiciones na turales 1 a 1 ongevidad de 1as semillas e s di ferente, en ¢ omparacion con su
longevidad en condiciones 6 ptimas d e almacenamiento. E n general, la 1 ongevidad na tural e s
menor que | al ongevidad pot encial (Vazquez-Yanes y O rozco-Segovia, 1993) . El
almacenamiento d e s emillas es una forma de conservacion ex s itu, que busca incrementar 1 a
longevidad na tural, m anteniendo viables a las s emillas el ma yor tie mpo p osible, hasta que se
presenten las condiciones iddneas para su siembra. Los objetivos del almacenamiento de semillas

estan vinculados al tiempo permisible en que sea posible mantener dicha viabilidad, pudiendo ser
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a corto, mediano y largo plazo. Estos periodos de tiempo buscan, desde preservar las semillas en
el tiempo entre su recolecta y la siembra, por ejemplo, con fines de silvicultura, hasta por largos
periodos, con fines de conservacion del recurso genético (Hong y Ellis, 1996 a; Booner, 2008).
Sin e mbargo, no h ay una f orma s atisfactoria d e a Imacenar s emillas r ecalcitrantes, ya q ue
invariablemente pierden viabilidad o vigor en las plantulas resultantes en un corto plazo. La corta
longevidad de las semillas recalcitrantes es producto de sus caracteristicas fisiologicas, lo cual
repercute en su co nservacion en bancos de germoplasma con fines d e restauracion e cologica
(Hong y Ellis, 1996a; Farnsworth, 2000).

La tinica forma de mantenerlas con el mayor vigor y viabilidad posibles, es almacenar lotes
de semillas de buena calidad en la temperatura més baja tolerable posible, y en condiciones tales
que reduzcan al maximo la pérdida de humedad, asi como la proliferaciéon de hongos y bacterias,
que s ed a como r esultado de 1a presenciade humedad ( Berjak y P ammenter, 2008) . Estas
opciones sOlo permiten almacenarlas de corto a mediano plazo. Las semillas recalcitrantes de las
especies de origen templado, pueden mantener su viabilidad en mayor medida que las de origen
tropical, esto debido a su mayor tolerancia a temperaturas menores. Entre las medidas 6ptimas de
almacenamiento para semillas recalcitrantes estan, el mantenimiento de un estado de hidratacion
o semihidratacion permanente, en temperaturas de entre 10 a 15 °C para especies tropicales, y de
entre 5 a 10 °C para especies templadas, y condiciones ad ecuadas d e aeracion (Hong y Ellis,
1996b; Berjak y Pammenter, 2004).

Una opcion potencial para almacenar semillas recalcitrantes, a largo plazo, la representa la
criopreservacion, que consiste en el congelamiento de los e mbriones con ni trogeno 1iquido, a
=196 °C, o atemperaturas por debajo de —80 °C (Hong y Ellis, 1996 b; Berjak y P ammenter,
2008). Sin embargo, atn se presentan problemas metodoldgicos, que concierne al dafio que puede
provocarsele a los embriones durante la escision, a las consecuencias por la pérdida de los tejidos
de a Imacenamiento s obre e 1 a porte de nut rimentos, a si c omo 1a m ayor pr opension al ataque
fungico (Berjak y Pammenter, 2004). Esta técnica aun sigue en proceso de experimentacion.

En algunos casos se ha observado una mayor longevidad ecolédgica, en comparacion con la
longevidad potencial, en es pecies tropicales con s emillas recalcitrantes ( Carvalho et al., 1988;
Sanchez-Coronado et al., 2007). Se ha mencionado que una alternativa para almacenar semillas
recalcitrantes de origen tropical, es contenerlas dentro de recipientes que permitan el intercambio

gaseoso, 1 os cuales deben ser co locados en 1 as co ndiciones n aturales d el h abitat d el cual
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provengan las semillas (Carvalho ef al., 1988). En relacion a esto, la permanencia de las semillas
en el suelo de su habitat las expone a las condiciones fisicas variables desde el momento de su
dispersion hasta el momento de su germinacién, lo que influye en los procesos bioquimicos y
fisioldgicos d e la s mis mas. D ependiendo de 1a severidad de di chas c ondiciones, las semillas
germinan o mueren,y las s upervivientes posiblemente expresaran caracteristicas f uncionales
positivas que no se presentan en las que no han pasado por dicho estrés.

Se ha n obt enido m ejoras us ando e 1 a condicionamiento e n | a1 ongevidad de s emillas de
especies silvestres de tipo ortodoxo, como Buddleja c ordata H.B.K, Opuntia t omentosa Salm-
Dyck y Wigandia ur ens (Ruiz& P avon)H .B.K. (Royal B otanic K ew, 2008) . El
acondicionamiento hi drico y o smotico ens emillasd e B. cordata mejord 1 os pa rametros
germinativos iniciales o los mantuvo cercanos a éstos, en las semillas almacenadas hasta por mas
de un afio (Gonzalez-Zertuche et al., 2002). El enterramiento en campo de semillas de W. urens
por dos meses, y de O. tomentosa por siete meses, mejord los parametros germinativos, y ademas,
estas mejoras p ermanecieron en las semillas germinadas luego de dos afios con diez meses de
almacenamiento, respectivamente, en condiciones de laboratorio (Gamboa-deBuen et a!/., 2006;
Olvera-Carrillo ef al., 2009). Una especie de tipo recalcitrante que responde favorablemente al
acondicionamiento es Quercus rugosa Née, ya que aumenta la velocidad de germinacion (Castro-
Colina et al., 2012); por lo que resulta interesante profundizar las investigaciones sobre el efecto
que el acondicionamiento tiene, en el almacenamiento de semillas de este tipo. Lo anterior puede
redundar en 1 as a ctividades vi nculadas conl a pr opagaciéon d el as mismas, con f ines de
conservacion y restauracion, pues aun un pe quefio incremento en la longevidad de las semillas

recalcitrantes es tutil (Booner, 1990).

11.g9. Acondicionamiento o priming

El acondicionamiento, o priming, conocido también como tratamiento endurecedor, robustecedor,
acondicionador, vigorizador, o de hi dratacion-deshidratacion d e s emillas ( May et al., 1962;
Henckel et al., 1964; Heydecker etal., 1973; Bewley y Black, 1994 ; H almer, 20 04), es un
procedimiento ¢ reado, inicialmente, para pos ibilitar y mejorar el r endimiento pr oductivo de
especies de importancia agricola (Welbaum et al., 1998; Sanchez et al., 2001; Ashraf y Foolad,

2005). El procedimiento per se consiste en embeber o hidratar de forma controlada a las semillas
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antes de su siembra, hasta el punto previo a la fase final de la germinacion (Figura 3), la cual es
observable cuando, regularmente, la radicula protruye a t ravés de 1 a cubierta seminal (Cheny
Arora, 201 2). La i mbibicion s e p uede h acer d irectamente en agua, o en a gua c ontenida e n
diversos materiales; y también se aplica controlando las condiciones de temperatura, el aporte de
agua a la semilla, asi como la duracion del proceso (Bewley y Black, 1994; Bray, 1995; Halmer,
2004). Con e llo, se p romueve q ue enlas s emillas s e p resenten los cambios bi oquimicos y
fisiologicos que ocurren en las fases I y fase I1 de la germinacion, los cuales significan avances
metabolicos. E n estas e tapas, especialmente en 1a fase II, hay un aintensa a ctivacion de 1 a
reparacion, sintesis y movilizacion de proteinas, dcidos nucleicos y estructuras celulares (Bewley
y Black, 1994; Bray, 1995; Bewley, 1997). Los cambios o avances metabolicos realizados hasta
la fase II, pueden p ermanecer enl ass emillas ai nd espués d e d eshidratarlas d e n uevo y
almacenarlas, lo q ue p osibilita que t engan una me jora e n el ¢ omportamiento g erminativo,
posterior al tratamiento.

El beneficio d el acondicionamiento se ex presaat ravés d e p ardmetros r elacionados al a
cantidad, ve locidad y h omogeneidad de 1a germinacion (Bewley y Black, 1994 ; Figura 3). El
acondicionamiento también in fluye en el de sarrollo de 1 as pl antulas, pue s pr omueve un
incremento en el vigor de las mismas, en su tolerancia a condiciones ambientales desfavorables,
como altas temperaturas y al estrés hidrico o salino, y en plantas agricolas en el rendimiento de la
cosecha (Sanchez et al., 2001; O rozco-Segovia y S anchez-Coronado, 2 009). Ademas, con el
acondicionamiento es p osible romper con la latencia, e incluso es p osible revigorizar s emillas

envejecidas durante el almacenamiento (Sanchez et al., 2001).

15



Figura 3. Fundamento general del tratamiento de acondicionamiento (izquierda), asi como los beneficios en cuanto a
la mejorad el a g erminacion, en co mparacioén co ns emillas s in t ratamiento, o n o aco ndicionadas ( derecha).
Modificado de L eubner (2006). En azul, se indica el proceso normal de germinaciéon de una semilla; en rojo, el

proceso de germinacion con acondicionamiento, como tratamiento pregerminativo.

Se han desarrollado diferentes tipos de tratamientos de acondicionamiento, que difieren en el
método de hidratacion regulada que utilizan; estos tratamientos van desde la utilizacion de agua,
ya s eaen e stado | iquido (acondicionamiento hidrico) o de vapor ( drum acondicionamiento),
soluciones acuosas en sustancias osmaticas inertes (osmoacondicionamiento), soluciones de sales
inorganicas (haloacondicionamiento), y matrices solidas con gran capacidad de retencion hidrica
(acondicionamiento de ma triz o matrico) (Ahsraf y Foolad, 2005 ). R ecientemente, seh a
incorporado e l us o de otros ag entesal ap ar del t ratamiento d e acondicionamiento, ¢ omo
microorganismos  (bioacondicionamiento), f itohormonas, 'y  temperaturasel evadas
(termoacondicionamiento), todos e llos con r esultados pr ometedores ( Ahsraf y Foolad, 2005;
Moeinzadeh et al., 2010). Cualquiera que sea el tratamiento, el nivel de hidratacion que deben
alcanzar las semillas no es necesariamente el mismo; sin embargo, debe corresponder a aquél en
el q ue se puedenr ealizar al m enos a Igunos de los pr ocesos f isioldgicos y bi oquimicos
relacionados con la fase 2 de la germinacion, ademas de algunos que no necesariamente ocurren

cuando la semilla est4 totalmente hidratada (Bewley, 1997).
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I1.h. El acondicionamiento natural

Cuando las semillas de especies nativas estan enterradas en el suelo de su hébitat natural, por un
tiempo similar al que separa la dispersion de las semillas del establecimiento de la temporada de
lluvias, las semillas se exponen a cambios en la temperatura, en la disponibilidad de oxigeno, y en
la humedad (Halmer, 2004). El suelo presenta un potencial hidrico, determinado por la textura y
tamafio de g rano de | m ismo, por las ¢ oncentraciones de s olutos, tales co mo s ales, i ones,
minerales, ytambién p or la di sponibilidad de a gua y s udindmicaentornoa s ur etencion
(anegacion) o pé rdida (drenaje). Enl a semilla, el p otencial h idrico es taras ujeto al as
concentraciones de s olutos que en el la s e en cuentren, as i co mo a s us car acteristicas f isicas
(Bewley y Black, 1994; Hadas, 2004). La diferencia de potencial hidrico, que se establece entre la
matriz del suelo y lass emillas, produce que ¢ stasnos ehi draten,os ede shidraten,
completamente; con lo cual se alternan ciclos de hidratacion y deshidratacion (Orozco-Segovia 'y
Sanchez-Coronado, 2009). Este proceso se ha denominado acondicionamiento natural, el cual es
analogo al acondicionamiento que se realiza en condiciones c ontroladas (Gonzalez-Zertuche et
al., 2001; Sanchez-Coronado et al., 2007). El acondicionamiento natural produce mejoras en la
germinacion y establecimiento de especies nativas, por ello podria tener un valor adaptativo en la
naturaleza, al au mentar la ad ecuacion d e | as es pecies a s u h abitat ( Halmer, 2004; Gamboa-
deBuen et al., 20006).

Durante el acondicionamiento natural, en las semillas ocurre una movilizacion y degradacion
de proteinas y carbohidratos, asi como cambios en la concentracion de enzimas implicadas; estos
cambios estan relacionados con los avances en el proceso germinativo (Gamboa-deBuen et al.,
2006; A rmenta-Jaime, 2007; Alvarado-Lopez, 2 009, 2012 ). Lo anterior ha s ido r eportado e n
especies nativas d e ambientes s ecos, como B. cordata, Dodonaea v iscosa (L.)J acq., O.
tomentosa y W. urens (Gonzalez-Zertuche et al., 2001; Aguilera-Jiménez, 2003; Gamboa-deBuen
et al., 2006; Armenta-Jaime, 2007; Alvarado-Lépez, 2009), y también en especies de ambientes
tropicales, como Ceiba aesculifolia (H.B.K.) Britt. & Baker, Cordia megalantha S.F. Blake, y
Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth (Alvarado-Lopez, 2012). El acondicionamiento natural induce
una mejora en los parametros germinativos en las especies antes citadas, asi como también en
Urera caracasana (Jacq.) Griseb (Gudifio-Gonzélez, 2003); y mejora el establecimiento de las

plantas en campo, como se observo en D. viscosa 'y W. urens (Gonzalez-Zertuche et al., 2001;
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Benitez-Rodriguez, 2005), y también en Zea mays L., una especie con importancia agricola, en
condiciones de casa de sombra (Nicasio-Arzeta et al., 2011).

Sin embargo, el efecto del acondicionamiento natural s6lo ha sido estudiado en especies con
semillas quet ienenl acap acidadd e formarb ancod es emillas p ermanentes, las cu ales
generalmente son de tipo ortodoxo (Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2009). Aunque, por lo
regular, las semillas recalcitrantes no presentan latencia y germinan rapido, su permanencia en el
suelo, luego de ser dispersadas, las somete invariablemente al efecto de la deshidratacién, por 1o
que podr ia ¢ onstituir t ambién una c aracteristica funcional con valor ad aptativo, de a qui que

resulte necesario investigar el efecto de este tratamiento en este tipo de semillas.

I1.i. El acondicionamiento como herramienta de restauracion ecoldgica

La pérdida y degradacion de los ecosistemas tropicales en Centroamérica (incluido M éxico) ha
sido notable, y esta region ha figurado mundialmente entre las méas deforestadas en las ultimas
décadas (Guevara et al., 2004a; Griscom y Ashton, 2011). Esto ha provocado en corto y mediano
plazo la pérdida de servicios ecosistémicos, bienes de importancia social, cultural y econdémica, y
la pérdida de las formas de subsistencia para la gente que habita y depende en primera instancia
de ellos (Lamb et al., 2005). La restauracion ecologica es una ciencia c uyos en foques buscan
restablecer 1 a estructura, funcion, p roductividad, y la di versidad biolégica d e 1 os ecosistemas
degradados (Lamb y Gilmour, 2003 ; Clewell y Aronson, 2007), hasta su estado original, tal y
como estan constituidos actualmente los ecosistemas tropicales no perturbados. Sin embargo éste
es un obj etivo utdpico ya que el grado de recuperacion que s e alcance de pende de m uchos
factores. Dentro de las actividades importantes de la restauracion esta el conocimiento local en
términos del contexto social, econémico y politico, asi como el contexto bioldgico, es decir la
diversidad taxondmica, las caracteristicas bioldgicas, ecoldgicas y ev olutivas d e 1 as es pecies
nativas, la diversidad funcional, y los métodos y herramientas técnicas de propagacion eficientes
(Vazquez-Yanes et al., 1999; Levy-Tacher, et al., 2006; Gonzalez-Espinosa et al., 2007; Orozco-
Segovia y Sanchez-Coronado, 2009; Ramirez-Marcial et al., 2012).

Recientemente se ha propuesto el uso del tratamiento d e aco ndicionamiento, dentro de las
actividades vinculadas a la restauracion de bosques, como son la propagacion de especies nativas

y sues tablecimiento ( Gonzalez-Zertuche efa [,2000; Sanchez eta [.,2001) . EI
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acondicionamiento es un tratamiento d e uso comun en los es quemas d e propagacion a gricola
(Halmer, 2004 ); sine mbargo,t ambiéns eh anr ealizado estudios sobreel efectod el
acondicionamiento en especies de plantas nativas que poseen potencial dentro de la restauracion
ecologica (Gonzalez-Zertuche et al.,2002; delaV ega-Rivera, 2003; Séanchez et a /., 2003;

Gamboa-deBuen ef al., 2006; Brancalion ef al., 2008, 2010; Castro-Colina et al., 2012), y se han
encontrado mejoras en los p arametros g erminativos ( sensu Bewley y B lack, 1994) ,enl a
supervivenciay el establecimiento. S e ha establecido 1 a n ecesidad d e més investigaciones al

respecto, utilizando nuevos tratamientos y combinaciones de acondicionamiento en el campo y en
el 1 aboratorio ( Sanchez et a l.,2006) . P orl o que, el acondicionamiento esu nah erramienta
importante que puede mejorar el éxito de la restauracion (Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado,
2009; Brancalion et al., 2010).

La tolerancia a la desecacion de las semillas es un elemento que se debe considerar al aplicar
los tratamientos del acondicionamiento, pues como ya ha sido sefialado, las semillas responden de
manera diferencial a estas circunstancias, tomando en cuenta que los estudios acerca del efecto
del acondicionamiento han sido realizados en semillas ortodoxas. Sin embargo, se ha observado
una |l igera t oleranciaal a desecacidon en es pecies co n s emillas r ecalcitrantes, tanto de origen
tropical como templado. En estas especies, una deshidratacion moderada aumenta el porcentaje
de ge rminacion f inal ( Proberty B rierley, 1989; Hong y E llis, 1990; C onnor eta ., 1996;
Rodriguez et al. 2000; Castro-Colina et al., 2012), lo cual indica que incluso en estas semillas, es
posible que se p resenten | os p rocesos f isioldgicos y celulares q ue s ubyacen en 1 as s emillas
ortodoxas, y que entonces una desecacion, incluso minima, constituya un evento natural dentro
del desarrollo de las mismas (Probert y Brierley, 1989; Hong y Ellis, 1990).

Cupania glabra Swartz y Cymbopetalum baillonii Fries son especies arboreas caracteristicas
de selvas tropicales humedas en Centroamérica (Standley y Steyermark, 1946, 1949; Pennington
y Sarukhén, 2005), con semillas cuyo comportamiento en almacenamiento no ha sido definido
con claridad. A la especie C. glabra se le considera como probable recalcitrante, mientras que C.
baillonii ha sido clasificada como incierta, a pesar de que ambas especies tienen semillas con alto
contenido de humedad (Royal Botanic Gardens Kew, 2008). Su respuesta germinativa, después
de haber sido expuestas a distintos niveles de deshidratacion, ha impedido que se les asigne una
categoria especifica de conducta en almacenamiento. Rodriguez et al. (2000) observaron que una

deshidratacion p arcial controlada incrementa 1 os p orcentajes de germinacién en C. glabra y C.
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baillonii, lo c ual s ugiere que p odriant olerar unt ratamiento de a condicionamientoe ne |
laboratorio, o que éste ocurra de manera natural en el campo, de manera que se incremente el
vigor de las semillas y las plantulas. También es necesario definir el comportamiento en almacén
de 1 as s emillas d e am bas es pecies, p ues es te ¢ onocimiento es es encial p ara el d esarrollo d e
estrategias adecuadas de conservacion ex situ (Hamilton et al., 2013).

C. glabra y C. baillonii presentan atributos para su posible uso en la restauracion del paisaje
forestal en e 1bos que t ropical, pues ambas s on es pecies p ersistentes o s ucesionales t ardias
(Martinez-Ramos, 1985; Ibarra-Manriquez et al., 2001). La poblacidon que habita en sus areas de
distribucién las utilizan como arboles de sombra y cercas vivas (Ibarra-Manriquez et al., 1997b;
Bejarano-Castillo y Guevara, 2008), y otras especies de ambos géneros presentan caracteristicas
que ha cen pos ible s u inclusion dentro d e l as actividades d e restauracion eco logica de ar eas
cubiertas con selva tropical, en los sitios donde son nativas (Pennington y Sarukhan, 2005; Levy-
Tacher et al., 2006; Becerra-Vazquez, 2010). Estas caracteristicas hacen promisorio profundizar
sobre los efectos del acondicionamiento en la germinacion y establecimiento, con el objetivo de
mejorar la propagacion y el desempefio en campo, ademas de su efecto en el almacenamiento con

fines de conservacion e inclusiéon en manejos de propagacion con fines de restauracion.
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I11. OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar el efecto d el acondicionamiento enla g erminacidn, s upervivencia y c recimiento de

Cupania glabra y Cymbopetalum baillonii.

Objetivos particulares:

e Describir las caracteristicas de peso, y contenido de humedad, de las semillas de Cupania
glabra y Cymbopetalum baillonii, asi como la dindmica de hidratacion y deshidratacion
de las mismas.

e Determinar el contenido de lipidos y carbohidratos (glucosa) en las semillas de Cupania
glabra 'y Cymbopetalum bai llonii, provenientes d er ecolectasr ealizadas en afi os
diferentes.

e Enc ondicionesd el aboratorio, e studiar enl ass emillasd e Cupania gl abra y
Cymbopetalum bai llonii el ef ectod ed iferentes niveles de de shidrataciéon y del
acondicionamiento hi drico (hidratacion s eguidade d eshidratacion parcial) enl a
germinacion.

e Analizar, en condiciones de laboratorio, el efecto del acondicionamiento natural (semillas
enterradas en campo) en la germinacion de las semillas de ambas especies.

e Evaluar la germinacién de semillas de ambas es pecies en condiciones de campo, y los
cambios en el contenido de humedad de las mismas durante el proceso.

e Determinar, en las plantulas de Cupania glabra y Cymbopetalum baillonii, el efecto del
acondicionamiento hidrico y del acondicionamiento natural, sobre el cr ecimiento y
supervivencia de las mismas, en condiciones de invernadero y de campo.

e Evaluar la longevidad de semillas de Cupania glabra y Cymbopetalum baillonii tratadas
con acondicionamiento hidrico y natural.

e Disenar y proponer, para las semillas de ambas especies, un esquema de recoleccion de
las s emillas, almacenamiento, propagacion y e stablecimiento con fines de r estauracion

ecologica.
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Hipotesis

Si una d eshidratacion p arcial m ejora | os p ardmetros germinativos d e las s emillas de Cupania
glabra y Cymbopetalum baillonii, entonces es posible que los tratamientos de acondicionamiento
incrementen el v igord ela ss emillas y de las pl antulas, f avoreciendo e 1 e stablecimiento,

crecimiento y supervivencia de estas especies.
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IV. METODOLOGIA

IV.a. Area de estudio

El estudio se realizo en el area geografica denominada Region de Los Tuxtlas, 1a cual se localiza
en el sureste del estado de Veracruz (Figura 4). Se seleccionaron dos sitios, localizados dentro de
laregion: lalocalidad denominada Magallanes, ubicada en el municipio d e T atahuicapan d e
Judrez; y en la Estacion de Biologia Tropical (EBT) “Los Tuxtlas”, de la Universidad Nacional
Autonoma de México, localizada en el municipio de San Andrés Tuxtla. Tatahuicapan se localiza
auna altitud sobre el nivel de mar de 200-400 m, y estd flanqueada por dos de las principales
elevaciones de la Sierra de Los Tuxtlas: al noroeste, el volcan Santa Marta o también denominado
Sierra de S anta M arta, y al sureste, el volcan S an M artin P ajapan (Dirzo et al., 1997; Soto y
Gama, 1997). La EBT Los Tuxtlas se encuentra a una altitud de 150-700 m snm, y altitudes
mayores se localizan en las pendientes del volcan San Andrés Tuxtla, localizado al oeste de 1a

Estacion (Ibarra-Manriquez et al., 1997a).
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Figura 4 . L ocalizacion g eograficade la R egién d e L os T uxtlas en V eracruz, Mé xico (izquierda) y condiciones
mensuales de temperatura y precipitacion pluvial promedio del clima de la zona (derecha). Tomado de Gutiérrez-

Garcia y Ricker (2011). Las lineas color rojo, verde y azul, indican limites definidos para la region de “Los Tuxtlas’

por los autores indicados en el mapa.
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La Region de Los Tuxtlas se define como el paisaje volcanico superior a los 100 m de altura,
con ex cepcion de la parte costera, y comprende 315 525 hectéareas ( Gutiérrez-Garcia y Ricker,
2011). Presenta un gradiente latitudinal que va del nivel del mar hasta los 1720 m snm; en el
relieve se destaca la Sierra de Los Tuxtlas (18° 10"y 18°45' N y 94° 42"y 95° 27" W), formacion
montafiosa conformada por una serie d e conos volcanicos de entre 200 y 1 720 m snm. E sta
formacion esta orientada en direccion NW-SE, con un e je mayor de aproximadamente 78 km y
uno menor de 40 km ( Villalpando, 1972). E1 macizo m ontafioso estd dividido en una por cion
noroeste, ¢ onstituida por el vol can S an M artin T uxtla (1680 m snm), y una por cidon sureste,
llamada Sierra de Santa Marta, en donde destacan los volcanes Santa Marta (1720 m snm) y el
San Martin Pajapan (1180 m snm). Entre ambas porciones se encuentra una depresion, en la que
seas ientael | agod e C atemaco. Lasr ocass ond e n aturaleza v olcanica, p liocuaternarias,
principalmente b asaltos y basanitas. Los afloramientos s edimentarios s on es casos, yaque s e
presenta una gran proporcion de de pdsitos vol canicos m és j dvenes y también a la abundante
vegetacion (Martin-Del Pozzo, 1997).

Debido a la naturaleza montafiosa de la region, existen varias corrientes superficiales de agua:
en la parte norte, las corrientes fluyen directamente hacia el Golfo de México; y en la parte sur, el
rio San Andrés se une con otros rios como el Santiago, el Hueyapan y San Juan, que al final se
unen con el Papaloapan (Martin-Del Pozzo, 1997). En la region existen numerosos lagos, como
los lagos Encantada, Tecolapan y Amaxtal, aunque el mayor cuerpo de agua lo constituye el lago
de C atemaco, el tercer l ago m ds grande d e M éxico, con 7254 ha s (Martin-Del P 0zzo, 1997 ;
Gutiérrez-Garcia y Ricker, 2011).

De acuerdo con la clasificacion de Garcia (2004), el clima en el lugar corresponde al A f(m),
calido humedo con lluvias todo el afio (Soto y Gama, 1997), mientras que con la clasificacion de
Koppen (1936) se distinguen dos tipos de clima, himedo tropical (tipo A) en altitudes bajas y
medias, y himedo con inviernos templados (tipo C) en las altitudes altas. La precipitacion anual
es de 1272 a4 201 mm, siendo marzo es el m as s eco, con una p recipitaciond e 34 mm,y
septiembre es el mes mas lluvioso, con 418 mm. La temperatura media anual es de 24.1-27.2 °C,
con temperaturas maximas de 32-34 °C, y minimas de 14-16 °C, mayo es el mes mas caliente con
28.8 °C, yenero el mes mas frio con 21.8 °C (Soto y Gama, 1997; Gutiérrez-Garcia y Ricker,
2011). Debido a q ue el area se encuentra del lado de 1a vertiente del Golfo, se encuentra mas

expuesta a los vientos humedos provenientes del Golfo de México.
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La vegetacion primaria atn evidente en el area corresponde al bosque tropical perennifolio
(Rzedowsky, 1978) , o selva al ta p erennifolia (Miranda y H ernandez-Xolocotzi, 1963) . S in
embargo, e 1 p aisaje e s dominado a mpliamente por ve getacion de z onas pe rturbadas ( Ibarra-
Manriquez, et al., 1997a), que consiste en potreros, areas de cultivo, y acahuales en diferentes
edades sucesionales. La fauna nativa es rica; mayores detalles se encuentran en Gonzalez-Soriano

et al. (1997).

IV.b. Especies vegetales

Las especies contempladas en este estudio se encuentran de manera abundante en la region, tanto
en zonas ¢ on vegetacion p rimaria, como en z onas pe rturbadas (Rodriguez et a /., 2000, Lira-
Noriega et al., 2007; Figura 5). Los principales usos que se les asignan las poblaciones locales

son como fuente de combustible, y material para construccion (Ibarra-Manriquez y Sinaca-Colin,

1987; Ibarra-Manriquez et al., 1997b).

Figura 5. Cupania glabra (A) y Cymbopetalum baillonii (B). Fisonomia del arbol, de los frutos, y de las semillas.
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Se d escribe a las es pecies de acu erdo de a cuerdo con di versos autores (Standleyy
Steyermark, 1946, 1949; Coates-Estrada y Estrada; 1988; Pennington y Sarukhan, 2005 ; Ibarra-
Manriquez y Oyama, 1992; Ibarra-Manriquez y Cornejo-Tenorio, 2010).

IV.b.1. Cymbopetalum baillonii Fries (Annonaceae)

Arbol m onopéddico de 10 a25 mde altura, c on ¢ opa pi ramidal o extendida, ¢ on 1 as ramas
horizontales y monopddicas, situadas en la parte superior del tronco, tronco derecho, con fuste
muy largo, con corteza de color gris claro u os curo, las ramillas tienen entrenudos grisdceos y
abundantes lenticelas amarillas. Las hojas son simples, alternas, elipticas, glabras, coridceas, con
el margen entero, y con venacion secundaria inconspicua, de color verde brillante en el haz y el
envés. Flores solitarias, fragantes, de 1.3 a 2.3 cm, pétalos carnosos, color verde o amarillo, frutos
de 11 a23 ¢ mdelargo. Frutos de tipo foliceto, con forma de pe quefios pl atanos, co rtamente
estipitados, rojos cuando maduros, de 8.5 a 30 ¢ m largo, cada fruto contiene de 8-24 semillas,
ariladas, de 14 a 16 m m de largo, por 6.5a 8 m m de ancho, color pardo brillante. Florece de

marzo a junio y fructifica de febrero a mayo.

IV.b.2. Cupania glabra Sw. (Sapindaceae)

Arbol de 12 a 15 m de altura, hasta 30 m, con una copa angosta o extendida, con diametro del
tronco a la altura del pe cho generalmente de 25 ¢m o m enos, con una corteza lisa, color gris
claro; hojas compuestas, dispuestas en espiral, tienen de 7 a 14 foliolos, de 6 a2 0 cm de largo,
por2a 7c¢ mde ancho,por I o ge nerald ispuestos de forma alterna, ovo vado-oblongos a
estrechamente oblongos, con el margen serrado, subcoriaceos, verde oscuro en el haz y verde mas
palido yopa co ene le nvés, usualmente glabrosen 1am adurez. E1 envés es escasamente
pubescente en ocasiones, pecidlulo corto. Flores blanquecinas, de aproximadamente 1.4 a 2 mm
de diametro, dispuestas en paniculas pulverulentas, axilares y subterminales, iguales o mas cortas
que las hojas, muy ramificadas, los pedicelos miden de entre 2 a 3 mm de largo. Frutos de tipo
capsula loculicida, trivalvados, escasamente 1obados, de aproximadamente 1.5a2 cm de largo,

glabros ex terna e internamente, color pardo cuando maduros, cada fruto contiene de una a tres
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semillas; s emillas de color marrén oscuro, de9 al 2mmdelargo, por 7a 8 m m de ancho,

presentan un arilo oleaginoso. Florece de junio a julio y fructifica de marzo a mayo.

Tabla 1. Caracteristicas principales de Cupania glabra 'y Cymbopetalum baillonii.

Tamaiio de
Numero de semilla
semillas por (largo, ancho Sindrome de
Especie Nombre comun  Tipo de fruto fruto mm) dispersion Usos
Lena,
Huevo de mono, construccion,
Cymbopetalum Platanillo, herramientas,
baillonii Samiikuy Foliceto 8-24 14-16,6.5-8  Aves sombra
Lena,
construccion,
Cupania Tepechi, Tres Capsula Aves, herramientas,
glabra Lomos loculicida 1-3 9-12, 7-8 mamiferos cerca viva
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IV.c. Recolecta de frutos y beneficio de las semillas

Se realizaron inspecciones visuales periddicas del estado de maduracion de los frutos; los frutos
de am bas es pecies s e c onsideraron aptos para recolectarse cuando comenzaron s u p roceso de
dehiscencia. En este momento, los frutos de C. glabra presentaron una coloracion pardo-verdosa,
mientras que en C. baillonii los frutos presentaron una coloracion rojiza. La recoleccion de frutos
se realizo directamente de | os &r boles d e f orma m anual, o bi en c on ayuda de una garrocha
podadora telescoOpica, trepando en ellos en los casos que se requirio. Se realizé la recolecta en al
menos 10 arboles de cada especie: C. glabra se recolectd en Tatahuicapan, y C. baillonii en sitios
cercanos a la EBT Los Tuxtlas. Las recolectas se realizaron en abril y en dos afios sucesivos,
2011y 2012.

Los frutos se colocaron en contenedores de pléstico, y se cubrieron con tierra de suelo de la
selva, para evitar su deshidratacion. Se transportaron de inmediato a las instalaciones del Instituto
de Ecologiade la UNAM, enla Ciudad de México. La limpieza y extraccion de las semillas
(beneficiod el as emilla, s egin Aguirre y P eske, 1992) , ser ealizo dea cuerdoc onl os
procedimientos y recomendaciones sefalados por Niembro et al. (2010), para especies arboreas
con caracteristicas de fruto y semilla similares a los de las especies en estudio. La metodologia

general se muestra en la Figura 6 y 7, y se detalla en los parrafos posteriores.

’ Recolecta de semlllas

/\

Laboratorio

Peso fresco
*Peso fresco semillas
*Peso seco \|,
+Cont. de Tratamientos
humedad en campo
Semillas Sem. «Contenido de
frescas escarificadas lipidos y
/\ carbohidratos
Curva de Curva de
hidratacion deshidratacion Aemiihdmieis Germinacion en

suelo de la selva

\ / natural / \
Acondicionamiento Peso Germinacion

hidrico N fresco

Germmacmn

Figura 6. Procedimientos generales del manejo de las semillas, previos a la realizacién de los tratamientos de

acondicionamiento.
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Figura 7. Diagrama de flujo de los experimentos de acondicionamiento hidrico y natural.

1VV.d. Caracteristicas de las semillas

1V.d.1. Determinacion del peso fresco, peso seco, y contenido de humedad

Para determinar el contenido de humedad de las semillas, y con ello realizar los calculos de los

contenidos de humedad teoricos para las evaluaciones posteriores, inicialmente se pesaron (peso

fresco PF) 100 semillas de cada especie, con una balanza analitica A-200DS (Fisher S cientific,

Fairlawn, NJ, precision 0.001 mm); posteriormente estas semillas se secaron en un horno 107801

(Boekel Industries, Inc.Philadelphia, PA) a 80 °C durante 48 horas, modificando el protocolo del

ISTA (1993), dado el alto porcentaje de lipidos de ambas especies. Transcurrido este tiempo, las

semillas s e p esaron (pesosecoPS). Conlosvaloresde PF yP S secalculd el contenido de

humedad base seca CHys y el contenido de humedad base humeda CHyy, usando las siguientes

ecuaciones (Hong y Ellis, 1996a; Sun, 2002):

CHs (%) = ((PF — PS)/PS) x 100
CHun (%) = ((PF — PS)/PF) x 100
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Para inferir el PS a partir del PF, se realiz6 un analisis de regresion entre ambas variables, a
través de su ajuste a la ecuacion lineal y = a + by . Este analisis se realizo con el programa Table
Curve 2D version 5.01 (AISN Software, Chicago, IL, USA).

Con el fin de evaluar d iferencias en 1as ca racteristicas d e 1 as s emillas, entre los afios d e
recolecta, s e r ealizo u n an alisis es tadistico,conlasmediasde PF, P S, C Hys y C Hpy como
variables de respuesta, y los afios como factores. Se realiz6é una prueba ANOVA de una via, y la
prueba post hoc, utilizada para determinar los valores medios significativamente diferentes, fue la
de Tukey. En otros casos, en que no s e cumplieron 1 os supuestos del ANOVA, se utilizéla
prueba Kruskal-Wallis c on 1 os va lores originales, para comparar | os valores r eportados por
Rodriguez-Hernandez ( 1992) para elafio 1989 ,c onl osa fios 2011 y2012.S erealizol a
transformacion de los porcentajes de CH con la funcion logaritmo, cuando 1o requirieron (Zar,
1974). Estos an alisis s er ealizaron co nel p rograma S tatgraphics C enturion, version X V

(Statistical Graphics Corporation. Graphic Software System, Inc., Rockville, MD, USA).

1V.d.2. Determinacion del contenido de glucosa y lipidos

Para investigar el contenido de glucosa y lipidos, asi como la posible variacion anual de 1os
mismos, se determiné el porcentaje de presentes en las semillas de C. glabra y C. baillonii de las
recolectas correspondientes a los afios 2011 y 2012. En el caso de los lipidos, se utilizé el método
de Bligh y Dyer (1959), utilizando 0.5 g de material seco de las semillas, mientras que en el caso
de los carbohidratos no estructurales se utilizé el Protocolo Kit FA-20 (Sigma), utilizando 0.5 g
de material seco de las semillas. Adicionalmente, se expreso el contenido de humedad CH libre
del c ontenido de lipidos base s eca (CHprps) y base humeda (CHyrpy), de acuerdo a C addick

(2005), con las siguientes ecuaciones:

CHyips = (100 x CHps)(100 — CLyy)
CHyiph = (100 X CHbf)(lOO - CLbf)

Se realiz6 una prueba ¢ de Student para determinar si existieron diferencias en el contenido de
ambas macromoléculas entre las recolectas de los afios 2011 y2012. El anélisis se hizo con el

programa Statgraphics.
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1V.d.3. Germinacion de semillas escarificadas

Para averiguar la influencia de la cubierta seminal en la germinacién de C. glabra y C. baillonii,
enunlotedesemillas frescas d e ambas es pecies, ser ealizd u na es carificacion previaas u
siembra. P ara el lo s e hizo una p equena incision en la cubierta seminal de la semilla conuna
navaja. Este método es aplicado generalizadamente en especies de la selva amazodnica, en Brasil

(Ferraz y Varela, 2003).

1V.e. Acondicionamiento hidrico

1V.e.1. Dindmica de hidratacion de las semillas

Un lote de semillas se coloc6 en un recipiente de acrilico oscuro de 35 x 44 x 10 cm, con 1500 ml
de agua destilada en su interior, para hidratarlas a saturacion. Se siguid la dinamica de hidratacion
de las s emillas, evaluando el peso fresco de 12 s emillas e n i ntervalos de 30 m inutos, en | as
primeras seis horas de hidratacion, y cada 24 horas a partir de las primeras 24 horas; para esto se
tomo una semilla, se secd con papel absorbente, y se registrd el peso con la balanza analitica. Se
realiz6 una curva de hidratacion en el tiempo, para considerar el momento en el cual las semillas
alcanzaron el nivel de hidratacion correspondiente a la fase estacionaria o de activacion de la
germinacion (fase II), de acuerdo con el modelo de Bewley (1997), esto es, cuando el peso se
estabilizo.

Una ve z c oncluida | a hi dratacion, s e r ealizé un a ndlisis de regresion entre el p eso fresco
inicial (PF;) y el peso fresco hidratado (PFy,), por medio del ajuste a la ecuacion lineal y = a + by,
esto para poder inferir el PF; a partir del P Fy. E ste analisis se realizo con el programa Table
Curve.

Para al canzar los porcentajes d e d eshidratacion deseados (CHg) en las semillas sometidas a
distintos tratamientos, se calcul6 el contenido de humedad base seca absoluto (CHys) y el relativo
(CH,), es de cir, c onsiderando a1 por centaje t otal de C Hys, c omo el 100 %, con 1 as s iguientes

ecuaciones:

CHs (%) = ((PF — PS)/PS) x 100

31



CH; (%) = (CHg x 100)/CHu,

Para estos célculos se considerd el CHyps debido a que, regularmente, el CH expresado como
un porcentaje del PS expresa de una forma mas confiable en contenido de agua de las semillas
(Sanchez-Coronado et al., 2007).

Para obtener la tasa maxima de hidratacion, los porcentajes de CHy se transformaron con la
funcion arcoseno (Zar, 1974), yseajustarona laecuacion y = a + by". Latasamaximade
hidratacion corresponde a la primera derivada maxima de la curva generada. El ajuste se realiz6
con el programa Table Curve.

Con tal d e ev aluar si ex istieron d iferencias en tre af os, 1 os p orcentajes d e C Hy finales se
transformaron con la funcion logaritmo y junto con los valores de las tasas maximas se analizaron
con una prueba ¢ de Student, para comparar los valores encontrados en los dos afios de recolecta,

2011 y 2012. El analisis se hizo con el programa Statgraphics.

1V.e.2. Dindmica de deshidratacion de las semillas

Ello te d e s emillas h idratadas a s aturacion, asi co mo un lote d e s emillas s in h idratar, se
deshidrataron para reducir el contenido de humedad relativo (CH,): 20 (D20%), 40 (D40%)y
60% ( D60%), conl oque 1 ass emillass e mantuvieronc on tres C H, 80, 60y 40% |,
respectivamente; definidos con base en el trabajo de Rodriguez et al. (2000), de acuerdo con el
siguiente argumento: una deshidratacion al 20% significa que la semilla ha perdido 20% de CH,
original, por lo que el CH; baja al 80%.

Enel casod el ad eshidratacion d el 1 ote d e s emillas h idratadas que s e u saron p ara el
acondicionamiento hidrico (AH), que se explica después, para el calculo de los CH deseados se
tomaron dos CH iniciales como r eferencia: a ) se co nsider6o el CHys del as s emillas recién
recolectadas como el 100% de CH (tratamiento: AH-CHys), y b) el CH de las semillas después de
ser hidratadas (CHy) se consider6 el 100% de CH (tratamiento: AH-CHy) (Figura 8).

Para q ue | as co ndiciones d e d eshidratacion f ueran ad ecuadas p ara s emillas r ecalcitrantes
(Hong y Ellis, 1996a), 1a deshidratacion se realizé dentro de un dispositivo cerrado (120 x 55 x
37 cm), provisto de un flujo de aire humedo producido por un humificador (Ultrasonic Misty cool

Sun Shine mod HUM-006, China), colocado en la parte inferior del dispositivo, y un extractor de

32



aire dispuesto en la parte superior, con lo que se consiguié una humedad relativa de 62.6 = 12.1%
y una temperaturade 22.4+ 1.49 °C en el interior del dispositivo. Las s emillas s e co locaron
dentro de 1 di spositivo en cr ibas d e acero i noxidable 0.5 ¢ mde a pertura, distribuyéndolas
homogéneamente sobre el las. Para m edir | a t emperatura y 1a humedad relativa, se coloc6 un
datalogger (HOBO Ul 2-013 O nset C omputer C orporation, P ocasset, M A, U SA), con un

termistor interno (resolucion: £ 0.03°C; exactitud: 0.35). Se sigui6 la dindmica de deshidratacion
de la s s emillas mediante dos op ciones, 1 a primera r egistrando el p eso fresco de 1 0 s emillas
individuales, y la segunda registrando el peso fresco de 10 réplicas de 10 semillas cada una. E1
peso fresco se re gistré primero en intervalos cortos de tiempo e nlas primeras 12 hor as, y
subsecuentemente cada 24 horas; para ello se retiraban las semillas o las réplicas, se registraba el
peso con la balanza analitica, y se devolvian de inmediato al dispositivo. Se realiz6 una curva de
deshidratacion en el tiempo, para considerar el momento en el cual las semillas alcanzaron el CH
deseado. Se calculé el CHys y CH; con las mismas ecuaciones utilizadas en la hidratacion de las

semillas.

HIDRATACION
| Deshidratacion Deshidratacion
a partir del CHy a partir del CH,,
CH,, = 100% CH; = 100%
(Control 1) (Control 2)
——— | CH, 60% CH, 60% | <

Figura 8. Metodologia de 1os procedimientos de de shidrataciony del calculo del contenido de humedad relativo
(CH,), apartir de dos CH referentes iniciales, el CH de las semillas recién recolectadas (CHy) y el de semillas

hidratadas a saturacion (CHy,).

Para calcularlatasa maxima d e d eshidratacion 1 os p orcentajes d e C H base s eca delas
semillas individuales (primera opcion) se transformaron con la funcidn arcoseno, y se ajustaron a
laecuacion y = a + b("*.) conel programa T able Curve. La tasa m axima d e deshidratacion

corresponde a la primera derivada minima de la curva generada.
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Para evaluar las posibles diferencias entre los valores de las tasas maximas de deshidratacion,
se realizd una prueba ¢ de Student, para comparar los valores encontrados en la deshidratacion de
las s emillas CH;, yde lass emillas CHys. E 12 ndlisis s e hi zo conel programa S tatgraphics

Centurion.

1V.e.3. Determinacion de la viabilidad de semillas a bajos contenidos de humedad

Para i nvestigar | a vi abilidad a c ontenidos de h umedad ba jos, y con e llo el pos ible t ipo de
comportamiento en almacenamiento de las semillas de C. glabra y C. baillonii, las semillas de
ambas es pecies s ¢ d eshidrataron h asta al canzar el 12% de CH; con base al CHy, siguiendo el
protocolo de Hong y Ellis (1996a). Inmediatamente, al igual que las semillas de los tratamientos
previos, se pusieron a germinar en c ondiciones de laboratorio, de acuerdo con la metodologia

descrita en el siguiente parrafo.

IV.e.4. Efecto de la deshidratacion y del acondicionamiento hidrico en la germinacion

Previo a su siembra, las semillas se desinfectaron con una solucion al 10% de hipoclorito de sodio
y conuna s olucion f ungicida Interguzan 30 -30 (pentacloronitrobenceno y di sulfurod e
terametiltiuram) al 0.2%. Para la germinacion de las semillas se utilizaron recipientes de plastico
de 17 x 20 x 7 cm, a los cuales se les agregd agar al 1%, en agua destilada. Los tratamientos
controles (C) se incluyeron dentro del disefio factorial, el cual fue el siguiente: semillas frescas
(Control 1, C1) e hidratadas (Control 2, C2), el Control 2 permite hacer una comparacion directa
con los tres niveles de deshidratacion (Dage,, Daoss ¥ Deov), calculados ya sea a partir del CHyg 0
del contenido de humedad a s aturacion CHy, y el Control 1 es una referencia de como germinan
las semillas sin ningun tratamiento. El disefio factorial tiene 5 niveles, C1, C2, D2go, Do, Y Deoos
para cad a es pecie, con cinco r epeticiones d e 3 0 s emillas por tratamiento. Los r ecipientes s e
colocaron en cdmaras de germinacion a temperatura constante (25 °C) y con un fotoperiodo de 12
h luz. La germinacion se contabiliz6 cada tercer dia, considerando una semilla germinada cuando
la radicula protruia la cubierta seminal.

Para obtener 1 os valores de los p ardmetros germinativos: tasa ma xima de germinacion, el

tiempo me dio yeltiempodeiniciodela germinacion, los por centajes de germinacion s e

34



transformaron al arcoseno, y se ajustaron a una curva exponencial sigmoide [y = a/(1 + b(—cy))]
con el programa Table Curve. La tasa maxima de germinacion (maximo porcentaje de semillas
que g erminan por uni dad de tiempo) corresponde a la primera d erivada maxima de la curva
exponencial sigmoide, y el tiempo promedio de germinacion corresponde al dia enel cual se
presenta la tasa maxima de germinacion (Gonzalez-Zertuche et al., 2002).

Con el fin de evaluar el efecto de los tratamientos, se realizé un analisis estadistico, con las
medias d e | os p arametros g erminativos co mo v ariables d e r espuesta, y los tr atamientos ¢ omo
factores. P ara | os an alisis paramétricos ser ealizo un A NOVA de una vi a, s iendo necesario
cumplir previamente con los supuestos del ANOVA (Dytham, 2003), transformando 1as medias
con la funcién arcoseno (Zar, 1974) en los casos en los que fue necesario, y la prueba post hoc,
utilizada para determinar los valores medios significativamente diferentes, fue la de Tukey. En
los casos en que no se cumplieron los supuestos del ANOVA, se realizé un analisis de Kruskal-
Wallis con los valores originales (medianas) de los parametros, y se diferenciaron los v alores
significativos a través de la comparacion visual de los valores, en una grafica de cajas y bigotes.

El analisis se realiz6 con el programa Statgraphics.

IV.f. Acondicionamiento natural

IV.f.1. Entierro de semillas en el campo

Semillas recién recolectadas se enterraron a 2 cm de profundidad en dos diferentes sitios en Los
Tuxtla: selva y claro. Para ello las semillas se colocaron en bolsas de tela de organza, que a su vez
se colocaron dentro de bolsas hechas de malla mosquitera de aluminio. Con base en el patron de
germinacion de las especies estudiadas, y su comportamiento en almacenamiento definido como
“incierto” (Royal Botanic Gardens Kew, 2008), las bolsas permanecieron enterradas en cada sitio
durante 12 di as; s e consideraron cinco r epeticiones de 50 s emillas por s itio. Se coloco un
datalogger en cada uno de 1os sitios. Transcurrido el periodo d e pe rmanencia, las s emillas se
desenterraron, protegiéndolas de la luz natural, al cubrirlas con papel aluminio. De inmediato se
transportaron al | aboratorio, en donde s e l impiaron y pe saron dentro de un cuarto con luz de
seguridad, y posteriormente s e s embraron para e valuar su germinacion. P ara estas p ruebas 1 os

tratamientos control fueron la germinacion de semillas de reciente recolecta (C1), y la de semillas
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almacenadas en frascos de vidrio oscuro bajo condiciones de laboratorio, por un tiempo igual al
que las semillas permanecieron enterradas en el suelo (12 dias, C3). De igual forma se coloc6 un
sensor HOBO de temperatura, en el lugar de almacenamiento. Para la germinacién se siguid la

misma metodologia seguida en los tratamientos de acondicionamiento en laboratorio.

IV.f.2. Germinacién de semillas en el campo

Para evaluar la germinacion de las semillas en la selva, inicialmente se registr6 el peso fresco de
150 semillas recién recolectadas de C. glabra y C. bailloni. Posteriormente, e stas se millas se
colocaron en el suelo de la selva. Para ello, se utilizaron bolsas de tela mosquitera de aluminio
para contener al as s emillas, yas uvez estas b olsas e stuvieron c ontenidas e n bol sas de tela
mosquitera d e n ylon, | as cu ales s e s ujetaron aunav arillad e a cero y p ermanecieron en | a
superficie d el suelode laselva. Elpeso fresco del c onjunto de semillasdecadabolsa yla
germinacion de las semillas se evalu6 cada tercer dia, registrando el pesode cadaunadelas

semillas con una balanza portatil (precision 0.01 g). El peso fresco se expresé en CH; (base seca).

IV.g. Crecimiento y supervivencia

1V.g.1. Crecimiento en invernadero

Las pl antulas pr ovenientes d e lo s me jores tr atamientos d e deshidratacion, acondicionamientos
hidrico CHys y CHy, las plantulas del acondicionamiento natural (campo), asi como las plantulas
del tratamiento control C1, se cosecharon y se trasplantaron a bolsas de plastico de polietileno de
12 x 25 cm (diametro x largo), con suelo proveniente de su habitat natural (selva alta perennifolia
de la region de Los Tuxtlas).

Las plantulas se colocaron inicialmente en el invernadero (Figura 10). La supervivencia y el
crecimiento de las plantulas se evaluaron, inicialmente, después de transcurrida una semana del
trasplante y posteriormente cada mes, en total se hicieron tres evaluaciones, en julio, agosto y
septiembre de 2011. Se pusieron 30 individuos de cada tratamiento. En las plantulas se midieron

las siguientes variables: altura, diametro del tallo, nimero de hojas y cobertura.
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Se calculo la tasa relativa de crecimiento (TRC) para las variables de crecimiento. La TRC se
define como el incremento en biomasa de la planta por unidad de biomasa por unidad de tiempo

(Hunt, 1982), y se calcul6 con la siguiente ecuacion:

TRC = (Inya —Iny)(ta—11) "'

En esta ecuacion, In es el logaritmo natural, y, es la medicion final, x; es la inicial, y #, — #; es
el numero de dias entre ambas mediciones. La TRC se calculd considerando un periodo global
que abarc¢ el tiempo entre julio y septiembre.

Para evaluar el crecimiento en biomasa seca se realizaron dos cosechas, con un intervalo de
60 dias entre cada una de ellas (junio y agosto de 2011), seleccionando al azar 5 individuos por
tratamiento. Se determind el peso total de la plantula y el peso de hojas, tallo y raiz, por separado,
antes y de spués de su secado enunhor noa 80 °C por 48 h . Se determin0, en e stas mis mas
plantas, la relacion raiz vastago R:V (en donde el vastago es el tallo mas las hojas), en longitud
(Raiz.,:Vastagoem) y en biomasa seca (Raiz,: Vastago,).

Contaldeevaluar el e fecto d el os tratamientos en el crecimiento, se realizo un a nalisis
estadistico con las medias para cada variable de crecimiento, y de crecimiento en biomasa. Estas
variables, y las respectivas TRC de las variables de crecimiento en invernadero, son las variables
de respuesta, y los tratamientos los factores. Para los analisis estadisticos paramétricos se realizd
una A NOVA de una via, cumpliendo previamente ¢ on I os s upuestos d el ANOVA (Dytham,
2003), t ransformando I os va lores de 1 as va riables de c recimiento, enl os cas osque asil o
requirieron, conl a f uncion raiz, o log (y +1 ) (Zar, 1974) , ypa radi scernir 1 as m edias
significativas se utiliz6 una prueba de Tukey, o bien de Bonferroni, dependiendo de la variacion
de los tamanos de muestra. En los casos contrarios se realizo un analisis de Kruskal-Wallis, con
los valores originales de las medianas, y se diferenciaron los valores significativos a través de la
comparacion visual de los valores, en una grafica de cajas y bigotes. Los analisis se realizaron

con los programas Table Curve 2D y Statgraphics.
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1V.g.2. Crecimiento en campo

Después d e tres meses d e permanencia en el invernadero, | as pl antulas se transportaron a la
parcela de experimentacion, ubicada en la comunidad Magallanes (18° 22" 06.7" N 'y 94° 45" 55.4"
W) de T atahuicapan, V eracruz (Figura 10). El lugar de trasplante fue un terreno de 535.5 m’
(25.5 x 21 m), c on un a pe ndiente de 20°; di cho t erreno pr esenta una c obertura a rborea de
vegetacion s ecundaria, de ap roximadamente 1 0 metros de altura, con una e dad aproximada de
entre 15 y 20 afios. El nlimero de plantulas trasplantadas dependi6 de las semillas germinadas, por
lo que el nimero de plantulas por tratamiento y por especie difirio (Tabla 11). Se trasplantaron
238 plantulas en total, de las dos especies, 99 plantulas para C. glabra, y 139 para C. baillonii. La
plantacion tuvo un disefio de bloques al azar, totalizando seis bloques (Figura 9A), cada bloque
estuvo conformado por tres filas separadas entre si por 1.5 m; cada fila, a su vez, estuvo formada
por 15 pl antas separadas e ntre sipor 1.5m (Figura9 B). Dentro d e cada bl oque t odos 1 os
tratamientos co rrespondientes a C. g/ abra ya C. bai llonii se ar reglaron e n subunidades

experimentales cuadrangulares de 3 x 3 plantulas; cada bloque cont6 con 5 subunidades (Figura

9C).

B5m

2lm

Figura 9. Aspecto general de la parcela experimental (izquierda), ademas de su disefio y dimensiones (derecha, A),

disefio del bloque (derecha, B) y de la subunidad experimental (derecha, C).

El crecimiento y supervivencia se evaluo a lo largo de 12 meses (octubre de 2011 a octubre de
2012), con las mismas variables de crecimiento consideradas en el invernadero, con excepcion de
la cuantificacion de biomasa seca y su asignacion a l as diferentes partes de la planta, ya que en
este caso la evaluacion no fue destructiva. Las evaluaciones mensuales comprendieron a partir de

octubre del 2011 h asta abril del 2 012; p osterior a esta fecha s e realizaron t res ev aluaciones

38



bimestrales: junio, agosto y octubre de 2012. Para la TRC se consideraron intervalos de tiempo de
seis meses (Figs. 25 y 26): dos periodos parciales de seis meses de duracion, de octubre de 2011 a
abril de 2012, y de abril de 2012 a octubre de 2012; y un pe riodo global de doce meses, de
octubre de 2011 a octubre 2012.

Los anaélisis estadisticos siguieron los mismos lineamientos establecidos en la evaluacion del

crecimiento en invernadero. Se utilizo el programa Table Curve 2D y Statgraphics.

Plantulas de las mejores
combinaciones de
tratamientos y Control 1

|

| Cosecha y transplante |

Evaluacion
mensual

julio- | Traslado a invernadero |
septiembre
2011

Crecimiento y
supervivencia

Cosecha
inicial y final
(biomasa)

| Traslado a campo |

Plantacion en la
parcela experimental

Evaluacion

Crecimiento y mensual
supervivencia —> | octubre 2011-
octubre 2012

Figura 10. Metodologia de la evaluacion de crecimiento y supervivencia en plantulas, en invernadero y campo.

IV.h. Longevidad de las semillas durante el almacenamiento

Se realiz6 una nueva recolecta de frutos en la temporada 2012. En el laboratorio, se almacenaron
lotes d e s emillas tr atadas previamente con lo s s iguientes tr atamientos: semillas f rescas sin
acondicionamiento (SA), acondicionamiento hidrico (AH) con Dy, calculado a partir de CHy, o
AH, con D 5, calculado ap artirde C Hys, para C. glabra y C. baillonii, r espectivamente y
acondicionamiento natural (AN), siguiendo la misma metodologia usada en el afio 2011 (Figura
11). A su vez estas semillas se colocaron en frascos de cristal cerrados con papel adherente (PVC

film) y se al macenaron en dos di ferentes ¢ ondiciones: en temperatura a mbiente ( Amb), y en
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camara de germinacion a 15 °C (CG). Se evalu6 la germinacion cada 15 dias durante un periodo
de tiempo de tres meses (90 di as). Los frascos s e d estaparon ¢ ada s emana para p ermitir la
aeracion de las semillas; ademads, se limpiaron con fungicida para evitar el crecimiento de hongos.
El d isefo factorial con | os t ratamientos ¢ ontroles i ncluidos (Control 1 o s emillas frescas s in
acondicionamiento, Control 4 o s emillas con AH, y Control 5 o semillas con AN, ambas puestas
a germinar s in a lmacenamiento pr evio) fue els iguiente: tipode acondicionamiento, 3
tratamientos (SA, AH, AN) X sitio d e a Imacenamiento, 2 sitios (Amb y C G) X tiempo de
almacenamiento, 6 tiempos (0, 15, 30, 45, 60 y 90 dias) = 36 tratamientos por especie, con tres
repeticiones de 30 semillas por tratamiento. Las semillas se colocaron en cadmaras de germinacion
y se evalud la germinacion cada tres dias.

El andlisis estadistico de los parametros germinativos siguid las consideraciones expuestas en
los pé rrafos pr evios ( germinacion de s emillas ¢ on a condicionamiento h idrico y n atural). Sin
embargo, en este caso se realizo un analisis de varianza de tres vias. La prueba post hoc fue la de

Tukey. El anélisis se realiz6 en el programa Statgraphics.

Aplicacion de tratamientos
en recolecta 2012

/\

Cupania glabra | | Cymbopetalum baillonii

AH-CH, D,
AH-CH,D,,

AH-CH,D,p,, | | SA,AN-Selva |

I Almacenamiento I

R

Temp. ambiente Céamara a 15 °C
(Amb) (CG)

~

Evaluacién ¢/ 15
dias x 3 meses

l

Germinacion en camaras (25 °C
/12 h fotoperiodo)
3 rep., 30 sem. X rep. X trat.

Figura 11. Metodologia seguida en la evaluacion de la longevidad de las semillas durante el almacenamiento.
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V. RESULTADOS

V.a. Caracteristicas de las semillas

V.a.1l. Determinacion del peso fresco, peso seco, y contenido de humedad

Los valores de peso fresco PF, peso seco PS, y contenido de humedad base seca CHys y base
himeda C Hyp,, que s e d eterminaron en 1as semillas co rrespondientes a | as recolectas d e 1 as
temporadas 2010 y 2011, asi como su comparacion con los datos de la recolecta en el afio 1989,
se muestran en la Tabla 2. Para C. glabra se encontraron diferencias significativas entre ambos
anos en las variables PF (H = 61.659, P =0.01), PS (H = 42.9943, P = 0.0001), CHys (H =
6.40701, P =0.0406) y CHy, (H =6.40701, P =0.0406), ypara C. baillonii en las mis mas
variables PF (H = 68.8439, P =0.01), PS (F(2,297= 67.71, P =0.0001), CHy, (H = 69.1483, P =
0.01) yCHpy (H = 69.1483, P =0.01). En C. glabra el 2011 e s el afio en donde oc urren | os
mayores valores de las variables de peso, mientras que en C. baillonii es el 2012, con excepcion

de los valores de CH, que son mas altos en 1989.

Tabla 2 . C aracteristicas d e las s emillas d e Cupania gl abra y Cymbopetalum bai llonii, v alores para las semillas
recolectadas en 2011 y 2012 (media + error estdndar). Los datos con asterisco son valores reportados por Rodriguez-
Hernandez (1992) para semillas de estas mismas especies recolectadas en 1989. Peso fresco (PS), Peso seco (PS),
Contenido de hum edad b ase s eca ( CHy;), Contenido de humedad base ( CHyg). Valores de las m edias, que no

comparten letras iguales, son significativamente diferentes (Prueba de Tukey y Prueba de Kruskal-Wallis, P < 0.05).

Especie Afio PF PS CHys (%) CHy, (%)

C. glabra 2011 0.313+0.051 a 0.175+£0.036 a 8232+235la 4446+548a
2012 0.284+0.043 b 0.163 £ 0.032 a,b 76.71 +£16.27b  4299+4.6b
1989* 0.263 £0.029 ¢ 0.148 £0.023 b 80.04+18.05a 43.99+4.71a

C. baillonii 2011 0.59+0.073 b 0.371£0.061 a 613+234¢ 36.96 £7.35¢
2012 0.64£0.094 a 0.379+0.06 a 69.4+12.6b 40.66 +4.15b
1989* 0.53+£0.07 ¢ 0.293 £0.052 b 84.31+28.18a 44.67+731a
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Por otro lado se encontr6 una correlacion significativa entre PF y el PS, y entre PF; (previo a
la hidratacién) y el peso fresco después de 1a hidratacion a saturacion (PFy) en ambas especies

(Tabla 3).

Tabla 3. Resultados del andlisis de regresion (ajuste a la ecuacion y = a + bx) realizado entre el peso seco (PS)yel
peso fresco (PF), y entre el peso fresco inicial (PF;) y el peso fresco a s aturacion (PF) de las semillas de Cupania

glabra y Cymbopetalum baillonii.

Especie Relacion Afo de recolecta r P
C. glabra PS vs PF 2011 0.879 0.00001
2012 0.943 0.00001
PF; vs PF, 2011 0.998 0.00001
2012 0.993 0.00001
C. baillonii PS vs PF 2011 0.819 0.00001
2012 0.834 0.00001
PF; vs PF,, 2011 0.974 0.00001
2012 0.993 0.00001

V.a.2. Determinacion del contenido de glucosa y lipidos

Respecto a l a determinacion de glucosa, el contenido de ésta fue mayor en C. glabra que en C.
baillonii (Figura 12A). Se encontraron diferencias significativas en el contenido de glucosa entre
los dos afios de recolecta en C. glabra (t = —7.8696, P =0.0002) y en C. baillonii (t = —10.2276,
P =0.0001), siendo mayor en 2012 que en 2011 en C. glabra (0.9674 + 0.02931 pg g™ y 0.6328
+ 0.07981 pg g respectivamente) yen C. bai llonii (0.0889 + 0.00321 pgg™ y 0.05541 +
0.00572 pug g respectivamente).

En relacion a los lipidos, el porcentaje de este compuesto fue mayor en C. baillonii que en C.
glabra (Figura B). No se encontraron diferencias significativas entre los dos afios de recolecta en
cada una de las especies (¢ = —2.14702, P = 0.0830 para C. glabra; y t = 0.9814, P =0.3819 para
C. baillonii).
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Figura 12. Contenido de glucosa no estructural (A) y contenido de lipidos (base seca, B) en las semillas de Cupania
glabra y Cymbopetalum baillonii correspondientes a las recolectas realizadas en los afios 2011 y 2012. Las letras
indican diferencias significativas entre las medias finales (Prueba de ¢, P < 0.05) de los afios, para de cada una de las

especies.

V.a.3. Germinacioén de semillas escarificadas

No hubo germinacion en las semillas escarificadas de C. glabra y en C. bailloni.

V.b. Acondicionamiento hidrico

V.b.1. Dindmica de hidratacion de las semillas

Las semillas de C. glabra se hidratan en un tiempo mayor en comparacion con las de C. baillonii,
tanto en las semillas del 2011 ¢ omo en las del 2012. En C. glabra se encontraron d iferencias
significativas en el CH; final (base seca) asi como en el tiempo de hidratacion final para los dos
afios de recolecta (1 =—-10.0773, P =0.0001; t = -9.6669, P = 0.0001, respectivamente), siendo de
108.9 (£ 1.15) % y alcanzado en 307.2 (= 14.22) henel 2011, yde 116.7 (£ 1.18) % y alcanzado
en 592.4 (£25.84) henel 2012. En C. baillonii no se encontraron diferencias entre afios para
ambas variables (¢ = —0.2438, P = 0.8105; ¢t = —0.1625, P = 0.8726, respectivamente), siendo de
108.3 (£ 1.05) % y alcanzado en 259.2 (= 16.31) hen el 2011, y de 108.6 (£ 0.63) % y alcanzado
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en 263.6 (£21.6) h en el 2012. La mayor pendiente se encuentra dentro de las primeras 48 h, 1 o
que significa que la mayor tasa de hidratacion se encuentra en este periodo inicial.

Se encontraron diferencias significativas en la tasa méxima de hidratacion de las semillas de
C. glabra y C. baillonii paralos afios 2011 y 2012 (¢ =2.3467, P =0.0321; t = -2.663, P =
0.0170, respectivamente), siendo significativamente mayor en el 2011 en C. glabra (9820520 +
4138210 % h™' y 108538 + 51155.1 % h™") y significativamente mayor en el 2012 en C. baillonii
(9305660 + 3758770 % h™' y 26830000 + 5401570 % h™).

Figura 13 . Cambio e n e | ¢ ontenido de hum edad r elativo du rante la hidratacion de Cupania gl abra (Cug)y
Cymbopetalum baillonii (Cyb). (@) Recolecta del afio 2011, (o) recolecta del afio 2012. Las letras indican diferencias

significativas entre los valores medios finales (¢ de Student, P <0.5).

V.b.2. Dinamica de deshidratacion de las semillas

Por otro lado, se encontraron diferencias significativas en las tasas maximas de deshidratacion de
las semillas CHys con respecto a las semillas con acondicionamiento hidrico (AH) en C. glabra (¢
=2.4798, P = 0.0246), y en C. baillonii (t = 15.6039, P < 0.0001). En C. glabra, la tasa maxima
de deshidratacion fue mas negativa en las semillas AH (~0.44499 + 0.0550839 % % 'h™") que en
las CHps (—=0.270026 +0.044088 % h’l). En C. bai llonii ocurri6 e 1 mis mo ¢ omportamiento
(—2.1462 £ 0.0452275% h™' y —1.01207 £ 0.0568966 % h™', respectivamente).
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Figura 14. Cambio en el contenido de humedad en la deshidratacion de semillas CHyg (A), y del e fectuado como
parte del acondicionamiento hidrico AH (B) de semillas de Cupania glabra; las flechas sefialan los contenidos de
humedad deseados; para el caso del AH, para la deshidratacion con base al CH;, (CH,D%) y la deshidratacion con
base al CHy, inicial de la semilla (CHys D%). (©) valor promedio para 10 muestras, cada una de 10 semillas, (@)

valores promedio para 10 semillas individuales.

Figura 15. Cambio en el contenido de humedad en la deshidratacion de semillas CHy, (A) y del efectuado como parte
del acondicionamiento hidrico AH (B) de semillas de Cymbopetalum baillonii; las flechas sefialan los contenidos de
humedad deseados; para el caso del AH, para la deshidratacion con base al CH;, (CH,D%) y la deshidratacion con
base al CHy; inicial de la semilla (CHys D%). (0) valor promedio para 10 muestras, cada una de 10 semillas, (@)

valores promedio para 10 semillas individuales.

V.b.3. Determinacion de la viabilidad de semillas a bajos contenidos de humedad

No hubo germinacion a CH; de 12% en C. glabra y en C. baillonii.
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V.b.4. Germinacién

La germinacion de las semillas para todos los tratamientos se presenta en las Figuras 16 a 19. De
acuerdo al ANOVA, se encontraron diferencias significativas en el p orcentaje de germinacion
entre los tratamientos aplicados a C. glabra (F(13,56)= 39.15, P =0.0001) y C. baillonii (F(12,52) =
41.96, P =0.0001), y diferencias en los demas parametros, para C. glabra y C. baillonii; para
cada parametro se sefialan ,entre paréntesis, los resultados estadisticos con la prueba de Kruskal-
Wallis, en el mismo orden en que se sefialan las especies: tiempo de inicio (H = 63.3265, P =
0.0001; H=61.2906, P=0.0001; Fig. 17A y 17B), tiempo promedio (H = 61.9429, P = 0.0001;
H =62.7339, P =0.0001: Fig. 19C y 19D), y tasa méaxima de germinacion (H =44.041, P =
0.0001; H=41.0645, P = 0.0001).

Los por centajes de germinacion f inales m &s a ltos ¢ orrespondieron a los tr atamientos d e
acondicionamiento na tural (AN) en ambas es pecies, aunque no s e e ncontraron di ferencias
significativas entre los sitios de enterramiento (claro y selva), y con respecto a las semillas frescas
(Control 1), en ambas especies, y con respecto a las semillas almacenadas durante doce dias en
laboratorio (Control 3) en C. bai llonii, pero en C. glabra sihubo di ferencia c on r especto al
Control 3, ¢ 1c ual pr esentdé e | m enor por centaje. La g erminacion di sminuyd ¢ onforme | a
deshidratacion fue mas alta en todos los tratamientos de deshidratacion (Dv,) y acondicionamiento
hidrico (AH) con base en CHys y CHj, en las dos especies.

Los parametros de germinacion mas altos en velocidad y mas cortos en tiempo de inicio y
tiempo promedio se encontraron en los tratamientos de AN, mientras que lo contrario ocurrié en
AH vy todos lo s tratamientos Dv,. En C. glabra los tratamientos Do, tuvieron los v alores m as
largos de tiempo de inicio y tiempo promedio, mientras que en C. baillonii los tiempos de inicio
mas largos los tuvieron 1 os A H-CHy y en tiempo pr omedio, todos lo s tr atamientos De,. Sin
embargo, en C. glabra, C2 present6 un t iempo de promedio de la germinacién mas corto con
respecto al C1 y a los AH con todos los niveles de deshidratacion. El tratamiento AH con Dy,
(tanto C Hps como C Hy) tuvo un t iempo pr omedio mas co rto en ¢ omparaciéon con C 1. En C.
baillonii, los tratamientos AH con base a 1 a deshidratacion al 20 y 40, respecto al CHys y CHy

presentaron tiempos de inicio y promedio de germinacion mas cortos, con respecto a Cl1 y C2.
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Figura 16. Germinacion de semillas de Cupania glabra (Cug) y Cymbopetalum baillonii (Cyb) con diferentes grados
de d eshidratacion (D.,;). Cl1, semillas q ue s e p usicron a g erminar i nmediatamente d espués d e 1 a r ecolecta; D ,
deshidratacion al p orcentaje i ndicado conb aseal C Hy. Letras minusculas diferentes i ndican d iferencias

significativas entre las medias de los porcentajes finales de germinacion (Tukey, P < 0.05).

Figura 17. Germinacion de semillas de Cupania glabra (Cug) y Cymbopetalum baillonii (Cyb) con tratamiento de
acondicionamiento natural (AN). C1, semillas que se pusieron a germinar inmediatamente después de la recolecta;
C3, semillas que se pusieron a germinar después de permanecer almacenadas por doce dias en el laboratorio; AN-
Claro, acondicionamiento natural, al permanecer enterradas por doce dias, en un claro, en la selva alta perennifolia en
Los T uxtlas; AN-Selva, acondicionamiento na tural, al p ermanecer e nterradas p ord oce d iasen las elva al ta
perennifolia en Los Tuxtlas. Letras mintsculas diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los

porcentajes finales de germinacion (Tukey, P < 0.05).
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Figura 18. Germinacion de semillas de Cupania glabra (Cug) y Cymbopetalum baillonii (Cyb) con tratamiento de
acondicionamiento hidrico (AH), calculado a partir del CHy, (A y C) y del CH;, (B y D). C1, semillas que se pusieron
a g erminar i nmediatamente después d el ar ecolecta; C 2, semillas q ue s e p usieron a g erminar d espués de s u
hidratacion a s aturacion; D, deshidratacion al n ivel i ndicado. L etras minuasculas diferentes in dican d iferencias

significativas entre las medias de los porcentajes finales de germinacion (Tukey, P < 0.05).
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Figura 19. Tiempo de inicio y tiempo promedio de germinacion para Cupania glabra (Cug A 'y B) y Cymbopetalum
baillonii (Cyb C y D) respectivamente. Tratamientos: C 1, semillas que s e p usieron a g erminar i nmediatamente
después d e 1a recolecta (barra n egra); D, semillas d eshidratadas en d iferentes p orcentajes (barras b lancas); C2,
semillas hidratadas a s aturacion (barra p unteada); AH-CHyD.,, semillas h idratadasy d espués d eshidratadas,
considerando el peso fresco de las semillas recién recolectadas como el 100% de contenido de humedad (barras con
lineas diagonales); AH-CH,D»,, semillas hidratadas y después deshidratadas a diferentes porcentajes, considerando el
peso fresco d e 1as s emillas h idratadas a s aturacion como el 1 00% de co ntenido de humedad (barras co n lineas
horizontales); C3, semillas que permanecieron almacenadas en el laboratorio, por un tiempo igual al que las semillas
con acondicionamiento natural permanecieron enterradas en campo (barra gris punteada); AN, acondicionamiento
natural en un claro, y en la selva alta perennifolia (barras grises). Las letras indican diferencias significativas entre las
medias de los valores de inicio, y promedio, de la germinacioén (Prueba de Tukey y Prueba de Kruskal-Wallis, P <

0.05).
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Las m ejores ¢ ombinaciones para ¢ ada uno de 1os tratamientos: a condicionamiento na tural
AN, acondicionamiento hidrico AH (el 6ptimo para cada especie) y deshidratacion Do, (la dptima
para cada es pecie), r especto a los p ardmetros germinativos s e muestran en la Tabla 4. Estos
tratamientos se consideraron para la evaluacion del crecimiento y supervivencia en invernadero y

campo, asi como para la evaluacion de la germinacion en diferentes tiempos de almacenamiento.

Tabla 4. Valores d e 1 os p ardmetros germinativos (media+ error e standar) de l as mejores co mbinaciones d e

tratamientos para Cupania glabra'y Cymbopetalum baillonii.

Germinacion ~ Tasa maxima  Tiempo promedio  Tiempo de inicio
Especie Tratamiento (%) (% germ dia™ ") germinacion (dias) (dias)
C glabra  Cl 82 (£4.03)  25(:0.14) 295 (+1.81) 3.9 (£0.3)
Do, 42.66 (+4.92) 2.7(+023)  24.9 (+0.69) 11.5 (£2.02)
AH-CH,D,, 40(£2.58) 23 (*0.1) 19.7 (£0.52) 4.8 (£0.51)
ANSelva 90 (32.82) 5 (£0.54) 16.2 (£1.22) 1.4 (£0.14)
C baillonii  CI 833 (+278)  3.8(10.63)  38.5(£1.29) 19.4 (£1.99)
Dags; 20 (£2.78) 3.3 (20.94) 41.6 (£1.55) 32.1 (4.08)
AH-CH,Dy,, 613(343)  41(032)  284(x04) 16.2 (+0.79)
AH-CHyDyp, 466 (£3.49) 3.2 (20.45) 27.5 (£0.73) 14.8 (£1.32)
AN-Claro 90.6 (£2.86)  19.7 (+4.8) 9.9 (+0.64) 9.3 (0.55)
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V.c. Acondicionamiento natural

V.c.1. Enterramiento de semillas en el campo

El peso fresco de las semillas enterradas 12 dias en el suelo de la selva se presenta en la Tabla 5.
Después de permanecer enterradas 12 dias en campo, ya sea dentro de la selva o en un claro, el
peso fresco final de las semillas no vari6 con respecto a su peso fresco inicial (Control 1), pero si
se encontro una diferencia significativa entre el peso inicial y el peso de las semillas después de
su almacenamiento durante 12 dias en el laboratorio (Control 3), y esto sucedio en C. glabra por
medio del ANOVA (F3,196= 10.22, P =0.0001), yen C. baillonii con la prueba de Kruskal-
Wallis (H = 51.4386, P =0.0001).

Tabla 5. Peso fresco y contenido de humedad de las semillas de Cupania glabra y Cymbopetalum baillonii, después
de haber permanecido enterradas en el suelo de la selva durante 12 dias (media + error estandar). Control 1 (C1),
peso o contenido de humedad (CH) de las semillas recién recolectadas; Control 3 (C3), peso o contenido de humedad
(CH) de las semillas que permanecieron almacenadas en el laboratorio por un tiempo igual al que las semillas con
acondicionamiento natural permanecieron enterradas en el suelo de la selva. Los valores de peso fresco (PF) con

letras diferentes, indican diferencias significativas entre las medias (Tukey o Kruskal-Wallis, P < 0.05).

Lugar de permanencia

Especie Variable
Control (C1) Selva Claro Laboratorio
(€3
C. glabra PF (g) 0.27+0.04 a 0.28+0.04a 0.29+0.04a 0.24+0.05b
CHyp, CHyg 85.7, 46 89.2,47.8 91.2,48.8 75.7,40.6
(%)
C. baillonii PF (g) 0.64+0.05a 0.63+0.06a 0.59+0.09a 0.50+0.09b
CHyyp, CHps 52.6,34.5 51.7,33.8 48.8,31.9 41.4,27.1
(%)
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V.c.2. Peso y germinacion de semillas en campo

El contenido d e humedad relativo b ase s eca vari6 at ravés del tiempo, en las semillasde C.
glabra, mientras que en C. baillonii disminuy6 hasta 0% en un periodo de 20 dias (Figura 20). En
C. glabra la germinacion ocurrid luego de 100 dias de permanencia en el suelo; en C. baillonii no

hubo germinacion.

Figura 20 . V ariacién en el contenido de hum edad relativo ( base s eca) de las semillas de Cupania gl abra y
Cymbopetalum baillonii (A), y germinacion de C. glabra (B), cuando permanecieron en la superficie del suelo de la

selva. La flecha indica el inicio de la germinacion en campo.
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V.d. Crecimiento y supervivencia

V.d.1. Crecimiento en invernadero

Los tratamientos que se consideraron para las evaluaciones de crecimiento y supervivencia fueron
para Cupania gl abra: A N-Selva, AH-CHyDygo, Dage, yC 1 (control). P ara Cymbopetalum
baillonii fueron: AN-Claro, AH-CHysD2o%, Daow, ¥y C 1 (control). Para C. bai llonii se es cogiod
adicionalmente el tratamiento AH-CHpsD4gos.

Las medidas de las variables de crecimiento y de biomasa realizadas en tres evaluaciones con
intervalos de un mes entre cada una de ellas (a excepcion del tratamiento Dage, en C. baillonii, en
donde s 6lo s e r ealizaron dos e valuaciones), se m uestran en 1a F iguras 21 a 25 pa ra a mbas
especies. Se en contraron d iferencias s ignificativas en 1as variables del crecimiento evaluadas
(Tabla 6, ver Apéndice) y en la tasa relativa de crecimiento en altura, y en cobertura (Tabla 8, ver
Apéndice). En C. gl abra hubo diferencias significativas en al tura y coberturaen | ast res
evaluaciones, en el niimero de hojas en la segunda y tercera evaluacion, y en el DAB s6lo en la
primera ev aluacion. E I t ratamiento d e a condicionamiento na tural ( AN) es el que muestra | os
valores mas altos; con excepcion en el nimero de hojas, en el cual AN registra los valores més
bajos con respecto a 1os demads tratamientos en las tres evaluaciones. Sin embargo, AN es el que
presenta la menor TRC en altura, D AB y cobertura, en contrando d iferencias s ignificativas en
altura y co bertura. En C. bai llonii se en contraron d iferencias s ignificativas p ara l as cuatro
variables d e c recimiento en cadaunadelas tres evaluaciones, siendo que el tratamiento AN
presenta | os m ayores v alores en | as t res v ariables, principalmente en 1 as egunda y tercera
evaluacion en DAB y cobertura, seguido del tratamiento AH-CHysD¢9, en altura y cobertura en
las tres evaluaciones. E1 menor valor de cobertura correspondi6 al tratamiento AH-CHpsDago,. El
tratamiento AN mo str6 lo s ma yores v alores de T RC enal tura y DAB, cond iferencias
significativas solo en la TRC en altura; por lo contrario, AN y los tratamientos AH presentaron
los valores mas bajos en la TRC en cobertura, y AH-CHypsDage, en altura.

El crecimiento en biomasa registrado en dos evaluaciones, la inicial en junio de 2011 y la final
ena gostode 2011 ,s em uestraen | asF iguras2 3 y2 Sp ara C. gl abra y C. bai llonii
respectivamente. En C. glabra se encontraron diferencias significativas en las dos evaluaciones

(Tabla 7, ver Apéndice) en la biomasa seca de la raiz y de la planta completa, y fue el tratamiento
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de deshidratacion D, el que mostrd los valores mas altos. También se encontraron diferencias
significativas en los valores de la biomasa seca de las hojas en la evaluacion inicial, y aunque en
la evaluacion final la diferencia no fue significativa, el tratamiento D, registrd los valores mas
altos. Se en contr6 diferencia s ignificativa en la relacion r aiz-vastago R:V en longituden la
evaluacion inicial, con AN y AH presentando los mayores valores, y se observo que, para la R:V
en | ongitud, hay una umento e nl ar elacion, m ientras que ,para la R:Ven b iomasas eca,
disminuye. En C. baillonii se encontraron diferencias significativas en la evaluacion inicial de la
biomasa seca en hojas, siendo los tratamientos C1, Doy, y AN los que presentaron los mayores
valores de b iomasa, y también en | aev aluacion finald el ab iomasas ecaen r aiz, conl os
tratamientosde A H y A N ¢ onl os m ayores va lores. T ambién s e en contraron d iferencias
significativas en la relacion R:V en biomasa seca, tanto en la evaluacion inicial como en la final,
con los tratamientos de AH y AN mostrando los valores mas altos, mientras que en laR:V en
longitud s 6lo s e encontro di ferencia e n 1 a e valuacion i nicial, con lo s tr atamientos A N, AH-
CHpsDage, y D 4o, con los mayores valores. Al igual que en C. glabra, en C. baillonii se observa
que para la R:V en longitud hay un aumento en la relacion, excepto en Doy, en donde disminuye,

mientras que para la R:V en biomasa seca disminuye en todos los tratamientos.

Figura 21. Valores de las medias del crecimiento, en invernadero, en numero de hojas, para Cupania glabra (A) y
Cymbopetalum baillonii (B), en las evaluaciones realizadas en julio, agosto y septiembre de 2011. Tratamientos: Cl1,
control; D, semillas deshidratadas al nivel indicado; AH, acondicionamiento hidrico, semillas hidratadas y después
deshidratadas al 20% (CHysDage) ¥ 40% (CHpgDage;), considerando el CHys como el 100% de contenido de humedad;
AH-CHD,qy,, acondicionamiento hidrico, semillas hidratadas y después deshidratadas al 20%, considerando el CHj,
como el 100% de contenido de humedad; AN, acondicionamiento natural. Valores que no comparten letras iguales
son significativamente diferentes (Prueba de Tukey, P < 0.05). La comparacién se hizo por variable, al interior de

cada tiempo de medicion.
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Figura 22. Valores de las medias del crecimiento, y de la tasa relativa de crecimiento (TRC), de Cupania glabra en
invernadero, para las variables altura (A y B), didmetro a 1a base del tallo DAB (C y D) y cobertura (E y F), en las
evaluaciones realizadas en julio, agosto y septiembre de 2011, y en los intervalos de tiempo entre julio y septiembre
de 2011. Tratamientos: C1, control; Do, semillas deshidratadas al nivel indicado; AH-CH, D5, acondicionamiento
hidrico, semillas hidratadas y después deshidratadas al 20%, considerando el peso fresco de las semillas hidratadas a
saturacion como el 100% de contenido de humedad; AN, acondicionamiento natural. Valores que no co mparten
letras iguales son significativamente diferentes (Prueba de Tukey, P < 0.05). La comparacion se hizo por variable, al

interior de cada tiempo de medicion.
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Figura2 3. Valoresd el as medias d el ¢ recimiento, enb iomasa seca, de Cupania glabra eni nvernadero,
correspondiente a la evaluacion inicial (junio de 2011) y final (agosto de 2011); hoja (A), tallo (B), raiz (C), plantula
completa (D), y relacion raiz-vastago R:V en longitud (E) yenpeso seco (F). T ratamientos, C1, c ontrol; D 50,
semillas d eshidratadas; AH-CHD,.,, acondicionamiento h idrico, s emillas h idratadas y d espués d eshidratadas al
20% considerando el CH;, como el 100% de contenido de humedad; AN, acondicionamiento natural. Valores que no
comparten le tras i guales son s ignificativamente d iferentes (Prueba d e Tukey y K ruskal-Wallis, P <0. 05). La

comparacion se hizo por variable, al interior de cada tiempo de medicion.
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Figura 2 4. Valores de | as medias d el c recimiento, y d e la tasa relativa d e crecimiento TRC, de Cymbopetalum
baillonii en invernadero, para las variables altura (A y B), diametro a la base del tallo DAB (C y D) y cobertura (E y
F) en las evaluaciones correspondientes a julio, agosto y septiembre de 2011, y a los intervalos de tiempo entre julio
y septiembre de 201 1. Tratamientos: C 1, control; Dyg,, semillas deshidratadasa ln ivel in dicado; AH,
acondicionamiento hidrico, semillas hidratadas y d espués deshidratadas al 20% (CHypsDsge,) y al 40% (CHygDages),
considerando el CH;, del as semillasr ecién recolectadas comoel 1 00% dec ontenido de humedad; AN ,
acondicionamiento natural. V alores que no co mparten letras i guales s on s ignificativamente d iferentes ( Prueba de

Tukey y Kruskal-Wallis, P < 0.05). La comparacion se hizo por variable, al interior de cada tiempo de medicion.
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Figura 25 . Valores d e 1 as medias d el ¢ recimiento, en biomasa s eca, de Cymbopetalum baillonii en invernadero,
correspondiente a la evaluacion inicial (junio de 2011) y final (agosto de 2011); hoja (A), tallo (B), raiz (C), plantula
completa (D), yrelacion raiz-vastago R:V en longitud (E) y enpeso seco (F). Tratamientos: Cl1, c ontrol; Dyge,
semillas deshidratadas al nivel indicado; AH, acondicionamiento hidrico, semillas hidratadas y después deshidratadas
al 20% (CHypgDago,) y al 40% (CHygDygo,), considerando el CHys de las semillas recién recolectadas como el 100% de
contenido de h umedad; AN, acondicionamiento na tural. Valoresq uen oco mpartenl etrasi gualess on
significativamente diferentes (Tukey y Kruskal-Wallis, P < 0.05). La comparacion se hizo por variable, al interior de

cada tiempo de medicion.
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V.d.2. Crecimiento en campo

Se encontraron diferencias significativas en las variables de crecimiento, para las dos especies, en
cadaunadelas evaluaciones (Tablas 9 y 10, ver A péndice). En C. g labra, s e en contraron
diferencias significativas en altura, en la primera evaluacion de octubre de 2011, y tres meses
después, en enero de 2012 (Tabla 9; Figuras 26 y 28). El tratamiento AN mostr6 1os mayores
valores; y en cobertura se observaron diferencias significativas a p artir de la segunda evaluacion
en adelante, con el tratamiento de AN presentando 1os mayores valores. Pero, en la evaluacion
final de octubre de 201 2, los tratamientos D 50, y A H-CHpDg9, tuvieron mayores v alores con
respecto al control. Respecto a la TRC (Tabla 10, ver Apéndice; Figura 26), sélo se encontraron
diferencias significativas en la TRC, para el didmetro a 1a altura de la base (DAB), en el primer
periodo parcial, de oc tubre de 2011 a abril de 2012. A pesar d e n o encontrarse d iferencias
significativas en las TRC de las demas variables, se observa que, tanto AN como AH, son los
tratamientos con los mayores valores en la TRC en altura, DAB y cobertura, lo cual contrasta con
lo observado en invernadero, en donde AN mostr6 los mayores valores de crecimiento pero con
las menores TRC.

En C. baillonii hubieron diferencias significativas (Tabla 9, ver Apéndice; Figuras 27 y 28), en
el nimero de hojas, dentro de los primeros tres meses de evaluacion (hasta enero de 2012), asi
comoen la alturay la cobertura dentro de los p rimerostres y s eis m eses r espectivamente
(segunda y tercera evaluacion, enero y abril de 2012 respectivamente), y en D AB en todas las
evaluaciones realizadas a lo largo del afio. Al igual que en C. glabra, el tratamiento AN mostro
los mayores valores, mientras que los menores valores correspondieron a los tratamientos Dygo, y
AH-CHysDa4ge,. Respecto ala TRC, solo se encontraron diferencias significativas en la TRC, en
altura, en el primer periodo parcial de octubre de 2011 a abril de 2012, y considerando el periodo
global entre octubre de 2011 y octubre de 2012, con el tratamiento D4, con los mayores valores

(Tabla 10, ver Apéndice; Figura 27).
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Figura 26. Valores de las medias del crecimiento, y de la tasa relativa de crecimiento TRC, de Cupania glabra en
campo, paralasv ariables a ltura (A yB),didmetroa la basedeltalloD AB(C y D) ycobertura(E yF),
respectivamente. Las evaluaciones de crecimiento correspondieron a los meses de octubre de 2011, y enero, abril y
octubre de 2012; y para la TRC a los intervalos de tiempo entre octubre de 201 1-abril 2012, abril 2012-octubre 2012,
y oc tubre 2011 -octubre 2 012. T ratamientos: Cl1, ¢ ontrol; D,gy,, semillas deshidratadas al nivel in dicado; AH-
CH;, Dy, a condicionamiento h idrico, s emillas h idratadas y d espués d eshidratadas, considerando e1 C H;, como el
100% de c ontenido de humedad; AN, acondicionamiento natural. Valores que n o co mparten | etras i guales s on
significativamente diferentes (Bonferroni, P < 0.05). La comparacién se hizo por variable, al interior de cada tiempo

de medicion.
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Figura 27. Valores de las medias d el crecimiento, y de la tasarelativa d e crecimiento T RC, de Cymbopetallum
baillonii en campo, para las variables altura (A y B), didmetro a 1a base del tallo DAB (C y D) y cobertura (E y F)
respectivamente. Las evaluaciones de crecimiento correspondieron a los meses de octubre de 2011, y enero, abril y
octubre de 2012; y para la TRC a los intervalos de tiempo entre octubre de 201 1-abril 2012, abril 2012-octubre 2012,
y oc tubre 2011 -octubre 2012. T ratamientos: CI1, ¢ ontrol; D 4, s emillas d eshidratadas a 1 nivel i ndicado; AH,
acondicionamiento hidrico, semillas hidratadas y después deshidratadas al 20% (CHysDage,) y @l 40% (CHpsDagos),
considerando el CHy, del as semillas r ecién recolectadas comoel 1 00% d e contenido de humedad; AN,
acondicionamiento natural. Valores que no comparten letras iguales son significativamente diferentes (Bonferroni, P

< 0.05). La comparacion se hizo por variable, al interior de cada tiempo de medicion.
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Figura 2 8. Valores d e l as medias d el ¢ recimiento en campo, en niim ero de h ojas, para Cupania gl abra (A) y
Cymbopetalum bai llonii (B), enl asev aluaciones co rrespondientes aj ulio, a gostoy septiembre de 201 1.
Tratamientos: C1, control; D.,, semillas deshidratadas al nivel indicado; AH, acondicionamiento hidrico, semillas
hidratadas y después deshidratadas al 20%, considerando el CHy, de las semillas recién recolectadas como el 100%
de contenido de humedad (CHysDgy,), y semillas hidratadas y después deshidratadas al 40%, considerando el peso
fresco d e l as s emillas recién r ecolectadas como el 100% de c ontenido de humedad ( CHyD40%); AH-CH;Dyq,
acondicionamiento hidrico, semillas hidratadas y después deshidratadas al 20%, considerando el CH;, como el 100%
de c ontenido de h umedad; AN, acondicionamiento n atural. V alores q ue n o co mparten| etrasi gualess on
significativamente diferentes (Bonferroni, P < 0.05). La comparacion se hizo por variable, al interior de cada tiempo

de medicion.
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V.d.3. Supervivencia en invernadero y campo

La supervivencia, tanto en invernadero como en campo, fue alta, con valores arriba del 83%.

Estos valores se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Porcentajes de supervivencia (media + error estandar) para Cupania glabra y Cymbopetalum baillonii, en

invernadero y en campo, después de que las plantulas permanecieron en invernadero de junio a septiembre de 2011,

y en campo de octubre de 2011 a octubre de 2012. Tratamientos: C 1, control; D+, semillas deshidratadas al nivel

indicado; A H-CH;D;, aco ndicionamiento hidrico, s emillas h idratadas y d espués d eshidratadas al nivel i ndicado,

considerando el CH;, como el 100% de contenido de humedad, AH-CH,Do, = acondicionamiento hidrico, semillas

hidratadas y después deshidratadas al nivel indicado, considerando el CH,, como el 100% de contenido de humedad;

AN, acondicionamiento natural.

Evaluacion en invernadero

Evaluacion en campo

Especie Tratamiento Num. inicial de Septiembre 2011 | No. inicial de Octubre 2012
plantulas Supervivencia (%) plantulas Supervivencia
C. glabra Cl 38 84.2 % 30 96.6 %
Dsgo, 23 86.9 % 22 86.3 %
AH-CHp,Dyy, 16 100 % 17 88.2 %
AN 56 94.6 % 30 90 %
C. baillonii Cl 56 96.4 % 30 833 %
Dago, 25 100 % 21 90.4 %
AH-CHyD»go, 56 100 % 30 100 %
AH-CHysDyg0, 42 97.6 % 28 86.6 %
AN 56 100 % 30 90 %
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V.e. Longevidad de las semillas durante el almacenamiento

El ANOVA de tres vias mostrd que cada uno d e los factores (tipo de acondicionamiento en la
semilla, sitio de almacenamiento, y tiempo de almacenamiento) tuvieron efectos significativos en
los parametros d e germinacion (porcentaje final, ta sa ma xima, tie mpo p romedio y tiempo de
inicio) y en la longevidad de las semillas en las dos especies, encontrando interaccion entre ellos
(Tabla 12, ver Apéndice).

El acondicionamiento natural registrd los valores destacados en los pardmetros germinativos,
mientras que el acondicionamiento hidrico registr6 los valores mas bajos (mayor tiempo de inicio
y promedio y menor tasa de velocidad y porcentaje final); estos resultados coinciden con 1 os
reportados e n 1 as pr uebas de germinacion del 2011 (Figuras 2 9-32). E 1 almacenamiento en
camara a 1 5 °C aumento significativamente la viabilidad de las semillas; la pérdida de humedad
enl as s emillas s e r educe en es at emperatura en co mparacion con lat emperatura am biente
(Figuras 33 y 34). La germinacion fue disminuyendo conforme el tiempo de almacenamiento fue
incrementando. E1 tratamiento de acondicionamiento natural combinado con almacenamiento a
15 °C fue la mejor combinacion en las dos especies (Tablas 13 y 14, ver Apéndice).

En C. glabra,10s mayores p orcentajes d e g erminacion finales, y 1 os m enores tiempos de
inicio y promedio de la germinacién, se encontraron con el AN, en semillas almacenadas en Amb
y CG, mientras que AH fue el tratamiento con los valores contrarios en ambos casos.

Continuando con C. glabra, el almacenamiento en Amb redujo drasticamente la germinacion
luego de 15 dias d e almacenamiento, pe rdiéndose toda vi abilidad de spués de e ste p eriodo, en
todos los tratamientos de acondicionamiento, o sin el mismo. Con el almacenamiento en CG la
longevidad se prolongd mas alla de 15 di as en todos los tratamientos, ya que tanto AN y AH
tuvieron germinacion luego de un almacenamiento por 60 dias, aunque tanto el tiempo de inicio
como el tiempo promedio de la germinacién aumentaron conforme el tiempo de almacenamiento
se 1 ncrementd, encontrandose d iferencias entre t iempos d e al macenamiento d entro d e ¢ ada
tratamiento de acondicionamiento. Pero con el AH, los tiempos de inicio y promedio aumentaron
mas en comparacion con los AN y SA, para cada tiempo de almacenamiento. La tasa maxima de
germinacion mas alta se encontro en las semillas del Control 5 (control de AN).

En C. baillonii, 1a longevidad de las semillas se extendio luego de 90 dias de almacenamiento

en todos los tratamientos y sitios de almacenamiento en general, con excepcion del AH en Amb,
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en donde hubo una disminucion casi total en la viabilidad de las semillas luego de 30 di as de
almacenamiento. Los parametros germinativos de tiempo de inicio y promedio de germinacién
fueron diferentes entre 1os tratamientos de acondicionamiento, y en general fueron mas largos,
conforme el tiempo de almacenamiento fue mayor. AN fue el que tuvo los valores més cortos, y
AH los maés largos.

Siguiendo con C. baillonii, en las semillas SA hubieron diferencias en el porcentaje final de
germinacion, entre 1os diferentes tiempos d e al macenamiento, en el al macenamiento en Amb,
mientras que en el al macenamiento en C G, se encontraron d iferencias enlatasaméaximade
germinacion, en 60 y 90 di as de almacenamiento, s iendo m 4s b aja que 1 ost iempos de
almacenamiento previos. A 90 di as no se encontraron diferencias en 1os p orcentajes finales de
germinacion entre estos dos sitios de almacenamiento. En estas mismas semillas, SA, hubo una
disminucion s ignificativa en el tiempo de inicio y promedio, asi como un a umento en la tasa
maxima de germinacion, después de permanecer almacenadas durante 15 dias. Mientras que en el
tratamiento AN, elp orcentaje d isminuyd s ignificativamente conformee Itie mpod e
almacenamiento aumento, en las semillas almacenadas en Amb, y no asi en las almacenadas en
CG, en donde incluso el porcentaje de germinacion final de las semillas almacenadas durante 90
dias no t uvo di ferencias c on respecto al Control 1 y al Control 5 (sin almacenamiento). L os
valores d e t asa m 4xima m 4s al tos s e en contraron en A N. E1 A H fue el t ratamiento con 1 os

tiempos de germinacion mas largos, y con los porcentajes mas bajos de germinacion.
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Figura 29. Germinacion de semillas de Cupania glabra, después de permanecer almacenadas a temperatura ambiente
(Amb) yencamaraa 15 °C (CG), por diferentes tiempos, 0, 15,30, 45,60 y 90 dias (d). C1, control de semillas
germinadas inmediatamente después de su recolecta; C4, control de semillas germinadas inmediatamente después de
su acondicionamiento hidrico; C5, control de semillas germinadas inmediatamente después de su acondicionamiento
natural; SA, semillas sin acondicionamiento; AH, acondicionamiento hidrico; AN, acondicionamiento natural. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los porcentajes finales de germinacion (Tukey, P <
0.05).
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Figura 30. Germinacion de semillas de Cymbopetalum baillonii, después de permanecer almacenadas a temperatura
ambiente (Amb) y en camara a 1 5 °C (CG), por diferentes tiempos, 0, 15, 30, 45, 60 y 90 dias (d). C1, control de
semillas germinadas inmediatamente después de su recolecta; C4, control de semillas germinadas inmediatamente
después d e su aco ndicionamiento hidrico; C 5, co ntrol d e s emillas g erminadas i nmediatamente d espués d e s u
acondicionamiento natural; S A, semillass ina condicionamiento; AH, acondicionamiento hidrico; A N,
acondicionamiento natural. Letras diferentes indican diferencias significativas entre 1as medias d e 10s p orcentajes

finales de germinacion (Tukey, P < 0.05).
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Figura 31. Tiempo de inicio de la germinacion d e semillas de Cupania glabra (Cug) y Cymbopetalum bai llonii
(Cyb), después de permanecer almacenadas a temperatura ambiente (Amb) y en camara a 15 °C (CG), por diferentes
tiempos, 0, 15, 30, 45, 60 y 90 dias (d). C1, control de semillas germinadas inmediatamente después de su recolecta;
C4, control d e s emillas germinadas i nmediatamente d espués de s u a condicionamiento h idrico; C 5, control de
semillas germinadas inmediatamente después de su acondicionamiento natural; SA, semillas sin acondicionamiento;
AH, acondicionamiento hidrico; AN, acondicionamiento natural. Letras diferentes indican diferencias significativas

entre las medias de los valores de tiempo de inicio de la germinacion (Tukey, P < 0.05).
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Figura 32. Tiempo promedio de 1a germinacion de semillas de Cupania glabra (Cug)y Cymbopetalum bai llonii
(Cyb), después de permanecer almacenadas a temperatura ambiente (Amb) y en cdmara a 15 °C (CG), por diferentes
tiempos, 0, 15, 30, 45, 60 y 90 dias (d). C1, control de semillas germinadas inmediatamente después de su recolecta;
C4, c ontrol d e s emillas germinadas i nmediatamente d espués d e s u aco ndicionamiento h idrico; C 5, co ntrol d e
semillas germinadas inmediatamente después de su acondicionamiento natural; SA, semillas sin acondicionamiento;
AH, acondicionamiento hidrico; AN, acondicionamiento natural. Letras diferentes indican diferencias significativas

entre las medias de los valores del tiempo promedio de la germinacién (Tukey o Kruskal-Wallis, P < 0.05).
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Figura 33. Cambios en el contenido de humedad relativo base seca durante el almacenamiento en las semillas de
Cupania glabra (Cug) y Cymbopetalum baillonii (Cyb), almacenadas a temperatura ambiente (Amb) y en cdmara a
15 °C (CG). SA, Semillas frescas sin acondicionamiento; AH, acondicionamiento hidrico; AN, acondicionamiento
natural; 0*, semillas frescas previo a la aplicacion d e lo s tr atamientos d e a condicionamiento; 0**, s emillas con
acondicionamiento natural (enterradas por 12 dias en campo), o después de pasar por acondicionamiento hidrico (un

ciclo de hidratacion-deshidratacion).

70



VI. DISCUSION

V1.a. Caracteristicas de las semillas

De acuerdo con el alto contenido de humedad que presentaron las semillas de Cupania glabra 'y
Cymbopetalum bai llonii,ad emasd es uscar acteristicas f isioldgicas, eco logicas yas u
comportamiento en almacén (lo cual se discutird mas adelante) podrian ser semillas recalcitrantes,
pues para los tres afnos de recolecta considerados, para C. glabra el CHy fue de entre 76 y 82%, y
el CHyy, fue de entre 42 y 44%, y para C. baillonii el CHys fue de entre 76 y 82%, y el CHyy, fue de
entre 42 y 44%. Esto se confirma con la pérdida total de viabilidad, cuando se deshidratan a CH,
de 12% (base seca), y la pérdida gradual, cuando son almacenadasa 15 °C enun periodo no
mayor a tres meses. De acuerdo con los resultados reportados en este estudio, las semillas de
ambas especies tienen una alta proporcion de lipidos, los cuales, junto con los carbohidratos, son
las principales reservas, lo que confirma la informacion reportada previamente (Coates-Estrada,
1988, Rodriguez et al., 2000).

Respecto a las diferencias en las variables de peso, encontradas en los afios de recolecta para
las d os es pecies, h ay que co nsiderar v arios factores, q ue v an d esde aq uéllos i nherentes ala
recolecta ( nimero de 4 rboles, m anejo de 1 os f rutos y be neficio d e 1 as s emillas), hastal os
concernientes a la biologia y ecologia de las especies. Cabe destacar que la recolecta para ambos
afios s er ealizd e n1 os m ismos s itios, los ¢ uales pr esentaron ¢ ondiciones de m icrohdbitat
semejantes, y que la determinacion de las variables de peso en laboratorio se realizo dentro de las
48 h posteriores a | a recolecta en campo. Con respecto a | as recolectas realizadas en dos afos
sucesivos, la produccion de los frutos se inicia en el afio previo a la realizacion de la recolecta, en
ambas especies, siendo el 2010 para la recolecta del 2011, y el 2011 para la recolecta del 2012.
De acuerdo con los datos climaticos para la Region de Los Tuxtlas (Figura 34, ver Apéndice), si
se comparan los datos climatoldgicos d e 2010, 2011 y 201 2, con l os correspondientes a 10s
ultimos 30 a fios ( 1977-2006) en la R egion ( Gutiérrez-Garcia y R icker, 2011; F igura4),se
observa que 1 os pr imeros t res m eses de es os t res ail os fueron mas frios y hiim edos que el
promedio, y que mayo y junio fueron meses mas calientes y secos. Y comparando entre si estos
tres afos, el 2011 fue un afio mas seco y mas calido, en comparaciéon con el 2010 y el 2012. En C.

glabra todas l as variables de peso (PF, P S, C H) fueron menores en la recolecta del 2012, en
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comparacion con la recolecta del 2011. En contraste, en C. baillonii ocurri6 lo contrario. Esto
probablemente se deba a que esta especie, durante el desarrollo de los frutos, pasa por un tiempo
de sequia (en el afio previo a la dispersion) mas prolongado que C. baillonii. Resultados similares
se encontraron en Omphalea oleifera, especie que crece en el mismo hébitat que las especies de
este estudio (Sanchez-Coronado et al., 2007). Se ha mencionado que en las especies recalcitrantes
es comun la presencia de variacion intra e interestacional (Berjak y Pammenter, 2004; Oyerinde,
2011). En el de sarrollode 1 ass emillasen 1 ap lantam adre, las condiciones am bientales
prevalecientes, tales como la temperatura, el fotoperiodo, la calidad de laluz, y1os nutrientes
minerales influyen en dicho desarrollo (Wulff y Bazzaz, 1992; Soriano et al., 2011; Joet et al.,
2013). Consecuentemente, la masa de las semillas es un caracter plastico que cambia de acuerdo
con las condiciones ambientales (Wulff, 1995). Varios de estos factores estan ligados entre si, ya
que a menor precipitacion se incrementan las temperaturas, se presentan mayores porcentajes de
defoliacion, y hay menor solubilizacion de nutrientes. Por 1o que determinar la combinacion de
factores que afecta un fendmeno tan complejo como la floracion, la fructificacion, y el desarrollo
de la semilla, no resulta simple. Se ha observado que las condiciones ambientales, influyen en el
grado d e m adurez que alcanzan las s emillas de Acer ps eudoplatanus L. en el momento dela
dispersion, siendo que 1a madurez p uede s er cuantificada at ravés d e v ariables tales como el
contenido de humedad, el peso seco y la tasa germinativa (Daws ef al., 2006a).

La relacién lineal en contrada entre el peso fresco y el peso seco de las semillas de ambas
especies posibilita calcular de manera teorica y confiable el contenido de humedad (base fresca o
seca), sin utilizar metodologias d estructivas (secado de las semillas), lo cual tiene ap licaciones
practicas, por ejemplo, en el célculo dela cantidad d e agua p erdida e n las semillas quese
deshidratan, ya que el peso fresco no es un buen referente del contenido real de agua en semillas

de especies recalcitrantes (Sanchez-Coronado et al., 2007; Castro-Colina ef al., 2012).

VIb. Acondicionamiento hidrico

VIb.1. Hidratacion y deshidratacion de semillas

Como se observo, las semillas de C. glabra tardan mas tiempo en hidratarse y deshidratarse en

comparacion con C. baillonii, 1o que coincide con lo reportado por Rodriguez et al. (2000), en
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donde s e m enciona quees tad iferencias e debe probablemente auna c ombinacion de
caracteristicas anatomicas y m orfologicas d e l a semilla. D e acu erdo con 1a razon s uperficie-
volumen y surelacion con las propiedades de absorcion y pérdida de agua por parte de 1as
semillas (Nellist y Hughes, 1973), las semillas de C. baillonii miden 14 a 16 mm de largo por 6.5
a 8 mm de ancho, ademas su superficie-volumen se incrementa por la presencia de surcos en la
superficie interna de la cubierta seminal (Niembro, 1989), mientras que las semillas de C. glabra
son mas pequefias, midiendo de 9 a 12 mm de largo por 7a 8 mm de ancho, y no presentan la
caracteristica de los surcos internos, por lo que ganan o pierden agua en un tiempo mayor al de C.
baillonii. Por otra parte, tanto el tamafio de la semilla como el grosor de la cubierta seminal tienen
relacion con la velocidad de intercambio de agua con el ambiente, pues a medida que la masa de
las emilla aumenta yl ar elacion cubierta s eminal-semilla ( seed co at r atio) di sminuye, | a
velocidad de desecacion decrece (Daws et al., 2006b; Hamilton ef al., 2013).

Enladinamica de la hidratacion de las semillas también participan factores tales como la
temperatura y el potencial hidrico de los componentes de la semilla (Black ef al., 2006), y dicho
potencial esta determinado en parte por el potencial osmotico determinado por solutos diversos,
entre ellos 10s c ompuestos como los carbohidratos ( Simon, 1984, M ayer y P oljakoff-Mayber,
1989), que son moléculas de naturaleza hidrofilica (Bhutani, 2010). En C. glabra el contenido de
humedad relativo final (base seca) de las semillas hidratadas a saturacidon asi como el tiempo en el
que a lcanzaron di cho nivel de hum edad f ue di ferente pa ra ambos a fios ( 2011 y 2012),
posiblemente debido a la diferencia en contenido de glucosa encontrados en las semillas en los
dos afios de recolecta, se encontrdé un mayor contenido de glucosa en el 2012 en las dos especies.
Es de notar que, a pesar de que C. glabra tuvo una mayor cantidad de glucosa en comparacion de
C. baillonii, el tiempo de hidratacion y deshidratacion de las semillas fue menor en C. baillonii,
por 1o que entonces es posible que 1a superficie/volumen de esta especie, sea un factor mas
determinante sobre la velocidad de hidratacion.

La mayor tasa maxima de deshidratacion de las semillas AH, respecto ala de las semillas
CHys, probablemente sean debidas a la histéresis, como ya ha sido observado en otras especies
recalcitrantes sometidas a hidratacion seguida de d eshidratacion, o vi ceversa (Rodriguez et al.,
2000; Castro-Colina ef al., 2012). La histéresis se refiere al desfase de un proceso respecto a otro
proceso homologo en sentido contrario (Black et al., 2006), en este caso la deshidratacion de las

semillas frente a la hidratacion de las mismas. En las semillas hidratadas, el agua actia sobre la
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estructura y fisiologia de la semilla, pues se activan ciertas vias de la maquinaria metabolica de la
semilla, como el metabolismo de algunos de los carbohidratos solubles y los lipidos, 1os cuales
son |l as p rimeras r eservas d e en ergia q ue s on utilizadas en la germinacion ( Bewley y B lack,
1994), se hidrolizan polisacaridos estructurales produciéndose monosacaridos, que son utilizados
en la misma via (Matheson, 1984) y se liberan solutos c omo proteinas, c arbohidratos, iones y
acidos or ganicos ( Simon, 1984; Black et al., 2 006). Estos procesos i nfluyen 1a capacidad d e
retencion d e a gua de la s s emillas h idratadas, en co mparacion con la capacidad inicial delas

semillas sin hidratar, a causa de la modificacion de su potencial hidrico.

VIb.2. Efecto de la deshidratacion y del acondicionamiento hidrico en la germinacion

La deshidratacion de las semillas CHyg, y la de las semillas AH con base a CHys y CHjy, produjo,
en la mayoria de los casos, un decremento gradual de los pardmetros germinativos (disminucion
en el p orcentaje final d e germinacion y aumento en los tiempos de inicio y promedio) en C.
glabra, y en C. baillonii. Incluso no hubo germinacion en las semillas con CH; (base seca) del
12% enam bas especies. Estos ignifica que e 1c¢ ontenido de hum edad es ta relacionado
positivamente ¢ on la v iabilidad d e la s s emillas, por1 os dafios m etabolicos y estructurales
causados por la pérdida de agua, lo cual ocurre en 1as s emillas r ecalcitrantes (Roberts, 1973;
Hong y Ellis, 1996b), e impacta en el aumento de los tiempos de germinacion, durante el cual los
mecanismos de reparacion de las semillas actian para solventar esos dafos (Vertucci y Farrant,
1995).

En general, el acondicionamiento hidrico AH no tuvo el efecto esperado en cuanto a mejorar
la germinacion, pero si se encontraron ventajas del proceso de AH en comparacion con el Control
2 (semillas hidratadas a saturacion) en C. baillonii. El tiempo de germinacion mas largo yla
disminucién del porcentaje de germinacion de las semillas del Control 2, son indicios de pérdida
de vigor. A pesar de que durante la hidratacion de 1as semillas se activan 1 os mecanismos de
reparacion (Bewley, 1997) ,t ambién se p resentau n escape d e s olutos, | o que t rae ¢ omo
consecuenciau n dafio fisiolégicoy e structural directamente p roporcional a 1t iempo de
hidratacion; e sto e s c onocido como dafio i mbibicional (Sanchez et al., 2001; Osborne etal.,
2002). Concerniente al A H, el e vento pos terior de de shidratacion de 1as s emillas previamente

hidratadas, posiblemente p ermitid quel os m ecanismos de reparacion i niciados d urante 1 a

74



hidratacién continuaran, reparando el dafio imbibicional. Esta vigorizacion fue hasta cierto nivel,
pues disminuydé a m edida que el nivel de d eshidratacion f ue i ncrementando, de bidoa 1a
sensibilidad pr opia d e 1 as s emillas r ecalcitrantes al a p érdida d e h umedad, qu e produce un
desequilibrio metabolico y estructural (Hong y Ellis, 1996b; Baskin y Baskin, 2001; Kermode y
Finch-Savage, 2002). En algunos casos, se observd mejoria en el tiempo de inicio y promedio de
la germinacidén, en AH con respecto a las semillas frescas (Control 1). Eso es indicio de que,
probablemente, en esas semillas con AH ocurrieron los avances metabolicos que ocurren durante
el acondicionamiento (Chen y Arora, 2012), por 1o cual germinaron mas rapido, a pesar de un
menor por centaje de germinacion debida a 1os motivos ya e xpuestos, en torno a la pérdida de
humedad.

Estos resultados difieren a 1os encontrados por Rodriguez et a/l. (2000), quienes reportaron
una mayor germinacion en las semillas d eshidratadas (con respecto al contenido de hum edad
relativo inicial), en c omparacioén con el control 1 (semillas frescas sin d eshidratar), en am bas
especies (70% de germinacion con 20% de deshidratacion, y 50% de germinacion en semillas sin
deshidratacion, para C. glabra; y 70% con 20 y 40% de deshidratacion, y 40% en semillas sin
deshidratacion, en C. b aillonii). Estas d iferencias podrian deberse al as v ariaciones i ntra e
interestacionales que pueden encontrarse entre diferentes afios de recolecta (Berjak y Pammenter,
2004; Sanchez-Coronado et al., 2007), que ya se han mencionado para el caso de las diferencias
encontradas en el PF, PS, y C H; incluso, e n e ste e studio, se en contraron d iferencias en los
porcentajes de germinacion finales del Control 1 de los dos afios de recolecta. Una de los factores
importantes a co nsiderar es 1a madurez d e l as s emillas en el m omento de r ecolecta, pues la
tolerancia a la desecacion incrementa con el grado de maduracion (Berjak y Pammenter, 2004 ).
Aunque t anto 1 as r ecolectas r ealizadas en e ste estudio, c omo en el de R odriguez (2000), s e
realizaron en el pico de dispersion de semillas (abril), es posible que no haya una correspondencia
exacta en el grado de madurez de las semillas, y que, las de los afios 2011 y 2012, tengan un
grado de madurez mayor. Las v ariaciones en |as car acteristicas d e | as s emillas influyen enla
sensibilidad a la desecacion de las mismas, dentro de una misma especie, como o curre en las
especies r ecalcitrantes t ropicales Euterpe e dulis Martius (Martins et a l., 2000) y Omphalea
oleifera (Sanchez-Coronado et al.,2007). También cab e considerar la v elocidad alacual se
deshidrataron las semillas, pues €sta influye en la viabilidad de las mismas. En este estudio C.

glabra alcanzo el CH, final base seca de 40% en 7 dias, y C. baillonii en 20 h, con velocidades de
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-0.27y -1.01 %h™" respectivamente, mientras que en el estudio de R odriguez et al. (2000)
fueronde 17 y 3 di as, con velocidades de —0.13% h™' y —0.64 % h™' respectivamente. Esto
significa que la velocidad de deshidratacion fue mayor en este estudio. Una mayor velocidad de
deshidratacion, implica un menor tiempo para que ocurran los dafos por pérdida de humedad en
el metabolismo de la semilla (Hong y Ellis, 1996b), lo que se traduce en un menor estrés. Una
velocidad menor conlleva un mayor tiempo de acumulacion de dichos dafos metabodlicos (Berjak
y Pammenter, 2003). Por tal motivo, se ha mencionado que la velocidad de deshidratacion es mas
importante que 1l os niveles criticos o letales en el c ontenido de humedad en si, l os cuales en
realidad s on subjetivos y dependen de 1a velocidad, asi como de otros factores (Berjak et al.,

1989; Berjak y Pammenter, 2003; Leprince, 2003).

V1.c. Acondicionamiento natural

VI1.c.1. Entierro de semillas en el campo

El en tierro d e 1 as s emillas p or d oce d ias represent6 el m ejor t ratamiento en C. glabra y C.
baillonii en cuanto a favorecer los parametros germinativos, lo cual coincide con los resultados
reportados para otras especies nativas (Aguilera-Jiménez, 2003; Gonzalez-Zertuche et al., 2001;
Gamboa-deBuen et al., 2006; A lvarado-Lopez, 2012). A pesarde que el peso fresco, antes 'y
después del enterramiento, no fue diferente en las dos especies, en la Fig. 18, se observa que las
semillas de C. glabra, durante su permanencia en la superficie del suelo, registraron incrementos
y decrementos ensu C H, 10 que sugiere qu e esto m ismo pudo ha ber pa sado debajodela
superficie del s uelo, a unque e n m enor gr ado, paral as d os es pecies. Sibien C. bai llonii se
deshidrata rapidamente en la superficie, al igual que en el laboratorio, protegidas por una capa de
suelo pudo no haber ocurrido. Estas fluctuaciones en el contenido de humedad son analogas a lo
que sucede en el acondicionamiento ¢ onvencional. Las condiciones am bientales, asi como | as
caracteristicas fisicoquimicas y b ioldgicas d el s istema s uelo-semilla y las o scilaciones d e | as
mismas in fluyen e nla forma y grado d e h idratacion d e la s s emillas mientras p ermanecen
enterradas (Halmer, 2004). Durante el enterramiento, ocurren en las semillas una serie de eventos
relacionados co n av ances en el proceso g erminativo, entre 1 os que e stan I a m ovilizacion de

sustancias de reserva y el aumento en la actividad enzimatica lo cual se traduce en mejoras en los
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parametros g erminativos (Gamboa-deBuen ef al., 2006; Armenta-Jaime, 2007) . Yaquel as
semillas con acondicionamiento natural no perdieron viabilidad ni vigor, y ademas presentaron
los mejores parametros germinativos, en comparacion con los Controles 1 y 3, es posible que los
procesos m etabolicos relacionados ¢ on el a condicionamiento s € ha yan pr esentado du rante el
enterramiento. En donde si hubieron diferencias, en el peso fresco (PF) inicial y final, fue en las
semillas de am bas especies que p ermanecieron al macenadas p or 1 2 d ias en condiciones d e
laboratorio (Control 3). Lo anterior s e relacionaria con el m enor por centaje y los tiempos de
inicio y promedio mas largos encontrados en la germinacion de las dos especies, posiblemente a
causa de los dafos relacionados con la pérdida de humedad, que disminuyeron la viabilidad y el
vigor en las semillas durante su almacenamiento.

Las semillas en terradas en s itios s in co bertura ar borea es tdn s ometidas a condiciones
ambientales mas estresantes, en comparacion con las enterradas en sitios con cobertura vegetal, lo
cual produce una mayor variabilidad en la germinacion, como sucede en Opuntia tomentosa y en
Wigandia ur ens (Gonzalez-Zertuche et al., 2001 ; O lvera-Carrillo et al., 2009 ), las cuales s on
especies que crecen en un ambiente muy variable en cuanto a su estructura y fisonomia y con una
gran variedad de microhdbitats presentes. En este estudio el sitio de entierro no tuvo efectos en la
germinacion, pues no se encontraron diferencias significativas en los parametros germinativos, lo
cual p uede d eberse al aco mbinaciond el as caracteristicas cl imaticas yd ela fisonomia y
estructura de la selva al ta p erennifolia de 1a Region de Los Tuxtlas (Gonzalez-Soriano et al.,
1997; Gutiérrez-Garcia y Ricker, 2011; ver Figura 4), que hacen que a 2 cm de profundidad, las
condiciones ambientalesen elclaro y enlaselvanoseantanv ariables y es tresantes, en
comparacion con las encontradas en otros ambientes, como por ejemplo en el Parque Ecologico
dela Ciudad d e M éxico ( Mendoza-Hernandez et a /., 2013 ), am biente en el que cr ecen | as
especies antes sefialadas.

La dindmica de hidratacion de semillas en condiciones de laboratorio, sugiere que el tiempo
de permanencia en entierro fue suficiente para que las semillas llegaran a la fase II del proceso
germinativo. Hay que considerar que en las semillas recalcitrantes el contenido de humedad al
momento de la dispersion es alto, y que las fases iniciales del proceso germinativo en ellas son
muy cortas o no se presentan (Black et al., 2006). Aunque ambas condiciones experimentales son
diferentes, la curva de hidratacion da una referencia de la dinamica de hidratacion de las semillas

en campo, y por lo tanto del tiempo en el cual pueden permanecer enterradas, para alcanzar los
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avances metabolicos que se consiguen con el acondicionamiento en laboratorio, sin que se llegue
ala fase3d elpr ocesog erminativo (Nonogaki eta [,2010) . Es recomendable r ealizar
experimentos que incluyan diferentes tiempos de enterramiento, que caractericen las condiciones
del s itio d e en terramiento, y q ue d escriban 1 os c ambios e n e 1 ¢ ontenido de hum edad de 1as
semillas yen 1aex presion yel co ntenido d e s ustancias d e r eserva durante e 1t iempo de

permanencia en el suelo.

V1.c.2. Germinacién en el campo

Solo las semillas de C. glabra germinaron, luego de 100 di as de p ermanencia, en el suelo del
interior de la selva de Los Tuxtlas (con un porcentaje de 11.3%), lo cual no ocurri6 en las de C.
baillonii, dado que las semillas perdieron toda su humedad luego de 20 dias de permanencia. En
la selva de Los Tuxtlas, Coates-Estrada y Estrada (1988) reportaron porcentajes de germinacion
de 92% para C. baillonii enel interiordelaselva y44% enun area abierta, m ientras que
Rodriguez-Herndndez (1992) reportd porcentajes de germinacion de 43.4% para C. glabra y de
88.3% para C. bai llonii dentrode 1aselva,y porcentajesi gualo m enoresa 6 % para la
germinacion en claro y area abierta. Estas diferencias en germinacion podrian ser atribuibles a las
condiciones am bientales m 4s es tresantes en lo s s itios a biertos (mayor t emperatura y m enor
disponibilidad de hum edad), en co ntraste co n 1 os cer rados. Considerando que 1 as s emillas
permanecieron en un sitio cerrado, la germinacion reportada en este estudio podria deberse a que
enel 2011,afi oen el cualserealizdoel ex perimento, s € p resentd u na disminuciéonenl a
precipitacion y hubo un aumento en la temperatura c on respecto a otros afos (Figura 34, ver
Apéndice). Lalongevidad de las semillas de C. glabra fue mayor debido a sus caracteristicas
anatomicas y f isiologicas, quel esc onfiere u na menor s ensibilidad al ad esecacidon, en
comparacion con las semillas de C. baillonii (similar con los resultados de las deshidrataciones
hechas en condiciones de laboratorio).

Los resultados enfatizan el papel de las condiciones de microhabitat en los ecosistemas, en el
establecimiento de las especies, los cuales tienen influencias ecologicas, e incluso evolutivas, en
este cas 0 enlas elva alta p erennifolia ( Baraloto et a [, 2005b) . Las e species co n s emillas
recalcitrantes p or 1 o general o cupan h dbitats con poc as limitantes pa ral a r eproduccion por

semilla, siendo mas frecuentes en ambientes himedos (Tweddle ef al., 2003). Un cambio en las
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condiciones ambientales durante la dispersion de las semillas, como es una baja disponibilidad de
agua y/o temperaturas mas altas, induce una mayor desecacion en las semillas, lo que repercute
en la longevidad de las mismas (Berjak y Pammenter, 1994).

La sensibilidad a1 a d esecacion implica un v alor ad aptativo en respuesta a | as condiciones
ambientales (Vazquez-Yanes y O rozco-Segovia, 1993), y que evolutivamente ha de terminado
que |l as car acteristicas m orfoldgicas y fisiologicas d e 1as s emillas 1 es confieran ventajas en su
reproduccion en estos ambientes him edos ( Farnsworth, 2000). Las semillas de C. glabra y C.
baillonii se di spersan e n1atemporada de m enor pr ecipitacion pl uvial y m ayor t emperatura
promedio. A pesar de su metabolismo activo y su alto contenido de humedad al momento de la
dispersion, las semillas recalcitrantes aiin no presentan el nivel de hidratacion 6ptimo para que la
germinacion se lleve a cabo. La permanencia de las semillas, durante un periodo de tiempo en el
suelo de la selva, de alguna forma, resulta benéfico para ellas (Orozco-Segovia et al., 2003), por
ejemplo, pa raque e 1 embridon a dquiera el u mbral hi drico ne cesario paraq ues ucedal a
germinacion ( Vazquez-Yanes y O rozco-Segovia, 1993). S in e mbargo, dur ante e ste periodo la
semilla puede ex perimentar ciclos de hidratacion-deshidratacion. C. glabra y C. baillonii pasan
por una de shidratacion ligera en el periodo c omprendido entre 1 a di spersion y la ge rminacion
(Rodriguez et al., 2000), y esto representa una condicion natural, que posiblemente influye en la
ontogenia de la semilla, incluso de la plantula. Se ha observado en especies recalcitrantes que las
experiencias ante condiciones m oderadas de deshidratacion son n ecesarias p arai niciarl a
germinacion o incluso aumentarla (Probert y Brierley, 1989; Hong y Ellis, 1990; Connor ef al.,
1996; K onstantinidou et al., 2008; Castro-Colina ef al., 2012). Por ello, se ha sugerido que la
deshidratacion también es necesaria p ara el desarrollo completo del e mbrion y1a semilla en
semillas recalcitrantes (Konstantinidou ef a ., 2008) . Durante este de sarrollo s e i nducirian 1 os
mecanismos que co nfieren tolerancia a la d esecacion, d e forma andloga al o que ocurre en el
desarrollo de especies tolerantes, como las especies ortodoxas. Se ha comprobado la expresion de
alguno de estos mecanismos, como la sintesis de dehidrinas, en especies recalcitrantes, las cuales
estarian dotando a las semillas y plantulas de cierto nivel de proteccion frente a condiciones de

estrés iniciales (Finch-Savage et al., 1994; Han et al., 1997).
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V1.d. Crecimiento y supervivencia de plantulas

En C. glabra y en C. baillonii, los valores absolutos mas altos de la mayoria de las variables
de crecimiento c orrespondieron al tratamiento A N, tanto en invernadero c omo en c ampo, € sto
puede s er d ebido al mayor tiempo d e crecimiento d e | as p lantulas, como co nsecuencia de los
tiempos de inicio y promedio de germinacion mas cortos, lo que se traduce en un adelanto en el
crecimiento con respecto a los demas tratamientos. Una rapida germinacion evita la depredacion
de la semilla, lo cual puede ser conveniente para el establecimiento de la plantula (Baraloto ef al.,
2005a; Daws et al.,2005), yunm ayor t amafio i nicial co nfiere v entajas co mpetitivas al as
pléntulas en sitios con escasez de recursos, como en el sotobosque de la selva (Popma y Bogers,
1988).

En invernadero, los valores de TRC en C. glabra fueron mas bajos en el tratamiento AN, lo
cual s ignifica q ue |l as p lantas co n es te t ratamiento en r ealidad crecen m enos rapido, en
comparacion ¢ on lo s d emads tr atamientos; aun as i, el ad elanto en crecimiento i1 nicial n o es
superado por las plantas de los demads tratamientos con mayores TRC (en donde el crecimiento se
vio retrasado por los mayores tiempos de germinacion). Probablemente en C. glabra las plantulas
con AN realizan un menor e sfuerzo inicial en el crecimiento, l o que podria r epresentar una
ventaja en cuanto al establecimiento, al asignar de mejor forma los recursos para el crecimiento.
Esto es importante en las selvas tropicales, en donde hay una asignacion diferencial o balance de
recursos en el crecimiento de las plantas, dependiendo de las condiciones ambientales del lugar
en donde se establecen (Popma y Bongers, 1988), lo que ha producido la aparicion de trade-offs
ecoldgicos (MacArthur y Levins, 1964; Baraloto et al., 2005b).

C. glabra y C. baillonii son especies pertenecientes a la selva madura. Las plantulas de ambas
especies fueron diferentes entre si por los atributos funcionales y morfolégicos que presentan: las
plantulas de C. glabra fueron de tipo criptocotilar hipogeo, con cotiledones de almacenamiento,
mientras q uel asd e C. bai llonii fueron det ipo f anerocotilar e pigeo, con c otiledones
fotosintéticos. Tanto C. glabra, como C. baillonii, se clasifican dentro d el gremio de especies
sucesionales tardias, persistentes, 0 no pi oneras, las cuales ocupan -en un gradiente vertical- los
estratos arboreos medios (Martinez-Ramos, 1985 ; Ibarra-Manriquez ef al., 2001). Esto significa
que ambas especies requieren las condiciones ambientales presentes bajo el dosel de la selva para

poder es tablecerse. C omo yah asido sefialado, laluze s el factor p rincipal, lo q ue estaria
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relacionado con los valores de bi omasa encontrados e n i nvernadero, d onde hubo una mayor
asignacion de bi omasa y menor c recimiento € n | ongitud hacial a parte aér ea en t odos | os
tratamientos en am bas especies. Cabe m encionar | as co ndicionesdelap arcela alaquese
trasplantaron las plantulas de las dos especies, la cual es un bosque secundario de 15-20 afios de
edad, conun dos el arboreo ¢ ontinuo, de aproximadamente 10 m de altura. La fisonomiay
estructura d e l a v egetacion enla p arcela p resentd condiciones d e m icrohabitat ad ecuadas en
cuanto a la luz, temperatura y humedad, que son elementos que influyen en el establecimiento y
crecimiento de las plantas de ambientes tropicales (Engelbrecht y Kursar, 2003; Poorter y Rose,
2005; J oet et a l., 2013; Martinez-Villegas, 2013) . Sin em bargo t ambién p resentaba u na al ta
heterogeneidad en la distribucion del dosel, 1o que también influyo en la alta dispersion de 1os
datos y la falta de diferencias significativas entre los tratamientos.

El efecto del acondicionamiento fue mas evidente durante el tiempo de permanencia de las
plantas en invernadero, en los primeros tres meses d e crecimiento, y en los meses iniciales de
permanencia en el campo. Los efectos del acondicionamiento s on obs ervables de manera més
conspicua dentro d e lo s p rimeros me ses d e ¢ recimiento (Gonzalez-Zertuche et a /., 2000 ;
Gonzélez-Zertuche, 200 5), pues las caracteristicas fisiologicas y mo rfologicas de las p lantulas
mas j ovenes | as h acen m 4s s ensiblesal as v ariaciones ambientales ( que r epercuten en 1 a
disponibilidad de los recursos). Esta sensibilidad disminuye conforme las plantulas van creciendo
y se van aclimatizando al ambiente (Gonzalez-Zertuche, 2000; Lewis y Tanner, 2000). Durante
las p rimeras et apas d el cr ecimientod el asp lantulass e inducen mecanismos g enéticos,
bioquimicos y fisiologicos i ndependientes alos que s e activan enla e tapade desarrolloy
germinacion d e l a semilla ( Buitink ez a /., 2006; Vieira et al.,2010). Porotrolado,hayque
considerar que el aumento en la dispersion de 1os datos, debida a eventos observados, como la
depredacion parcial o total de las plantas, contribuy6 al enmascaramiento de los posibles efectos
de los tratamientos.

Los v alores de supervivencia en invernadero y en c ampo fueron altos, a pesarde que se
presenta una disminucion en la precipitacion entre los meses de enero y junio de 2012 (Figura 34,
Ver A péndica). C oates-Estrada y E strada (1988) evaluaron la supervivencia de C. baillonii en
Los Tuxtlas, luego de 17 meses en campo, reportando porcentajes de supervivencia del 42% en
la selva madura, del 0% en claro, y del 67% en el borde de claros, mientras que Martinez-Garza

(2003), e nun ae valuacion ene I mis mar egiéon y conla mis ma d uracion, encontr6 una
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supervivencia de plantulas de C. baillonii mas alta en bosque secundario en comparacion con un
area abierta, del 77 y 39%. Estos valores de supervivencia dan un indicio contrario al desempefio
de las plantulas en ambientes similares a 1a parcela de estudio, y que se encuentran dentro de su

area natural de distribucion.

Vl.e. Longevidad de las semillas durante el almacenamiento

Las s emillas d e am bas es pecies p erdieron v iabilidad gradualmente m ientras p ermanecieron
almacenadas, debido a la disminucidn paulatina del contenido de humedad a través del tiempo, a
pesar de encontrarse en frascos de vidrio cerrados. Por ello, un mayor tiempo de almacenamiento
redujo los porcentajes de germinacion finales y aument6 los tiempos de inicio y promedio. Esto
es m 4s ev idente en 1 as s emillas co n t ratamiento A H, d ebido a que éstas pa saron por un a
deshidratacion p revia, propia d el tr atamiento parallevar alassemillasal os p orcentajes d e
CHzgv., que se sumo a la deshidratacion experimentada durante el almacenamiento. La pérdida de
agua produce un de sequilibrio metabolico en las semillas, causando dafios intracelulares, y este
desequilibrio es m ayor mientras m &s | ento es el p roceso d e d eshidratacion. E n las semillas
recalcitrantes 1os dafios son originados, en una proporcion considerable, por un aumento en las
especies reactivas altamente oxidantes, como el peroxido de hidrogeno y los radicales libres de
oxigeno y nitrégeno (Berjak y Pammenter, 2008 ), combinada c on alteraciones que reducen la
eficiencia de los sistemas antioxidantes (Varghese ef al., 2011).

La temperatura de 15 °C contribuy6 al aumento en la longevidad durante el almacenamiento,
en todos los tratamientos, en ambas especies. La velocidad de pérdida de agua estd relacionada
con la temperatura, pues esta ultima influy6 en la velocidad de deshidratacion de los tejidos, al
proveer y controlar la energia libre de las moléculas de agua enlos tejidos y enel aire (Sun,
2002). T ambién lat emperatura influye en 1 a permeabilidad d e | a m embrana c elular, y en
consecuencia, en la difusion simple de c ompuestos vol atiles como el oxigeno y el di6xido de
carbono (Alberts ef al., 2004). Por ello, una menor temperatura di sminuye la energia libre d el
agua en la semilla y en la humedad del ambiente, decrece la fluidez de la membrana celular, y
con ello, la velocidad de deshidratacion. A pesar de la significancia que tiene la velocidad de la

deshidratacion de las semillas en la longevidad de las mismas, una vez que se alcanzan umbrales
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criticos en el contenido de humedad, el dafio causado es independiente de la velocidad a 1a que se
d¢ la deshidratacion (Berjak y Pammenter, 2003).

Las condiciones d e al macenamiento influyen en la longevidad tanto de semillas or todoxas
como recalcitrantes (Orozco-Segovia y Vazquez-Yanes, 1990; Liu et al., 2011). Se ha observado
que a una mayor temperatura y humedad en el almacenamiento hay mayor produccion de atomos
y moléculas, 1as que s on co nocidas como es pecies al tamente r eactivas, | as cu ales r epercuten
negativamente e n | a i ntegridad c elular ( Pukacka y R atajczak, 2005) . Hong y Ellis ( 1996a)
establecieron t emperaturas d e al macéndeentre 1 0 y 15°Cparalas especies recalcitrantes
tropicales, yde 5 a 10 °C para recalcitrantes templadas, debido a que éstas son mas tolerantes a
las b ajas t emperaturas. Sin em bargo, d ado q ue p ara t odas 1 as c aracteristicas m orfologicas y
funcionales de las semillas hay un gradiente (Berjak y Pammenter, 2008 ), es posible que éstas
puedan tolerar una disminucion en la temperatura por debajo de los 15 °C, como Dipterocarpus
baudii Korth., cuya temperatura 6ptima de almacenamiento es 14°C, y Hevea brasiliensis (Willd.
ex A.Juss.) Miill. Arg. de 7-10°C (Hong y Ellis 1996a) y averiguar si esta disminucion repercute
en una ma yor lo ngevidad e n la s s emillas. P rofundizar en el efectodelatemperaturaen la
longevidad permitiria encontrar la temperatura 6ptima de almacenamiento. Este resultado, si bien
no ayuda a la conservacion del germoplasma de estas especies a largo plazo, si permite extender
su viabilidad mientras se estudian y se buscan alternativas nuevas para preservarlas, o bien para
propagarlas dentro de estrategias de restauracion.

En algunos casos, los cambios en la viabilidad entre 1 os diferentes tiempos de evaluacion
fueron drasticos, 10s cuales pueden deberse a que la actividad en el metabolismo de la semilla
contintla durante el almacenamiento. Existen cambios diferenciales en la viabilidad de semillas
recalcitrantes, y se relacionanco nl os avances m etabolicos q ue presentan durantes u
almacenamiento: si las semillas se mantienen en niveles de humedad adecuados, el metabolismo
progresa lentamente, y los dafios pueden aparecer subitamente en el momento en que se requiera
un a porte e xterno e xtra de hum edad; mientras que c on c ambios g randes en e 1 ¢ ontenido de
humedad, e 1 me tabolismo s e a ltera mds d rasticamente por 1 os dafios debidos al a d esecacion
(Tommasi et al., 2006).

Con respecto al tipo de acondicionamiento, AN fue el mejor tratamiento, pues €ste produjo
avances en el proceso de germinacion que perduraron mas a t ravés del tiempo en comparacion

con la s s emillas n o tr atadas. Gamboa-de B uen et a [. (2006), obs ervaron que 1 as s emillas
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enterradas de Wigandia urens conservaron las ventajas adquiridas en los pardmetros germinativos
luego de dos afios de almacenamiento, lo cual se atribuyd alos cambios en 1a movilizacion de
proteinas de almacenamiento, como globulinas y vicilinas, carbohidratos como la sacarosa, y en
la actividad enzimatica antioxidante. Probablemente estos ultimos dos componentes tengan una
relevancia especial, p ues como yas e s efialo, d urante el al macenamiento ap arecen moléculas
altamente r eactivas q ue cau san d afios c elulares, por 10 que 1 os m ecanismos parar eparar y
contrarrestar a | d afio pr oducido por la d esecacion son muy importantes, y | a s acarosa p uede
asumir ese papel. Los mismos autores hacen hincapié en profundizar sobre ello en las semillas
con acondicionamiento na tural. Ademds de los sistemas an tioxidantes y de 1os c arbohidratos,
también e s pos ible qu es €1 nduzcal a e xpresion de de hidrinas, como yas e di scutio, y
probablemente d e proteinas de choque térmico ( Gonzalez-Zertuche, 200 1). Se ha observado el
aumento en la concentracion de sacarosa y de la actividad antioxidante en semillas recalcitrantes,
luego d e una ligera d eshidratacion (Berjak et al., 1989; Francini et al., 2006; T ommasi et al.,
2006; Cheng y Song, 2008). Es probable que en las semillas de C. glabra y de C. baillonii hayan
ocurrido estos cambios durante el enterramiento, por lo que es necesario caracterizar los cambios

bioquimicos en sus semillas, mientras permanecen enterradas.

VI.f. Consideraciones sobre el uso y propagacion de Cupania glabra y Cymbopetalum

baillonii dentro de programas de restauracion ecoldgica

El uso de las especies c on semillas recalcitrantes conlleva a limitaciones practicas, en primera
instancia, en el manejo, almacenamiento y provision de germoplasma, por lo que repercute en las
actividades d e r estauracion eco logica y en el traslado y conservacion ex s itu de es pecies d e
ambientes tropicales (Schmidt, 2000; Pritchard et al., 2004). Ya que el objetivo sensu stricto de la
restauracion eco logica e s r establecer | as co ndiciones o riginales (enla estructura, f uncién y
productividad) de un bosque o e cosistema, presentes antes del disturbio, resulta imprescindible
incorporar a estas especies dentro de la ciencia de la restauracion. En M éxico se han realizado
esfuerzos para hacerlo (Vazquez-Yanes et al., 1999; Ramirez-Marcial et al., 2012), sin embargo
resultan insuficientes y muchos de ellos carecen de la suficiente profundidad, como para entender

los procesos biologicos sobre los que hay que poner suficiente atencion.
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Los parametros germinativos y la longevidad de las semillas, asi como el establecimiento de
las plantulas, son variables que son prioritarias para mejorar en lo que a la propagacion de las
especies s e r efiere, ya sea con fines c omerciales pr oductivos, o dentro delas actividades d e
reforestacion, vinculadasa la restauracion ecoldgica (Elliott era [.,2003; B ooner, 2008 ;
Brancalion et al.,2011; Chen y A rora, 2012 ). En e sta u Itima a ctividad, s e p ersigue desde
incrementar 1 a variabilidad genética d e lo s lo tes d e s emillas u tilizados, hasta s eleccionar 1 os
genotipos adecuados (Burton y Burton, 2002). Muchas veces los insumos econdmicos, materiales
y sociales destinados a estas actividades son escasos, o bien implican protocolos o metodologias
complicadas p ara s u r ealizacion. E I a condicionamiento na tural m ejor6é 1 a germinacion de C.
baillonii yde C. glabra, y en c ombinacion con ¢ ondiciones de almacenamiento a decuadas,
incremento la longevidad de las semillas, a la par de mantener las mejoras en 10s p ardmetros
germinativos, incluso después de 90 di as, sin diferencias significativas como en C. baillonii. E1
protocolo de este tipo de acondicionamiento es sencillo y barato, pues requiere po cos insumos
materiales, yun esfuerzo en mano de obra m oderado. Siesto se confronta con las v entajas
adquiridas, 0 frente al osr equerimientos dei nsumos ye sfuerzosc oncernientesa 1|
acondicionamiento hidrico, por ejemplo, sin duda hace que el acondicionamiento natural cobre
una gran relevancia.

Considerando los resultados de este estudio, se propone un esquema de propagacion para C.
baillonii 'y C. glabra, el cual incorpora el acondicionamiento natural y el almacenamiento a 15 °C
de temperatura, asi como 1 os tiempos de almacenamiento dentro d e 1 0s cuales | os p ardmetros

germinativos aun son altos. Este esquema se simplifica en la Figura 35.
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Figura 35. Protocolo de propagacion en vivero para Cupania glabra'y Cymbopetalum baillonii.

Como se observa en la Figura 35, las ventajas en cuanto al tiempo de germinacion mas corto,
mayor velocidad, y porcentaje de germinacion alto, encontradas con el tratamiento AN, acortan
los tiempos de obtencion de plantulas y aumentan la cantidad de las mismas, con las ventajas en
cuanto al cr ecimiento que yas e di scutieron. El a Imacenamiento al 5 °C pe rmite que | a
produccion d e nuevas p lantulas s e s ostenga de dos at res meses d espués de la ap licacion d el
acondicionamiento, lo que garantiza la disponibilidad de plantulas desde el final de la temporada
de menor precipitacion y mayor temperatura (mayo), hasta el inicio de la temporada de mayor
precipitacion y di sminucion de | at emperatura ( junio a a gosto; F igura 4 ), ¢ onsiderando 1 os
beneficios d e exponer a 1as plantulas, en 1 as p lantaciones, a condiciones am bientales m enos
estresantes y con m ayor di sponibilidad de r ecursos. E stos pe riodos podr ian a trasarse o
adelantarse, dependiendo de la duracion de los picos en la dispersion, a partir de la dehiscencia de
los fru tos, siendo que el periodo de dehiscenciade C. g/ abra abarca de marzo am ayo, y el
periodo de C. baillonii va de febrero a mayo (Coates-Estrada y Estrada, 1988; Rodriguez et al.,
2000).

Las d os es pecies, C. baillonii y C. gl abra, son us adas c on di ferentes fines en el sitio de
estudio, e ntre 1 os que s ee ncuentral af unciéon ¢ omo & rboles s ombra, dentro de z onas

agropecuarias. E ste a tributo e s pr imario, ya que s e h a c omprobado el pa pel de 10s arboles
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remanentes en la rehabilitacion de ambientes degradados como los encontrados en la zona de Los
Tuxtlas (Guevara et al., 2004b). Lo anterior, ligado al valor de uso otorgado por los habitantes en
la region, potencializa la importancia de ambas especies.

Otro punt o a favor de ambas es pecies es su categorizacion co mo es pecies p ersistentes o
sucesionales t ardias d el a s elva al ta p erennifolia. E ste grupo d e es pecies constituye u na
proporcidon importante dentro de las especies presentes en una selva tropical conservada, por 1o
que son parte importante de su estructura, funcion y diversidad (Martinez-Ramos, 1994). Se ha
encontrado q ue especies d e c ategorias s ucesionales av anzadas, de la s elva a lta p erennifolia,
presentan atributos funcionales adecuados cuando se establecen en ambientes perturbados, como
zonas ag ropecuarias ( Martinez-Garza, 2003), y eso ha propiciado s u us o, j unto c on e species
pioneras, p ara i ntroducirse en ambientes d egradados, y asi acelerar el proceso de sucesion de
estos am bientes ( Martinez-Garza y Howe, 2 010). La alta s upervivencia en contrada en este
estudio, para l as pl dntulas pr ovenientes d e to dos lo s tratamientos en C. glabra y C. bai llonii,
junto a su estatus ecoldgico, ademas de su valor de importancia ecoldgica, econémica y/o social

hacen que el uso de ambas en programas de restauracion del paisaje forestal sea recomendable.
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VII. CONCLUSIONES

e Lassemillas de Cupania glabra y Cymbopetalum baillonii son de tipo recalcitrante, de
acuerdo con su longevidad en al macenamiento, con el alto c ontenido de hum edad, la
pérdida de viabilidad al 12% de CH,, y de sus caracteristicas ecoldgicas, morfologicas y

funcionales.

e Se encontraron diferencias en el peso y contenido de humedad de las semillas en los afios
1989, 2011 y 2012; y en las tasas de hidratacién y deshidratacion de las mismas, asi como
en | os c ontenidos de gl ucosae nlosafios 2011 y 2012. A mbas e species pr esentan

contenidos altos de lipidos.

e Losm ejores pa rdmetros g erminativos s e obt uvierone ns emillas e xpuestasa 1
acondicionamiento natural, por 1o que se sugiere que durante dicho tratamiento ocurren
los av ances m etabolicos del p roceso ge rminativo, que anteceden ala p rotrusion de la
radicula y que se traducen en mejoras en la germinacion. El acondicionamiento hidrico no
mejoro 1 a ge rminacidén con respecto a las s emillas s in a condicionamiento ( Control 1),
aunque ¢ n a lgunos pa rametros ( tiempo de 1 nicio y pr omedio), el a condicionamiento
hidrico tuvo mejor desempefio en comparacion con el Control 1, por lo que es posible que

durante el tratamiento hayan ocurrido las mejoras concernientes al avance germinativo.

e La germinacion en campo fue baja. En C. glabra la germinacion ocurrié después de tres
meses d e permanencia enel suelo, yen C. baillonii no oc urri6. Probablemente I as

condiciones climaticas del afio de estudio influyeron en estos resultados.

e Lam ayor longevidad delas semillas durante s u al macenamiento se encontrd e n las
previamente tratadas con acondicionamiento natural, la que tuvo una duracion de hasta

tres meses. La mejor temperatura de almacenamiento fue 15 °C.

e Se encontraron diferencias en las variables de crecimiento entre invernadero y campo, y

estas d iferencias fueron m as co nspicuas enl os p rimeros m eses d e ¢ recimiento. El
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acondicionamiento na tural m ostré 1 os v alores m as al tos d e cr ecimiento, y en algunos
casos, ela condicionamiento hi drico. Lasp lantulas pr ovenientes de s emillas
acondicionadas en campo tuvieron TRC menores y valores de crecimiento altos, lo que
probablemente s ea de bido a los eventos o curridos e n el m etabolismo de 1 as semillas
mientras p ermanecieron en terradas en ¢ ampo, y durante el ¢ recimiento inicial, 1 o que

signific una mejora en la asignacion de recursos para el crecimiento.

Enterrar al ass emillas p or d oce d ias r epresenta u na t écnica s encilla, eco némica y
accesible, que podria considerarse dentro de los esquemas de manejo de especies para su
propagacion con fines de restauracion ecologica, pues presenta el potencial de optimizar

la produccion de plantulas en campo y las pérdidas por manejo en el vivero.
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IX. APENDICE

Figura 34. Condiciones del clima en la Estacion Biologica de Los Tuxtlas, durante los afios 2010, 2011 y 2012. Se
muestran los valores promedio mensuales de temperatura maxima (lineas continuas) y minima (lineas no continuas),

y valores promedio mensuales de precipitacion (barras).
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Tabla 6. R esultados d e lo s andlisis de varianza, o de la prueba de Kruskal-Wallis, aplicados a | as v ariables d el

crecimiento medidas en plantulas de Cupania glabra y Cymbopetalum baillonii, provenientes de semillas expuestas a

distintos tratamientos, el crecimiento se dio en 3 meses, de julio de 2011 a septiembre de 2011, en el invernadero.

Especie Variable Evaluacion Estadistico
Cupania glabra Altura julll Fi5.89)=12.75, P=10.0001
agoll F(3’ 89) = 132, P=0.0001
Sepll F(3’89):11.41,P:0.0001
DAB julll F.g9= 4.9, P=0.0034
agoll F(gq 88) — 094, P=0.4231
Sepll F(3’89):1.71,P:0.1697
Numero.de
hojas julll H=433844, P=10.2271
agoll H=25.585, P=0.0001
sepll H=30.3109, P =0.0001
Cobertura julll H=51.8031, P=0.0001
agoll H=15.4371,P=0.0014
Sepll F(3’ 87):4.58,P: 0.005
Cymbopetalum baillonii Altura julll H=42.0775, P=0.0001
agoll F(4, 139) — 1356, P=10.0001
sepll F(4q 139) — 1224, P=10.0001
DAB _]11111 F(4’139) = 568, P=0.0003
agoll F(4’139) ZIOOI,PZOOOOI
Sepll F(4’139) = 1186, P=0.0001
Numero de
hojas julll H=17.3346, P = 0.0001
agoll F(4,139):21.05,P:0.0001
sepll H=21.2858, P=0.0001
Cobertura julll H=44.2368, P=0.0001
agoll H=46.1091, P=0.0001
Sepll F(4’139) = 1468, P=0.0001
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Tabla 7. Re sultados d e los andlisis de varianza, o de la prueba de Kruskal-Wallis, aplicados a | as v ariables d el

crecimiento en b iomasa e n invernadero, m edidas e n p lantulas de Cupania gl abra y Cymbopetalum b aillonii,

provenientes de semillas expuestas a distintos tratamientos, las cosechas destructivas se realizaron en junio de 2011

(evaluacion 1) y agosto de 2011 (evaluacion 2).

Especie Variable Evaluacion Estadistico
Cupania glabra Biomasa seca de hojas 1 Fi.16=18.15, P=0.0001
2 F(3! 16) = 163, P=0.2224
Biomasa seca de tallo 1 F.16)=2.66, P=0.0836
2 F(:‘,’ 16) = 259, P=10.0891
Biomasa seca de raiz 1 H=12.5383, P=0.0057
2 Fi.16=3.98, P=0.0270
Biomasa seca de plantula
completa 1 Fi16=11,P=0.0004
2 F(:‘,’ 16) :2.69, P=0.0815
Relaciéon R:V en longitud 1 H=28.71429, P=0.0333
2 H=2.09684, P=0.5525
Relacion R:V en biomasa 1 F.16=189,P=0.1722
2 F(:‘,’ 16) = 094, P=0.4455
Cymbopetalum
baillonii Biomasa seca de hojas 1 F4.20=7.10, P=0.0010
2 F(4, 20) — 098, P=0.4394
Biomasa seca de tallo 1 Fy 20=113,P=0.3727
2 F(4!20) :190,P:01498
Biomasa seca de raiz 1 F4.20=2.42, P=0.0825
2 F(4’20): 693,P:00011
Biomasa seca de plantula
completa 1 F.20=147,P=0.2499
2 F(4!20):2.09,P:0.1195
Relacion R:V en longitud 1 F4.20=627,P=0.0019
2 F(4,20):2.14,P:0.1138
Relacion R:V en biomasa 1 F4.20)=10.45, P=0.0001
2 F(4! 20) = 624, P=0.002
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Tabla 8. Resultados del analisis de varianza, o de la prueba de Kruskal-Wallis, aplicados a los valores de las tasas

relativas de crecimiento (TRC) para las variables mencionadas, entre julio y septiembre de 2011, en invernadero, de

plantas de Cupania glabra y Cymbopetalum baillonii expuestas a distintos tratamientos.

Especie Variable Estadistico

Cupania glabra Altura F389)= 6.6, P <0.05
DAB F(3’89) = 132, P>0.05
Cobertura H=36.4235, P <0.05

Cymbopetalum baillonii Altura
DAB

Cobertura

F(3,122): 1925, P<0.05
H=4.4016, P> 0.05

F(gqlzz): 557, P<0.05
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Tabla 9. Resultados d e lo s andlisis de varianza, o de la prueba de Kruskal-Wallis, aplicados al as v ariables d el

crecimiento medidas en plantas de Cupania glabra y Cymbopetalum baillonii, provenientes de semillas expuestas a

distintos tratamientos, el crecimiento se dio en 12 meses, de octubre de 2011 a octubre de 2012, en el campo.

Especie Variable Evaluacion Estadistico
Cupania glabra Altura oct-11 Fagy=7.52, P=0.0002
ene-12 F(:‘,’gl) = 668, P=0.0004
abr-12 F(:‘,,gl) = 746, P=0.0002
oct-12 F(3!gl) = 495, P=10.0033
DAB oct-11 F(3!gl) = 159, P=0.1983
ene-12 F(:‘,’gl) = 09, P =0.4449
abr-12 F(:‘,,gl) = 19, P=0.1366
oct-12 F(3!gl) = 156, P=0.2049
Num. hojas oct-11 H=6.0138, P=0.1109
ene-12 H=0.8882, P=0.8282
abr-12 F(:‘,,gl) = 05, P=0.6838
oct-12 F(3!gl) = 248, P=0.0667
Cobertura oct-11 Fagy=2.6, P=0.0579
ene-12 F (3.81) = 28, P=0.0452
abr-12 F 3.81) = 292, P=0.0390
oct-12 F (3.81) — 382, P=0.0129
Cymbopetalum baillonii  Altura oct-11 F110=28.76, P =0.0000
ene-12 F 4.110) = 327, P=0.0142
abr-12 F(4,11()): 199, P=0.1015
oct-12 F(4!11()) = 071, P=10.5861
DAB oct-11 F(4’110) = 557, P =0.0004
ene-12 F(4q110) = 757, P=0.0001
abr-12 F(4q110): 553, P=0.0004
oct-12 F 4,110)— 416, P=10.0036
Num. hojas oct-11 H=39.104, P=0.0001
ene-12 F(4’110):3.42,P:0.0112
abr-12 F(4,11()): 1.1 1, P=0.3565
oct-12 F 4,110) = 062, P=10.6467
Cobertura oct-11 H=22.3628, P=0.0001
ene-12 H=18.6695, P=0.0001
abr-12 H=11.0914, P =0.0255
oct-12 F(4,11()) = 061, P=0.6563
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Tabla 10. Resultados del anélisis de varianza o de la prueba de Kruskal-Wallis, aplicado a 1 os valores de las tasas

relativas de crecimiento (TRC) para las variables mencionadas, en el intervalo de tiempo entre octubre de 2011 y

octubre de 2012, enel cam po, de p lantas de Cupania gl abra y Cymbopetalum bai llonii expuestas a d istintos

tratamientos.
Especie Variable Evaluacion Estadistico
Cupania glabra Altura octl1-abrl2 F51y=0.34, P=0.05
abrl2-octl12 F(3’81) = 043, P=0.05
octll-octl2 F(gqg]): 018,P:OOS
DAB octl1-abrl2 F(gqg]) = 284, P=0.05
abrl2-octl12 F(3’81) = 015, P=0.05
octll-octl2 H=6.71,P=10.05
Cobertura octl1-abrl2 Fi38y=1.04, P=0.05
abrl2-octl12 F(3’g1) = 095, P=0.05
octll-octl2 F(3,81):2.17,P:0.05
Cymbopetalum baillonii Altura octl1-abrl2 F110) =3.84, P=10.05
abrl2-octl12 F(4,11()) = 096, P=0.05
octl1l-octl2 H=16.5932, P=0.05
DAB octl1-abrl2 H=2.3364, P=0.05
abrl2-oct12 H=13.2669, P=0.05
octl1l-octl2 F(4’110) = 052, P=0.05
Cobertura octl1-abrl2 F41100=0.04, P=0.05

abrl2-oct12
octll-octl2

F(4,11()) = 096, P=0.05
F(4’110) = 094, P=0.05
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Tabla 12. Resultados del ANOVA de tres vias para evaluar el efecto del factor A (tratamiento en semilla), B (sitio de

almacenamiento), y C ( tiempo d e al macenamiento) en 1| os p ardmetros g erminativos d e Cupania gl abra 'y

Cymbopetalum baillonii.

Especie Parametro Factor F gl Interaccion ~ F gl
germinativo
Cupania glabra % germinacion A 36.91, P=0.0001 2,107 AxB 3.01, P=0.0555 2
B 41.31, P=0.0001 1 AxC 8.01, P=0.0001 10
C 193.61, P =0.0001 5 BxC 237.99, P=0.0001 5
AxBxC 11.12 P=0.0001 10
Tasa germinativa A 27.86, P=0.0001 2 AxB 9.35, P=0.0002 2
B 40.53, P=10.0001 1 AxC 15.39, P=0.0001 10
C 80.9, P=0.0001 5 BxC 108.89, P =0.0001 5
AxBxC 11.54, P=0.0001 10
Tiempo
promedio A 365.02, P =0.0001 2 AxB 176.48, P =0.0001 2
B 2608.83, P=10.0001 1 AxC 128.16, P =0.0001 10
C 2049.7, P =0.0001 5 BxC 3094.89, P =0.0001 5
AxBxC 135.93, P =0.0001 10
Tiempo inicio A 111.02, P =0.0001 2 AxB 35.65, P=0.0001 2
B 348.77, P =0.0001 1 AxC 21.05, P=10.0001 10
C 171.94, P =0.0001 5 BxC 275.98, P=0.0001 5
AxBxC 24.76, P =0.0001 10
Cymbopetalum
baillonii % germinacion A 438.99, P =0.0001 2,107 AxB 26.83, P=0.0001 2
B 6.94, P=0.0103 1 AxC 10.88, P =0.0001 10
C 68.66, P =0.0001 5 BxC 155.75, P =0.0001 5
AxBxC 5.61, P=0.0001 10
Tasa germinativa A 105.9, P=0.0001 2 AxB 2.61, P=0.0806 2
B 0.19, P=0.6639 1 AxC 5.66 P=10.0001 10
C 15.01, P=0.0001 5 BxC 32.24, P=0.0001 5
AxBxC 2.1, P=0.0349 10
Tiempo
promedio A 206.2, P=0.0001 2 AxB 350.61, P=0.0001 2
B 0,P=0.9811 1 AxC 72.38, P=0.0001 10
C 239.73, P =0.0000 5 BxC 541.58, P=0.0001 5
AxBxC 95.85, P=0.0001 10
Tiempo inicio A 9.6, P =0.0002 2 AxB 65.25, P=0.0001 2
B 0.47, P=0.4968 1 AxC 22.1, P=0.0001 10
C 43.34, P=0.0001 5 BxC 77.46, P=0.0001 5
AxBxC 35.17, P=0.0001 10
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Tabla 13. P arametros g erminativos p ara Cupania gl abra (media + error e standar). Medias entre t iempos d e al macenamiento
dentro de cada tipo de acondicionamiento que no ¢ omparten letras iguales son significativamente diferentes (Tukey y Kruskal-
Wallis, P <0.05). S.G., sin germinacion. Tratamientos: C 1, semillas que se pusieron a g erminar inmediatamente después de la
recolecta; C4, semillas que se pusieron a g erminar inmediatamente después de ser tratadas con acondicionamiento hidrico; C5,
semillas que se pusieron a g erminar i nmediatamente d espués d e s er tratadas con aco ndicionamiento natural; S A, semillas sin
acondicionamiento; AH-CHD,.,, acondicionamiento seguido de deshidratacion al 20%, considerando el contenido de humedad
de las semillas hidratadas a saturaciéon como el 100% de contenido de humedad; AN-Selva, acondicionamiento natural en la selva

alta perennifolia.

Tipo de Sitio de Tiempo de Germinacion Tasa maxima (% Tiempo promedio de Tiempo de
acondicionamiento  almacenamiento  almacenamiento (%) germ/dia) germinacion (dias) inicio (dias)
Cl 86.6 (£3.3) a 3.652 (0.154) b 20.0 (£0.4) a 3.8 (£3.1)

SA Ambiente 15 dias 15.5(*2.9)d 2.231 (£0.275) ¢ 13.5(x1.5)b 6.1 (£1.4)
30 dias S.G.
45 dias S.G
60 dias S.G.
90 dias S.G.
Céamara 15 dias 75.5 (x11.2)a,b 5.209 (+0.471)a,b  14.4 (x1.7)a,b 4 (+0.8)
30 dias 53.3 (#3.3) b,c 4.283 (£0.165)ab  13.5(+0.9)b 4.2 (£0.4)
45 dias 41.1 (#4) c,d 4.661 (£1.349)ab  17.6 (+0.6) a,b 9.1 (£2.6)
60 dias S.G.
90 dias S.G
C4 64.4 (£8) a 2.608 (+£0.056) 229 (£1.5) ¢ 5.7 (£0.8) ¢
AH-CH;Dys Ambiente 15 dias 344 (£6.1)ab,c  2.011 (+0.57) 42.3 (£0.5)a 24 (£5.4)a
30 dias S.G.
45 dias S.G.
60 dias S.G.
90 dias S.G.
Céamara 15 dias 41.1 (£7.7) a,b 1.861 (+£0.286) 26.9 (£2.3) b,c 9.4 (£2.5)b,c
30 dias 11.1 (+4.8) c.d 2.783 (£1.072) 233 (£0.4) ¢ 16.3 (£2.6) a,b
31.1 (£2.9)
45 dias b,c,d 1.476 (£0.363) 33 (+2)ab 18.5(£3.9)a,b
60 dias 8.8(x2.2)d 2.83 (+0.039) 41.6 (£0.5) a 38.5(x0.4)a
90 dias S.G.
C5 90 (+5.7) a 8.224 (£0.25) a 10.3 (£0.6) b 2.1 (*0.1)¢
AN-Selva Ambiente 15 dias 83.3 (£5)ab 4.575 (£0.302) ¢ 21.3 (+0.05) a 7 (£0.6) a,b
30 dias S.G.
45 dias 4.4 (£2.2)
60 dias S.G.
90 dias S.G.
Camara 15 dias 77.7 (£10.9)ab  6.165(+0.456) b 122 ()b 3(+0.2) ¢
30 dias 57.7 (£8.6) a,b 3.021 (+0.322)d 20.5 (x1.7)a 6.1 (x1.1)b
45 dias 54.4 (£2.9) b,c 3.104 (+0.335)c,d  23.3(£0.5)a 9.2 (#l.1)ab
60 dias 16.6 (£3.3) ¢ 1.337 (£0.077) d 249 (£3.8) a 11.6 (£1.5) a
90 dias S.G.
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Tabla 14. Parametros g erminativos p ara Cymbopetalum ba illonii (media + e rror e standar). Medias entre t iempos de

almacenamiento d entro de cad a tipo de aco ndicionamiento q ue no co mparten | etras i guales s on s ignificativamente d iferentes
(Tukey y K ruskal-Wallis, P <0. 05). S .G., s in g erminacion. T ratamientos: C 1, s emillas que s ep usieronag erminar
inmediatamente d espués de la recolecta; C4, semillas que se pusieron a g erminar i nmediatamente d espués d e ser tratadas con
acondicionamiento h idrico; C 5,s emillasq ues ep usierona g erminari nmediatamente d espuésd es ert ratadasco n
acondicionamiento natural; SA, semillas sin acondicionamiento; AH-CHyD5gs,, acondicionamiento seguido de deshidratacion al
20%, ¢ onsiderando el co ntenido d e humedad b ase s eca de 1 as s emillas r ecién recolectadas c omo e1100% de c ontenido de

humedad; AN-Selva, acondicionamiento natural en la selva alta perennifolia.

Tipo de Sitio de Tiempo de Germinacion Tasa maxima (% Tiempo promedio de Tiempo de inicio
acondicionamiento  almacenamiento  almacenamiento (%) germ/dia) germinacion (dias) (dias)
Cl 95.5(x1.1)ab 3.702 (+0.33) b,c,d 29.4 (1) a 8.2 (+0.3) b,c,d
SA Ambiente 15 dias 97.7 (£2.2) a 5.653 (+0.753) a 16.2 (£0.9)d 2.7 (£0.1) e

30 dias 78.8 (x1.1)c,d 3.09 (+0.206) c,d 23.6 (£1.5) b,c 5.5(0.2)c,d
45 dias 722 (x1.1)de 3.169 (+0.213) c,d 25.2(£0.2) a,b,c 8 (+0.7) b,c,d
60 dias 54.4 (+5.8) e,f 2.288 (+0.272) d 259 (£1.5)a,b,c 7.6 (£0.6) b,c,d
90 dias 47.7 (£2.9) T 3.015(+0.335)d 26.6 (£1) a,b 11.5(1.7)a,b
Céamara 15 dias 92.2 (+1.1) a,b,c 4.832 (+0.298) a,b,c 20.9 (1) 5.9 (£0.8) c,d
30 dias 93.3 (£1.92) a,b,c 4.012 (£0.126) a,b,c,d 23.6 (£0.3) b,c 5.6 (£0.8) d
45 dias 84.4 (+2.2) b,c,d 5.032 (+0.217) a,b 23.1 (1) b,c 9.7 (£0.6) a,b,c
60 dias 87.7 (+4) b,c.d 2.765 (£0.21) d 26.9 (£1.1)a,b 5(+0.5)d
90 dias 37.7 (+4.8) T 2.874 (£0.412)d 28 (+0.3) a,b 16.8 (£2.8) a
C4 57.7 (+6.1) a 4.686 (+0.473) 22.8 (£0.4) b,c 13 (0.6) a,b
AH-CHpsD24 Ambiente 15 dias 15.5(*2.2) b,c,d 2.147 (£0.384) 29.4 (1.8) a,b,c 21.1 (#3.1)a,b
30 dias 8.8 (xl.1)d 2.007 (£0.713) 34.1 (£5) a,b 259 (£8.3)a,b
45 dias 1.1 (x1.1)
60 dias S.G.
90 dias S.G.
Camara 15 dias 33.3 (£10.1) a,b,c 2.001 (£0.194) 24.1 (#3.1) b,c 10.1 (£1.5)b
30 dias 38.8 (+4.8) a,b 3.915 (+1.148) 20 (x1.5)¢ 103 (£1.4)b
45 dias 26.6 (£5) b,c,d 1.854 (£0.251) 27.3 (£2.5) a,b,c 13.6 (+4.9) a,b
60 dias 32.2(£2.2)ab,c 2.936 (+0.501) 26.9 (£1.3)a,b,c 17.1 (£1.3)a,b
90 dias 14.4 (£2.9) c,d 1.856 (+0.522) 427 (#7.1)a 33.5(7.7)a
C5 91.1 (+4.4)a 5.606 (£1.099) 17.7 (£5.8) 4.5 (+1.8) b,c
AN-Selva Ambiente 15 dias 944 (£l.1)a 5.106 (+0.327) 17.4 (£0.22) 3.6 (£0.2) ¢
30 dias 50 (+8.3)b 5.366 (+0.795) 18.2 (+£0.6) 10.5 (£1.5) a,b
45 dias 73.3 (£1.9)a,b 4.727(+0.803) 19 (+0.4) 6.9 (£1.3) b,c
60 dias 65.5(£7.2) a,b 4.256 (£0.323) 15.8 (£0.4) 4.8 (+0.6) b,c
90 dias 7.7(*2.2) ¢ 4.264 (£0.512) 24.2 (£1.8) 21.9 (£1.8)a
Céamara 15 dias 93.3(£3.84)a 7.038 (+0.417) 13.5 (+£0.6) 3.1(0.1)¢
30 dias 94.4 (+4) a 5.816 (+0.313) 15.7 (£1.6) 3(x0.1)¢c
45 dias 85.5 (+4.8)a,b 5.538 (+1.236) 18.6 (£3.9) 6.7 (£2.1) b,c
60 dias 91.1 (+4.8) a 4.861 (£0.381) 19.5 (£0.3) 4.8 (+0.4) b,c
90 dias 74.4 (£8.8) a,b 5.085 (+0.516) 17.7 (£0.3) 6.2 (£1.4)b,c
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