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RESUMEN

Para diseiiar estrategias de conservacion ex situ e in situ de los acer-
vos genéticos mexicanos de las especies nativas de Tillandsia, es funda-
mental un mejor entendimiento de la ecofisiologia de la semilla. Por
ello, en este trabajo se evaluo la viabilidad y capacidad germinativa de
la semilla de seis especies del género Tillandsia (Bromeliaceae). La se-
milla se recolecto de febrero a julio de 2010 en bosques de Santa Ca-
tarina Ixtepeji, Oaxaca. La viabilidad se midi6 mediante la prueba de
rayos X y la germinacién en una incubadora a temperatura constante
de 25 °C y fotoperiodo neutro. En ambas pruebas los tratamientos se
distribuyeron en un diseiio completamente al azar con un minimo de
seis repeticiones de 50 semillas. Los resultados se analizaron con com-
paraciéon multiple de medias y una correlacion de Pearson. Hubo dife-
rencias (P < 0.05) entre especies para porcentaje de semillas completas
(viables o completamente desarrolladas) y de semillas con desarrollo
incompleto. T. violacea present6 los mas bajos porcentajes de semi-
llas completas (61.3 %) y altos porcentajes de semillas con desarrollo
parcial (31.6 %), en comparacion con T. prodigiosa, T. carlos-hankii, T.
bourgaei, T. makoyana y T. fasciculata que presentaron entre 68.3 y 89.0
% de semillas completas y entre 4.5 y 15.0 % de semillas parcialmente
desarrolladas. T. bourgaei presento el mayor porcentaje en su capacidad
germinativa (83.3 %), seguida de T. makoyana (79.8 %), T. carlos-hankii
(79.5 %), T. prodigiosa (75.8 %), T. fasciculata (45.0 %) y T. violacea
(15.2 %). Hubo correlacion positiva y significativa (r = 0.69, P < 0.05)
entre los porcentajes de semillas completas y semillas germinadas.

Palabras clave: Tillandsia, poblaciones silvestres, rayos X, tasa de ger-
minacién.

SUMMARY

Understanding the seed ecophysiology of native species of Tillandsia
is crucial to design ex situ and in situ conservation strategies for Mexi-
can gene pools. In the present work, seed viability and germination
capability of six species of the Tillandsia (Bromeliaceae) genus were
evaluated using seed collected from February to July 2010, at Santa Ca-
tarina Ixtepeji, Oaxaca forest. All seed lots were evaluated by X-rays
and germination tests (at constant temperature of 25 °C and neutral
photoperiod), both tests under a completely random design with a mi-
nimum of 6 replicates of 50 seeds each. Significant differences (P < 0.05)
were observed among Tillandsia species in relation to full or complete
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(viable or structures completely developed) and incomplete seed per-
centages. T. violacea presented the lower percentage of full seeds (61.3
%) and higher percentage of seeds with structures partially developed
(31.6 %), compared to T. prodigiosa, T. carlos-hankii, T. bourgaei, T.
makoyana and T. fasciculate which showed values between 68.3 and
89 % of full seeds and 4.5 to 15.0 % of incomplete seeds. T. bourgaei
presented the highest percentage of germination capability (83.3 %), fo-
llowed by T. makoyana (79.8 %), T. carlos-hankii (79.5 %), T. prodigiosa
(75.8 %), T. fasciculata (45.0 %) and T. violacea (15.16 %). A positive
and significant correlation (r = 0.69, P < 0.05) was determined between
the percentages of full seed from the X-rays test and germinated seeds
in the germination test.

Index words: Tillandsia, wild populations, X-rays, germination rate.

INTRODUCCION

Un ejemplo de la biodiversidad en México es la familia
Bromeliaceae la cual incluye 18 géneros que agrupan a
342 especies. En particular, el género Tillandsia es el mas
abundante ya que posee 192 especies, 133 de ellas son en-
démicas y estan ampliamente distribuidas en diversas con-
diciones ambientales y de vegetacion (Espejo et al., 2004;
Espejo-Serna et al., 2007).

En México, diferentes especies de la esta familia se en-
cuentran en riesgo de extinciéon como consecuencia de la
pérdida de la vegetacion, ya que mds de la tercera parte de
los bosques y selvas han sido deforestados (Ricker et al,
2007), y por la extraccion ilegal (Flores-Palacios y Valen-
cia-Diaz 2007; Mondragon, 2009), entre otras causas. En las
normas oficiales mexicanas NOM-059-SEMARNAT-2002
y NOM-059-SEMARNAT-2010, 21 especies de bromelias
endémicas se enlistan en las categorias de amenazadas y su-
jetas a proteccién especial.

Ante este riesgo, una estrategia inmediata es su conser-
vacion ex situ en bancos de germoplasma o la conservacion
in situ en zonas oficialmente declaradas como “reserva”,
complementada con acciones que eviten la deforestacién
de bosques donde se localizan las poblaciones endémicas
y la extraccion ilegal de individuos de dichas especies. En
cualquier caso, las estrategias o acciones a favor de la con-
servacion deben partir del entendimiento de la dindmica de
las poblaciones silvestres. En particular, para implementar
una estrategia de conservacion ex situ y el manejo eficiente
del germoplasma en un banco, se necesita informacién ba-
sica de las caracteristicas fisiologicas de las semillas y de las
condiciones optimas de almacenamiento (Engels y Visser,
2003).

Las semillas del género Tillandsia miden menos de 5
mm; poseen cubierta semiplumosa, endospermo, un coti-
ledén, vestigios de hojas primarias y secundarias, dpice del
brote, e hipocotilo. El embridn llena sélo un tercio del vo-
lumen total y siempre ocupa la posicién opuesta al punto
de insercion de la pared del ovario. Contienen un apéndice
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epidérmico plumoso, por lo que su dispersion es anemoco-
ra. Cada semilla se inserta, mediante su apéndice, en una
capsula dehiscente que al abrirse las transporta por el aire.
El apéndice funciona como “adherente” a los troncos y ra-
mas de los arboles, y permite la absorcion de agua (Esteba,
2002; Wester y Zotz, 2011).

En la familia Bromeliacea existe informacion acerca de
la demografia de las poblaciones silvestres, morfologia de
plantas y mecanismos de dispersion de semillas. Sin em-
bargo, son pocos los trabajos relacionados con la capaci-
dad germinativa y los factores determinantes de la viabi-
lidad de sus semillas. Los principales géneros estudiados,
en aspectos de semillas, son: Dyckia (Pompelli et al., 2006;
Vieira et al., 2007; Duarte et al., 2010); Encholirium (Tarré
et al., 2007); Alcantarea, Pitcairnia y Vriesea (Pereira et al.,
2009; Pereira et al., 2010a); Aechmea (Pinheiro y Borghetti,
2003); Puya (Vadillo et al., 2004); Pseudananas (Vieira y
Silveira, 2010); Nidularium (Pereira et al., 2010b); Tilland-
sia (Mondragoén y Calvo-Irabien, 2004; Montes-Recinas
et al., 2012) y Catopsis (Palaci et al., 2004; Wester y Zotz,
2011). En las especies endémicas mexicanas de Tillandsia
es escasa o nula la informacién disponible sobre semillas.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la viabilidad y ger-
minacion de semillas de seis especies silvestres de Tilland-
sia L. distribuidas en los bosques de Santa Catarina Ixtepeji,
Oaxaca.

MATERIALES Y METODOS
Recolecta de material biologico

Se seleccionaron cinco especies endémicas de Tillandsia
(T. carlos-hankii, T. prodigiosa, T. bourgaei, T. violacea, y T.
makoyana) y T. fasciculata, todas reportadas con algun tipo
de uso (Mondragén y Villa, 2008; Mondragén, 2009), que
se distribuyen en los bosques templados de Santa Catarina
Ixtepeji, Oaxaca. Esta region forma parte de la Sierra Norte
de Oaxaca, México. En la zona de colecta el clima varia de
semicalido-subhumedo con lluvias en verano a semifrio-
subhtimedo con lluvias en verano; la isoterma media anual
oscila entre 11y 16 °C; y la precipitacién media anual varia
de 600 a 1300 mm (Garcia, 2004). La recolecta de semillas
se hizo de febrero a junio de 2010. En el Cuadro 1 se pre-
senta una descripcion general de la localizacion y caracte-
risticas de inflorescencias y de semillas colectadas.

Muestreo de semillas. Una vez que las poblaciones se
ubicaron, al ocurrir la dispersién de semillas se recolecta-
ron tres o cuatro cdpsulas de color café-marrén de 50 indi-
viduos por poblacién y por especie localizadas en un radio
de 500 m, con base en los criterios propuestos por Hay y
Smith (2004). Debido a la naturaleza epifita del género,
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cada individuo muestreado se encontraba en fororito dis-
tinto. En el caso de T. fasciculata y T. violacea, se recolec-
taron semillas de algunos individuos en proceso de disper-
sién, debido a la escasa disponibilidad de capsulas cerradas
en esas poblaciones. Las capsulas se secaron a la sombra en
un lugar seco, fresco y ventilado (13 a 25 °Cy 20 a 40 % de
humedad relativa) durante cuatro semanas, y una vez que
las capsulas abrieron se extrajo la semilla.

Evaluaciones de viabilidad y capacidad germinativa

Las pruebas de viabilidad y germinacidn se efectuaron en
el Laboratorio de Semillas del Banco de Germoplasma de la
Secretaria de Desarrollo Agropecuario, Forestal y Pesca del
Gobierno del Estado de Oaxaca, México.

La viabilidad o calidad fisica de la semilla de las seis espe-
cies de Tillandsia se evalud con la técnica de rayos X, en una
muestra aleatoria de 200 semillas visualmente identificadas
como sanas. Se empleo un disefo experimental completa-
mente al azar, con cuatro repeticiones de 50 semillas cada
una. Las semillas se pegaron a una placa de pléstico autoad-
herible de polipropileno, la que se colocé sobre una placa
de acrilico transparente en la cdmara de irradiacién no di-
gital (Faxitron X-Ray modelo MX-20; Specimen Radiogra-
phy System®, Illinois, USA) y se someti6 a exposiciones a
18 kV por 10 s. Posteriormente, las placas se revelaron en
una impresora digital para rayos X (procesador Hope X-
Ray; Micro-Max modelo 319®). Finalmente, en cada placa
radiografica se aplicé los criterios sugeridos por Dos Santos
et al. (2009) para contar: (i) semillas sanas (con estructuras
completamente desarrolladas), (ii) semillas parcialmente
desarrolladas (semillas con dafio estructural o malforma-
das), y (iii) semillas vanas (sin estructuras internas desarro-
lladas ). Las variables se expresaron en porcentaje.

La capacidad germinativa de las semillas de T. bourgaei,
T. prodigiosa, T. carlos-hankii'y T. makoyana se evalu6 en
un disefio completamente al azar con 12 repeticiones de 50
semillas cada una y con seis repeticiones de igual niamero
de semillas en T. violacea, y T. fasciculata. Esto ultimo de-
bido a la baja disponibilidad de semillas durante la colecta.
Las semillas de cada repeticion se distribuyeron en una caja
Petri de vidrio de 10 cm de didmetro previamente esteri-
lizada, que contenia papel filtro al que se agregd 4 mL de
agua destilada. Las cajas Petri se colocaron en una camara
de germinacién (Light-Dark Seedburo®) con fotoperiodo
neutro (12 horas luz y12 horas obscuridad) y temperatura
constante de 25 °C.

Una vez germinadas las primeras semillas, lo cual ocurrié
3 d después de la siembra (dds), cada 24 h se contaron las
semillas germinadas (con elongacion del hipocotilo visi-
ble a simple vista) durante 20 d consecutivos hasta que la
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Cuadro 1. Descripcion general de la distribucion, morfologia y recolecta de semilla de seis especies de Tillandsia.

Descriptor general

Especie de Tillandsia®

carlos-hankii

makoyana

prodigiosa

Hébitat o vegetacion asociada
(distribucion)

Caracteristicas de la inflorescencia

Flores por eje floral (aprox.)
Semillas por cépsula (aprox.)
Epoca de dispersién de semillas

Paraje de origen de semillas en
Santa Catarina Ixtepeji

Fecha de recolecta (dd/mm/aaaa)

Hébitat o vegetacion asociada
(distribucion)

Caracteristicas de la inflorescencia

Flores por eje floral (aprox.)
Semillas por cépsula (aprox.)

Epoca de dispersién de semillas

Pino-encino
(1900-2900 msnm)

Cilindrica de 57 a 70 cm
de long., corola verde

70
200 a 250

Noviembre-Abril
Petenera: 17.12281°

Pino-encino
(50-2320 msnm)

Erecta paniculada de hasta
1 m, flores violetas

25
80a 100

Noviembre-Abril
Xhia: 17.16389° LN,

Pino-encino
(1800-2800 msnm)

Tipo péndula, bipinnada,
subcilindrica, 30 a 60 cm,
corola verde cremoso

30
180 a 200

Noviembre-Marzo
El Vivero: 17.1304° LN,

LN, 96.3525° LO y 2520 96.31515° LO y 1846 96.57199° LO y 2404
msnm msnm msnm
20/02/2010 07/03/2010 08/03/2010
Especie de Tillandsia®
bourgaei fasciculata violacea

Encino-pino (600-3100
msnm)

Erecta, cilindrica, 26 a
30 c¢m, corola verde o
amarillo verduzco
30

200 a 250
Marzo-Mayo
El Cerezal: 17.1596° LN,

Encino y selvas bajas
(1500-2000 msnm)

Paniculada, 25 a 60 cm de
long., corola violeta

Encino-pino, mesdéfilo de
montafa, pino-encino

(600-3100 msnm)
Inflorescencia colgante, 15

a 35 cm de long., corola
tubular violeta

Paraje de origen de semillas en
Santa Catarina Ixtepeji

Fecha de recolecta (dd/mm/aaaa) 09/03/2010

96.3589° LO y 2245 msnm

8 10
80a120 200 a 250
Mayo-]Julio Marzo-Junio
Xhia: 17.18072° LN, Pena Prieta: 17.09413°
96.31359° LO y 1514 LN, 96.38103° LO y 2835
msnm msnm

03/03/2010y 19/07/2010 20/02/2010y 27/06/2010

Fuentes: Smith y Downs (1974), Espejo-Serna et al. (2007), Mondragén y Villa (2008), y experiencias previas de los autores.

germinacion se estabilizo. Con esta informacion se estimo
el porcentaje de germinacion total, la tasa de germinacién
[TG = ¥ (nim. semillas germinadas al i-ésimo dia/tiempo
en dias a la i-ésima evaluacion)] y el tiempo medio a 50 %
de germinacién (T50%, en dias).

Analisis estadistico

Las variables expresadas en porcentaje se transformaron
mediante la expresion arcoseno (V%) (Steel y Torrie, 1985)
previo al analisis de varianza. La comparacién multiple de
medias se hizo mediante la prueba de Tukey (P < 0.05).
También se hizo un analisis de correlacion simple de Pear-
son (P < 0.05) entre el porcentaje de semillas germinadas y
el porcentaje de semillas sanas visualizadas en la prueba de
rayos X. Todos los analisis se hicieron con el paquete esta-
distico SPSS (versién 11.0 para Windows).

RESULTADOS Y DISCUSION

Hubo diferencias significativas entre especies en el por-
centaje de semillas sanas y semillas con embriones parcial-
mente desarrollados, pero no para el porcentaje de semi-
llas vanas (Cuadro 2). La presencia de un alto porcentaje
de semillas con embrién parcialmente desarrolladas y va-
nas (entre 11y 39.1 %), que a simple vista parecian sanas,
muestran que el uso de la prueba de rayos X puede ser util
para evaluar estos atributos de semillas en la subfamilia Ti-
llandsioidea que se caracterizan por sus tamafos pequefios
(< 5mm).

Las imagenes radiograficas de las semillas de Tilland-
sia violacea mostraron que, en promedio, una alta pro-
porcion (31.6 %) no presentaban las estructuras internas
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Cuadro 2. Porcentajes de semillas complemente desarrolladas (viables o sanas), parcialmente desa-
rrolladas y vacias en seis especies de Tillandsia, segtin la prueba de rayos X.

Especie Sanas (%) Con embrién parcialmente desarrollado (%) Vacias (%)
T. prodigiosa 79.4 " 15.0a 5.6a
T. carlos-hankii 89.0a 45a 6.5a
T. bourgaei 86.3a 7.5a 8.la
T. makoyana 83.4a 79a 8.7a
T. fasciculata 68.3a 14.0a 17.7 a
T. violacea 61.3b 31.6b 8.1a
Promedio 63.2 20.2 15.7
CV (%) 9.7 8.2 8.4
Valor de F 4.7 16.5 1.5ns

En columna, porcentajes con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05); ns = no significativo a nivel P > 0.05;

cv = coeficiente de variacion

completamente desarrolladas (Cuadro 2). Estos resultados
describen parte de las dificultades de campo en conseguir
semillas de T. fasciculata 'y T. violacea, de las cuales fue ne-
cesario colectar semilla en dos épocas (Cuadro 1), lo que
posiblemente afect6 las respuestas. Al respecto, Scatena et
al. (2006) indican que las condiciones micro-ambientales
en las que se desarrolla la planta madre afectan el desarrollo
o maduracién de las semillas de Tillandsia. Por ejemplo,
el apéndice plumoso, caracteristico del género, puede va-
riar en longitud, y el cotiledén puede no desarrollarse. Este
efecto también es comun en drboles forestales de dispersion
anemocora de semillas (Schmidt, 2007).

Tillandsia prodigiosa, T. carlos-hankii, T. bourgaei, T.
makoyana y T. fasciculata no difirieron significativamente
en porcentaje de semillas completas, parcialmente desa-
rrolladas y vanas (Cuadro 2). En estas especies, la suma de
semillas con estructuras completas y con desarrollo parcial
fue superior a 80 %, con amplia posibilidad de originar
plantulas normales, como encontraron Machado y Cicero
(2003) en Lithraea molleoides (Anacardiaceae) y Oliveira et
al. (2003) en Peltophorium dubium (Caesalpiniaceae).

Las especies con mayor porcentaje de semillas con es-
tructuras completas presentaron los mayores porcentajes
de germinacién (Cuadro 2, Figura 1). Todas las especies de
Tillandsia iniciaron su germinacion (hipocotilo visible) a
partir del dia 3 después de la siembra, y la estabilizacién de
germinacion total se observé a partir del dia 19 en la may-
orfa de las especies, excepto en T. fasciculta y T. violdcea
donde la estabilizacion ocurrié a los 7 dds (Figura 1). En la
bromelia Dyckia goehringii, Duarte et al. (2010) indicaron
que el inicio de germinacion fue a los 4 d y la estabilizacién
a los 14 d; y en Aechmea bracteata fue a los 5y 20 d, re-
spectivamente (Goode y Allen, 2009). Los resultados aqui
mostrados se ubican dentro de los rangos determinados
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para la familia Bromeliaceae. Cabe sefialar que las semillas
no germinadas se contaminaron con hongos.

El porcentaje de germinacion fue diferente (P < 0.05)
entre especies. La germinacion de las semillas de Tilland-
sia prodigiosa, T. carlos-hankii, T. makoyanay T. bourgaei
vari6 de 75.8 a 83.3 %, y fue mayor a la de T. fasciculata
(45.0 %) y T. violacea (15.2 %) (Cuadro 3). Esto indica que
las especies con menores porcentajes de semillas sanas y
altos porcentajes de semillas poco desarrolladas tuvieron
menores porcentajes de germinacién (Cuadros 2, 3; Figura
1), lo que se confirm¢ al obtenerse una correlacion signifi-
cativa y positiva (r = 0.69%, P < 0.05) entre el porcentaje
de germinacion y el porcentaje de semillas con estructuras
completas. La velocidad de germinacién y tiempo medio de
germinacion también varié entre especies (Cuadro 3).

La capacidad germinativa de las cuatro mejores especies
de Tillandsia aqui registradas, en general concuerda con
la reportado por otros autores en estudios efectuados en
condiciones de laboratorio. Por ejemplo, Benzing (1978)
encontr6 una variacion 85 a 90 % en T. paucifolia. Castro-
Herndndez et al. (1999) obtuvieron valores mds altos en
T. guatemalensis (98 a 97.65 %) al igual que Mondragén
y Calvo-Irabién (2006) en T. brachycaulos (100 %). De las
seis especies evaluadas, T. violacea presento los porcentajes
mas bajos (15.2 %), inferiores a los de Vadillo et al. (2004)
en Puya raimondii (24.6 a 74.9 % en ambiente natural) y
a los de Tarré et al. (2007) en Encholirium scrutor (45 %).
Las diferencias de resultados entre este trabajo y los demas
podria deberse a la condicidn silvestre de las poblaciones
aqui evaluadas, y en el caso de T. fasiculata y T. violaceae a
las condiciones al momento de la colecta.

El paralelismo entre los resultados de la prueba de rayos X
y los de la prueba de germinacién sugiere que la capacidad
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Figura 1. Porcentajes de germinacion acumulada de semillas de seis especies de Tillandsia,
en condiciones controladas (25 °C, >70% HR y fotoperiodo neutro).

Cuadro 3. Porcentajes de germinacion total, velocidad de germinacién y tiempo medio a 50 % de
germinacion (T50 %) de semillas de Tillandsia.

Especie Germinacion (%, DE) Velocidad de germinacion T50% (dias)
T. prodigiosa 758+5.1b 9.8 ¢ 48a
T. carlos-hankii 79.5+ 6.6 ab 11.8 bc 30b
T. bourgaei 833+58a 11.2¢ 3.0b
T. makoyana 79.8+9.1ab 232a 4.0 ab
T. fasciculata 450+ 7.2c¢ 14.0b -
T. violacea 152 +1.8d 4.0d ---
Promedio 68.6 14.2 3.7
CV (%) 6.4 11.9 10.8
Valor de F 154.8%* 85.9%% 1.9%*

Valores con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05); **Significativo (P < 0.01); DE = desviacién estandar.

germinativa estd determinada por la madurez del embrion Visser, 2003).
y la presencia de cotiledén y de apéndices plumosos, entre
otros aspectos relacionados con el desarrollo completo de
las estructuras de la semilla. Las Tillandsia epifitas general-
mente se desarrollan en condiciones de baja disponibilidad
de agua y nutrimentos, asi como una reducida disponibi-
lidad de polinizadores (Carranza-Quinceno y Estévez-Va-
rén, 2008; Zotz y Asshoff, 2010; Zotz et al., 2010), lo cual
aumenta la probabilidad de que la semilla no alcance un
desarrollo completo. La valoracién rdpida por rayos X es
una opcion viable para determinar indirectamente la capa-
cidad germinativa y para decidir recolectar mas semilla que
satisfaga la calidad minima requerida. Por ejemplo, para
ingresar un lote de semillas a un banco de germoplasma
se requiere un minimo de 75 % de germinacion (Engels y

CONCLUSIONES

Hay diferencias significativas en la proporcion de semi-
llas sanas o con embriones parcialmente desarrollados asi
como en capacidad germinativa entre las seis especies de
Tillandsia. T. violacea present6 los menores porcentajes de
semillas sanas y mayores porcentajes de semillas con em-
briones parcialmente desarrollados, en comparaciéon con
T. prodigiosa, T. carlos-hankii, T. bourgaei, T. makoyana
y T. fasciculata. En cuanto a su capacidad germinativa, T.
bourgaei presenté el mayor porcentaje (83.3 %), seguida en
orden descendente por T. makoyana, T. carlos-hankii, T.
prodigiosa, T. fasciculata y T. violacea (15.16 %). El patrén
de germinacidén se repitié en la tasa de germinacion. Se
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determind una correlacion positiva y significativa entre los
porcentajes de semillas completas (analisis radiografico) y
la capacidad germinativa.
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