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BASES PARA LA CONSERVACION DE LAS SEMILLAS DE CALOPHYLLUM
BRASILIENSE (CALOPHYLLACEAE)

CLAUDIA B. SOROL', SOFIA CARVAJAL2, VERONICA CALONGA SOLIS3, NAIKE LUCIA
GONZALEZ* y FABIANA ECKERS?®

Resumen: En Argentina la especie arbdrea Calophyllum brasiliense Cambess (Calophyllaceae)
constituye poblaciones en los bordes de esteros y en las selvas higrdéfilas del rio Parana. Las poblaciones
de la margen del rio forman parte de ecosistemas fuertemente fragmentados por su asociacion a las
cotas de inundacion del embalse Yacyreta, lo cual las ha llevado a reducir drasticamente su tamafo
al punto de encontrarse en riesgo de extinguirse localmente. Uno de los efectos de la fragmentacion
en las especies vegetales es la produccion de semillas en menor cantidad, calidad o ambas. El valor
ecologico, medicinal, econédmico y social de la especie y el estado de sus poblaciones suscitaron interés
en conservarla. Una de las estrategias implementadas fue el almacenamiento de sus semillas, las
cuales son recalcitrantes. Los objetivos del presente trabajo fueron evaluar tres poblaciones en cuanto
a su potencialidad de producir semillas capaces de generar individuos y evaluar la calidad fisiolégica en
relacion al momento de cosecha y al tiempo de almacenamiento bajo cuatro modos de almacenamiento.
La poblacion de Puerto Valle produjo semillas de buena calidad que conservaron la viabilidad durante
treinta y un semanas cuando se almacenaron con endocarpo, en frascos de vidrio.
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Summary: Basis for conservation seeds Calophyllum brasiliense (Calophyllaceae). Calophyllum
brasiliense Cambess (Calophyllaceae) is a tree species distributed in Argentina in the edges of matting
and hygrophilous forests of the Parana River. Those of the riverbank have been strongly fragmented
due to the increment of the flood levels caused by the Yacyreta dam, thus, this populations are at risk
of being locally extinguished as a consequence of their drastic size reduction. Fragmentation can affect
plant species reducing the amount or the quality of seeds produced or both. The ecological, medicinal,
economic and social value of the species and the status of their populations have generated interest in its
preservation. One of the strategies implemented was the storage of its seeds, which are recalcitrant. The
aims of this study were to evaluate three populations with respect to their potentiality to produce seeds
capable of generating individuals, and evaluate the physiological quality regarding the harvest time and
the length of the storage period under four methods. The Puerto Valle population produced seeds of good
quality which conserved the viability for thirty-one weeks when they were stored with endocarp, in glass
bottles.

Key words: Calophyllum brasiliense, seeds, storage, conservation, physiological quality.
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INTRODUCCION

Calophyllum brasiliense Cambess
(Calophyllaceae), “arary”, se distribuye desde
Meéxico hasta Argentina (Rodriguez, 2006). En este
pais, en las provincias de Misiones y Corrientes,
forma poblaciones en los bordes de esteros y en las
selvas higrofilas del rio Parand, de las cuales una
de la provincia de Misiones y dos de Corrientes se
han descripto en cuanto a su estructura y dinamica
(Gonzalez & Sorol, 2011; Rodriguez et al., 2011;
Cardozo et al., 2013), y estan caracterizandose
genéticamente (Bich et al., 2010; Percuoco et al.,
2010; Talavera et al., 2012; Percuoco et al., 2013
a, b y c; Percuoco et al., 2014). Estas poblaciones
forman parte de ecosistemas fragmentados, y las
de la margen del rio han reducido su tamafio por
asociacion a las cotas de inundacion del embalse
Yacyreta, lo cual las ha llevado a encontrarse en
riesgo de extincion local (Rodriguez et al., 2009).

C. brasiliense Cambess es un arbol perennifolio,
cuya altura oscila entre 25 a 40 m, con copa
redondeada y densa y tronco unico. Su corteza
grisacea y aspera presenta surcos longitudinales
y profundos y sus hojas son simples, decusadas,
pecioladas, coriaceas y de tamafio variable
(Vasquez-Yanes et al., 1999; Salazar et al.,
2000; Flores, 2002). Se trata de plantas dioicas
y poligamas que presentan flores bisexuales y
estaminadas, agrupadas en paniculas axilares
pedunculadas (Vasquez-Yanes et al., 1999). Las
flores hermafroditas son epiginas, el ovario es
unilocular y contiene un solo 6vulo (Flores, 2002).
Posee drupas globosas u ovoides. Cada fruto
contiene una sola semilla (Vasquez-Yanes et al.,
1999; Flores, 2002; Nery, 2006). El embrion, que
ocupa toda la cavidad de la semilla, es recto, de
color blanco o amarillo crema, con dos cotiledones
gruesos, carnosos y almacenadores. La germinacion
es hipogea y la plantula criptocotiledonar (Flores,
2002; Jesus et al., 2014).

La floracion y la fructificacion son anuales
y varian acorde a la distribucion geografica,
dependiendo principalmente de la orografia y del
clima (Cordero & Boshier, 2003). En Argentina
fructifican desde abril a septiembre (Sorol &
Gonzalez, 2011).

Los frutos del “arary” forman parte de la dieta de
insectos, pajaros y pequefios mamiferos (Salazar et
al., 2000; Ribeiro et al., 2005) y en algunos paises
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se emplean para alimentar al ganado (Cordero &
Boshier, 2003). Por otra parte, se han atribuido a este
arbol numerosas propiedades medicinales (Huerta
Reyes et al., 2004; Gasparotto et al., 2005; Kimura
et al., 2005; Ibanez, 2007; Souza et al., 2009;
Castaneda et al., 2011; Gomez-Cansino et al., 2013;
Verjan et al., 2013; Garcia-Zebadua et al., 2014)
a la vez que se lo aprecia por la madera empleada
en construccion, ebanisteria y para la obtencion de
fibras con las que se elabora pulpa para papel (Joker
& Salazar, 2000; Flores, 2002; Nery, 2006).

Debido al valor de la especie y a la situacion
actual de las poblaciones argentinas, se iniciaron
acciones de restauracion y estudios de preservacion
de la calidad de sus semillas teniendo en cuenta
las recomendaciones de Pezoa (2001) respecto
a que las estrategias de conservacion deben ser
complementarias.

Las semillas de C. brasiliense fueron
consideradas recalcitrantes tropicales y como
tales no toleran la desecacion a bajo contenido
de agua (<12%), ni el almacenamiento a baja
temperatura (Bonner & Vozzo, 1990; Ellis et al.,
1990; Hong et al., 1996; Sacandé¢ et al., 2004). Este
tipo de semillas, propias de especies que habitan
en ambientes muy humedos, no experimentan
deshidratacion en la planta madre y se diseminan
metabodlicamente activas; sin detener su desarrollo
germinan y se establecen como plantulas casi de
inmediato (Kainer et al., 1999; Vasquez et al.,
2004; Magnitskiy & Plaza, 2007). No obstante
ocurren algunos casos de latencia, las semillas
recalcitrantes pierden rapidamente su capacidad
de germinacion al quedar expuestas a condiciones
de baja humedad. Los mecanismos fisiologicos y
bioquimicos de la intolerancia a la desecacion no
estan completamente elucidados, lo cual dificulta la
eleccion de métodos adecuados para conservarlas.
Si bien existen técnicas para almacenar algunas
semillas recalcitrantes por un corto periodo, cada
especie requiere un método propio que debe ser
estudiado (Farrant et al., 1993, Kermode & Finch-
Savage, 2002; Fonseca & Freire, 2003; Berjak &
Pammenter, 2004; Rao et al., 2007; Costa, 2009).

Los estudios sobre el almacenamiento de las
semillas de C. brasiliense indican temperaturas
de almacenamiento que van de 0°C a mas de 15°C
(Vasquez Yanes et al., 1999; Joker & Salazar,
2000; Silva, 2005) y contenido de humedad entre
25% y 35% aunque el contenido de humedad de
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las semillas recién cosechadas sea alto, pudiendo
alcanzar un 60% (Carvalho et al., 2006; Nery, 2006;
Lima, 2011). Todos los trabajos citados evaluaron
la capacidad germinativa teniendo en cuenta la
protrusion de la radicula sin embargo no hacen
referencia al establecimiento de plantulas.

La determinacion del contenido de humedad
de las semillas, al igual que su almacenamiento,
requiere una metodologia particular. Cualquiera
sea el método empleado debe reducir la oxidacion,
la descomposicion y la pérdida de otras sustancias
volatiles a la vez de asegurar la mayor remocion de
agua, por ello debe tener en cuenta las caracteristicas
de las semillas. Para semillas oleaginosas ISTA
(1999) recomienda el método de estufa a baja
temperatura y para las de gran tamafio indica que
deben cortarse antes de ser secadas, a menos que su
alto contenido de aceite lo dificulte. Al respecto las de
C. brasiliense contienen 38% a 39% de lipidos (Nery
et al., 2007) y son grandes, de 1,8 a 2,3 cm (Flores,
2002). Considerando estas cualidades y que no hay
un modo estandarizado para esta especie es necesario
establecer un método eficiente para la determinacion
del contenido de humedad de los embriones.

Los objetivos de este trabajo fueron evaluar
la calidad de las semillas de C. brasiliense de las
poblaciones argentinas, determinar un método
adecuado para estimar el contenido de humedad
y establecer un protocolo para el almacenamiento
de las semillas que permita la conservacion de la
calidad fisiologica por tiempo prolongado.

MATERIALES Y METODOS

Evaluacion de las poblaciones
Entre los afios 2009 y 2012 se estudiaron tres

poblaciones de C. brasiliense que se describen a

continuacion.

a) Poblacion de San Ignacio (SI), situada en
la Reserva Privada “Luis Jorge Veldsquez”
dentro del Club de Pesca y Deportes Nauticos,
(27°16°34,4”S-55°3411,9”W; 86 msnm), Prov.
Misiones: Dpto. San Ignacio; forma parte de un
fragmento de selva riberefia y estd compuesta
por aproximadamente 390 arboles/ha, dispuestos
sobre 2 ha y altura media de los individuos de
10 m (Rodriguez et al., 2009).

b) Poblacién de Rincon Ombu (RO),
(27°25'38”S-56°16.27"W; 88-82 msnm), Prov.

Corrientes: Dpto. Ituzaingd, a la vera del rio

Paranad, de aproximadamente 1 ha .

c) Poblacion de la Estancia “Puerto Valle”, (PV),
(27°36°487S-56°30°48,6°W, 85 m s. n. m.), Prov.
Corrientes: Dpto. Ituzaing6. En el noroeste de
los esteros del Ibera, proxima a las plantaciones
forestales de la empresa Pomera S.A.; fragmento
de aproximadamente 2 ha (Fig. 1).

Los sitios de estudio se visitaron una vez al mes
y los arboles que producian frutos se identificaron
mediante la utilizacién de binoculares y se
marcaron. Los frutos se cosecharon de los arboles
con tijera con pértiga, y también manualmente del
suelo conforme a lo sugerido por Flores (2002)
luego se mezclaron. En cada una de las cosechas
los frutos presentaban coloracion verde clara y el
tamafio se correspondia con el que normalmente
presentan los frutos maduros de esta especie.

En el laboratorio se contaron los frutos y
se eliminaron aquellos que se encontraban
deteriorados. Luego se los despulpé manualmente
hasta obtener las semillas contenidas en el
endocarpo, se eliminaron aquellas cuyo endocarpo
presentaba dafio o signos de haber sido atacadas
por insectos. Con la ayuda de una pinza se quebrd
el endocarpo, al cual quedaron adheridos los
tegumentos seminales, se extrajeron los embriones
y luego de descartar los oxidados y dafiados se
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Fig. 1. Localizacion de las poblaciones de
Calophyllum brasiliense.
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registro el numero de embriones sanos. La ruptura
del endocarpo permitié identificar las semillas
vanas, que también se eliminaron.
Inmediatamente después de procesados los
frutos, se evaluo la capacidad de germinacion,
para ello se dispusieron los embriones entre arena
contenida en bandejas de plastico transparente que
se expusieron a 8 h de luz y 25°C. Se llevaron a
cabo cuatro repeticiones de 25 embriones.
Semanalmente se contaron las plantulas
normales, y el establecimiento de las mismas fue
el criterio para considerar las semillas germinadas.
Para calificar como normal a una plantula se tuvo en
cuenta las Reglas Internacionales para los Ensayos
de Semillas (ISTA, 1999) segun las cuales una
plantula normal debe ser capaz de continuar su
desarrollo en planta normal cuando se la cultiva
en suelo de buena calidad y bajo condiciones
favorables. Se calcul6 el poder germinativo (PG)
expresado como la proporcion porcentual de
semillas que germinaron en condiciones ideales.

Andalisis de la relacion tamariio de la planta madre y
cantidad de frutos producidos

Se realiz6 en 2010 con material procedente de
SI. En el campo se midi6 la circunferencia del
tallo a la altura del pecho (CAP) y se cosecharon
los frutos manteniéndolos separados por individuo
los cuales luego se contaron en el laboratorio. Se
evaluo la existencia de correlacion entre la CAP y
la cantidad de frutos producidos a través del analisis
del coeficiente de Pearson (P<0,05) empleando el
paquete estadistico Statgraphics (2009).

Comparacion de los métodos para determinar
el contenido de humedad de los embriones de C.
brasiliense

Se realiz6 en 2011 con material procedente de
PV. Se trabaj6 con embriones extraidos de semillas
procedentes de frutos cosechados dos dias antes
y se evaluaron dos factores, la temperatura y el
modo de procesar los embriones, cada uno con dos
niveles. Las temperaturas probadas fueron 105°C
por 24 h 'y 130°C por 1 h; y se pusieron embriones
enteros y embriones cortados; de la combinacion
de los niveles de los factores se obtuvieron cuatro
tratamientos que se detallan a continuacion: 105°C
por 24 h con embriones enteros y con embriones
cortados y 130°C por 1 h (método de estufa a alta
temperatura) con embriones enteros y embriones
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cortados. El contenido de humedad (CH) se estimo
a partir de la diferencia de peso al comienzo y final
del procedimiento segin la formula: CH=(peso
inicial-peso final)/(peso inicial- peso del recipiente).
Se hicieron tres repeticiones de cinco embriones.
Luego se analizaron los resultados a través de un
ANOVA (P<0,05).

Evaluacion del contenido de humedad de los
embriones extraidos de semillas procedentes de
frutos de diferentes cosechas

En PV, de abril a agosto de 2011, una vez al mes,
se cosecharon frutos del suelo, del tamafio de los
frutos maduros y de coloracion verde clara lo cual
indicaba que se habian desprendido recientemente
de la planta madre.

Luego se determiné el CH mediante el método
de estufa a alta temperatura con embriones enteros.

Evaluacion del poder germinativo en relacion al
contenido de humedad

Se emplearon frutos cosechados en agosto de
2011 en PV. Para ello se realizdé una evaluacion
inicial del CH y del PG inmediatamente después de
la extraccion de los embriones, luego se los puso
entre capas de silicagel y cada 5 dias se evaluaron
las mismas variables.

El CH se determiné por el método de estufa a alta
temperatura con embriones enteros y el PG a través
de un ensayo de germinacion, ambos realizados y
evaluados del modo descripto.

Se calculd el coeficiente de correlacion de
Pearson para estimar la asociacion entre el PG y
el CH.

Evaluacion de las condiciones de almacenamiento

Se emplearon frutos cosechados en 2012 en PV.
Evaluacion inicial: se determin6 el CH inicial y
el PG inicial de embriones extraidos de semillas
recién colectadas. EI CH se determind por el
método de estufa a alta temperatura con embriones
enteros y para estimar la capacidad de germinacion
se sembraron embriones segin las condiciones
ya descriptas, se realizaron tres repeticiones de
25 embriones. Se evalud el PG, la velocidad de
germinacion a través del indice de velocidad de
germinacion (IVG) que se calcula mediante la
sumatoria de los cocientes que resultan de dividir
el nimero de semillas germinadas por el tiempo
al cual germinaron (Maguire, 1962) y el T50
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considerando el nimero de dias al cual se registra el

50% de la germinacion. Con el fin de identificar un

método de almacenamiento que permita prolongar

la viabilidad de las semillas de C. brasiliense se
realizaron las siguientes evaluaciones.

a) Evaluacion del efecto del recipiente en el
almacenamiento de semillas. Se almacenaron
semillas con endocarpo en bolsas de polietileno
de baja densidad y 25,67/m?> de gramaje, y
tamafio 15%10 cm; 100 semillas por bolsa y
semillas con endocarpo en frascos de vidrio con
300 cm’ de capacidad, 100 semillas por frasco.

b) Evaluacion del efecto del recipiente en el
almacenamiento de embriones. Se dispusieron
los embriones en bolsas de polietileno de iguales
caracteristicas que las mencionadas. También se
almacenaron embriones en bolsas de papel de
7,5%13,5 cm. En cada recipiente se guardaron los
embriones extraidos de 100 semillas.

¢) Evaluacion del efecto del endocarpo. Se comparo
el efecto de almacenar en bolsas de polietileno
las semillas con endocarpo y los embriones.
Todos los recipientes fueron almacenados en

heladera a 15+2°C hasta el momento de la siembra.

Cada 15 dias se tomaron muestras y se realizaron

ensayos de germinacion. En los casos en que se

almacenaron semillas con endocarpo los embriones
se extrajeron inmediatamente antes de la siembra.

Al momento de hacerlo se advirtid6 que algunas

semillas eran vanas y otras contenian embriones

afectados por larvas o por oxidacion. Por ello se
estim6 el porcentaje de pérdida y el porcentaje
real de germinacion calculado como el producto
del PG por el porcentaje de embriones en buenas

condiciones, sobre 100.

Los resultados de cada tratamiento se analizaron
mediante ANOVA considerando el tiempo
de almacenamiento y cuando se encontraron
diferencias significativas se compararon las medias
con el Test de Duncan. Se evalu6 la asociacion entre
las variables PG, IVG y T50 en funcion del tiempo
a través del coeficiente de correlacion de Pearson
(P<0,05).

Evaluacion de las plantulas anormales

Fueron consideradas plantulas anormales
aquellas que presentaron estructuras esenciales
irreparablemente defectuosas que le impidieran
desarrollarse en una planta normal (Bekendam &
Grob, 1979). Durante el experimento se registro la

cantidad de plantulas anormales establecidas y se
las caracterizo.

REsuLTADOS

Evaluacion de las poblaciones
A continuacion se describen las caracteristicas de

las poblaciones.

a) Poblacion SI. Los individuos produjeron frutos
desde abril a septiembre en forma desigual. En
2009, se identifico un total de 13 ejemplares que
producian frutos. El PG fue de 67%. En 2010 se
encontraron ocho individuos produciendo frutos.
En abril se cosecharon frutos del suelo pero al
momento de extraer el embrion se hallé que no
estaban completamente desarrollados. La colecta
fue sumamente escasa hasta septiembre, mes en el
que de los ocho arboles se cosecharon 1259 frutos,
de los cuales se obtuvieron 342 (27%), embriones
sanos, completos y sin evidencia de oxidacion. El
PG fue de 77%.

b) Poblacion RO. En 2009 el fragmento de Rincon
Ombu estaba compuesto por 20 arboles en
fructificacion, que habian producido abundante
cantidad de frutos y presentaba un rico banco de
pléantulas. Para igualar al nimero de individuos de
la poblacion SI se evaluaron 13 arboles de los que
se recolectaron 2272 frutos. El PG fue de 72%. A
inicios de 2010 y pese a la altitud del terreno, 82 m
s. n. m., esta poblacion se encontraba seriamente
afectada por la inundacion y los ejemplares
sobrevivientes produjeron muy pocos frutos.

c¢) Poblacion PV. En este lugar muchas zonas del
suelo son pantanosas y otras muy humedas.
En el transcurso de las diferentes visitas fueron
identificaindose arboles muy altos cuyas ramas
productoras de frutos superaban la altura de la
pértiga lo que determind que la cosecha se realizara
del suelo. Se observo un rico banco de plantulas. El
PG fue de 79% en 2011 y 95% en 2012.

Analisis de la relacion tamario del arbol y cantidad de

frutos producidos

En la tabla 1, se presenta la CAP de los individuos,
el nimero total de frutos por arbol y la cantidad de
embriones sanos extraidos. La correlacion entre el
tamafio de los arboles, expresado a través de la CAP,
y la cantidad de frutos producidos no fue significativa
(r=0,42; P=0,05).
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Tabla 1. Caracteristicas de los arboles de

Calophyllum brasiliense de la poblacion Sl.
Septiembre de 2010.

- Numero de frutos emlt:rlijai? sdaen e
102 63 32
160 283 71
223 128 31
73 146 31
95 118 80
184 332 36
130 141 37
133 48 24

Solo de un 27% de los frutos se obtuvieron
embriones sanos, completos y sin evidencia de
oxidacion, aunque al momento de la colecta todos
tenian buena apariencia.

Comparacion de los métodos para determinar
el contenido de humedad de los embriones de C.
brasiliense

Todos los tratamientos son utiles para determinar
el CH en embriones de C. brasiliense. No se detectd
diferencia en CH (F= 0,00) (Fig. 2).

Evaluacion del contenido de humedad de los
embriones extraidos de semillas procedentes de
frutos de diferentes cosechas

En las visitas realizadas en el transcurso del
afio 2011 se cosecharon frutos cuyo CH iba
disminuyendo. No obstante los frutos cosechados
en abril y en mayo aparentaban estar maduros, los

Contenido de humedad (%)
o
o

Enterns | Cortados Enteros | Cortados

105 °C 13a0°c

Fig. 2. Contenido de humedad (%) de los embriones

de Calophyllum brasiliense determinado con
distintos métodos.
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embriones eran pequefios con aspecto vitreo, la
coloracion no era blanquecina opaca propia de los
embriones maduros, y el CH era sumamente alto

(Fig. 3).

Evaluacion del poder germinativo en relacion al
contenido de humedad

El CH inicial fue de 41,79% y el PG de
79%. Conforme iba descendiendo el CH de los
embriones ¢l PG también lo hacia y fue nulo
cuando el CH se aproximé a 19% (Fig. 4) Las
variables PG y CH estan fuertemente asociadas
(r=10,97; P=0,05).

Evaluacion de las condiciones de almacenamiento

Evaluacion inicial: de las semillas tomadas para
este ensayo, se llevd a germinacion el 81% de los
embriones extraidos, dado que el 19% restante
estaba compuesto por embriones atacados por

Contenido de humedad (%)

Abril Mayo Junia Julio Agosto

Mes de cosecha

Fig. 3. Contenido de humedad (%) de los embriones
de Calophyllum brasiliense en las distintas
cosechas.
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301 27
20 1
10 4

Poder germinativo (%)

T T T T o o
41,79 3925 BE 2315 18,71 10,13

Contenido de humedad (%)

Fig. 4. Germinaciéon de los embriones de
Calophyllum brasiliense en relacién al contenido de
humedad.
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larvas, embriones infectados por hongos y por
semillas vanas. El CH de los embriones fue de
27,67%. Las plantulas se establecieron a partir
de los 24 dias de modo rapido, tal como sefala el
IVG de 0,5 y el T50 registrado a los 39 dias. E1 PG
fue de 95% y el porcentaje real de germinacion de
77%.

a) Evaluacion del efecto del recipiente en el
almacenamiento de semillas. El PG inicial fue de
95%, el IVG inicial de 0,5 y el T50 se registro a
los 39 dias.

Los embriones extraidos de semillas
almacenadas con endocarpo en bolsas de
polietileno fueron evaluados hasta la 31* semana
de almacenamiento. El porcentaje de embriones
sanos en condiciones de ser llevados a ensayo
de germinacion fue disminuyendo hasta llegar a
50% en la semana 31* debido a la oxidacion, la
infeccion o la presencia de semillas que habian
sido almacenadas vanas.

El PG se mantuvo hasta la segunda semana,
a partir de ese momento descendiéo en forma
gradual hasta la 21* semana para luego decaer
notoriamente (£, ,,=15,56; P<0,05) (Fig. 5).

El IVG también se mantuvo hasta la segunda
semana (F, ,=9,12; P<0,05) (Fig. 6), despu¢s fue
disminuyendo de modo constante tal como también
lo evidencio el T50 que alcanzé su maximo valor,
77 dias, en la ultima evaluacion. El PG y el
IVG se encontraron inversa y significativamente
asociados al tiempo de almacenamiento como lo
indican los coeficientes de correlacion (= -0,88

»
=

100

—~ @
S 5
m
a

Poder germinativo (%)
E

o 2 4 B

g8 10 12 14 18 Al 26 il
Tiermpo de almacenamiento (semanas)

mSemillas enbolsa de polietileno Semillas en frascos de swidrho

Fig. 5. Germinacion de semillas de Calophyllum
brasiliense almacenadas en bolsas de polietileno
y en frascos de vidrio. Letras distintas indican
diferencias significativas (P<0,05) segun Duncan.

en ambos casos). Por otra parte el T50 se encontro,
directa y moderadamente asociado al tiempo
(=0,57).

Al igual que con el tratamiento anterior, las
semillas almacenadas con endocarpo en frascos
de vidrio pudieron ser evaluadas luego de treinta
y un semanas de almacenamiento. El porcentaje
de embriones en condiciones de ser evaluados fue
disminuyendo al transcurrir el almacenamiento, y
al llegar a la Gltima evaluacion habia 27% menos
debido a las causas ya mencionadas. En este caso
el PG se mantuvo hasta la cuarta semana, después
fue disminuyendo con oscilaciones (F, ,=26,57;
P<0,05) (Fig. 5), hasta llegar a 67% en la ultima
evaluacion. Por su parte, el IVG se mantuvo hasta
la octava semana de almacenamiento (F' ”521=14,74;
P<0,05) (Fig. 6), pero luego la germinacion fue
tornandose mas lenta y en la tltima evaluacion el
T50 seregistrd alos 73 dias. E1 PG se asocid inversa
y moderadamente al tiempo de almacenamiento
como lo indica el coeficiente de correlacion (=
-0,62). El mismo tipo de asociacion se encontro en
el IVG (r=-0,75). El T50 aumento en funcion del
tiempo de almacenamiento (#=0,53).

b) Evaluacion del efecto del recipiente en el
almacenamiento de embriones. El PG inicial fue
de 95%, el IVG inicial de 0,5 y el T50 se registro
a los 39 dias.

El PG y el IVG de los embriones almacenados
en bolsas de polietileno se mantuvieron
hasta la décima semana de almacenamiento
=7,42; P<0,05) (Fig. 7), luego para la 16*
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Fig. 6. Velocidad de germinacion de semillas de
Calophyllum brasiliense almacenadas en bolsas de
polietileno y en frascos de vidrio.

Letras distintas indican diferencias significativas
(P<0,05) segun Duncan.
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Fig. 7. Germinaciéon de embriones de Calophyllum
brasiliense almacenados en bolsa de polietileno
y en bolsas de papel. Letras distintas indican
diferencias significativas (P<0,05) segun Duncan.

semana el primero habia disminuido un 64%
(F,,=32,26; P<0,05) (Fig. 8). En esta siembra,
que fue la tltima, solo un 36% de los embriones
almacenados pudo ser evaluado, debido a la
infeccion que presentaban y que luego termind por
destruirlos. Ambas variables, PG e IVG estuvieron
inversamente asociadas al tiempo (= -0,83 y
=0,64 respectivamente). Por otra parte el T50
fue de 40 dias y se asocio inversa y ligeramente al
tiempo de almacenamiento (7= -0,20).

Al almacenar embriones en bolsas de papel
el PG se mantuvo por dos semanas, después
descendi6 abruptamente y para la sexta semana los
embriones ya no germinaron (Fig. 7). Esta variable
estuvo asociada al tiempo de almacenamiento de
modo moderadamente alto (7=0,78). Al igual que
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Fig. 8. Velocidad de germinacion de embriones de
Calophyllum brasiliense almacenados en bolsa de
polietileno y en bolsas de papel. Letras distintas
indican diferencias significativas (P<0,05) segun
Duncan.
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Fig. 9. Germinacién de semillas y de embriones
de Calophyllum brasiliense almacenados en bolsa
de polietileno. Letras distintas indican diferencias
significativas (P<0,05) segun Duncan.

el PG, el IVG decay6 rapidamente (Fig. 8), tanto
es asi que después de cuatro semanas de estar
almacenados, los embriones necesitaron 56 dias
para alcanzar el 50% de la germinacion, es decir
16 dias mas con respecto al valor inicial. Al llegar
a la octava semana el ensayo de germinaciéon no
pudo llevarse a cabo debido a que el 100% de
los embriones estaba oxidado y extremadamente
deshidratado.

c) Evaluacion del efecto del endocarpo. A
las 16 semanas de almacenamiento en bolsas de
polietileno el porcentaje de germinacion de las
semillas con endocarpo fue de 53% y el IVG de
0,2 (Fig. 9 y 10), mientras que para embriones fue
de 17% y 0,07 respectivamente. Esta fue la tltima
evaluacion de los embriones debido a la infeccion,
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Fig. 11. Plantulas anormales de Calophyllum
brasiliense enfuncién deltiempo de almacenamiento.

sin embargo las semillas con endocarpo pudieron
ser evaluadas hasta la 31* semana aunque el PG
fue menor al 10%.

Evaluacion de las plantulas anormales
Exceptuando el tratamiento en el que los
embriones se almacenaron en bolsas de papel,

Fig. 12. Plantulas anormales establecidas en los
ensayos de germinacion. Ay B hipocdétilo en lazo. C.
Presencia de varios vastagos. D. Ausencia de raiz.

en los demas empezaron a establecerse plantulas
morfolégicamente anormales luego de cuatro
semanas de almacenamiento y su nimero
aumento hasta alcanzar un 23% después de
un almacenamiento de diez semanas (Fig. 11).
Las anormalidades consistieron en presencia de
varios epicoétilos (hasta tres inclusive), epicotilo
formando lazo y raices atrofiadas o ausentes (Fig.
12). También se observo una plantula albina.

DiscusioN

No obstante el cronograma de llenado del
embalse preveia alcanzar la cota 82 a fines de
2010 la poblacion de RO quedd practicamente
bajo agua en 2009; la de SI disminuy6 de tamafo
progresivamente y algunos individuos que
producian frutos dejaron de hacerlo o quedaron
en zonas netamente inundadas. Por su parte la
poblacion de PV, que se localiza proxima al inicio
de los esteros del Ibera, continudé produciendo
frutos.

Flores (2002) sefial6 para C. brasiliense que
el DAP de los arboles de los cuales se colecten
frutos no debe superar los 70 cm (esto es CAP
entre 126 y 220 cm) porque al ser mas grandes
suelen presentar deterioro fisioldgico, por ello se
considera adecuado el tamafio de los individuos
de SI. Ademas se constatdo que el tamafo, y en
consecuencia la edad de los arboles, no influyo
en la cantidad de frutos producidos, dado que esta
variable no estuvo asociada a la CAP. Es posible
que debido al disturbio que afectd a la poblacion
muchos factores que normalmente influyen en la
calidad de los frutos estén ocupando un segundo
plano o sean irrelevantes.

En muchas especies durante el proceso de
maduracion de los frutos ocurren modificaciones
que incluyen cambios notorios de la coloracion
que permiten distinguir facilmente a los frutos
maduros (Dias, 2001). Este no es el caso de C.
brasiliense cuyos frutos se mantienen verdes
a la madurez, aunque de color menos brillante
o verde-amarillentos (Bonner, 2008). En las
poblaciones analizadas se cosecharon frutos color
verde claro dado que esa coloracion fue el criterio
para considerarlos maduros. En el laboratorio
la identificacion de los frutos maduros fue mas
precisa y estuvo relacionada con la facilidad para

101



Bol. Soc. Argent. Bot. 50 (1) 2015

quitar el mesocarpo (despulparlos), aunque Joker
& Salazar (2000) indicaron que es el pericarpio en
su totalidad el que puede retirarse facilmente.

Otros indicios de madurez de los frutos suelen
ser la liberacion de la planta madre y el tenor
de agua que contienen las semillas, aunque la
madurez de los frutos no da la certeza de semillas
en ese estado, de modo que estas pueden estar en
proceso de maduracion y mantener un elevado
contenido de agua (Jara, 1996; Angdn et al.,
2006). En los estudios llevados a cabo por Lines
et al. (2006) en C. brasiliense, cuando los frutos
maduros comenzaron a caer de los arboles las
semillas contenian alrededor del 60% de humedad,
sin embargo en este estudio una humedad de 50%
era muy alta y no se correspondia con un estado de
madurez. Es posible que los frutos colectados del
suelo en abril y mayo de 2011 hubieran caido por
accion de fuertes vientos o tormentas y que en la
secuencia de recolecciones se tomaron frutos en
distintos estadios.

Para determinar el CH de las semillas las Reglas
ISTA (1999) solo aprueban los métodos directos
de estufa, por ello fueron los que se emplearon en
este trabajo. Entre las variantes probadas la mas
eficiente fue la de utilizar embriones enteros a 130
°C durante 1 h dado que evita el trabajo cuidadoso
que implica cortar los embriones sin que pierdan
agua.

Teniendo en cuenta la relevancia del CH en la
viabilidad de las semillas recalcitrantes se evalud
esta relacion y se establecio que en C. brasiliense
el CH préximo a 19% resultd letal, tal como
afirma Jara (1996) para todas las semillas de este
tipo. En los estudios realizados por Nery (2006)
un CH préximo a 21% resulto tan solo critico y a
partir de alli la germinacion comenz6 a descender,
en cambio Lines et al. (2006) establecieron
que las semillas germinaban (PG=9%) incluso
conteniendo 5% de agua, lo cual teniendo en
cuenta los conceptos de Roberts (1973); Ellis et al.
(1990); Hong et al. (1996) y Sacand¢ et al. (2004)
las definiria como ortodoxas.

Nery et al. (2007) sefialan que las semillas
maduras de C. brasiliense tienen aproximadamente
45,6% de humedad y un porcentaje de germinacion
de 93%, mientras que Vasquez et al. (2004)
informaron para semillas de Costa Rica de la
cosecha 1999 un CH de 43,5% y porcentaje de
germinacion de 60%; y para las de la cosecha
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2000, 36% de humedad y 90% de germinacion.
Ellos destacaron que ademas de existir diferencias
en la humedad de las semillas procedentes de
frutos con el mismo grado de madurez, las semillas
con bajo CH pueden presentar alto porcentaje
de germinacion siempre y cuando no hayan sido
secadas. Asi podria atribuirse la diferencia en
PG de 27% en 2011 y 95% en 2012 para semillas
con CH de 23,15% y 27,67% respectivamente,
al hecho de que las primeras fueron secadas
artificialmente.

El modo de evaluar los resultados en un ensayo
de germinacion debe estar relacionado con el
objetivo general de la investigacion, es asi que se
puede emplear un criterio botanico en el que se
considera que una semilla ha germinado cuando se
produjo la protrusion de la radicula o bien se opta
por una regla tecnologica y se cuentan las plantulas
normales. Evidentemente el modo elegido puede
dar diferencia en los resultados, porque varios
pueden ser los eventos que sucedan desde la
aparicion de la radicula hasta el establecimiento
de un individuo. En este trabajo se evaluaron
plantulas normales dado que complementa tareas
de restauracion en las que es necesario contar con
nuevos individuos a ser reclutados a parcelas en
el marco de una estrategia de conservacion mas
amplia. Lines et al. (2006) consider6 el mismo
criterio al estudiar el almacenamiento de semillas.
Ellos determinaron un CH de 21,30% y un PG
proximo a 80% en semillas procedentes de frutos
recién cosechados, luego las almacenaron en
bolsas de plastico con perforaciones, dispuestas en
cajas de plastico, a 15 °C durante 6 meses y al cabo
de ese tiempo lograron un PG de 8%.

Por otra parte, la bibliografia hace referencia
a porcentajes de germinacion como variable
para expresar la calidad de las semillas, pero
habiendo detectado en este trabajo los problemas
que presentan (semillas vanas y deterioradas) se
considera que el porcentaje de germinaciéon no
estaria expresando la verdadera calidad del lote
y por ello al momento de estimar la cantidad de
material a cosechar y almacenar seria necesario
tener en cuenta el porcentaje de pérdida de
semillas y el porcentaje real de germinacion En
este estudio se determiné un porcentaje de pérdida
inicial de 19% que resulté elevado respecto al 11%
informado por Sanchez (1995).

Con relacion al ensayo de almacenamiento, las
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evaluaciones iniciales indicaron un CH de 27,67%
y PG de 95%, no obstante el porcentaje real de
germinacion fue de 77%. Este resultado esta
proximo al obtenido por Vasquez et al. (2004),
quienes informaron porcentajes de germinacion
de 68% y 90% en semillas con 40% y 34% de
CH respectivamente. Cabe aclarar que este autor
sembré embriones con endocarpo y al final del
ensayo identifico vanas y deterioradas. Por su
parte, Nery (2006) a partir de dos lotes con CH
de 33,71% y 31,23%, registrd porcentajes de
germinacion de 83,9% y 89,4% respectivamente.
Si bien estos valores son elevados, debe tenerse
en cuenta que corresponden a plantulas con
hipocétilo de 5 mm de longitud.

La temperatura es decisiva para lograr el
¢éxito en el almacenamiento de las semillas
recalcitrantes, este factor influye en concordancia
con otros. Al respecto Salazar et al. (2000)
indicaron que en el tropico, donde la temperatura
oscila entre 20 y 30 °C y la humedad relativa del
aire es alta, las semillas de C. brasiliense pueden
ser almacenadas a granel por dos a tres meses, sin
embargo mas alla de este periodo se deshidratan y
el porcentaje de germinacion baja drasticamente.
Por su parte, Lines ef al. (2006) establecieron
que las semillas almacenadas a temperatura
ambiente durante seis meses presentaron 12,3%
de germinacion. Vasquez et al. (2004) informaron
que el almacenamiento a 15 °C con CH de 31,8%
fue el mejor tratamiento, aun asi no lo pudieron
extender mas alla de seis meses. Por su parte Nery
(2006) almacend embriones durante nueve meses
ag8°C.

Teniendo en cuenta que el tipo de recipiente
también influye en el almacenamiento, se considerd
la propuesta de Nery (2006) y se almacenaron en
bolsas de polietileno embriones con endocarpo.
En esas condiciones la germinacidon ocurrid
incluso después de treinta y un semanas de
almacenamiento, aunque en bajo porcentaje,
7,5%, pero como el material estaba deteriorado el
porcentaje real de germinacion fue de 3,7%.

En las semillas recalcitrantes las cubiertas
seminales ayudan a conservar la humedad
(Magnitskiy & Plaza, 2007) y C. brasiliense no
es la excepcion, dado que el almacenamiento de
semillas con endocarpo se extendié 15 semanas
mas que el de embriones.

Respecto a la velocidad de germinacion,

Vasquez et al. (2004) sdlo indicaron que la
germinacion de C. brasiliense es lenta, pero Nery
(20006) la determind calculando el IVG y establecio
que luego de tres meses de almacenar semillas en
bolsa de polietileno el IVG era mas alto que en
otros tratamientos. En este estudio el resultado de
la evaluacion de esta variable asume importancia,
dado que da cuenta del vigor de los embriones y
permite afirmar que el almacenamiento de semillas
en frascos de vidrio las mantuvo vigorosas hasta la
octava semana de almacenamiento.

Sanchez (1995) inform6 que las semillas que
han perdido humedad presentan germinacion mas
lenta y producen plantas débiles o anormales.
Ambos fendomenos se observaron en este trabajo.
Se encontr6 mayor cantidad de plantulas anormales
al almacenar semillas en frascos de vidrio, lo que
estaria indicando que ocurri6 deterioro gradual
y que las semillas se encontraban en una etapa
previa a la pérdida de viabilidad. En los otros
tratamientos el deterioro ocurrié mas rapido.

CONCLUSIONES

En virtud de los resultados se destacan los
siguientes aspectos:

* La poblacion de la Estancia “Puerto Valle”
produce semillas de buena calidad que al ser
almacenadas conservan la viabilidad durante
treinta y un semanas.

* Todos los tratamientos para determinar el CH en
embriones de Calophyllum brasiliense son ttiles.

e Para determinar el contenido de humedad, el
método de estufa a 130 °C durante una hora con
embriones enteros es el mas eficiente en términos
de trabajo y de tiempo.

* El contenido de humedad de los embriones de
18,71% resulta letal.

e La viabilidad de las semillas recalcitrantes de
C. brasiliense se conserva hasta la 12* semana
cuando son almacenadas a 15 °C en frascos de
vidrio.

* El almacenamiento de las semillas en frascos de
vidrio fue mas efectivo que en bolsas de polietileno
y permite conservar la calidad fisiologica por mas
tiempo.

* El almacenamiento de semillas con endocarpo
fue mas eficiente que el almacenamiento de
embriones.
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