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RESUMEN

Calophyllum brasiliense Cambess (Clusiaceae) es un arbol nativo de México, cuyas poblaciones
silvestres han sido afectadas drasticamente. Con el objetivo de contribuir al conocimiento de
la especie, se determind el tamano y peso de las semillas, se evalu¢ la pérdida de viabilidad en
periodo de almacenamiento y se analizo el proceso germinativo mediante la aplicacion de trata-
mientos pregerminativos. El tamafio de las semillas fue de 22 mm de longitud y 17 mm de grosor,
con 3.6 g de peso. En semillas recién recolectadas, la viabilidad fue de 100 por ciento, para dismi-
nuir hasta 0 por ciento después de 3 meses de almacenamiento. La imbibicion en agua durante
24 h a temperatura ambiente fue el mejor tratamiento pregerminativo (99% germinacion final). El
almacenamiento reduce la capacidad de vida de las semillas y la inmersion en agua puede acele-
rar el tiempo de emergencia. Esta informacion puede contribuir a la generacion de estrategias de

propagacién y conservacion de la especie.
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ABSTRACT

Calophyllum Brasiliense Cambess (Clusiaceae) is a native tree of Mexico, whose wild populations
have been drastically affected. In order to contribute to the knowledge of the species, we deter-
mined the size and weight of the seeds, we evaluated the loss of viability in the storage period,
and we analyzed the germination process by applying pregerminative treatments. The size of the
seeds was 22 mm length, 17 mm thick, and 3.6 g weight. In newly collected seeds the viability
was 100%, decreasing to 0% after 3 months of storage. Imbibition in water for 24 h at room tem-
perature was the best pregerminative treatment (99% final germination). Storage reduces the life
capacity of the seeds and immersion in water can speed up the time to emerge. This information

can contribute to the generation of propagation and conservation strategies for the species.

KEYWORDS

Calophyllaceae, seed storage, pregerminative treatments.


https://orcid.org/0000-0003-0108-7374
https://orcid.org/0000-0002-3879-0672
https://orcid.org/0000-0002-9249-0072
https://orcid.org/0000-0003-0296-1318
https://orcid.org/0000-0002-3916-3048
https://orcid.org/0000-0001-8604-7448

INTRODUCCION

Calophyllum brasiliense Cambess es un arbol tropical
perennifolio de hasta 45 m, perteneciente a la
familia Clusiaceae (con anterioridad a la familia
Calophyllaceae), el cual se distribuye desde el sur de
Meéxico hasta el norte de América del Sur (Rodriguez et
al.2009; Garcia-Zebadtaetal.2014). Enlascomunidades
locales de México, esta especie se conoce con diversos
nombres comunes: leche Maria, bari, leche amarilla,
palo Maria, barillo, cedro cimarrén (Pennington y
Sarukhan 2005). Actualmente es una de las especies
forestales de mayor interés, debido a la gama de usos
que se puede dar a la madera, aspecto que la ubica
entre las especies mas versatiles. Su madera se emplea
para fabricar muebles finos, construccion de viviendas,
cercos vivos, postes y mangos de herramienta (Flores
2002); también es utilizada en la medicina tradicional
para parches antiinflamatorios, enfermedades gas-
trointestinales, diabetes y enfermedades cutaneas
(Garcia-Zebadta et al. 2014).

En Meéxico, el uso de la flora local es muy
importante para las comunidades campesinas; sin
embargo, en muchas ocasiones, las plantas se obtienen
directamente de los bosques, selvas y vegetacion
secundaria, sin que exista un manejo o cultivo de las
especies (Rios-Garcia et al. 2018). Aunado a lo anterior,
el avance de la agricultura y ganaderia ha provocado
la pérdida de habitat natural, lo que ha traido como
consecuencia que actualmente un niimero grande de
especies nativas sean consideradas en riesgo; éste es el
caso de C. brasiliense, registrada como amenazada en la
NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT 2010).

También es notoria la escasa investigacion
referente a aspectos de germinacién, viabilidad
y caracteristicas sobre la morfologia de especies
forestales tropicales nativas. Desde el punto de vista
agrondmico, los estudios morfométricos de frutos y
semillas son parte de investigaciones que permiten ca-
racterizar poblaciones y disponer de material genético
para su mejoramiento o conservacion (Iglesias et al.
2006). Cabe senalar que los estudios de viabilidad y
germinacion de las semillas son de suma importancia
para poder desarrollar protocolos de propagacién
que permitan establecer programas de conservacion
y manejo (Abud et al. 2010; Miransari y Smith 2014).
El almacenamiento puede afectar la viabilidad y
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la capacidad de germinaciéon de la semilla, lo que
provocaria reduccién en el potencial de produccion
de cultivos; asimismo, la pérdida de calidad debido al
envejecimiento de la semilla puede causar un retraso
en el establecimiento en campo, anomalias en las
plantulas o incluso la falla de la emergencia (Kandari
et al. 2012; Sharma y Sharma 2017). Al respecto, se
mencionan estudios con Sideroxylon capiri (A.DC.)
Pittier (Lazos-Monterrosa et al. 2014), Cochlospermum
vitifolium (Willd.) Spreng. y Quararibea funebris (La
Llave) Vischer (Rios-Garcia et al. 2018) y Croton gua-
temalensis Lotsy (Pozo-Gomez et al. 2019), los cuales
son especies de arboles nativos de la selva tropical. Sin
embargo, para C. brasiliense los estudios reportados
son escasos (Herrera et al. 2006; Sorol et al. 2015; Da
Silva et al. 2019).

Para la conservaciéon y aprovechamiento forestal
del arbol C. brasiliense es relevante conocer las etapas
fundamentales para su supervivencia. Debido a la
importancia ecoldgica y economica, asi como a la
escasez de conocimiento existente sobre C. brasiliense,
se llevo a cabo el presente trabajo de investigacion
con el objetivo de determinar las caracteristicas mor-
fomeétricas de la semilla, el efecto del almacenamiento
en la viabilidad, asi como la evaluacion de tratamientos
pregerminativos en el proceso germinativo de las
semillas, con la finalidad de aportar informaciéon
basica sobre la especie, lo cual permita, en un
futuro, desarrollar programas o proyectos locales de
propagacion y conservacion, para disminuir el impacto
sobre las poblaciones silvestres.

MATERIALES Y METODOS
Identificacion de la especie C. brasiliense

Entre los periodos de diciembre de 2016 a mayo de
2017, se ubicd un area de 5 ha dentro de la Reserva
de la Biosfera Selva el Ocote (REBISO), Chiapas,
México, la cual presenta un clima calido subhtimedo
con lluvias abundantes en verano (Aw1), precipitacion
anual de 1,500 a 2,500 mm y temperatura media anual
de 20 °C; por considerarse una especie amenazada se
omiten detalles especificos de colecta, para la cual se
seleccionaron de forma dirigida sitios de facil acceso
para la recolecta de material vegetal y la posterior co-
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rroboracion de la especie. Su identificacion taxonomica
se realiz6 mediante la revision de bibliografia
(Rodriguez et al. 2009; Pennington y Sarukhan 2005) y
a través de cotejos con las colecciones de herbarios: el
Herbario Nacional de México (MEXU), el Herbario de
la Secretaria de Medio Ambiente e Historia Natural de
Chiapas (CHIP) y el Herbario Eizi Matuda (HEM) de la
Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas.

Recolecta de frutos y semillas

Se recolectaron 2,000 frutos de cinco individuos

silvestres de C. brasiliense con caracteristicas
fenotipicas homogéneas. Los frutos recolectados fueron
los que presentaron color verde claro-amarillento,
debido a que esa coloracién es un criterio para con-
siderarlos maduros (Sorol et al. 2015); se cuidé que no
estuvieran rotos, vanos, manchados y sin rastros de
ataque de insectos (orificios y larvas); posteriormente,
se guardaron en bolsas de papel etiquetadas
para ser trasladadas al Laboratorio del Banco de
Germoplasma Vegetal del Instituto de Ciencias
Biologicas de la Universidad de Ciencias y Artes de
Chiapas (UNICACH). De los frutos se extrajeron
las semillas de forma manual, que posteriormente
fueron almacenadas en bolsas de papel de estraza,
en una alacena de madera libre de humedad y con
una temperatura ambiente promedio de 25 + 1 °C, las
cuales fueron utilizadas para efectuar los andlisis de

morfometria, viabilidad y germinacion.
Morfometria de semillas

De acuerdo con la International Seed Testing
Association (ISTA 2005), de forma aleatoria y del total
de semillas recolectadas, se tomaron 100 para el analisis
morfométrico. De manera individual, se determind el
grosor (considerado como el didmetro perpendicular) y
lalongitud dela semilla (didmetro paralelo con respecto
al eje del micropilo) en cm, para lo cual se utilizé un
calibrador digital con precisiéon de 0.1 mm. Por otro
lado, el peso por semilla se midi6 en g con una balanza
analitica (Ohaus®, Estados Unidos), con un grado de
precision de 0.0001 g. Mediante un microscopio es-
tereoscopico (Carl Zeiss® microscopy, Alemania) se
describieron las caracteristicas morfologicas externa e
interna de las semillas.
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Prueba de viabilidad

Esta prueba tuvo como proposito comparar la
viabilidad de las semillas después de 0, 3, 6, 9 y 12
meses de almacenamiento. Para realizar la prueba se
formaron cinco grupos de 100 semillas tomadas al
azar, uno por cada periodo de almacenamiento. Cada
grupo fue tratado como se describe a continuacion: las
100 semillas se dividieron en lotes de 25 con cuatro
repeticiones (25 x 4); las semillas se sumergieron
en agua a temperatura ambiente (25 + 1 °C) durante
24 h; posteriormente, con la ayuda de un bisturi, se
dividieron por los cotiledones y se les agregaron tres
gotas de 2, 3, 5-trifenil cloruro de tetrazolio diluido
(1 % p/v). Las semillas fueron colocadas en cajas Petri
y se envolvieron con papel aluminio para limitar su
exposicion a la luz; la incubacién se llevo a cabo en
un ambiente libre de humedad y luz, a temperatura
ambiente (25 + 1 °C), por 24 h (ISTA 2005); enseguida,
se observaron con un microscopio estereoscdpico
(Carl Zeiss® microscopy, Alemania), para contar el
numero de semillas totalmente tefiidas. El porcentaje
de viabilidad se determind de acuerdo con la férmula
de Hartmann et al. (2011), la cual considera el color
rojo como indicador de semillas totalmente viables,
mientras que las libres de coloracion son consideradas
como no viables.

%Viabilidad = Semillas tefiidas/ Semillas totales x 100
Prueba de germinacion

Cinco dias después de la recolecta, las semillas se
sometieron a dos tratamientos pregerminativos para
su valoracién; a su vez, fue considerado un grupo
testigo sin tratamiento para su germinacion:

a. Imbibicion (inmersién en agua). Las semillas

se colocaron en un vaso de precipitado con
300 ml de agua a temperatura ambiente (25 +
1 °C) durante un periodo de 24 h.

b. Escarificacion quimica. Las semillas se
sumergieron en disolucion de perdxido de
hidrégeno (H,0,) a 3 por ciento de con-
centracion durante 4 h; después se enjuagaron
con agua para eliminar el exceso de H,O,. El
peroxido de hidrégeno utilizado fue a 30 por
ciento Perhydrol, Merck®.
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Se empled un disefio completamente aleatorio;
para ello, fue considerado un total de 360 semillas,
de 30 por
tratamiento pregerminativo, incluyendo el testigo (30

distribuidas en cuatro repeticiones
x 4 x 3). Después de la aplicacion de los tratamientos,
las semillas fueron sembradas a una profundidad de
4 c¢m, en charolas de unicel para especies forestales
tipo Koper block® (60 cm x 35 cm x 12 cm), con
sustrato vermiculita + agrolita (2:1). Las charolas
fueron colocadas en un vivero con malla de 70 por
ciento de sombra, temperatura promedio de 26 °C *
1 °C y humedad de 78 por ciento. Este experimento
tuvo duracidon de 60 dias; los datos y aplicacion de
riego a capacidad de campo fueron realizados cada 3
dias. Se consideraron germinadas las semillas cuando
presentaron emergencia del epicétilo sobre el sustrato
(>5mm) (Hartmann et al. 2011). Se evalué el porcentaje
de germinacion final (% GF) para determinar el efecto
de los tratamientos en la capacidad germinativa
(proporcion de semillas capaces de germinar en
condiciones 6ptimas o en una condicién determinada)
(Hartmann et al. 2011). También fue calculado el
tiempo promedio de germinacion, el cual se refiere al
tiempo que las semillas necesitan para germinar y la
germinacion acumulada (GA), que muestra la forma
en la que se incrementa la germinacion y el tiempo
(dias) de inicio de ésta (ISTA 2005).

% GF =ni/N x 100

Donde: %GF = porcentaje de germinacion final, ni
=numero de semillas germinadas, N = numero total de
semillas

GA = (%n1+%n2+%n3+%nx) / nx

Donde: %n1 = porcentaje de semillas germinadas en
el tiempo 1, %n2 = porcentaje de semillas germinadas
en el tiempo 2, %n3 = porcentaje de semillas
germinadas en el tiempo 3 y nx = tiempo en que se
presento la germinacion.

Analisis estadistico
Se comprobo que los datos obtenidos de las variables

tuvieran una distribucién normal (mesoctrtica) con
valores de curtosis y sesgo estandarizados dentro del
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rango -2 a +2, de acuerdo con la prueba de normalidad
(Prueba de Shapiro). Al no tener una distribucién
normal, se llevaron a cabo la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis y la prueba U de Mann-Whitney. Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando el software
R 3.24 (R Core Team 2018).

RESULTADOS Y DISCUSION

La semilla de forma esférica se encontr6 dentro de
un fruto tipo drupa de color verde claro-amarillento;
ésta presentd una testa de color crema-café, suave,
esponjosa de 1 mm de grosor, con cotiledones de
color blanco-amarillento, endospermo escaso, los
cuales ocupaban toda la cavidad de la semilla (Figura
1). El tamafo de las semillas fue en promedio de 22
+ 040 mm de longitud y 17 + 0.3 mm de grosor,
con un peso de 3.6 + 0.67 g (Cuadro 1). Martinez y
Castillo-Campos (2015) —quienes describen algunas
caracteristicas morfologicas de las especies de la
familia Calophyllaceae— mencionan que el tamano
de las semillas de esta especie oscila entre 11-12 mm
de longitud y 8-11 mm de ancho. Las diferencias
morfométricas que se presentan en las semillas de
una especie se encuentran intimamente ligadas a las
condiciones ambientales prevalecientes en el ciclo de
vida de las mismas, de modo que la estrecha relacién
planta-ambiente hace énfasis en la importancia de
poseer la suficiente flexibilidad en el proceso de
desarrollo o de contar con mecanismos de resistencia
para prevalecer en condiciones donde éstas se

Micrépilo

17 mm

Figura 1. Morfologia de frutos de Calophyllum brasiliense Cambess (Clusiaceae)
de Chiapas, México; A) caracteristicas externas; B) caracteristicas internas.
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Cuadro 1. Estadisticas descriptivas de las caracteristicas morfométricas de semillas de Calophyllum brasiliense, colectado en

Chiapas, México.
Morfometria N Minimo Maximo MediaxDS* Varianza Ccv
Longitud 100 20 22+0.14 0.02 6.14
(mm)
Grosor (mm) 100 13 17 +0.13 0.02 6.64
Peso (g) 100 2.1 3.6 +0.67 0.45 23.64
*DS: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion.
encuentran ubicadas (Ramirez y Orozco 2010; Santiago e E ]
et al. 2017). Las caracteristicas de la semilla también go i
pueden ser adaptables a las condiciones ambientales & r 1
. S e0f .
(Moles et al. 2004; Iglesias et al. 2006). 8 r ]
Sin almacenamiento, la viabilidad de las semillas 3 40 [ .
fue de 100 por ciento. Se encontraron diferencias sig- ~ ~ st F 1
nificativas (K = 19.00; p < 0.007) entre los tiempos de L A A A A
almacenamiento, lo cual confirmé que el periodo 0k = ‘3‘ = 3 1*2‘ =
de almacenamiento provocd una disminucion en la Wesas

capacidad de vida de las semillas, con un 0 por ciento
de viabilidad al final del periodo de tres meses (Figura
2). Segun Herrera et al. (2006) y Sorol et al. (2015),
el envejecimiento de las semillas de esta especie es
muy rapido debido a que son recalcitrantes, y las
semillas de este tipo deben mantener un contenido
de humedad relativamente alto para prolongar su
viabilidad (Magnitskiy y Plaza 2007). La pérdida
de viabilidad en semillas bajo condiciones de alma-
cenamiento ha sido reportada para otras especies de
arboles tropicales y se ha sugerido que la desecacion
de la semilla es la causa de dicha pérdida (Rodriguez
et al. 2000; Lazos-Monterrosa et al. 2014; Rios-Garcia et
al. 2018). Hartmann et al. (2011) mencionan que el en-
vejecimiento es un factor que generalmente disminuye
la viabilidad en las semillas y es de suma importancia
conocerlo para determinar el periodo de tiempo en el
que conservan su capacidad para germinar y asi lograr
una propagacion exitosa. Es necesario tomar en cuenta
este aspecto al momento de recolectar las semillas,
junto con las condiciones ambientales y de manejo en
la localidad de estudio.

De acuerdo con los resultados de la prueba de
germinacion, existieron diferencias estadisticas entre
los tratamientos (K=22.32; p <0.006). Con el tratamiento
de inmersion en agua se obtuvo el mayor porcentaje
de germinacion final (99.2% + 4.30), mientras que el

Gémez-Herndandez et al.

Figura 2. Porcentaje de viabilidad de las semillas de Calophyllum brasiliense,
durante periodos de almacenamiento a temperatura ambiente (25 °C). Los
puntos indican valor de media (n = 100), letras distintas indican diferencias
significativas (U de Mann-Whitney P < 0.05).

valor menor se presentd en peroxido de hidrogeno
(85.3 + 8.01%) (Cuadro 2). En cuanto a la germinacion
acumulada, el proceso germinativo de las semillas de C.
brasiliense inici6 alos 9y 15 dias de la siembra. El mayor
numero de semillas germinadas se alcanzé entre los 38
y 50 dias. Se observé que la inmersién de las semillas en
agua acelera el proceso germinativo (Figura 3). Otras
especies forestales también han tenidos resultados
favorables con la inmersion de las semillas en agua
(Sanchez et al. 2001; Lazos-Monterrosa et al. 2014).
Hartmann et al. (2011) mencionan que la imbibicién
es la primera etapa para activar la sintesis metabolica
en las semillas, lo cual puede facilitar el proceso
germinativo. El porcentaje final de germinacion en
semillas sin tratamiento previo fue de 89 por ciento,
algo muy similar a los estudios realizados por Nery et
al. (2007), quienes sefalan que las semillas maduras de
C. brasiliense tienen aproximadamente un porcentaje
de germinacion de 93 por ciento. Vasquez et al. (2005)
informaron sobre un porcentaje de germinacion entre
60 y 90 por ciento en semillas sin almacenamiento. El
tratamiento de inmersion de las semillas en H,O, a 3
por ciento redujo el porcentaje de germinacion (85%).
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Cuadro 2. Comparaciéon de medias y desviaciones estandar de germinacion en semillas de Calophyllum brasiliense en

tratamientos pregerminativos.

Tratamientos N* % G T
Testigo 120 89.00 £ 4.30 ab 48.21 +4.64 ab
Inmersién en agua 24 h 120 99.20+2.72b 38.30+2.93b
H202 120 85.30+8.01 a 50.25+5.67 a

*Numero de semillas (N), porcentaje de germinacién final (% G), tiempo promedio de germinacion (T). Letras distintas indican diferencias significativas (U de

Mann-Whitney P < 0.05).

120

- Testigo o= Tnmersién en agua por 24 h — H202

100 = s & & o

Germinacion (%)

40

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60

Tiempo (dia)

Figura 3. Germinacién acumulada de semillas de Calophyllum brasiliense segin
distintos tratamientos pregerminativos. Letras distintas indican diferencias
significativas (U de Mann-Whitney p < 0.05).

En otras especies de plantas la aplicacion de H,O, ha
aumentado la germinacién, debido a que ablanda la
cubierta, permitiendo que el agua y el oxigeno entren
con mayor facilidad, lo que puede inhibir la dormiciéon
de las semillas (Bahin et al. 2011; Lazos-Monterrosa
et al. 2014). Los estudios de viabilidad y germinacion
permiten obtener informacién que puede ser ttil para
mejorar la produccién en vivero, tener plantas de
buena calidad y asegurar su éxito de establecimiento
en campo, lo que permite la conservaciéon y manejo
sustentable de especies de plantas (Hartmann et al.
2011).

CONCLUSIONES

Se concluye que las semillas de C. brasiliense reducen
significativamente su viabilidad en el periodo de tres
meses de almacenamiento en condiciones ambientales,
por lo que éstas deben ser sembradas inmediatamente
después de la recolecta. Para obtener una propagacion
mas eficiente es necesario hidratar las semillas en agua
durante 24 h a temperatura ambiente (25 °C); esto
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provoca que el proceso germinativo se acelere y se
obtenga un mayor porcentaje de germinacion final.

Es importante sefialar que la realizacion de
estudios bésicos que permiten obtener informacion
sobre la propagacion de especies amenazadas como
C. brasiliense representa una etapa fundamental que
contribuye al conocimiento de especies nativas, lo
que permitira definir estrategias apropiadas para
la reforestacion de areas en las que las poblaciones
han disminuido o desaparecido, y en donde también
se tomen en cuenta las condiciones ambientales y
de manejo locales. También es necesario impulsar
y consolidar el desarrollo y la gestion de técnicas y
estrategias que permitan el uso sostenible del recurso
vegetal.
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