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RESUMEN

El almacenamiento de semillas se plantea como una alternativa
de conservacién ex situ de especies amenazadas o cuyo hdbitat se
encuentra en peligro de desaparecer. El1 trabajo se centra en el
estudio de las semillas de siete especies tropicales (Diospyros
digyna, Cupania dentata, Cymbopetallum baillonii, Poulsenia armata,
Chamaedorea tepeijilote, Rhhedia edulis y Stemmadenia donnel-
smithii) que presentan caracteristicas tales como alto contenido de
humedad e intolerancia a la desecacidén que pueden dificultar su
almacenamiento. A fin de contribuir al conocimiento de los eventos
relacionados con este problema, se analiza el efecto de la
deshidratacidén de las semillas sobre su respuesta fisiolégica, asi
como el papel de algunas soluciones de metabolitos compatibles
(prolina, glicina-betaina, sacarosa, Ca++ y ABA), los cuales se
presume Jjuegan un papel importante en el mantenimiento de la
estructura de membranas, mismas que son consideradas como los
sitios primarios de dafos por desecacidén. Al mismo tiempo, se
analiza la respuesta germinativa de las semillas en su hdbitat de
origen y en sitios en los gque ha desaparecido la cubierta vegetal.

Las semillas colectadas en la selva se sometieron en
laboratorio a los tratamientos con las soluciones de metabolitos
compatibles, posteriormente se deshidrataron a diferentes niveles
y se mantuvieron en cdmaras de germinacién. Se mididé la tasa de
respiracion de las semillas antres y después de la imbibicidén y se
analizé la salida de solutos (medida como conductividad del agua de
inmersién), la cual es considerada en principio por varios autores
como un indice de deterioro a nivel de membranas.

Se encontrd que las siete especies estudiadas mostraron un
retardo en la germinacién provocado por la deshidratacién; cinco de
las cuales muestran una reduccién de su viabilidad. Al mismo tiempo
se observa una disminucidén en la tasa de respiracién antes de 1la
imbibicién de las semillas, pero después de la imbibicién se
reactiva el metabolismo respiratorio. No todos los metabolitos
compatibles producen el efecto esperado, es decir, conservar la
estructura celular en semillas desecadas. Por otra parte, la

conductividad no puede considerarse como un indice seguro de daiios



a nivel de membranas conforme las semillas pierden agua. Por otra
parte se encontrd que la capacidad germinativa de seis de las siete
especies se pierde casi por completo fuera del dosel.

Los resultados indican, que las semillas de cuatro de las
especies estudiadas presentarfan serias dificultades si se
intentara almacenarlas bajo las condiciones convencionales, debido
a la reduccién de su viabilidad provocada por la deshidratacién.
Las especies restantes tienen una mayor esperanza, pero seria
necesario continuar las investigaciones en este campo antes de
proceder a realizar ensayos de almacenamiento, ya que de otra
forma, sélo quedarfia la alternativa de experimentar por ensayo y
error.
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SUMMARY

Seed storage is outlined as an alternative to ex sgitu
preservation of risk extinction species or whose habitat is in
danger. The work is focused in the study of seven tropical species
(Diospyros digyna, Cupania dentata, Cymbopetallum baillonii,
Poulsenia armata, Chamaedorea tepedjilote, Rheedia edulis vy
Stemmadenia donnell-smithii) with characteristics as high water
content and desiccation intolerance which could make difficult
their storage. In order to increase to the understanding of the
events related to this problem, the effect of the seed dehydration
on their physiological response is analyzed, as well as the role of
some compatible solute solutions (proline, glycine-betaine,
sucrose, Ca++ y ABA), known to have an effect on cellular membrane
protection, wich is considered a primary site of desiccation
damage. The germinative response of the seeds in their natural
habitat and in sites where the canopy has been removed is analyzed

too.

Seeds collected in the field were tested in the laboratory
after treatments whit compatible metabolite solutions, then they
were dehydrated to get different humidity 1levels and were
maintained in germination chambers. The respiratory rate was
measured before and after imbibition and the leaked solutes were
analyzed (measured as immersion media conductivity), which is
considered as a membrane damage index by some authors.

It was founded that the seven studied species showed a
germination delay caused by dehydration. Five of the seven species
showed a viability reduction. At the same time, a decreased
respiration rate was observed before imbibition but, after this the
respiratory metabolism was reactivated. Not all the compatible
metabolites showed the predicted behavior, that is, to preserve the
cellular structure of desiccated seeds. The conductivity can not be
considered as a reliable membrane damage index when the seeds are
desiccated. It was founded that the germination capacity of six of
the seven species was lost almost completely.

The results indicate that four of the seven studied seed
species could show difficulties if their storage were intended



under the conventional storage conditions, because of the viability
reduction after dehydration. The other three species have a greater
possibility to be stored, but it is necessary to continue the
research in this field before assay their storage.

A
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RESUMEN

El almacenamiento de semillas se plantea como una alternativa
de conservacién ex situ de especies amenazadas o cuyo hdbitat se
encuentra en peligro de desaparecer. El trabajo se centra en el
estudio de las semillas de siete especies (Diospyros di a,
Cupania dentata, Cymbopetallum baillonii, Poulsenia armata,
Chamaedorea tepejilote, Rhhedia edulis y Stemmadenia donnel-
smithii) que presentan caracteristicas tales como alto contenido de
humedad e intolerancia a la desecacién que pueden dificultar su
almacenamiento. A fin de contribuir al conocimiento de los eventos
relacionados con este problema, se analiza el efecto de la
deshidratacioén de las semillas sobre su respuesta fisioldgica, asi
como el papel de algunas soluciones de metabolitos compatibles
(prolina, glicina-betaina, sacarosa, Ca++ y ABA), los cuales se
presume juegan un papel importante en el mantenimiento de la
estructura de membranas, mismas gque son consideradas comoc los
sitios primarios de dafios por desecacién. Al mismo tiempo, se
analiza la respuesta germinativa de las semillas en su hébitat de
origen y en sitios en los que ha desaparecido la cubierta vegetal.

Las semillas colectadas en la selva se sometieron en
laboratorio a los tratamientos con las soluciones de metabolitos
compatibles, posteriormente se deshidrataron a diferentes niveles
y se mantuvieron en cédmaras de germinacién. Se midié la tasa de
respiracién de las semillas antres y después de la imbibicidn y se
analizé la salida de solutos (medida como conductiwvidad del agua de
inmersidén), la cual es considerada en principio por varios autores
como un indice de deterioro a nivel de membranas.

Se encontrd que las siete especies estudiadas mostraron un
retardo en la germinacién provocado pdr la deshidratacién; cinco de
las cuales muestran una reduccién de su viabilidad. Al mismo tiempo
se observa una disminucién en la tasa de respiracidén antes de la
imbibicién de las semillas, pero después de la imbibicién se
reactiva el metabolismo respiratorio. No todos los metabolitos
compatibles producen el efecto esperado, es decir, conservar la
estructura celular  en semillas desecadas. Por otra parte, 1la
conductividad no puede considerarse como un indice seguro de dahos
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a nivel de membranas conforme las semillas pierden agua. Por otra
parte se encontré que la capacidad germinativa de seis de las siete
especies se pierde casi por completo fuera del dosel.

Los resultados indican, gue las semillas de cuatro de las
especies estudiadas presentarfan serias dificultades si se
intentara almacenarlas bajo las condiciones convencionales, debido
a la reduccién de su viabilidad provocada por la deshidratacién.
Las especies restantes tienen una mayor esperanza, pero seria
necesario continuar las investigaciones en este campo antes de
proceder a realizar ensayos de almacenamiento, ya gque de otra
forma, Sélo quedaria la alternativa de experimentar por ensayo y
error.



CAP L.O
JINTRODUCCION

En la actualidad cada vez es mayor el numero de especies
vegetales que se encuentran en peligro de extincién debido al
creciente deterioro del ambiente, particularmente en las
comunidades vegetales localizadas en la regién intertropical, en
donde existe la mayor riqueza de especies. Por lo que ante el
evidente peligro de reduccidén de la diversidad genética de valor
actual o potencial, es necesario enfocar la investigacién hacia los
aspectos de conservacién de la riqueza de especies.

Existen diversas alternativas de conservacién de germoplasma
vegetal tanto en las comunidades naturales de las que las plantas
forman parte integral (in situ) como fuera de ellas (ex situ).
Entre estas ultimas estdn los bancos o almacenes de semillas que
preserven la riqueza de especies y poblaciones manteniendo su
germoplasma latente por tiempo indefinido, lo cual permitiria
planear con mds tiempo las estrategias mds adecuadas para renovar
Yy reponer las poblaciones de plantas en peligro (Vazquez-Yanhez,
1987).

Las semillas como elementos de conservacioén; son faciles de
recolectar, transportar, almacenar, distribuir y germinar; por lo
que desde que comenzd a ser evidente la necesidad de conservar
especies amenazadas, se penséd en la posibilidad de almacenar
semillas como una forma de preservar el germoplasma vegetal en
peligro de extincién (Vdzquez-Yanes, 1987). El almacenamiento de
semillas tanto de especies silvestres como cultivadas en
condiciones de baja humedad y temperatura, gque prolonguen su
viabilidad al limite de sus potencialidades, es una alternativa de
conservacién aplicable a un numero considerable de especies cuyas
semillas son tolerantes a la deshidratacién y a la congelacidn
(ortodoxas) caracteristicas de muchas zonas de vegetacidn templada
y tropical seca. Desafortunadamente esta forma de conservacién no
puede ser aplicada a todas las especies ya gque por un lado, cierto
tipo de plantas no producen semillas, y por otro, algunas producen
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semillas dificiles de almacenar (recalcitrantes). )

Roberts (1973c), clasificé a las semillas de diferentes
especies en dos tipos con base en su tolerancia a condiciones
convencionales de almacenamiento, en dos tipos de comportamiento
diferente: ortodoxas y recalcitrantes. Las semillas ortodoxas son
fdciles de almacenar por largos periodos en una condicidén seca y
baja temperatura en recipientes herméticamente sellados, mientras
que por el contrario, las semillas recalcitrantes presentan una
serie de problemas que las conducen, en la mayoria de los casos, a
la pérdida total de viabilidad en corto tiempo cuando se intenta
almacenarlas bajo estas condiciones de baja humedad y temperatura.

De lo anterior se deduce que existen grandes posibilidades de
éxito cuando se intenta almacenar semillas de especies ortodoxas
por métodos convencionales con la finalidad de conservar su
germoplasma; sin embargo, en el caso de las semillas de especies
recalcitrantes las perspectivas son bastante desalentadoras para
muchas especies (Roberts y King, 1980; Vazques-Yanes y Toledo,
1987).

Este Ultimo tipo de semillas merece una atencién especial ya
que a éste pertenecen la mayor parte de las especies primarias de
los bosques tropicales (Roberts, 1973c); sin embargo, han recibido
poca atencidén por parte de los investigadores debldo a los serios
problemas que tienen para su manejo, su estudio y por supuesto su
almacenamiento.

Debido a que hasta el presente se desconocen las bases
fisioldgicas y bioquimicas que permitirian adquirir tolerancia al
almacenamiento en semillas recalcitrantes, se pensé y se realizé el
presente trabajo con la finalidad de contribuir al conocimiento
sobre ecologia y fisiologia de sSemillas de siete especies de
vegetacién madura de la selva alta perennifolia de Los Tuxtlas,
Veracruz; y con base en ello proponer experimentos técnicos con
bases firmes para el almacenamiento de estas especies con fines de
conservacién de su germoplasma.



CAPITULO 2
g O & CTE S ECOLOGICA
a) CLASIFICACION DE SEMILIAS

A través del tiempo, diversos investigadores han apreciado las
diferencias en la tolerancia al almacenamiento (longevidad
potencial) gue presentan las semillas de diferentes tipos de
plantas, entre los que pueden citarse los siguientes:

Ewart (1908, citado por Harrington, 1972) fue el primero que
realizd una recopilacién de trabajos acerca de la longevidad de -las
semillas, y con base en ella las dividid en 3 grupos: 1) semillas
macrobidticas (de larga longevidad); 2) semillas mesobidticas (de
longevidad media); y 3) semillas microbidéticas (de corta
longevidad).

Harrington (1972) resumié la informacidén publicada hasta los
inicios de los 70‘s sobre longevidad de semillas mantenidas en
diversas condiciones de almacenamiento, y propuso gue las semillas
podian separarse en dos grupos. En uno de ellos ubico a las
semillas que pierden la viabilidad en corto tiempo (generalmente
menos de 1 afno), y en el otro a las semillas que pueden permanecer
viables 10 afios o més. .

Como ya menciond, Roberts (1973c) clasificd a las especies de
semillas basdndose en su tolerancia a las condiciones de
almacenamiento en dos tipos de comportamiento: ortodoxas y
recalcitrantes, los cuales coinciden con la clasificacién de
Harrington.

SEMILLAS ORTODOXAS

Las semillas ortodoxas son aquellas gque pueden almacenarse
facilmente por varios afos (y en algunos casos indefinidamente) a
baja temperatura (entre 5°C y 18°C o menos) y con un contenido de
humedad residual de 5 a 7% sin mostrar wuna disminucidén
significativa de su viabilidad; son por lo general semillas
pequefias (de 0.001 a 0.1 g), gque se liberan de 1la planta
progenitora con un contenido de humedad menor del 20% (sobre el
peso humedo), el cual puede disminuirse a menos del 5%,



incrementando con ello su capacidad .de aimacenamiento por largos
periodos de tiempo; de hecho, Ellis y Roberts, (1980a; 1980b) y
Ellis, et al., (1990b) encontraron una ecuacién gue denominaron
ecuacidén universal de la viabilidad la cual puede aplicarse a
cualquier especie con semillas ortodoxas, y predice que 1la
longevidad potencial de estas semillas puede aumentar en una forma
especifica para cada especie, disminuyendo la temperatura y el
contenido de humedad de las semillas en almacenamiento. Las
semillas ortodoxas tienen latencia natural prolongada, es decir,
presentan una mayor longevidad potencial y, por lo tanto, menos
dificultades para su almacenamiento que las recalcitrantes debido
a gque al momento de la diseminacién el embridn se encuentra
profundamente deshidratado y en un estado de completa inhibicién
del metabolismo (con una tasa respiratoria minima o nula) y un
estado de interrupcién temporal del crecimiento (Bewley y Black,
1978; Bewley, 197%9; Berijak et al., 1990).

SEMILLAS RECALCITRANTES )

Las semillas recalcitrantes, al contrario de las ortodoxas, no
resisten el almacenamiento bajo las mismas condiciones de baja
temperatura y bajo contenido de humedad, pierden su viabilidad en
corto tiempo; son por lo general semillas grandes, de 0.1 a 10 g o
mis, gue se liberan de la planta progenitora con un alto contenido
de humedad, el cual llega a representar aproximadamente 50% o mds
del pesoc humedo. Este contenido de humedad dificilmente puede
disminuirse a menos del 20% sin gue las senillas se dahen
irreversiblemente por desecacidén; pero si se intenta almacenarlas
en una condicidén hiumeda se presentan problemas asociados con el
alto contenido de humedad, como son, germinacién en almacenamiento,
desarrollo de hongos y bacterias, y formacién de cristales de hielo
que deterioran las estructutras celulares cuando se intenta
almacenarlas a bajas temperaturas (Roberts, 1973c). En otras
palabras, este tipo de semillas no estdn ni estructural ni
fisiolégicamente condicionadas para resistir la desecacidén y el
frio, por lo gue no se pueden almacenar con éxito bajo estas
condiciones. A diferencia de las semillas ortodoxas, estas
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mantienen un cierto grado de actividad metabdélica que se traduce en
una alta tasa respiratoria; la latencia en este tipo de semillas es
de naturaleza efimera y poco profunda y en muchos casos no se
presenta (Roberts y King, 1980), muestran una menor Jlongevidad
potencial, debido a gque tienden a germinar rapidamente después de
ser liberadas sin pasar por un periodo de espera en condiciones
desfavorables, perdiendo su viabilidad si no logran germinar.

Es necesario hacer notar que existen muchas semillas que no
son totalmente ortodoxas o totalmente recalcitrantes sino que se
encuentran en una condicién intermedia, es decir que existe un
gradiente desde la condicién ortodoxa a la condicidn recalcitrante.
Por ejemplo, Ellis et al., (1990a) afirman que las semillas de café
(Coffea arabica L.) no satisfacen las definiciones tipicas de
conducta en almacenamiento de ortodoxas o recalcitrantes. En un
trabajo reciente se propone que lo mismo ocurre en Carica papaya
(Ellis et al., 1991).

Bonner y Vozzo (i990) proponen dgue las semillas pueden
agruparse en cuatro clases de acuerdo con sus caracteristicas de
almacenamiento: 1) ortodoxas verdaderas, las cuales pueden
almacenarse por largos periodos a contenidos de humedad de 5 a 10%
Yy temperaturas de subcongelacién; 2) sub-ortodoxas, son semillas
que pueden almacenarse bajo las mismas condiciones, pero por
periodos mds cortos debido al alto contenido de lipidos o a la
presencia de testas delgadas; 3) recalcitrantes templadas, las
cuales no pueden deshidratarse, pero pueden almacenarse durante 3
a 5 afos a temperaturas cercanas al punto de congelacidén; y 4)
recalcitrantes tropicales, las cuales tampoco pueden deshidratarse
y mueren a temperaturas por debajo de 10 o 15°C.



b) CARACTERISTICAS ECOLOGICAS

Los organismos vivos, incluyendo las semillas, no se
encuentran aislados en una campana de cristal, si no que forman
parte de ecosistemas naturales, en los gue interactidan con otros
organismos, ya sea de su misma especie o de especies diferentes
tanto de plantas como de animales, y con el ambiente fisico que los
rodea. De tal forma, existe una compleja Yy dindamica red de
interacciones entre un organismo particular y el ambiente (bidtico
y abidético) que lo rodea. Muchos factores gue componen el ambiente,
afectan positiva o negativamente la permanencia de una especie (en
espacio y/o tiempo) en un sitio particular, es decir su longevidad
ecoldgica.

La longevidad ecoldégica de las semillas se refiere al periodo
de tiempo gue estas pueden permanecer viables latentes en el suelo
bajo condiciones naturales, lo cual determina las posibilidades de
sobrevivencia de las especies en diferentes ambientes; este periodo
varia entre especies dependiendo de varios factores gque se
relacionan entre si. En otras palabras, la longevidad ecoldgica
depende tanto de las caracteristicas de las semillas como de los
factores biéticos y abiéticos del hdbitat en el que las semillas
son diseminadas.

Las diferencias en longevidad ecoldgica (asi como de 1la
potencial) entre semillas ortodoxas y recalcitrantes determinan en
parte las diferencias en su capacidad para sobrevivir en
condiciones de almacenamiento.

Las semillas ortodoxas presentan una mayor longevidad
ecolégica que las recalcitrantes; son producidas por especies
anuales, herbdceas, arvenses y algunas lefiosas gque se desarrollan
en habitats discontinuos e inestables con climas marcadamente
estacionales, caracterizados por periodos mds o menos largos de
sequia o frio (Vdzquez-Yanes, 1987). De acuerdo con Tompsett
(1985), las semillas pequehas producidas por especies dque se
desarrollan en hdbitats mds secos resisten mejor el dano por
desecacisén; esta asociacidn sugiere que la evolucidén en un clima
relativamente seco puede haber favorecido adaptaciones en la
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fisiologfa de tales seiillas, ya que aparentemente existen
‘asociaciones entre hdbitats mds secos y mayor resistencia de las
semillas al estrés hidrico por un lado, y mayor longevidad por otro
(Tompsett, 1985). Para estas especies es importante la persistencia
en su ambiente natural por largos periodos de tiempo en estado
latente después de la diseminacién, lo cual constituye un factor de
supervivencia, resistiendo la estacidén desfavorable hasta gque
llegue la estacién del ano adecuada para la germinacidn vy
crecimiento de las pléantulas, formando bancos de semillas de alguna
duracién (Garwood, Alvarez-Buylla y Mdrtinez-Ramos, 1990). Este
tipo de especies producen una gran cantidad de semillas pequehas
con bajo contenido de humedad, lo cual incrementa su potencial de
dispersién a grandes distancias por medios abiéticos (agua,
viento, etc.) (Foster, 1986); aungque también son dispersadas por
medios bidticos (principalmente aves y algunos mamiferos)(Coates-
Estrada y Estrada, 1988 #). No ignoramos gue existe una biologia
compleja involucrada con los sindromes de dispersién, pero este
tema no entra en los objetivos del presente trabajo. Las semillas
de este tipo por lo general presentan una derminacién de tipo
epigea (Ng, 1978).

Las semillas recalcitrantes, por el contrario, presentan una
menor longevidad ecoldgica que las ortodoxas; son producidas por
especies perennes, lenosas que se desarrollan en comunidades
maduras, localizadas en regiones con climas cdlido~humedo en los
gue no existe una estacionalidad relativamente marcada, por lo gue
las semillas no tienen gque enfrentar condiciones desfavorables
(Vazgues—Yanes, 1987). Esta situacidén probablemente haya influido
para gque las semillas no presenten latencia prolongada como
estrategia evolutiva (Moreno—Casésola, 1983) y germinen pronto
después de ser liberadas, lo cual a su vez determine su menor
resistencia al almacenamiento. Este tipo de especies producen una
menor cantidad de semillas grandes de rdpida germinacién, formando
un banco de semillas efimero (Guevara, 1983; Guevara y Gémez-Pompa,
1983; Vdzgques—Yanes, 1983; Vdzquez-Yanes y Guevara, 1985). Las
semillas grandes por lo general son ricas en reservas, lo cual

7



favorece el establecimiento inicial de plantulas
(independientemente de los recursos externos) (Angevine y Chabot,
1979; Foster, 1986), pero las convierten en recursos alimenticios
de primera calidad para los depredadores (Janzen, 1970; Vazguez-
Yanes, 1983; Vdzguez-Yanes y Orozco-Segovia, 1987). El1 alto
contenido de humedad con el gue son liberadas este tipo de
semillas, combinado con su gran tamafo, reduce las posibilidades de
dispersién a grandes distancias por medios abiéticos (generalmente
presentan dispersién barécora, Foster, 1986), por lo gue mds bien
estdn adaptadas para la dispersién bidtica (principalmente aves y
mamiferos) (Coates-Estrada y Estrada, 1988; #). Este tipo de
especies pueden presentar una germinacién semihipdégea, hipdgea o
duriana (Ng, 1978). ‘
c) CLASIFICACION ECOLOGICA

Las semillas son estructuras de reproduccidn, diseminacidn y
en la mayoria de los casos de persistencia que forman parte del
ciclo de vida de una planta, el cual constituye un puente entre una
~generacidén y la siguiente, asegurando la continuacidén de 1la
poblacidén (Harper et al., 1970; Vazguez-Yanes, 1987).

Existe una gran diversidad de mecanismos adaptativos en esta
etapa del ciclo de vida (semilla) de las plantas; sin embargo, se
puede observar (basdndonos en los reportes de varios autores) gue
existen dos tendencias mds o menos bien definidas en cuanto a la
capacidad de germinacién y a la permanencia de las semillas en el
suelo, las cuales estan en funcién (entre otras razones) del
tamafio, del nimero y de la dispersabilidad de las semillas, y del
tipo de hdbitat en el gue se encuentran: especies colonizadoras y
especies de comunidades maduras.

Salisbury (1942), analizé 'algunas de las diferencias
principales entre los mecanismos reproductivos en relacioén con el
nuimero, el tamafio y la dispersabilidad de las semillas producidas,
comparando plantas que se establecen en ambientes permanentes y
estables, y plantas que se establecen en habitats inestables ¥y
efimeros. El encontré gque las plantas gue se establecen en hdbitats
estables producen una menor cantidad de semillas de mayor tamafic y
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menor dispersabilidad; mientras que las especies que se establecen
en hdbitats inestables producen una mayor cantidad de semillas
pequefas con mayor capacidad de dispersion (Vazgquez-Yanes Yy
Orozco-Segovia, 1987).

MacArthur y Wilson (1967), establecen gue 1la presidén de
seleccién gque recibe un organismo estda en funcidén del estado
sucesional del ecosistema en el que se encuentre y distinguen dos
tipos diferentes de seleccidén (r y k). En términos generales es
posible asegurar gque la estrategia r y la estrategia k coinciden
respectivamente con los estados iniciales y finales de la sucesidn
(Toledo, 1976). Del gradiente r—-k, en el punto mds extremo de r, la
estrategia éptima serd la de disponer la mayor cantidad posible de
materia y energia a la reproduccidn, es decir, gque los organismos
tenderdn a producir una gran cantidad de descendientes cada uno de
los cuales estard dotado con la menor cantidad posible de materia
y energfa. En el otro extremo, el ultimo punto k, la estrategia
6ptima implica canalizar la mayor cantidad posible de materia y
energia a la produccién de unos cuantos descendientes (Harper et
al., 1970; Llioyd, 1987). De tal forma, la seleccidén k tiende a
incrementar la eficiencia de 1la utilizacién de los recursos
ambientales (Pianka, 1970). En una comunidad madura, como la selva
tropical hilmeda, donde la densidad y la competencia incrementan
notablemente, la mejor estrategia es la del tipo k, por lo que se
puede pensar gue parte de las especies gue forman esta comunidad
muestran estrategias del tipo k (Toledo, 1976).

Baker (1972) analizé la flora de California y encontrdé que
existen correlaciones entre los pesos de las semillas y las
condiciones ambientales en las que se desarrollan. Establecié que
las diferencias encontradas en el peso de las semillas son
adaptativas y resultan del compromiso entre producir unas cuantas
semillas mds pesadas con grandes reservas alimenticias gue aseguran
la sobrevivencia de las pldntulas, y por otro lado, una mayor
dispersabilidad de semillas de menor tamafio que se producen en
grandes cantidades.

Angevine y Chabot (1979) reconocen dos estrategias bdsicas de
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la conducta de germinacién: 1) evasién de condiciones dificiles
para el crecimiento de las plé&ntulas y 2) tolerancia de tales
condiciones. La conducta de evasidén involucra el uso de sehales
ambientales para predecir periodos favorables y desfavorables,
generalmente estd relacionada c¢on 1la produccién de una dran
cantidad de semillas pequenas. La tolerancia requiere generalmente
un gasto materno alto en el tamaho de semillas para superar los
riesgos de mortalidad. Las especies que utilizan esta estrategia
son miembros de bosques (o selvas) maduros gue pueden germinar bajo
condiciones de intensidad de luz relativamente baja.

Diferentes autores han clasificado los drboles de la selva en
grupos de acuerdo con . sus caracteristicas ecoldogicas y
fisiolégicas. Una de las mas usadas los divide en: ndmadas,
totalmente dependientes de ¢laros e independientes de claros para
la germinacidn y el establecimiento de las pldantulas. En el primer
caso ubican a las especies que pueden crecer tanto en claros como
en sitios abierto. En el segundo, estarian las especies "pioneras"
gue producen una gran cantidad de semillas muy pequefias, requieren
de claros para su germinacién y presentan latencia prolongada.
Mientras que en el ultimo caso estarian las especies "primarias" o
"persistentes", las cuales producen una menor cantidad de semillas
grandes, de corta longevidad que tienden a germinar rdpidamente
formando carpetas de pldntulas (Guevara y Godmez-Pompa, 1983;
Bazzaz, 1984; Martinez-Ramos, 1985; Vdzquez-Yanes y Guevara, 1985:;
Foster, 1986; Vazguez—-Yanes y Orozco-Segovia, 1987; Alvarez-B. y M,
1992).

Con base en las clasificaciones anteriores podemos darnos
cuenta de gque, aungue cada autor separa a los grupos de especies
ddndoles nombres diferentes, se trata en realidad de dos grupos
ecoldégicos bien definidos con respecto a sus estrategias de
germinacién y establecimiento, las cuales estdn en funcién de las
caracteristicas de las semillas y del hdbitat, entre otras razones.

Si analizamos lo anterior y lo relacionamos con el concepto de
Roberts sobre especies ortodoxas y recalcitrantes, podemos llegar
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a la conclusién y/o prediccién, de que el grupo ecoldgico formado
por "especies pioneras o colonizadoras" tendrdn semillas de tipo
ortodoxo, y que el grupo formado por "especies primarias o
persistentes", tendrdn semillas de tipo recalcitrante (Roberts,
1973c). Sin embargo, no hay gque olvidar gque estos grupos
representan extremos de un gradiente, y que deben existir una gran
cantidad de especies que presenten caracteristicas intermedias.
Sentadas las bases anteriores, cuando hagamos referencia a
semillas ortodoxas y semilias recalcitrantes, debemos tener en
cuenta el contexto ecolégico en el que se desenvuelven, ya que en
buena parte, ello determina las caracteristicas de las semillas.
Por otra parte, como se puede notar, una de las
caracteristicas mds importantes que los investigadores toman en
cuenta para la divisidén de los grupos es el tamano de las semillas.
Harper et al. (1970), Angevine y Chabot (1979) y Foster (1986),
analizaron cada factor del microambiente bidtico y abidtico como
posibles agentes responsables de mantener las diferencias en el
tamafo (y otras caracteristicas) de las semillas de los dos grupos
ecolégicos: luz, humedad ambiental, potencial hidrico del suelo y
balance hidrico de las semillas, contenido de reservas y de
metabolitos secundarios, dispersién, depredacién y competencia. La
contribucién de los factores biéticos es muy importante y compleja,
pero su andlisis queda fuera de los objetivos del presente trabajo.
La reducida intensidad de luz en el suelo de la selva podria
favorecer a las semillas grandes, ya gque no se ha reportado que
requieran de luz para su germinacién (King y Roberts, 1980a), y por
otra parte su gran cantidad de reservas podria incrementar la
capacidad de las pldntulas para resistir hasta gue las condiciones
de luz sean favorables, ya que se mantienen justo en el punto de
compensacién de luz (Foster, 1986). Por el contrario, las semillas
pequeias generalmente reguieren de luz para germinar
(fotobldsticas)} (Vdzquez-Yanes, 1983; Vdzguez~Yanes y Guevara, 1985;
Harper et al., 1970) por lo que con frecuencia son incapaces de
germinar en el oscuro suelo de la selva, pasando a formar parte del
banco de semillas hasta que se presenten las condiciones de luz
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necesarias para su germinacidén (Castro y Guevara, 1983; Guevara y
Gémez-Pompa 1983; Vdzgquez-Yanes, 1983; 1987; Fenner, 1985).

El potencial hidrico del suelo, el drea de contacto entre 1la
semilla y el suelo, y las caracteristicas de permeabilidad de la
cubierta de la semilla son determinantes de la tasa de absorcidn de
agua por la semilla (Harper et al., 1970; Bewley y Black, 1978:
Foster, 1986). Harper et al. (1970) y Foster (1986) han sugerido
que el alto contenido de humedad de las semillas grandes puede ser
una caracteristica necesaria, debido a gque son incapaces de
absorber grandes cantidades de agua porgque presentan una relacién
superficie/volumen pequefia, Yy por esta razén pueden ser incapaces
de absorber suficiente agua para germinar en suelos relativamente
secos que son favorables para la germinacién de semillas pequefas.
Para germinar, una semilla debe absorber agua en la interfase
suelo-semilla mds rdpido de lo que se pierde a la atmésfera (Bewley
y Black, 1978), por estas razones es ldégico suponer gque las
semillas grandes no puedan germinar en suelos desnudos en donde la
evaporacién es muy grande. El estrés por desecacidn en los claros
de la selva (donde la humedad es menor y la evaporacién y la
temperatura son mayores que en el interior de la selva), podria
evitar la exitosa germinacién de este tipo de semillas debido a que
probablemente en tales condiciones son incapaces de mantener un
balance hidrico positivo necesario para su germinacidén (Foster,
1986).

d) TENDENCIAS EVOLUTIVAS

La hipdtesis de que las plantas con semillas (particularmente
las angiospermas) se originaron y diferenciaron en las regiones
tropicales humedas, ha sido aceptada por casi todos los botdnicos
del siglo XX. Este razonamiento é€std basado en la hipédtesis de
Willis (1922, citado por Stebbins, 1974), de que la regidn que
contiene el mayor mimero de especies contempordneas pertenecientes
a un grupo, es la regidén en la gque se origind el grupo ("centros de
diversidad")}. Sin embargo, de acuerdo con Stebbins (1974), las
selvas tropicales no son las comunidades dentro de las cuales se
originaron y diversificaron las angiospermas, sino que en un mayor
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grado son "museos" o refugios, en donde se conservan las especies
vivas ("hipétesis de museo")(Toledo, 1982).

La evolucién de plantas superiores a varios niveles parece
haberse debido a su capacidad para superar condiciones adversas
(Bewley, 1979%). De hecho, las condiciones ecolégicas bajo las
cuales se encuentran (actualmente) las semillas tienen profundos
efectos sobre su viabilidad, latencia y finalmente sobre su
crecimiento y desarrollo en estado de pldntulas (Manguire, 1972
citado por Lépez-Quiles y Vdzquez-Yanes, 1983). La presencia de un
periodo de interrupcidén del crecimiento y disminucidén del
metabolismo durante alguna etapa del ciclo de vida {como ocurre en
la etapa de semilla de la mayoria de las especies colonizadoras),
es una caracteristica adaptativa de supervivencia frente a
condiciones ambientales adversas (Vdzquez-Yanes, 1983).

En zonas cdlido humedas no existe una marcada estacidén
desfavorable, por lo que en las selvas altas perennifolias las
condiciones adecuadas para la germinacidén pueden perdurar todo el
aflo; de tal forma, las semillas producidas por las especies
primarias que crecen en ‘las selvas no necesariamente deben
presentar latencia como una estrategia adaptativa (Gémez-Pompa et
al., 1972), incluso, Priestley (1986), sugiere gue en este tipo de
clima las condiciones ambientales son lo suficientemente favorables
como para que una semilla pueda prescindir de adaptaciones
especiales (fisiolégicas'b morfoldgicas) o de una capacidad para
superar condiciones inciementes. De hecho, por lo general las
especies que producen semillas recalcitrantes, las cuales presentan
la viabilidad mds corta, son nativas de aquellas &reas gue no
presentan sequia estacional marcada (Roberts y King, 1980).

La breve persistencia de las’ semillas recalcitrantes en el
suelo de la selva debida a su rdpida germinacién y la subsecuente
formacién de carpetas de pldntulas ("las especies persistentes no
forman bancos de semillas , pero al parecer sus pldntulas funcionan
como los ’‘bancos regenerativos’ mds importantes al momento de la
apertura de un claro", Mar%ines—Ramos, 1992), indica que ha habido
una transferencia‘de funciones de la semilla al estado de plantulas
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en cuanto a la funcién de permanencia (Vdzgquez-Yanes y orozco-
Segovia, 1984). Este tipo de transferencia de funciones odurre en
diferentes lineas evolutivas (Stebbins, 1974).

La tolerancia a la desecacidén, que presentan las semillas
producidas por especies colonizadoras en hdbitats inestables, es en
muchos aspectos una caracteristica primitiva, siendo mds prevalente
en procariontes que en eucariontes, y mds comun en plantas
inferiores gue en superiores (Bewley, 1979).

Ante estas evidencias cabe preguntarse si existe alguna
relacidn taxondmica o filogenética entre las especies que producen
semillas ortodoxas 1'% entre las que producen semillas
recalcitrantes. Si la respuesta fuera afirmativa, entonces cabria
esperar gue tanto la conducta ortodoxa como la recalcitrante
muestran tendencias evolqtivas bien definidas; por el contrario, si
la respuesta es negativa, es decir, si no existieran relaciones
filogenéticas entre las especies, entonces probablemente las
especies gque presentan conducta recalcitrante hayan evolucionado
por convergencia en respuesta a presiones de seleccidén ambiental
(Martinez-Ramos, 1991).

Por otra parte, si existieran relaciones filogenéticas entre
las especies que producen semillas ortodoxas y entre las due
producen semillas recalcitrantes, entonces cabria preguntarse si la
conducta recalcitrante es mds primitiva o mé&s avanzada gque 1la
ortodoxa. Si fuera mds avanzada, querria decir gue en algin momento
de su historia evolutiva desarrollaron mecanismos de latencia y
después los perdieron, lo cual podria indicar que guardan en su
poza génica la informacidén necesaria para “re-inducir" los
mecanismes de latencia perdidos. Si por el contrario, fuera més
primitiva, entonces posiblemente nunca desarrollaron mecanismos de
latencia, por lo que en tal caso, deberemos buscar mecanismos
alternativos de induccién de latencia. Posiblemente la presencia en
plantas de genes no expresados que en un momento dado podrian
conferir a las semillas una mayor resistencia al estreés.

Lo cierto es gue de las pocas especies recalcitrantes
reportadas hasta la fecha, se encuentra que no existen relaciones
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taxondémicas que las separen en dos grupos, ya dgue en una misma
familia se presentan especies Y/0 géneros que poseen semillas
ortodoxas y otros con semillas recalcitrantes, como es el caso
especifico de 1la familia Moraceae, la cual presenta especies
ortodoxas como Cecropia obtusifolia y especies recalcitrantes como

Brosimun alicastrum.
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C. T 3
" GERMINACION :
La germinacioén es un proceso que incluye una serie de eventos
metabdlicos comunes a todas las semillas (metabolismo basal); sin
embargo, algunos de estos eventos muestran pequerias diferencias a
nivel de especie, las cuales no se discutirdn en este trabajo. En
esta seccién nos ocuparemos linicamente de presentar un panorama
general los conocimientos que hasta la fecha se han reunido sobre
el metabolismo basal de la germinacién.
METABOLISMO BASAL
La semilla "seca" constituye una unidad funcional equipada
para llevar a cabo una gran cantidad de reacciones bioquimicas gque
dan lugar al proceso de germinacién (Mayer y Poljakoff-Mayber,
1975). La primera condicién necesaria para que dé inicio este
proceso es la presencia de agua. Cuando una senilla se encuentya en
un medio humedo, con una temperatura optima y en presencia de
oxigeno, empieza a "“despertar". Este paso (también denominado
periodo de imbibicién) puede durar desde unos cuantos minutos hasta
unas cuantas horas o dias dependiendo de la especie, de 1la
temperatura y la disponib;lidad de oxigeno. Durante este pexiodo
ocurren 4 grandes eventés: 1) rdpida absorcidon de agua; 2)
reactivacién de macromoléculas y organelos preexistentes, 1los
cuales fueron formados durante la maduracidén de la semilla, pero
fueron almacenados o inactivados por el proceso de secado en la
maduracién (Higgins, 1984; Murray, 1984); 3) sintesis de proteinas;
Yy 4) respiracidén (Ching, 1972; Bewley y Black, 1978). En seguida
revisaré cada uno de estos eventos.
a) ABSORCION DE_AGUA
La cantidad de agua absorbida, por una semilla y la velocidad
con la que se realiza esta absorcién varian dependiendo de 1la
permeabilidad de la cubierta, de la composicién quimica de 1las
reservas, del tamafio y del contenido de humedad de la semilla, de
la temperatura y, por supuesto, de la cantidad de agua disponible
(Ching, 1972; Hamabata y Martinez, 1980; Priestley, 1986).
La representacidn grafica de la absorcién de agua en una
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ABSORCION DE AGUA (peso fresco)

. 'FASE 1II -
FASE 1 ,  FASE Il .
|

Répida 1 iMpoRTANTES PROCESOS !
IMETABOLICOS IRREVERSI=!
de agua 1BLES. |
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TIEMPO

Imbibicién Fase de equilibrio Elongacién de
Ia radfcula

Figura 1. Curva tedrica de absorcion de agua en una semilla seca. (Tomado de Bewley y Black, 1978.)



‘semilla "seca", da como regultado una curva sigmoidal negativa
(ver figura 1), en la cual se pueden distinguir 3 diferentes fases
de imbibicidén:

FASE I. Consiste en unha absorcién inicial rapida, la cual
aparentemente es un proceso fisicoquimico ya gque depende de la
diferencia entre los potenciales hidricos dentro y fuera de la
semilla. Esta absorcidén inicial ocurre independientemente de si la
semilla es latente o no latente, viable o no viable (Hamabata y
Martinez, 1980; Pehap, 1987). La absorcién se realiza de 1la
periferia hacia el interior, siguiendo la secuencia de una, dos, y
luego miltiples capas de moléculas de agua que rodean a los
constituyentes celulares y estructuras de los tejidos de
almacenamiento y posteriormente del embridn (Ching, 1972; Hamabata
y Martinez, 1980; Simon, 1984; Priestley, 1986; Pehap, 1987). La
duracién de esta fase es variable dependiendo de la especie; por
ejemplo, se ha encontrado que dura de 5-10 min en semillas de
frijol soya (Gligine max) y 30 min en semillas de chicharo (Pisum
sativum) (Waggoner y Parlange, 1976; citados por Simon, 1984); 40
min en semillas de trigo (Triticum aestivum)(Simon, 1984); y 12 hrs
en semillas de Solanum elaeagnifolium (Trione y Cony, 1990). Aunque
" algunos eventos metabdlicos ocurren muy pronto después de 1la
hidratacién de enzimas y sustratos, la mayor parte de estos eventos
ocurren en la segunda fase.

FASE II. Esta es la fase de equilibrio (perfodo 1lag de
absorcién), en la cual no hay gran absorcicén de agua. Las semillas
muertas y las latentes mantienen este nivel de hidratacién, a
diferencia de las semillas en germinacioén, las cuales entran en la
tercera fase (Hamabata y Martinez, 1980; Pehap, 1987). La duracidén
de esta fase depende de la especie y de la temperatura; se ha
reportado una duracién de 5 hrs en semillas de trigo (Simon, 1984),
y 180 hrs en semillas de Solanum elaeagnifolium (Trione y Cony,
1990). En esta fase ocurren los principales eventos metabdlicos que
preparan a la semilla para germinar, los cuales se discutirdn con
mds detalle en la siguiente seccion.

FASE III. En esta fase el aumento en la captacioén de agua se
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asocia con la elongacién de la radificula y su emergencia; es decir,
con la germinacién visible (Hamabata y Martinez, 1980; Pehap,
1987).

b)Y REACTIVACION DE MACROMOLECULAS ¥ ORGANELQS

Se dice que las semillas son unidades funcionales "bien
eqguipadas" para germinar, ya gque poseen todos los elementos
necesarios (componentes biogquimicos y estructurales) para llevar a
cabo esta funcidén. La mayoria de estos componentes, es decir,
macromoléculas y organelos preexistentes, tales como enzimas, DNA,
RNAm, mitocondrias, ribosomas, etc., comienzan a reactivarse al
final de la primera fase de hidratacién e inicio de la segunda fase
(Ching, 1972; Mayer y Poljakoff-Mayber, 1975; Bewley y Black, 1978;
Simon, 1984; Priestley, 1986).

La secuencia y la magnitud de 1la reactivacién son muy
importantes para el procesc de germinacién. Los primeros pasos son:
1) la activacién de las enzimas necesarias para la degradacidén de
los materiales de reserva gque proporcionan sustratos para la
respiracidén; 2) el transporte de materiales de una parte de la
semilla a otra y de un tejido a otro, especialmente del endospermo
al embridén; 3) reactivacién de las biomoléculas necesarias para la

" sintesis de proteinas: y 4) reactivacién de organelos en los que se
realiza la sintesis de proteinas y la respiracién (riboscmas y

mitocondrias, respectivamente), (Ching, 1972; Mayer y Poljakoff-
Mayber, 1975; Lehninger, 1978; Bewley y Black, 1978).
SINTESIS (o) S

La sintesis de proteinas es uno de los procesos biosintéticos
nds elaborados y complejos que tienen lugar en los organismos vivos
(Lehninger, 1975). Se sabe gue la maquinaria de sintesis de
proteinas proporciona el equipo bdsico para que las células
sinteticen proteinas enzimaticas, estructurales, regulatorias y de
almacenamiento (Ching, 1972).

La sintesis de proteinas comienza muy pronto después de la
imbibicién, y aungue no se conoce con exactitud el momento del
inicio, ya que varia entre especies (Mayer y Poljakoff-Mayber,
1975; Simon,1984), se ha demostrado gue ocurre en un periodo
comprendido entre el final de la primera fase de imbibicién y el
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transcurso de la segunda (Ching, 1972; Priestley, 1986; 'Pehap,
1987). '
" d)_RESPIRACION

La respiracién es un evento fundamental gue proporciona
energia a las células aerdbicas (Lehninger, 1978), y dado gque 1la
germinacién es un proceso que demanda energia, es por lo tanto
dependiente de la respiracié.n, la cual puede contemplarse desde dos
puntos de vista: 1) intercambio gaseoso y 2) mecanismo bioguimico
(el cual dada su complejidad no se expone en este trabajo,
consultar entre otros Koslowski, 1972; Mayer y Poljakoff-Mayber,
197%; Bewley y Black, 1978; Murray, 1984).

INTERCAMBIO GASEOSO .

El intercambio gaseoso es la absorcién de oxigeno y la
expulsidén de bidéxido de carbono. Algunos de los factores internos
y externos que influyen en este intercambio son: contenido de
humedad de la semilla, permeabilidad de la cubierta a los gases, el
tamafio de la semilla (expresada en volumen o en masa), la edad de
la semilla, la viabilidad, la latencia, la temperatura ambiental,
el contenido de oxigeno y de.bié6xido de carbono de la atmésfera y
la luz (Mayer y Poljakoff-Mayber, 1975; Bewley y Black, 1978;
Garwood y Lighton, 1990}.

Las semillas '"secas" (ortodoxas) muestran una tasa metabdélica
baja, lo cual probablemente es una consecuencia de la carencia de
agua (Robets, 1973b; Mayer y Poljakoff-Mayber, 1975). Algunos
investigadores estdn de acuerdo en gque si ocurre intercambio
gaseoso respiratorio en semillas "secas", éste debe ocurrir a
niveles muy bajos, por lo que es casi imposible medir ya sea la
absorcidén de oxigeno o la liberacién de bidéxido de carbono (por
supuesto en semillas ortodoxas). Sin embargo, conforme se
incrementa el contenido de humedad de la semilla se produce un
incremento en la tasa de intercambio gaseoso (Mayer y Poljakoff-
Mayber, 1975; Bewley y Black, 1978; Hamabata y Martinez, 1980;
Simon, 1984; Priestley, 1986; Garwood y Lighton, 1990). Por
ejemplo, en semillas de Zea mays el consumo de oxigeno se
incrementé de 0.0913 uM/gr/hr en semillas con un contenido de
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humedad de 11% a 9.38 uM/gr/hr cuando el contenido de humedad
aumenté a 18%. Incrementos similares se han detectado en semillas
de sorgo, trigo y arroz (Mayer y Poljakoff-Mayber, 1975).

vVarios autores (Ching, 1972; Mayer y Poljakoff-Mayber, 1975;
Bewley y Black, 1978; Simon, 1984; Priestley, 1986; Garwood y
Lighton, 1990) atribuyen una cinética trifdsica a la respiracién en
semillas en imbibicidén, la cual aparentemente coincide con las
fases de imbibicidén (aungue, Mayer y Poljakoff-Mayber no estdn muy
de acuerdo con esto Ultimo). La primera fase se caracteriza por un
incremento inicial rdpido en las primeras fases de imbibicidn; la
segunda fase es estacionaria (fase lag) en la cual se mantiene casi
constante la tasa de respiracidén, su duracién varia dependiendo de
la duracidén de la fase II de imbibicidén, la cual a su vez depende
de la especie y de la temperatura; y por ultimo, un segundo
incremento, el cual se asocia con la divisién celular y con la

emergencia de la radicula.
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CAPITUIO 4
ALMACENAMIENTO DE SEMILLAS

a) ALMACE NTO DE SE S ORTODQOXAS

Desde el punto de vista agrondmico la mejor forma de almacenar
una semilla es la que minimiza los cambios dentro de la misma. La
forma convencional de almacenar semillas ortodoxas por largos
periodos consiste en colocar a las semillas en alguna condicién
desfavorable para la reactivacién metabdlica del embridn pero
adecuada para mantenerlo sin dafio y vivo por mucho tiempo. Esto
puede lograrse reduciendo cuidadosamente su contenido de humedad a
niveles menores gque los iniciales (i. e. cuando son diseminadas) en
atmésferas secas; la deshidratacidn se realiza hasta lograr que
practicamente no quede agua libre en la semilla, sino s6lo aquélla
gue estd mds o menos integrada a la estructura molecular (Bewley y
Black, 1978; Berjak et al., 1984). Después se guardan en
recipientes herméticos gque se colocan en cdmaras refrigeradas (a
muy bajas temperaturas, generalmente entre -15°C y -20°C) o incluso
en nitrogeno ligquido. Tedricamente bajo estas condiciones estables
de almacenamiento en frio podrian conservarse con éxito muchas
especies con semillas ortodoxas por tiempo indefinido, pero no asi
en el caso de especies con semillas recalcitrantes.

b} DETERIORO DE SEMTLILAS EN ALMACENAMIENTO

La idea de gue en todos los organismos vivos ocurre un proceso
de deterioro y envejecimiento que conduce inevitablemente a 1la
muerte no es nada alentadora ni confortante para quienes buscan el
elixir de la eterna juventud o de la inmortalidad. La experiencia
y la informacidén alcanzados a través de los afos han permitido al
hombre disminuir 1la velocidad del proceso pero no detenerlo
totalmente (Abdul-Baki y Anderson, 1972; Bernal-Lugo, 1987).

En el caso de las semillas, el deterioro implica un cambio
degenerativo irreversible (expresado como dafio) de las funciones de
una semilla gque ha alcanzado su grado mdximo de madurez
fisicldgica. Estos cambios degenerativos se producen a varios
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niveles: a) biogquimico (disminucién en actividad ~enzimdtica,
biosintética y respiratoria, y cambios en la composicidén de las
reservas alimenticias); b) fisiolégico (reduccioén y retardo en 1la
germinacidén, disminucién en la tolerancia a condiciones ambientales
adversas durante la germinacidén y el almacenamiento):; ¢) citoldgico
(dano en la membrana y en el material genético) y d) morfoldégico
(cambio en el color y en el aspecto general de la semilla) (Abdul-
Baki y Anderson, 1972; Roberts, 1973b; Gosh et al., 1981;
Priestley, 1986; Bernal-Lugo, 1987).

No se sabe con certeza si estos cambios degenerativos que se
manifiestan como dafo son la causa o son la consecuencia del
deterioro ocasionado por 1las condiciones ambientales del
almacenamiento (Gosh et al., 1981; Bernal-Lugo, 1987). Lo cierto es
gque existen correlaciones entre condiciones inadecuadas de
almacenamiento y deterioro de las semillas.

Una de las formas mds generalizadas de medir y expresar el
deterioro en las semillas es a través de indices. La mayoria de los
autores sugieren gue la reduccidén de la viabilidad (expresada
generalmente en porcentaje de germinabilidad) es md&s uitil, aungue
recientemente se han adoptado otros enfoques que consideran los
cambios biogquimicos o fisiolégicos cualitativos y cuantitativos,
tales como actividad de enzimas especificas, sintesis de proteinas
Yy carbohidratos, degradacién de compuestos de reserva, tasa
respiratoria y salida de solutos orgadnicos e inorganicos fuera de
las células; sin embargo, estos indices son arbitrarios y los
resultados reportados hasta la fecha muestran que la mayoria de
ellos no se han estandarizado (Abdul-Baki y Anderson, 1972).

DANO GENETICO

Se sabe que, por lo general, casi cualquier combinacidén de
tiempo, temperatura y contenido de humedad que conduzca a la
pérdida de viabilidad de semillas en almacenamiento, producirad
algin dafio genético en los sobrevivientes (Bewley y Black, 1978;
King y Roberts, 1980a).

Cuando se incrementa el periodo de almacenamiento en estado
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seco de un lote de semillas dado, se produce un incremento en al
dafno cromosémico, el cual se manifiesta por un aumento en el numero
de células aberrantes (Roberts, 1973a; Villiers, 1975; Bewley ¥y
Black, 1978). Sin embargo, Villiers (1975) afirma gque si se
almacenan semillas fotobldsticas en estado de completa imbibicidn,
no se produce ningun incremento en el numero de aberraciones
cromosdnicas.

La mayoria de las células aberrantes en semillas
sobrevivientes no persisten mds alla de la primera divisidn, pero
puede persistir algun otro tipo de dafio genético, comc 1las
mutaciones de genes recesivos que son enmascarados por su alelo
dominante (Bewley y Black, 1978), la acumulacién de mutaciones, en
particular, mutaciones en genes que codifican para la trascripcién
del material genético, lo cual resulta en la sintesis de proteinas
no funcionales (Bernal-Lugo, 1987) y en la consecuente pérdida de
viabilidad y de vigor (Roberts, 1973a; 1973b; Vvilliers, 1975;
Bewley y Black, 1978).

villiers (1975), quien originalmente postulsé la teoria sobre
sistemas y mecanismos de reparacién, y otros autores como Abdul-
Baki y Anderson (1972), Roberts (1973b), Bewley y Black (1979)
entre otros, afirman que puede ser posible la reparacidn de parte
del dafio genético (y otros tipos de daho, como danco en membranas),
cuando las semillas fotobldsticas viables se encuentran
completamente imbibidas en condiciones de completa obscuridad, Ge
tal forma gque cualquier daho sufrido serd reparado continuamente y
no se acumulara; pero si el dafio es demasiado extensivo al grado de
dahar incluso a los mecanismos de reparacién, entonces 1la
reparacidén puede ser imposible.

Es importante tener en mente que cualquier cambio genético
producido en las semillas durante el almacenamiento tiene serias
implicaciones cuando el almacenamiento se realiza para fines de
conservacién de germoplasma a largo plazo (Bewley y Black, 1978).

DANO A MEMBRANAS
El agua es importante para los organismos no sdélo como un
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disolvente de ‘las reacciones bioguimicas, sino también como
estabilizadora de estructuras (Simon, 1984). Las interacciones
hidrofilicas e hidrofdébicas estabilizan la estructura de las
macromoléculas y membranas celulares y subcelulares (Simon y Wiebe,
1975; Bewley, 1979; Gaff, 1980; Raison et al., 1980; Simon, 1984;
Koster y Leopold, 1988), de tal forma que, en particular, la
estructura de las membranas depende de estas interacciones
complejas, por lo que frecuentemente son consideradas como sitios
primarios de dano por desecacién (Koster y Leopold, 1988). De
hecho, existe un consenso general de gque las membranas celulares
son el sitio principal de susceptibilidad al estrés ambiental,
principalmente el ocasionado por desecacidn excesiva y temperaturas
extremas en semillas almacenadas (Villiers, 1975; Gosh et al.,
1981; Bernal-Lugo, 1987; Hincha et al., 1987; Raison et al., 1987;
Koster y Leopold, 1988; Kermode et al., 1989); incluso, uno de los
primeros eventos que al parecer estdn relacionados con la pérdida
de viabilidad es la pérdida de integridad de membranas en semillas
desecadas (Roberts, 1973b; Hamabata y Martinez, 1980; Gosh et al.,
1981; Berjak et al., 1984; Nautiyal y Purohit, 1985b; Priestley,
1986) .

En presencia de agua, las membranas se encuentran en un estado

dindmico y realizan funciones esenciales para la sobrevivencia de
cualguier organismo hidratado; por ejemplo, manteniendo
separaciones entre compartimientos subcelulares mutuamente
incompatibles (Bewley y Black, 1978) y regulando el flujo de
materiales entre estos compartimientos y con el exterior. Las
membranas son un medio de control del metabolismo intermediario
proporcionando una estructura dindmica para numerosas reacciones
enzimdticas (p.e. enzimas respiratorias en mitocondrias); por lo
gue cualquier perturbacién del sistema de membranas, tendra
consecuencias inmediatas en la fisiologfa celular; en semillas
deshidratadas se observan consecuencias inmediatas una vez que se
imbibe la semilla (Bewley y Black, 1978; Priestley, 1986).

cuando las semillas desecadas se colocan en un medio ligquido
para su hidratacidén, tienden a 1liberar una amplia variedad de
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constituyentes celulares organicos e inorgénicos (lixiviacién), en
forma tal gue sugiere alteraciones en  la integridad de 1la
estructura de las membranas (Roberts, 1973b; Bewley y Black, 1978;
Stewart y Hanson, 1980; Simon, 1984; Priestley, 1986; Kermode et
al., 1989). Los constituyentes celulares incluyen: aminoadcidos,
proteinas de bajo peso molecular, nucledtidos, dcidos orgédnicos,
hormonas, azucares simples (mono-, di-, y trisacdridos), sales
inorgdnicas, iones inorgdnicos principalmente fosfato y potasio,
fencles, varios materiales fluorescentes y electrélitos en general:
cada uno de estos constituyentes tiene una tasa de salida diferente
(Abdul-Baki y Anderson, 1972; Bewley, 1979; Hamabata y Martinez,
1980; Simon, 1984; Nautiyal y Purohit, 1985b).

La forma mds simple y generalizada de medir la concentracion
de los solutos que se encuentran en el medio de inmersidén es medir
la conductividad de 1la solucidén (Abdul-Baki y Anderson, 1972;
Roberts, 1973b; Simon, 1984); de hecho, desde hace mds de un siglo
se sabe gue la conductividad eléctrica de una solucién, en la cual
se encuentra inmerso un tejido, se incrementa conforme el tejido
envejece y muere (Weber, 1863, Ranke, 1865, citados por Abdul-Baki
y Anderson, 1972). En la actualidad, existen varios trabajos que
refuerzan estas observaciones en el caso de semillas envejecidas,
por ejemplo, el de Simon y Wiebe (1975), en chicharoe (Pisum
sativum):; de Gosh et al. (1981), en arroz (Oryza sativa); de
Grazia-Galli y Levi (1982), en Haplopappus gracilis; de Klein et
al. (1986), en Triticum aestivum; y el de Koster y Leopold (1988),
en Glicine max, Pisum sativum y Zea mayz. También se ha observado
gue las semillas muertas o envejecidas dejan escapar solutos mds

rdpido gque las viables (Bewley y Black, 1978; Simon, 1984;
Priestley, 1986). Este incremento en conductividad al parecer es
causado por incremento en la permeabilidad de las membranas de los
tejidos gue mueren (Abdul-Baki y Anderson, 1972; Gosh, et _al.,
1981).

Los solutos no pueden salir de las células en estado seco,
debido a la falta de disolvente, pero una vez que se hidratan, la
salida de solutos se convierte en una posibilidad (Simon, 1984).
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Se sabe que la salida de solutos es un fendémeno transitorio y al
parecer normal en semillas ortodoxas viables, que por lo general
dura poco tiempo después de la adicidn de agua, dependiendo de la
especie, la temperatura de imbibicidn y del estado de la semilla
(Bewley, 1979). Esto sugiere gue la integridad de las membranas en
semillas viables es incompleta por lo menos durante los primeros
minutos de imbibicidén (Bewley y Black, 1978). Por lo general la
salida de solutos es mds rapida durante los primeros estados de
imbibicidén (Priestley, 1986), pero a medida que la dgerminacidn
procede, puede darse un cambio en sentido inverso, es decir las
membranas recuperan su estructura original (Simon, 1984), ya gue se
reduce la salida de solutos y eventualmente se detiene cuando las
semillas alcanzan un determinado nivel de hidratacidén, que también
depende de la especie (Simon y Wiebe, 1975; Villiers, 1975; Bewley
y Black, 1978; y Simon, 1974, 1978, citado por Hamabata y Martinesz,
1980). Sin embargo, existe la posibilidad de que en algunos casos
las membranas recuperen su estructura original pero gue no
recuperen totalmente su funcionalidad (Bewley, 1979; King vy
Roberts, 1980b).

La recuperacidén de la estructura original de las membranas
sélo ocurre en semillas ortodoxas (tolerantes a la desecacién),
pero en semillas recalcitrantes se producen cambios irreversibles
en la estructura de las membranas, que resultan en una pérdida
continua y prolongada de solutos a través de las membranas, lo cual
es una caracteristica de tejido danado irreversiblemente (Bewley,
1979). En semillas deterioradas (no viables o con baja viabilidad),
las membranas han perdido su integridad (durante el secado), o
presentan una mnenor capacidad para recuperar sus propiedades
funcionales, debido probablemente a la presencia de mecanismos de
reparacién ineficientes, de tal forma que la reparacién es
imposible (Bewley y Black, 1978; Ellis y Roberts, 1980b; Bernal-
Lugo, 1987).

PROBLEMAS DE ALMACEN. O EN SEMILLAS CALC TES

King y Roberts (1980a), Yap (1981); Berjak et al. (1984);

Farrant et al. (1985; 1986; 1988); Ellis et al. (1990b), sefalan
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que existe un considerable nimero de factores que pueden contribuir
a la corta longevidad de semillas recalcitrantes cuando se intenta
almacenarlas: dafios por desecacién, dafios por congelacion 'y
problemas asociados con el almacenamiento de semillas con alto
contenido de . humedad, tales como contaminacién microbiana 'y
germinacion durante el almacenamiento.

DESECACION

Recordemos que, por definicion, la deshidratacidn en las
semillas recalcitrantes resulta en una disminucidén de la viabilidad
(Roberts, 1973c). Varios autores (Sasaki, 1976; Bewley, 1979; King
vy Roberts, 1980a; Cchin et al., 1981; Berjak et al., 1984; Nautiyal
vy Purohit, 1985a: 1985b; 1985c; Farrant et al., 1988; Dood et al.,
1989b; Fu et al., 1990), sefalan gue esta deshidratacidén produce
cambios irreversibles en la estructura y permeabilidad de las
membranas de semillas recalcitrantes, lo cual es una de las causas
principales de la disminucién de la viabilidad en este tipo de
semillas.

A diferencia de las semillas ortodoxas, las semillas
recalcitrantes mueren por una reduccién del contenido de humedad
por debajo de algun valor critico relativamente alto (Owen, 1988).
Por ejemplo: Mangifera indica, 40%, Litchi chinensis, 33%,
Euphorbia longan, 25%, Theobroma cacao, 19-27% (Fu et al., 1990;
King y Roberts, 1980a); Dipterocarpus obtusifoljus y D. turbinatus,
45% (Tompsett, 1987): Araucaria araucana, A. angustifolia, A.
hunsteinii vy A. pidwillii, 25-40% (Tompsett, 1984); Shorea
roxburghii y Hopea odorata, 20% (Corbineau y Come, 1986); eve
brasijliensis, 15-20% (Chin et al, 1981); Shorea roxburghii, 35%, S.
almon, 40% S. robusta, 40% (Tompsett, 1985); Shorea xrobusta, 25%
(Nautiyal y Purohit, 1985b); Carapa procera, 33% (Ferraz, 1989).

Villiers (1972, citado por King y Roberts, 1980b), sugiere gue
el dano por desecacidén en semillas recalcitrantes puede ocurrir en
alguna de dos formas alternativas: 1) la muerte ocurre rdpidamente
en o por debajo de un contenido de humedad critico (hipottesis del
contenido de humedad critico) o 2) la pérdida de viabilidad ocurre
a una tasa gque estd relacionada con el contenido de humedad
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(hipétesis del contenido de humedad no cfitico), es decir,
disminucién gradual de la viabilidad conforme disminuye el
contenido de humedad.

De acuerdo con Villiers (1975), las semillas hidratadas tienen
enzimas operacionales, membranas intactas y mecanismos de
reparacién de membranas gue pueden perder su funcionalidad cuando
se deseca la semilla. En semillas ortodoxas todos estos efectos son
reversibles durante la imbibicidén; sin embargo, este no parece ser
el caso de las semillas recalcitrantes. Es posible gque 1la
estructura de ciertas enzimas o proteinas estructurales sea danada
permanentemente por la deshidratacion.

villiers (1975), Bewley y Black (1978), Bewley (1979), y King
y Roberts (1980b), sugieren gue es posible gque el deterioro de la
membrana durante la desecacidn de las semillas recalcitrantes y la
consecuente descompartamentalizacidén de la célula podria provocar
la liberacidn de enzimas hidroliticas durante la imbibicidén y hacer
entrar en contacto muchos componentes celulares tédxicos normalmente
aislados, tales como fenoles y radicales libres, los cuales pueden
reaccionar inadecuadamente y disminuir por lo tanto la viabilidad
de la semilla. Por otro lado, es dificil concebir que la gran
variedad de reacciones enzimdticas que conducen a la degradacidn de
reservas y a la sintesis de nuevos componentes se realicen
simultédneamente dentro de un sistema homogéneo. Es claro que debe
existir una separacidén de reacciones enzimaticas en espacio y en
tiempo; ya que de otra forma, no podrian ocurrir secuencias de
reacciones distintas, o la presencia de algunos sustratos,
productos o enzimas fuera de lugar y/o tiempo podrian ocasionar un
caos metabdlico. De tal forma que la compartamentalizacidn es muy
importante para separar y modular las reacciones. Quizd por 1la
misma razén, no siempre todos los reactantes estdn presentes en el
sitio de reaccién. En tal caso, la movilidad de sustratos y
difusidn de los productos lejos del sitio de reacciodn
indudablemente constituye importantes limitaciones en las tasas
enzimdticas en sistemas parcialmente hidratados (es decir, con bajo
contenido de humedad), ya dgque como veremos mds adelante, es
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necesario mantener un contenido de humedad especifiqoipara que se-
puedan movilizar las moléculas. el B i
CONGELACION ‘

Existen algunos trabajos gque confirman que las semillas de
origen tropical con un alto contenido de humedad (recalcitrantes)
sufren dafnos cuando se exponen a bajas temperaturas, lo cual se
refleja en la disminucién de la viabilidad y en la mayoria de los
casos por la muerte de las semillas, la pérdida de la integridad de
las membranas y la consecuente salida de solutos de las células, y
por la acumulacidén de intermediarios metabdlicos, consecuencia de
perturbaciones metabdlicas (King y Roberts, 1980a; Raison et al.,
1980; Simon, 1984; Corbineau y Come, 1988; Farrant et al., 1988;
Ellis et al., 1990a; Fu et al., 1990).

Se han dado varias razones para explicar el efecto deletéreo

de las bajas temperaturas en semillas ortodoxas y probablemente
algunas de ellas puedan aplicarse al caso de las senillas
recalcitrantes; por ejemplo, desnaturalizacién de proteinas y
enzimas, aumento en la viscosidad del citoplasma acompafada por la
reduccién de la actividad enzimdtica 6 disminucidén de la fluidez de
los lipidos de membranas (King y Roberts, 1980a).

King y Roberts (1982), han observado que la disminucidén en la
viabilidad por disminucién de temperatura en semillas de cacao
(Theobroma cacao), puede ser abrupta, y sugieren tres posibles
razones para esta respuesta: 1) alteracién metabdlica; 2) ausencia
de alguna sustancia protectora que esté presente en semillas
resistentes al frio; 3) liberacién de algun material téxico debido
a cambios en la permeabilidad de la membrana inducidos por las
bajas temperaturas.

King y Roberts (1980a), y Roberts y Ellis (1989), proponen que
el dafno por congelacidn en semillas hiumedas estd asociado con la
formacidén de cristales de hielo a contenidos de humedad entre 15 y
20 %, por lo gue para sobrevivir a bajas temperaturas deben secarse
las semillas.

Ellis et al. (1990a), reportan dafios por bajas temperaturas
(de 10 a 15°C) en semillas de café (Coffea arabica) y formacidn de
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cristales de hielo por debajo de 0°C. Otros autores también han
observado dafos por bajas temperaturas en semillas recalcitrantes,
por ejemplo en semillas de la familia Dipterocarpaceae (Ng, 1976;
Yap, 1981 y Tompsett, 1987); en semillas de Shorea ovalis (Sasaki,
1976); en semillas de Hopea odorata y Shorea roxburghii (Corbineau
y Come, 1986); en Symphonia globulifera (Corbineau y Come, 1988);
en varias especies del género Araucaria (Tompsett, 1984).

Bajo ciertas circunstancias las semillas son capaces de los
dafios por bajas temperaturas debido a gque el agua intercelular
puede congelarse y la formacién de hielo puede deshidratar a la
semilla, elevar su potencial osmético y disminuir el punto de
congelacidn de los constituyentes intracelulares (Roberts y Ellis,
1989). Keefe y Moore (1983, citados por Roberts y Ellis, 1989),
muestran que esto puede ocurrir en semillas de lechuga imbibidas.
Las semillas pueden también superar 1los dahos por bajas
temperaturas cuando se enfrian rdpidamente ("super-cooling") y el
agua se vitrifica en 1lugar de cristalizarse (Roberts y Ellis,
1989).

Debido a la susceptibilidad de las semillas recalcitrantes a

las bajas temperaturas su almacenamiento bajo tales condiciones
puede ser inapropiado (King y Roberts, 1980a).
CONTAMINACION Y GERMINACION DURANTE EL ALMACENAMIENTO

Debido a gque el secado puede ser imposible para semillas
recalcitrantes, se ha considerado la posibilidad de almacenarlas en
una condicién himeda, lo cual trae como consecuencia contaminacidn
microbiana y germinacidn durante el almacenamiento. Esto puede ser
una restriccidén importante para la conservacién de semillas
recalcitrantes (Roberts, 1973¢c; Sasaki, 1976; King y Roberts,
1980a; Yap, 1981).

Ferraz (1989) observé danho por contaminacidén en semillas
recalcitrantes de Carapa procera y una relacién inversamente
proporcional entre deshidratacién y contaminacidn.

El incremento en la salida de solutos orgdnicos provocada por
dafio a membranas puede contribuir al crecimiento de microorganismos
contaminantes (Bewley y Black, 1978) ya gue constituyen un medio
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nutritivo para el crecimiento de colonias de bacterias y hongos
patégenos, lo cual conduce a la muerte de la semilla (Bewley, 1979;
Simon y Wiebe, 1975; Priestley, 1986).

Los hongos gque generalmente atacan a las semillas (ortodoxas
de interés econdmico) en almacenamiento pertenecen a los géneros
Aspergillus y Penicillium, los cuales pueden crecer bajo las
condiciones en las que normalmente se almacenan las semillas
(Bewley y Black, 1978; Chistensen, 1978; Moreno, 1987a; 1987b). Sin
embargo, algunos tipos de semillas pueden presentar mayor
resistencia a la invasién fungal, por ejemplo aquéllas que
presentan testas muy duras (Chistensen, 1978).

Cada especie de hongos se encuentra limitada por un cierto
valor de contenido de humedad de las semillas por debajo del cual
no crece, aungue existen otros factores que también determinan su
virulencia, p.ej. 1la temperatura, la condicién de la semilla
(estado de salud), la disponibilidad de nutrientes (tipo de
reservas de la semilla) y su capacidad para penetrar a la semilla.
Los principales efectos deletéreos de los hongos de almacenamiento
son: 1) disminucidén de la viabilidad, 2) produccién de micotoxinas,
3) aumento de temperatura y 4) desarrollo de micelio y dafic total
de la semilla. (Bewley y Black, 1978; Chistensen, 1978; Moreno,
1987a; 1987b).

Bajo contenidos de humedad de la semilla en equilibrio con una
humedad relativa del ambiente, por debajo de 69% no crecen los
hongos (Bewley y Black, 1978).

Por otro lado, Harrington (1963, citado por King y Roberts,
1980a) considera que en una semilla con un contenido de humedad
mayor gue 10-13% la invasién microbiana y en particular la fungica
pueden disminuir rédpidamente la viabilidad de 1la semilla o
provocarle la muerte (Roberts, 1975).

Las bacterias probablemente no juegan un papel significativo
en el deterioro de las semillas durante la germinacidn, a menos que
la infeccidén progrese a un nivel de dailo obvio, y por otro lado,
debido a que las colonias de bacterias necesitan agua libre para su
crecimiento, es muy poco probable gue puedan desarrollarse en
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semillas ortodoxas almacenadas porgque éstas por lo general se
encuentran en estado seco. Pero si las condiciones fueran de
suficiente humedad, podrian facilitar el crecimiento de hongos, los
cuales pueden reprimir el crecimiento bacteriana {(Bewley y Black,
1978) .

Es probable que la combinaciodn de fungicidas, bactericidas,
bajo contenide de humedad, y baja temperatura, puedan disminuir la
contaminacién microbiana al minimo. Desafortunadamente la
susceptibilidad de 1las semillas recalcitrantes a 1las baljas
temperaturas y a 1la deshidratacién hacen impracticable esta
combinacidén, asi que la contaminacién microbiana es un problema de
primer orden.
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d) INVESTIGACIONES PREVIAS EN SEMILLAS RECALCITRANTES

De los pocos trabajos realizados hasta la fecha sobre semillas

recalcitrantes podemos citar los siguientes:

Avicenia marina

Carapa procera
Dipterocarpaceae
Dipterocarpus obtusifolius
D. turbinatus
Euphorbia longan
Hevea brasiliensis
Hopea odorata
Landolphia kirkii

itc chinamensis
Mangifera indica

Podocarpus henkelid
Portesia coarctata

Shorea album
S. gvalis

S. robusta
S. roxburghii
S. tortula

Sportina anglica
Symphonia globulifera
Tabebuia avellanedae

T. serratifolia
T. sp

Ulmus carpinifolia
Viro surinamensis

al.

Berjak et al. (1984); Farrant et
(1985; 1986).

Ferraz (1989);
Ng (1976); Yap (1981).
Tompsett (1987).
Tompsett (1987).

Fu et al. (1990).

Chin et al. (1981).
Corbineau y Come (1986;
Berjak et al. (1990).

Fu et al. (1990).
Corbineau y Come (1988);
(1990).

Dood et al. (1989a; 1989b).
Probert y Longley (1989).
Tompsett (1985).

Sasaki (1976).

Nautiyal y Purohit (1985a; 1985b;
1985c); Nautiyal et al (1985).
Tompsett (1985);
Come(1988).
Sasakli (19786).
Probert y Longley (1989).
Corbineau y Come (1988).
Kageyama y Mdrgquez (1983).
Kageyama y Mdarquez (1983).
Kageyama y Mdrquez (1983).
Tompsett (1986).

King y Roberts (1982).
Tompsett (1986}.
(1989).

1988).

Fu et al.

Corbineau y

Cunha et al.
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Zizania palustris Probert y Longley (1989).

Esta serie de trabajos tienen varias caracteristicas en comtin,
por ejemplo:

1) No siguen una técnica de secado estdndar bajo condiciones
controladas, sino gue cada autor utiliza la técnica que considera
mds conveniente, incluso algunos de ellos (Berjak et al., 1990;
Chin et al., 1981; Fu et al., 1990; Tompsett, 1985; 1987), ensayan
con dos o mds técnicas a la vez para determinar cual de ellas puede
ser la mds apropiada. Sin embargo, por los resultados obtenidos
podemos darnos cuenta de que cualquiera que sea la técnica y la
velocidad de secado, conduce a la pérdida de viabilidad de las
semillas en corto tiempo.

2) Para las pruebas de almacenamiento utilizan cajas o bolsas
de plastico selladas, pero utilizan temperaturas y humedades
ambientales asi como periodos de almacenamiento diferentes, lo cual
los hace no comparables entre si. Por supuesto esto es debido a los
requerimientos de cada especie.

3) En estos trabajos no controlan con precisién el contenido
de humedad de las semillas al momento de almacenarlas; ni tampoco
hacen pruebas para determinar el efecto de la disminucién gradual
del contenido de humedad sobre la germinacién y sobre el
almacenamiento.

4) En la mayoria de los trabajos en los que se utilizaron
varias especies a la vez, no se sigue una metodolodgia uniforme para
todas las especies, aun tratdndose de especies de la misma familia
o del mismo género.

5) La principal caracteristica en comiun gque tienen estos
trabajos son los resultados obtenidos: todas las especies
estudiadas muestran una disminucidén parcial o total de 1la
viabilidad conforme se disminuye su contenido de humedad o conforme
se incrementa el periodo de almacenamiento.

Algunos de los autores hacen sugerencias interesantes, por
ejemplo, Corbineau y Come (1986; 1988), sugieren utilizar
soluciones con presién osmética adecuada o agentes crioprotectores;
Tompsett (1985) sugiere mantener a las semillas en varias
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soluciones con varias concentraciones de inhibidores de crecimiento
como ABA, utilizar osmoticos u otros métodos que puedan ayudar a
mantener a las semillas con un contenido de humedad por arriba del
punto critico. Probert y Longley (1989), sugieren utilizar técnicas
de criopreservacidén, por ejemplo, combinar bajas temperaturas con
la aplicacidén de soluciones estériles de polietilen—glicol (PEG)
con potenciales osméticos por arriba del punto critico para
mantener la sobrevivencia del embridn. Por udltimo, Berjak et al.
(1990), sugieren imprimir un secado muy rédpido ("flash drying"),
por ejemplo reduciendo el contenido de humedad hasta un 15% en 1
hora, para evitar cambios comformacionales de las membranas.

Otros investigadores sugieren la posibilidad de estudiar otros
métodos alternativos para incrementar la viabilidad de las semillas
recalcitrantes en almacenamiento. Por ejemplo King y Roberts
(1980b), sugieren el uso de crioprotectores para reducir 1los
efectos dahfinos producidos por la concentracidén de solutos y la
formacién de hielo a temperaturas por debajo de los 0°C. Vdzquez-
Yanez (1987), sugiere la aplicacién de antioxidantes y hormonas
inhibidoras del metabolismo para facilitar la deshidratacidén vy
prolongar el tiempo de almacenamiento; sin embargo, King y Roberts
(1980a), afirman gque el uso de inhibidores naturales de 1la
germinacidn, para evitar la germinacion de semillas recalcitrantes
durante el almacenamiento en general ha tenido poco éxito, y ponen
en duda la efectividad de inhibidores artificiales como metil-
naftalenacetato, o las altas concentraciones de bidéxido de carbono
utilizadas por otros autores gue ellos citan. Por otre lado,
afirman que aparentemente no existen inhibidores quimicos efectivos
disponibles y que los unicos inhibidores de 1la germinaciodn
realmente efectivos y con efectos reversibles pueden serxr
polietilen-glicol y soluciones de azucar concentrada, los cuales
actiian a nivel osmético.

Meryman (1966a, citado por King y Roberts, 1980b), identificd
algunos de los requisitos que debe cumplir un aditiveo protector:

1) prevenir la congelacién del agua,

2) ser un disolvente de electrélitos,
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3y

4)
5)
6)

tener una propiedad de réplda penetraclén a la celula,
ser no toéxico, : :
tener un bajo peso molecular (menor d}n
tener afinidad por el agua.
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CAPITUIO 5
EL._PAPEL DEL AGUA EN LAS SEMILLAS

El agua tiene propiedades y caracteristicas gue la hacen el
liguido mds adecuado para mantener la vida de cualquier organismo,
vya que es el medio en el cual se llevan a cabo todas las reacciones
vitales vy en el que se transportan todos los compuestos orgdanicos
e inorganicos dentro de cualquier ser viviente.

El1 agua es importante aun en semillas "secas" (Hamabata y
Martinez, 1980), vya que éstas raramente estdan completamente
desprovistas de agua, la cual ejerce una profunda influencia tanto
en semillas ortodoxas como en recalcitrantes (Priestley, 1986). De
hecho una de las principales caracteristicas que distingue ambos
tipos de semillas es su capacidad para tolerar la desecacidn. Esta
diferencia depende de varias caracteristicas propias de la especie
principalmente a nivel de la etapa final del desarrollo ontogénico

de las semillas.

a) SECADO_EN LA MADURACION DE_ LAS SEMILLAS

Poco se conoce sobre la maduracidén en semillas recalcitrantes,
pero abundan reportes en la literatura sobre la maduracidn en
semillas ortodoxas (consultar entre otros, Kozlowzki, 1972; Mayer
y Poljakoff-Mayber, 1975; Bewley y Black, 1978; Murray, 1984;
Kermode gt al., 1989); la cual puede dividirse en 3 estados: 1)
histodiferenciacién, en 1la cual el cigoto wunicelular sufre
extensivas divisiones mitéticas, las células resultantes se
diferencian para formar el patrén basico del embridén; 2) maduracidn
en ausencia de nuevas divisiones celulares, caracterizada por
expansién celular, altos niveles de sintesis de proteinas y de RNA,
altos niveles de respiracién (Berjak et al., 1984) y deposicidén de
reservas en los tejidos de almacenamiento (generalmente proteinas
con lipidos o con carbohidratos); y por ultimo, 3) un periodo de
secado durante la etapa final de la maduracidén (previo a 1la
liberacién de las semillas de la planta progenitora) (Bewley y
Black, 1978; Kermode et al., 1989), durante el cual se produce una
disminucién gradual del metabolismo conforme disminuye el contenido
de humedad de las semillas, el cual se reduce a valores muy bajos
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(Berjak et al., 1984; Bewley, 1979; Kermode et al., 1989; Sasaki,
1976); en esta ultima etapa el embridén pasa a un estado guiescente
o inactivo (Kermode et al., 1989).

Gaff (1980) sugiere gque la tolerancia a la desecacidn es una
caracteristica contenida en la informacidén genética y dque puede
expresarse tanto en la fase vegetativa como en 1la fase de
desarrollo ontogénico y maduracidén del embridén en semillas
ortodoxas.

Existe una variedad de observaciones gque sugieren que el
secado normal en la maduracidén es un evento critico (de hecho,
existen reportes gque indican que el secado es un prerrequisito
indispensable para que se lleve a cabo la germinacién normal en
semillas ortodoxas, Bewley, 1979; Berjak et al., 1990), durante el
cual la semilla se libera del control materno y se prepara para
enfrentarse a condiciones ambientales aleatorias, por lo gue tiene
que proteger sus estructuras y sus sistemas "desconectando" sus
funciones. Se producen una serie de cambios celulares vy
estructurales reversibles, tales como rearreglos relativamente
ordenados de moléculas estructurales de las membranas celulares,
cambios en la estructura terciaria de las proteinas, disminucidn
gradual y general del metabolismo, incluyendo disminucidén en la
sintesis de proteinas, en el contenido de RNA total y en la tasa de
respiracién (Berjak et al., 1984; Bewley, 1979; Kermode et al.,
1989; Simon, 1984).

Las semillas recalcitrantes, por el contrario, son liberadas
con un alto contenido de humedad lo cual indica que aparentemente
no sufren un periodo de secado durante la maduracidén; de hecho, al
parecer no requieren de este secado ya gue pueden germinar sin ser
desecadas (Berjak et al., 1984; 1990; Kermode et al., 1989). A
partir de este hecho surge la inguietud por saber si presentan un
desarrollo ontogénico y maduracidén andloga a la de las semillas
ortodoxas antes de que estas tiltimas entren en la fase de secado
(Berjak et al., 1984). Sélo se sabe que mantienen altos niveles de
sintesis de proteinas y altos niveles de respiracién durante el
periodo de maduracisén indicando que el embrién no entra en un
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estado de verdadera quiescencia, es decir, no ocurre la induccién
de la latencia (Sasaki, 1976). Al momento de la liberacién no
existe una inhibicidén de la germinacién, y ademds contienen una
cantidad suficiente de agua para comenzar a germinar (Berjak et
al., 1984). De lo anterior se deduce gue cualquiera que sea la
sefal que margue en una semilla ortodoxa el inicio de la fase de
secado en la maduracioén, y por lo tanto de latencia, esta ausente
en semillas recalcitrantes (Berjak et al., 1984).
b} EL ESTADO DE AGUA EN T.A SEMIILLA

Para entender mejor la interaccién entre agua y semilla es
necesario analizar los "isotermas de absorcién®" (ver figura 2), los
cuales se obtienen midiendo el contenido de humedad en equilibrio,
como una funcidén de la humedad relativa a temperatura constante
(Priestley, 1986). Los isotermas de absorcidén muestran tres zonas
bien definidas, cada una de las cuales corresponde a un estado de
hidratacién en el cual predomiﬁa un tipo particular de enlace
hidrico (Priestley, 1986). El contenido de humedad que separa una
zona de otra puede variar con la especie.

En la zona I predominan enlaces quimicos muy fuertes que unen
a las moléculas de agua con los grupos amino y carboxilo de las
proteinas, con los grupos iénicos de carbohidratos y de lipidos, y
otros constituyentes celulares como paredes celulares y membranas
(Priestley, 1986). Algunos autores (Drost-Hansen, 1971; Drost-
Hansen y Clegg, 1979; citados por Berjak et al., 1984) han aceptado
ampliamente los términos de "agua estrechamente asociada" con la
superficie molecular, "agua vecinal", "agua estructural'" o "agua de
enlace" para denominar a la cantidad de agua presente en esta zona
de hidratacién, la cual es necesaria para: 1) mantener la
estabilidad de las estructuras subcelulares, manteniendo 1la
asociacién lipoproteina-membrana (la cual es tipicamente un sistema
hidratado); 2) mantener la estabilidad de 1las estructuras
moleculares (enzimas, proteinas, &cidos nucléicos, 1lipidos vy
carbohidratos), manteniendo la continuidad de la capa monomolecular
de agua que las rodea; y 3) la ordenacién de los componentes
citopldsmicos solubles, tales como los sistemas multienzim&ticos de
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Figura 2, Isoternas de absorcicn de agua en seaillas de Bibjscus cannabinus a 20°C. (Toeado de Priestley, 1986.)
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las rutas metabdlicas (Bewley, 1979; Berjak et al., 1984; Nautiyal
y Purohit, 1985b).

Para gque una semilla permanezca viva (viable) en una condicién
"seca" en almacenamiento es necesario que mantenga su contenido de
humedad por arriba de la zona I de hidratacidén, p.ej.: 5% en frijol
soya (Glicipne max) y 8% en Hibiscus cannapinus (Priestley, 1986);
25% en Shorea robusta (Nautiyal y Purohit, 1985b); 20-30% en
Avicenia marina (Ber3jak et al., 1984); 19-27% en Theobroma cacag
(King y Roberts, 1980a).

En la zona II predominan enlaces hidricos menos fuertes
(puentes de hidrégeno) entre moléculas de agua "libre®" y el "agua
estructural" (Priestley, 1986). La presencia de agua comprendida en
esta zona es esencial para el movimiento de moléculas de un
compartimiento celular a otro (Berjak et al., 1984). No se ha
detectado movimiento de moléculas a través de los tejidos en la
zona I (Duckworth, 1962; citado por Priestley, 1986). Por arriba
del limite entre las zonas I y II la difusién se hace gradualmente
mds evidente conforme incrementa el nivel de hidratacién
(Priestley, 1986).

La zona III puede considerarse como una regidén de "agua libre"
o "mévil", en la cual dominan fuerzas capilares y osméticas. No se
ha detectado actividad enzimdtica en la zona I, ésta es muy lenta
y casi imperceptible en la zona II, e incrementa con el inicio de
la zona III (Priestley, 1986). Esta zona de hidratacién (zona III)
coincide con la FASE I de imbibicién (es importante no confundir
zona de hidratacién con fase de imbibicién, ya que los isotermas de
hidratacién se refieren al contenido de humedad en equilibrio con
la atmésfera y las fases de imbibicidn se refieren al proceso de
germinacidn).

El deterioro de semillas en almacenamiento depende
principalmente de la zona de hidratacién con la cual se almacene la
semilla y de las condiciones particulares de almacenamiento. Es
decir, las semillas ortodoxas pueden tolerar muy bien el
almacenamiento si su contenido de humedad estd comprendido en 1la
zona I de hidratacién, mientras gue las semillas recalcitrantes
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necesitan mantener sﬁ contenido de humedad entre los limites 'de las
zonas II y III. .
' c) TOLERANCIA A LA DESECACION

Una de las caracteristicas mds sorprendentes de las semillas
ortodoxas es su capacidad para tolerar 1la desecacién severa
(Priestley, 1986), por lo gque pueden considerarse como tipos
especializados de organismos tolerantes a la desecacidn. La mayoria
de los estudios sobre los efectos de la desecacidén a nivel celular
en este tipo de organismos se han realizado en algunos procesos
metabdlicos, en particular, la sintesis de proteinas y de RNA, 1la
respiracioén, y la estabilidad de membranas (Bewley, 1979).

Bewley (1979), sugiere que la tolerancia a la desecacidn esta
relacionada con algunas propiedades inherentes del contenido
celular; es decir, 1la tolerancia es ‘'protoplasmica" y puede
caracterizarse por: a) la presencia de mecanismos que limitan el
dafio durante la desecacién, como podrian ser la produccidén o
disponibilidad de sustancias (como sacarosa, aminodcidos, aniones,
etc.) para mantener el contenido de agua estructural y asi mantener
la integridad de las macromoléculas; b) mantener la integridad
fisioldgica en estado "seco", de tal forma que el metabolismo pueda
ser reactivado rdpidamente al inicio de la imbibicidn; ¢) mantener
la integridad nuclear y con ellc la integridad del material
genético; y d) mantener operativos los mecanismos de reparacién de
dafic principalmente para recobrar la integridad de las membranas y
organelos.

Es evidente que los organismos tolerantes a la desecacidn,
comoc las semillas ortodoxas, muestran cambios celulares vy
estructurales reversibles (tales como rearreglos relativamente
ordenados de moléculas componentes de las membranas, y cambios en
la estructura terciaria de las proteinas) cuando son sometidos a
desecacidén extrema (Bewley, 1979; Simon, 1974; Seewaldt et al.,
1981 citados por Berjak et al., 1984); estos cambios estdn ausentes
o son daninos en organismos intolerantes, como en el caso de las
semillas recalcitrantes. Ademds, la falla de cualquiera de las
propiedades caracteristicas de la tolerancia a 1la desecacidn
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conduce a la pérdida de viabilidad.

Se ha propuesto que las diferencias en la tolerancia a la
desecacidn entre semillas ortodoxas y recalcitrantes puede estar
relacionada con diferencias en el estado del agua subcelular en los
dos tipos de semillas (Berjak et al., 1984).
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CAPITULO 6
METABOLITOS COMPATIBLES Y OSMORREGULACION

Muchos organismos, particularmente las plantas, han
desarrollado una variedad de mecanismos sofisticados para
sobrevivir en sitios deficientes en agua disponible. Estos
mecanismos consisten en equilibrar su fuerza osmética con el medio
que las rodea (osmorregulacidn); en otras palabras, son capaces de
evitar la deshidratacidn absorbiendo o sintetizando moléculas que
actuian como agentes de balance osmético en respuesta a estrés
hidrico (LeRudulier et al., 1984). Estas moléculas, denominadas
metabolitos o seclutos compatibles u osmoprotectores, como su nombre
lo indica, deben ser totalmente compatibles con la funcidn
metabélica celular y con la actividad enzimdtica, y deben ser
osmoticamente activas (Reed, 1984). Schobert, (1977, citado por
Reed, 1984) sugiere que su funcién primaria es la de mantener la
hidratacidén de biocpolimeros dentro del citoplasma para evitar una
pérdida neta de agua, pero también pueden actuar como
estabilizadores de la estructura y 1la funcién de proteinas y
membranas (LeRudulier et al., 1984).

Estrictamente hablando, la osmorregulacion es un conjunto de
procesos y mecanismos por medio de los cuales las plantas regulan
la presién osmdética de sus células, modificando la concentracioén
(numero de particulas osméticamente activas por célula) de solutos
celulares, ya sea por adicién o remocidén, hasta que el potencial
osmético intracelular sea aproximadamente igual al potencial del
medio gque rodea a la célula; esta adaptacidn celular es un proceso
biolégico cardinal que protege a los organismos en contra de los
efectos 1letales de la deshidratacién (Turner y Jones, 1980;
LeRudulier et al., 1984; Morgan, 1984; Reed, 1984; LaRosa et al.,
1987).

Tedricamente, un gran nuimero de compuestos podrian actuar como
metabolitos compatibles para realizar estas funciones; sin embargo,
un determinado organismo sélo puede utilizar algunos de ellos para
cubrir esta necesidad (LeRudulier et al., 1984).

Los principales compuestos involucrados en la osmorregulacidn
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que se han encontrado hasta el momento son: azucares solubles
(particularmente sacarosa),  potasio, cloruro, calcio, &cidos
organicos y aminodcidos libres, especificamente prolina y glicina
betaina (Wyn Jones et al., 1977; Stewart y Hanson, 1980; Turner y
Jones, 1980; Enoch y Glinka, 1983; Gaff y Loveys, 1984; LeRudulier
et al., 1984; Klein et al., 1986; LaRosa et al., 1987; Koster y
Leopold, 1988).

En plantas superiores, prolina y glicina betaina son los
osmoticos fisioldgicos mds comunes que se acumulan en el citoplasma
en respuesta a estrés hidrico o salino, mientras gque los azlGcares
solubles se acumulan s6lo en algunos casos raros (Selinioti et agl.,
1987). Otros autores (Turner y Jones, 1980), proponen gue la
prolina y algunos azucares estdn implicados como importantes
contribuyentes a la supervivencia de células bajo deshidratacidn,
pero no se sabe si esto se debe a su contribucién como solutos
osméticos para el mantenimiento de la turgencia, 6 a través del
mantenimiento de 1la integridad estructural y fisioldgica del
citoplasma.

A continuacidén se resumen los conocimientos que hasta el
presente se tienen sobre el papel de los metabolitos compatibles
utilizados en este trabajo, y los resultados obtenidos por otros
investigadores, gue apoyan los argumentos para utilizarlos como
protectores o estabilizadores de membranas.

PROLINA

Se ha especulado gque 1la acumulacién de prolina podria
representar un mecanismo compensatorio para la supervivencia de
plantas durante un perifodo de estrés por sequfa u otro tipo de
estrés. Se ha sugerido gue actia a varios niveles: 1) como un
soluto citoplasmico compatible o regulador osmético (Stewart y Lee,
1974, citados por Lone et al., 1987; Aspinall y Paleqg, 1981,
citados por Ibarra Caballero gt al., 1988); 2) como almacén de
nitrégeno y fuente de carbono (Thompson et al., 1966, citados por
Lone et al., 1987; Fukutaru y Yamada, 1984); 3) como protector de
la estabilidad de membranas y protector en contra de 1la
desnaturalizacién de enzimas, ocasionada por altas temperaturas o
por altas concentraciones de sales (Ahmad et al., 1982; Paleg et
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al., 1982, citados por Lone et al., 1987; Paleg et al.,1984); 4)
como un agente gue incrementa la solubilidad de proteinas (Schobert
y Tschesche, 1978, citados por LeRudulier et al., 1984); o incluso
5) como un estabilizador de la maguinaria de sintesis de proteinas
({Kardpal y Rao, 1985). Estas actividades propuestas no son
mutuamente incompatibles ¥y pueden complementarse unas con otras
dentro de un patrén metabdlico y ontogénico integrado (Jeffereis,
1980; Jeffereis y Rudmik, 1984; citados por Lone et al., 1987).

Kermode y MacPherson (1954; citados por Stewart y Hanson,
1980) fueron los primeros en describir la acumulacidén de prolina
libre en hojas bajo estrés hidrico. Se propone que la acumulacién
de prolina tiene un papel adaptativo, ya que la capacidad para
acumular altos niveles de prolina libre se relaciona directamente
con un incremento en la supervivencia bajo condiciones de estrés
hidrico severc, y con una rédpida restauracion del crecimiento de
plantas sometidas a estrés hidrico, después de eliminar el estrés
(Stewart y Hanson, 1980). Aunque esto ultimo no estd completamente
demostrado ya que también existen reportes de casos en los que no
hay correlacién entre la resistencia a sequia y los niveles de
prolina.

También se ha observado ampliamente una acumulacién de prolina
en una gran variedad de plantas sujetas a estrés hidrico y otros
tipos de estrés ambiental (Lone et al., 1987; Klein et al., 1986).
Estos son algunos ejemplos: Wyn Jones et al. (1977), encontraron
acumulacién de prolina en presencia de altas concentraciones de
cloruro de sodio en pldntulas de Suaeda moncica, Atriplex spongiosa
y Spartiana townsendii. Wyn Jones y Storey (1978, citados por Lone
et al., 1987), reportan que el aminodcido prolina es el soluto
predominantemente acumulado en pldntulas de cebada (Hordeun
vulgare) después de un "shock" osmético. Tymms y Gaff (1979,
citados por Gaff y Loveys, 1984) y Gaff (1980) reportan acumulacidn
de prolina en varias especies de plantas sometidas a estrés
hidrico. LeRudulier y Valentine (1982, citados por LeRudulier et
al., 1984), afirman que la prolina confiere tolerancia en contra de
estrés osmético en bacterias del género Klebsiella. LeRudulier y
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valentine (1983, citados por Lone et al., 1987), han encontrado que

la capacidad para producir prolina en exceso puede conferir un
incremento en 1la tolerancia a estrés osmético en Salmonella
typhimurium. LaRosa et al. (1987), reporta acumulacién de prolina
en células de tabaco.

Calculos a partir de la literatura muestran que la cantidad de
prolina acumulada en hojas de cultivos rara vez excede 50umol/g de
peso fresco, un nivel que no puede contribuir grandemente al
potencial osmético, a menos que la prolina sea compartamentalizada
en una pequefia fraccidn del volumen total de la célula (Stewart y
Hanson, 1980).

Existen pocos trabajos experimentales en los que se ha
aplicado prolina externamente; por ejemplo, Christian, (1955,
citado por Lone et al., 1987), encontrd que la aplicacién externa
de prolina estimuld el crecimiento de colonias de Salmonella
orianenburg sujetas a estrés osmético, lo mismo gue Britten y

McClure (1962, citados por Lone et al., 1987) encontraron en E.
coli; Lone et al. (1987) aplicaron prolina en una concentracidén de

10 uM en plantulas de cebada y encontraron que confiere resistencia
al estrés. Mientras que, por el contrario, Tymms y Gaff (1979,
citados por Gaff y Loveys, 1984) encontraron que la aplicacién de
prolina externa no tiene efecto protector en hojas desecadas de
Borya nitida ni de Myrothamnus flabellifolia.

GLICINA BETAINA

La glicina betaina es otro soluto gue se acumula en ciertas
plantas bajo condiciones de estrés hidrico o de otro tipo. Existen
evidencias de que la glicina betaina actia como: 1) un soluto
citoplasmdtico compatible que puede estabilizar parcialmente
enzimas y membranas en contra de algunas perturbaciones (Wyn Jones
et al., 1977; Wyn Jones, 1984, citado por Lone et al., 1987); 2)
como un osmorregulador generalizado (LeRudulier et al., 1984), que
aparentemente protege a las células en contra del daho por
congelacidn (Ahmad et al., 1987), al igual que en contra de los
efectos de toxicidad por sales, principalmente cloruro de sodio
(Wyn Jones et al., 1977; LeRudulier et al., 1984; Ahmad et al.,
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1987).

Wyn Jones et al. (1977), sugieren que los niveles de glicina
betaina acumulada en tres especies de plantas haléfitas (Suaeda
monoica, Atriplex spongiosa y Spartiana townsendii), son 1lo
suficientemente altos como para pensar gue el compuesto podria
actuar como un osmolito citopldsmico si éste fuera concentrado en
el citoplasma y excluido de las vacuolas. También encontraron que
los datos tomados de muchos experimentos en tres especies de la
familia Chenopodiaceae y seis de la familia Gramineae, muestran una
alta correlacién (r=0.85) entre niveles de glicina betaina vy
presion osmdética.

Wyn Jones y Storey (1978, citados por Lone et al., 1987),
encontraron que en cebada (Hordeum vuylgare L.) se acumula mds
glicina betaina gue prolina bajo condiciones de estrés gradual.

Bouillard y LeRudulier (1983, citados por LeRudulier et al.,
1984), encontraron que la glicina betaina protege a bacterias del
género Klebsiella en contra del estrés osmdético.

LeRudulier et al. (1984) sugiere que sdlo células bajo estrés
osmético acumulan niveles significativos de glicina betaina.

Son pocos los trabajos en los que se ha aplicado glicina
betaina exdgena; por ejemplc, Wyn Jones et al. (1977) v Lone et al.
(1987), encontraron que aplicada externamente, en una concentracidén
de 10 uM/g de peso fresco, la glicina betaina incrementa 1la
tolerancia a 1la salinidad en plédntulas de varias especies.
LeRudulier et al. (1984), reportan que si se aplica externamente
debe ser en una concentracién dentro del intervalo de 1 X 10E-5 a
5 X 1lO0E-5 (0o sea de 10 uyM a 50 uM). Por ultimo, Ahmad et al.
(1987), encontraron gue su aplicacidén exégena incrementa la
tolerancia a sales, promoviendo el crecimiento de pldantulas de
cebada (Hordeum vulgare L.) sometidas a "shock" con cloruro de
sodio.

CALCIO

Las evidencias acumuladas sugieren que el calcio (Ca+t++) actuia
como un segundo mensajero en la transduccidn de sefales
extracelulares en plantas, al igual que en células animales en las
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gque es muy ceonocido su papel como importante regulador de diversos
procesos (p.ej. motilidad celular, elongacidn, neurotransnmisioén y
secrecién hormonal), (Owen, 1988).

varios autores citados por Enoch y Glinka (1983), afirman que
se han realizado observaciones gque demuestran gue en plantas el
calcio es necesario para mantener la integridad de membranas y sus
caracteristicas de permeabilidad, lo cual es muy importante, ya gque
la pérdida de integridad de la membrana puede conducir a la muerte
de la célula.

En cuanto a la aplicacién externa, Clarkson y Hanson (1980,
citados por Enoch y Glinka, 1983), afirman gque las plantas tienen
un bajo requerimiento de calcio exdgeno, por lo gue su aplicacidén
puede ser a bajas concentraciones.

AZUCARES SOLUBLES (SACAROSA)

Se ha demostrado que los azucares solubles protegen a los
lisosomas y a los microsomas de los dafos por desecacidn, y que
tienen un papel protector en algunos sistemas anhidros (Koster y
Leopold, 1988).

La estructura de las membranas puede mnantenerse por la
presencia de grupos hidrofdébicos e hidrofilicos que pueden
sustituir al agua, la cual es considerada como el estabilizador
universal de estructuras (LeRudulier et al.., 1984). Esta hipétesis
de reemplazamiento de agua sugiere gque algunos compuestos poli-
hidroxilo pueden sustituir al agua precisamente en su funcidn de
estabilizar la estructura de las membranas en estado seco (Webb,
1965, Santarius, 1973 y Crowe, 1977, citados por Koster y Leopold,
1988). Algunas evidencias que apoyan esta hipdtesis han sido
reunidas por Crowe et al. (1987, citados por Koster y Leopold,
1988}, gquienes han demostrado que un dimero de la glucosa (la
trehalosa), puede efectivamente reemplazar al agua en sistemas de
membranas artificiales. La trehalosa se encuentra en muchos
organismos tolerantes a la desecacidén, pero no ha sido detectada en
semillas de angiospermas.

otros azicares solubles, especialmente la sacarosa, pueden
asumir un papel protector en sistemas de membranas artificiales
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(Crowe et al., 1984; 1986, citados por Koster y Leopold, 1988). Los
resultados obtenidos por Koster y Leopold (1988), apoyan la idea de
gque la sacarosa puede considerarse como el principal agente
responsable de la tolerancia a la desecacidén en semillas de Glicine
max, Zea mays y Pysum sativum. Estos autores estimaron el grado del
dafio ocasionado por desecacién en las membranas de semillas de
estas especies en varios estados de imbibicién mediante la medicidn
de la tasa de salida de electrdélitos. En algunos casos, encontraron
altas tasas de salida de solutos, lo cual es un indicador de que
las barreras de difusién fueron danadas por la desecaciodn y/o la
rehidratacidn.

ELL PAPEL DEL ABA EN LAS SEMILLAS

Actualmente se tienen evidencias de gue el ABA participa en
las respuestas a distintos tipos de estrés (Davies et al., 1980;
Owen, 1988; Creelman, 1989), ya gue se ha demostrado que por una
parte estimula la osmorregulaciéﬁ por acumulacion de solutos tales
como azucares, iones como Ca++ y aminodcidos, particularmente
prolina (Aspinall, 1980; Gaff y Loveys, 1984; Klein et al., 1986;
LaRosa et al., 1987; Owen, 1988); y que por otra parte juega un
papel principal en la adaptacién de plantas a condiciones
ambientales adversas (estrés por sequia, temperaturas extremas,
salinidad, inundacidén, y aun al estrés asociado con el proceso de
senescencia), cuando se encuentra en altas concentraciones, ya sea
endégeno o aplicado exégenamente (Hiron y Wright, 1973; Mizrahi et
al., 1974; Rikin y Richmond, 1976; Aspinall, 1980; Gaff, 1980;
pDavies y Mansfield, 1980 y Van Steveninck, 1983, citados por LaRosa
et al., 1987; Grazia-Gali y Levi, 1982; Eze et al., 1983; Gaff y
Loveys, 1984).

Se sabe que la concentracién de ABA se incrementa rdpidamente
en muchas angiospermas en respuesta a niveles moderados de estrés
(Zabadal, 1974, citado por Gaff, 1980). Por ejemplo, Gaff (1980),
encontré gque los nieles de ABA se incrementaron en hojas de Boryva
nitida vy de Myrothamnus flabellifolia durante las primeras etapas
de desecacidn, alcanzando una concentracidn mdxima 20 horas
después. Aspinall (1980), encontré que la pérdida de agua en hojas
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de  trigo (Triticum aestivum) y otras muchas especies induce un‘
rapido incremento en el contenido enddgeno de ABA.

Los trabajos en los que se reporta aplicacién de ABA en
semillas son pocos pero significativos, y son de dos estilos: 1)
sobre la tolerancia a la desecacidén. Por ejemplo, Grazia-cGalli y
Levi (1982), encontraron gue embriones de Haplopappus gracilis
imbibidos durante 6-7 dias en ABA 10 uM mantuvieron «casi

completamente la capacidad para germinar después de la
deshidrataciodn, mientras que embriones imbibidos en agua durante 9
hrs perdieron completamente su capacidad para sobrevivir la
deshidratacidén; y 2) sobre inhibicién de 1la germinacidén. Por
ejemplo, Milborrow (1974, citado por Kermode, et al., 1989), afirma
que la aplicacién exdgena de ABA inhibe el proceso de germinacidn
en embriones maduros de varias especies, promoviendo al mismo
tiempo, algunos procesos de desarrollo (Kermode, et al., 1989).

Los niveles de ABA aplicadds exdgenamente o encontrados en
diversos tejidos y en diversas especies varian desde 134 ng/g de
peso fresco, en hojas de Borya nitida (Gaff y Loveys, 1984); 10 puM,
aplicado en células de tabaco (La Rosa et al., 1987); 100 uM,
aplicado en hojas de Haplopappus gracilis (Grazia-Galli y Levi,
1982); 1 mM, aplicado en hojas de maiz (Davies et al., 1980;
Ibarra-Caballero et al., 1988); hasta 38 mM, aplicado en hojas de
Myrothamus flabellifolia (Gaff y Loveys, 1984).
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CAPITULO
OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Obtener un conocimiento mds preciso e integral scbre ecologia
y fisiologia de la germinacidn de semillas de siete especies de la
vegetacién de selva madura de Los Tuxtlas, Ver., para poder
proponer técnicas de almacenamiento a largo plazo, con bases
sélidas, cientificas y no empiricas como se ha venido haciendo
hasta este momento.
OBJETIVOS PARTICULARES:
A) ASPECTO ECOLOGICO

Se sabe que las semillas grandes, con alto contenido de
humedad pueden ser incapaces de absorber suficiente cantidad de
agua para germinar en suelos relativamente secos (Foster, 1986);
deben absorber agua en la interfase suelo-semilla mds rdpido de lo
gue la pierden para poder germinar (Bewley y Black, 1978). Por esta
razoén es 1légico suponer gue no puedan germinar en suelos desnudos
donde la evaporacién es muy alta, por lo tanto, su germinacidn
puede restringirse a los habitats hiumedos, como el interior de la
selva. Por otra parte se sabe gque las semillas pequefias por lo
general reguieren de 1luz para germinar (Vdzquez-Yanes, 1983;
vV&zquez—-Yanes y Guevara, 1985; Harper et al., 1970), por lo que con
frecuencia son incapaces de germinar en el oscuro suelo de 1la
selva.

Decidir si las semillas de las especies utilizadas en este

estudio: Diospyros digyna (Ebenaceae), Cupania dentata
(Sapindaceae), Cymbopetalumm baillonii (Annonaceae), Poulsenia

armata (Moraceae), Chamaedorea tepejilote (Palmae), Stemmadenia
donnell-smithii (Apocynaceae) y Rheedia edulis (Guttiferae),
restringen su éxito germinativo al interior de la selva (es decir,
su hdbitat natural preferencial), o si pueden germinar fuera de la
selva (sitios en los que ha desaparecido el dosel), o incluso con
abertura parcial del dosel, como los claros.
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B) ASPECTO FISIOLOGICO

Se sabe por una parte, que la mejor forma de almacenar
semillas consiste en reducir su contenido de humedad, y por otra
parte, gue uno de los principales problemas a los que se enfrentan
las semillas recalcitrantes (de corta longevidad) para su
almacenamiento es el alto contenido de humedad con el que son
liberadas; el cual no puede reducirse sin gue las semillas se
dafen, ya que la deshidratacién es considerada como uno de las
principales causas de pérdida de viabilidad en este tipo de
semillas. Por esta razon se decididé analizar el efecto de 1la
deshidratacidn sobre:

1) su capacidad de germinacidn

2) la actividad metabdlica antes y después de la imbibicidn.

3) la capacidad de las semillas para recuperar el agua perdida

Encontrar la posible relacién entre el contenido de humedad
con el gque son liberadas las semillas de estas especies y su
respuesta a la deshidratacién con la conducta recalcitrante.

Las membranas son consideradas como sitios primarios de dafio
por desecacidn (Koster y Leopold, 1988). Incluso uno de los
primeros eventos que parecen estar relacionadoes con la pérdida de
viabilidad es la pérdida de integridad de membranas en semillas
desecadas (Roberts, 1973b; Hamabata y Martinez, 1980; Gosh et al.,
1981; Berjak et al.,1984; Nautiyal y Purohit, 1985b; Priestley,
1986). Si se colocan semillas desecadas en un medio liguido para su
hidratacién, tienden a liberar solutos en una forma que sugliere
alteraciones en la integridad de la estructura de las membranas
(Roberts, 1973b; Bewley y Black, 1978; Stewart y Hanson, 1980;
Simon, 1984; Priestley, 1986; Kermode et al., 1989). Por esta razén
se decidié:

3) Determinar si la capacidad de germinacién estd relacionada
con la pérdida de integridad celular conforme las semillas pierden
agua, utilizando la salida de solutos como un indice de dafio.

Se ha reportado que los metabolitos compatibles pueden actuar
como estabilizadores de la estructura y la funcidén de las membranas
en situaciones de estrés hidrico. Aungue un gran numero de
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compuestos podrfan actuar . como metaboclitos compatibles para
realizar estas funciones, un determinado organismo solo puede
utilizar algunos de ellos para cubrir esta necesidad (LeRudulier et
al., 1984). Por lo que se decidié:

4) Determinar si la aplicacién de soluciones de metabolitos
compatibles con distintas concentraciones (prolina, glicina
betaina, calcio, sacarosa) y del fitorregulador ABA, estabiliza la
integridad celular y con ello ayuda a mantener la capacidad de

germinacién de semillas deshidratadas.
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CAPITULO 8
METODOLOGTA

La metodologia que a continuacion se relata se realizdé paso a
paso en la misma forma para las siete especies estudiadas. '
AREA DE ESTUDIO

La colecta del material bioldgico se llevd a cabo en la
Estacién de Biologia Tropical de Los Tuxtlas, Ver., con la
autorizacién del Instituto de Biologia.

La Estacidén se localiza entre 95°04’ y 95°09’ de longitud
Oeste y entre 18°34’ y 18°36’ de latitud Norte, y con una altitud
de 150 a 650 msnm. El clima es cdlido humedo, con temperaturas
mdximas y mfnimas de 29°C y 17°C, respectivamente. La precipitacidn
media anual es aproximadamente de 4500 mm; aungue llueve todos los
meses del ano, existe lo gque se podria llamar una "época de
lluvias", que va de junio a febrero, y una "época de secas", que va
de marzo a mayo (Ibarra y Sinaca, 1987).

DESCRIPCION DE LAS ESPECIES

Las especies estudiadas fueron elegidas por su alto contenido
de humedad, por ser especies de la vegetacidén original de la selva
de Los Tuxtlas. A continuacién se hace una breve descripcidn
botédnica de las mismas, la cual estd basada en el trabajo de Ibarra
(1986), por l1lo gue para mayores detalles recomendamos consultar
esta publicacidn.

Diospyros digyna Jacg. (Ebenaceae), nombre comin "zapote
prieto". Arbol dioico de 20 a 25 m de altura y 50 a 70 cm de
didmetro (a la altura del pecho cuando adulto), con contrafuertes
de 1.0 a 2.5 m de alto, planos, tubulares. Tronco recto,
cilindrico, ligeramente costillado. Corteza escamosa, de color
parda negruzca. Ccopa densa, redondeada. Hojas simples, alternas,
gue miden de 8.5 a 18 cm de largo y 3.5 a 7.0 cm de ancho, forma
eliptica, base aguda a redondeada, dpice agudo a redondeado, margen
entero, haz glabro de color oscuro brillante, envés glabro de color
mds palido, venacién pinnada con 12 a 16 venas secundarias. Flores
estaminadas con cdliz de 4 sépalos de color verde pdlido, unidos en
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la base; Corola tubular blanca, pubescente y anteras pardo
amarillas; pistilo reducido, pubescente. Flores pistiladas con
ovario. escaso, pubescente y con 4 estilos bien delimitados entre
si. Fruto: baya comestible, de forma subesférica, de color negro,
de 35 a 43 mm de largo, 50 a 60 mm de ancho y 40 a 55 mm de grueso,
con 6 a 11 semillas por fruto. Semillas angulosas, aplanadas
lateralmente y triangulares al corte transversal, de color pardo,
miden de 13 a 25 mm de largo, 12 a 14 mm de ancho y 7 a 9 mm de
grueso. Fenologfa: florece de mayo a Jjunio y fructifica de
septiembre a noviembre (ocasionalmente desde agosto hasta enero).
Se localiza por el Golfo desde Veracruz hasta Yucatdn, por el
Pacifico en Oaxaca y Chiapas.

Cymbopetalum baillonii R.E.Fr. (Anonaceae), nombre comin
"huevo de mono'". Arbol de 17 a 25 m de altura y 25 a 40 cm de
didmetro, con contrafuertes insinuados, de hasta 50 cm de altura.
Tronco cilindrico, ligeramente acostillado (su madera es apropiada
para construccién y contrachapado). Corteza lisa, de color pardo
negruzco. Copa densa, alargada, relativamente redondeada, con ramas
muy cercanas entre si. Hojas simples, alternas, de forma eliptica
oblonga, miden de 6 a 15 mm de largo y de 2 a 8 mm de ancho, base
aguda, &pice redondeado, margen entero, haz oscuro, envés mds
palido y con ambas caras brillantes y glabras, venacién pinnada con
10 a 14 venas secundarias. Flores solitarias, situadas
frecuentemente en las cicatrices de hojas caidas, miden de 6 a 11
cm de largo; cdliz con 3 sépalos verdosos, glabros y ovado
triangulares; 6 pétalos carnosos, cdncavos, glabros, de color verde
amarillento y dispuestos en 2 hileras con 3 elementos en cada una
de ellas; estambres y pistilos numerosos, de 2 a 3 mm de largo.
Infrutescencia con 8 a 17 frutos cilindricos por racimo, de color
rojo y lustrosos, miden de 15 a 25 cm de largo y de 6 a 10 cm de
ancho, con 18 a 35 semillas por fruto. Semillas cilindricas,
aplanadas, de color pardo rojizo y negruzco al secar, cubiertas con
un arilo rojizo, miden de 8.5 a 9.0 mm de ancho y 5.5 a 7.0 mm de
grueso; endospermo rumiado. Fenologia: florece de marzo a mayo Yy
fructifica de febrero a mayo. Se localiza en Veracruz, Tabasco y
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22mm

Figura 3. Diospyros digyna. Represenracion esquemstica de la semilla en seccion mediama, C, cubierta seminal; 2, endosperso; Co,..
cotiledon; R, radicula; Hi, hipocotilo. (Tomado de Niembro, 1839.)

16 mm

Figura 4. Cymbopetallum baillonii. Representacion esquemitica de la semilla en seccitn longitudinal. ¢, cubierta seminal; En,
endosperzo; Za, eabridn, (Tozado de Niembro, 1989.)
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Chiapas.

Cupania_dentata DC. (Sapindaceae), nombre comun "Tepeshi'.
Arbol de 13 a 25 m de altura y 25 a 40 cm de didmetro, con
contrafuertes insinuados de hasta 50 c¢m de alto. Tronco cilindrico,
recto (usado en la construccidén). Corteza lisa, parda. Copa
irregular, mds o menos densa. Hojas compuestas, en espiral, miden
de 13 a 30 cm de largo; dpice truncado, margen crenado, haz oscuro,
brillante, glabro, con el envés mds pdlido, opaco y glabrescente,
venacidén pinnada, con 10 a 14 venas secundarias. Flores de 15 a 30
cm de largo; 5 sépalos libres, glabrescentes, de color verde
amarillento, de 1.4 a 1.8 mm de largo y 1.0 a 1.3 mm de ancho; 5
pétalos blancos, libres, de 1.4 a 2.0 mm de largo y 0.6 a 1.0 mm de
ancho; 8 estambres blancos, de 2 a 3 mm de largo; pistilo
pubescente, de 1.5 a 2.0 mm de largo (comportamiento reproductivo
compleijo, con cambios de sexo no definidos). Infrutescencia, los
frutos son capsulas de color pardo verdoso, de 13 a 16 mm de largo
y 12 a 17 mm de ancho, trivalvados y con 3 semillas por fruto.
Semillas triangulares al corte transversal, de color negro,
cubiertas casi en su totalidad por un arilo anaranjado, miden de 8
a 11 mm de largo, de 6 a 7 nmm de ancho y de 4 a 6 mm de dgrueso;
endospermo escaso. Fenologia: florece de junio a julio y fructifica
de abril a mayo. Se localiza por el Golfo desde Tamaulipas hasta
Quintana Roo y por el Pacifico desde Sinaloa hasta chiapas.

Poulsenia_armata (Mig.)Standl (Moraceae), nombre comin
"abasbabi" o "aguatoso". Arbol monoico de 20 a 30 m de altura y 0.5
a 1.0 m de diametro, con 7 a 15 contrafuertes 1ligeramente
tubulares, de 0.5 m de alto. Tronco recto, acostillado. Corteza
variable, habitualmente lisa, de color pardo amarillento; exudado
abundante de color pardo claro. Copa abierta, de forma irregular a
redondeada. Hojas simples, alternas o en espiral, de forma
eliptica, base redondeada, asimétrica, dpice obtuso, margen enterc,
ligeramente ondulado, haz oscuro brillante, envés mds pdlido y con
ambas superficies glabras, miden de 8 a 30 cm de largo y 4.5 a 15
cm de ancho, con espinas cortas, verdosas con exudado blanco,
venacién pinnada, con 8 a 14 venas secundarias. Inflorescencias
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estaminadas axilares de 2 a 3 cm de largo, aplanadas; 4 sépalos
verdosos pubescentes y con dpice redondeado; 4 estambres, pistilo
ausente. Inflorescencias pistiladas con 5 a 9 flores; cdliz
tubular, con 4 pequeinos dientes verde amarillentos, estambres
ausentes; ovario unilocular, uniovular, con el estilo dividido en
2. Infrutescencia esférica de 20 a 28 mm de largo, 21 a 30 mm de
ancho y 19 a 22 mm de grueso, de color gris verdosa, con 9 a 17
semillas correspondiendo cada una con una drupa individual.
Semillas elipsoides, de color amarillo pdlido, de 5 a 9 mm de
ancho, 4 a 7 mm de ancho y 3.0 a 4.5 mm de grueso. Fenologia:
florece de abril a Jjunio (ocasionalmente hasta octubre) vy
fructifica de mayo a 3junio (ocasionalmente hasta octubre). Se
localiza por el Golfo en Veracruz y Tabasco y por el Pacifico en
Oaxaca y Chiapas.

Stemmadenia donnell-smithii (Rose)Woodson (Apocynaceae),
nombre comin "Huevos de burro". Arbol de 10 a 20 m de altura y de
20 a 40 cm de didmetro, sin contrafuertes. Tronco cilindrico,
recto. Corteza lisa, pardo amarillenta, con exudado blanco, lechoso
muy abundante. Copa abierta e irregular. Hojas simples, opuestas,
decusadas, con exudado blanguecino, de forma eliptica, miden de 5
a 15 cm de largo y 2.5 a 7.0 cm de ancho, base atenuada, dpice
acuminado, margen entero, haz oscuro, glabro, con el envés mds
p&alido, glabro, venacidén pinnada, con 9 a 13 venas secundarias.
Inflorescencia de 3 a 6 cm de largo. Flores con 5 brdcteas en la
base, miden de 4 a 8 mm de largo y de 4 a 7 mm de ancho, de color
verde blanquecino, ovadas, desiguales; ciliz con 5 sépalos, verde
amarillentos, desiguales entre si, glabros; corola tubular,
amarilla, glabra en el exterior y pubescente en el interior, con 5§
ldébulos de 5 a 10 mm de largo; 5 estambres pubescentes, tecas
amarillas; ovario bilocular, estigma simple. Frutos, foliculos
seminados de 4 a 9 cm de largo y 5 a 7 cm de ancho, reniformes,
pardo verdosos, con 100 a 120 semillas por fruto. Semillas
turbinadas, con numerosas costillas longitudinales, pardas opacas,
cubiertas totalmente por un arilo anaranjado a rojo, miden de 7 a
11 mm de largo y 4 a 5 mm de ancho; endospermo presente. Fenologfa:
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Fiqura 5. Representacin esquematica de semillas de: (a) Cupania dentata, (b) Poulsenia arrata, (c) Stemsadenia dopnel]l-smithii, (d)
Chagaedorea tepejilote y {d) Rheedia edulis. (Tomado de Niembro, 1988.)
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florece de junio a agosto (ocasionalmente desde mayo) y fructifica
de marzo a junio (ocasionalmente hasta julio) del siguiente afio. Se
localiza por el Golfo desde Puebla y Veracruz hasta Tabasco y por
el Pacifico en Oaxaca y Chiapas.

Chamaedorea tepejilote Liebm. (Palmae}, nombre comin
"Tepejilote". Palma dioica de 2.0 a 4.5 m de altura y de 2 a 4 cm
de diametro. Tronco generalmente solitario, recto, cilindrico, con
anillos evidentes a todo lo largo, superficie lisa, de color verde
palida a oscura, menos grueso hacia el é&pice; frecuentemente con
raices fulcrantes. Hojas divididas, en espiral, miden de 1.0 a 1.5
m de largo; de 20 a 26 segmentos por hoja, que miden de 30 a 50 cm
de largo y de 2 a 7 cm de ancho, elipticos, subopuestos, margen
entero, haz mds oscuro en conmnparacién con el envés y ambas
superficies glabras, venacién pinnada, con 7 a 8 venas secundarias
en ambas superficies. Flores estaminadas; inflorescencias de 15 a
50 cm de largo, y de 4 a 8 flores por nudo; 6 estambres con
filamentos blancos y tecas amarillas. Flores pistiladas;
inflorescencias similares a las estaminadas, diferencidndose
unicamente por la ausencia de estambres. Fruto: Infrutescencia de
hasta 50 cm de largo, pedinculo anaranjado de 30 a 30 cm de largo.
Drupa elipsoide de 10 a 15 mm de largo y 6 a 8 mm de ancho, de
color negro y brillante, con una semilla por fruto. Semilla
elipsoide de color amarillento, mide de 10 a 13 mm de largo y de 5
a 8 mm de ancho. Fenologia: florece de septiembre a enero
(ocasionalmente de abril a Jjulio) y fructifica de Jjulio a
septiembre (ocasionalmente hasta enero). Se localiza en Veracruz,
Tabasco y Chiapas.

Rheedia edulis (Seem.)Triana & Planch. (Guttiferae), nombre
comin "Limoncillo". Arbol dioico de 6 a 8 m de altura y de 15 a 25
cm de didametro, sin contrafuertes. Tronco cilindrico, recto.
Corteza lisa, pardo negruzca, con exudado amarillo, en gotas. Copa
redondeada, estratificada, con las ramas cercanas entre si, y mas
o menos densa. Hojas simples, opuestas, de forma eliptica, con
exudado amarillento, miden de 13 a 23 cm de largo y de 6 a 8 cm de
ancho, base y dpice agudos, margen entero, haz oscuro, glabro, con
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el envés mds pdlido, glabro, venacidn pinnada, con 50 a 60 venas
laterales, casi paralelas. Inflorescencias localizadas sobre nudos
en donde han caido las hojas. Flores estaminadas numerosas; 2
sépalos verdosos, unidos en la base, ovados, glabros; 4 pétalos
blanco amarillentos; de 18 a 30 estambres, de diferentes tamahos
entre si, filamentos translucidos, tecas pardas. Flores pistiladas
solitarias o pareadas, pistilo de 3 a 4 mm de largo, estigma
engrosado. Fruto, baya comestible elipsoide, lisa de 50 a 65 mm de
largo, 40 a 60 mm de ancho y 35 a 40 mm de grueso, exocarpo de
color amarillo y mesocarpo blanco, con 4 a 5 semillas por fruto.
Semillas elipsoides, ligeramente triangulares, de color pardo, sin
endospermo, miden de 30 a 45 mm de largo, de 16 a 21 mm de ancho y
de 11 a 13 mm de grueso. Fenologia: florece de marzo a abril
(ocasionalmente desde febrero) y fructifica de agosto a septiembre
(ocasionalmente hasta noviembre). Se localiza por el Golfo en
Puebla, Veacruz y Tabasco y por el Pacifico en Oaxaca y Chiapas.
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RECOLECCION DE LAS SEMILLAS Y TRANSPORTE

Como es frecuente en los drboles de las selvas himedas, cada
una de las especies estudiadas tiene un corto periodo de
fructificacién variable y cambiante en el aho; a continuacién se
listan los meses en los que fueron colectadas las semillas:

ESPECIE FAMILIA FECHA DE COLECTA
Diospyros digyna Jacq. Ebenaceae Enero 1989 y 1990
Cupania dentata DC. Sapindaceae Abril 1989 y 1990
Cymbaopetalum bailionii R. E. Fr. Annonaceae Abril 1989 y 1990
Poulsenia armata (Mig.)Standl. Moraceae Junio 1989 y 1990
Stemmadenia donnell-smithii (R.)W. Apocynaceae Junio 1989 y 1990
Chamaedorea tepejilote Liebm. Palmae Agosto 1989 y 1990

Rheedia edulis (Seem.)Trian & Plan. Guttiferae Agosto 1989 y 1990

Los frutos se colectaron directamente del &rbol, trepando
cuando fue posible, o cortandoc ramas con frutos con ayuda de una
garrocha. Se tomaron muestras de 5 individuos como minimo. Los
frutos colectados se mezclaron dividiendo la muestra en 2 partes:
una para los experimentos de campo y otra para los de laboratorio.

Los experimentos de campo se realizaron en la estacidn de Los
Tuxtlas; para los cuales se selecciond al azar una tercera parte de
los frutos colectados, de los que se extrajeron y lavaron las
semillas, seleccionando para la siembra sdélo aquellas que
estuvieran en buen estado fisico (es decir, que no mostraran dafio
por depredacién o por patégenos).

Los experimentos de laboratorio se realizaron en el
Laboratorio de Fisiologia Ecoldgica del Centro de Ecologia (UNAM),
en la ciudad de México. Las semillas fueron transportadas en los
frutos para evitar la desecacidn, ya que éstas pierden agua
rdpidamente; de tal forma, los frutos fueron colocados en cajas de
madera bien ventiladas ("huacales"), y transportados a la Ciudad de

México en un plazo no mayor de 24 hrs.
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A) ASPECTO ECOLOGICO (EXPERIMENTOS DE CAMPO)

STEMBRA

De la muestra destinada a los experimentos de campo se tomaron
lotes de 50 semillas con 6 repeticiones y se sembraron en cada uno
de los siguientes sitios: ) '

1) interior de la selva (control).

2) claro de aproximadamente 400 metros cuadrados.

3) fuera de la selva (sitio abierto). ‘ ' )

Las semillas se sembraron sobre el suelo, protegiéndolas con
una malla de alambre para evitar la depredacidén o el arrastre por
lluvia.

En cada sitio se estimé 1la viabilidad (o capacidad de
germinacién) de cada especie.

MICROCLIMA:

Con el fin de hacer una evaluacidn de las diferencias entre
los tres sitios, se midié en cada uno de ellos el microambiente en
el momento de la siembra, registrando:

1) temperatura del aire (°C): la temperatura se registré con un
teletermémetro (YSI modelo 447D serie 6513) colocando la terminal
a 10 cm sobre el suelo en cinco puntos en cada sitio de siembra. Se
tomaron registros cada hora durante un dia despejado para
caracterizar la marcha diurna.

2) temperatura del suelo {("C): la temperatura del suelo se
registréd de la misma forma que se indica en el inciso anterior,
utilizando una terminal especial para suelo gque penetra a una
profundidad de 5 cm. También se registrd cada hora a lo largo de un
dia despejado.

3) humedad ambiental (% HR): se mididé la humedad del ambiente
con un hidrémetro (TAYLOR modelo 5P-377) a una altura de 10 cm
sobre el suelo, cada hora durante 1 dia.

4) humedad del suelo (% base humeda): la humedad del suelo se
determiné por el método gravimétrico. Se tomaron 5 muestras de
suelo para cada sitio en frascos bien tapados. En el laboratorio se
obtuvo el peso fresco y el peso seco en una balanza semianalitica
(OHAUS modelo B300D), y se calculé el contenido de humedad por la
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férmula (peso fresco - peso seco) /peso fresco X 100.
B) ASPECTO FISIOLOGICO (EXPERIMENTOS DE LABORATORIO)

CONTENIDO DE HUMEDAD DE LAS SEMILLAS:

Para determinar el contenido inicial de humedad se tomaron
muestras de 100 semillas, se obtuve el peso fresce de cada semilla
en una balanza semianalitica (OHAUS modelo B300D), y se colocd a
cada una de ellas en una bolsa de papel. Posteriormente, se secaron
en estufa a 105 + 1°C durante 48 hrs, y se pesaron nuevamente. E1l
contenido de humedad se calculd por medio de la férmula de Evans
(1972, citado por Nautiyal y Purohit, 1985a):

CONTENIDO DE HUMEDAD (%) =_PESO FRESCO - PESO SECO x 100
PESO FRESCO

PREPARACION DE LAS SEMILLAS:

1) Se extrajeron las semillas de los frutos manualmente o con
ayuda de una navaja cuando fue necesario. Se lavaron con
hipoclorito de calcio al 1% para disminuir los riesgos de
contaminacién por microorganismos (hongos y bacterias).

2} Se eliminaron todas aguellas semillas que presentaron dafo
fisico aparente.

3) E1 total de semillas obtenidas se separd en 7 lotes de igual
nimero de semillas (n=700), cada uno de los cuales recibidé un
tratamiento diferente. La aplicacién de los tratamientos se realizé
colocando las semillas durante 48 hrs en cajas de acrilico, las
cuales contenian las siguientes soluciones:

a) control (tal como fueron extraidas de los frutos)

b) agua desionizada (como control de hidratacién)

c) prolina (10 uM)

d) glicina-betaina (100 pM)

e) cloruro de calcio (20 mM)

f) sacarosa (0.5 M)

g) acido abscisico (10 uM)

Las concentraciones utilizadas para cada soclucidén fueron
calculadas con base en datos reportados por otros investigadores.
Aungue, en la mayorfa de los <casos, los reportes indican
concentraciones encontradas en tejidos o en células, ya sea en
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semillas © en plantas completas, y sS06lo unos cuantos reportan
concentraciones de soluciones aplicadas exdégenamente (capitulo 6),.

El tratamiento con agua desionizada se aplicé con el objetivo
de separar el efecto de los metabolitos del efecto "priming". De
acuerdo con Simon (1984) cuando una semilla se coloca en una
solucidn X en lugar de colocarla en agua pura, los solutos entran
en la semilla junto con agua. Por otra parte, Pehap (1987) propone
que en semillas deshidratadas después de una hidratacién previa
("priming") ocurren eventos que adelantan la germinacidén, los
cuales son '"recordados" y no tienen que ser repetidos para que
ocurra la germinacidn.

4) Después de transcurridas las 48 horas, se sacaron las
semillas de las soluciones y se lavaron nuevamente con hipoclorito
de calcio.

DESHIDRATACION

Las semillas de cada tratamiento se deshidrataron a
temperatura ambiente en una secadora de flujo de aire (construida
ex profeso en el mismo laboratorio), colocando las semillas de cada
tratamiento sobre cuadros con malla de pldstico, para permitir el
flujo de aire. Se pesaron las semillas constantemente para saber en
qué momento alcanzaban los contenidos de humedad deseados (100%,
80%, 60% y 40% sobre el contenido de humedad inicial de cada
especie). Es decir, si el contenido de humedad real de la semilla
es de 50% en base fresca, deshidratar a la semilla hasta un 80%
significa que la semilla ha perdidc 20% de su contenido de humedad
real, o sea, que el contenido de humedad real de la semilla es de
40% en base fresca. Se utilizdé esta forma de expresar la
deshidratacién de las semillas para uniformizar los resultados y
poder hacer una comparacidén entre especies, debido a que cada
especie tiene un contenido de humedad inicial diferente. Asi,
semillas deshidratadas 40% tienen un contenido de humedad relativo
de 60% y semillas deshidratadas 60% tienen un contenido de humedad
relativo de 40%. Al mismo tiempo se determiné la velocidad de
deshidratacién de las semillas de cada especie.

Una vez que se alcanzaron los contenidos de humedad (o niveles
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de deshidratacidn) deseados, se sacaron las semillasjde’.'la:secadora
y se procedidé de la siguiente forma: -

REHIDRATACION: Para conocer la velocidad de  rehidratacién
semillas con diferente nivel de deshidratacién, se colocaron 70
semillas de cada condicidén en pequefios vasos de plastico con una
capacidad de 25 ml (una semilla por vaso) gque contenia agua
desionizada y se registrdé a intervalos regulares el incremento de
peso de cada semilla.

RESPIRACION: La tasa de respiracidn se determiné utilizando el
método de titulacion con dcido clorhidrico (HCl) del bidxido de
carbono fijado en una solucién de hidréxido de bario. Para esto se
colocaron 10 semillas con cada nivel de deshidratacidén (con 21
repeticiones) en pequefias bolsas de malla de pldstico suspendidas
en un frasco con una solucidén de hidrdoxido de bario 50mM, se
taparon y sellaron perfectamente los frascos para evitar el
intercambio de gas con el medio exterior. Los frascos se colocaron
durante 48 horas en las cdmaras de germinacidén bajo las mismas
condiciones que para los experimentos de germinacién.
posteriormente se sacaron las semillas de los frascos y se
determind la concentracidén de bidéxido de carbono fijada en 1la
solucidon de hidroxido de bario por titulacién con HC1 10nmN,
utilizando un potencidmetro (CHEMCADET modelo 5983). Para analizar
los cambios en la tasa de respiracidn durante el proceso de
germinacidn, se mididé la tasa de respiracidén antes de la imbibicidn
y después de la imbibicidn (al final del proceso de germinacidén).

GERMINACION: Las semillas de cada tratamiento (combinacidn de
metabolitos y nivel de deshidratacion) fueron colocadas en cajas de
acrilico con tapa, con dimensiones de 25 cm de ancho x 35 cm de
largo x 10 cm de alto con un litro de agar al 1%. En cada caja se
sembraron lotes de 50 semillas con 3 repeticiones. Las cajas se
colocaron en cé&maras de germinacién (Conviron E-15, Winnipeg,
Canadd) bajo condiciones controladas: temperatura fluctuante de 20
a 25°C, fotoperiodo de 12 hrs luz/12 hrs de oscuridad, y con una
humedad relativa de 98%. Se considerd que una semilla habia
germinado cuando se mostraba la emergencia visible de la radicula.
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DAIO CELULAR: Se colocaron 10 semillas de cada tratamiento
(combinacién de metabolitos compatibles y nivel de deshidratacidn)
en pequefos vasos de pldastico con una capacidad de 25 ml (una
semilla por vaso) con agua desionizada (en la misma forma qgue para
la determinacion de la rehidratacidén), y se determindé la salida de
solutos midiendo 1la conductividad del agua al final de 1la
imbibicién (periodo variable entre especies) en la dgue se
sumergieron las semillas, con un conductimetro (Conductivity Meter
Jenway Modelo 4070).

ANALISIS DE DATOS

El andlisis estadistico de datos se realizé utilizando el
programa "Statgrafics" versidn 2.1.

CONTENIDO DE HUMEDAD: Las diferencias en contenido de humedad
entre especies se analizaron por medio de un andlisis de
covarianza, considerando el pesc de las semillas como covariable.

DESHIDRATACION: La velocidad de deshidratacidn se calculd como
la pendiente promedio de las curvas ajustadas por regresién. Las
diferencias se analizaron por medio de un andlisis de covarianza
considerando el peso fresco como covariable.

REHIDRATACION: El porciento de agua absorbida se calculd de la
siguiente forma: (peso del agua absorbida/peso final de la semilla)
X 100. Se obtuvieron las curvas de hidratacién graficando el
porcentaje promedio de agua absorbida con respecto al tiempo, en
semillas con diferente nivel de deshidratacidén y se obtuvieron las
funciones de las curvas de hidratacidn para estimar la duracidén de
las fases I y II de hidratacidn calculando la tangente de la curva.
La velocidad de hidratacidn de la fase I se calculd por medio de un
andlisis de regresidén utilizando la tangente de la curva.

El contenido de humedad relativo final se calculé de 1la
siguiente forma: [(% de agua absorbida/ contenido de humedad real
de la especie) X 100] + contenido de humedad relativo inicial.
Ejemplo: si una semilla de C. dentata (CH real=44.0%) con un
contenido de humedad relativo inicial de 80% absorbid 11.54% de
agua, entonces: CH relativo final = ((11.54/44.0) X 100} + 80 =
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106.23%. Las diferencias en contenido de humedad rélativd fihal se
analizaron por medio de un andlisis de varianza de una via.

RESPIRACION: Las diferencias en la tasa de respiracidén se
analizaron por medio de un andlisis de varianza de dos vias,
considerando como efectos principales el tiempo (antes y después de
la imbibicién) y el nivel de deshidratacidn de las semillas.

GERMINACION Y CONDUCTIVIDAD: Las diferencias en porcentaje de
germinacidn y conductividad del agua de inmersién se analizaron por
medio de un andlisis de varianza factorial 4 X 7, considerando el
nivel de deshidratacidén y la aplicacidén de metabolitos como los
efectos principales. La comparacidén de medias se realizé con la
prueba de Tuckey al 0.05 de significancia.

TIEMPO DE GERMINACION: El tiempo de germinacidn se define como
"el intervalo de tiempo que transcurre desde el momento en que se
inicia la germinacién en una muestra de semillas, hasta que 1la
tltima semilla viable ha germinado".

GERMINACION EN EL CAMPO: El andlisis de las diferencias.en la
germinacién de las semillas de las especies estudiadas en
condiciones de campo se realizé por medio de un andlisis de
varianza aglutinando los datos de las siete especies en cada sitio,
considerando como factores principales las especies y los sitios.
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CAPT 9
RESULTADOS_¥Y DISCUSTION

Para una exposicién mds clara de los resultados, primero se
presenta un andlisis de la variaciodn en el contenido de humedad y
en la velocidad de deshidratacién en las siete especies estudiadas.
Posteriormente se analiza para cada especie la influencia de los
factores principales (deshidratcion y aplicacién de soluciones de
metabolitos compatibles) por separado y la interaccién entre ambos
sobre la germinacion de las semillas y la conductividad del agua de
inmersién de las mismas; y se analiza el efecto de 1la
deshidratacidn sobre la tasa respiratoria y sobre la rehidrataciodn
de las senmnillas.
9.1 CONTENIDO DE HUMEDAD

Las semillas de las especies estudiadas son dispersadas con
contenidos de humedad diferentes, los cuales van desde 38.6% en P.
armata hasta 49.7% en D._digyna. Estos contenidos de humedad son
relativamente altos comparados con los que se reportan en semillas
ortodoxas, de 20% o menos, de acuerdo con la definicidn de Roberts
(1973b}.

TABLA 1. CONTENIDO DE HUMEDAD Y PESO FRESCO Y SECO POR ESPECIE
(MEDIA + DESVIACION ESTANDAR) n=100.

ESPECIE PESO PESO CONTENIDO DE GRUPOS
FRESCO (g) SECO (g) HUMEDAD (%) HOMOG .

P. armata 0.15+0.02 0.09+0.01 38.60+3.71 *

C. tepejilote 0.29+0.12 0.17+0.07 40.08+4.75 *

S. donnell-smithii 0.09+0.02 0.05+0.01 40.26+6.24 *

c. dentata 0.2640.03 0.15+0.02 44.00+4.72 *k

C. baillonij 0.53+0.07 0.29+0.05 45.02+7.06 *k

R. edulisg 4.88+1.30 2.67£0.76 45.63+3.26 . **

D. digyna 2.09+0.27 1.06+0.11  49.74+6.47 -; ***' 
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Se encontréd que el contenido de humedad: inicial difiere
significativamente (F=91.18, gl=6,692, P<0.00001) entre especies,
formdndose 3 grupos homogéneos (marcados c<on uno, dos y tres
asteriscos en la tabla 1). Como se puede observar, la variacidn en
peso fresco y en peso seco entre especies es mayor que la variacion
en contenido de humedad (a pesar de las diferencias estadisticas),
ya que en dos especies (R. edulis y D. digyna) el peso varia en dos
o6rdenes de magnitud con respecto a las demds especies. Esto quiere
decir, que la proporcién de agua que contienen las semillas de
estas especies con respecto a su biomasa es un pardmetro mas
constante gque la bhiomasa misma. Esto sugiere que el contenido de
humedad es independiente del tamano de las semillas (si éste es
expresado en peso fresco), ya gue las diferencias en peso no se
reflejan en la variacidn del contenido de humedad. Harper et al.
(1970), Roberts (1973b), Tompsett (1985) y Foster (1986) afirman
que las semilias mds grandes son liberadas con contenidos de
humedad mayores gque las semillas mds pequerias; de tal forma se
esperaria gque existiera una relacidn directa entre el tamafo de la
semilla y su contenido de humedad; sin embargo, los datos indican

gque no se cumple esta relacidén en las especies estudiadas.

9.2 DESHIDRATACION

En la tabla 2 se muestra el contenido de humedad real de cada
especie correspondiente a los niveles de deshidratacidn. Come se
puede notar, el contenido de humedad real de semillas deshidratadas

60% es menor de 20% para todas las especies; este 20% es
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considerado como el contenido de humedad por debajo del cual las
semillas recalcitrantes sufren dafios irreversibles por desecacidn.

Se encontré gque la velocidad de deshidratacién difiere
significativamente (F=450.15, gl=6,41, P<0.0001) entre especies
(tabla 3, figura 6). Las semillas de S. donnell-smithii, cC.
tepejilote y P. armata, mostraron las mayores velocidades de
deshidratacidn, las cuales varian entre -19.36 y -18.53%, pero la
prueba de comparacidén miltiple indicd que esta variacién no es
significativa. Lo cual quiere decir que las semillas de estas tres

TABLA 2: CONTENIDO DE HUMEDAD REAL (%) DE CADA ESPECIE.
(MEDIA + DESVIACION ESTANDAR) n=100.

ESPECIE NIVEL DE DESHIDRATACION
0% 20% 40% 60%

D. digyna 49.74 39.79 29.84 19.89 .

C. dentata 44.00 35.20 26.40 : -

C. baillonii 45.02 300

P. armata 38.60 30:

C. tepejilote 40.08

R. edulis 45.63

S. donnell-smithii 40.26

especies se deshidratan aproximadamente a la misma velocidad. Estas
especies mostraron las mayores velocidades de deshidratacidn debido
probablemente a las caracteristicas de retencién de agua de las

semillas, como mencionan Nellist y Hughes (1973), es decir, a la
combinacién de un tamaio pequefio (relacién superficie/volumen
grande) y una cubierta delgada (tabla 3). La semillas de ¢C.

baillonii, mostraron una velocidad de deshidratacién intermedia (-
15.37), lo cual puede deberse a que estas semillas presentan un
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tamafio relativamente mayor y cubierta gruesa (lefiosa), sin embargo,
el endospermo muestra surcos o pliegues que incrementan la relacidn
superficie/volumen, lo cual probablemente sea la causa de una alta
velocidad de deshidratacién a pesar de su tamafho.

Las especies que mostraron las menores velocidades de
deshidratacién en orden progresivo fueron D. digyna, C. dentata y
R. edulis, aungue las dos vltimas no son diferentes
estadisticamente. La menor velocidad de deshidratacidén que
mostraron estas especies puede deberse a una combinacidén de
factores, por una parte, al tamano de las semillas (relacion
superficie/volumen pequeha) y a las caracteristicas de la

TABLA 3: VELOCIDAD DE DESHIDRATACION (%) DE CADA ESPECIE Y SU
RELACION CON ALGUNAS PROPIEDADES DE LAS SEMILLAS (Basadas
en Niembro, 1988; 1989). r=Coef. Correlacidn.

ESPECIE VELOCIDAD r CUBIERTA RESERVAS

S. donnell-s. -19.36 -0.99 delgada, lipidos.
membranosa.

C. tepejilote ~19.20 -0.93 delgada, lipidos
fibrosa.

P. armata -18.52 -0.99 delgada, lipidos.
lisa.

C. baillonii -15.,37 -0.97 lenosa, lipidos y
lisa. galactomananas.

D. digyna - 6,87 -0.96 gruesa, lipidos y
Ssea. hemicelulosa.

C. dentata - 3.23 -0.98 delgada, lipidos y
lefiosa, lisa. almidén.

R. edulis - 1.59 -0.99 deldaga, lipidos, almiddén
dura, lisa. Yy resinas.

cubierta (tabla 3), (aunque no se hicieron determinaciones de
permeabilidad de la cubierta, podemos suponer gque presentan una
menor permeabilidad a la salida de agua); y por otra parte a la
presencia de carbohidratos en sus reservas, principalmente
almidones. Nellist y Hughes (1973), Bass (179) y Simon (1984),
mencionan que las semillas que almacenan principalmente proteinas
y almiddén retienen el agua con mayor fuerza que lLas que almacenan
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y almidén retienen el agua con mayor fuerza gque las que almacenan
lipidos, debido a gQue los primeros son més higroscédpicos y los
vltimos son mds bien hidrofdbicos. Esta podria ser otra de las
razones por las cuales existe una diferencia en las velocidades de
deshidratacioén entre estas especies., Es decir, el primer grupo de
especies (las primeras tres en la tabla 3) gue mostraron mayores
velocidades de deshidratacién, contienen lipidos como principal
fuente de reservas; C. baillonii gque mostré una velocidad
intermedia, ademds de lipidos almacena galactomananas; y las tres
restantes, las que presentaron menores velocidades de
deshidratacién, ademds de almacenar lipidos almacenan almiddn.

A continuacién se detallan los resultados obtenidos en cada

una de las especies estudiadas.
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9.3 Diospyros digyna )

Al analizar el efecto general de la deshidratacidén impuesta en
semillas de D. digyna recién colectadas sobre su capacidad de
germinacidén, se encontré gque unicamente las semillas méds
deshidratadas .mostraron una disminucidén significativa (F=102.52,
gl=3,56, P<0.00001) en el porcentaje de germinacién final con
respecto a las semillas no deshidratadas (figura 7). Lo anterior
indica que s6lo una severa deshidratacidon afecta la capacidad
germinativa en semillas de D. digyna: sin embargo, no hay una
pérdida total de viabilidad, como seria 1o esperado para una
semilla recalcitrante. Es decir, de acuerdo con Owen (1988), se
produce una pérdida total de la viabilidad y muerte en semillas
recalcitrantes cuando su contenido de humedad se reduce por debajo
de algun punto critico relativamente alto. Esto nos conduce a
formular dos hipétesis, una es que las semillas de esta especie no
son recalcitrantes tipicas, y la otra gque si lo son, pero que el
mdximo nivel de deshidratacién al gue fueron sometidas no es tan
critico para ellas.

La germinacidén es el resultado de una serie de procesos y
eventos que tienen lugar dentro de las semillas. Estos procesos
pueden verse afectados tanto por las condiciones externas (factores
ambientales) c¢omo por 1las condiciones internas (estado de
maduracion, edad, estado de salud, etc.). De tal forma que, si
mantenemos las condiciones externas en un nivel dptimo constante,
entonces las variaciones en la respuesta derminativa podrédn
atribuirse unicamente a los cambios en las condiciones internas de
las semillas.

Asi, encontramos gque la disminucién en el porcentaje de
germinacién observada en las semillas de D. digyna mas
deshidratadas podria atribuirse a cambios en sus condiciones
internas, por ejemplo, en el estado de sus nembranas. Esto si
aceptdramos la hipdtesis de gque 1la deshidratacién provoca
alteraciones en la estructura de las membranas (Bewley y Black,
1978; Priestley, 1986; Xoster y Leopold, 1988), y la hipdétesis de
gue estas alteraciones parecen estar asociadas con la pérdida de
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Figqura 8. Bfecto de la deshidratacion sobre la comductividad prozedio de semillas de D, digyna (n=280; Tukey al 0.05%).
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viabilfidad (Roberts, 1973b; Hamabata y Martinez, 1980; Gosh, et
al.,  1981; Berjak et al., 1984; Nautiyal y Purohit, 1985b;
Priestley, 1986). Sin embargo, se encontrdé que no se produjeron
cambios (F=2.23, gl=3,252, P>0.05) en la conductividad del medio de
inmersién conforme incrementé la deshidratacioén (figura 8). Si
aceptamos la hipétesis de que un incremento en la conductividad del
medio es el reflejo de cambios en la estructura de las membranas
(Abdul-Baki y Anderson, 1972; Gosh et al., 198l1); entonces se
deduce que la deshidratacién no produce alteraciones en 1la
estructura de las membranas en las semillas de D. digyna. Por lo
tanto, la hipétesis de que 1la capacidad de germinacidén esta
relacionada con la pérdida de integridad de membranas y su
consecuente pérdida de solutos conforme las semillas pierden agua,
no se aplica en las semillas de D. digyna.

Existe la posibilidad de gue se haya producido dafio en la
estructura de las membranas, pero que éste no se refleje en la
salida de solutos, sino en alguin otro evento asociado con las
membranas. Ya que de acuerdo con Bewley (1979) y King y Roberts
(1980a) existe la posibilidad de que las membranas recuperen su
estructura original pero que no recuperen totalmente su
funcionalidad, debido probablemente a la presencia de mecanismos de
reparacidén ineficientes (Bewley y Black, 1978; Roberts, 1980b;
Bernal-Lugo, 1987).

Por otra parte, se ha propuesto (capitulo 6) que la aplicacién
externa de un gran numero de metabolitos compatibles ayuda a
estabilizar la integridad celular en situaciones de estrés hidrico.
Los resultados indicaron que la aplicacién de agua, prolina,
glicina y ABA redujo significativamente (F=9.79, gl=6,252,
P<0.00001) la salida de solutos con respecto a las semillas
control, cuando se separa del efecto de la deshidratacioén. Por el
contrario, la aplicacidén de calcio y sacarosa no mostré efectos
sobre la salida de solutos (figura 9). Estos resultados sugieren
que los metabolitos prolina y glicina-betaina mejoran las
condiciones internas en estas semillas con respecto a las no
tratadas, lo mismo que la aplicacién de ABA y el pretratamiento con
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agua desionizada.

Se sabe gue la salida de solutos es un fendémeno al parecer
normal en semillas viables ortodoxas (Bewley, 1979). Si la salida
de solutos fuera un fendémeno normal en cualquier tipo de semillas
viables, esto explicaria el porqué las semillas de D. digyna no
tratadas (es decir, en una condicidén natural) mostraron valores de
conductividad altos. Lo cual sugiere, que la integridad de las
membranas es incompleta en semillas de D. digyna viables, de
acuerdo con Bewley y Black (1978), por lo menos en los primeros
minutos de imbibicién.

El hecho de gue algunas semillas tratadas con metabolitos
mostraran conductividades menores que las semillas no tratadas
sugiere que el pretatamiento con esos metabolitos reestablece la
supuesta "incompleta" integridad de las membranas. Aunaue esta
respuesta pudo deberse mds bien a un efecto "priming" (capitulo 8)
que a un efecto directo de los metabolitos sobre la estructura de
las membranas; es decir, se sabe por una parte, que cuando las
semillas son colocadas en una solucidn, ademds de solutos absorben
agua (Simon, 1984), y por otra parte, que la estructura de las
membranas se reestablece durante los primeros minutos de imbibicidén
en semillas ortodoxas (Simon (1984). De tal forma, que las semillas
estudiadas debieron absorber agua Jjunto con los metabolitos, la
cual pudo ser suficiente para reestablecer 1la estructura
"incompleta" de las membranas. Asi, las semillas tratadas pudieron
tener alguna "ventaja" por la absorcidén de agua con respecto a las
semillas no tratadas. Los resultados observados en las semillas
tratadas con agua desionizada apoyan esta hipdtesis, poniendo en
duda el papel de los metabolitos como estabilizadores de membranas,
va que no se sabe si la respuesta observada se debid al efecto de
los metabolitos per se o al agua que entré con ellos.

De cualquier forma, ya sea por efecto de los metabolitos o por
efecto del agua, las semillas tratadas mostraron menor
conductividad, sin embargo, este efecto no se refleja en la
respuesta germinativa. Es decir, se encontrdé que el porcentaje de
germinacioén final no difiere significativamente (F=2.35, gl=6,56,
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P>0.05) entre los tratamientos y el control, lo cual significa que
desde el punto de vista estadistico, la aplicaciodn de tratamientos
no modifica la respuesta germinativa de las semillas. No obstante,
el hecho de gue las semillas tratadas con agua desionizada
mostraran una tendencia a reducir la germinacidn, mientras que las
semillas tratadas con metabolitos tendieron a incrementarla (figura
10), sugiere que la respuesta observada en la conductividad debida
a la aplicacién de metabolitos puede deberse a alqun efecto gue va
mds alld del simple efecto "priming" provocado por la absorcién de
agua.

Por otra parte, al analizar el efecto conjunto de 1la
deshidratacién vy la aplicacién de metabolitos compatibles sobre la
conductividad se encontré gue la interaccién no fue significativa
(F=1.72, gl=18,252, P>0.01) indicandoc gue el efecto de 1los
metabolitos no cambia cuando cambia el nivel de deshidratacidén de
las semillas (figura 11). Sin embargo, al analizar el efecto
combinado de los tratamientos y de la deshidratacién sobre 1la
germinacién se enceontré que la interaccidén fue significativa
(F=2.75, gl=18,56, P<0.005), indicando que el efectoc de los
metabolitos cambia cuando cambia el nivel de deshidratacidn. Es
decir, se observa que la germinacidén de las semillas control tiende
a disminuir con la deshidratacioén, pero la aplicacién de soluciones
(incluyendo agua) la regresa a la germinacién normal en semillas
deshidratadas 20 y 40%, pero en las semillas mds deshidratadas los
metabolitos ya no tienen efecto (figura 12). Si separdramos a las
semillas control de las semillas tratadas observamos (aungue sélo
es significativa la respuesta entre 0% y 60% de deshidratacién) que
existe una clara tendencia hacia una disminucidén lineal (r=0.99) en
la germinacién conforme incrementa la deshidratacidén, sugiriendo un
comportamiento recalcitrante tipico en 1las semiilas de esta
especie.

Un evento importante en la germinacién que puede reflejar
cambios en el estado de las semillas es su metabolismo, el cual
puede ser estimado por medio de la tasa de intercambio gaseoso. Los
resultados mostrados en la figura 13a indican que la tasa de
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respiracioén (uM co2 /gf/hf) en semillés de D. digyna antes de la
imbibicidn decrece proporcionalente lgoﬁforme progresa la
deshidratacion; es decir, el metaboiismd de las semillas disminuye
conforme pierden agua. Los analisis estadisticos muestran que las
diferencias encontradas en la tasa inicial de produccién de bidéxido
de carbono son significativas (F=26.09, gl=3,56, P<0.0001) entre
semillas sin deshidratar y semillas con cualquier grado de
deshidratacion. Se sabe que las senillas "secas" (ortodoxas)
muestran una tasa metabdlica baja, lo cual es probablemente una
consecuencia de la carencia de agua (Roberts, 1973b; Mayer y
Pol jakoff-Mayber, 1975; Garwood y Lighton, 1990). De tal forma que,
la disminucidén observada en la produccion de CO2 en D. digyna puede
deberse precisamente a la pérdida de agua. Esta disminucidén en el
metabolismo puede deberse a gque los sustratos y enzimas de la
respiracién no puedan moverse de un centro de metabolismo a otro
por la falta de agua suficiente (Berjak et al., 1984).

Una vez que las semillas han absorbido agua y justo cuando han
completado las fases I y II de imbibicidn, la tasa (final) de
produccidén de biéxido de carbono muestra un incremento
significativo (F=126.34, gl=3,56, P<0.00001) en las semillas mds
deshidratadas con respecto a las no deshidratadas (figura 13b). Las
semillas deshidratadas 20% mostraron una disminucién significativa
en la tasa de respiracidén final con respecto a las semillas no
deshidratadas; mientras gque las semillas deshidratadas 40% no
mostraron diferencias estadisticas con respecto a 1las no
deshidratadas. Sin embargo, una mayor deshidratacidén (60%) provoca
un incremento significativo en la tasa de respiracién final con
respecto a las demds semillas.

Comparando las figuras 13a y 13b se observa que las semillas
no deshidratadas y las deshidratadas 20% y 40% no mostraron un
incremento en la tasa de respiracién final con respecto a 1la
inicial; sélo se observa un incremento significativo (F=90.14,
gl=1, 130, P<0.00001) en las semillas deshidratadas 60% en 1la
respiracién final con respecto a la inicial. Esto sugiere gue no
requieren incrementar la tasa de produccidén de energia (ATP)
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después de la imbibicidn, para la sintesis de protefnas y otros
compuestos necesarios para la germinacidn. Por otra parte, la mayor
tasa de respiracién final observada en las semillas méds
deshidratadas sugiere qgue éstas mantienen funcional su maquinaria
respiratoria (a pesar de la deshidratacidén). Pero gquizd esa mayor
tasa de respiracién se deba a gue necesitan producir una mayor
cantidad de energia para compensar la menor produccidn inicial, y
para llevar a cabo las reacciones de degradacidén de reservas y
sintesis de nuevos componentes, pero gque todo el esfuerzo es
insuficiente para mantener integra la viabilidad, ya qgue mostraron
el menor porcentalje de germinacidn.

El primer evento necesario y quizd por lo mismo mds importante
para la germinacién de las semillas es la absorcidn de agua. En la
figura 14 se analiza el efecto de la deshidratacidén inicial sobre
la capacidad de rehidratacidén de las semillas por medio de las
curvas de hidratacidn (porciento de agua absorbida). Se puede
apreciar que la cantidad total de agua absorbida por las semillas,
necesaria para su germinacién aumenté (F=1000, gl=3,252, P<0.0001)
mientras mayor fue la deshidratacidn. En la tabla 4 se observa que
la deshidratacién no afecta 1la duracién de las fases de
hidratacién; sin embargo, modifica la pendiente de la primera fase
de hidratacidn, la cual incrementa conforme progresa la
deshidratacién, indicando que la hidratacidén es mas ré&pida en
semillas mds deshidratadas. En otras palabras, tanto la cantidad
como la velocidad (en la primera fase) con la gque las semillas
absorben agua es proporcional al nivel de deshidratacidn de 1la
semilla, es decir, dependen del contenido de humedad inicial de las
semillas (Ching, 1972; Hamabata y Martinez, 1980; Priestley, 1986).
Esto puede deberse a una mayor diferencia en los potenciales
hidricos dentro y fuera de las semillas, en las mds deshidratadas
con respecto a las no deshidratadas.

En la tabla 4 se observa que el tiempo de germinacidén en las
semillas mds deshidratadas fue el mds corto. Esto puede atribuirse
a la entrada mas rdpida de agua durante la fase I, lo cual
probablemente ocasiond que se aceleraran algunos procesos
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metabollcos, por ejemplo, la respiracioén (figura 13b), acelerando

TABLA 4..FASES DE HIDRATACION EN SEMILLAS DE D. digyna CON
: DIFERENTE NIVEL DE DESHIDRATACION INICIAL.

, FASE I FASE IT FASE IIT TIEMPO
'VELOCIDAD DURACION  DURACION INICIO DE :
DESH - (PENDIEN’I‘E) (DIAS) (DIAS)  (DIAS DESPUES GERMINACION
%) ’ ' DE LA SIEMBRA) (DIAS)
0.57. 4 5 9 71
: 30090 4 5 ' 9 71
40 ia.59 4 5 s o1
60 7.50 4 5 o gmin i

asi la germinacién de las semillas viables en la muestra. Sin
embargo, se sabe que la entrada rdpida de agua en semillas
ortodoxas desecadas puede producir dafio y reducir la germinaciodn
(Roberts y Ellis, 1989). Es evidente gque si se produjo algun tipo
de dano, éste no se detectd por medio de la salida de solutos, como
lo demuestran los valores de conductividad obtenidos.

Las semillas no deshidratadas y las deshidratadas 20% y 40%
ademds de mostrar un porcentaje de germinacidn similar (figura 7),
mostraron el mismo tiempo de germinacién, lo cual indica gque estos
niveles de deshidratacidén no modifican la respuesta germinativa.
Sin embargo, el contenido de humedad que alcanzaron las semillas
cuande comenzd la protrusion de la radicula (figura 15) aumentd
(F=40.71, gl1=3,252, P<0.00001) en las semillas gue se deshidrataron
20% y 40%, con respecto a las no deshidratadas; pero las semillas
mds deshidratadas no mostraron diferencias con respecto a las no
deshidratadas. En esta figura se observa gque una ligera
deshidratacidén (20%) provocé gque las semillas obtuvieran un
contenido de humedad mayor al momento de la germinacién qgue las no
deshidratadas; pero si la deshidratacidén continua, éste disminuye
progresivamente hasta ser igual al de las semillas no
deshidratadas. Esto sugiere que quizd la cantidad extra de agua gue
absorbieron las semillas deshidratadas 20% y 40% pudiera ser un
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factor clave en las respuestas observadas_en estas semillas. Ya que
1a entrada de agua mas rapida qué en las semillas no deshidratadas
al parecer no fue perjudicial, como lo demuestran los valores de
conductividad y de germinacidn.

En la figura 15 se observa gue el contenido de humedad que
alcanzaron las semillas fue superior al 100%, independientemente
del nivel de deshidratacién inicial. Es decir, que recuperaron el
agua perdida y absorbieron una cantidad extra para germinar,
indicando que la capacidad de absorcidén de agua no se altera por

efecto de la deshidratacidn.

9.4 Cupania dentata
Se encontrd gque el porcentaje de germinacidén  incrementd

significativamente (F=63.82, gl=3,56, P<0.0001) cuando las semillas
perdieron 20% del contenido de humedad con el gque son liberadas,
indicando gque una ligera deshidratacidén favorece su capacidad de
germinacién (en condiciones de laboratorio); sin embargo, una mayor
reduccién en el contenido de humedad redujo gradualmente esa
capacidad de germinacion (figura 16). Las semillas deshidratadas
40% no mostraron diferencias en el porcentaje de germinacidén con
respecto a las semillas no deshidratadas y 1las semillas
deshidratadas 60% mostraron una germinacion significativamente
(P<0.00001) menor que el resto de las semillas, indicando que una
deshidratacién profunda es perjudicial para su capacidad de
germinacién, reduciéndola hasta 15.5%. Los resultados anteriores
indican que las semillas de C. dentata muestran un comportamiento
de tipo recalcitrante cuando la deshidratacién es severa. Si nos
basamos en las dos hipdtesis alternativas enunciadas por Villiers
(1972, citado por King y Roberts, 1980b) sobre el daro por
desecacidn en semillas recalcitrantes {(capitulo 4), encontramos que
las semillas de esta especie se ajustan a la hipdtesis del
contenido de humedad no critico; es decir, se produce una
disminucién gradual de la viabilidad conforme disminuye el
contenido de humedad de las semillas. S6lo que esta hipdtesis se
cumple después que las semillas han perdido 20% de su contenido de
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humedad inicial.

Es importante notar que las semillas de esta especie son
lLiberadas en la época de sequia, con una baja viabilidad a pesar de
ser liberadas con un contenido de humedad relativamente alto (44.0%
+ 4.72). Al parecer una ligera deshidratacioén (20%) es benéfica en
lugar de ser perjudicial, lo cual sugiere que requieren un pequefio
periodo de sequia para germinar con mayor éxito (o estan adaptadas
a ese pequeno periodo de relativa sequia). Resulta curioso que a
pesar de su tamano (expresado en peso fresco) es menor (0.26 g) que
el de las semillas de D. digyna (2.09 g), muestren una respuesta
mds cercana a la descrita para semillas recalcitrantes, atn
considerando gue una ligera deshidratacion les es favorable.

Siguiendo el mismo esguema de andlisis que en la respuesta de
las semillas de D. digyna, encontramos que la deshidratacién en
semillas de C. dentata no provoca incrementos significativos en la
conductividad del agua de inmersidén (figura 17). Si los incrementos
en conductividad se relacionan con cambios en la estructura de las
membranas (Abdul-Baki y Anderson, 1972; Gosh et al., 1981),
entonces al no producirse incrementos en 1la conductividad
provocados por la deshidratacién, se deduce gue la deshidratacién
no provoca alteraciones en la estructura de las membranas en las
semillas de esta especie.

En la figqura 17 se observa gque la conductividad del medio
disminuyé significativamente (F=13.02, gl=3,252, P<0.0001) cuando
las semillas perdieron 20% del contenido de humedad inicial con
respecto a las semillas no deshidratadas. Esto sugiere que una
ligera deshidratacioén favorece el estado de salud de las semillas,
lo cual puede explicar el mayor porcentaje de germinacidn que se
observa en estas semillas (figura 16) y apoya la idea de que las
semillas de C. dentata estdn adaptadas a un breve periodo de sequia
gque las favorece.

Se puede notar gque la conductividad se relaciona de manera
inversa con el porcentaje de germinacidén, es decir, las semillas
gue mostraron los menores valores de conductividad mostraron el
mayor porcentaje de germinacidén y viceversa. Lo cual sugiere que la
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Fiqura 22. Bfecto de la deshidratacion sobre la tasa de respiracién provedio en semillas de C. dentata antes (a) y después (b) de la
imbibicidn. (n=280; Tukey al 0.05%).
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salida de solutos, puede ser un indicador de los niveles de
viabilidad, aunque no esté relacionado con la deshidratacicdn. Los
altos valores de conductividad observados en las semillas no
deshidratadas indican que la integridad de 1las membranas es
incompleta al momento de su liberacidn. Esto si aceptamos 1la
hipdtesis de altos niveles de conductividad son el reflejo de
alteraciones en la estructura de las membranas.

Por otra parte, se encontrd gue la aplicacién de metabolitos
produjo diferencias significativas (F=8.67, gl=3,252, P<0.00001) en
la conductividad del agua de inmersién. En particular, la
aplicacién de prolina, glicina betaina y sacarosa disminuyd
significativamente la salida de solutos con respecto a las semillas
control (figura 18); lo cual sugiere gue estos metabolites cumplen
con su funcién como estabilizadores de la estructura y funcidn de
membranas en esta especie. Los demds metabolitos no modificaron la
conductividad del medio de inmersidén. Sin embargo, se encontrdé gue
la aplicacién de sacarosa redujo significativamente (P<0.0005) el
porcentaje de germinacidén con respecto a las semillas no
deshidratadas, mientras gue los demds metabolitos no tuvieron
efecto (figura 19). Probablemente la sacarosa redujo el porcentaije
de germinacién debido a la alta concentracidén a la que fue
aplicada, 1o cual pudo producir un efecto osmético negativo.

Por otra parte, la interaccidén entre la deshidratacidén y la
aplicacidén de metabolitos compatibles sobre 1la conductividad
resultd significativa (F=3.18, gl=18,252, P<0.0000), indicando que
el efecto de la aplicacidén de metabolitos cambia cuando cambia el
nivel de deshidratacioén. Se observé que la aplicacidén de cualguier
metabolito compatible (excepto ABA) tiende a reducir la salida de
solutos con respecto al control en semillas sin deshidratar y
deshidratadas 20% y 40%, pero cuando las semillas se deshidrataron
60%, el efecto de los metabolitos fue indistinguible (figura 20).
La interaccidn de la deshidratacidén y la aplicacidn de metabolitos
fue no significativa (F=1.76, gl=18,56, P>0.05) sobre el porcentaje
de germinacién (figura 21).

Por otra parte, se encontrd que la tasa de respiracién antes
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de la imbibicidn incrementd significativamente (F=12.88, gl=3,56,
P<0.0001), cuando las semillas se deshidrataron 20%, sugiriendo que
una ligera deshidratacién acelera el metabolismo respiratorio. 8Sin
embargo, cuando la deshidrataciodn incrementdé hasta 40% y 60%, se
produjo una disminucidén gradual en la tasa de respiracién hasta
alcanzar valores que no difieren significativamente con los de las
semillas no deshidratadas, o sea, al nivel normal (figura 22a).

Los resultados anteriores sugieren gue las semillas de C.
dentata alcanzan una mejor condicién cuando se deshidratan
ligeramente. Esto es sugerido por la relacidén directa que se
observa entre la tasa de respiracién inicial (figura 22a) y el
porcentaje final de germinacidén (figura 16) y la relacidn inversa
entre la tasa de respiracidén y los niveles de conductividad (figura
17). Bs decir, las semillas deshidratadas 20%, las cuales mostraron
la -mayor tasa de respiracidén inicial, mostraron la menor salida de
solutos y el mayor porcentaje de germinacién. Lo cual sugiere gque
la mayor dJerminacién observada en las semillas ligeramente
deshidratadas puede deberse a la mayor actividad metabdélica y a la
menor salida de solutos observados en estas semillas.

Una vez dque las semillas se han imbibido, 1la tasa de
respiracién muestra un comportamiento inverso al gue se presenta
antes de la imbibicidén. Es decir, la deshidratacidén de 20% redujo
(aunque no significativamente) la tasa de respiracién con respecto
a la de las semillas no deshidratadas, pero conforme incrementd el
nivel de deshidratacidn se produjo un incremento (significativo
F=15.78, gl=3,56, P<0.00001, sdélo en las semillas deshidratadas
60%) progresivo en la tasa de respiracion; siendo las semillas sin
deshidratar las que presentaron la menor tasa de respiracidén final
y las mas deshidratadas la mayor tasa de respiracidn, (figura 22b).
Garwood y Lighton (1990) afirman gque la respiracién final en
semillas de varias especies tropicales incrementa mds en semillas
con respiracién inicial baja gue en las semillas con respiracién
inicial alta; en otras palabras, la relacién entre la tasa de
respiracion inicial y final es inversamente proporcional. Los
resultados encontrados en este estudio muestran que se presenta la
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misma relacidén (x=-0.97),.

La menor tasa de respiracion final observada en las semillas
deshidratadas 20% sugiere que no requieren incrementar la tasa de
produccién de energia para la sintesis de nuevos compuestos a
partir de las reservas, y dado que la salida de solutos fue menor
en estas semillas, probablemente no requieran energia extra para
"echar a andar" algun mecanismo de reparacidén. Por el contrario, al
parecer las semillas mds deshidratadas requieren producir més
energia para compensar la menor produccién inicial, o para
restablecer la estructura de las membranas, la cual se piensa es
incompleta por los mayores niveles de conductividad observados. Sin
embargo, al parecer todo el esfuerzo realizado por las semillas mds
deshidratadas es insuficiente para mantener la viabilidad.

En la figura 23 se muestran las curvas de hidratacidén de las
semillas con diferente nivel de deshidratacidén inicial. Se cbserva
qgque la duracidn de las fases I y II es diferente para semillas con
diferente nivel de deshidratacidén, consecuentemente el inicio de la
fase III también es diferente (tabla 5). También se encontré que
tanto la cantidad total de agua absorbida como la velocidad de 1la
primera fase de hidratacién incrementan conforme progresa la
deshidratacidén, indicando gue las semillas mds deshidratadas se
rehidratan mds rdpido, debido a la mayor diferencia de potenciales,
como se menciond anteriormente.

TABLA 5. FASES DE HIDRATACION EN SEMILLAS DE C. dentata CON
DIFERENTE NIVEL DE DESHIDRATACION INICIAL.
FASE I FASE 1T  FASE IIX TIEMPO
DESH VELOCIDAD DURACION DURACION  INICIO DE
(%) (PENDIENTE) (DIAS) (DIAS) (DIAS DESPUES  GERMINACION
DE LA SIEMBRA) (DIaS)
o 0.49 11 12 23 a1
20 1.08 11 15 26 38
40 1.54 11 Co1s 29 35

60 1.61 14 15 29 o ias
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Las semillas deshidratadas 40% y 60% mostraron tiempos de
germinacién mas cortos gque las semillas no deshidratadas vy
deshidratadas 20%, lo cual sugiere gue la germinacién de 1las
semillas viables se acelera por efecto de la velocidad de absorcidn
de agua, la cual explica el 99% de la variacidn en el tiempo de
germinacién. Esta mayor velocidad de absorcidén de agua durante la
fase I en las semillas mas deshidratadas probablemente ocasiond un
incremento en la actividad de algun proceso metabdlico, por ejemplo
sintesis de proteinas y respiracién, acortando el tiempo de
germinacién de las semillas viables en la muestra.

A pesar de gue la cantidad de agua absorbida es proporcional
al nivel de deshidratacién, se observa que el contenido de humedad
final que alcanzaron las semillas cuando comenzd la protrusién de
la radicula incrementd significativamente (F=13.81, gl=3,252,
P<0.00001) cuando las semillas se deshidrataron 20% (figura 24);
pero cuando incrementd la deshidratacidn, disminuyd progresivamente
el contenido de humedad final a partir de este nivel de
deshidratacidén. Las semillas deshidratadas 40% alcanzaron un
contenido de humedad similar que las semillas no deshidratadas y
las mds deshidratadas alcanzaron un contenido de humedad
significativamente menor que estas ultimas. Esto significa que en
las semillas de esta especie, una ligera deshidratacidén provoca gque
obtengan un contenido de humedad mayor al momento de la germinaciodn
que las no deshidratadas, pero si la deshidratacidén continia,
disminuye progresivamente hasta ser igual o menor dque en las
semillas no deshidratadas.

Al parecer, por los resultados obtenidos, la rehidratacidn y
en particular, el contenido de humedad que alcanzan las semillas al
germinar es un factor muy importante, ya que tanto la respiracién
inicial como la germinacién se relacionan directamente con el
contenido de humedad final y 1la conductividad se relaciona de
manera inversa con estas respuestas. Estos resultados apoyan la
idea de gue las semillas de C. dentata se benefician con una ligera
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deshidratacién.

En la figura 24 se observa gque el contenido de humedad que
alcanzaron las semillas fue superior al 100% independientemente del
nivel de deshidratacién inicial, indicando que recuperan el agua
perdida; pero en el caso de las semillas mds deshidratadas, esa
recuperacioén no es suficiente para mantener la viabilidad de las
semillas.

9.5 Cymbopetallum baillonii

Se encontrdé que al igual que en las semillas de C. dentata, el
porcentaje de germinacidén incrementd significativamente (F=20.93,
gl=3,56, P<0.0001) cuando las semillas perdieron 20% del contenido
de humedad con el que son liberadas (figura 25), indicando que una
ligera deshidratacioén favorece su capacidad de ‘germinacidén. Sin
embargo, una mayor reduccidén en el contenido de humedad redujo
gradualmente esa capacidad, pero 1la disminucién fue no
significativa con respecto a las semillas deshidratadas 20%. Estos
resultados sugieren gue cualquier nivel de deshidratacidn impuesto
en las semillas recién colectadas favorece su capacidad de
germinacién. Incluso, parece ser gque el mdximo grado de
deshidratacién impuesto no fue suficiente como para reducir su
capacidad de germinacioén con respecto a las no deshidratadas, por
lo gque podemos considerar gque no muestran un comportamiento
recalcitrante tipico en condiciones de laboratorio.

Las semillas de C. bajillonii muestran un comportamiento
similar al de las semillas de C. dentata en lo gue respecta a su
respuesta fisioldgica (germinacién) en condiciones de laboratorio;
la unica diferencia es gque la deshidratacion provoco una
disminucién significativa en la germinabilidad de ¢. dentata y no
significativa en C. baillonii, cuando la deshidrataciodn es superior
al 20%.

Las semillas de C. baillonii tienen una viabilidad aun mds

baja que las semillas de C. dentata cuando son dispersadas, a pesar

de que su contenido de humedad es relativamente alto (45.02% =+
7.04). También son liberadas en la época de sequia y al parecer
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estan adaptadas a este periodo de relativa sequia, ya que una
ligera deshidratacidén (20%) incrementa su capacidad de germinacién
en lugar de reducirla.

Resulta interesante que a pesar de que la deshidratacién
incrementa su capacidad de germinacién, también produce un
incremento en los valores de conductividad. Se encontré que una
ligera deshidratacién (20%) no modificé la salida de solutos con
respecto a las semillas no deshidratadas, pero cuando incrementdé el
nivel de deshidratacidn se produjo un incremento significativo
(F=229,gl=3,252, P<0.00001) gradual en la conductividad del agua de
inmersién (figura 26), sugiriendo pérdida en la integridad de las
membranas provocada por la deshidratacidén. Esto si aceptamos la
hipétesis de Abdul-Baki y Anderson (1972) y de Gosh et al. (1981)
de gue el incremento en la conductividad es el reflejo de cambios
en la estructura de las membranas. Sin embargo, la capacidad de
germinacidn al parecer no esta relacionada con la salida de solutos
conforme las semillas pierden agua, ya que las semillas gque
mostraron la menor salida de solutos (no deshidratadas) en lugar de
observar un mayor porcentaje de germinacidén mostraron el valor méds
bajo, y las semillas con mayor salida de solutos mostraron una
mayor capacidad de germinacién. Esto sugiere que en las semillas de
C. baillonii la salida de solutos no es un buen indicador de la
viabilidad.

Se encontrd que la aplicacién de metabolitos produjo
diferencias significativas (F=19.71, gl=6,252, P<0.00001) en la
conductividad del agua de inmersidén. En particular, la aplicacién
de sacarosa redujo significativamente la salida de solutos con
respecto a las semillas no tratadas, y la aplicacién de ABA produjo
el efecto contrario (figura 27). Los demds metabolitos no
modificaron la conductividad del medio de inmersidén. Estos
resultados no se reflejaron en la respuesta germinativa, ya que
ningun metabolito modifico (F=2.12, gl=6,56, P>0.05) la respuesta
germinativa (figura 28).

Por otra parte, la interaccién entre la deshidratacidn y la
aplicacién de metabolitos compatibles resultd estadisticamente
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significativa (F=7.93, gl=18,252, P<0.0000), indicando gque el
cambio en el nivel de deshidratacidn de las semillas corresponde al
cambio en el efecto de la aplicacidén de metabolitos. La aplicacién
de sacarosa redujo la conductividad del agua de inmersién en
semillas no .deshidratadas y en semillas deshidratadas 60%; por
otra parte, la aplicacién de ABA provocd un incremento en la
conductividad en las semillas mas deshidratadas (figura 29). Estas
diferencias explican las diferencias que se observan al analizar el
efecto global de los metabolitos. La interaccidn entre
deshidratacién y metabolitos resultd no significativa (F=1.65,
gl=18,56, P>0.05) en la respuesta germinativa (figura 30),
indicando que la respuesta de las semillas a la aplicacidn de los
metabolitos no se modifica con la deshidratacidn.

Por otra parte, se encontrdé que la tasa de respiracidén antes
de la imbibicidén incrementdé significativamente (F=9.88, gl=3,56,
P<0.0001) cuando las semillas se deshidrataron 20%, sugiriendo que
una ligera deshidratacién acelera el metabolismo respiratorio; pero
cuando la deshidratacién incrementd hasta 40% y 60%, se produjo una
disminucién gradual en la tasa de respiracién a partir de este
nivel de deshidratacidn. Sin embargo, no obstante esa disminucién,
la tasa de respiracién en semillas con cualquier nivel de
deshidratacién fue significativamente mayor gque en las semillas no
deshidratadas (figura 31a). Esto sugiere que cualquier nivel de
deshidratacién provocaAun incremento en el metabolismo respiratorio
antes de la imbibicidén. Esta respuesta se relaciona con el
comportamiento germinativo de las semillas (figura 25), sugiriendo
gue la germinacidén depende de las condiciones metabdlicas
reflejadas en tasa de respiracién inicial.

Una vez gue 1las semillas se han imbibido, la tasa de
respiracién muestra un comportamiento inverso al que se presenta
antes de la imbibicidén. Es decir, la deshidratacidén de 20% redujo
(aungue no significativamente) la tasa de respiracién con respecto
a la de las semillas no deshidratadas, pero conforme incrementd el
nivel de deshidratacién se produjo un incremento progresivo en la
tasa de respiracidn; siendo las semillas mdas deshidratadas las que
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mostraron la mayor (F=12.87, gl=3,56, P<0.00001) tasa  de
respiracién (figura 31b). Comparando las figuras 3la y 31b se puede
apreciar que la tasa de respiracién final es mayor (F=213.68,
gl=1,130, P<0.00001) que la tasa de respiracidén inicial
independientemente del nivel de deshidratacidén inicial. Lo cual
sugiere gue las semillas de esta especie requieren preducir una
mayor cantidad de energia para llevar a cabo los procesos de
sintesis de componentes necesarios para la germinacidn.

En la figura 32 se muestran las curvas de hidratacidén de las
semillas. Se encontrd que tanto la cantidad total de agua absorbida
como la velocidad de la primera fase de hidratacidén incrementan
conforme progresa la deshidratacidn (tabla 6), indicando que las
semillas mds deshidratadas se rehidratan mas rédpido, debido a 1la
mayor diferencia de potenciales.

TABLA 6. FASES DE HIDRATACAION ‘EN SEMILLAS DE C. baillonii CON
DIFERENTE NIVEL DE DESHIDRATACION INICIAL.

FASE I FASE IT FASE II TIEMPO
DESH VELOCIDAD DURACION DURACION  INICIO DE
(%) (PENDIENTE) (DTIAS) (DIAS) (DIAS DESPUES GERMINACION
DE LA SIEMBRA) (DIAS)
) 0.47 12 10 22 41
20 1.22 : 12 13 25 38
40 1.75 12 13 25 38
60 2.18 12 13 25 38

Se puede observar que el tiempo de germinacién es menor al
deshidratar las semillas en cualquier nivel. Probablemente la mayor
velocidad en la absorcidén de agua provoca gue se aceleren algunos
procesos metabdlicos acelerando asi la germinacidén de las semillas
viables en la muestra.

Como en el caso de las especies anteriores, el contenido de
humedad final gue alcanzaron las semillas de C. baillonii cuando
comenzd la protrusién de la radicula, incrementd significativamente
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(F=14.05, gl1=3,252, P<0.00001) cuando las semillas se deshidrataron
20%, pero cuando incrementd la - deshidratacién, disminuyo
progresivamente el contenido de humedad a partir de este puhto
(figura 33). Las semillas mds deshidratadas alcanzaron el mismo
contenido de humedad que las semillas no deshidratadas. Esto
significa gue en las semillas de esta especie, una 1ligera
deshidratacion provoca que obtengan un contenido de humedad mayor
al momento de germinar que 1las no deshidratadas, pero si 1la
deshidratacion continta, disminuye progresivamente hasta ser igual
o menor que en las semillas no deshidratadas.

En la figura 33 se observa que el contenido de humedad que
alcanzaron las semillas fue superior al 100% independientemente
del nivel de deshidratacién inicial.
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9.6 Poulsenia armata
Los resultados muestran gue hay una disminucidén gradual en el
porcentaje de germinacidén conforme incrementa el nivel de

deshidratacion; sin embargo, la reduccidén fue significativa
(F=7.35, gl=3,56, P<0.0005) sélo cuando las semillas se deshidrarcon
60% (figura 34). Estos resultados indican que las semillas de P.

armata muestran un comportamiento recalcitrante cuando 1la
deshidratacién es severa. Basdndonos en las hipdétesis alternativas
enunciadas por Villiers (1972, citado por King y Roberts, 1980b)
sobre el dafno por desecacidén en semillas recalcitrantes,
encontramos que las semillas de esta especie se ajustan a la
hipdétesis del contenido de humedad no critico; es decir, se produce
una reduccidén gradual de la viabilidad conforme disminuye el
contenido de humedad de las semillas. Sin embargo, no hay una
pérdida total de viabilidad, como seria lo esperado para semillas
recalcitrantes (Owen, 1988).

Las semillas de P. armata son producidas al inicio de la época
de lluvias, con un contenido de humedad relativamente alto (38.60%
+ 3.71). Su comportamiento frente a la deshidratacidén en
condiciones de laboratorio sugiere gque es una especie relativamente
tolerante a la desecacidén, ya gue su capacidad germinativa se
redujo significativamente s6lo cuando la desecacidén fue severa.

Las semillas de P, armata, como se puede apreciar en la figura
35, sufren un incremento gradual significativo (¥F=50.88, gl=3,252,
P<0.00001) en la salida de solutos conforme incrementa el nivel de
deshidratacién; sugiriendo que la integridad de sus sistemas de
membranas se ve afectada por la deshidratacion, si aceptamos la
hipétesis de gque un incremento en la conductividad es el reflejo de
cambios en la estructura de las membranas (Abdul-Baki y Anderson,
1972; Gosh et al., 1981). A diferencia de las especies anteriores,
los cambios en la conductividad observados en P. armata parecen
estar relacionados con la reduccién en la viabilidad (Roberts,
1973b; Hamabata y Martinez, 1980; Gosh et al., 1981; Berjak et al.,
1984; Nautiyal y Purohit, 1985b; Priestley, 1986). Por lo que la
hipdétesis de que la capacidad de germinacién estd relacionada con
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la salida de solutos conforme las semillas pierden agua si se
cumple en las semillas de P. armata.

Al analizar el efecto de la aplicacién de metabolitos
compatibles se encontré que cualquier metabolito (incluyendo el
tratamiento con agua) disminuye significativamente (F=24.56,
gl=6,252, P<0.00001) la cantidad de solutos en el medio de
inmersioén (figura 36) con respecto a las semillas control. Estos
resultados sugieren que los tratamientos mejoran las condiciones
internas de las semillas de esta especie con respecto a las no
deshidratadas, ya sea por el efecto directo de los metabolitos
mejorando el estado de las membranas © por la entrada de agua
("priming"). Sin embargo, esta reduccidén en la salida de solutos
por efecto de los tratamientos no se refleja en la respuesta
germinativa; en la figura 37, se observa que no existen diferencias
significativas (F=1.35, gl=6,56, P>0.05) en el porcentaje de
germinacidén entre los tratamientos y el control.

La interaccidén entre la deshidratacion y la aplicacién de los
metabolitos sobre la conductividad del medio resultd significativa
(F=4.12, gl=18,252, P<0.00001), indicando que el efecto de los
metabolitos cambia cuando cambia el nivel de deshidratacidén. En los
resultados mostrados en la figura 38 se observa que existe dos
tendencias claras, una es el incremento en 1la conductividad
conforme incrementa el nivel de deshidratacidén, y la otra, en el
sentido de gue los metabolitos reducen la salida de solutos con
respecto a las semillas control independientemente del nivel de
deshidratacion (aunque no significativa en todos los casos). Esto
sugiere que los metabolitos actuan protegiendo la estabilidad de
las membranas en contra de la deshidratacién, ya gque 1los
incrementos en la conductividad del agua de inmersién en semillas
tratadas son menores con respecto a los incrementos en las semillas
control conforme disminuye el contenido de humedad. La interaccidn
entre la deshidratacién y la aplicacidén de metabolitos resultd no
significativa (F=0.84, gl=18,56, P>0.05) sobre el porcentaje de
germinacién (figura 39).

Por otra parte, la deshidratacidén en semillas de P. armata

108



a
f
1104 @ * l»

il i*H'H I

{1

—— T
——
m

CONDUCTIVIDAD {pS)

(]

20 60
DESHIDRATACION (%)

Fiqura 38. Interaccién de los efectos de la deshidratacicn v de
la aplicacién de zstabolitos compatibles sobre la conductividad

prosedio de sesillas de P. arsata (n=280; Tukey al 0.05%. Hetabolitos:

a, control; b, aqua desionizada; ¢, prolina; d, glicina-betaina;
8, Catt; f, sacarosa; g, ABA).

A

0
DESHIDRATACION (%)

Figura 39, Interaccion de los efectos de la deshidratacion y de la
aplicacién de metabolitos compatibles sobre la gerainacidn
provedio de seaillas de P, araata (n=1050; Tukey al 0.05%.
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reduce progresivamente la tasa inicial de respiracién (figura 40a);
sin embargo, 1los andlisis estadisticos muestran gque una
deshidratacidén de 20% fue suficiente para producir una diferencia
significativa (F=60.21, gl=3,56, P<0.0001) con respecto a las
semillas no deshidratadas. En otras palabras, una ligera
deshidratacién reduce el metabolismo respiratorio en las semillas
de P. armata, antes de la imbibicién. Esta reduccién puede ser una
consecuencia de la carencia de agua (Roberts, 1973b; Mayer vy
Poljakoff-Mayber, 1975; Garwood y Lighton, 1990), ya que, como se
menciondé antes, probablemente las moléculas no se pueden mover de
un centro de metabolismo a otro por falta de agua (Berjak et al.,
1984).

Sin embargo, una vez gque las semillas han absorbido agua, la
tasa de respiracién presenta un comportamiento inverso; es decir,
después de 1la imbibicién 1la tasa de respiracion incrementa
significativamente (F=134.63, gl=3,56, P<0.00001) conforme progresa
la deshidratacidén (figura 40b). De tal forma que las semillas que
se sometieron a una mayor deshidratacidén son las que muestran la
mayor tasa de respiracién, indicando que regquieren producir mas
energia para compensar la menor produccién inicial, y probablemente
para sostener algun mecanismo de reparacion; sin embargo, al
parecer este esfuerzo es insuficiente para mantener la viabilidad.
En la figura 40 se ocbserva que la tasa de respiracién final en
semillas no deshidratadas es significativamente menor (F=509.86,
gl=1,130, P<0.00001) gue la tasa de respiracién inicial en las
mismas semillas, sugiriendo que requieren un menor gasto energético
para su germinacion.

Se puede observar que el incremento en la conductividad del
medio de inmersidén provocado por la deshidratacidén (figura 35), se
relaciona en forma inversa (r=-0.92) con la tasa de respiracién
inicial (figura 40a) y con la germinacidén (r=-0.91) (figura 34).
Bewley y Black (1978) y Priestley (1986) reportan gque las
membranas en dJeneral, proporcionan un mecanismo de control del
metabolismo intermediario, proporcionando una estructura dinamica
para que se realicen numerosas reacciones enzimdticas, incluso
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algunas enzimas respiratorias estdn asociadas con las membranas
mitocondriales; de tal forma que, cualgquier perturbacién en el
sistema de mebranas tendra consecuencias inmediatas en 1la
fisiologia celular, lo cual puede contribuir en diferente grado al
deterioro y reduccidén de la viabilidad.

En las figura 41 se nmuestran las curvas de hidratacidén de las
semillas de P. armata con diferente nivel de deshidratacicén. En
esta figura se puede apreciar que la duracidén de las fases es
diferente cuando las semillas son sometidas a diferentes niveles de
deshidratacién (tabla 7). La pendiente de la fase I incrementd
conforme incrementa el nivel de deshidratacién, indicando gque las
semillas mds deshidratadas absorben agua mds rdpido que las
semillas no deshidratadas.

TABLA 7. FASES DE HIDRATACION EN SEMILLAS DE P.armata CON
DIFERENTE NIVEL DE DESHIDRATCION INICIAL.

FASE I FASE II  FASE III TIEMPO
DESH VELOCIDAD DURACION DURACION INICIO DE
(%) (PENDIENTE) (DIAS) (DIAS) (DIAS DESPUES GERMINACION
DE LA SIEMBRA) (DIAS)
0 1.05 4 5 . 9 19
20 2.24 4 5 9 19
40 3.62 6 8 14 14
60 4.61 6 8 14 10

El tiempo de germinacién se acorta conforme progresa la
deshidratacién, lo cual puede deberse al incremento en la velocidad
de entrada de agua. Esta mayor velocidad de hidratacion
probablemente acelera el metabolismo acelerando la germinacidén de
las semillas viables en la muestra.

Por otra parte, a diferencia de las especies anteriores, el
contenido de humedad final que alcanzan las semillas al momento de
la germinacién incrementd significativamente (F=68.93, gl=3,252,
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P<0.00001) conforme incrementd la deshidratacidn, aungque entre los
mayores niveles de deshidratacidn (40% y 60%) no hay diferencias
significativas (figura 42). Esta respuesta resulta interesante, ya
que indica que las semillas mds deshidratadas no sélo recuperan el
agua perdida sino que necesitaron absorber una cantidad extra mayor
gue las menos deshidratadas. La deshidratacidén inicial impuesta en
las semillas de P. armata ejerce un efecto importante en su

respuesta fisioldgica.
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9.7 Chamaedorea tepejilote

Los resultados obtenidos en esta especie incluyen unicamente
2 niveles de deshidratacién (semillas no deshidratadas, y semillas
deshidratadas 40% y 60%) debido a gque la cantidad de semillas
colectadas fue insuficiente para ensayar los mismos niveles gque en
el resto de las especies.

Se encontré gue el porcentaje de germinacién en semillas de
ch. tepejilote disminuyé significativamente (F=121.88, gl=2,42,
P<.0001) y en forma gradual conforme incrementd el nivel de
deshidratacidén (figura 43); en otras palabras, la deshidratacidn
provoca una disminucién en la capacidad de germinacién en las
semillas de esta especie, sugiriendo un comportamiento
recalcitrante tipico. Su respuesta se ajusta a la hipdtesis del
contenido de humedad no critico mencionada anteriormente.

Las semillas de esta especie son producidas durante la época
de 1lluvias, su comportamiento' frente a la deshidratacidn en
condiciones de laboratorio sugiere que no son tolerantes a la
deshidratacidén, ya que su germinacién se redujo sensiblemente.

La disminucién en la capacidad de germinacidén no se explica
por la salida de solutos conforme las semillas pierden agua, debido
a que se produjo una disminucion significativa (F=16.1, gl=2,189,
P<0.00001) en la conductividad del medio de inmersién en semillas
de Ch. tepejilote deshidratadas 40%. Mientras que una mayor
deshidratacidon (60%) regresa los niveles de conductividad a los de
las semillas no deshidratadas (figura 44), sugiriendo que la
deshidratacidén no afecta el estado de salud en las semillas de esta
especie y, por lo tanto, no existe una relacidén directa entre
salida de solutos y germinacidn.

El hecho de que las semillas no deshidratadas muestren una
mayor conductividad que las semillas deshidratadas 20% sugiere gue
la integridad de las membranas es incompleta cuandc las semillas
son liberadas. Pero la aplicacién de cualquier metabolito ayuda a
restablecer la integridad. En la figura 45, se observa este efecto,
es decir la aplicacién de tratamientos redujo significativamente
(F=10.13, gl1=6,189, P<0.00001) la salida de solutos con respecto a
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las semillas - control. A diferencia de las especies analizadas
anteriormente, la respuesta observada en la conductividad con 1la
aplicacién de metabolitos se refleja en la germinacidén. Es decir,
la aplicacidén de metabolitos incrementd significativamente (F=4.05,
gl=6,42, P<0.005) la capacidad de germinacidén con respecto a las
semillas no tratadas (figura 46), sugiriendo que el efecto de los
metabolitos sobre las condiciones de salud de las semillas es muy
importante para mejorar la respuesta germinativa. Aunque existe la
posibilidad de que 1la respuesta observada se deba al efecto
"priming", ya que las semillas tratadas con agua respondieron de la
misma forma que las semillas tratadas con las soluciones.

La interaccidn entre la deshidratacidén y la aplicacidén de
metabolitos resulto significativa (F=4.78, gl=12,189, P<0.00001)
sobre la conductividad (figura 47), indicando que el efecto de los
metabolitos cambia cuando cambia el nivel de deshidratacién de las
semillas; pero fue no significativa (F=1.39, gl=12,62, P>0.05) en
la respuesta dgerminativa (figura 48).

Al analizar el efecto de la deshidratacidén sobre 1la
respiracién antes de la imbibicién de las semillas se encontré que
la tasa de respiracidén inicial decrece significativamente
(F=154.03, gl=2,42, P<0.00001) conforme progresa la deshidratacidn
en las semillas (figura 49a). Sin embargo, una vez que las semillas
se han imbibido se produce un efecto contrario, es decir, se
produce un incremento significativeo (F=125.06, gl=2,42, P<0.00001)
en la tasa de respiracidén final conforme incrementa el nivel de
deshidratacién (figura 49b). La interpretacién de estos resultados
es la misma que en las semillas de P. armata {(pdg. 92).

En la figura 50 se muestran las curvas de hidratacién
expresadas en porcentaje de agua absorbida, en donde se aprecia gue
la pendiente de la primera fase de hidratacidn incrementa conforme
incrementa el nivel de deshidratacién de las semillas (tabla 8),
indicando gue las semillas mds deshidratadas absorben agua a una
mayor velocidad que las semillas no deshidratadas. La duracidn de
la fase I incrementa en las semillas mas deshidratadas, indicando
que a pesar de gque la velocidad de absorcidén es mayor, les toma mds
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tiempo a las semillas recuperar el agua perdida; probablemente por
esta razdén, la germinacidén (en la muestra) en las semillas mas

deshidratadas inicia mds tarde que TABLA 8. FASES DE HIDRATACION EN

SEMILLAS DE Ch. tepejilote CON DIFERENTE NIVEL DE
DESHIDRATACION INICIAL.

FASE I FASE IT FASE II TIEMPO
DESH VELOCIDAD DURACION DURACION INICIO DE
(%) (PENDIENTE) (DIAS) (DIAS) (DIAS DEPUES GERMINACION
DE LA SIEMBRA) (DIAS)
0 0.16 12 13 25 175
40 1.43 12 L 24 36 164
60 1.87 15 S 36 164

en las no deshidratadas, pero se acorta el tiempo de germinacién de
las semillas viables. Esto sugiere que la mayor velocidad en la
entrada de agua incrementa la actividad metabdlica (figura 49b),
acelerando asi la germinacidén de las semillas viables; perd este
esfuerzo es insuficiente para mantener la viabilidad (figura 43).

Por otra parte, a pesar de gque las semillas mds deshidratadas
absorbieron una mayor cantidad de agua gque las semillas no
deshidratadas, el contenido de humedad final que alcanzaron al
momento de la germinacién fue significativamente (F=10.94,
gl=2,189, P<0.00001) menor gque en las semillas no deshidratadas
(figura 51). Esto pudo deberse a que parte de las semillas de la
muestra (las no viables) no entraron en la fase II de hidratacidn,
y por lo tanto, reducen el valor promedio obtenido en este ensayo.

Se sabe que la rapida entrada de agua en semillas ortodoxas
desecadas puede producir dafios y reducir la germinacién (Roberts y
Ellis, 1989). Los resultados de germinacién obtenidos en las
semillas de esta especie, sugieren que existe dafno, el cual se
corrobora por de la salida de solutos observada; sin embargo, no se
puede saber si este dano fue ocasionado por la deshidratacién o por
la mayor velocidad de entrada de agua.
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9.8 Rheedia edulis

Los resultados muestran gue la germinacidn en semillas de R.
edulis se ve afectada significativamente (F=392.36, gl=3,56,
P<0.0001) por la deshidratacién, ya gque el porcentaje de
germinacidén disminuyod proporcionalmente (r=0.98) conforme
incrementd el nivel de deshidratacidon inicial de las semillas
(figura 52). Esta pérdida de viabilidad observada es casi total en
las semillas mas deshidratadas, 1o cual implica que las semillas de
esta especie muestran una conducta recalcitrante tipica,
ajustdndose a la hipdtesis del contenido de humedad no critico
enunciada por Villiers.

La hipdtesis de que la capacidad de germinacidén estd
relacionada con la pérdida de solutos conforme las semillas pierden
agua, no se aplica a las semillas de esta especie. Esto es sugerido
por los valores de conductividad observados, los cuales no muestran
un cambio significativo (F=1.82, gl=3,252, P>0.05) conforme
progresa la deshidratacidén (figura 53); en esta figura se observa
que, los valores de conductividad registrados son muy bajos
comparados con 1los gque se observan en las demads especies
estudiadas. Estas respuestas pueden deberse a varias razones: 1) a
que la estructura de las membranas no se ve afectada por 1la
deshidratacion; 2) que se haya producido dano en la estructura de
las membranas, pero que éste no se refleje en la salida de solutos:;
6 3) que la cubierta de las semillas sea poco permeable a la salida
de particulas con carga (iones). Esta Gltima idea es apoyada por la
lenta deshidratacién observada en estas semillas (figura 6), la
cual suglere que la cubierta es poco permeable al paso del agua.
Simon (1984) sugiere que la testa puede actuar como una "barrera'"
que regula el paso del agua, pero gque al parecer puede actuar en
otras formas, p. ej., como barrera a la salida de solutos.

Por otra parte, se encontrsé que la aplicacién de sacarosa
produjo un incremento significativo (F=280.58, gl=6,252, P<0.0001)
y dramatico en 1la conductividad Qdel agua de inmersidn
independientemente del contenido de humedad de las semillas
(figuras 54 y 56); lo cual podria deberse a que la sacarosa no haya
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penetrado totalmente a las células, sino gque haya quedadoc en los
espacios intersticiales o incluso en la testa; de tal forma que al
colocar a las semillas en agua, se removiera la sacarosa (la cual
fue aplicada a una alta concentracidén), incrementande los niveles
de conductividad. Por el contrario, los demds metabolitos no
produjeron una efecto significativo con respecto al control; ya sea
porque no producen ninguin efecto en la estructura de las membranas,
S a que probablemente no penetraron en las semillas debido a que la
hidratacidén es muy lenta (tabla 9), asi que el tiempo de imbibicidn
de los tratamientos pudo no ser suficiente para las semillas de R.
edulis. El1 efecto producido por la sacarosa sobre la conductividad
no se refleja en la germinacioén de las semillas (figura 55), ya gue
no se encontraron diferencias significativas (F=1.11, gl=6,56,
P>0.05) entre el control y los tratamientos, indicando que el
incremento en la conductividad provocada por la sacarosa no se debe
a dafios en las semillas; por el contrario, apoyan la idea de que
los metabolitos no penetraron en las semillas de esta especie.

La interaccién entre el efecto de la deshidratacién y 1la
aplicacion de metabolitos resulté no significativa (F=0.84,
gl=18,252, P>0.05) tanto en la conductividad (figura 56) como en la
germinacién (F=1.75, gl=18,56, P>0.05) (figura 57), indicando que
el efecto de los metabolitos no cambia cuando cambia el nivel de
deshidratacidn de las semillas. Esto quiere decir que el incremento
observado en la conductividad, provocada por la aplicacién de
sacarosa, se mantiene constante conforme cambia el nivel de
deshidratacidn, y que los metabolitos no modifican la germinacidén
en ningun nivel de hidratacién.

Por otra parte, la tasa de respiracidn antes de la imbibicidn
no se modifica significativamente (F=1.59, gl=3,56, P>0.05) por
efecto de 1la deshidratacidén (figura 58a). Esto sugiere la
posibilidad de que la testa ademds de regular el paso del agua
(Simon, 1984) y de solutos, también sea relativamente impermeable
al paso de los gases; esta idea es apoyada por los bajos valores
observados en la tasa de respiracidn con respecto a la de las demds
especies. Esta baja tasa respiratoria indica gque el metabolismo en
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estas semillas es muy lento (a pesar del alto contenido de humedad
con el que son liberadas), tanto, gue no pueda reducirse mas por
efecto de la deshidratacién, ya gque probablemente los wvalores
observados correspondan a la tasa metabélica minima necesaria para
que las semillas se mantengan vivas, lo cual sugeriria que se
encuentran en un estado de latencia.

Después de la imbibicién, se observa un incremento general en
la tasa de respiracién final con respecto a la inicial (F=649.54,
gl=1,130, P<0.00001), indicando que se reactiva el metabolismo de
las semillas (figura 58b). Sin embargo, la deshidratacidén no
modificé (F=1.85, gl=6,56, P>0.05) la tasa de respiracidén final.

En la figura 59 se observa que la hidratacién en las semillas de
esta especie toma mucho tiempo con respecto a lo que se observa en
las demds especies; sobre todo, se observa que la fase II es muy
larga y que su duracidén incrementa con la deshidratacioén (tabla 9).
En la figura 59 se observa gue la velocidad de hidratacién en 1la
fase I incrementa conforme incrementa el nivel de deshidratacién,
indicando que la hidratacién es mds rdpida en las semillas mds
deshidratadas; su duracién aumenta conforme incrementa el nivel de
deshidratacién, indicando que a pesar de gue la absorcidén de agua
es mds rdpida en las semillas mds deshidratadas, les toma mas

tiempo recuperar

TABLA 9. FASES DE HIDRATACION EN SEMILLAS DE R. edulis CON
DIFERENTE NIVEL DE DESHIDRATACION INICIAL.

FASE I FASE II FASEITI TIEMPO
DESH VELOCIDAD DURACION DURACION  INICIO DE
(%) (PENDIENTE) (DIAS) (DIAS) (DIAS DESPUES  GERMINACION
DE LA SIEMBRA) (DIAS)
0 0.11 15 15 30 330
20 0.39 18 43 61 300
40 0.46 18 . 56 74 270
60 0.87 c21 00 89 T o 90 » 210"
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el agua perdida. Probablemente por esta razdén, ‘la ‘germinacién
inicia mds tarde en las semillas mds deshidratadas, pero se acorta
el tiempo de germinacidén de las semillas viables.

A pesar de que las semillas mds deshidratadas (40 y 60%)
absorbieron una mayor cantidad de agua que las no deshidratadas, el
contenido de humedad final que alcanzaron al momento de la
germinacién fue significativamente menor (F=46.09, gl=3,252,
P<0.00001) que en las no deshidratadas (figura 60), incluso su
contenido de humedad fue menor al 100%. Esto pudo deberse a que las
semillas no viables de la muestra que no entraron en la fase IIT
(Hamabata y Martinez, 1980; Pehap, 1987) redujeron el valor
promedio obtenido.

El retardo en el inicio de la germinacién de las muestras
({independientemente de la deshidratacidén), comparada con las demds
especies estudiadas, puede deberse a que el embridén se encuentre en
un estado inmaduro (latencia endégena):; esta idea es apoyada por
los bajos valores en la tasa de respiracién inicial observados.
Adends el tiempo de germinacidén en las semillas de esta especie es
el mds largo, comparado con las demds especies.

La cubierta en estas semillas, al parecer por los resultados
obtenidos, es poco permeable al paso del agua, ya que tanto la
deshidratacién como la rehidratacidn fue mas lenta que en las demds
especies. Aunque otro factor muy importante que puede haber
contribuido en la lenta rehidratacidén es el tamaho grande de las
semillas, el cual reduce la relacidén superficie volumen, provocando
que la hidratacién sea lenta, sobre todo de las células interiores
incluyendo el embridén. Ya que se sabe que la hidratacidn se realiza
de la periferia hacia el interior hidratdndose primero los tejidos
de reserva y después el embrién (Ching, 1972; Hamabata y Martinez,
1980; Simon, 1984; Priestley, 1986; Pehap, 1987). Quiza por esta
razén sea lenta la reactivacién del metabolismo, cuyo bajo nivel
puede contribuir ademds a que la sintesis de compuestos necesarios
para la gérminacién sea lenta, alargando asi la fase II de
hidrataciodn.

La disminucidn en la viabilidad de las semillas de R. edulis
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por efecto de la deshidratacidén, no se relaciona ‘con la salida de
solutos ni con la tasa de respiracidén inicial y final, lo cual
sugiere gue no son las causas de la pérdida de viabilidad; incluso
tampoco se puede pensar en dafios ocasionados por una rdpida
hidratacidn, ya gque ésta fue muy lenta comparada con otras
especies. De tal forma gue la reduccién en la viabilidad pudo ser
ocasionada por alteraciones en algun otro proceso, ya que la
germinacioén es el resultado de una serie de procesos, no sélo
hidratacién, dafio en membranas y respiraciodn.
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9.9 Stemmadenia donnell-smithii

La deshidratacion en las semillas . de- S. donnell-smithii, a
diferencia de las demas especies, no modifica el porcentaje de
germinacidén (F=1.32, gl=3,56, P>0.01); lo cual indica que estas
semillas no muestran un comportamiento recalcitrante, a pesar de
liberadas con un alto contenido de humedad (40.26% + 6.24); ademds
la viabilidad es muy alta aun en las semillas mds deshidratadas
(figura 61).

Por otra parte los valores de conductividad obtenidos son los
mds bajos, comparados con los obtenidos en las demas especies
estudiadas, y no muestran cambios significativos (F=1.07, gl=3,252,
P>0.05) provocados por la deshidratacidon (figura 62). Lo anterior
indica que las membranas no sufren alteraciones provocadas por la
deshidratacidn, si aceptamos la hipétesis de que la conductividad
es el reflejo de cambios en la estructura de las membranas (Abdul-
Baki y Anderson, 1972; Gosh et al., 1981). Sin embargo, 1la
aplicacidén de metabolitos (incluyendo el tratamiento con agua},
reduce significativamente (F=51.28, gl=6,252, P<0.00001) 1la
conductividad del medio de inmersidn, indicando que la integridad
de las membranas es incompleta cuando son liberadas las semillas,
y que la aplicacién de soluciones mejora las condiciones iniciales
de las membranas; ya sea por efecto "priming® o por la accién de
los metabolitos (como se menciond anteriormente, pdg. 73).

El efecto producido por las soluciones de metabolitos sobre la
conductividad del medio de inmersidn, no se refleja en la respuesta
germinativa; es decir, la capacidad de germinacidén no se modifica
significativamente por la aplicacidén de metabolitos (figura 64).

Por otra parte se encontré que 1la interaccidén entre
deshidratacion y la aplicacion de metabolitos resulté no
significativa, tanto en 1la conductividad (F=2.52, gl=18,252,
P>0.05, figura 65) como en la respuesta germinativa (F=1l.42,
gl=18,56, P>0.05, figura 66). Indicando gue el efecto de los
metabolitos se mantiene independiente de la deshidratacién.

i28



00

984

i
177

GERMINACION %)

% 0 20 40 60
DESHIDRATACION (%)

Figura 61. Efecto de la deshidratacién sobre la germinacion
prozedio de semillas de . donnell-saithii (n=1050; Tukey al 0.05%).

S
[

4
bt

[
L

2 b ¢ d €& f
METABOLITOS

Figura 63, Efecto de la aplicaciin de metabolitos compatibles sobre

la conductividad progedio de semillas de $. donnel]-saithii (n=280;

Tukey al 0.053. Hetabolitos: a, control; b, agua desionizada;

¢, prolina; d, glicina-betaina; e, Catt: f, sacarosa; g, ABA).

CONDUGTIVIDAD
$ 3 3
b

-~

rep

S)
3

_lu
L

3‘.
i

w
"1

11T

0 20 40 60
DESHIDRATACION (%)
Figura 62, Efecto de la deshidratacion sobre la conductividad

prozedio de semillas de S. domnell-smithii (n=280; Tukey al 0.058).

&

CONDUCTIVIDAD ¢
i

S

— 1011

e« @ o
©
I 3 2

GERMINACION @6
w

2

a4 b ¢ 4 € t 9
METABOLITOS

«

Fiqura 64. Efecto de la aplicacion de wetabolitos compatibles sobre
la gerainacion pronedio de semillas de §, donnell-saithii (n=1050;
Tukey al 0,053, Netabolitos: a, control; b, agua desionizada;

¢, prolina; d, glicina-betaima; e, Cat4; f, sacarosa; q, ABA).



S 2 ] SRt bcdefgab"de'gabcde
gt - el HMH |
A g =

DESHID RATACION %)

Figura 65, Interaccion de los efectos de la deshidratacion y de
la aplicacién de metabolitos cospatibles sobre la conductividad
pronedio de semillas de R. donnell-swithij (n=260; Tukey al 0.05%.
Ketabolitos: a, control; b, agqua desionizada; c, prolinar d,
glicina-betaina; e, Catt; f, sacarosa; g, ABA).

1807

1504

IXACION

=120+

h

DE RESPI
uM COalg/
3

3
i
(2a]

(

I 1 3

g
1

TASA
o

0 20 40 60
DESHIDRATACION (%)

Figura 6. Interaccién de los efectos de la deshidratacicn y de .
la aplicacion de zetabolitos compatibles sobre la germinacion promedio
de semillas de §. domnel]-smithii (n=1050; Tukey al 0.05%.
Hetabolitos: a, control; b, agua desionizadas c, prolina; d, glicina-
betaina; e, Cati; f, sacarosa; g, ABA).

20 40 60
DESHIDRATACION (%)

) 20 40 60
DESHIDRATACION (%)

Figura 67. Bfecto de la deshidratacion sobre la tasa de respiracion prozedio en semillas de §. donmell-saithii antes {a) y después

(b} de la imbibicion. (n=280; Tukey al 0.05%).

130



La tasa de respiracidén inicial muestra una relacién
directamente proporcional (r=0.90) con el contenido de humedad de
las semillas, es decir, conforme disminuye el contenido de humedad
disminuye la tasa de produccién de C€02; sin  embargo, las
diferencias son significativas (F=28.65, -gl=3,56, P<0.00001)
dnicamente cuando las semillas pierden 20% del contenido de humedad
inicial, a partir del cual la disminucidén ya no es significativa
(figura 67a).

La tasa de respiracién final en las semillas de esta especie
muestra un comportamiento diferente al que presentan las dem&s
especies; es decir, en las otras especies la tasa de respiracién
final es inversa a la inicial, pero en S. dcnnell=-smithii, el
incremento en la respiracién final es directamente proporcional al
comportamiento a la inicial. En otras palabras, las semillas gue
mostraron la mayor tasa inicial muestran también la mayor tasa
final. Los andlisis estadisticos muestran que al igual gue en la
respiracion inicial, wuna reduccidén de 20% en el contenido de
humedad produce una reduccidén significativa (F=51.46, gl=3,56,
P<0.00001), pero conforme la deshidratacidn progresa, la
disminucién es no significativa (figura 67b). Sin embargo, esta
respuesta no se refleja en la germinacion,

TABLA 10: FASES  DE HIDRATACION EN SEMILLAS DE S. donnell-smithii
CON DIFERENTE NIVEL DE DESHIDRATACION INICIAL.

FASE I FASE II FASE III TIEMPO
DESH VELOCIDAD DURACION DURACION DURACION DE
(%) (PENDIENTE) (DIAS) (DIAS) (DIAS DESPUES GERMINACION
DE LA SIEMBRA) (DIAS)

o 5.64 2 4 6 8
20 . 9.76 2 4 6 8
40 . . 10.90 2 4 6 8

‘ 4 6 8

60 20.61 2
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En la figura 68 se muestran las curvas de hidratacidn de S.
donnell-smithii en las que se observa que la velocidad de
hidratacién en la fase I incrementa conforme disminuye el contenido
de humedad (tabla 10), indicando que las semillas mds deshidratadas
absorben agua mds rdapido que las semillas sin deshidratar. E1
tiempo de germinacidn se mantuvo constante, independientemente del
contenido de humedad inicial de las semillas.

A diferencia de las demds especies estudiadas, el contenido de
humedad que alcanzaron las semillas al momento de la germinacidn
incrementd significativamente (F=114.37, gl=3,252, P<0.00001)
conforme incrementé el nivel de deshidratacidn (figura 69).



9.10 GERMINACION EN CAMPO

La germinacidn de las semillas estudiadas fue
significativamente (F=1000, gl=2,231, P<0.00001) mayor en el
interior de la selva gue en el claro y en el sitio abierto (tabla
11), independientemente de la época de su produccidn, de su tamafio
y su contenido de humedad al momento de la liberacidn. Esta
respuesta puede deberse a gque las condiciones de humedad del suelo
y del aire son mds favorables debajo del dosel, y a que 1la
fluctuacidén de la temperatura del aire y del suelo es mucho mayor
en los sitios fuera del dosel (tabla 12). Independientemente de la
época del afio se observa un incremento en la temperatura promedio
del aire y del suelo en el claro y el sitio abierto con respecto al
interior de la selva; ademds, las temperaturas maxima y minima son
mds extremosas en estos sitios. Los factores que al parecer son
determinantes de las diferencias en la respuesta germinativa de las
semillas son la humedad del aire y, sobre todo, la humedad del
suelo, ya gue son los factores que muestran una mayor variacidén
entre sitios. Tanto la humedad del aire como del suelo se reducen
drasticamente en el claro y en el sitio abierto y, como es légico,
durante el periodo de sequia son menores que durante los periocdos
de lluvias y nortes.

Se sabe que la capacidad de wuna semilla para absorber
suficiente agua para su germinacién depende tanto de las
caracteristicas de la semilla (tamano e hidratabilidad), comoc de
las condiciones del ambiente, incluyendo la humedad del suelo y su
potencial hidrico (Bewley y Black, 1978; Harper et al., 1970;
Foster, 1986). De tal forma, la mayor disponibilidad de agua en el
interior de la selva puede ser una de las causas principales de los
mayores porcentajes de germinacidn observados en este sitio, pero
las diferencias entre especies se pueden deberse principalmente a
las caracteristicas de las semillas. Una semilla debe absorber agua
en la interfase suelo-semilla mas rdpido de lo gue la pierde a la
atmdsfera para poder germinar (Bewley y Black, 1878). Por lo que la
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TABLA 11. GERMINACION EN EI. CAMPO EN TRES SITIOS DIFERENTES:
INTERIOR DE LA SELVA, CLARO Y ABIERTO, DE SIETE ESPECIES DE LA
VEGETACION DE 10S TUXTLAS, VER.

ESPECIE SELVA CLARO ABIERTO
X+SD X+SD -~ ' X+SD-

D. digyna 86.67+8.06 3;i7132662 ;;.i7i1.99

¢. baillonii 88.3315,4821:"7&”‘; 7. 1;83+i;§éi,“

C. dentata 43.42¢ .34

c. e te 76;67£ L.

P. armata 88.33+6.49 : 0.5;¢630§f

R. edulis 96.17+3%.76 v7;9.67i§f8§a"5;§3£i;34

S. donnell-smithii 86.17+0.09  44.17+14.41 13.00%5.22

TABLA 12. COMPARACION DE LAS CONDICIONES MICROCLIMATICAS PROMEDIO
: DE LOS TRES SITIOS (SELVA, CLARO Y ABIERTO) REGISTRADAS
DURANTE UN DIA, EN EL PERIODO DE DISPERSION DE LAS

SEMILLAS.
TEMPERATURA HUMEDAD
AIRE SUELO ATIRE SUELO
X + sd min. max. X + sd X + sd X + sd
EPOCA DE SEQUIA (marzo-abril)
SELVA 25.1+.39 22.5 25.5 24.4+.54 88.0+1.3 19.542.4
CLARO 27.2+1.5 22.0 31.0 26.3+1.2 73.141.5 14.6+1.5
ABIERTO 29.2+3.6 20.0 38.0 31.14+3.6 58.3+1.4 9.74.91
INICIO DE LLUVIAS (mayo-junio)
SELVA 24.14.35 21.0 24.5 23.9+.57 99.2+1.8 22.9+2.4
CLARO 24.7+.50 20.0 25.5 25.9+.58 - --92.0%x1.8 15.842.3
ABIERTO 26.6+1.7 19.0 29.0 26.9+1.2 79.2+2.6 12.9+1.3
EPOCA DE_LILUVIAS (agosto)
SELVA 25.1+.35 24.0 27.0 24.7+.29 99.54+2.5 29.8+1.9
CLARO 27.3%£.59 23.0 32.0 27.54+.49 92.444.2 25.9%+2.9
ABIERTO 29.5+1.7 22.0 35.0 29.5+1.6 81.34+2.7 18.3%£1.4
EPQCA DE_NORTES (enero)
SELVA 22.4+.53 19.0 23.5 21.84.25 89.3x1.6 24.7£1.6
CLARO 23.6+1.1 19.5 25.5° 22.6x1.2 85.6+4.4 17.3+1.3
ABIERTO 24.6+1.8 15.5 27.5 . 23.0+1.4 79.7413 13.5+1.4
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entrada y salida de agua en las semillas (cantidad y velocidad) al
parecer Jjuega un papel muy importante en su respuesta fisioldgica.

Los resultados obtenidos en el laboratoric indican gque las
semillas de S. donnell-gsmithii tepeijilote, P. armata y C. baillonii
se deshidratan con mayor facilidad que las semillas de D. digyna,
C. dentata y R. edulis (figura 6), debido a que poseen cubiertas
mads delgadas y a que sus reservas estdn compuestas principalmente
de lipidos (excepto C. baillonii como se explicd anteriormente),
los cuales son hidrofébicos (Nellis y Hughes, 1973; Bass, 1979).
Sin embargo, la capacidad de rehidratacidn de las semillas difiere
de su capacidad de deshidratacidén (histéresis *'); es decir, en
general las semillas estudiadas se deshidratan mds rdpido de lo que
se rehidratan, particularmente las semillas de R. edulis, C.
tepeijilote y C. dentata (figura 70, tabla 13). Lo cual implicaria
que en las semillas de esta ultimas tres especies su rehidratacidn
y, por lo tanto su germinacidén, fuera casi imposible en sitios con
baja humedad como los claros y sitios abiertos, y que las especies
restantes mantuvieran su capacidad de germinacién en estos sitios.
Sin embargo, las semillas de R. edulis, las cuales muestran la
mayor diferencia entre Jlas velocidades de deshidratacién-
rehidratacién mostraron una menor reduccidén de su capacidad
germinativa tanto en el claro como en el sitio abierto que las de

* La histéresis, un fendémeno conocido desde hace mads de 40
afios (Nellist y Hughes, 1973), se refiere a la diferencia que
existe entre las curvas de adsorcidén-desorcidn de agua en sistemas
orgdnicos, cuando se calcula el contenido de humedad en equilibrio
con la humedad relativa de la atmdsfera (Nellist y Hughes, 1973;
Harrington, 1975; Roberts, 1975; Bass, 1979). En el presente
estudio no se determind el contenido de humedad en equilibrio con
la humedad relativa, debido a que existen considerables
dificultades técnicas para su determinacién (Nellist y Hughes,
1973). Sin embargo, aungque las curvas de hidrataciodn-deshidratacién
se analizan en funcidén del tiempo, se observa el mismo fendémeno, a
pesar de gque ambos procesos se aceleraron de manera artificial; es
decir, 1la deshidratacién se realizé por flujo de aire y la
rehidratacién sumergiendo a las semillas en agua, por lo que el
grado al que ocurre esta aceleracidén depende de las caracteristicas
de retencién de humedad y su movimiento en una semilla particular
(Nellist y Hughes, 1973).
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C. tepejilote vy C. dentata, a pesar de que en estos sitios la
disponibilidad de agua es menor que en el interior de la selva. Asi
mismo, las semillas de D. digyna, P. armata v €. baillonii
perdieron casi por completo su capacidad germinativa en el sitio
abierto, a pesar de que la diferencia entre 1la velocidad de
deshidratacidén y rehidratacién es menor.

Si a lo anterior agregamos la influencia del tamano de las
semillas en su capacidad de absorcion de agua, es de esperarse que
las semillas mds grandes absorban menos agua Jue las pedquenas.
Grime (1979, citado por Foster, 1986) afirma que conforme
incrementa el tamafo de las semillas disminuye su relacién
superficie/volumen, de tal forma que las semillas grandes pueden
ser incapaces de absorber suficiente agua en suelos secos aun
favorables para la germinacion de semillas pequefias. En la figura
69 se observa que la cantidad de agua que absorbe una semilla por
gramo de tejido disminuye conforme incrementa el tamano de la
misma; lo cual implica que para una semilla grande es mds dificil
absorber agua que para una semilla mas pequefia. Tedricamente, en
las semillas mds pequenas (S. donnell-smithii, P. 3 ta, C.
dentata y C. tepeijilote) su mayor capacidad para absorber agua por
unidad de peso que las semillas mds grandes (D. digvna vy R. edulis)

les permitiria germinar en sitios donde la disponibilidad de agua
no fuera muy adecuada, como los claros y sitios abiertos. 8in
embargo, pierden casi por completo su capacidad de germinacidn en
estos sitios (aungue S. donnell-smithii mantiene su germinacidén en
un nivel ligeramente mayor gque las demas especies); por el
contrario, las semilias de R. edulis, gue son mas grandes, absorben
mucho menos agua por unidad de peso y mds lentamente (en
condiciones de laboratorio) dada su pequeia relacidn
superficie/volumen, pero también la pierden mds lentamente,
sugiriendo que su cubierta es poco permeable al paso del agua. Esta
podria ser la razdn por la cual su capacidad de germinacioén se
mantuvo ligeramente por arriba que la de las otras especies
pequefias, tanto en el claro como en el sitio abierto (excepto C.

tepejilote vy S. donnell-smithii). King y Roberts (1980b) mencionan
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gque muchas semillas recalcitrantes tienen cubiertas relativamente
jmpermeables al agua (p. ej. Michelina champaca y Citrus spp), lo
cual puede servir para proteger a la semilla de la deshidratacién,
pero también puede impedir una rédpida imbibicién y como
consecuencia retardar la germinacidn, como en el caso de R. edulis.
Esto indica que la velocidad de absorcién podria ser un factor més
limitante que la velocidad de deshidratacidén, por lo menos para las
semillas de esta especie.

En la tabla 13 se compara la velocidad de hidratacidén y el
porcentaje de agua absorbida en semillas de las siete especies
deshidratadas 60% en el laboratorio. Se puede apreciar que mientras
mayor es la velocidad de hidratacidn es mayor el porcentaje de agua
absorbida (figura 71), lo cual probablemente sea la causa de gue el
inicio de la germinacidn (fase IIIL) en condiciones de laboratorio
sea mds rdpida en semillas con mayor velocidad de hidratacion
(también se observa un incremento en la duracidn de las fases I y
II provocada por la hidratacion mds lenta). Estos resultados
implicarian que en los sitios con menor disponibilidad de agua (y
con mayor evaporacién), las semillas que tienen la capacidad de
hidratarse a una mayor velocidad absorban agua rdpidamente una vez
gue se hidrate el suelo, pero también esta sujetas a una mayor
pérdida de agua dada la mayor facilidad con gue se deshidratan. Asi
su estatus hidrico depende de las condiciones de humedad del sitio,
y sdélo podrdn germinar cuando su balance hidrico sea positivo (en
equilibrio con la humedad del suelo y de la atmésfera). Dado que la
humedad relativa y la humedad del suelo son menores tanto en el
claro como en el sitio abierto, la pérdida de agua en las semillas
mds pequeflas puede ser el factor limitante para su germinacidn
exitosa, mds bien que la facilidad con la gque son capaces de
absorber agua.

Otro factor importante en la hidratacidn de las semillas es la
forma en la que se realiza la absorcidn de agua; es decir, ésta se
realiza de la periferia hacia el interior siguiendo la secuencia de
una, dos y luego miltiples capas de agua que rodean
a los tejidos, hidratdndose primero la cubierta, después los
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tejidos de reserva y por ultimo el embridn (dependiendo de -su
posicidén anatémica). En este sentido, miehtras mids pequefio sea el

TABLA 13. HIDRATACION DE SEMILLAS DESHIDRATADAS 60% DE LAS :7
ESPECIES ESTUDIADAS. .. 5 ooieily . .

CH FINAL HIDRATACION
RELATIVO S T

FASE ITI

AGUA :
ESPECIE (%) (%) INICIO -
e (DIAS)
2.4 6

S. d-smithii 123.40:

D. digyna 107.53"

90

embridén en relacidén con el tamano total de la semilla, mas tardara
en hidratarse y, por lo tanto, serd mas lenta la respuesta de la
semilla. Este hecho puede ser relevante para las semillas grandes,
ademds de su lenta absorcidén de agua. Estos dos factores produciran
una lenta reactivacién de macromoléculas y reacciones metabdélicas,
si ademds de lo anterior agregamos un desarrocllo incompleto del
embrién. Este parece ser el caso de las semillas de R. edulis, las
cuales ademds de una lenta hidratacién, mostraron una tasa de
respiracién baja, comparada con las semillas de las demas especies,
y una germinacién muy lenta, la cual sugiere un desarrollo
incompleto del embridn.

Tomando en cuenta lo anterior y gque las especies tolerantes
pueden ser incapaces de germinar en sitios perturbados (como los
claros o sitios abiertos), resulta sorprendente que las semillas de
R. edulis y cCh. tepeijilote, las cuales son consideradas como
especies tolerantes, mantengan una mayor capacidad de germinacidn
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Por otra parte, las semillas de S. donnell-smithii mostraron
una mayor capacidad de germinacion tanto en el claro como en el
sitio abierto, que el resto de las especies. Esto puede deberse a
que dado su menor tamaho, presentan una relacidn superficie/
volumen mayor, y son capaces de absorber mds agua {(Figura 62), que
las semillas mds grandes. Ademds, las semillas de esta especie son
ecoldgicamente distintas por ejemplo de C. tepeijilote y P. armata,
mientras esta ultimas son mds hacia el extremo de tolerantes, S.
donnell-smithii es mds demandante de claros.
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[ TULO 10

DISCUCION GENERAL

Los investigadores gue se dedican al estudio de 1las
posibilidades de almacenamiento de semillas para la conservacién de
germoplasma (Roberts, 1973c; Ng, 1976; chin et al, 1981; Yap, 1981;
Berjak et al., 1984; Tompsett, 131985, 1987; Cunha et al., 1989;
Ferraz, 1989; Ferraz et al., 1989; Probert y Longley, 1989; Berjak
et al, 1990; Fu et al., 1990, entre otros) comparten la idea de que
los niveles de humedad de las semillas y la resistencia de las
mismas ante la deshidratacion {ademds de su resistencia a las bajas
temperaturas) son las caracteristicas fundamentales gue determinan
su capacidad de mantenerse viables en almacenamiento bajo
condiciones convencionales.

No todas las semillas responden de igual manera a la reduccidén
de su contenido de humedad, ya que algunas pierden viabilidad por
efecto de la desecacidén y otras por el contrario incrementan su
longevidad (Ellis y Roberts, 1980a; Ellis et al., 1990b). Esta
diferencia, al parecer es de vital importancia para el éxito en la
consexrvacion de germoplasna, incluso en ella se basa
fundamentalmente la clasificacién de Roberts (1973c).

Tomando en cuenta los términos en los gue Roberts (1973c)
define a las semillas recalcitrantes, \' analizando las
caracteristicas generales de las semillas estudiadas, encontramos
que cinco de las siete especies (D. digyna, C. dentata, P. armata,
C. tepeijilote y R. edulis) son recalcitrantes por definicidn. Es
decir, son liberadas con contenidos de humedad relativamente altos;
muestran altas tasas de respiracidén al momento de ser liberadas,
gue van desde 4.36 hasta 105.26 pM de biéxido de carbono/g/hr en R.
edulis y PB. armata respectivamente [en comparacién Garwood vy
Lighton, encontraron tasas de respiracién de 4 a 101.6 pl de
biéxido de carbono/g/hr en semillas recalcitrantes y de 0.3 a 2 ul
de bidxido de carbono/g/hr en ortodoxas (datos no publicados)];
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germinan relativamente rdpido después de ser liberadas (excepto R.
edulis); y por ultimo, mostraron una reduccidén significativa en la
capacidad de germinacidén cuando su contenido de humedad relativo se
redujo hasta 40% (contenido de humedad real menor al 20%). Las
semillas de G. baillonii y S. donnell-smithii poseen todas las
caracteristicas de semillas recalcitrantes excepto la reduccidn en
la viabilidad por deshidratacidén, por 1lo gque no concuerdan
totalmente con la definicidn de semillas recalcitrantes.

King y Roberts (1980b) afirman gque no se ha 1investigado
completamente la relacidén entre viabilidad de las semillas y su
contenido de humedad. En la presente investigacidén se encontrd que
no existe una relacidén clara entre el contenido de humedad inicial
y el '"grado" en la respuesta a 1la deshidratacidén (grado de
"recalcitrancia”) en condiciones de laboratorio (concretamente con
la pérdida de viabilidad), ya que si existiera una relacidn directa
entre contenido de humedad y perdida de viabilidad, las semillas de
D. digyna gque tienen el contenido de humedad mds alto deberian
haber mostrado la mayor reduccidén en la viabilidad, y las semillas
de P._armata gue presentan el menor contenidc de humedad deberian
haber presentado la menor reduccidn, y sin embargo, no ocurrid asi.
Ademds ninguna especie mostré una pérdida total de viabilidad, lo
cual suglere que el mdximo nivel de deshidratacidén impuesto no
llegé al punto critico (es decir, para observar pérdida total de
viabilidad debieron probarse niveles de deshidratacién mds
severos), o que las especies estudiadas se ajustan m&s bien a la
hipétesis del contenido de humedad no critico expuesta por
Villiers. De cualquier manera, para determinar si existe o no un
punto critico por debajo del cual se preduzca una pérdida total de
viabilidad, sugiero que en posteriores investigaciones se realice
un estudio imponiendo niveles de deshidratacidn mayores.

Por otra parte, Harper et al. (1970), Roberts (1973c),
Tompsett (1985) y Foster (1986) afirman que las semillas méds
grandes son liberadas con contenidos de humedad mayores que las
semillas mds pequefias (es decir, que el contenido de humedad esta
en funcidén del tamafo de las semillas); de tal forma, se esperaria
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que existiera una relacidén directa entre el tamafio de las semillas
estudiadas y su contenido de humedad. Sin embargo, no se encontrd
esta relacidn en las especies estudiadas, ya que semillas tan
pequerias como S. donnell-gmithii (0.09 g) y semillas tan grandes
como R edulis (4.88 g) son liberadas con contenidos de humedad
mayores al 40% (en base fresca). Esto indica que no se puede
generalizar o que se necesita estudiar un numero mucho mayor de
especies para encontrar esta relacidén. Ademds el contenidoc de agua
de las semillas parece ser un parametro mds constante que su
biomasa, ya gque la variaciodn en contenido de humedad es mucho menor
gque la variacidén en peso seco.

En la literatura (Sasaki, 1976; Berjak et al., 1984; King vy
Roberts, 1980a; Chin et al., 1981; Berjak et al., 1984; 1985;
Nautiyal y Purohit, 1985a; 1985b; 1985c¢c; Farrant et al., 1988; Dood
et al., 1980b; Fu et al., 1990) se reporta que la deshidratacidn
produce cambios irreversibles, gue se traducen como dafno o
deterioro de las funciones de una semilla. Estos cambios se pueden
producir a nivel fisiolégico (reduccidén y retardo en 1la
germinacidn), a nivel bioguimico (respiracidn) y a nivel citoldgico
(estructura de membranas).

En cuanto al deterioro a nivel fisioldgico se encontré gue las
semillas de todas las especies mostraron un retardo en el inicio de
la germinacion provocado por una deshidratacidén severa (60% del
contenido de humedad inicial), y una reduccidén en el porcentaje de
germinacién. Aunque las semillas que se conservaron viables a pesar
de la deshidratacién, mostraron un tiempo de germinacién mds corto,
lo cual al parecer es provocado por las diferencias en la velocidad
de rehidratacidn que a su vez depende del nivel de deshidratacién.
El retardo en la germinacién y la reduccién en la viabilidad
observada apoyan la hipdtesis de deterioro a nivel fisioldgico
provocado por deshidratacidén (excepto en C. baillonii y S. donnell-
smithii como se menciond anteriormente).

La cinética del movimiento de agua en las semillas, ya sea
entrada o salida de agua, conforme cambia su nivel de hidratacién
juega un papel muy importante en la respuesta fisioldgica, no sélo
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modificando el inicio de 1la germinacién y su porcentaje, sino
también la duracioén de las fases de hidratacién. Hasta la fecha en
ningin trabajo publicadc se hace un andlisis de la duracidén de las
fases de hidratacidn en semillas con diferente nivel de hidratacidn
inicial y su efecto en los procesos que dan lugar a la germinacidn.
Tampoco se han analizado si las diferencias en la duracion de las
fases modifican la respuesta germinativa (porcentaje de germinacidn
o tiempo de germinacidén). La modificacién en la duracidén de las
fases, sobre todo de la fase II, puede afectar la velocidad de
algunos procesos metabélicos (como sintesis de proteinas y enzimas)
y la velocidad de reactivacién de otras moléculas y organelos,
transporte de sustratos de un sitio a otro, etc., contribuyendo a
las modificaciones de la respuesta fisioldgica de las semillas. En
las especies estudiadas se observd dque en general la duracidén de
las fase I y II incrementa conforme incrementa el nivel de
deshidratacidén inicial de las semillas; esto indica que les toma
nds tiempo recuperar el agua perdida (fase I) y gque necesitan un
mayor tiempo para llevar a cabo los principales eventos metabdlicos
que preparan a las semillas para germinar (fase II).

En cuanto al deterioro a nivel bioquimico se encontrd gque en
general, la deshidratacién provoca una disminucidén en 1la tasa de
respiracién de las semillas antes de la imbibicidn (excepto en C.
baillonii y R. edulis). Esta disminucién puede deberse a la baja
movilidad de moléculas (sustratos y enzimas) de un sitio de
metabolismo a otro, la cual disminuye cuando disminuye el contenido
de humedad de las semillas (Berjak et al., 1984). Después de la
imbibicidn, la tasa de respiracidén incrementa en las semillas de
todas las especies sugiriendo una reactivacién del metabolismo
respiratorio, lo cual indica que la funcionalidad metabdlica no se
ve afectada por la deshidratacion. Incluso, las semillas mds
deshidratadas mostraron una mayor tasa de respiracién final, lo
cual, como se discutid anteriormente al analizar cada especie,
indica que necesitan producir una mayor cantidad de energia para
compensar la menor produccién inicial, pero los resultados de
germinacién indican que todo el esfuerzo es insuficiente para
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mantener 1a v1ab111dad (exceptd
mostré disminucicn en v1abl11dad)_ )
especies estudiadas no se produce deteri

bioguimico
provocado por la deshidratacidn: S : : :‘4

Por otra parte, en cuanto al deteriofo a*nlvelhcitblééico,
Roberts (1973b), Hamabata y Martinez (1980), Gosh et al. '(1981),
Berjak et al. (1984), Nautiyal y Purohit (1985) y Priestley (1986)
afirman gue el mantenimiento de la estructura de membranas, es un
factor importante en el mantenimiento de la viabilidad; de acuerdo
con estus autores, la pérdida de integridad de membranas es uno de
los primeros eventos relacionados con la pérdida de viabilidad en
semillas desecadas. Por otra parte, Abdul-Baki y Anderson (1972),
Roberts (1973b), Bewley y Black (1979), Gosh et al. (1981), Simon
(1984) y Priestley (1986), afirman que la conductividad del
agua en la gue se encuentra inmersoc un tejido incrementa cuando se
producen cambios en la permeabilidad de las membranas. En el
presente trabajo se encontrd que la conductividad del medio de
inmersién no estd relacionada con la disminucién de la viabilidad
conforme incrementa la deshidratacién en cinco de 1las siete
especies estudiadas (D. digyna, C. baillonii, €. tepeiilote, R.

edulis y S. donnell-smithii). Por lo gue la conductividad (o salida

de solutos) no puede considerarse como un indice seguroc de danos a
nivel de membranas y de pérdida de viabilidad conforme se desecan
las semillas en estas especies. En otras palabras, no podemos
generalizar la hipdtesis de gue la deshidratacién conduce a dafos
irreversibles en la estructura de las membranas, los cuales se
traducen en una pérdida de viabilidad. Algunos investigadores
exponen dudas acerca de la relacidn entre salida de solutos (dano
en membranas) y peérdida de viabilidad en semillas. Por ejemplo,
aAbdul-Baki y Anderson (1970), Coolbeur et al. (1984), Halder y
Gupta (1980, 1981) y Perl et al. (1978), encontraron poca o ninguna
relacidén é incluso relaciones positivas entre salida de solutos y
viabilidad. Gosh et al. (1981) afirman que la salida de solutos no
puede ser usada como prueba definitiva de pérdida de viabilidad
debido a que semillas de arroz no viables almacenadas durante 5, 7
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y 9 anos mostraron incremento en la salida de solutos con la edad
y afirman que sus resultados son buena evidencia de una creciente
y continua pérdida de integridad de membranas aun después de gque se
ha perdido la viabilidad (a lo que ellos llaman "sindrome de mas
muerto gque muerto"). Las diferencias en criterio pueden deberse a
los métodos utilizados, diferencias entre especies utilizadas, y a
la interpretacidn de los resultados.

La disminucién observada en la viabilidad de las semillas
estudiadas puede deberse a que el deterioro se produjo a otros
niveles, o incluso, pudo haberse producido deterioro a nivel de
membranas que no se reflejé en la salida de solutos. Para poder
determinar con exactitud si la deshidratacidén conduce o no a
cambios en la estructura de las membranas seria necesario hacer
estudios a un nivel mds fino. Por ejemplo, utilizando microscopia
electrénica para conocer el verdadero estado de las membranas en
tejidos secos; sin embargo los resultados obtenidos a través de
estos métodos no han sido muy satisfactorios hasta la fecha. La
técnica de microscopia electrdénica se realiza utilizando f£ijaciones
acuosas, lo cual puede producir resultados errdneos debidc a que el
tejido estudiado puede hidratarse antes de que sea fijado (Bewley,
1979; Gaff, 1980; Simon, 1984; Priestley, 1986). En contraste, la
técnica fractura por congelaciodn parece ser mas aceptable, ya que
no da oportunidad de que el tejido desecado se hidrate (Simon,
1984).

Por otra parte, se sabe que la salida de solutos es un
fenémeno transitorio y al parecer normal en semillas ortodoxas
viables y, que por lo general, dura poco tiempo (dependiendo de la
especie) después de la absorcidén de agua, sugiriendo que la
integridad de las membranas en semillas viables es incompleta por
lo menos al inicio de la imbibicidn. Este fendmeno puede parecer
hasta cierto punto légico, si pensamos que las semillas ortodoxas
sufren un periocdo de secadsc en la maduracién, durante el cual sus
membranas sufren cambios estructurales ordenados, de tal forma gue
la salida de solutos se realiza mientras las membranas recuperan su
estructura original. Pero en semillas recalcitrantes que, al
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al., 1984), no

parecer por los reportes en literatura (Berjak et
sufren secado en la maduracidén, y cuyas membranas por lo tanto no
sufren rearreglos estructurales antes de la dispersién, no hay
razones para que se produzca una salida de solutos y sin embargo,
también se produce. Lo cierto es que, al igual gque en semillas
ortodoxas, la salida de solutos parece ser un fendmeno normal, e
incluso podriamos suponer que es universal, ya que todas 1las
especies estudiadas mostraron salida de solutos incluso antes de
ser deshidratadas en el laboratorio. Sugiriendo que también se
desecan durante la maduracidén, aungque quizd no en el mismo grado
gque las ortodoxas tipicas y, por lo tanto, la integridad de sus
membranas es incompleta cuando son liberadas. Para saber con
exactitud si este tipo de semillas sufren o no secado en la
maduracidn, sugiero estudiar qué cambios a nivel estructural y
metabdélico se producen durante la maduracién y antes de que las
semillas sean liberadas.

Dado gue la hidratacidn se realiza de la periferia hacia el
interior de la semilla, la salida inicial de solutos debe provenir
de las células periféricas, y conforme el agua se mueve hacia el
interior de 1la semilla comienzan a hidratarse 1las células
interiores pero lo hacen mdas lentamente, asi que la salida de
solutos se vuelve mds lenta hasta que se detiene la imbibicidn
(Simon, 1984). De tal forma, que la desigualdad en la distribucidn
de la humedad dentro de las semillas puede influenciar la relacidén
entre salida de solutos y tamafo de las semillas. Esto podria
explicar, porqué las semillas de R. edulis y de D. _digyna gue son
mas grandes, mostraron una menor salida de solutos con respecto las
semillas mds pequehas.

Por otra parte, Abdul-Baki y Anderson (1972) especulan que:
los solutos que salen de las semillas deterioradas son pequenas
moléculas, y su movimiento a través de la membrana de un medio
altamente concentrado a uno de baja concentracién, en lugar de en
contra de un gradiente de concentracidén, no necesariamente implica
cambios en la permeabilidad de las membranas. Por lo tanto, antes
de atribuir la salida de solutos a cambios en las membranas y
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correlacionar esto con el deterioro de las ' semillas, seria
necesario determinar de qué parte de la semilla provienen los
solutos, y gqué membrana en particular sufre cambios, es decir,
saber si los solutos provienen del embridén en lugar de la semilla
completa. Priestley (1986) afirma que la salida de solutos estd
influenciada por la condicién de los tejidos no embridénicos, aunque
tanto los tejidos embridénicos como los no embridnicos son
importantes para la evaluacién del nivel del deterioro. También
habria que determinar la naturaleza gquimica de los solutos gque
salen para comprobar si se trata o no de moléculas pequehas.

Por otra parte, Bewley (1979) y Priestley (1986) afirman gque

cualquier perturbacién en el sistema de membranas tendra
consecuencias inmediatas en la fisiologia celular. Por 1lo que
existe la posibilidad de que los cambios producidos a nivel de
membranas provocados por deshidratacion, se reflejen a nivel
metabdlico. Incluso Bewley (1979), Bewley y Black (1978), King y
Roberts (1980b) y Villiers (1975) afirman que el deterioro de las
membranas y la consecuente descompartamentalizacion de las células
podria provocar la liberacidén de enzimas hidroliticas y hacer
entrar en contacto compuestos celulares téxicos o no gue
normalmente se encuentran aislados. No se sabe si este deterioro en
lJa fisiologia <celular incluya también un deterioro en el
metabolismo respiratorio, ya gue algunas de 1las enzimas gque
intervienen en la respiracidon estdn asociadas a las membranas
mitocondriales. En el presente estudio se encontrdé que en general
no existe una relacidn directa entre conductividad y tasa de
respiracidn, lo cual sugiere que los cambios en la permeabilidad de
membranas no estdn asociados con los cambios metabdlicos.

Por otra parte, en cuanto a la aplicacidén de metabolitos
compatibles, se sabe gque un gran nuimero de compuestos podrian
actuar como metabolitos compatibles, por lo menos en teoria, para
realizar funciones de osmorregulacidn, estabilizacidn de la
estructura y funcidén de proteinas y membranas; sin embargo, un
determinado organismo sélo puede utilizar uno o algunos de ellos
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para cubrir esta necesidad (LeRudulier, 1984). Por esta razdén, se
aplicaron algunos metabolitos en las semillas cada especie para
saber si alguno de ellos podria ejercer las funciones descritas.
Hasta la fecha no se han publicado trabajos en los que se hayan
aplicado este tipo de metabolitos en semillas para prevenir 1la
salida de solutos y para ayudar a mantener la viabilidad. Los
resultados mostraron que no todos los metabolitos produjeron una
disminucidn significativa en la conductividad del agua de inmersidn
en las 7 especies estudiadas. Por ejemplo, solamente en semillas de
Cc. tepejilote, P. armata y S. donnell-smithii, todos 1los
metabolitos produjeron una reduccidén de la conductividad; en las
demds especies sélo algunos metabolitos redujeron la conductividad;
y dos casos excepcionales fueron la respuesta en semillas de R.
edulis a la aplicacién de sacarosa y de C. baillonii a 1la
aplicacidén de ABA, los cuales en lugar de reducir la conductividad
la incrementaron.

Dado que estos metabolitos ayudan a estabilizar las membranas,
las cuales son uno de los primeros y principales sitios dafiados por
desecacidén, seria 16gico esperar gque los metabolitos que redujeron
la salida de solutos ayudaran a mantener la viabilidad de las
semillas; sin embargo, este efecto se observé unicamente en
semillas de ch. tepéjilote, en las cuales todos los metabolitos
redujeron la conductividad e incrementaron la germinacién con
respecto a los controles. En las demds especies en las gue no se
produjo este efecto, cabe la posibilidad de que la concentracién a
la que se aplicaron los metabolitos no fuera suficiente como para
provocar un efecto notable sobre la viabilidad; o que el tiempo de
absorcidn (48 horas) no fuera suficiente.

Por otra parte, desde el punto de vista ecoldgico, las
especies estudiadas tienen un periodo de fructificacidén
relativamente corto y definido en el arno (aunque hay variaciones
fenoldégicas y en ocasiones el periodo de fructificacidn se adelanta
o se atrasa, dependiendo .de las variaciones climdticas). Los
periodos de fructificacidén se pueden separar de acuerdo con los
periodos de lluvias; de tal forma tenemos a las especies C. dentata
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y €. baillonii, las cuales durante fueron producidas durante la
época de relativa sequia (marzo-abril) en los alfios gque se
recolectaron, P. armata v S. donnell-smithii que fueron producidas
al inicio de la estacidén de lluvias (mayo-junio), C. tepeijilote y
R. edulis que fueron producidas dQurante la época de lluvias (julio-
septiembre), y por ultimo B. digyna, la cual fue producida durante
la época de nortes (hoviembre-febrero). Los resultados obtenidos

sugieren gue existe una relacion entre la época que fueron
liberadas las semillas y su tolerancia a la deshidratacidn en
condiciones de laboratorio, ya que las semillas producidas durante
la época de sequia mostraron una mayor tolerancia a la
deshidratacién que las semillas producidas durante la época de
lluvias. En otras palabras, las semillas producidas durante 1la
época humeda presentaron un comportamiento mas recalcitrante que
las gque fueron producidas ya sea durante la sequfia o durante la
época de nortes. Aungque dada la wvariacién fenoldgica que existe,
seria necesario determinar si este comportamiento se mantiene a
pesar de esta variaciédn.

Ademas de una distribucidén temporal (estacionalidad), 1la
distribucién espacial (geogrdfica) de las comunidades vegetales
tropicales podria determinar y restringir la localizacién de las
especies con semillas mds recalcitrantes. Toledo (1982), afirma que
las regiones de selva alta perennifolia (en México) se encuentran
rodeadas por un complejo mosaico de diversos tipos de vegetacidn
caracteristica de climas mds secos. En algunas de estas
comunidades, como por ejemplo selva baja caducifolia vy
subcaducifolia, se localizan algunas especies dominantes y
abundantes de la selva alta perennifolia, lo cual indica una
tolerancia de estas especies a condiciones mds secas. De tal forma,
podria pensarse gue algunas de las especies mds representativas de
la selva alta perennifolia probablemente no presenten una conducta
recalcitrante como podria pensarse en un principio pues podrian
proceder originalmente de comunidades mas secas. Ademas, de acuerdo
con Toledo (1982), esta tolerancia a condiciones de sequia de
algunas especies puede ser una consecuencia de un pasado mas seco
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en las dreas actualmente cubiertas por selvas lluviosas y las dreas
en las que se distribuyen especies intolerantes a sequia pueden
considerarse como refugios primarios y secundarios o zonas relicto,
donde probablemente se encuentren mds especies con semillas
recalcitrantes.

Es importante discutir el papel de los bancos de germoplasma
en la conservacidn de especies silvestres. En México, a pesar de la
gran diversidad de especies vasculares no existen programas
destinados a preservar la rigueza de especies a través de la
conservacion de germoplasma, como son los bancos de semillas. La
unicas instituciones que en algun momento se han dedicado a 1la
colecta y almacén de semillas, como por ejemplo PRONASE (Productora
Nacional de Semillas) e INIF (Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales). Desafortunadamente su contribucién se restringe al
manejo de especies de interés agronémico-forestal, pero no al
manejo de especies silvestres. En el Jardin Botdnico de la UNAM se
cuenta con arboretos y pinetos que ayudan a preservar algunos
ejemplares de especies silvestres, y un pequefio banco de semillas
incompletamente equipado para complementar la conservacidn. Uno de
los ejemplos méds impactantes del efecto de la carencia de bancos de
semillas y las funciones asociadas a ellos (conservacién vy
mejoramiento genético, investigacidn, reforestacidn) es el caso de
Pinus radiata citado por V&azquez-Yanes y Orozco-Segovia (1989).
Este pino es ampliamente utilizado para la reforestacidn de grandes
dreas montafiosas del centro de México debido a que la importacién
de sus semillas es mds fdcil que establecer programas de
recoleccidén de semillas de especies nativas y establecimiento de
viveros. Este problema se evitaria fédcilmente si en lugar de
importar semillas se contara con un banco de semillas destinado a
la reforestacioén y mejoramiento genético de las especies nativas de
México. Por estas razones, es importante iniciar o promover la
creacién de un banco de semillas de especies ortodoxas y continuar
con las investigaciones sobre las posibilidades de almacenamiento
de especies de corta longevidad.

Finalmente gueda por discutir las posibilidades de
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almacenamiento . de - las eépecies estudiadas. A partir de los
resultados obtenidos en este estudio, cuyo principal objetivo fue
conocer 1la respuesta de las semillas ante 1la deshidratacidn
(deterioro fisioldgico, metabdlico y citolégico) antes de proceder
a realizar ensayos de almacenamiento, se deduce que las especies C.
dentata, P. armata, C. tepejilote y R. edulis tienen poca esperanza
de almacenarse con éxito, debido a que de inicio pierden gran parte
de su capacidad de germinacidén provocado por la deshidratacidn.
Mientras gue el resto de las especlies, es decir, D. digyna, C.
baillonii y S. donnell-smithii, tienen una mayor esperanza de

almacenamiento; debido a que su capacidad de germinacién no se
modificé con la deshidratacidn en S. donnell-smithii, la reduccidn
D. digyna no fue muy severa, Yy en

en la capacidad de germinacidén en
C. baillonii se produjo un incremento en su capacidad de
germinacién provocada por la deshidratacidén. Sin embargo, gueda la
posibilidad de explorar por otros caminos, por ejemplo, Berjak et
al. (1990) han comenzado a explorar la posibilidad de deshidratar
semillas de Landolphia kirki (Apocynaceae) por medio de una técnica
que denominan "“flash drying", la cual consiste en desecar
rdpidamente a las semillas (hasta 16% en una hora), y a través de
esta técnica lograron mantener la viabilidad de las semillas. Seria
interesante probar si esta técnica resulta exitosa en semillas del
trépico mexicano.

Otra posibilidad de investigacién seria profundizar en el
estudio del papel de algunos metabolitos compatibles como los
utilizados en este trabajo utilizando diferentes concentraciones e
incrementando los tiempos de imbibicidn de las soluciones; intentar
aplicar los metabolitos desidratando ligeramente las semillas antes
de colocarlas en solucidén, en lugar de aplicarlos en las semillas
en una condicién hidratada, es decir, con la humedad inicial al
momento de la dispersioén. Esto probablemente facilite e incremente
la absorcién de los metabolitos, logrando mantener una mayor
concentracién dentro de las semillas.

Por otra parte, comenzar a realizar ensayos de almacenamiento en
semillas tratadas con estos compuestos, y determinar si factores
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tales como la temperatura’y tiempo de almacenamiento modifican las
respuestas encontradas -en - estas especies.

CONCLUSIONES

No hay formulas para determinar a priori si una semilla es o
no recalcitrante, ya que puede presentar caracteristicas que la
sitden como tal, pero su comportamiento fisiolégico indique gue no
es tan recalcitrante.

Las semillas de cinco de las siete especies estudiadas (D.
digyna, ¢. dentata, P. armata, C. tepeijilote y R. edulis) muestran
un comportamiento recalcitrante tipico, ya que su viabilidad
disminuye conforme disminuye su contenido de humedad, mientras que
las semillas de C. baillonii y S. donnell-smithii no se ajustan
totalmente a la definicidn de semillas recalcitrantes.

No existe una relacidén clara entre el contenido de humedad con
el gque son liberadas las semillas y el "grado" en la conducta
recalcitrante en las especies estudiadas.

No existe una relacidn entre tamano de las semillas y el
contenido de humedad con el que son liberadas. O sea gque el
contenido de humedad no estd en funcion del tamafio de las semillas.

Las siete especies estudiadas mostraron un retardo en la
germinacidén provocado por la deshidratacidn.

La cinética de absorcién de agua es muy importante en 1la
respuesta fisioldgica de las semillas cuando cambia su nivel de
hidratacidén, ya que provoca variaciones en la velocidad y duracién
de las fases de hidrataciédn.

La deshidratacién provoca una disminucidén en la tasa de
respiracién antes de la imbibicidn de las semillas, pero después de
la imbibicién se reactiva el metabolismo respiratorio, lo cual
indica gue hasta cierto punto no se produce deterioro metabdlico
por deshidratacidn.

La hipdétesis de que la capacidad de germinacidén estd
relacionada con la pérdida de integridad de membranas y su
consecuente salida de solutos conforme las semillas pierden agua no
es consistente en las siete especies estudiadas.
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La conductividad no puede considerarse como un indice seguro
de dafios a nivel de membranas y pérdida de viabilidad conforme se
desecan las semillas de estas especies.

La integridad de las membranas en las semillas estudiadas es
incompleta cuando son liberadas, sugiriendo que sufren algun grado
de secado durante la maduracidén, aunque quizd en un grado mucho
menor que en semillas ortodoxas.

No existe una relacidén directa entre conductividad y tasa de
respiracioén, indicando que los cambios en la permeabilidad de las
membranas no estdn asociados con cambios a nivel metabdlico que
puedan detectarse por medio de la tasa respiratoria.

No todos los metabolitos producen la respuesta esperada
reduciendo la conductividad y mejorando la respuesta germinativa de
las semillas. SSlo en las semillas de C. tepejilote se produce la
respuesta esperada.

Las semillas estudiadas pierden casi por completo su capacidad
de germinacién tanto en el claro como en el sitio abierto.
Sugiriendo que estas especies no podrdn regenerarse si se elimina
la cubierta vegetal (dosel).

Los resultados indican gque, cuatro de las especies estudiadas
presentarian serias dificultades si se intentara almacenarlas bajo
las condiciones convencionales, debido a la reduccidn de su
viabilidad provocada por la deshidratacidén. Las especies restantes
tienen una mayor esperanza, pero seria necesario continuar las
investigaciones en este campo antes de proceder a realizar ensayos
de almacenamiento.
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