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Fisiologia de semillas recalcitrantes de arboles

tropicales

Physiology of recalcitrant seeds of tropical trees

Stanislav V. Magnitskiy' y Guido A. Plaza’

Resumen: Las semillas recalcitrantes se caracte-
rizan por su sensibilidad a la deshidratacién y una
rapida pérdida de viabilidad posterior a la disemi-
nacioén, lo que implica limitaciones graves para el
almacenamiento de la semilla con fines de propa-
gacion de arboles tropicales. La presente revision
resume los datos tedricos y practicos existentes con
respecto a la fisiologia de la tolerancia a la deshidra-
tacion, la viabilidad y el almacenamiento de semillas
recalcitrantes de especies forestales tropicales.

Palabras clave: almacenamiento de semillas, via-
bilidad de semillas, deshidrataciéon de semillas.

Abstract: Recalcitrant seeds are characterized by
low desiccation tolerance and rapid reduction in
viability after shedding. This implicates a serious
limitation for storage of recalcitrant seeds of tropi-
cal forest species and propagation of tropical trees.
The present review summarizes current theoretical
and practical data in physiology of desiccation tol-
erance, viability, and storage of recalcitrant seeds
of tropical forest.

Key words: sced storage, seed viability, dehydra-
tion of seeds.

Introduccion

TODAS LAS SEMILLAS DIFIEREN en su tolerancia a la deseca-
cién que sigue tras su diseminacion. Segin este parame-
tro, las semillas se pueden clasificar en ortodoxas, recalci-
trantes e intermedias. Las semillas ortodoxas toleran una
deshidratacion hasta de 5% en el contenido de humedad,;
por su parte, las semillas que toleran la deshidratacion
entre 10% y 12,5% de contenido de humedad se consi-
deran intermedias y las que toleran la deshidratacién en-
tre 15% y 50% de humedad se denominan recalcitrantes
(Farrant et al., 1993; Gentil, 2001).

La principal caracteristica fisiologica de las semillas
ortodoxas es su gran tolerancia a la deshidrataciéon. Su
fase final de maduracién esta acompafiada por deshi-
dratacion celular, la cual inicia con la pérdida de agua
del suministro vascular de la planta madre a la semilla,
como resultado de la separacién de funiculos entre 40
y 50 dias después de la polinizacion (Bewley y Black,
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1994). En este periodo las semillas adquieren la toleran-
cia para ceder a la deshidratacién, caracteristica que
mejora su viabilidad y el potencial de almacenamiento
(Nkang, 2002; Hoekstra et al., 1994).

Las semillas recalcitrantes no experimentan deshidra-
tacion en la planta madre vy, sin detener su desarrollo,
pasan directamente a la germinacién (Farrant et al.,
1993), aun cuando ocurren algunos casos de latencia
(Berjak y Pammenter, 2004). Al contrario de las semi-
llas ortodoxas, las semillas recalcitrantes se diseminan
en una condicién hiimeda y metabdlicamente activa
(Leprince et al., 1993; Kainer et al., 1999), perdiendo
rapidamente su capacidad de germinaciéon al quedar
expuestas a condiciones de baja humedad (Kermode y
Finch-Savage, 2002). El nivel de humedad al momen-
to de la diseminacion en semillas recalcitrantes de los
arboles tropicales varia entre 23% en cocura (Pourouma
cecropufolia Mart.) (Sanchez et al., 2005) y 25% en la nuez
del Brasil (Bertholletia excelsa Humb. Bonpl.) (Kainer e
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al., 1999), hasta 46-51% en palma Euterpe espiritosanten-
sts Fernand. (Martins et al., 1999) y 47-53% en cagaita
(Eugenia dysenterica D.C.) (Andrade et al., 2003). Adicio-
nalmente, muchas semillas recalcitrantes de origen tro-
pical son sensibles al frio y no pueden ser almacenadas a
temperaturas inferiores a 15°C. La sensibilidad a la des-
hidratacién y a temperaturas bajas prolongadas implica
limitaciones graves para el almacenamiento comercial a
largo plazo de las semilla recalcitrantes (Floriano, 2004).
El tiempo de almacenamiento es corto, si bien presenta
variacion en periodos de dias (Farnsworth, 2000) o me-
ses (Gomes et al., 2006) (tabla 1).

Algunas especies, como la palma datilera silvestre
Phoenix reclinata (Berjack y Pammenter, 2004) o especies
arboreas del género Citrus (Villegas-Monter y Andrade-
Rodriguez, 2005) producen semillas con caracteristicas
intermedias entre ortodoxas y recalcitrantes (Leprince et
al., 1993). La habilidad para germinar de estas semillas
depende del grado de tolerancia a la pérdida de agua, al
tiempo y las condiciones de almacenamiento (Berjak y
Pammenter, 2004). Por ejemplo, las semillas de ginkgo
(Ginkgo biloba L.) pierden su viabilidad en aproximada-
mente seis meses cuando se mantienen a 25° C (Tomassi
et al., 2006) quedando viables por un tiempo mucho mas
prolongado en comparacién con la mayoria de especies
recalcitrantes. Sin embargo, las semillas de ginkgo no
son sensibles al frio (Tomassi ¢ al, 2006) y no presen-

tan alta tolerancia a la deshidratacién, como se espera de
las especies ortodoxas; de acuerdo con algunos autores
las semillas ginkgo constituyen una clase intermedia de
semillas (Liang y Sun, 2002). En especies no forestales,
un cultivo indicativo con semillas que pueden presentar
conducta de almacenamiento intermedio es Coffea sp.
(Dussert et al., 1998; Eira et al., 2006). El contenido de
humedad minimo que toleran las semillas de C. arabica,
C. canephora y C. lberica sin reducir su viabilidad, es de
aproximadamente 9, 11, y 24% respectivamente (Gentil,
2001; Eira et al., 2006) con reduccion en la viabilidad a
bajas temperaturas (Gentil, 2001) a diferencia de las se-
millas de C. costatifructa, C. racemosay C. sessilifloralas cuales
mostraron un nivel critico de humedad de semilla de 19,
30y 30%, respectivamente (Dussert ez al., 1998).

En general, la variacion en la tolerancia a la deshidra-
tacién de semillas puede ser atribuida a caracteristicas
intrinsecas de la planta y condiciones ambientales (bajo
condiciones de estrés la planta madre puede producir
semillas con un menor grado de recalcitrancia); por
consiguiente, las necesidades en investigacién se deben
ubicar en estas dos lineas. Muchas preguntas quedan
aun con respecto a la longevidad de semillas recalci-
trantes de especies forestales y los procesos que ocurren
durante la pérdida su viabilidad. Las condiciones 6pti-
mas para el almacenamiento de las semillas a largo pla-
zo son poco conocidas (Fonseca y Freire, 2003) teniendo

Tabla 1. Viabilidad de semillas recalcitrantes de algunas especies de arboles tropicales a condiciones y iempo de almacenamiento.

. Condiciones Tiempo Viabilidad .
Especie (T°, HRYy ofros) (meses) % Referencias

Nuez de Brasil (Bertholletia excelsa Humb. Bonpl.) 22-26 55 > 54 Kainer et al., 1999 modificado
arena himeda

Caoba (Swietenia macrophylla King.) 3-5°% 7 > 44 Gomez et al., 2006 modificado
12-14% HR
contenedores de metal

Araucaria (Araucaria angustifolia Bertol.) 46 9 > 35 Chaves et al., 1999 modificado
38-42% HR
empaque pldstico

Fruta dorada (Virola surinamensis (Rol.) Warb.) 25°C 1,5 =3l Pifia-Rodrigues y Figliolia, 2006 modificado
vermiculita himeda

Sandalwood (Osyris lanceolata Hochst. Steud.) 3-5% 9 60 Mwang'Ingo et al., 2004
20% HR

Palma (Euterpe espiritosantensis Fernand.) 10% 1 =89 Martins et al., 1999 modificado
20-25% HR
empaque pldstico

Roble (Quercus rugosa Née) 5-7°C 1 Lavalo-Chdvez, 2004
agrolita homeda 34
empaque pldstico sellado

Maitén (Maytenus boaria Molina) 3-5°% 1,5 = 56 Cabello y Camelio, 1996 modificado

arena homeda
empaque pldstico
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en cuenta que hay una alta variedad en las respuestas
fisiologicas en semillas recalcitrantes una vez cosecha-
das. Este conocimiento se requiere para la propagacion
sexual de especies forestales tropicales con fines como el
abastecimiento de viveros, conservacion de germoplas-
ma de especies en peligro de extincion o la reforesta-
ci6n de comunidades perturbadas. La presente revision
resume los datos tedricos y practicos existentes sobre la
tolerancia a la deshidratacion y viabilidad de semillas
recalcitrantes de especies forestales tropicales.

Ecofisiologia de semillas recalcitrantes en
especies forestales tropicales

La recalcitrancia de las semillas es frecuente tanto en
Angiospermas como en Gimnospermas. Los arboles
que producen semillas recalcitrantes se restringen tipi-
camente a ambientes tropicales acuaticos y semiacua-
ticos (Tweddle et al, 2003; Mata y Moreno-Casasola,
2005) donde el establecimiento de las plantulas puede
ser continuo a través del ano (Kainer et al., 1999), con-
diciones que favorecen menores requerimientos en la-
tencia si se comparan con las semillas ortodoxas (Baskin
y Baskin, 2000; Tweddle et al., 2003; Mata y Moreno-
Casasola, 2005). Estas condiciones dan al ecosistema
tropical una dinamica muy especifica de regeneracion.
Por ejemplo, las nueces de la palma Geonoma brevispatha
Barb-Rodr. no germinan en condiciones de anoxia, per-
maneciendo viables sumergidas en agua por lo menos
por dos meses después de la diseminaciéon (Gomes et al.,
2006), germinando posteriormente como respuesta al
incremento en la concentracion de oxigeno al disminuir
el nivel de agua (Gomes et al., 2006). Esta estrategia se
presenta en otras especies tales como jagua (Genipa ame-
ricana L.) cuyas semillas se mantuvieron viables durante
cuatro meses sumergidas en agua (Scarano ef al., 1992)
y rayo (Parkia pendula (Willd.) Walp.) cuyas semillas per-
manecieron viables en condiciones anoéxicas por mas de
siete meses (Souza et al., 2004). El efecto de la flotacion
induce el estado de latencia en semillas de andiroba
(Carapa guianensis Aubl.), arbol del Amazonas brasilefio
que produce plantulas en ambas circunstancias, secano
(libre de inundacién) y bosques propensos a la inunda-
cion (Scarano ¢t al., 2003). De todas formas la dindmica
de la pérdida de la viabilidad de las semillas, asi como
la interaccion de los factores externos e internos de la
semilla que regulan su longevidad en el piso del bosque,
son desconocidas para muchas especies forestales.

Una caracteristica de las semillas recalcitrantes de ar-
boles tropicales es su tamafio relativamente grande (Mata
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y Moreno-Casasola, 2003), logrando exceder en algunos
casos los cuatro centimetros de largo (Farnsworth, 2000).
Cerca del 75% de estas especies poseen embriones que
ocupan mas de la mitad del volumen de la semilla y poco
o inexistente endospermo (Farnsworth, 2000), caracteris-
tica que permite su germinacién en areas sombreadas y
en ambientes de sucesiéon maduros (Foster, 1986). El gran
tamafio y la recalcitrancia puede ser ventajosa para re-
ducir el periodo de exposicion a los depredadores y una
baja inversion en medios fisicos de defensa permitiendo
alas semillas recalcitrantes, mayor velocidad de germina-
ci6on y ser un recurso mas eficiente en la propagacion de
plantas (Daws et al., 2003). De otro lado, aquellas semillas
recalcitrantes de gran tamafio y grosor de la testa pueden
relacionarse con alta sensibilidad a la deshidratacion pu-
diendo usarse estas caracteristicas como parametros para
predecir la respuesta a la misma y a las condiciones de
almacenamiento (Daws et al., 2006). Por su parte Vertucci
y Farrant (1995) comentan lo inadecuado de usar en se-
millas recalcitrantes la masa seca maxima y el contenido
relativo de humedad como parametros de madurez fi-
siologica. Las semillas recalcitrantes de algunas especies,
por ejemplo Guilfoplia monostylis (Benth.) . Muell., acumu-
lan materia seca de manera continua hasta el momento
del desprendimiento de la planta (Nkang, 2002). Adi-
cionalmente, los embriones de las semillas recalcitrantes
pueden ser inmaduros a altos niveles en el contenido de
humedad (55-80%) (Farrant e/ al., 1993) presentandose
casos de estado latente, los cuales sen atribuyen a inma-
durez del embrién, como sucede por ejemplo en el anén
de agua (Annona glabra L.) (Mata y Moreno-Casasola,
2005) y la fruta dorada (Virola surinamensis (Rol.) Warb.)
(Pina-Rodrigues y Figliolia, 2005).

Mecanismos bioquimicos y fisiolégicos
implicados en la sensibilidad a la
deshidratacion y viabilidad en semillas
recalcitrantes

Azucares y otras soluciones compatibles. La
habilidad de las semillas para sobrevivir a la deshidra-
tacion depende de una serie de mecanismos de adap-
tacion que previenen el deterioro celular durante la
pérdida de agua. En semillas ortodoxas, la maduracion
y la adquisicién de tolerancia a la deshidratacion pue-
den estar relacionadas con la acumulaciéon celular de
sacaridos y otras soluciones compatibles (Blackman et
al., 1992), aunque algunos investigadores no informan
correlacion (Hoekstra ef al., 1994). Disacaridos (trehalo-
sa 'y sacarosa) y oligosacaridos (rafinosa) han sido impli-
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cados en la estabilizaciéon de membranas (Buitink et al.,
2000) y formacién de vidrio (vitrificacion) en las células
de las semillas durante el secado (Blackman et al., 1992;
Sun et al., 1994). Altas concentraciones de oligosacari-
dos y la formacién de la fase vitrea viscosa demora la
cristalizacion de solutos, inhibe la movilidad molecular
y restringe las reacciones bioquimicas (Koster, 1991)
previniendo asi el deterioro de estructuras macromo-
leculares durante la deshidratacion. Segtn Crowe et al.
(1998), los aztcares también pueden contribuir a estabi-
lizar las estructuras de las proteinas al formarse enlaces
de hidrégeno entre grupos de hidroxilo de carbohidra-
tos y residuos polares en proteinas de membrana.

Por su parte, en semillas recalcitrantes se ha documen-
tado dependencia de la tolerancia a la deshidratacién
bajo concentraciones de azucares solubles (Leprince et
al., 1993). La sensibilidad a la deshidratacién puede ser
explicada por el déficit de ciertos oligosacaridos (Blac-
kman et al., 1992) o su proporcion en los tejidos de la
semilla, especialmente en el eje embrionario (Kermode
y Finch-Savage, 2002). Sin embargo, las medidas direc-
tas no muestran que el déficit de oligosacaridos ocurra
en todas las semillas recalcitrantes (Farnsworth, 2000).
Los niveles de rafinosa en el eje embrionario de semi-
llas recalcitrantes de las diferentes especies pueden ser
similares o exceder (Farrant et al., 1993) los de semillas
ortodoxas. La evidencia del reemplazo de agua entre
membranas y vitrificacién se ha demostrado también
en semillas recalcitrantes (Vertucci y Farrant, 1995).
Adicionalmente, la sensibilidad a la deshidratacion no
puede ser causada necesariamente por ausencia a ba-
jas concentraciones de estos aztcares (Hoekstra et al.,
1994), asi como la vitrificacion por si sola es incapaz de
proteger las semillas contra la deshidratacién (Sun ez al.,
1994; Sun, 1999). Al mismo tiempo, el metabolismo de
carbohidratos en semillas de especies tropicales fores-
tales ha sido poco estudiado. Nkang (2002) sugiere la
existencia de azicares desconocidos en las semillas de
arboles tropicales, los cuales pueden ayudar a explicar
los mecanismos de recalcitrancia en estas especies.

Trabajos recientes sugieren la intervencion, ademas
de azicares, de otras moléculas las cuales juegan un pa-
pel importante en la formacién intracelular del vidrio,
entre las que se encuentran varias proteinas (Buitink et
al., 2000) como las dehidrinas (Kermode y Finch-Sava-
ge, 2002). La presencia de proteinas oleosinas, que esta-
bilizan los cuerpos grasos en semillas, pueden aumentar
la recalcitrancia de semillas que tienen bajo (Guilloteau
et al., 2003) o ningtn nivel de oleosinas (Leprince ¢ al.,
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1998). Por ejemplo, la fusiéon de cuerpos grasos sumada
a una pérdida en la integridad celular durante la im-
bibicién de semillas de cacao (Theobroma cacao L.) fue
causada por la ausencia de oleosinas (Leprince ¢t al.,
1998) que posiblemente contribuyé en las propiedades
recalcitrantes de las semillas. Del mismo modo puede
ser que los niveles excepcionalmente altos de proteinasa
aspartica en semillas de cacao y caucho (Hevea brasiliensis
Muell. Arg) (Voigt et al., 1997) causen la degradacion
masiva de proteinas en la semilla después de su disemi-
nacién y aumenten el nivel de recalcitrancia de éstas.

Una de las explicaciones del dano celular durante la
deshidratacion de las semillas recalcitrantes puede ser
el alto porcentaje de saturacion de los acidos grasos de
los fosfolipidos de las membranas (32-36%), un porcen-
taje considerablemente alto si es comparado con el de
semillas ortodoxas (16-27%) (Blanche et al., 1991). Aun-
que las membranas de muchas semillas recalcitrantes
se caracterizan por contenidos significativos del insatu-
rado acido linolénico en fosfolipidos (Liu et al., 2006),
también se conoce que el alto grado de la saturaciéon de
los acidos grasos facilita la pérdida de estabilidad de la
membrana durante de la deshidratacion (Nkang et al.,
2003). Asi, altos contenidos de acidos grasos saturados
agilizan el proceso de deterioro de las semillas recalci-
trantes durante su almacenamiento en roble americano
(Quercus rubra L.) (Sun et al., 1999) y caoba (Swietenia ma-
crophylla King.) (Gomez et al., 2006).

El estrés oxidativo. Es uno de los factores importantes
en la pérdida de viabilidad de las semillas durante la ma-
duracién y el almacenamiento (Kermode y Finch-Savage,
2002; Pukacka y Ratajczak, 2005; Dussert e al., 2006).
Los sistemas antioxidantes de la ruta del acido ascoérbico-
glutatién tienen un papel importante en la disminucion
del dafio celular durante el desarrollo y germinaciéon de
las semillas ortodoxas (Vertucct y Farrant, 1995; Tomas-
si et al., 2006) eliminando los radicales libres de oxigeno
(RLO) generados en estas condiciones.

Segin Tommasi ¢t al. (1999), al comparar semillas or-
todoxas con semillas recalcitrantes, éstas se caracterizan
por un mayor contenido de acido ascérbico y mayor
actividad de las enzimas de la ruta de acido ascorbico-
glutatién, e incluso de la peroxidasa del 4cido ascérbico
y la reductasa del dehidroascorbato. Directamente des-
pués de la diseminacion de las semillas recalcitrantes, la
produccién de RLO es controlada por el metabolismo
de la semilla (Berjak y Pammenter, 2004), pero la des-
hidratacion de éstas causa la rapida disminucion de la

99



eficiencia de los sistemas antioxidantes al compararlas
con semillas ortodoxas (Chaitanya et al., 2000). La dis-
minucién en las actividades de las enzimas antioxidan-
tes estd directamente asociada con la pérdida de viabi-
lidad en semillas de carvallo (Quercus robur L..) (Hendry et
al., 1992) y otras arboles (Tommasi ef al., 1999) donde el
nivel del 4cido ascorbico por si solo es incapaz de pre-
venir o retrasar el dafio oxidativo inducido por la des-
hidrataciéon. Esto tiene como resultado la peroxidacion
de lipidos de la membrana, seguido por la desintegra-
ci6n y muerte celular (Hendry ef al., 1992; Leprince et
al., 1999) como fue observado en semillas recalcitrantes
de té (Camella sinensis L.Kuntze), cacao (Theobroma cacao
L.), jaka (Artocarpus heterophyllus Lam.) (Pence, 1991; Sun,
1999) y arce del aztcar (Acer saccharinum L.) (Pukacka y
Ratajczak, 2005). El eje embrionario de las semillas de
arce del azucar (Acer saccharinum L.) esta protegido por
antioxidantes del sistema del acido ascorbico-glutation;
no obstante, una deshidratacion del eje embrionario por
debajo del 43% de humedad debilita el equilibrio me-
tabolico generando una sobreproduccién incontrolable
de RLO en los cotiledones (Pukacka y Ratajczak, 2005).
Observaciones similares se reportan para semillas recal-
citrantes de robles, cuando la deshidratacion tuvo como
resultado generacion de las ROS y peroxidacion de li-
pidos, precedido por oscurecimiento de los tejidos de la
semilla (Sun, 1999), aumento en los lixiviados celulares
y caida de la viabilidad (Finch-Savage e/ al., 1996).

La alta actividad de antioxidantes se ha documentado
también en semillas intermedias de ginkgo (Ginkgo bilo-
ba L.) las cuales, a diferencia de las semillas ortodoxas,
contienen gran cantidad de acido ascorbico (Tommasi et
al., 1999). Los embriones de ginkgo estan mas equipados
con sistemas antioxidantes que endospermo, pero éstos
no son capaces de contrarrestar el dafio oxidativo que
ocurre durante el almacenamiento (Tomasst ef al., 2006).

Acido abscisico. Durante el desarrollo de semillas el
acido abscisico (ABA) influye en la sintesis de varias cla-
ses de proteinas implicadas en la adquisicion del esta-
do latente y la tolerancia a la deshidratacion (Bewley y
Black, 1994; Berjak y Pammenter, 2004). Asi, las semillas
con contenidos bajos de ABA desarrollaran testas del-
gadas (Bewley and Black, 1994) que hacen las semillas
mas susceptibles a la deshidratacion. El ejemplo mas ti-
pico de la regulaciéon de genes modulados por ABA son
los genes LEA, los cuales se expresan en algunas plantas
como respuesta a diferentes tipos de estrés ambienta-
les (Farnsworth, 2000). Las proteinas LEA asi como las
dehidrinas confieren resistencia a la deshidrataciéon en
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semillas ortodoxas al reducir la desnaturalizaciéon de
proteinas de membrana, lo que permite preservar la
configuracién fija de membrana durante la pérdida de
agua (Leprince et al., 1993).

Diferentes investigadores sugieren que el ABA es
necesario para la adquisicion de la tolerancia a la des-
hidratacién, pero éste por si solo no es suficiente para
conferir dicha tolerancia en semillas recalcitrantes
(Finch-Savage et al, 1996; Kermode y Finch-Savage,
2002). Por ejemplo, las dehidrinas estan ausentes en al-
gunas semillas recalcitrantes y algunas semillas viviparas
(germinacién precoz) (Farnsworth, 2000). Su presencia
en especies recalcitrantes, incluso en semillas del género
Quercus, sugiere que las dehidrinas no son el tnico factor
paralograr la tolerancia a la deshidratacién en este tipo
de semillas (Farnsworth, 2000). En general, la recalci-
trancia puede ser en parte atribuida a bajos niveles o a
falta de ABA en las semillas (Finch-Savage et al., 1996)
las cuales muestran baja sensibilidad a los efectos inhi-
bitorios de ABA en la germinacién (Gonzalez y Fischer,
1997). Asimismo, Vertucci y Farrant (1995), trabajando
con mutantes insensibles al ABA, muestran la intoleran-
cia las semillas a la deshidratacion.

Desde el punto de vista ecologico, un aumento en
la tolerancia a la deshidratacion y el consecuente es-
tado latente de la semilla puede ocurrir por el cambio
de un ambiente semi-acudtico a ambientes mas secos
(Farnsworth, 2000). A bajos niveles de estrés (ambien-
te semi-acudtico), se espera menos ABA producido en
tejido vegetativo y acumulado en semillas (Bewley and
Black, 1994). Un aumento en la producciéon de ABA
en la planta como respuesta al cambio de ambiente (en
ambientes mas aridos) aumenta la habilidad de sobrevi-
vir (Leprince et al., 1993) reduciendo el nivel de recalci-
trancia de las semillas en los ambientes secos. Algunos
mangles presentan niveles de ABA de intermedios a al-
tos en tejidos vegetativos o tejidos maternos de la fruta,
pero muy bajos niveles de ABA en el embrion de la se-
milla (Farnsworth, 2000) lo que afecta la regulacion de
la acumulacién de ABA en diferentes partes de la planta
y a la adquisicion de la recalcitrancia en semillas.

Las cubiertas de la semilla. Las cubiertas de la se-
milla (testa) y el fruto (pericarpio) son importantes en
la prevencién de la deshidrataciéon después de la dis-
persion de las semillas, funcionando como barreras
mecanicas que evitan la deshidrataciéon en (Chacon y
Bustamante, 2001; Moreno et al., 2006). Testas duras se
presentan en mas del 40% de las especies que producen
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semillas recalcitrantes, mientras los tejidos carnosos que
rodean la semilla son a veces suaves y tienen alto con-
tenido de agua (Farnsworth, 2000). La tasa de pérdida
de agua se relaciona con el grosor de las cubiertas de la
semilla (Chacén y Bustamante, 2001) de modo que se-
millas recalcitrantes con cubiertas rotas se desecan mas
rapidamente y en un porcentaje mas alto (Mwang’Ingo
et al., 2004). Por otra parte, la testa gruesa de las semi-
llas de Cryptocarya floribunda Nees. (Thapliyal et al., 2004)
o del arbol de sandalo (Osyris lanceolata Hochst. Steud.)
(Mwang’Ingo et al., 2004) restringen la imbibicién e in-
tercambio gaseoso en sus semillas, imponiendo asi el es-
tado de latencia fisica. Este tipo de latencia se demostrd
de igual forma para las semillas de caucho (Hevea brasi-
liensts Muell. Arg.) (Moreno et al., 2006), nuez de Brasil
(Bertholletia excelsa Humb. Bonpl.) (Kainer ez al., 1999) y
las semillas de maitén (Maylenus boaria (Molina) (Cabe-
llo y Camelio, 1996). Semillas recalcitrantes rodeadas
por pericarpio y testa delgadas, como el arce del aztcar
(Acer saccharinum L.), se desecan en un tiempo relativa-
mente corto cuando son colocadas en condiciones de
baja humedad (Pukacka y Ratajczak, 2005).

Los cambios en la composicion bioquimica de las cu-
biertas de semillas, por ejemplo los producidos por la
oxidaciéon de compuestos fenolicos, pueden contribuir
aun mas a su impermeabilidad (Bewley y Black, 1994).
Por lo tanto, la impermeabilidad de las cubiertas de la
semilla contra el agua y los gases gobierna el equilibrio
entre los niveles de latencia fisica y la viabilidad de las
semillas recalcitrantes: embriones encapsulados en cu-
biertas gruesas de baja impermeabilidad tienen un gra-
do mas alto de latencia pero, por otro lado, son menos
susceptibles a la deshidratacion.

Los inhibidores de la germinacién en las testas impo-
nen la latencia fisiologica de las semillas colocandolas en
un estado de baja actividad metabélica menos suscep-
tible al deterioro (Kainer ef al., 1999; Baskin y Baskin,
2000). La extraccién o degradacion de los inhibidores de
la germinacion por un factor quimico (luz, temperatura)
contribuyen a la liberacién de semillas del estado inacti-
vo. Mientras se reporta la presencia de sustancias inhibi-
doras en semillas recalcitrantes, tal como en la nuez de
Brasil (Bertholletia excelsa Humb. Bonpl.) (Vazquez-Yanes y
Orozco-Segovia, 1993), la informacién acerca de la pre-
sencia de inhibidores en el embrién asi como para los
tejidos que rodean el embrion (endospermo y perisper-
mo) es escasa para muchas especies arboreas (Vasquez-
Yanes y Orozco-Segovia. 1993; Kainer ¢t al., 1999); estos
tejidos pueden prevenir la germinaciéon actuando como
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barreras mecanicas para restringir el crecimiento del eje
embrionario (Bewley y Black, 1994).

Implicaciones practicas

El almacenamiento de las semillas de especies forestales
del tropico humedo es, a menudo, dificil a causa de la
sensibilidad de las semillas a la deshidratacion y las ba-
jas temperaturas, condiciones tradicionalmente consi-
deradas necesarias para el almacenamiento a largo pla-
zo de semillas (Kainer et al., 1999). El desafio principal
en el almacenamiento de semillas recalcitrantes a largo
plazo es evitar de la pérdida de viabilidad, lo cual re-
quiere conocer a profundidad las condiciones dptimas
de almacenamiento, terreno atn por explorar mediante
investigacioén practica.

Evitar la deshidratacion de las semillas recalcitrantes
durante el almacenamiento puede lograrse implemen-
tando ambientes himedos. El polietileno glicol (Bewley
y Black, 1994), la arena humeda (Kainer ez al., 1999), el
suelo himedo (Mata y Moreno-Casasola, 2005), agua
(Mata y Moreno-Casasola, 2005; Gomes et al., 2006),
carbon (Bewley y Black, 1994) o atmésferas modificadas
(uso de empaques plasticos sellados o perforados) (Cha-
ves et al., 1999; Zavala, 2004) pueden ser ttiles para el
almacenamiento de estas semillas (ver tabla 1).

Se han establecido las condiciones de humedad 6p-
timas basandose en la medicién del contenido de la
humedad de la semilla inmediatamente después de la
diseminacion; sin embargo, el nivel de humedad en el
embrion, y en particular en el eje embrionario, puede
ser el mejor indicador de la viabilidad de la semilla com-
parado con el nivel de humedad de la semilla entera, tal
como sucede en el cacao (Theobroma cacao L.) (Liang y
Sun, 2002). En semillas recalcitrantes, la finalizaciéon del
almacenamiento en condiciones de bajas temperaturas,
asi como un alto nivel de humedad, las hace suscepti-
bles al ataque de patégenos, principalmente de los hon-
gos tipicos de las condiciones de almacenamiento, pero
también de hongos endémicos de las semillas (Fonseca y
Freire, 2003; Calistru et al., 2000); por ello se recomien-
da un tratamiento pre-almacenamiento con fungicidas

(Villegas-Monter y Andrade-Rodriguez, 2005).

Temperaturas que oscilan entre 3 y 5°C son convenien-
tes para almacenar semillas recalcitrantes del bosque tem-
plado, mientras que el rango de 7 a 17°C es el apropiado
para almacenar semillas recalcitrantes del bosque tropical
(Hong y Ellis, 2003 citado por Floriano, 2004). Se ha re-
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portado un almacenamiento exitoso, durante largo plazo
y con temperaturas bajas (2 a 6°C), para muchas especies
recalcitrantes del bosque tropical, entre ellas, andiroba
(Carapa guianensis) (Ferraz y Sampaio, 1996), araucaria
(Araucaria angustifolia Bert. O. Kuntze) (Chaves ¢t al., 1999;
Floriano, 2004) y los encinos (Roble sp.) (Zavala Chavez,
2004). La ventaja de utilizar temperaturas bajas duran-
te el almacenamiento de las semillas, es la reduccion del
metabolismo y la tasa de respiracién, que reducen la sus-
ceptibilidad al deterioro. Una pregunta atin sin respuesta
es: ¢se pueden usar en la practica los tratamientos que
disminuyen el nivel metabdlico en semillas para preve-
nir el deterioro de las semillas recalcitrantes durante el
periodo de almacenamiento? (Magnitskiy et al., 2005). Es
importante considerar la exploracién de nuevas medidas
practicas para la elaboracién de protocolos de almacena-
miento de semillas recalcitrantes.
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