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RESUMEN

Se evalud la eficiencia del método de almacenamiento para la conservacion de
semillas de Genipa americana procedentes de 6 poblaciones de la zona calida
del departamento del Quindio. El estudio se desarroll6 en el laboratorio de
Biotecnologia del Centro de Estudios e Investigaciones de Biodiversidad y
Biotecnologia de la Universidad del Quindio (CIBUQ). Se sigui6 la metodologia
sugerida por Bioversity International para el manejo de semillas en bancos de
germoplasma, con el fin de establecer un protocolo de almacenamiento para la
conservacion a corto plazo de semillas de la especie a través de la
determinacion de la temperatura y el sustrato de almacenamiento adecuado.
Asi mismo, se realizO un estudio morfométrico de las semillas de las 6
procedencias, siguiendo la metodologia de Mora y Casas (2005), con algunas
modificaciones, para analizar las variaciones morfométricas a nivel poblacional.
Las pruebas iniciales revelaron 75% de viabilidad, 43% de contenido de
humedad, 78% de porcentaje de germinacion, indice de velocidad de
germinacion de 2 semillas por dia y 23 dias en tasa de germinacion. Se
encontro que la silica gel reduce el contenido de humedad hasta 9% durante 72
horas, mientras que la Torlita solo hasta 28% en promedio. Los resultados
mostraron que para conservar las semillas es adecuado almacenar con Torlita
a 22°C entre 10-13% de humedad. Igualmente, se encontr6 un alto coeficiente
y factor de variacion en la forma de las semillas, varianza del 38% en el primer
componente principal y alta variabilidad intrapoblacional en volumen, peso y
largo de las semillas.

Palabras claves: Conservacion, semilla intermedia, viabilidad, germinacion,
contenido de humedad, morfometria.

ABSTRACT

We evaluated the efficiency of the method of storage for the conservation of
seeds of Genipa americana proceeding from 6 populations of the hot zone of
the department of the Quindio. The study was conducted in the Biotechnology
laboratory of the Center for Study and Research on Biodiversity and
Biotechnology at the University of Quindio (CIBUQ). It followed the methodology
suggested by Bioversity International for handling seeds in genebanks, in order
to establish a storage protocol for short-term conservation of seeds of the



species through the determination of temperature and substrate proper storage.
Likewise, we performed morphometric study of the 6 seed sources, following
the methodology of Mora and Casas (2005) with some modifications, to analyze
population-level morphometric changes. Initial tests revealed 75% viability, 43%
moisture content, 78% germination percentage, germination speed index of 2
seeds per day and 23 days for germination rate. It was found that the silica gel
reduces the moisture content to 9% for 72 hours, while the Torlita only up to
28% on average. The results showed that to preserve the seeds it is better to
conserve with torlita to 22°C among 10-13 % of humidity. Equally, we found a
high coefficient and factor of variation in the form of the seeds, variance of 38%
in the first principal component and high intrapopulation variability in size,
weight and length of seeds.

Key words : Conservation, intermediate seed, viability, germination, moisture
content, morfometry.



INTRODUCCION

En la actualidad la flora de los bosques tropicales del mundo esta siendo destruida
a un ritmo vertiginoso y numerosas especies estan al borde de la extincion.
Muchas poblaciones de especies de plantas tropicales han sido o estan siendo
reducidas a numeros peligrosamente bajos los cuales no aseguran la propia
perpetuacion de los ecotipos locales o especies enteras (Vazquez-Yanes & Rojas,
1996).

La inmensa diversidad de especies de plantas que representan los bosques
lluviosos tropicales del mundo, se refleja en una notable variedad de
caracteristicas de semillas; la duracion de la viabilidad de las semillas en la
naturaleza varia ampliamente entre especies. La longevidad promedio de la
mayoria de semillas es muy corta, porque éstas tienden a germinar mas rapido en
un ambiente boscoso, continuamente célido y humedo, o porque ellas son
deterioradas rapidamente por predadores y parasitos. Muchas semillas no estan
equipadas con las caracteristicas anatomicas y fisiolégicas necesarias para
conservar una prolongada Vviabilidad en condiciones naturales o de
almacenamiento (Vazquez-Yanes & Rojas, 1996).

El almacenamiento de semillas constituye uno de los procedimientos de
conservacion ex situ mas validos y extendidos en la actualidad, ya que permite la
conservacion del germoplasma de plantas valiosas y en peligro de extincion.
Ademas, las semillas presentan una serie de caracteristicas que hacen que su
almacenamiento sea el método mas eficaz y econdmico para la conservacion ex
situ de especies vegetales (Iriondo, 2001).

Con la estimacion del potencial de almacenamiento de semillas intermedias de G.
americana, cuyas poblaciones en el departamento del Quindio se encuentran
diezmadas, se estaria aportando al conocimiento en las practicas de
almacenamiento de especies forestales de la regidén para las cuales se carece de
protocolos en bancos de semillas como estrategia de conservacion.

Desafortunadamente, la investigacion mundial sobre el almacenamiento de este
tipo de semillas es escasa (Vazquez-Yanes & Rojas, 1996) y los bancos de
germoplasma almacenan en su mayoria muestras de plantas cultivadas (lriondo,
2001). Adicional a ello, el conocimiento de estas semillas es limitado, pues se han
realizado pocos estudios sobre los mecanismos fisiologicos y bioquimicos
involucrados en la sensibilidad a la desecacion.

Por esta razdn se requiere mejorar las practicas de manipulacion vy
almacenamiento de estas semillas, pues no se ha establecido un meétodo

17



satisfactorio para mantener la viabilidad de las especies intermedias intacta a largo
plazo.

La conservacion del germoplasma de especies forestales es de gran relevancia
para la subsistencia de la biodiversidad en los ecosistemas de bosque tropical del
Quindio. Estas especies tienen un valor socio-economico y ecoldgico intrinseco,
por la gran cantidad de productos y servicios ambientales que brindan. Sin
embargo, su alto valor comercial las tiene en amenaza por la accion del hombre.

En la actualidad, el Centro de Estudios e Investigaciones en Biodiversidad y
Biotecnologia de la Universidad del Quindio (CIBUQ), a través de sus lineas de
investigacion, ha propiciado el avance del conocimiento y la identificacion de
soluciones para detener la disminucion de las poblaciones naturales de especies
forestales arboreas amenazadas y vulnerables que abundan en la region; a traves
de la creacion del banco de semillas de especies forestales en el laboratorio de
Biotecnologia Vegetal del CIBUQ, como una valiosa herramienta para la
conservacion de estas especies.

En este sentido, las preguntas que ayudan a enmarcar el problema objeto de esta
investigacion son:

¢Existe un método eficaz que permita mantener la viabilidad de las semillas de
Genipa americana mediante almacenamiento controlado?

¢Es posible prolongar el tiempo de almacenamiento de semillas de Genipa
americana mas alla de pocos dias 0 meses?

18



1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial de almacenamiento de semillas de Genipa americana del
departamento del Quindio.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar la eficiencia de los tratamientos de almacenamiento (sustratos
de almacenamiento, temperaturas y tiempos) para la conservacion de
semillas de Genipa americana.

» Establecer un protocolo de almacenamiento para conservar semillas de
Genipa americana bajo los tratamientos identificados como 6ptimos.

* Realizar un analisis morfométrico de semillas de Genipa americana.

1.3 HIPOTESIS

Ho= Existe un efecto de la temperatura, tiempo y sustrato de almacenamiento
sobre la viabilidad, germinacion y contenido de humedad de las semillas.

Hi= No existe un efecto de la temperatura, tiempo y sustrato de almacenamiento
sobre la viabilidad, germinacion y contenido de humedad de las semillas.
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2. ESTADO DEL ARTE

En los Ultimos afios, han sido desarrollados algunos estudios sobre semillas
forestales en el Departamento del Quindio, a través de la linea de Biotecnologia
del Centro de Estudios e Investigaciones en Biodiversidad y Biotecnologia
(CIBUQ) de la Universidad del Quindio, en el cual se tienen registros a la fecha de
investigaciones en conservacion de semillas a través de almacenamiento tales
como:

* Andlisis y Ensayos de Almacenamiento para semillas de Hymenaea
courbaril y Enterolobium cyclocarpum del Quindio, realizado por Acero
(2005), quien reportd que los tratamientos fisicos y métodos de
almacenamiento mas adecuados para conservar las semillas de H.
courbaril por un periodo de 120 dias, son el almacenamiento en nevera a 5°
C en frascos plasticos; mientras que para E. cyclocarpum el
almacenamiento a 5°C en empaques de vidrio, bolsas y frascos plasticos
fueron los mejores. En el almacenamiento a -20°C se obtuvieron
porcentajes de germinacion y viabilidad mayores al 85% que son Optimos
para conservar las semillas.

» Banco de semillas de Albizia carbonaria y Cedrela odorata en el
departamento del Quindio, realizado por Garcia, et al. (2006), quienes
reportaron que para conservar las semillas de A. Carbonaria son
adecuados los tratamientos de almacenamiento a temperatura ambiental en
bolsas de aluminio y para C. odorata el almacenamiento a temperatura de
5°C y -20°C en bolsas de aluminio. Las semillas de ambas especies pueden
conservarse a -20°C, pues a esta temperatura se obtuvieron porcentajes de
germinacion superiores al 85%.

* Viabilidad y Ensayos de Almacenamiento para semillas de Tabebuia
chrysantha, desarrollado por Ospina & Suarez (2008), quienes encontraron
gue el mayor porcentaje de germinacion y viabilidad para las semillas, al
cabo de 5 meses de almacenamiento, se obtuvo con una temperatura de -
20°C, utilizando recipientes plasticos y de vidrio. Con el empaque de vidrio
transparente y cierre hermético a temperaturas de -20 y 5°C no se
registraron ataques por hongos.

o Estandarizacion del método para determinar el potencial de
almacenamiento de semillas de Luehea seemannii, realizado por Tusarma,
et al. (2008), los cuales mencionan que las semillas presentaron
porcentajes de germinacion de 60.3% y 44.2% de viabilidad a los 5 meses
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de almacenamiento, en recipientes de vidrio y bolsas aluminizadas al vacio
a temperaturas de 5y 9°C.

» Potencial de almacenamiento de semillas de Lafoensia punicifolia,
desarrollado por Urrea & Suarez (2009), quienes encontraron que las
semillas conservaron 55% de germinacion y 53% de viabilidad a 5°C, -20°C
y temperatura ambiente. La semillas permanecieron viables a 5° de
temperatura en recipientes de vidrio color ambar, con un contenido de
humedad entre el 5-8% durante 180 dias. Asi mismo obtuvieron valores
morfométricos de longitud polar y ecuatorial de la semilla, inferiores a los
reportados para la especie.

. Evaluacion del potencial de almacenamiento de semillas de Tabebuia rosea
(Bertol.) DC., realizado por Parra & Suarez (2009), quienes conservaron
semillas a 5°C, -20°C y temperatura ambiente en envase de vidrio color
ambar con tapa rosca y envase de vidrio transparente con cierre hermético
durante un periodo de seis meses; registrando que las semillas mantienen
un porcentaje de germinacion promedio de 67.87 hasta los 180 dias, sin
diferencias estadisticamente significativas entre uno u otro tipo de
empaque.

Con el objetivo de establecer un banco de germoplasma “In situ” de especies
forestales en el departamento del Quindio, Agudelo et al. (2006), efectuaron un
estudio en la Reserva Natural la Montafia del Ocaso, identificando especies
arbéreas raras y amenazadas, registrando un total de 740 individuos de 91
especies y 30 familias botanicas, de las cuales propagaron 32 especies de 19
familias, dentro de las cuales las mas representativas fueron Caesalpinaceae,
Arecaceae, Mimosaceae, Sapindaceae, Bombacaceae, Sapotaceae, Meliaceae,
Lauraceae y Euphorbiaceae. Algunas de las especies propagadas fueron:
Anacardium excelsum, Quararibea foenigracea, Enterolobium cyclocarpum,
Hymenaea courbaril, Pouteria lucuma, Genipa americana, Pouteria torta y
Chamaedorea linearis.

Del orden nacional, instituciones como CONIF desde el afio 1995 ha generado
estudios en el sector forestal, entre los que se destaca el desarrollo de protocolos
de germinacion y almacenamiento de semillas para 20 especies forestales nativas;
ademas del establecimiento de méas de 100 fuentes semilleras de 40 especies
forestales y el establecimiento de huertos semilleros con roble, aliso y teca
(CONIF, 2007).

Ceballos & Lopez (2007), a través de CENICAFE desarrollaron un estudio sobre

conservacion de la calidad de semillas forestales nativas en almacenamiento, en

el cual reportaron que las semillas de Alnus acuminata, Cordia gerascanthus y
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Guarea guidonia mantuvieron constante el porcentaje de germinacion a 12°C por
seis meses y el vigor germinativo fue influenciado por el tratamiento
pregerminativo (inmersion en agua, siembra directa en germinadores vy
escarificacibon mecanica, respectivamente). Asi mismo, las semillas de Juglans
neotropica mantuvieron la germinacion a 4°C y aumentd la velocidad de
germinacion con escarificacion previa. Las semillas de Retrophyllum rospigliosii se
conservaron a 12°C.

Algunos reportes de almacenamiento y tratamientos pregerminativos de semillas
forestales, desarrollados por Trujillo (1995), registran los resultados de
experiencias que dan una orientacion sobre las posibilidades de conservacion de
la viabilidad de mas de 100 especies.

Ademés, Correa & Echavarria (1997), desarrollaron un estudio sobre las
propiedades fisiologicas de las semillas de 6 Especies forestales de clima frio de
Colombia y encontraron que la aplicacién de tratamientos pregerminativos tales
como escarificacion fisica y quimica para acelerar la germinacion dio resultados
variados, pero los tratamientos fisicos fueron mejores que los quimicos.

En el plano internacional, Instituciones como CATIE y Bioversity International,
entre otras, han desarrollado guias y manuales sobre la manipulacion y
almacenamiento de semillas forestales.

Algunas investigaciones de importancia a nivel mundial sobre almacenamiento de
semillas forestales son las siguientes:

* Almacenamiento de semillas forestales en Panamd, desarrollado por
Aguilar (2000), el cual reporta almacenamiento por un afio a 5°C en bolsas
de papel de Acacia mangium y Eucalyptus camaldulensis; igualmente de
Swietenia macrophylla al 8.7% de humedad; Cedrela odorata, al 7.5% de
humedad; Pinus caribaea al 8.25% de humedad y Bombacopsis quinatum
al 6.46% de humedad, se conservaron en recipiente plastico por el mismo
tiempo y temperatura.

* Viabilidad de semillas de cinco especies forestales almacenadas al medio
ambiente, evaluado por Cabezas (1995), quien encontré que a 24°C y 33%
de humedad relativa promedio, en bolsas de papel kraft, las semillas de
Cordia alliodora, deben ser utilizadas durante los primeros 60 dias y las
semillas de Tabebuia rosea, Roseodendon donnell smithii y Andira inermis
durante los primeros 30 dias.

» Pruebas de almacenamiento de semillas de especies de arboles tropicales,
realizado por Gonzalez & Fisher (1995), quienes reportan que las semillas
de Virola koschny y Vochysia guatemalensis no toleraron la reduccion en el
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contenido de humedad con ningdn método; las semillas de Hieronyma
alchorneoides toleraron la reduccion de humedad hasta menos del 10%,
pero tanto el contenido de humedad como la temperatura de
almacenamiento afectaron la viabilidad.

Mdller (1995) en su estudio sobre almacenamiento de semillas de cuatro
especies forestales (Stryphmodendron excelsum, Vochysia guatemalensis,
Vochysia ferruginea y Dipteryx panamensis) nativas de la Region Huetar
Norte de Costa Rica, sugiere como mejor opcion almacenar las semillas a
15°C con alto contenido de humedad, por ejemplo en aserrin himedo, para
lograr mantener la viabilidad por tres meses, a pesar de los problemas de
germinacion que se pueden presentar.

Almacenamiento de semillas de Ramon (Brosimum alicastrum), realizado
por Puente (1995), quien almacend las semillas a 65% de humedad
relativa, temperaturas de 26 y 15°C en 4 envases (polipropileno sin carbén
y con carbon, polietileno calibre 300 con carbén y lamina de aluminio con
carbdén), encontrando que los mejores tratamientos a los 4 meses de
almacenamiento fueron el ambiente natural a 26°C y los envases de
polietileno y aluminio con porcentajes de emergencia de 34 y 45%.

Comportamiento en el almacenamiento de semillas intermedias del Arbol de
Neem en Burkina Faso, realizado por Sacandé, et al. (1996), quienes
mantuvieron semillas de frutos verdes y amarillos, a temperaturas de 20, 32
y 55°C con 75% de humedad relativa en tambores con circulacion de aire;
encontrando que el mejor resultado se obtuvo con semillas extraidas de
frutos amarillos y almacenadas a 55% RH y 20°C. Bajo estas condiciones
las semillas permanecieron viables por un afio.

Osmocondicionamiento, secado y almacenamiento de semillas de
Esenbeckia leiocarpa Engl (guarantd), Eucalyptus citriodora Hook vy
Eucaliptus grandis W. Hill (ex Mainden), realizado por Torres (1995), quien
utilizando un potencial osmético de 0, -0.2, -0.4 y -0.6 MPa inducidos con
agua destilada y polietilenoglicol 6000) secado (con papel toalla y con
secador capilar) y almacenamiento (a 5° y 20°C en frascos de vidrio
sellados con papel parafiim alrededor de la tapa de hule), obtuvo mejor
conservacion de las semillas cuando no se secan al aire, después del
osmocondicionamiento y son almacenadas a 5°C.

Influencia de la luz, profundidad de siembra y almacenamiento de Passiflora
edulis, realizado por Aular, Bautista & Maciel (1996), quienes utilizando
temperaturas de 5 y 26°C en envases cerrados observaron que la
emergencia total tiende a reducirse al disminuir la temperatura y la duracion
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del almacenamiento; entre el 10 y el 90% de la emergencia total tiende a
disminuir al aumentar la duracion del almacenamiento y el periodo desde
siembra hasta el 50% de la emergencia total tiende a disminuir al aumentar
la duracion y la temperatura de almacenamiento.

Desecacion, almacenamiento y germinacion de semillas de Genipa
americana, desarrollado por Salomédo (2004), quien reportd que la
temperatura Optima para la germinacion de las semillas es 30°C, el
contenido de humedad critico para las semillas estuvo entre 9 a 6%; la
capacidad germinativa fue mantenida durante un afio a través de un
almacenamiento a temperaturas de 5, 10 y 15°C, al 11% de humedad. Asi
mismo, se dio una drastica reduccién de la viabilidad después de la
exposicion a -20°C, sugiriendo un comportamiento de tipo intermedio para
las semillas.

Germinacion de Semillas de Zizyphus mistol Grisebach I. Viabilidad durante
el almacenaje en frio y a temperatura ambiente, realizado por Ardoz, Del
Longo & Karlin (2004), quienes a 7% de humedad, en envases plasticos y
temperaturas de 4°y 30°C, encontraron que el porcentaje de germinacion
se mantuvo durante 21 meses tanto a 4°C como a temperatura ambiente,
comenzando a declinar en ésta Ultima condicion a los 24 meses; la
velocidad de germinacion disminuyd a partir de los 9 meses de
almacenamiento en ambas condiciones pero en forma méas acentuada a
temperatura ambiente.

Rompimiento de la dormancia y temperatura Optima de almacenamiento en
semillas de Cassia fistula, realizado por Karaboon, et al. (2005), los cuales
utilizando temperaturas de 15, 28 y 37°C al 60% de humedad relativa en
cubos plasticos, encontraron que la escarificacion acida es 6ptima para
romper la dormancia de estas semillas y que el almacenamiento a 28°C es
adecuado para un periodo de almacenamiento de 12 semanas.

Cambios en carbohidratos solubles durante el almacenamiento de semillas
de Caesalpinia echinata, realizado por Garcia, et al. (2006), quienes a 6°C,
85% de humedad y 25°C a 80% de humedad en bolsas de papel y frascos
de vidrio, encontraron los niveles mas altos de monosacaridos en semillas
almacenadas a baja temperatura; los valores de glucosa y fructosa fueron
constantes en semillas almacenadas en bolsas de papel por 18 meses a
baja temperatura, decreciendo consistentemente en los tratamientos a
temperatura ambiente y en frascos de vidrio. Concluyen que pérdida de
germinabilidad de las semillas se podria asociar a bajos niveles de glucosa
y fructosa en relacion con la sacarosa.
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» Deterioro de la semilla de Swietenia macrophylla de dos procedencias bajo
distintos métodos de almacenamiento, desarrollado por Gémez, et al.
(2006), los cuales trabajaron con un contenido de humedad al 14, 12 y
10%, contenedores de metal, bolsa plastica y costales de fibra de agave,
almacenadas en cadmara fria y a temperatura ambiente; encontrando que la
viabilidad esté& relacionada con el contenido de humedad Yy es influenciada
por el tipo de envase. El envase “lata” fue el mejor, almacenado en camara
fria. Los &cidos grasos insaturados agilizaron el proceso de deterioro de la
calidad fisiologica de la semilla.

Los estudios realizados en el Quindio se han desarrollado en semillas forestales
de tipo ortodoxo con mayor éxito al almacenar a temperaturas de 5°C y -20°C,
utilizando empaques de vidrio, plastico y aluminio durante un lapso entre 120-180
dias.

En Colombia, los estudios han incluido tratamientos pregerminativos para las
semillas y experiencias para la conservacion de mas de cien especies forestales
principalmente nativas. Sin embargo la heterogeneidad de semillas forestales no
permite homologar una misma técnica de almacenamiento, ya que segun el tipo
de semilla pueden mostrar un buen comportamiento de almacenamiento o
deteriorarse rapidamente en condiciones similares.

A nivel mundial se ha trabajado con distintas especies forestales, principalmente
ortodoxas, se ha ensayado variedad de recipientes (bolsas de papel, polipropileno,
polietileno, aluminio, vidrio, plastico, metal, fibra vegetal), conservacion a
temperaturas entre 4-26°C, rangos de humedad de 6 a 85% y periodos que van
desde 2 hasta 21 meses de almacenamiento. Se han estudiado aspectos como el
osmocondicionamiento, influencia de la luz y profundidad de siembra en la
germinacion, rompimiento de dormancia, cambios en carbohidratos solubles y
acidos grasos en el almacenamiento.

Se tiene el reporte de almacenamiento de semillas intermedias del arbol del Neem
(Azadirachta indica) por un afio a 20°C y 55% de humedad relativa; ademas de un
estudio sobre almacenamiento de semillas de Genipa americana en el que se
recomienda utilizar temperaturas entre 5-15°C y 11% de humedad.

En sintesis, la investigacion sobre semillas forestales, si bien ha recopilado un
namero importante de estudios sobre almacenamiento, muy recientemente se esta
empezando a enfatizar sobre especies tropicales con semillas de tipo intermedio.
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3. MARCO TEORICO

La conservacién del germoplasma de especies forestales es necesaria para el
mantenimiento de la diversidad de los ecosistemas de bosque tropical de la
region. Estas especies brindan gran cantidad de productos y servicios a los
humanos y a los ecosistemas; sin embargo, su alto valor comercial las tiene en
peligro de extincién por la accion antropica.

3.1. ALMACENAMIENTO DE SEMILLAS

Mientras esté universalmente aceptado que el mecanismo mas efectivo y eficiente
para la conservacion es la proteccion de los habitats, también esta reconocido que
las técnicas de conservacion ex situ constituyen componentes criticos en un
programa de conservacion global (Iriondo, 2001).

Los bancos de semillas representan uno de los métodos mas efectivos de
conservacion ex situ, eficiente en términos de tiempo y espacio (Gold et al., 2004);
sin embargo, las muestras de semillas de plantas silvestres almacenadas en
bancos de germoplasma suponen menos del 2 % del total de germoplasma
almacenado, destinado esencialmente a plantas cultivadas (Iriondo, 2001).

La conservacion en bancos de semillas consiste en secar las semillas hasta bajos
niveles de humedad y almacenarlas a bajas temperaturas. Este método es apto
para un gran namero de especies con semillas ortodoxas, las cuales toleran la
desecacion. Sin embargo, las semillas de otras especies menos representadas en
la flora como lo son las intermedias, toleran parcialmente la desecacion y las
recalcitrantes son bastante sensibles a la desecacion (Gold et al., 2004).

El objetivo del almacenamiento ex situ para conservar especies forestales es
mantener la calidad genética vy fisiologica inicial del germoplasma hasta que este
sea usado o regenerado. La recoleccion de una buena cantidad de semillas por
muestra permite su uso en conservacion, investigacion y restauracion ecologica
(Gold et al.,, 2004). El logro de lo anterior requiere considerar los factores
genéticos y ambientales que afectan el germoplasma en el almacenamiento (FAO,
FLD, IPGRI, 2004).

La calidad de las semillas esta dada fundamentalmente por su capacidad para
germinar y producir una planta normal y estd determinada por un complejo de
condiciones que son el producto de las interacciones mas favorables entre las
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posibilidades genéticas de la especie y el medio bajo el cual las semillas son
producidas, cosechadas, procesadas y almacenadas. Asi las semillas
almacenadas requieren de ciertas condiciones que de no estar presentes, pueden
hacer perder la viabilidad y disminuir la germinacion ulterior de la semilla
cosechada (Febles et al., 2006).

Los efectos del procesamiento sobre la calidad de la semilla varian de acuerdo
con el grado de madurez del fruto en el momento de la recoleccién, del contenido
de humedad de la semilla y del manejo y tratamiento que hayan recibido antes del
procesamiento (Allen, 1957, citado por Vargas et al., 2004).

El primer componente de la calidad que muestra sefiales de deterioro es el vigor
de las semillas, seguido por una reduccion en la germinacién o de la produccién
de plantulas normales, y finalmente la muerte de las semillas (Salinas et al., 2001).

En el estado de madurez fisiologica las semillas alcanzan normalmente su maxima
calidad representada por el peso seco, potencialidad de germinacion y vigor. A
partir de ese estado comienza una disminucion progresiva de su calidad
fisiologica. El progreso del deterioro varia entre especies, entre lotes de semillas
de la misma especie y entre semillas del mismo lote. Una vez cosechadas las
semillas se deben almacenar bajo condiciones que reduzcan al minimo la
velocidad de deterioro (Ardoz et al., 2004).

Es conocido que los factores que en estrecha interrelacion pueden conducir al
deterioro, la pérdida del vigor y de la viabilidad total o parcial son: la temperatura,
la humedad, la presion de oxigeno, las bacterias, los hongos, los insectos y los
roedores (Febles et al., 2006).

Desde un punto de vista practico, hay dos factores criticos para el
almacenamiento de semillas: el contenido de humedad de la semilla y la
temperatura de almacenamiento.

El contenido de humedad final de las semillas depende de la especie y del
ambiente externo (FAO et al., 2004). Esto tiene importantes implicaciones para las
propiedades de almacenamiento de las semillas.

Las temperaturas optimas para el almacenamiento varian de acuerdo con la
fisiologia de los diferentes grupos de especies; por lo que el mejor método de
conservacion depende de las caracteristicas de almacenamiento de las semillas
(Vargas et al., 2004).
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3.2 SEMILLAS INTERMEDIAS

Una categoria de comportamiento de las semillas en almacenamiento ha sido
demostrada recientemente con semillas de café, palma aceitera, papaya y neem.
En esta categoria de semillas intermedias también se encuentra Genipa
americana. La principal caracteristica de este comportamiento es cierta
sensibilidad a la desecacion hasta un nivel de humedad relativamente bajo de 7 a
10% (en equilibrio con una humedad relativa ambiental de 30-50%) (Vazquez et
al., 1997). Sin embargo, las semillas, una vez desecadas, se dafian al someterlas
a bajas temperaturas y su viabilidad desciende rapidamente durante el
almacenamiento (Ellis et al., 1990, citado por Iriondo, 2001).

Segun Stanislav & Plaza (2007), entre 10% y 12,5% de contenido de humedad se
consideran intermedias.

El grupo intermedio no se encuentra aun bien definido, pero probablemente un
cierto numero de semillas de arboles forestales pertenecen a éste y parece que el
grupo intermedio aumentara cuando se hagan investigaciones en mas especies
forestales. Hasta ahora sélo se han encontrado semillas intermedias en especies
lefiosas, por lo que hay que determinar el comportamiento de las especie en
cuanto al secado y manejar cada especie segun el caso (Jara, 1996).

A pesar de esto, es posible almacenar las semillas "intermedias" por periodos de
alrededor de 10 afios, desecandolas hasta un 7-10% de contenido de humedad, y
manteniéndolas a la temperatura de un laboratorio (Vazquez et al., 1997).

Aln se ha investigado poco sobre las especies tropicales, especialmente las
forestales y posiblemente podria prolongarse la vida de las semillas si se pudiera
determinar, respecto de cada especie, la combinacién idénea de madurez de la
semilla, velocidad, condiciones y grado del secado y temperatura de
almacenamiento mas adecuada (FAO, 1991).

3.3 SUSTRATOS DE ALMACENAMIENTO

La silica gel es anhidrido silicico, aunque amorfo es obtenido a través de un
proceso industrial. Tiene una textura granular, es blanco con muchos poros, lo que
le confiere sus propiedades absorbentes. Cuando se deshidrata puede absorber
mas del 20% de su propio peso en agua. Si se ubica en un contenedor cerrado, su
balance con la atmédsfera confinada alcanza aproximadamente 10-12% de
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humedad relativa. El color mostrado por la silica gel es debido a un indicador
afadido; el mas usado ha sido el cloruro de cobalto. Esta sustancia le da al gel
deshidratado un color azul y un rosa palido cuando ha absorbido la humedad.
Puede alcanzar niveles de humedad de 2-3% mas bajos que los obtenidos por la
mayoria de desecadores y los mantiene indefinidamente en contenedores
herméticos; advierte de posibles anomalias en el contenedor cuando se usa en
combinacion con un indicador de color. Es posible regenerarla si se usa después
de un proceso de deshidratacion con calor. Retrasa el envejecimiento por
absorcion de gases toxicos producidos durante el proceso (Gomez, 2007).

La Torlita, conocida comunmente como vermiculita, es un mineral laminar que
tiene la apariencia de la Mica y contiene agua interlaminada. Esta compuesta
basicamente por Silicatos de Aluminio, Magnesio y hierro.
Su caracteristica principal es que al calentarla a una temperatura determinada, su
capacidad de expansion o exfoliacion produce que aumente de ocho a veinte
veces su volumen original. La vermiculita es limpia, no toxica y estéril. No se
deteriora ni se pudre. Es neutra (pH = 7,2). Es muy liviana en peso. Su poder
absorbente actla como regulador que previene el moho y la fluctuacién de
humedad durante el periodo de almacenamiento. Resiste amplias variaciones de
temperatura, retiene la humedad pero no se satura de agua, por su estructura
porosa. Es utilizada en horticultura para mejorar la germinacion y desarrollo de las
semillas.

3.4 DESCRIPCION DE LA ESPECIE

Genipa americana L, pertenece a la familia Rubiaceae. Conocido comunmente
como jagua, guaitil, arbol de tinta o turma de toro. Sinonimias: G. oblongifolia R. &
P., G. excelsa Krause y G. americana var. caruto Schum y Genipa caruto H.B.K.
Es un arbol dioico de 10 a 25 m de altura y 30 a 80 cm de diametro, (Figura 1a)
ramifica hasta 50% de su altura; fuste recto, cilindrico, ramas oblicuamente
ascendentes; copa umbelada o redondeada; follaje denso y pesado (Salazar-
Figueroa, 1999). Corteza lisa y gruesa, color gris claro con fisuras horizontales
(Mendoza et al., 2004). Hojas simples, opuestas, agrupadas al final de las ramas,
10 a 35 cm de largo y 7.8 a 18 cm de ancho, oblongo-ovobadas (Figura 1b),
coriaceas (Mendoza et al.,, 2004), color verde oscuro (Francis, 1993), con dos
estipulas interpeciolares que dejan cicatrices al caer (Jgker et al., 2003), peciolos
de 0.5 a 1 cm de largo; haz verde oscuro, glabro y envés verde claro, pubescente.
Madera dura, pesada, albura color crema y duramen pardusco violaceo (Salazar-
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Figueroa, 1999). Inflorescencias en cimas axilares o terminales, 5 a 10 cm de
largo; flores blanco-amarillentas, 2.5 a 4 cm de largo; caliz tubular, verde oscuro;
corola con pétalos unidos formando 5 I6bulos anchos, color amarillo palido; 5
estambres unidos a la corola (Figura 1d), ovario infero (Salazar-Figueroa, 1999).
Fruto tipo baya sub-globosa (Figura 1c), 9 a 15 cm de largo y 6.5 a 8.5 cm de
diametro, peso 200-400 g, con céliz persistente (Jgker et al., 2003) y brevemente
afilada al final del peddnculo con un corto tubo hueco en el apice (Morton, 1987);
corteza coriacea, olor agrio y pulpa suave amarillo-marrén con 1-2 cm de espesor
(Jaker et al., 2003); pared del fruto delgada y aspera, con capa delgada al interior
de 1 a 2 cm, pulpa suave amarillo-marron; cavidad central con mas de 300
semillas, encerradas en membranas dispuestas en hileras alrededor de un nucleo
central (Joker et al., 2003). Semillas duras, marrén-oscuro (UNCTAD y BTFP,
2005), forma plana a irregular, a veces rectangular (Saloméo, 2004), 10 a 12 mm
de largo, cubiertas con fibras internas del mesocarpo (Jgker et al., 2003); cubierta
delgada y marron-amarillenta y endospermo amarillo-blanquecino (Saloméao, 2004)
Se cuentan 10.000 en un kg (Jgker et al., 2003; UNCTAD, 2005). Germinacién
alta, pero con lento desarrollo inicial (UNCTAD, 2005).

i

Som 1on

Figura 1. Caracteristicas sobresalientes de G. americana. a. Habito de crecimiento, b.
Rama con flores. c. Fruto, d. Semilla.

Probablemente es originario de la Cuenca Amazénica y se esparcio a través de
los Trépicos Americanos por los humanos en la prehistoria. Crece naturalmente a
lo largo de ambas costas en México al norte del Istmo de Tehuantepec, a través
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de América Central y norte de América del Sur hasta Paraguay y norte de
Argentina. También se puede encontrar en las Antillas Mayores (a excepcion de
Jamaica) y en varias de las Antillas Menores (Francis, 1993) (Figura 2). Es una
especie helidfita de bosques semideciduos; su distribucion altitudinal varia de 0 a
1200m, con precipitaciones de 850- 3000 mm anuales y temperatura promedio
anual entre 20-27°C  (Salazar-Figueroa 1999). Prefiere éareas con suelo
ligeramente &cido (UNCTAD, 2005), moderadamente profundo, de fertilidad media
a elevada, bien drenado y textura franca a arcillosa (Salazar-Figueroa 1999).
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Figura 2. Distribucién actual de Genipa americana L. Fuente: Francis (1993).

G. americana florece asincrénicamente de manera periddica cada 3-4 meses, por
lo que un individuo puede presentar flores durante gran parte del afio (Arias et al.,
2006, Orozco & Gomez, 2006). No se tiene certeza en la estrategia de
polinizacion de las flores, ya que Joker et al. (2003) mencionan que las abejas son
qguienes las polinizan; mientras que Orozco & GOmez (2006) proponen que la
autopolinizacion puede ser el mecanismo de reproduccién de la especie, debido al
desarrollo similar y simultaneo de los estambres y el gineceo.

Fructifica durante todo el afio y un mismo individuo puede poseer frutos en todos
los estados de crecimiento debido a la periodicidad en la floracién y a la larga
durabilidad de los frutos (Arias et al., 2006, Orozco & Goémez, 2006). La especie
produce frutos en abundancia: 400 a 600 frutas por afio a los 15 o 20 afios de
edad (Francis, 1993).
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Orozco et al. (2002), mencionan que los frutos tardan hasta un afio para madurar,
incluso duran en el arbol hasta 26 meses; su crecimiento y desarrollo es dificil de
precisar, ya que depende del tamafio y condiciones climaticas, pues crece por
cortos periodos y entra en latencia varias veces al afio. Los frutos caidos en
estado verde son dificiles de descomponer por su dureza, y la degradacién dura
hasta 6 meses.

Los frutos son dispersados por el agua o por animales que se alimentan de la
pulpa que rodea las semillas (Jgker et al., 2003). Dentro de la fauna asociada
Arias et al. (2006) y Orozco & GoOmez (2006), observaron la presencia de la
hormiga arriera (Atta cepahlotes) que consume el follaje y frutos de esta especie.

Se han reportado semillas en las heces de monos (especies no especificadas) y
coyotes (Canis latrans) en Costa Rica. Probablemente un gran numero de
mamiferos salvajes y domésticos, aves y murciélagos ayudan en la dispersion de
las semillas (Francis, 1993).

La produccion de semillas es masiva y su dispersion es extensa, sin embargo, en
estado silvestre se encuentran pocas plantulas en estado avanzado
probablemente debido a un requerimiento de reduccion de la cobertura vegetal
para su establecimiento, ya que la especie no tolera la sombra densa. La especie
€S en su mayoria un componente menor en bosques primarios, creciendo por lo
usual como arboles solitarios. En contraste, la especie es comdn en tierras
previamente usadas para la agricultura, en particular en la cercania de viviendas
ya sea en uso o en desuso (Francis, 1993).

La especie presenta diversos usos desde medicinal y alimenticio hasta produccion
de materia prima, los cuales se mencionan a continuacion:

La decoccion de la raiz es un fuerte purgante (Morton, 1987).

La corteza, rica en tanino (Francis, 1993), es usada para curtiembres (Francis,
1993 y Jgker et al., 2003).

La madera es de buena calidad y facil de trabajar, moderadamente dificil de
preservar y secar y es susceptible al ataque de termitas de madera seca (Francis,
1993 & Jeker et al., 2003). Es utilizada para multiples propésitos como: Postes,
lanzas, provisiones de fusil, aros de barriles, cajas, embalaje, arados, (Morton,
1987), mangos de herramienta, articulos torneados, materiales para ebanisteria,
pisos, paneles (Francis, 1993), armarios, construcciones livianas, lefla y usos
menores (Jaker et al., 2003).
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En 1970 una patente estadounidense fue archivada mostrando que la savia de G.
americana evidencio acciones antileucémicas en estudios animales (Morton,
1987).

Una preparacion hecha del arbol tiene la reputacion de ser la Unica sustancia
natural capaz de remover el pez parasitico de la América del Sur de tamafio
extremadamente pequefio (Vandellia sp.) que penetra los orificios del cuerpo
humano (Francis, 1993).

Las hojas se utilizan en casos de disenteria, gonorrea y como astringentes
(Mendoza et al., 2004); ademas sirven como forraje para ganado (Morton, 1987).

Las flores cocidas sirven como tonico y febrifugo (Mendoza et al.,, 2004); son
usadas para produccion de aceites aromaticos (Jgker et al., 2003) y producen
néctar para abejas mieleras (Francis, 1993).

El fruto es empleado en Brasil para elaborar una bebida popularizada (Genipapo)
(Mendoza et al., 2004); ademas es utilizado para preparacion de bebidas frias,
jalea, sorbete, conservas dulces, almibar, vino y helados (Morton, 1987);
igualmente como alimento de animales domésticos y silvestres (Francis, 1993),
repelente de insectos (Morton, 1987), para tefiir telas (Francis, 1993); para
extraccion de dientes (Mendoza et al., 2004). Uso medicinal como vermifugo,
diurético, febrifugo (Morton, 1987), sanacién de heridas y pequefias Ulceras
(Francis, 1993). Cientificos de Puerto Rico investigaron la presencia de principios
antibidticos y probaron la existencia de actividad antibittica en todas las partes del
fruto (Morton, 1987).

En tiempos pre-colombinos las tribus indigenas de la amazonia extraian de los
frutos verdes un tinte morado o azul que utilizaban como pintura corporal
(Mendoza et al., 2004 & Jgker et al., 2003); este era un uso muy comdn y
probablemente la razon para la amplia distribucion de la especie (Jgker et al.,
2003).

Las semillas pulverizadas son vomitivas y causticas (Morton, 1987).
La jagua ha sido utilizada como especie promisoria en modelos de recuperacion

de areas degradadas en ambientes del Estado de S&o Paulo (Silva et al., 1989,
citado por Andrade, et al., 2000).
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3. MATERIALES Y METODOS

4.1 AREA DE ESTUDIO

El Departamento del Quindio se localiza en la regidén centro occidental del pais,
entre el costado izquierdo de la cordillera central y el Valle del Rio Cauca, sus
coordenadas geograficas son 4°4'y 41"y 4° 43'y 18" de Latitud Norte y entre los
75° 23' 41" y 75° 53' 56" de Longitud Oeste. Sus limites son: Al norte con el
departamento de Risaralda en una longitud de 32 kms, al Este con el
departamento del Tolima en una longitud de 90 kms, al Oeste con el departamento
de Valle del Cauca en una longitud de 105 kms y al sur con Valle del Cauca y
Tolima. Comprende una superficie de 1.961, 8 km?, la cual representa el 0.2% de
la superficie nacional; de ésta, 38.1 km? corresponde a areas urbanas en las
cuales se concentra aproximadamente el 83% de la poblacién del departamento.
El Quindio se divide politico administrativamente en 12 municipios, siendo estos
Armenia (capital del departamento), Buenavista, Calarca, Cordoba, Circasia,
Filandia, Génova, La Tebaida, Montenegro, Pijao, Quimbaya y Salento (PGAR
Quindio 2003-2012).

La posicion de la nacion en la zona torrida del globo ha determinado la riqueza y
variedad de climas y su ubicacién en la cordillera de los Andes, con alturas que se
encuentran entre los 900 y 3000 metros de altura, donde convive una amplia
diversidad de especies animales y vegetales pertenecientes a regiones calidas,
templadas y frias, que determinan su produccion e identidad ambiental. La
temperatura media de las poblaciones del departamento oscila entre los 18 y 23°C
siendo los municipios mas calidos La Tebaida y Quimbaya (PGAR Quindio 2003-
2012).

Para el presente trabajo el muestreo se llevé a cabo en la zona calida del
departamento del Quindio, entre los 900 y los 1100 msnm (Tabla 1, Figuras 3-9).
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Tabla 1. Zonas de muestreo de G. americana en del departamento del Quindio.

Zonas de muestreo

Municipio

Quimbaya

Quimbaya

Montenegro

Montenegro

Pijao

Caicedonia

Vereda

Puerto
Alejandria

El Laurel

Puerto Samaria

San Pablo

La Moravita

*El Verdun

Finca, Hda o Reserva

Hda La Leyenda.

Reserva La Montafia del

Ocaso.

Finca La Tolda

Hda. San Pablo
Puente sobre el Rio La

Vieja.

Hda Las Acacias. Bosque
en margen izquierda
carretera Barcelona antes
de Barragan.

Finca Montegrande

Ubicacion

4° 38’ 565" N y
75° 50’ 895" O
1004 msnm

4°34' 08" Ny
75%1'03"0
1000 msnm

4° 33" 367" Ny
75°52' 612" O
1066 msnm
4° 28 658" N y
75°52' 758" O
1068 msnm

4° 38 565" Ny
75250’ 895" O
1074 msnm

*Nota: Debido a la escasez de individuos con frutos maduros necesarios para el
muestreo, se tomo material hacia el municipio de Caicedonia, por no encontrarse
arboles de la especie propiamente en el municipio de Tebaida, el cual se

encuentra dentro de la zona célida del departamento.
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Figura 3. Sitios de muestreo de Genipa americana en el departamento del Quindio

2006.

representados por cuadros de color azul. Fuente: OCHA
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4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Fase de campo

Previo a la colecta de los frutos se revisé el material del Herbario Universidad del
Quindio (HUQ), con el fin de ubicar los sitios de muestreo para la especie en el
Departamento, posteriormente se hizo un premuestreo para la identificacion de
fuentes semilleras y realizar un seguimiento del estado de madurez de los frutos
para la colecta.

4.2.1.1 Cosecha de frutos

Se colectaron frutos maduros de individuos de la especie, que estuviesen en
periodo de fructificaciébn durante un periodo de 3 meses, entre febrero y abril de
2009. De cada procedencia se colectaron aproximadamente 20 frutos maduros o
cercanos a la maduracién que no presentaran sefiales de deterioro, para un total
de 120 frutos. En los sitios de muestreo los frutos fueron colectados directamente
del arbol con un cortarramas; se muestrearon uno o dos individuos, ya que se
encontraron pocos arboles semilleros, los cuales aunque estaban en fructificacion,
presentaban en su mayoria frutos inmaduros. Para individuo se registraron
medidas de diametro y altura. Igualmente se tomaron las coordenadas geograficas
del sitio de muestreo con un GPS para tener ubicados los arboles semilleros.

Figura 4. Colecta material de la Hacienda La Leyenda, Vereda Puerto Alejandria,
municipio de Quimbaya.
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Figura 5. Colecta material de La Reserva La Montafia del Ocaso, Vereda El Laurel,
municipio de Quimbaya.

Figura 6. Colecta material de La Finca La Tolda, Vereda Puerto Samaria, municipio de
Montenegro.

Figura 7. Colecta material alrededores de Puente sobre el Rio La Vieja, Vereda San
Pablo, municipio de Montenegro.
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Figura 9. Colecta material Hacienda Las Acacias, Vereda La Moravita, municipio de Pijao.

Para el transporte del material colectado al sitio de procesamiento se utilizaron
bolsas plasticas con aberturas laterales, con el fin de permitir una buena
ventilacion de los frutos; las cuales estaban debidamente etiquetadas.

4.2.1.2. Estado de maduracién del fruto

Con el fin de identificar el estado de maduracion 6ptimo del fruto y trabajar con
semillas bien desarrolladas se hicieron mediciones de 60 frutos, 10 de cada sitio
de muestreo, para la determinacion del tamafio y peso adecuados (Figura 10).
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Figura 10. Estados de maduracion del fruto de Genipa americana para el
departamento del Quindio.

Los demas frutos colectados fueron descartados por tener tamafios muy pequefios
0 porque no llegaron a la madurez. Se tuvo en cuenta el ancho y largo, peso y
nuamero de semillas por fruto. Se utilizé un calibrador pie de Rey y una balanza
digital Navigator Ohaus con 0.1g de precision. También se registraron
caracteristicas organolépticas como color, olor y consistencia de los frutos.

4.2.2 Fase de laboratorio

4.2.2.1 Presecado y limpieza

En material colectado se ingres6 al laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad del Quindio (Anexo B). Una vez alli, se extrajeron las semillas a partir
de los frutos, abriéndolos con un cuchillo.

La limpieza de las semillas se realizo retirando todo tipo de material de desecho
gue no hiciera parte de la semilla como tal, inspeccionando las semillas para
detectar presencia de manchas oscuras en la semilla que indicaran dafio interno,
dafio por hongos o insectos, y excluyendo las semillas infestadas o deterioradas
del resto del material.

Después de limpiar las semillas con un cepillo de cerdas suaves, se secaron a la
sombra donde circulara el aire y evitando el calor, dispuestas en capas delgadas
sobre hojas de papel absorbente (Rao et al., 2007) durante 3 horas.
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4.2.2.2. Evaluacion inicial de la calidad

Las pruebas de calidad se realizaron de acuerdo a los protocolos establecidos por
Rao et al. (2007) que se mencionan a continuacion y a su vez se diligenciaron los
formatos de registro correspondientes (Anexos C y D).

4.2.2.2.1 Valoracioén del contenido de humedad

Para esta prueba se tomaron 40 semillas de cada procedencia para un total de
240 semillas. Cada grupo de 40 semillas se dividid en dos partes iguales, las
cuales fueron secadas por dos métodos diferentes: 20 semillas con silica gel y 20
con torlita. En los dos casos las semillas se introdujeron en frascos de vidrio con
selle hermético que contenian en el fondo silica gel autoindicador azul o torlita,
segun el caso. Para que las semillas no estuvieran en contacto directo con el
agente de secado se coloco un trozo de papel filtro entre ambos. El peso del gel
de silice utilizado fue igual al de las semillas (Rao et al., 2007) y la cantidad de
torlita correspondiod al volumen que ocuparon 20 semillas. Cuando el gel present6
cambio de coloraciéon de azul intenso a rosado o azul palido se reemplazo.

El contenido de humedad (CH) se determiné pesando las semillas en una balanza
digital Professional-Scale LT Series (Figura 11) con una precision de 0.1 g y
capacidad de 500g. Se tomaron datos de peso por 3 dias consecutivos a las
siguientes horas de secado: 0, 3, 5, 8, 12, 16, 20, 24, 36, 48 y 72 horas.

Figura 11. Balanza digital Professional-Scale LT Series utilizada en la toma de contenido
de humedad.
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Esto con el fin de determinar en qué tiempo las semillas alcanzaban un peso
estable, que indicara un contenido de humedad critico entre 10-13%; es decir el
nivel por debajo del cual la reduccion adicional en el contenido de humedad no
aumentaria la longevidad de las semillas en almacenamiento hermético (Rao et
al., 2007).

El Contenido de humedad (CH) se expres6 en términos del peso del agua
contenida en una semilla como porcentaje del peso total de la semilla antes del
secado, conocido como peso humedo o como base de peso fresco (pf)
(International Seed Testing Association [ISTA], 2005).

CHS (% pf) = peso fresco — peso seco x 100

peso fresco

4.2.2.2.2 Viabilidad

La estimacion del porcentaje de viabilidad de las semillas se G. americana se
realizé con muestras de 30 semillas de cada sitio de procedencia, para un total de
180 semillas.

Se hizo un corte longitudinal de las semillas con una cuchilla separando los
cotiledones (previa hidratacién por 2 dias en agua destilada, Figura 12a). Se
desecho la mitad de cada semilla y la otra mitad se cubrié con solucion de tincién
de tetrazolio al 1% en cajas petri (Figura 12b); éstas a su vez se sellaron con
papel aluminio simulando oscuridad y se mantuvieron a temperatura.
Posteriormente las semillas se lavaron con abundante agua destilada para
eliminar el exceso de colorante y se evalud el patrén de tincion de las semillas a
simple vista (Figura 12c).

Figura 12. Prueba de viabilidad con tetrazolio al 1% de las semillas de G. americana. a.
Hidratacion de las semillas para ablandar la testa, b. Diseccién de las semillas. c. Tincion
de la semilla.
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Para facilitar la interpretacion de la tincidn, las semillas se clasificaron en tres
categorias como se muestra a continuacion en la tabla 2.

Tabla 2. Categorias de viabilidad de las semillas de G. americana segun el patron de
tincion.

Categoria Color Porcentaje
de Viabilidad

>75%
I.  Semillas totalmente tefiidas que son viables.

II.  Semillas parcialmente tefiidas que pueden
germinar o no segun la intensidad y 50-74%
patrén de tincién.

[ll. Semillas libres de coloracién que no  son
viables. >50%

4.2.2.2.3 Germinacioéon

Se tom6é al azar una muestra de 60 semillas de G. americana de cada
procedencia, para un total de 360 semillas.

Previo a la germinacion las semillas se mantuvieron durante 10 minutos en un
recipiente con 2 ml de Tweeen 20, luego se enjuagaron con abundante agua,
seguidamente se dejaron en alcohol comercial por 10 minutos y se enjuagaron.
Por ultimo se desinfectaron con hipoclorito de sodio comercial durante 15 min, y
finalmente se enjuagaron con abundante agua cuidando que no quedaran restos
de agentes de lavado en las semillas a utilizar.

Posteriormente, las semillas se ubicaron en cajas petri, previamente esterilizadas
con alcohol al 70%; se coloco el papel sustrato en la parte inferior, cortado segun
el tamafo y la forma del recipiente. Se agregd un volumen de agua destilada
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segun el grosor del papel sustrato. Las semillas se dispersaron uniformemente de
modo que no quedaran en contacto unas con otras; a una distancia de 3 a 5 veces
el diametro de la semilla. Se utilizé cinca de enmascarar para sujetar las tapas de
cada recipiente y evitar que las semillas se contaminaran por esporas de hongos
dispersas en el aire. Cada caja petri portd un rétulo sobre la cinta de sellado con
los datos del nombre de la especie, tipo de tratamiento y la fecha de inicio de la
prueba (Figura 13). Las semillas se dejaron en luz a temperatura ambiente. Cada
3 0 4 dias el sustrato se rocio con 12 gotas de agua destilada y se hicieron los
respectivos conteos numero de semillas germinadas por dia, basado en una
longitud de la radicula superior a 0.5cm.

Figura 13. Prueba de germinacion de semillas de G. americana en cajas petri y
papel secante.

Se calculé el porcentaje de germinacion (PG), la tasa de germinaciéon (TG) y el
indice de velocidad de germinaciéon (IVG) conforme a lo indicado por Maguire
(1962), citado por Otegui et al. (2007).

Para determinar el porcentaje de germinacién se realizaron observaciones diarias
a partir del dia 15 después de la siembra, momento en la cual fue observada la
emergencia de las plantulas mediante conteos realizados durante 32 dias. Su
calculo se realizé de la manera siguiente:

PG = (N° de semillas germinadas)/ (N° de semillas sembradas) x 100

Para el célculo de la tasa de germinacion se utilizo la siguiente ecuacion

TG =(N1xT1+ N2xT2...+Nnx Tn)/(N°de semillas germinadas totales)
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Donde: Nn = N° de semillas germinadas en el dia n.

Tn = tiempo expresado en dias.

El IVG se calcul6 mediante la ecuacion:
WG=Py/ T1+Py/To+P3/T3+..+ P, /T,

Donde, P, P,, P3,..., Pn = nimero de semillas germinadas en el primer, segundo,
tercer y ultimo conteo de la evaluacion.

T1, T2, T3,...Tn = tiempo para cada germinacion.

4.2.2.3. Secado de las semillas

Se realiz6 con la metodologia descrita por Rao et al, 2007. Previo al
almacenamiento, las semillas fueron dispuestas sobre papel secante al interior de
una cabina desecadora con silica gel como agente absorbente (Figura 14) durante
un periodo de 48 horas, lapso de tiempo en el cual las semillas alcanzan un rango
de CH de humedad entre 10-13% determinado previamente en la prueba de
calidad inicial para la humedad de las semillas.

Figura 14. Cabina desecadora utilizada para el secado de las semillas de G. americana
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4.2.2.4. Alimacenamiento de semillas

Las semillas secadas en la cabina fueron pesadas en grupos de 150 semillas y se
introdujeron en bolsas ziploc de 14 x 10 cm, a las cuales previamente se les
afadio cantidades de silica gel o torlita equivalentes al peso o volumen respectivo
de las semillas de la bolsa y se separaron de las mismas a través de papel filtro;
esto con el fin de que los dos sustratos de almacenamiento ayudaran a mantener
la humedad de las semillas cercana al 11%.

Las bolsas fueron etiquetadas interna y externamente con el fin de identificar los
grupos de semillas a conservar. Posteriormente las bolsas se ubicaron al interior
de recipientes de vidrio con selle hermético.

Para el almacenamiento se utilizaron frascos de vidrio transparente con selle
hermético, segun lo recomendando por Gomez (2006) y Gémez (2007), quien
sugiere el uso del contenedor escocés con selle de goma en la tapa y silica gel en
el fondo. La transparencia de los contenedores es una cualidad clave cuando se
desea tener ventaja en el beneficio del método de silica gel para un monitoreo facil
y directo desde el exterior (Gémez, 2007).

Se requirieron 12 frascos de selle hermético, 4 para cada temperatura de
almacenamiento.

Asi mismo, se diligencié el formato de registro correspondiente (Anexo E).

Figura 15. Almacenamiento de semillas de G. americana. a. Temperatura ambiente, b.
Temperatura de -20°C y c. Temperatura de 5°C.

Posteriormente se almacenaron los recipientes bajo tres diferentes temperaturas:
Ambiente, 5°C y -20°C en el laboratorio de Biotecnologia de la Universidad del
Quindio (Figura 15).
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4.2.2.5. Evaluacion periodica de calidad de las sem illas

Cada 30 dias se realizaron pruebas para verificar la calidad de las semillas
mediante ensayos de contenido de humedad, viabilidad y germinacion de las
muestras conservadas, siguiendo la metodologia descrita con anterioridad. Este
procedimiento se repiti6 en 3 oportunidades, es decir hasta los 90 dias de
almacenamiento (Figura 16).

Seleccidn de fuente samillera Contenido de Homedad “abilidad  Germinacidn

l ~ 7

Pruebas de Calidad Perddcas

Colecta futos ﬂ

(Directamerte del arbal con
podadora de eatensan) AmiEre 5°C B

l Temperaturas
Procesamients y limpieza
(Bstraccidn de semilas v Torlia ﬁ Sikca Gel
remocion de restos dal o’ “‘-..‘_“‘ "_,..-’

l Conzervacion en Redpients hermaticn

Seleccion da semillas

Secado previo ﬂ

[wientilacion de semillas ala sombra)
Secado Final
{Caa desecadora con silica gel)

Fn.lehas de calidad iriciaks

/l\

Contenido de Humedad ‘abilidad Garmiracion

{Periodo de 72 horas) (Prueba Topografica de Tetrazolio) (Papel secante en cajas petr)

Figura 16. Metodologia para el manejo y conservacion de semillas de G. americana.

Para el caso de los ensayos de germinacion, se aplicaron 3-5 g del fungicida
Vitavax 300 disuelto en agua destilada debido a la alta incidencia de
contaminacion fangica. Asi mismo semanalmente se verificO de manera visual que
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la silica gel al interior de los recipientes herméticos presentara color azul; en caso
contrario, la silica rosada se reemplazo.

4.3. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO
El ensayo de almacenamiento siguié un disefio de bloques al azar en arreglo
factorial 3*4*2 con 24 tratamientos, 6 procedencias y 3 factores controlados:
Ambiente
1) Temperatura de almacenamiento, 3 niveles 5°C
-20°C
TO= pre-almacenamiento
2) Tiempo de almacenamiento, 4 niveles T1= 30 dias de almacenamiento
T2= 60 dias de almacenamiento

T3= 90 dias de almacenamiento

3) Sustrato de almacenamiento, 2 niveles Y Silica Gel
Torlita

Las variables de respuesta fueron las pruebas de Viabilidad, porcentaje de
germinacion y contenido de humedad.

La unidad muestral fue 22 semillas por tratamiento (10 en germinacion, 5 en
viabilidad y 7 en contenido de humedad), distribuidas de la siguiente manera
durante el almacenamiento:

Contenido de humedad: 7 semillas x 3 temperaturas x 2 sustratos de
almacenamiento x 3 tiempos de almacenamiento x 6 procedencias, igual a 756
semillas.

Viabilidad: 5 semillas x 3 temperaturas x 2 sustratos de almacenamiento x 3
tiempos de almacenamiento x 6 procedencias, igual a 540 semillas.
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Germinacion: 10 semillas x 3 temperaturas x 2 sustratos de almacenamiento x 3
tiempos de almacenamiento x 6 procedencias, igual a 1080 semillas.

Se utilizaron 2376 semillas en las pruebas de calidad durante el almacenamiento y
780 en las pruebas de calidad iniciales, para un total de 3156 semillas.

Se construyeron matrices de datos para las variables de respuesta. Para cada
matriz de datos se hizo un Andlisis de Varianza (ANOVA) empleando el paquete
estadistico Statistix versién 9.0 con el fin de determinar si existia diferencia
significativa para los factores (temperatura, sustrato y Tiempo de
almacenamiento) y si existian interacciones entre ellos con un nivel de
significancia del 95%. Los resultados de los porcentajes de germinacion fueron
transformados en arco seno previo al tratamiento estadistico, por Andlisis de
Varianza. El andlisis de la tasa de germinaciébn se bas6 en los datos
transformados al logaritmo natural y el indice de velocidad de germinacion a la raiz
cuadrada, con la finalidad de establecer homogeneidad de varianzas.

Para determinar cual de los tratamientos significativos era el mas adecuado se
aplico la prueba de comparaciones LSD hallando la Diferencia Minima Significativa
(DMS). Esta prueba consistio en determinar las medias generales de cada uno de
los tratamientos y determinar qué grupos eran significativamente diferentes.

Finalmente, se hicieron graficas mediante el programa Matlab (Version 7.0) para
mostrar las interacciones de segundo orden entre los factores, para los resultados
de la germinacion, viabilidad y contenido de humedad.

4.4. PROTOCOLO DE ALMACENAMIENTO DE Genipa americana

Se elaboré un protocolo donde se describe paso a paso la manipulacion y método
adecuado para el almacenamiento de las semillas de la especie segun los
resultados obtenidos en este estudio. Se tomé como base el manual de Bioversity
International para el manejo de semillas en Bancos de Germoplasma.

El contenido del protocolo toca aspectos basicos que van desde la colecta de la
semilla, transporte, manipulacion, procesamiento de material, pruebas de calidad
inicial de la semilla y tipo de almacenamiento sugerido.

Igualmente para la construccién del mismo se tuvo en cuenta informacion de otros
manuales y protocolos de especies forestales.
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4.5. ANALISIS MORFOMETRICO DE SEMILLAS

Se determiné el peso de las semillas (PS) de manera individual con una balanza
analitica Adventurer Ohaus con una precision de 0.0001g y se efectud por grupos
de 100 semillas por cada procedencia (Figura 17), luego se trabajé con pesos
promedios de semillas por fruto, con una muestra de 60 frutos.

Finalmente se evalué con un calibrador pie de Rey con una precisién de 0.1 mm,
en una muestra de 600 semillas los siguientes caracteres morfométricos: largo
(LS), ancho (AS), grosor (GS), relacién largo / Ancho (L / A) y volumen de la
semilla (VS) (Figura 18).

Figura 17. Toma de pesos de semillas de G. americana. Variables: a. Repeticion de
semillas para pesaje. b. Balanza Analitica.

Figura 18. Morfometria de semillas de G. americana. Variables: a. Ancho. b. Largo.
c. Grosor.
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Para la determinacion de la forma méas comuin de las semillas, éstas se
clasificaron en 5 categorias a saber: Triangular (1), circular (2), irregular (3),
rectangular (4) y elipsoide (5) (Figura 19).

-
" e

L & ) = d

4

Figura 19. Morfologia de semillas de G. americana. Variacion en formas:
ay d. Triangular, b. Circular, c. Rectangular.

Con el fin de describir las poblaciones se realizaron los andlisis para cada
caracteristica de la variable evaluada. Primero se utilizaron cuadros de estadistica
descriptiva: tamafio de la muestra (N), media (Prom.), desviacion estandar (Desv.),
valor maximo (Max.) y minimo (Min.). Luego para cada caracter morfométrico se
calcularon los valores de Coeficiente de Variacion (CV) y de Factor de Variacion
(FV), en éste ultimo caso se tom6 como base el caracter que mostrO una menor
variacion (lglesias & Tivo, 2006; Iglesias et al., 2006). Finalmente se realiz6 un
analisis de componentes principales mediante el programa MATLAB (Version 7.0).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 ESTADO DE MADURACION DEL FRUTO

A continuaciéon se mencionan las caracteristicas consideradas como indicadoras
del estado de madurez 6ptimo del fruto para la obtencion de semillas utilizadas en
el almacenamiento.

Los frutos maduros de G. americana presentan un color café-parduzco en la
totalidad del fruto y liquenes de color blanquecino en el exocarpo. Tienen una
consistencia blanda al tacto, pero no se abren con facilidad. El olor es agrio y
fuerte.

Cuando el fruto esta maduro carece de sustancias colorantes; ya que en estado
inmaduro posee un derivado de la genipina que al reaccionar con proteinas en
presencia de oxigeno produce un pigmento azul (Renhe, 2008) (Figura 20 a-b).

El nimero de semillas por fruto vario desde 50 hasta 350; con un promedio de 170
semillas. Estas se encuentran envueltas por fibras internas del mesocarpo, las
cuales presentan color amarillo-blanquecino (Figura 20b).*

Segun Villela & Peres (2004), citados por Silva et al., 2006, el almacenamiento de
las semillas debe ser iniciado en la madurez fisiolégica, y el mayor desafio es
conseguir que las semillas, después de un correcto periodo, aun presenten
elevada calidad fisioldgica.

Figura 20. Estado 6ptimo de maduracion de fruto y semillas de G. americana. a -b. Fruto
maduro. c. Semillas recubiertas con fibras internas del mesocarpo.

52



El tamafio 6ptimo de los frutos maduros para la colecta en el departamento del
Quindio, para la especie G. americana es: Ancho 6.57-8.19 cm y largo 9.9-13.23
cm (Figura 21, Anexo F).

Tamario de los frutos de G. americana

m Ancho

M largo

Medidasen cm

Ccaso 5. Pablo Moravita Pt Alej. Werdun Pt Sam.

Figura 21. Morfometria del fruto de G. americana. Variable Tamafio: Ancho y largo del
fruto de las seis procedencias.

El peso de los frutos de las seis procedencias varia entre 240-378 g (Figura 22,
Anexo G).

Peso de frutos de G. americana

| OMoravita

—:“ = San Pablo
OPto. Alejandria

OVerdun

Procedencia

EOcaso

OPuerto samaria

0 Peso(g) 500

Figura 22. Morfometria del fruto de G. americana. Variable Peso para las seis
procedencias
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Las caracteristicas morfoldgicas correspondientes al estado de maduracién del
fruto concuerdan con lo reportado por Saloméo &Silva (2006), quienes mencionan
gue los frutos maduros de la especie se caracterizan por presentar un pericarpo
color marron arrugado que contiene semillas poco adheridas a la pulpa marrén-
amarillenta.

El tamafio, peso y numero de semillas por fruto, presenta rangos de variacion
mayores a lo reportado en la literatura para la especie. Segun Silva et al. (2006),
los frutos producidos por individuos de la especie miden de 6 a 10 cm de largo y
de 4 a 7 cm de ancho, con un peso de 90 a 180 g y un promedio de 120 a 160
semillas por fruto. Asi mismo, Salom&o (2004) reporta un peso promedio de los
frutos de 175.5 g

Silva et al. (2006), también indican que los frutos maduros deben ser colectados
cuando tienen el maximo de tamafo y se desprenden de la planta naturalmente.

Autores como Kageyama et al. (1989) citado por Crestana et al. (1992),
mencionan que G. americana tiene frutos dehiscentes, flotantes, cuya abscision
se produce en las temporadas de mayor indice de lluvias. Por lo tanto, el periodo
de maduracién coincide con el periodo de mayor precipitacion, en el que la
flotabilidad es reducida y ocurre un aumento de la densidad, peso y volumen de la
fruta (Crestana et al., 1992).

Adicionalmente, Salomdo & Padilha (2006) mencionan que independientemente
del grado de maduracién del fruto de G. americana, existe incidencia fungica en
sus semillas. Probablemente, el grado de maduracién morfoldgica de los frutos de
G. americana no coincide con la maduracion fisiologica de las semillas, conforme
fue observado para semillas de otras especies.

5.2 EVALUACION INICIAL DE CALIDAD DE LAS SEMILLAS

5.2.1 Contenido de Humedad

El secado de las semillas con silica gel para el material procedente de la vereda
La Moravita del municipio de Pijao, presenta una reduccion del CH hasta un valor
critico de aproximadamente 10% en un lapso de 48 horas (Figura 23a),
alcanzando una reduccion hasta un 3.57% al cabo de 72 horas (Tabla 3). Por otra
parte, el secado con Torlita disminuye el CH solo hasta un 20% después de 72
horas (Figura 23b).
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Tabla 3. Comparacion del contenido de humedad de G. americana, obtenido por los
métodos de secado de silica gel y torlita para los seis sitios de procedencia de las

semillas.
Puerto Puerto
H Moravita San Pablo Alejandria Verdun Ocaso Samaria
o
r Contenido de Contenido de Contenido de Contenido de Contenido de Contenido de
a Humedad (%) Humedad (%) Humedad (%) Humedad (%) Humedad (%) Humedad (%)

Silica Torlita Silica Torlita Silica Torlita Silica Torlita Silica Torlita Silica Torlita
gel gel gel gel gel gel

0 42.55 42.86 42.59 42.59 44.44 43.59 44.26 42.86 41.67 37.29 47.92 48
3 37.20 39.13 40.38 42.38 42.86 33.33 41.38 42.4 39.13 36.21 40.48 45.83
5 35.71 38.73 35.71 42.06 41.18 30.16 39.28 41.93 36.82 35.31 39.02 44.68
8 325 38.32 36.73 4151 39.94 29.03 38.18 40.98 34.82 34.33 375 44.09
12 30.77 37.77 34.04 40.95 38.46 28.57 35.85 40 33.33 33.93 35.06 43.48
16  28.95 36.36 32.61 39.22 36.51 27.87 33.33 38.98 31.37 33.33 32.43 42.22
20 27.03 34.88 31.87 38.98 33.99 26.67 30.61 36.84 28.57 32.11 30.55 40.91
24 2394 33.33 30.34 38.00 31.51 25.93 26.09 33.33 27.68 31.23 28.57 40.23
36 15.62 31.70 27.91 36.73 24.53 25.42 16.05 30.77 22.22 30.71 26.47 39.53
48 10 26.32 22.5 36.08 16.67 24.14 11.69 28 14.22 30.19 21.87 38.1
72 3.57 20 8.82 34.04 9.1 18.52 8.11 25 8.62 29.12 16.67 36.58

Para el material procedente de la vereda San Pablo del municipio de Montenegro,
el secado de las semillas con silica gel requirié un periodo mayor a 48 horas pero
menor de 72 para alcanzar un CH critico (aprox. 66 horas) (Figura 23a), pues al
final del lapso de secado la humedad disminuy6 hasta 8.82% (Tabla 3). El secado
con torlita disminuye el CH solo hasta un 34.04% después de 72 horas de secado
(Figura 23b).

Las semillas colectadas en la vereda Puerto Alejandria del municipio de
Quimbaya, alcanzan un CH de 10% en aprox. 70 horas de secado con el método
de silica gel (Figura 23a), al cabo de 72 horas la humedad se redujo hasta el 9.1%
(Tabla 3). El secado con torlita logra reducir hasta un 18.52% el CH en el lapso de
72 horas de secado continuo (Figura 23b).

El CH de 10% para las semillas de la vereda Verdun, Municipio de Caicedonia, se
obtuvo en aprox. 60 horas de secado con silica gel (Figura 23a); pues al final del
lapso de secado la humedad se redujo hasta 8.11% (Tabla 3). El método de torlita
retiene la humedad hasta aproximadamente 30% durante un lapso de 72 horas de
secado (Figura 23b).

El CH critico de 10% para las semillas de la Reserva La Montafia del Ocaso,
Vereda el Laurel del Municipio de Quimbaya, se obtuvo en aprox. 66 horas de
secado con silica Gel (Figura 23a); al cabo de 72 horas de secado el CH fue de
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Porcentaje de humedad

8.69% (Tabla 3). EI método de torlita retiene la humedad hasta casi 29% al final
del secado (Figura 23b).

Contenido de humedad silica gel Vs. Tiempo Contenido de humedad torlita Vs. Tiempo
50
50 T T T T Moravita Moravita
451 San Pablo San Pablo
AN Pt Alejandria 451 Pt Alejandria
a0\ : Verdul Verdul
AN — Ocaso B ——— Ocaso
AN Pt Samaria 3 40 Pt Samaria
N 2
L i E D
30 S 35 7
<
L ] [)
25 2
© 30} 4
20 ] 2
i
@
15} B O 251 i
<)
10 | o
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5F i
0 L L L I 1 I L 15 L 1 L 1 I I 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
horas horas

Figura 23. Contenido de humedad inicial de G. americana para los seis sitios de
procedencia de las semillas. a. Método de secado con silica gel. b. Método de secado con
Torlita.

El CH para las semillas de Puerto Samaria, Municipio de Montenegro, disminuyo
hasta un 16.67% con el método de silica gel por un periodo de 72 horas (Figura
23a) y con torlita no bajé de los 36.58% durante el mismo lapso de tiempo (Figura
23b). En ninguno de los dos métodos se logré obtener un valor de CH critico, por
lo que el secado debié hacerse por un periodo mayor a 72 horas en este caso
(Tabla 3).

En promedio, las semillas de Genipa americana colectadas en los 6 sitios de
muestreo en el Quindio presentaron un CH inicial de aproximadamente 43%. El
meétodo de silica gel puede reducir el CH hasta aproximadamente un 9% durante
un periodo de 72 horas, mientras que con el método de torlita solo se logré reducir
hasta un 28% en promedio (Figura 24).
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Contenido de humedad promedio silica gel y torlita Vs. Tiempo
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Torlita
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Figura 24. Contenido de humedad inicial promedio de G. americana obtenido por los
métodos de secado de silica gel y torlita para los seis sitios de procedencia de las
semillas

La reduccion en el contenido de humedad obtenida por los métodos de secado
con torlita y silica gel difiere de lo reportado por Salomé&o (2004), quien encontro
gue después de 72 horas de secado con torlita el CH descendio hasta un 48.31%,
mientras que con silica gel el CH fue de 6.72%. Sin embargo, se corrobora que la
silica gel logra reducir la humedad a valores muy inferiores a los iniciales en
contraste con la torlita, que retiene menos la humedad.

Segun Salazar (1999), el contenido de humedad inicial para G. americana varia de
18 a 22%. Sin embargo, Saloméo (2004), encontré un contenido de humedad
inicial para las semillas de G. americana entre 44-46% en peso fresco; rango
cercano al valor promedio de contenido de humedad obtenido en este estudio.

De igual forma Salomé&o & Padilha (2006) reportan que la humedad inicial de las
semillas de Genipa americana estuvo directamente relacionada al grado de
maduracion de los frutos.

No obstante, como lo mencionan Salomé&o & Padilha (2006), el elevado grado de

humedad y la intensa actividad metabdlica con los cuales semillas no ortodoxas
son dispersas favorecen la supervivencia y la proliferacion fangica.
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El efecto del contenido de humedad en las semillas es probablemente el mas
importante de los factores que determinan la longevidad de las mismas (Holmes et
al., 1958; citado por Parra & Suarez, 2009), esto acompafiado de una disminucién
en la temperatura permite establecer una relacion cuantitativa para predecir la
viabilidad al cabo de determinado periodo de almacenamiento, siempre que
durante el mismo la temperatura y el contenido de humedad se mantengan
constantes (Ellis et al., 1980; citado por Parra & Suérez 2009).

Segun el contenido de humedad inicial obtenido para las semillas de G.americana,
son de tipo intermedio.

5.2.2 Prueba de Viabilidad

El porcentaje de viabilidad inicial promedio obtenido por el método de Tincién con
Tetrazolio para las semillas de G. americana fue de 75% (Tabla 4).

Como se observa en la tabla 4 y en las figuras 25 y 26, las semillas procedentes
del Ocaso fueron las que presentaron un mayor porcentaje de viabilidad inicial,
seguidas por las semillas de las veredas San Pablo y La Moravita, por lo tanto se
clasificaron en la Categoria | de semillas viables. Las semillas de Puerto Alejandria
presentaron la menor viabilidad inicial y se clasificaron en la categoria Il junto a las
procedentes de Puerto Samaria y Verdun.

Tabla 4. Prueba de viabilidad inicial de G. americana para los seis sitios de procedencia
de las semillas.

Proc edencia Viabilidad inicial (%)
Categoria | Categoria Il Categoria lll

Moravita 75

San Pablo 76

Puerto Alejandria 70

Verdun 74

Ocaso 80

Puerto Samaria 73

Promedio 75
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Figura 25. Viabilidad Inicial de semillas de G. americana. a. Moravita. b. San Pablo.
c. Puerto Alejandria. d. Verdun. e. Ocaso. f. Puerto Samaria.

Porcentaje de Viabilidad Inicial de
semillas de G. americana

|

J ® Moravita
u San Pablo
= Puerto Alejandria

mVerdun

Procedencia

m Ocaso

Puerto Samaria

65 70 75 80

Porcentaje de viabilidad (%)

Figura 26. Porcentaje de viabilidad de G. americana para los seis sitios de procedencia
de las semillas.
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Fisiologicamente es posible conservar los tejidos y estructuras de las semillas, asi
como las capacidades funcionales de las mismas bajo condiciones artificiales
controladas incrementando los intervalos de tiempo durante los cuales éstas
permanecen viables (Urrea & Suarez, 2009).

La prueba inicial de tincion con sales de tetrazolio mostré6 concordancia con los
porcentajes de germinacion iniciales registrados en este estudio (75% de
viabilidad y 78% de germinacion); ya que como lo indican Fogaca et al., (2006),
ésta prueba, es rapida y confiable en el andlisis de semillas y suministra
informaciones mas rapidamente que la prueba de germinacion. Ademas es
recomendada para evaluacion de varias especies forestales.

Como lo menciona Cherobini (2006), con el uso de la prueba de tetrazolio, se
puede separar las semillas en viables, poco viables, no viables y semillas muertas,
siendo ésta una prueba rapida para evaluar el vigor de los lotes de semillas.

Nascimento y Carvalho (1998), reportan que las concentraciones de la sal de
tetrazolio proporcionan las variaciones de tonalidades en embriones de G.
americana. Para la concentracion de 0,25% observaron un color rosa intenso,
dificil de interpretar en algunos casos, especialmente cuando se utiliza el periodo
de inmersidén en agua durante 12 horas. En la concentracion de 0,50% se obtuvo
una tonalidad rojo intenso y brillante que favorece la evaluacion visual. La
concentracion de 0,75% en el periodo de exposicion de cuatro horas, parece
haber sido excesiva, resultando en un rojo oscuro, por lo que es dificil de
interpretar. Los resultados indican como mejores las combinaciones de
preacondicionamiento en agua durante 24 horas, seguido de exposicion de los
embriones durante dos horas en una solucion de tetrazolio de 0,25% a 40 °C.
Otras combinaciones, sin embargo, dependiendo de factores circunstanciales, se
pueden utilizar con buenos resultados.

Entre los muchos problemas con esta especie, se puede destacar la rapida
pérdida de viabilidad de sus semillas, o que ha obligado a la siembra después de
la remocion de sus frutos, a fin de obtener los mejores resultados de germinacion.
Pruebas de germinacién se han completado s6lo después de unas semanas, por
lo que, dependiendo principalmente de las condiciones en que se almacenan las
semillas cuya germinacion se esta evaluando, el resultado al final de la prueba ya
no puede representar la germinacion real semillas (Nascimento y Carvalho, 1998).
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5.2.3 Prueba de Germinacion

El PG inicial obtenido para las semillas de G. americana fue de 78.33% durante un
periodo de 33 dias; la TG promedio fue de 23 dias y el indice de velocidad de
germinacion fue de 2 semillas por dia (Tabla 5, figuras 27 y 28). Las semillas que
presentaron los mayores valores de PG fueron las procedentes del Ocaso: 91.67 y
90% respectivamente; asi mismo tuvieron el mayor IVG de aproximadamente 3
semillas por dia. Las mayores TG se presentaron en las semillas de La Moravita
(26 dias) y Puerto Alejandria (25 dias). La germinacién se dio de manera uniforme
para los tres controles de temperatura (Anexo H). De igual forma no se presento
contaminacion fangica. Las semillas de G. americana provenientes de la Moravita,
Pijao presentaron un PG de 80% en un periodo de 33 dias, iniciando a los 20 dias;
con una TG promedio de 26 dias y un IVG de 2 semillas/dia (Tabla 5, Figura 28,
Anexo H).

Tabla 5. Prueba de Germinacion Inicial de G. americana para los seis sitios de
procedencia de las semillas: Porcentaje de germinacion, tasa de germinacion e Indice de
velocidad de germinacion

Procedencia Porcentaje de Tasade Indice de
germinacion Germinacion velocidad de
(%) (dias) Germinacion
(semillas/dia)
Moravita 80 26.20 1.85
San Pablo 90 20.96 2.72
Puerto 65 25.41 1.52
Alejandria
Verdun 80 24.90 2.05
Ocaso 91.67 18.54 3.07
Puerto 63.33 23.24 1.53
Samaria
Promedio 78.33 23.21 2.12

Figura 27. Germinacion de Semillas de G. americana.
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La prueba de germinacion de las semillas de San Pablo, Montenegro presentd un
PG de 90%, iniciando a los 14 dias y finalizando a los 33 dias. La TG fue de
aproximadamente 21 dias, con un IVG de 3 semillas/dia en promedio (Tabla 5,
Figura 28); presentandose dos picos de germinacion entre 15-17dias y 22-24 dias
(Anexo H). Ninguno de los controles de temperatura presentd contaminacion por
hongos.

El PG para las semillas provenientes de Puerto Alejandria, Quimbaya fue de 65%
durante un periodo de 31 dias. La TG correspondié a 25 dias aproximadamente, el
IVG fue de 1.5 semillas/dia (Tabla 5, Figura 28). La germinacion inicié a los 20
dias en el control de 5°C de temperatura (Anexo H).

El PG para las semillas provenientes de Verdun, Caicedonia fue de 80% durante
un periodo de 33 dias. La TG correspondié a 25 dias aproximadamente, el IVG fue
de 2 semillas/dia (Tabla 5, Figura 28). La germinacion inicié a los 16 dias en el
control de 5°C de temperatura (Anexo H).

Germinacion Inicial de Semillas

120 : —
I Forcentaje de Germinacion

|:| Tasa de Germinacion (dias)
100 |:| indice de Velocidad de Germinacién (# de semillas/dia)

80

60

40

Porcentaje de Germinacién

20

— [ — ™ [ —
Moravita S.Pablo Pt.Alej Verdul Ocaso Pt.Sam

Figura 28. Prueba de Germinacién Inicial de G. americana para los seis sitios de
procedencia de las semillas.

El PG de las semillas provenientes de EI Ocaso, Quimbaya fue de
aproximadamente 92% durante un periodo de 31 dias. La TG correspondio a 19
dias aproximadamente y el IVG fue de 3 semillas/dia (Tabla 5, Figura 28). La
germinacion inicio a los 12 dias en los controles de temperatura ambiente y -20°C,
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presentandose mayor numero de semillas germinadas entre los 13-20 dias (Anexo
H).

El PG para las semillas provenientes de Puerto Samaria, Montenegro fue de 63%
durante un periodo de 31 dias; la TG correspondio a 23 dias aproximadamente,
con un IVG de 1.5 semillas/dia (Tabla 5, Figura 28). La germinacion inici¢ a los 19
dias, presentandose dos intervalos de germinacion de 20-21 dias y 24-27 dias
(Anexo H).

El porcentaje de germinacion inicial (78%) y la tasa de germinacion obtenida (23
dias) concuerdan con lo reportado por autores como Salazar (1999), quien
menciona que el porcentaje de germinacién en semillas frescas varia de 65 a 90%
y que la germinacion se inicia de ocho a 15 dias después de la siembra y finaliza
de 25 a 30 dias después.

Saloméao (2004) reporta un maximo de germinacion inicial logrado a temperaturas
entre 15 y 30°C sobre papel secante con 12 horas luz por dia. La temperatura
ambiental empleada en esta investigacion, en la cual se observo germinacion,
coincide con lo anterior, pues se encuentra dentro de este rango de temperatura e
igualmente se empled germinacion en papel secante y exposicion a la luz durante
el dia.

Fogaca et al. (2006), reportan que las semillas de G. americana sembradas entre
papel de filtro a 30°C, germinaron mas rapidamente; igualmente observaron que el
grado de maduracién de los frutos no afectd el poder germinativo de las semillas,
siendo posible, asi, el aprovechamiento de semillas encontradas en frutos
inmaduros.

Por otra parte, Agudelo et al. (2006) obtuvieron un porcentaje de germinacion
inicial para la especie de 85% con un tiempo de germinacioén entre 20-35 dias a
través de propagacion in situ. Dentro de este lapso de tiempo germinaron la
mayoria de semillas de G. americana.

Salomao (2004) obtuvo altos porcentajes de germinacién prealmacenamiento para
G. americana en semillas secadas a contenidos de humedad entre 47 y 19%,
manteniéndose porcentajes altos en el secado con torlita y decreciendo por debajo
del 50% en el secado con silica gel a un contenido de humedad menor de 9%. Lo
anterior indica que las semillas de G. americana requieren de un contenido de
humedad superior al 10% para su germinacion.
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5.3. EVALUACION PERIODICA DE LA CALIDAD DURANTE EL
ALMACENAMIENTO

5.3.1 Contenido de humedad

Para esta prueba se obtuvieron valores entre 6.03 y 46.63 % (Tabla 6). Se registro
variacion en el CH tanto para las semillas almacenadas con silica gel como con
torlita y para los tres tratamientos de temperatura.

Tabla 6. Comparacion del contenido de humedad de G. americana durante el
almacenamiento con silica gel y torlita para los seis sitios de procedencia de las semillas.

Periodo de Procedencia Temperatura de Contenido de Humedad (%)
Almacenamiento almacenamiento
Torlita Silica gel
Ambiente 25.35 8.57
Moravita 5°C 25.49 8.57
-20°C 25.76 12.37
Ambiente 21.28 11.25
San Pablo 5°C 23.36 12.82
-20°C 23.36 16.09
Ambiente 28.55 19.86
Puerto Alejandria 5°C 35.63 25.31
-20°C 38.04 27.78
Ambiente 17.36 8.96
30 dias Verdun 5°C 19.38 10.32
-20°C 18.34 9.67
Ambiente 19.65 7.47
Ocaso 5°C 24.74 9.63
-20°C 24.27 9.31
Ambiente 32.14 16.54
Pto Samaria 5°C 34.38 21.80
-20°C 33.47 28.31
Ambiente 26.64 9.53
Moravita 5°C 26.64 8.57
-20°C 21.75 9.53
Ambiente 16.96 11.25
San Pablo 5°C 22.96 12.82
-20°C 21.28 14.46
Ambiente 28.55 23.82
Puerto Alejandria 5°C 28.90 19.86
60 dias -20°C 37.46 19.86
Ambiente 20.78 9.53
Verdun 5°C 22.4 9.53
-20°C 31.98 11.26
Ambiente * 7.72
Ocaso 5°C 25.49 7.07
-20°C 27.11 8.53
Ambiente 46.63 34.23
Pto Samaria 5°C * 15.58
-20°C 20.68 14.56
Ambiente 29.30 8.97
Moravita 5°C 26.73 9.63
-20°C 23.11 10.12
Ambiente 20.16 11.53
San Pablo 5°C 24.33 12.71
-20°C 20.08 12.37
Ambiente 33.25 20.70
Puerto Alejandria 5°C 40.45 21.46
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-20°C 30.18 19.24

90 dias Ambiente 24.81 9.20
Verdun 5°C * 9.83

-20°C 30.19 9.61

Ambiente * 6.33

Ocaso 5°C * 6.03

-20°C 24.60 7.12

Ambiente 43.81 16.49

Pto Samaria 5°C * 16.76

-20°C 29.71 18.25

*Contenidos de humedad que no se tomaron debido a ¢ ontaminacién flngica de las
semillas.

El ANOVA del contenido de humedad muestra que existen diferencias
significativas para los factores: Sustrato y tiempo de almacenamiento. (Tabla 7,
figuras 29 y 30).

Tabla 7. ANOVA para el porcentaje de Contenido de humedad de semillas de G.

americana.
Fuente Suma de Gl Cuadrado F-Ratio P-Valor
cuadrados Medio
Procedenc 5 2633.8 526.76
Sustrato 1 4629.4 4629.44 96.80 0.0000*
Temperatu 2 151.7 75.83 1.59 0.2093
Tiempo 3 700.4 233.46 4.88 0.0031*
Sustrato*Temperatu 2 68.8 34.39 0.72 0.4893
Sustrato*Tiempo 3 122.7 40.89 0.85 0.4667
Temperatu*Tiempo 6 249.3 41.55 0.87 0.5202
Sustrato*Temperatu*Tiempo 6 240.7 40.12 0.84 0.5424
Residual 115 5499.8 47.82
Total 143 14296.6

* Significativo al 0.95%

En la figura 29a, se puede observar que el tratamiento con el sustrato de torlita
presenta un contenido de humedad mayor (25.5%) comparado con la silica gel
(14.5%); para la figura 29b se observa que al transcurrir el tiempo el contenido de
humedad va disminuyendo gradualmente (23.5%, 20.5%, 19% y 17.4%
respectivamente).

En la figura 30 se puede observar que los porcentajes mas altos de contenido de
humedad para G. americana se presentaron almacenandolas en torlita con
temperaturas de -20°C. Hay gran variacion en el contenido de humedad en el
periodo de almacenamiento con valores que van desde el 16% hasta 31%.
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Figura 29. Medias de los porcentajes de humedad de semillas de G. americana para los

factores Sustrato de Almacenamiento a. Sustratos: 1. Silica gel y 2. Torlita. b. Tiempo de
almacenamiento: 0 meses, 1 mes, 2 meses y 3 meses.
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Figura 30. Interaccion de segundo orden entre tres factores: Tiempo, sustrato y
temperatura de almacenamiento para el contenido de humedad de semillas de G.
americana.
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Para determinar cudl de los tratamientos significativos es el mas adecuado y dada
la interaccion entre los sustratos se aplico una prueba de DMS para el contenido
de humedad de las semillas (Tabla 8); la cual muestra que los grupos A y B son
significativamente diferentes uno del otro, siendo A el grupo correspondiente a un
contenido de humedad promedio de 26% obtenido con torlita y B el grupo con 14%
de humedad obtenido por secado con silica gel.

Tabla 8. DMS para la comparacion de medias de factores para el contenido de humedad
de semillas de G. americana.

Factores Media Grupos
homogéneos

Temperatura
Ambiente 19.936 A
5°C 18.728 A
-20°C 21.241 A
Sustrato
Silica g el 14.298 B*
Torlita 25.638 A*
Tiempo
0 23.313 A
1 20.422 AB
2 18.720 B
3 17.418 B

* Diferencias significativas al 0.95%.

Para G. americana, se obtuvo variacion en el contenido de humedad entre 6-47%
aproximadamente para las semillas almacenadas. Segun los datos del anova, se
encontr0 que existen diferencias significativas existen diferencias significativas
para el tiempo y sustrato de almacenamiento. Las medias para los sustratos
presentaron diferencias significativas, observandose los valores mas altos en CH
con la torlita cuando se almacenaron a -20°C de temperatura. La disminucion del
CH durante el tiempo de almacenamiento fue gradual.

Salomao (2004) menciona que el secado de semillas de la especie a un contenido
de humedad critico entre 9-6% resulté en decrecimiento en porcentaje de
germinacion, al igual que en contenidos de humedad entre 38-42%. Sin embargo,
la germinabilidad (>80%) se mantuvo por 12 meses de almacenamiento a 5, 10 y
15°C de temperatura a 11% de contenido de humedad.

De acuerdo a lo anterior, el bajo porcentaje de germinacion registrado en semillas
almacenadas a 5°C pudo deberse a contenidos de humedad, menores o muy
superiores al 11%, considerado como Optimo para su conservacion.

67



Ademas, el contenido de humedad excesivo puede intervenir en la pérdida de
viabilidad de la semilla, pues estimula la germinacion, ain en condiciones
inadecuadas; por lo anterior la determinacion de la humedad en el procesamiento
de la semilla permite establecer si requiere acondicionamiento previo a su
almacenamiento; ademas indica el estado de conservacion de la semilla (Acero,
2005).

Segun Fonseca & Freire (2003), en el secado de las semillas que toleran
desecacion parcial deben ser considerados, ademas del grado mas pequefo de
humedad segura (correspondiente al nivel de humedad que puede ser alcanzado
sin perjuicios a la viabilidad de las semillas), el grado de humedad critico (abajo
del cual la semilla no soporta el secado) y el grado de humedad letal para cada
especie; ya que la variacion en la sensibilidad a la desecacion puede ocurrir,
ocasionalmente, entre diferentes lotes de la misma especie.

Como lo menciona Acero (2005), el ajuste en el contenido de agua es uno de los
factores importantes en el mantenimiento de la viabilidad durante el tiempo de
almacenamiento, ya que la reduccion de este factor retarda considerablemente los
procesos fisiolégicos, como la respiracion de la semilla y el consumo de
sustancias nutritivas almacenadas en sus cotiledones y disminuye asi mismo, la
proliferacion de hongos y bacterias, facilitando que las semillas se conserven en
buen estado y permanezcan viables por méas tiempo.

El contenido promedio de humedad de G. americana luego del secado, alcanzé
aproximadamente el 10% lo cual concuerda con la afirmacion de Trujillo (1991),
citado por Acero (2005), quien menciona que aunque el contenido de humedad
ideal de muchas de las especies tropicales permanece desconocido, se puede
afirmar, que un rango de contenido de humedad del 8-15% es adecuado para que
las semillas se conserven viables por largos periodos.

Los resultados muestran que existe sensibilidad a bajos contenidos de humedad y
gue las semillas no toleran la desecacién, pues pierden la viabilidad: igualmente la
combinacion de alto contenido de humedad y baja temperatura hace a las semillas
vulnerables al deterioro por el ataque de hongos xerotolerantes. Lo anterior se
atribuye a caracteristicas que presentan las semillas de tipo intermedias.

Finalmente, al determinar que el tratamiento y el método de almacenamiento mas
adecuado para conservar las semillas de G. americana es a temperatura
ambiental (aproximadamente 22°C), controlando la humedad con torlita y
empleando recipientes con selle hermético; se brinda un aporte que sirve como
base para el disefio de estrategias de conservacion para la especie e
investigaciones posteriores en otras poblaciones de la misma con miras a resolver
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los problemas de corta viabilidad, alta tasa respiratoria y alto contenido de
humedad; los cuales dificultan su manutencion.

5.3.2. Viabilidad

En esta prueba se obtuvieron valores entre el 10% y el 80% de viabilidad, con un
promedio de 42% y varios datos faltantes por contaminacién del material o pérdida
de viabilidad (Tabla 9).

Para las semillas almacenadas a 5 y -20°C hubo dificultad en la evaluacion de las
estructuras del embrion por la coloracion poco intensa de los tejidos a una
concentracion de tetrazolio al 0.1%.

Tabla 9. Prueba de viabilidad de G. americana durante el almacenamiento con silica gel y
Torlita para los seis sitios de procedencia de las semillas.

Periodo de Procedencia Temperatura de Viabilidad

Almacenamiento almacenamiento Torlita Silica gel

Ambiente 80 80

Moravita 5°C 60 60

-20°C 60 *

Ambiente 80 60

San Pablo 5°C 60 60

-20°C 80 *

Ambiente 60 80

Puerto Alejandria 5°C 30 70

-20°C 60 80

Ambiente 75 80

Verdun 5°C * 60

-20°C 55 *

Ambiente 60 40

. Ocaso 5°C 20 50

30 dias -20°C 10 A

Ambiente 70 60

Pto Samaria 5°C 50 50

-20°C 65 65

Ambiente 80 40

Moravita 5°C 50 50

-20°C 70 30

Ambiente 60 60

San Pablo 5°C 60 55

-20°C 80 60

3 Ambiente 60 80

60 dias Puerto Alejandria 5°C 20 20

-20°C 40 50

Ambiente 75 60
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Verdun 5°C 30 40

-20°C 40 30
Ambiente * 20
Ocaso 5°C 45 20
-20°C 10 *
Ambiente 60 50
Pto Samaria 5°C * 50
-20°C 50 40
Ambiente 70 40
Moravita 5°C * 10
-20°C 20 40
Ambiente 55 50
San Pablo 5°C 20 30
-20°C 30 20
Ambiente 60 45
. Puerto Alejandria 5°C 25 20
90 dias -20°C * 20
Ambiente 65 45
Verdun 5°C * 40
-20°C 50 30
Ambiente * *
Ocaso 5°C * 25
-20°C 40 60
Ambiente 50 45
Pto Samaria 5°C * 30
-20°C 25 55
*Valor correspondiente a semillas que no presentaron viabilidad debido a dafios

internos o contaminacion flngica.

El ANOVA para el porcentaje de viabilidad exhibe diferencias significativas para
los factores Temperatura y Tiempo y para las interacciones de primer orden:
Sustrato-Temperatura y Temperatura-Tiempo (Tabla 10, figuras 31y 32).

Tabla 10. ANOVA para el porcentaje de viabilidad de semillas de G. americana.

Fuente Suma de Gl Cuadrado F-Ratio P-Valor
cuadrados Medio

Procedencia 5 6070.2 1214.0

Sustrato 1 25.0 25.0 0.09 0.7698

Temperatura 2 7202.4 3601.2 12.40 0.0000*

Tiempo 3 36334.8 12111.6 41.70 0.0000*

Sustrato*Temperatura 2 2694.8 1347.4 4.64 0.0115*

Sustrato*Tiempo 3 559.7 186.6 0.64 0.5893

Temperatura*Tiempo 6 4551.7 758.6 2.61 0.0207*

Sustrato*Temperatura*Tiempo 6 3470.5 578.4 1.99 0.0725

Residual 115 33403.4 290.5

Total 143 94312.6

*Significativo al 0.95%.
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En la figura 31a se observa que la viabilidad de las semillas fue mayor a
temperatura ambiente (61%), y la mas baja se dio a los 5°C (44%); para la figura
31b se observa una viabilidad inicial que disminuye gradualmente durante el
almacenamiento (75%, 53%, 44% y 31%, respectivamente).

Means and 95% C.I. of Viabilida for Temperatu Means and 95% C.I. of Viabilida for Tiempo
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Figura 31. Medias del porcentaje de viabilidad de las semillas de G. americana para los
factores: Temperatura y Tiempo de almacenamiento. a. Temperaturas: 1, Ambiente; 2,
5°Cy 3, -20°C. b. Tiempo de almacenamiento: 0 meses, 1 mes, 2 meses y 3 meses.

La figura 32 muestra que la viabilidad de las semillas es mayor para el
almacenamiento a temperatura ambiente en torlita; la menor viabilidad se registro
en el almacenamiento a -20°C de temperatura y se evidencia como va
disminuyendo la viabilidad a medida que transcurre el tiempo.
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Interaccién tiempo, temperatura, sustrato para viab ilidad
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Figura 32. Interaccion de segundo orden entre tres factores: Tiempo, sustrato y
temperatura de almacenamiento para el porcentaje de viabilidad de semillas de G.
americana.

Para determinar cuél de los tratamientos significativos es el adecuado se aplico
una prueba de DMS para la viabilidad de las semillas de G. americana (Tabla 11);
la cual reveld6 que hay 3 grupos en los cuales las medias no difieren
significativamente unas de la otras.

Tabla 11. DMS para interaccién de factores en la viabilidad de semillas de G. americana.

Factores Media Grupos
homogéneos

Temperatura

Ambiente 60.229 A

5°C 47.104 B

-20°C 43.875 B

Sustrato

Silica Gel 49.986 A

Torlita 50.819 A

Tiempo

0 74.667 A

1 51.944 B

2 44.028 B

3 30.972 C
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Al evaluar la viabilidad en las pruebas de calidad se registraron valores entre 10-
80%. EIl analisis de varianza mostré diferencias altamente significativas en la
temperatura y tiempo, asi como en las interacciones sustrato-temperatura y
temperatura-tiempo. La mayor viabilidad se obtuvo en almacenamiento a
temperatura ambiental con el sustrato torlita y la menor viabilidad se obtuvo a 5°C.
La disminucién de la viabilidad durante el tiempo de almacenamiento fue gradual.

Estos resultados determinan un pauta diferente a los estudios reportados en
especies forestales como Hymenaea courbaril y Enterolobium cyclocarpum
(Acero, 2005), en los cuales, los mayores porcentajes de germinacion y viabilidad
se obtuvieron a temperaturas de 5°C en semillas que fueron almacenadas por un
periodo de cuatro meses, igualmente Ceballos & Lopez (2007) reportaron pérdida
de viabilidad y del poder germinativo con temperaturas mayores a 12 °C. Segun
Bermudez (1998), citado por Ceballos & Lépez (2007), las temperaturas bajas
favorecen la conservacion.

Reportes como el de Salazar (1999), coinciden con los resultados obtenidos, pues
este autor menciona que almacenadas en condiciones ambientales las semillas de
G. americana conservan su viabilidad por dos meses. Sin embargo los resultados
contrastan con lo afirmado por el mismo autor (Salazar, 1999), quien menciona
gue en camaras frias a 4°C y contenidos de humedad de 6 a 8% las semillas
conservan su viabilidad por un afio.

Salomao (2004) encontr6 que la viabilidad de las semillas de G. americana
decrecid durante el almacenamiento a 5, 10 y 15°C después de 12 meses de
almacenamiento en contenidos de humedad de 38%. Igualmente, cuando sometio
las semillas a una temperatura de -20°C durante 24 horas, encontr0 viabilidades
entre 3-4%.

De lo anterior se puede inferir que la combinacion de temperatura de 5°C con alto
contenido de humedad deteriora la calidad de las semillas almacenadas y que las
semillas son sensibles a bajas temperaturas; pues en esta investigacion la
viabilidad obtenida en almacenamiento a -20°c fue inferior al 50%.

Otro tipo de investigaciones como la de Stanislav & Plaza (2007), reportan que G.
americana presentd una estrategia de viabilidad durante cuatro meses inmersa en
agua después de la diseminacién, pues no germina en condiciones de anoxia.

Para las semillas almacenadas a 5 y -20°C hubo dificultad en la evaluacion de las
estructuras del embrion por la coloracion poco intensa de los tejidos a una
concentracion de tetrazolio al 0.1%.

Los anterior concuerda con lo reportado por Bhering et al. (2005), para semillas
de Melancia; quienes dicen que el uso de solucién de tetrazdlio al 0,1% no se
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mostré adecuado, una vez que los tejidos vigorosos en vez de rojo brillante se
presentaron con coloracion rojo carmin un poco menos intensa que la observada
en los tejidos con lesiones, lo que dificulté la observacion de los dafios,
especialmente en regiones vitales del embrion. La coloracion mas uniforme fue
obtenida cuando se utiliz6 una concentracion de tetrazolio al 0.075% por 60
minutos a 40°C en oscuridad.

Asi mismo, Ferreira et al. (2007) encontraron que la concentracion del 0,05% de la
solucion de tetrazolio en especies forestales, permitid, aun, una coloracion mas
nitida de los embriones cuando fue comparada a la concentracion del 0,1%, lo que
facilito el andlisis visual de la viabilidad. Investigaciones con semillas de Fabaceae
indican que en concentraciones mas bajas los resultados de viabilidad parecen
presentar una mayor correspondencia con las pruebas de germinacion que en
concentraciones mas elevadas de la sal de tetrazolio, como se observo para
semillas de Pterodon pubescens, Senna multijuga y Senna macranthera (Ferreira
et al., 2007).

Por lo tanto, la baja viabilidad de muchas semillas y la poca concordancia de ésta
prueba con la de germinacién puede deberse a la concentracion de tetrazolio, que
quiza estuvo muy alta para la especie.

Para la identificacion rapida de la viabilidad de G. americana, Silva et al. (2006)
recomiendan la combinacion de pre-condicionamiento a 30°c por 24 horas, en la
concentracion de 0,025 % de la sal de tetrazélio durante dos horas de exposicion.

En sintesis, el deterioro de las semillas durante el almacenamiento permite
establecer que a pesar de la existencia de un orden de factores que actian sobre
la viabilidad, germinacion y emergencia de las semillas, se otorga mayor
importancia a los efectos de la temperatura, el tiempo y la humedad (Ortufio,
1980).

5.3.3 Germinacion

En esta prueba se obtuvieron valores de PG entre 0 - 100%. (Tabla 12); la TG
varié entre 23 a 33 dias y el IVG fue inferior a 1 semilla por dia, con un rango entre
0.03 - 0.44 semillas por dia.
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Tabla 12. Prueba de germinacién de G. americana durante el almacenamiento con torlita
a temperatura ambiente, para los seis sitios de procedencia de las semillas.

Periodo de Procedencia Porcentaje de Tasa de Indice de velocidad
almacenamiento germinaciéon Germinacion de Germinacion
(%) (dias) (semillas/dia)

Moravita 0 0 0
San Pablo 0 0 0
Puerto Alejandria 20 27 0.07

30 dias Verdun 0 0 0
Ocaso 10 33 0.03
Puerto Samaria 0 0 0
Moravita 0 0 0
San Pablo 100 27.1 0.37
Puerto Alejandria 70 29.14 0.24

60 dias Verdun 100 28.8 0.35
Ocaso 10 33 0.03
Puerto Samaria 100 25 0.44
Moravita 0 0 0
San Pablo 0 0 0
Puerto Alejand ria 50 29.8 0.17

90 dias Verdun 70 25 0.28
Ocaso 0 0 0
Puerto Samaria 80 23 0.36

El ANOVA para la variable porcentaje de germinacion, muestra diferencias
significativas tanto para los factores como para sus interacciones en su totalidad
(Tabla 13) (Figuras 33y 34).

Tabla 13. ANOVA para el porcentaje de germinacion de semillas de Genipa americana.

Fuente Suma de Gl Cuadrado F-Ratio P-Valor
cuadrados Medio

Procedenc 5 0.0834 0.01669

Sustrato 1 0.3772 0.37720 19.69 0.0000*
Temperatu 2 0.7544 0.37720 19.69 0.0000*
Tiempo 3 18.0245 6.00816 313.66 0.0000*
Sustrato*Temperatu 2 0.7544 0.37720 19.69 0.0000*
Sustrato*Tiempo 3 0.2854 0.09512 4.97 0.0028*
Temperatu*Tiempo 6 0.5707 0.09512 4.97 0.0001*
Sustrato*Temperatu*Tiempo 6 0.5707 0.09512 4.97 0.0001*
Residual 115 2.2028 0.01915

Total 143 23.6235

*Significativo al 0.95%.

En la figura 33a se observa que el mejor sustrato de almacenamiento para la
germinacion de las semillas fue la torlita (PG: 32.6%) en contraste con la silica gel
(PG: 22%). La figura 33b muestra que el tratamiento con temperatura ambiente

75



Porcentaj

presentd un PG mayor (38%) comparado con temperaturas de 5°C y -20°C, las
cuales no difieren entre si (PG: 23%); para la figura 33c se observa que
inicialmente el PG es alto, pero al transcurrir el tiempo en almacenamiento
disminuye rapidamente, siendo mayor la germinaciéon durante el segundo (23%) y
tercer mes (20%).
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Figura 33. Medias de los porcentajes de germinacion de semillas de G. americana para
los factores: Sustrato, Temperatura 'y Tiempo de almacenamiento. a. Sustratos: 1, Silica
gely 2,Torlita. b. Temperaturas: 1, ambiente; 2, 5°C y 3, -20°C. c. Tiempo de
almacenamiento: 0 meses, 1 mes, 2 meses y 3 meses.

En la figura 34 se puede evidenciar la germinacion control de sustratos y
temperaturas prealmacenamiento y se observa que los porcentajes mas altos de
germinacion para las semillas de G. americana almacenadas se presentaron con
torlita a temperatura ambiente.
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Figura 34. Interaccion de segundo orden entre tres factores: Tiempo, sustrato y
temperatura de almacenamiento para el porcentaje de germinacion de semillas de G.
americana.

Se aplico una prueba de DMS para el PG de las semillas (Tabla 14), con el fin de
determinar cuél de los tratamientos significativos es el mas adecuado y dada la
interaccion entre los sustratos. En ella se evidencia que los grupos A y B son
significativamente diferentes uno del otro, siendo A el grupo correspondiente al
28% de PG después del almacenamiento con torlita y B el 20% de PG obtenido
con silica gel.

Tabla 14. DMS para la interaccion de factores en el porcentaje de germinacion de
semillas de G. americana.

Factores Media Grupos homogéneos
Temperatura
Ambiente 32.250 A
5°C 19.542 B
-20°C 19.542 B
Sustr ato
Silica g el 19.542 B*
Torlita 28.041 A*
Tiempo
0 78.167 A
1 0.833 Cc
2 10.556 B
3 5.556 BC

* Diferencias significativas al 0.95%.
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El ANOVA de la tasa de germinacion reveld diferencias significativas para todos
los factores e interacciones entre éstos (Tablal5, figuras 35y 36).

Tabla 15. ANOVA para la tasa de germinacion de semillas de G. americana.

Fuente Suma de Gl Cuadrado F-Ratio P-Valor
cuadrados Medio

Procedencia 5 2.439 0.4877

Sustrato 1 7.664 7.6637 22.78 0.0000*

Temperatura 2 15.327 7.6637 22.78 0.0000*

Tiempo 3 217.529 72.5096 215.53 0.0000*

Sustrato*Temperatura 2 15.327 7.6637 22.78 0.0000*

Sustrato*Tiempo 3 3.984 1.3281 3.95 0.0101*

Temperatura*Tiempo 6 7.969 1.3281 3.95 0.0013*

Sustrato*Temperatura*Tiempo 6 7.969 1.3281 3.95 0.0013*

Residual 115 38.688 0.3364

Total 143 316.896

* Significativo al 0.95%.

En la figura 35a se pudo observar que la TG fue menor utilizando torlita como
sustrato (29 dias) en contraste con la silica gel (31 dias). La figura 35b muestra
que el tratamiento con temperatura ambiente presenta una tasa de germinacion
menor (29 dias) comparado con temperaturas de 5°C y -20°C, las cuales no
difieren entre si (31 dias); para la figura 35c se observa una TG inicial menor (23
dias) en comparacion con el almacenamiento; pues al transcurrir el tiempo ésta
aumenta a mas de una semana (33 dias para el primer mes y 29 dias para el
segundo mes y 30 dias para el tercer mes).

En la figura 36 se observa que la tasa de germinacion control de sustratos y
temperaturas prealmacenamiento es mayor; asi mismo, se evidencia que el mejor
tratamiento para almacenar semillas de G. americana es torlita a temperatura
ambiente.
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Figura 35. Medias de las tasas de germinacién de semillas de G. americana para los
factores: Sustrato, Temperatura y Tiempo de almacenamiento. a. Sustratos: 1, Silica gel y
2, Torlita). b. Temperaturas: 1, Ambiente; 2, 5°C y 3, -20°C. c. Tiempo de almacenamiento:

0 meses, 1 mes, 2 meses y 3 meses.
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Interaccién tiemp o, temperatura, sustrato para tasa de germinacion
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Figura 36. Interaccion de segundo orden entre tres factores: Tiempo, sustrato y
temperatura de almacenamiento para la tasa de germinacion de semillas de G.
americana.

Para determinar cual de los tratamientos significativos es el mas adecuado y dada
la interaccion entre los sustratos se aplicé una prueba de DMS para la tasa de
germinacion de las semillas (Tabla 16); la cual muestra que los grupos Ay B son
significativamente diferentes uno del otro, siendo A el valor promedio de tasa de
germinacion de 31 dias para silica gel y 29 dias para torlita.

Tabla 16. DMS para la interaccion de factores en la tasa de germinacion de semillas de
G. americana.

Factores Media Grupos homogéneos
Temperatura
Ambiente 31 A
5°C 31 A
-20°C 29 B
Sustrato
Silica gel 31 A*
Torlita 29 B*
Tiempo
0 22.667 B
1 33 A
2 29 A
3 30 A

*Diferencias significativas
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El ANOVA del IVG, muestra diferencias significativas para todos los factores y
para la interaccién de primer orden: Sustrato-Temperatura (Tabla 17, figuras 35y
36).

Tabla 17. ANOVA para el indice de velocidad de germinacion de semillas de G.

americana.

Fuente Suma de Gl Cuadrado F-Ratio P-Valor

cuadrados Medio
Procedencia 5 0.3006 0.0601
Sustrato 1 0.1111 0.1111 6.20 0.0142*
Temperatura 2 0.2222 0.1111 6.20 0.0028*
Tiempo 3 53.4344 17.8115 993.78 0.0000*
Sustrato* Temperatura 2 0.2222 0.1111 6.20 0.0028*
Sustrato*Tiempo 3 0.0744 0.0248 1.38 0.2515
Temperatura *Tiempo 6 0.1487 0.0248 1.38 0.2272
Sustrato* Temp eratura *Tiempo 6 0.1487 0.0248 1.38 0.2272
Residual 115 2.0611 0.0179
Total 143 56.7235

* Significativo al 0.95%.

En la figura 37a se observa que el indice de velocidad de germinacion fue mayor
utilizando torlita como sustrato (0.41 semillas por dia) en comparacién a la silica
gel (0.36 semillas por dia); la figura 37b muestra que el tratamiento con
temperatura ambiente presenta un mayor valor (0.44 semillas por dia) comparado
con temperaturas de 5°C y -20°C, las cuales no difieren entre si (0.34 semillas por
dia); en la figura 37c se observa una velocidad de germinacién que disminuye
drasticamente durante el almacenamiento, siendo mayor a los 2 meses (0.08
semillas por dia).

En la figura 38 se observa que el indice de velocidad de germinacién durante el
almacenamiento presenta valores inferiores a 1 semilla por dia. Como ya se
menciond anteriormente, el mejor tratamiento para almacenar semillas de G.
americana es torlita a temperatura ambiente.

En general, las semillas presentaron una alta contaminacion fangica asociada
principalmente a la humedad en el almacenamiento, ya que las semillas
almacenadas a baja temperatura con el sustrato torlita aumentaron su humedad
interna de manera que se elevod el ataque fungico. Para el caso del sustrato silica
gel, el contenido de humedad estuvo por debajo del 10% en varios casos, por lo
gue la viabilidad de las semillas se redujo y no germinaron. La combinacién de
tratamientos sustrato-temperatura de almacenamiento en los que hubo
germinacion de semillas fue torlita a temperatura ambiente y sélo para este caso la
contaminacion por hongos fue escasa (Anexo ).
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Figura 37. Medias del indice de velocidad de germinacion de semillas de G. americana
para los factores: Sustrato, Temperatura y Tiempo de almacenamiento. a. Sustratos: 1,
Silica Gel y 2,Torlita). b. Temperaturas: 1, Ambiente; 2, 5°C y 3, -20°C. c. Tiempo de
almacenamiento: 0 meses, 1 mes, 2 meses y 3 meses.
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Interaccién tiempo, temp eratura, sustrato para indice de velocidad de germi  nacion

Temperatura Amb.
Temperatura 5°C
Temperatura -20°C

25

15

0.5

Indice de velocidad de germinacion

Sustrato (1 Silica gel, 2 Torlita) 1 o0 Tiempo (meses)

Figura 38. Interaccion de segundo orden entre tres factores: Tiempo, sustrato y
temperatura de almacenamiento para el Indice de velocidad de germinacién de semillas
de G. americana.

Dada la interaccion entre los sustratos y para la determinacion del tratamiento
significativo adecuado, se aplico una prueba de DMS para el indice de velocidad
de germinacion de las semillas (Tabla 18); la cual muestra que no hay diferencias
significativas entre los grupos para los factores.

Tabla 18. DMS para interaccion de factores en el indice de velocidad de germinacion de
semillas de G. americana.

Factores Media Grupos
homogéneos
Temperatura
Ambiente 0.4167 A
5°C 0.4167 A
-20°C 0.4167 A
Sustrato
Silica gel 0.4167 A
Torlita 0.4167 A
Tiempo
0 1.6667 A
1 0.0000 B
2 0.0000 B
3 0.0000 B
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Durante las pruebas de calidad se registraron valores de germinacion entre O-
100%, tasa de germinacion entre 23-32 dias y un IVG inferior a 1 semilla por dia.
Unicamente se observé germinacion para las semillas almacenadas a temperatura
ambiente con el sustrato torlita. Siendo mayor a los 2 meses de almacenamiento.
Las medias para los sustratos presentaron diferencias significativas, siendo mayor
el valor para la PG con el sustrato torlita y menor el valor para la TG con este
sustrato.

Segun Silva et al. (2006), la temperatura Optima para germinacion de las semillas
extraidas de frutos inmaduros y de frutos maduros se encuentra en la franja de
22T a 31T. Asi mismo, mencionan que la temperatu ra minima de 16T y las
maximas entre 34C a 37C y las temperaturas altern adas con temperatura alta
(35C) inhiben la germinacion. La temperatura ambiental para la prueba de
germinacion concuerda con este reporte, ya que se aproxima a 22°C.

Los resultados encontrados difieren de lo reportado en la literatura por Silva et al.
(2006), quienes mencionan que después de un afio de almacenamiento al 11% de
humedad y 10°C de temperatura, las semillas de G. americana tuvieron un 90% de
germinacion, mientras que aquellas almacenadas a 5° C y 15° C presentaron 85%
de poder germinativo. Asi mismo, indicaron que a partir de 6 meses de
almacenamiento hubo pérdida de vigor de las semillas independiente de la
procedencia, temperatura y contenido de humedad. Sin embargo, en esta
investigacion la germinacion registrada para las semillas almacenadas a 5°C
durante un periodo de 90 dias exhibié un valor muy bajo (23%) y el contenido de
humedad promedio fue de 20%.

La germinacion durante el almacenamiento fue nula a -20°C, lo que indica que las
semillas son sensibles a la conservacion a esta temperatura. Un resultado similar
fue obtenido por Salom&o (2004), quien expuso las semillas a -20°C durante 24
horas y observé bajos porcentajes de germinacion y viabilidades entre 3-4%.

Para las semillas almacenadas a temperatura ambiental se registraron varios
casos de semillas que germinaron después del periodo establecido para la prueba;
lo cual concuerda con el reporte de Silva et al. (2000), quienes verificaron que la
maxima germinaciéon fue obtenida a los 70 dias; sin embargo la temperatura a la
gue registro la germinacion fue de 30°C.

En general la germinacion se vio afectada por la contaminacion fangica y dafios
internos de la semilla almacenada, no visibles a simple vista previo al inicio de la
germinacion.

Con respecto a lo anterior, pensando en la obtencion de material sano y vigoroso
para la conservacion ex situ, Saloméo & Padilha (2006), evaluaron el estadio de
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maduracion de frutos sobre la germinabilidad y la asociacion de micoflora en
semillas de G. americana. Independiente de la procedencia de los frutos
observaron la ocurrencia de hongos en la porcién radicular del eje embrionario y
la incidencia de Fusarium oxysporum en plantulas (Saloméo, 2004); la mayoria de
los hongos patdgenos estaba asociada a las semillas procedentes de frutos
maduros.

La incidencia de hongos xerotolerantes (Aspergillus, Penicillium y Rhizopus) y de
aquellos de campo (Alternaria, Cladosporium, Curvularia, Fusarium y Epicocum)
en semillas G. americana puede ser atribuida a vias de contaminacion por
transmision sistémica de la planta madre y via estigma durante la floracion y su
localizacion en tejidos intra-seminales (Salom&o & Padilha, 2006). Lo anterior
debido a que si los hongos se presentaran externamente, la desinfestacion
superficial con hipoclorito de sodio, probablemente los habria eliminado.

Hongos asociados a los tejidos de los frutos pueden igualmente infectar interna y
externamente las semillas. Como ejemplo de hongos transmitidos via frutos se
tienen aquellos de los géneros Phoma y Phomopsis, los cuales fueron detectados
en semillas de G. americana y que posiblemente estaban presentes en tejidos
intra-seminales (Saloméo & Padilha, 2006).

Con respecto a los andlisis y ensayos de semillas, Acero (2005) indica que éstos
permiten obtener informacion basica para conocer la calidad de un lote de
semillas; evaluar futuros métodos de recoleccion, control de enfermedades y
plagas, manejo adecuado para almacenamiento, tratamientos pregerminativos y
siembra. Por lo tanto, son una herramienta que permite optimizar el procesamiento
y manipulacién de semillas y aminorar la pérdida en produccion de plantas.

Por otra parte, Azerédo & Matos (2006), observaron que las semillas sembradas
entre papel filtro a 30°C, germinaron mas rapidamente; el grado de maduracion de
los frutos no afectd el poder germinativo de las semillas, siendo posible, asi, el
aprovechamiento de semillas encontradas en frutos inmaduros.

De acuerdo a Mayer & Poljakoff-Mayber (1989), citado por Acero (2005), se puede
considerar como Optima la temperatura en la cual se haya obtenido el mas alto
porcentaje de germinaciéon dentro del menor espacio de tiempo. En este estudio,
con la temperatura ambiente se obtuvo los mayores porcentajes de germinacion;
por lo tanto es la temperatura adecuada para mantener la capacidad germinativa y
viabilidad de las semillas de G. americana.

Segun Trujillo (2002), citado por Acero (2005), algunas investigaciones han
determinado que la temperatura ideal para almacenar algunas especies tropicales
como Tabebuia sp, Cordia sp, entre otras similares, es de 17° + 1°C; por esta
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razén es importante realizar ensayos de esta naturaleza para determinar la
temperatura 6ptima de almacenamiento para cada especie ya que todas poseen
caracteristicas y requerimientos propios por lo que no se puede generalizar un
tratamiento.

Segun Niembro (1979), citado por Urrea & Suarez (2009), las semillas
almacenadas a temperatura ambiente (22°C) contindan sus procesos de
respiracion y oxidacion de lipidos y proteinas, con la subsiguiente degradacion y
muerte del embrion, y pérdida de su capacidad germinativa. Por su parte, Ortufio
(1980), afirma que las semillas almacenadas a elevadas temperaturas
incrementan su tasa metabdlica o bien, se destruyen en ellas algunas enzimas; sin
embargo, para ésta investigacion se encontr0 que en el almacenamiento a
temperatura ambiente con control de humedad a través de los sustratos torlita y
silica gel, no presentaron contaminacion fangica en contraste con las
almacenadas a baja temperatura.

El ambiente normal de laboratorio, sin control de la temperatura y de la humedad
relativa del aire, no es eficiente para conservar la calidad fisiol6gica de las semillas
(Aradjo et al., 2005).

Para Niembro (1990) y Cordero & Oliveros (1983), citados por Acero (2005), el
almacenamiento de semillas forestales bajo condiciones controladas constituye en
la actualidad el método mas facil y econémico para conservar la diversidad
genética de numerosas especies forestales de valor actual o potencial, asi como
aquellas que se encuentran amenazadas o en peligro de extincién, porque
almacenando las semillas en condiciones adecuadas se evita el deterioro
temprano y se mantiene la calidad durante méas tiempo.

Contrario a lo encontrado por Parra & Suarez (2009) para semillas de tipo ortodoxas
como Tabebuia rosea, quienes reportan que a temperatura de -20°C, las semillas
presentan altos valores de germinacion entre el 75-70%, seguido por la temperatura
a 5°C con valores entre el 70-30% permitiendo establecer que las bajas
temperaturas son las mas adecuadas para el almacenamiento de semillas de esta
especie. Mientras que para G. americana las bajas temperaturas no son las mas
adecuadas para los niveles maximos de su germinacion, ademas provocan un
ambiente propicio para la proliferacion de hongos xerotolerantes. Ademas, como lo
mencionan Vazquez et al. (1997), una de las limitantes cuando se almacena semillas
a bajas temperaturas, es el riesgo de formar cristales dentro de las células por
congelamiento que terminarian por romper los tejidos de las semillas; es posible que
en este estudio, las semillas almacenadas a -20°C con el sustrato silica gel hayan
presentado este proceso.
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Como lo confirman Salom&o (2004) y Salomédo & Padilha (2006) para G.
americana; se conoce que las semillas pueden ser parcialmente desecadas, sin
embargo pierden gradualmente la viabilidad durante el almacenamiento a corto
plazo (12 meses) en bajas temperaturas.

La temperatura presenta una gran influencia tanto en el porcentaje como en la
velocidad de germinacion, influenciando la absorcién de agua por la semilla y las
reacciones bioquimicas que regulan el metabolismo involucrado en este proceso
(Bewley & Black, 1994, citados por Acero, 2005).

En alusion a lo anterior, Salomé&o (2004) encontré que la viabilidad de la semilla de
G. americana decreci6é durante el almacenamiento a 5, 10 y 15°C después de 12
meses de almacenamiento en contenidos de humedad de 12-38% vy la
germinacion fue nula. Sin embargo durante el mismo periodo y temperaturas, la
germinacion fue alta (>80%) para semillas secadas a 11% de humedad.Los
resultados obtenidos concuerdan con lo reportado en la literatura, pues, en
general, las semillas de G. americana se conservan mejor a temperatura ambiente
en un contenido de humedad por encima del 10% Existe una interaccion entre la
temperatura y el contenido de humedad de la semilla; de ambos depende su
buena conservacion durante el almacenamiento, ya que la temperatura influye en
la absorcion de humedad, durante el almacenamiento.

Por otra parte, con respecto al sustrato para control de humedad, Saloméao (2004)
obtuvo altos porcentajes de germinacion prealmacenamiento para G. americana
en semillas secadas a contenidos de humedad entre 47 y 19%, manteniéndose
porcentajes altos en el secado con torlita y decreciendo por debajo del 50% en el
secado con silica gel a un contenido de humedad menor de 9%. Lo anterior
coincide con lo encontrado en esta investigacion; pues el mejor sustrato de
correspondié a la torlita, la cual tiene alta capacidad de retencion de agua (Walker
1975; citado por Silva et al., 2000). Esto se evidencia en la germinacion, la cual se
dio Unicamente para las semillas almacenadas con torlita como sustrato control de
humedad.

De acuerdo con Carvalho et al. (2000), las semillas de G. americana presentan
comportamiento intermediario en el almacenamiento, soportando la desecacion en
contenidos de humedad proximos a 10% y no toleran el congelamiento (Silva et.
al., 2006). Este reporte concuerda con lo mencionado por Salom&o (2004), quien
encontré6 un contenido de humedad critico entre 9 y 6% de peso fresco y un
contenido de humedad 6ptimo para el almacenamiento correspondiente a 11%.
Estos resultados sugieren que las semillas de G. americana tienen
comportamiento intermedio.
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En la presente investigacion se logré establecer el comportamiento de las semillas
de G. americana bajo factores que pudieran influenciar el potencial germinativo,
viabilidad y el contenido de humedad, variables que se evaluaron periédicamente
para determinar las pautas a tener en cuenta en el almacenamiento;
confirmandose finalmente que la especie presenta semillas de tipo intermedias.

5.4 PROTOCOLO DE ALMACENAMIENTO PARA LA CONSERVACIO N DE
SEMILLAS DE Genipa americana

(Realizado por Sandra Viviana Ramirez Morales)

Laboratorio de Biotecnologia Vegetal. Banco de Semi  llas Forestales.
Centro de Estudios e Investigaciones en Biodiversid ad y Biotecnologia de la
Universidad del Quindio. (CIBUQ).

A continuacién se presentan en detalle los procedimientos a seguir y los datos a
registrarse, con base en lo sugerido por Schimdt (2000), Rao et al. (2007) y Gold
et al. (2004).

. BIOLOGIA FLORAL Y ECOLOGIA

La floracion es periddica y ocurre cada 3-4 meses y fructifica durante todo el afio
(Arias et al., 2006). Lleva hasta un afo para que los frutos maduren y pueden
durar en el arbol hasta 26 meses (Orozco et al., 2002 y Orozco & Gémez, 2006).

. FUENTE SEMILLERA

2.1 Evaluacion de las poblaciones:

Realizacidon de una visita previa para ubicar las poblaciones potenciales, confirmar
la identificacion de los individuos de la especie y estimar la fecha de recoleccion
segun la época de produccion de las semillas. Es necesario conocer la
accesibilidad para evaluar el factor de riesgo.
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2.2 Seleccion de la fuente semillera

La calidad de las semillas est& influenciada por las caracteristicas fenotipicas del
parental; por lo que es preferible que las semillas colectadas provengan de arboles
con tallo recto que no presenten plagas y enfermedades. Se debe buscar obtener
material que represente la diversidad genética de la poblacidon muestreada y que
de manera ideal pueda recrear la poblacion original en caso de que ésta se
extinga. En el caso del muestreo de varias poblaciones a lo largo del rango de
distribucion de la especie, las opciones de contener material genético con
potencial de adaptaciéon a las condiciones locales para restauracion de un habitat
son mayores.

2.3 Evaluacion del estado de dispersion de las semi  llas:

Algunos indicadores morfoldgicos de la fase de dispersion natural incluyen frutos
maduros que se han desprendido del arbol y se rompen al caer al suelo liberando
las semillas, ruptura brusca de los carpelos y liberacion de las semillas con
adherencia al arbol de parte del fruto.

En la morfologia de los frutos y semillas, el indice de madurez del fruto
corresponde a caracteristicas tales como: 6.57-8.19 cm ancho, 9.9-13.23 cm largo
y 240-378 g. peso en promedio, exocarpo de color café parduzco con presencia de
liguenes blanquecinos, consistencia blanda al tacto, olor agrio y fuerte. Ausencia
de sustancias colorantes. Aproximadamente 170 semillas al interior del fruto,
envueltas en fibras del mesocarpo, de color amarillo-blanquecino.

. COLECTA DE SEMILLAS

3.1 Plan de recoleccion :

Debido a la distribucién dispersa de los individuos y a la disminucién de la especie
por factores antropogénicos, se recomienda recolectar la mayor cantidad posible
de semillas y mantener las de cada individuo en recipientes separados. El
etiquetado del material colectado dentro y fuera del recipiente es imprescindible
para mantener la identidad del lote de semillas de un arbol cuando la identidad de
la planta madre debe ser conocida.
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3.2 Datos:

Es necesario tomar registro de las coordenadas geogréficas de cada individuo
para facilitar su ubicacion dentro de cada poblacion para posteriores colectas,
futuras investigaciones o labores de monitoreo de los individuos de la especie.4

3.3 Método de Colecta:

Esta influenciado por los factores climaticos en el momento de la colecta, la altura
de los arboles, la accesibilidad y el terreno. Debido a la altura que alcanzan los
individuos de la especie (10-25 m de altura), se recomienda colectar los frutos
directamente del arbol por medio de una podadora de extensién, cortando racimos
de frutos. Se debe revisar cada racimo colectado para evitar la posibilidad de
incluir frutos inmaduros y cuidando de reducir el dafio mecéanico a los arboles que
propicie el ingreso de insectos u hongos a través del area cortada. La colecta
directamente del suelo se debe evitar, ya que la exposicion a la radiacion solar,
humedad del terreno y la presencia de insectos depredadores disminuyen
considerablemente la calidad de la semilla y aumentan la incidencia de
proliferacion fungal en la germinacion.

Una opcion para superar este inconveniente, evitando colectar frutos infestados o
causar dafio a los arboles, es la colocacion de redes bajo los arboles durante el
periodo de caida natural de los frutos; pues éstas no reunen el agua de lluvia junto
con los frutos de manera que no se corren riesgos de deterioro, depredacion,
dispersion o germinacion rapida después de la caida. La cantidad de frutos que se
pueden recoger con este método depende de la cobertura de la malla bajo el
arbol. La principal ventaja es el ahorro de tiempo, trabajo y el mantenimiento de la
identidad de las semillas.

3.4 Prelimpieza:

Remociéon de material de gran tamafo, tal como hojas, pedinculos o frutos
demasiado pequefios. Esto ayuda a reducir el peso durante el transporte y la
optimizacion del espacio durante el procesamiento; ademés de una posible
infestacién de las semillas por insectos o patdgenos presentes en este tipo de
material.
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4. DETALLES DE TRANSPORTE DEL FRUTO

4.1 Contenedores para transporte:

La bolsa plastica con pequefios agujeros laterales para asegurar la ventilacion.

4.2 Precauciones especiales:

Temperatura entre 20-35°C, ya que las altas temperaturas aumentan la
respiracion. Necesitan ventilacibn para evitar desarrollo de hongos vy
recalentamiento.

4.3 Duracién del transporte:

Es importante lograr que transcurra el menor tiempo posible entre el envio de los
frutos extraidos desde el lugar de recoleccibn y su llegada al sitio de
procesamiento.

5. PROCESAMIENTO DE SEMILLAS

5.1 Limpieza, extraccion y remocion de partes espec fificas:

Las semillas deben estar maduras antes de la extraccion. Si no lo estan los frutos
se pueden poner a madurar con las semillas dentro dejandolos en un ambiente
fresco, bien ventilado para evitar la infeccion por hongos.

Una vez maduros, los frutos se pueden abrir con un cuchillo. Se extraen las
semillas, se lavan y se retiran las fibras del mesocarpo que las envuelven, con un
cepillo de cerdas suaves y se esparcen sobre papel periddico o absorbente, en un
sitio fresco, ventilado, para un secado previo entre 2-3 horas.
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5.2 Numero de dias entre procesamiento y el inicio de ensayos de
laboratorio:

Si las semillas no se pueden manipular de inmediato, los frutos se pueden
almacenar por un periodo corto antes de extraer las semillas. Se recomienda
mantenerlos en recipientes parcialmente ventilados, como bolsas plasticas, no
muy cerrados y a la sombra; si se observan gotas de agua se requiere ventilarlos
hasta que se sequen y se ubican de nuevo en bolsas libres de humedad. Las
condiciones de almacenamiento deben simular las de la planta madre.

5. 3 Remocién manual de semillas, dafladas, infectad  as o infestadas:

Inspeccion visual de las semillas sobre una superficie bien iluminada para detectar
dafio por hongos o insectos y exclusion de las semillas infestadas del resto del
material. La presencia de pequefios puntos oscuros en la semilla, vistos a la luz es
indicador de dafio interno en la semilla y es una posible fuente de infeccion
posterior. Las semillas vacias y el material liviano deben incluirse en el material de
exclusion.

5.4 Analisis de Pureza:

Determinacion de la necesidad de limpieza adicional, para lo cual se pesa una
muestra de trabajo del total del lote de semillas escogida al azar y se dispersa la
muestra sobre una mesa, separando con pinzas las semillas puras, dejando que
las semillas se deslicen por una superficie inclinada.

6. PRUEBAS DE CALIDAD INICIALES

6.1 Prueba de contenido de humedad inicial:

Secar las semillas en una cabina desecadora con silica gel realizando pesajes de
réplicas de 20 semillas minimo, por 3 dias consecutivos (a las 0, 3, 5, 8, 12, 16,
20, 24, 36, 48 y 72 horas de secado) hasta alcanzar un peso estable, que indique
un contenido de humedad minimo de 10%. El Contenido de humedad (CH) se
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expresa en términos del peso del agua contenida en una semilla como porcentaje
del peso total de la semilla antes del secado, conocido como peso himedo o como
base de peso fresco (pf).

6.2 Viabilidad:

Se realiza un corte longitudinal de las semillas (previo acondicionamiento en agua
a 30°C por 24 horas) a través de los cotiledones con una cuchilla desechando la
mitad de cada semilla y colocando la otra mitad en solucion de tincion de tetrazolio
al 0.25% durante 2 horas (segun lo sugerido por Nascimento, 1997; citado por
Silva et al.,, 2006), en cajas petri; las cuales se sellan con papel aluminio
simulando oscuridad y se mantienen a temperatura ambiente. Posteriormente se
lavan las semillas con abundante agua destilada para eliminar el exceso de
colorante y se evalla el patron de tincion de las semillas a simple vista. El color de
los tejidos viables es rojo intenso. Los tonos rosados y rojos muy oscuros indican
tejido muerto.

6.3 Capacidad de germinacion inicial:

Para esta prueba se requieren minimo dos réplicas de 50 semillas o 4 réplicas de
25 semillas.

Primero las semillas se mantienen por durante 10 minutos en un recipiente con 2
ml de Tween 20, luego se enjuagan con abundante agua; seguidamente se dejan
en alcohol comercial por 10 minutos y se enjuagan. Por ultimo se desinfectan con
hipoclorito de sodio comercial durante 15 minutos y finalmente se enjuagan con
abundante agua cuidando que no queden restos de agentes de lavado en las
semillas a utilizar.

Posteriormente, las semillas se ubican en cajas petri, previamente esterilizadas
con alcohol al 70%; se coloca el papel sustrato en la parte inferior, cortado segun
el tamafo y la forma del recipiente. Se agrega un volumen de agua destilada
segun el grosor del papel sustrato. Las semillas se dispersan uniformemente de
modo que no queden en contacto unas con otras; a una distancia de 3 a 5 veces
el diametro de la semilla. Se utiliza cinca de enmascarar para sujetar las tapas de
cada recipiente y evitar que las semillas se contaminen por esporas de hongos
dispersas en el aire. Cada caja petri se rotula con los datos de la especie, tipo de
tratamiento y la fecha de inicio de la prueba. Las semillas se dejan en luz a una
temperatura entre 15-30°C. Regularmente el sustrato se rocia con agua y se
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hacen los respectivos conteos del nimero de semillas germinadas por dia,
basandose en una longitud de la radicula superior a 0.5cm.

Aproximadamente a los 30 dias del inicio de la prueba se calcula el porcentaje de
germinacion, la tasa de germinacion y el indice de velocidad de germinacion como
lo indica Maguire, 1962, citado por Otegui et al. (2007). Es posible extender el
periodo de la prueba hasta 70 dias para verificar el maximo de germinacion de la
especie reportado por Andrade et al. (2000).

7. ALMACENAMIENTO DE SEMILLAS

7.1 Preparacion para desecacion:

Seque las semillas sobre papel absorbente al interior de una cabina desecadora
con silica gel como agente absorbente, por un periodo de 48-60 horas; lapso de
tiempo en el cual las semillas alcanzaron el rango de contenido de humedad
requerido para el almacenamiento humedad de 10%.

7.2 Separacion de lotes de semillas para almacenami  ento:

Se hace la seleccion en grupos de 150 semillas a las cuales se les toma el peso
en conjunto. Se toma una cantidad de torlita equivalente al volumen que ocupa el
grupo de semillas.

7.3 Almacenamiento de semillas:

Las semillas son dispuestas en bolsas de selle hermético de 12*15 cm separadas
de la capa de Torlita por una hoja de papel filtro. Las bolsas son selladas cuidando
gue no quede aire al interior de la bolsa y etiquetadas al interior y exterior con los
datos de la especie, numero de accesion, peso de las semillas, fecha de
almacenamiento y sitio de colecta. Asi mismo, las bolsas con las semillas son
introducidas en recipientes de vidrio transparente con selle hermético y dejadas en
almacenamiento a temperatura ambiente.
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8. EVALUACION DE CALIDAD DE LAS SEMILLAS

De manera bimestral se realizan pruebas periddicas para verificar la calidad de las
semillas almacenadas, mediante ensayos de contenido de humedad, viabilidad y
germinacion de las muestras conservadas, siguiendo la metodologia descrita con
anterioridad. Para el caso de los ensayos de germinacion, se utilizan 3-5 g del
fungicida Vitavax 300 disueltos en un litro de agua destilada para aminorar la
incidencia de contaminacion fangica.

5.5 ANALISIS MORFOMETRICO

El andlisis morfométrico permite establecer diferencias en las variables
examinadas para todas las procedencias de las semillas. En primer lugar la
estadistica descriptiva presenta un valor promedio del peso de la semilla para las
seis procedencias igual a 0.24 g, largo promedio 1.17 cm, ancho promedio 0.92
cm, grosor promedio 0.34 cm, (Anexo J, Figuras 39 y 40 a-b), relacion largo/ancho
promedio 1.23, volumen promedio 0.38cm® y forma méas comun fue la categoria 3,
equivalente a semillas irregulares.

Figura 39. Medicion de semillas de G. americana. Variables morfométricas: a. Largo, b.
ancho, c. grosor. d. vista lateral semilla mostrando extremo micropilar.
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Los resultados del analisis de los valores de coeficiente de variaciéon y factor de
variacion obtenidos para cada una de las siete variables examinadas en cada una
de las seis procedencias mostraron que la variable forma tuvo los valores mas
elevados para el coeficiente y factor de variacion (0.49 y 2.23); mientras que la
variable largo presento el valor mas bajo en coeficiente de variacién (0.08) y las
variables grosor, peso y volumen tuvieron los menores valores en el factor de
variacién (1.941*10%, 6.46*10% y 3.62*10 respectivamente) (Anexo 10, Figura
41).

coedciente v factor de wariazién
15

Fs PS LS AS GS  LIAS WS

Figura 41. Variacién en los valores de coeficiente y factor de variaciéon para los caracteres
morfométricos de la semilla evaluados: Forma (FS), peso (PS), largo (LS), ancho (AS),
grosor (GS), relacion largo/ancho (L/AS), volumen (VS).

Los resultados del andlisis de componentes principales efectuado (Tabla 19)
revelaron que la componente 1 tiene la mayor correlacion positiva con volumen,
peso y largo de la semilla, mientras que tiene correlacion negativa con la forma de
la semilla.

La componente 2 tiene correlacién positiva con relacién largo /ancho, largo de la
semilla y grosor de la semilla; pero la correlacién es negativa con el ancho y peso
de la semilla.

En el caso de la componente 3 existe correlacion positiva con largo, ancho y forma
de la semilla y correlacién negativa con el grosor y volumen de la semilla.

En la componente 4 se encontrd correlacion positiva con largo de la semilla, y
relacién largo/ancho; pero la correlacién es negativa con la forma de la semilla.
C5 tiene correlacion positiva con el largo, relacion largo/ancho y ancho de la
semilla; mientras que la correlacidn negativa es para la forma y grosor de la
semilla.
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Tabla 19. Matriz de Valores y vectores del Analisis de Componentes Principales para
semillas de G. americana de seis procedencias del Departamento del Quindio.

COMPONENTES PRINCIPALES

Autovectores Cc1 Cc2 Cc3 C4 Cc5

PS 0.5035 -0.1352 0.0096 -0.0691 -0.8462
LS 0.4631 0.3031 0.4582 0.1367 0.1597
AS 0.2853 -0.6058 0.2633 0.0106 0.2591
GS 0.2997 0.1465 -0.7921 -0.1793 0.1197
L/AS 0.1627 0.6966 0.1527 0.0878 0.0165
VS 0.5772 -0.0932 -0.1242 -0.0431 0.4178
FS -0.0339 0.0861 0.2333 -0.9668 0.0466

En la Figura 42 se presenta el grafico en dos dimensiones de las primeras dos
componentes, donde se puede apreciar que la gran mayoria de observaciones se
acumulan en los valores centrales de ambos componentes (elipse Figura 42),
aunque hay algunos datos que destacan por los valores distintos.

Las semillas de la Moravita presentan valores positivos para la primera
componente, con algunos datos positivos y negativos en la segunda componente.
Asi mismo, las semillas del Ocaso presentan principalmente valores positivos para
la primera componente y se distribuyen cerca al centro para la segunda
componente, con un dato atipico. Las semillas de Puerto Alejandria presentan en
principalmente valores positivos en la primera componente y se acumulan cerca al
centro entre valores negativos y positivos para la segunda componente, con varios
datos bastante dispersos.

Las semillas procedentes de San Pablo muestran valores bajos para la primera
componente principal y se distribuyen cerca al centro para la segunda
componente; las semillas de Puerto Samaria presentan en su mayoria valores
negativos para la primera componente, pero positivos para la segunda
componente con un par de datos que se aleja de la variabilidad promedio.

En el caso de Verdun, las semillas se encuentran agrupadas cerca al centro y
presentan un dato atipico.

En general las semillas del mismo municipio (San pablo-Puerto Samaria y Ocaso,
Puerto Alejandria) tienen variabilidad méas similar que entre los municipios (Figura
42).

98



+  Moravta
San Pablo
6 Puerto Alejandria
+  Verdul +
+ Ocaso
Puerto Samaria

2do Componente Principal

-8 1 1 1 1 1
-6 -4 -2 0 2 4 6 8

ler Componente Principal

Figura 42. Gréfico bidimensional de las dos primeras componentes que muestra la
variabilidad en observaciones de semillas de G. americana de las seis procedencias.

La figura 43 exhibe la varianza explicada por cada uno de los cinco componentes
principales que es de 37.88% para Cl, 26.25% para C2, 15.47% para C3,
14,11% para C4 y 5.77% para C5. La varianza acumulada es de 38% para C1,
64% para C2, 79% para C3, 93% para C4 y 99% para C5.
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Figura 43. Varianza explicada y varianza acumulada para los cinco componentes
principales de los caracteres morfométricos de semillas de G. americana de las seis
procedencias.
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Los resultados morfométricos obtenidos se asemejan a lo reportado en la literatura
por Jgker et al. (2003), quienes encontraron que las semillas son planas y miden 1
a 1.20 cm de longitud.

Por otra parte, Silva et al. (2006) comentan que las semillas de Genipa americana
miden 0.85 cm de longitud y 0.70 cm de ancho, son achatadas, elipsoides,
discoides. Nascimento & Damido-Filho (1998), mencionan que la mayoria de las
semillas presentan forma deltoide con 9,8 mm de largo por 7.3 mm de ancho. Lo
anterior difiere de lo encontrado en esta investigacion, ya que las semillas
presentaron tamafios superiores a estos.

En el caso de la variable peso de las semillas, Salomdo (2004), reporta un
promedio de 0.09 g; mientras que para Silva et al. (2006) pesan 8.5g/100 unidades
No obstante, el valor promedio de peso de las semillas obtenido en esta
investigacion es mucho mayor a lo reportado por estos autores.

El tamafo, peso y forma de las semillas puede estar influenciado por el tamafio
de los frutos del que proceden, que en general es mayor del reportado en la
literatura para los seis sitios de colecta.

Werkler (1997), menciona que la forma de la semilla estd determinada
genéticamente y es moldeada por el espacio para su crecimiento dentro del fruto e
influenciada por el tipo de o6vulo del cual se ha originado; tiene funcion en la
orientacion de la semilla en la caida para su germinacion y en la dispersion de la
semilla anemadcora o hidrocora (Werkler, 1997).

Segun Granados (1991) algunas caracteristicas de las semillas como el grosor y
ancho de la semilla se encuentran muy influidos por factores ambientales tales
como humedad, temperatura y pH. Estos caracteres son de gran importancia, ya
gue el tamafio de la semilla influye en el vigor de las plantulas, el cual juega un
papel en su sobrevivencia (Iglesias & Tivo, 2006).

Asi mismo, para los caracteres de tamafio y peso de la semilla, Werkler (1997),
indica que estdn determinados genéticamente y son afectados por factores
ambientales durante el desarrollo de la semilla. La variacion intraespecifica en
tamafio y peso es influenciada por el empaquetamiento dentro del fruto. El peso
de las semillas es afectado por el tamafio, estructura y contenido celular y
proporciones.

En relacién a lo anterior, el fruto tipo baya de G. americana produce semillas que
van desde 50 hasta mas de 300 semillas cada uno, lo cual influye notablemente
en los caracteres morfolégicos de la semilla. La variacion en peso es afectada por
la exposicion al aire, ya que las semillas estan envueltas en fibras jugosas del
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mesocarpo y al ser retiradas éstas, empiezan a perder humedad rapidamente por
su alta tasa metabdlica y adaptacién para una rapida germinacion en condiciones
de alta humedad en el suelo.

La morfometria de las semillas de G. americana difiere segun el sitio de
procedencia; quiza el tipo de suelo, la cantidad de radiacién solar o lluvia y la
edad del arbol son factores que de una u otra manera influyen en las
caracteristicas de la semilla madura.

De acuerdo con estos resultados es probable que las semillas tengan mayor
influencia del ambiente en las caracteristicas de volumen, peso, longitud, ancho y
grosor de las semillas. En relacién al tamafio de la semilla; es una caracteristica
variable en muchas poblaciones de plantas, éste a menudo influye en la
sobrevivencia, crecimiento y reproduccion.

Una explicacion factible corresponde a lo mencionado por Iglesias & Tivo (2006),
quienes comentan que tedricamente se pronostica poca variacion genética para
caracteristicas correlacionadas con éxito reproductivo, debido a un periodo largo
de seleccién y eliminacion de alelos con efectos deteriorantes en el éxito
reproductivo. Por lo tanto es posible que la variacion en el tamafio de la semilla se
origine en su mayor parte de recursos ambientales.

Iglesias et al. (2005), hacen alusidon a la alta variabilidad intrapoblacional en los
arboles forestales, la cual puede constituir una respuesta adaptativa a la
heterogeneidad espacial y temporal encontrada en las poblaciones. La variacion
morfolégica de una especie vegetal se encuentra intimamente ligada a las
condiciones medioambientales que prevalecen en el ciclo de vida de la misma, de
modo que la estrecha relacion planta-medio ambiente marca la importante
propiedad para la especie vegetal de poseer la suficiente flexibilidad de desarrollo
o normas de reaccion amplias para existir en las condiciones donde se ubican.

Las diferencias encontradas en los caracteres evaluados, podrian ser benéficas
para mantener la diversidad genética en la poblacion. Cabe en particular destacar
gue es muy probable que las especies con semillas de mayor peso y tamafo
tengan mayor oportunidad de sobrevivir las primeras fases de su ciclo de vida.
Esto se confirma con la correlacion detectada por diversos autores (Iglesias et al.,
2005) entre peso de la semilla y capacidad de germinacion, lo cual puede tener
implicaciones en la produccion de vivero.
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CONCLUSIONES

El potencial germinativo de la especie puede mantenerse a corto plazo en
almacenamiento a temperatura ambiente, utilizando torlita para controlar la
humedad.

Las semillas almacenadas a baja temperatura y alto contenido de humedad
son mas vulnerables al deterioro por contaminacion fungica.

El comportamiento de almacenamiento de G. americana con respecto a la
temperatura y contenido de humedad corresponde al de una semilla
intermedia.

Se establece un protocolo de almacenamiento como el mas actual y preciso
para conservar semillas G. americana, bajo los tratamientos identificados
como 6ptimos.

Las semillas de G. americana presentan en su mayoria forma irregular y la

mayor variacion morfométrica corresponde a caracteristicas como volumen,
peso y largo, independientemente de la procedencia de las mismas.
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RECOMENDACIONES

Adoptar tratamientos fungistaticos y fungistémicos en semillas de la especie
en miras de la obtencion de material bioldgico destinado a la conservacion
de germoplasma de la especie en campo y en condiciones criogénicas.

Dar continuidad a este tipo de investigaciones para estandarizar protocolos
de almacenamiento para la conservacion de especies forestales nativas en
peligro.

Implementar viveros forestales para las especies nativas amenazadas o
con poblaciones reducidas para llevar a cabo labores de reforestacion en
reservas de la zona.

Realizar estudios climaticos en cada una de las fuentes semilleras con el fin
de determinar su influencia sobre las caracteristicas morfometricas del fruto
y la semilla.

Fortalecer el grupo de estudio en semillas forestales y crear un semillero de
investigacion para el area en cuestion.
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ANEXOS

Anexo A. Formato de registro para coleccion en campo de semillas de especies
forestales- CIBUQ.

Fecha Altura Coordenadas Localidad Nro Caracteristicas
de (msnm) Geograficas (Municipio, Vereda, Finca) arbol arbol semillero
Colecta semillero (diametro y
altura)

112




Anexo B . Formato de registro para entrada de material vegetal al laboratorio de
Biotecnologia- CIBUQ.

Nombre Nombre | Entrada | Nro de | Nro de | Procedencia Fecha de | Fecha de
de la | comun Numero | coleccién | registro coleccién | entrada
especie
Tipo de | Cantidad de | Causa | Cantidad de | Contenido de | Nro  de | Cantidad
material | semilla de semilla eliminada | Humedad empaque | almacenada
recibida (gr) pérdida | (gr) (gn
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Anexo C. Formato de registro para pruebas de germinacion de semillas forestales.
Laboratorio Biotecnologia-CIBUQ.

Prueba Nro. __ Nro de Réplicas: Responsable:

Especie: Familia: Procedencia:

Fecha inicio prueba: Fecha Finalizacién prueba:

Sustrato: Temperatura: Nro de semillas sembradas:
Conteos l(alalq|ll(alaz22|lll(ala3®|IV(ala4®| Total

semana) | semana) | semana) | semana)

Nro de semillas
germinadas*

Nro de semillas no
germinadas

Nro de semillas
contaminadas

Total

% de Germinacion

Tasa germinativa (dias)

indice de  velocidad de
Germinacion (semillas/dia)

* con emergencia de radicula superior a 0.5cm

Observaciones:
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Anexo D. Formato de registro para pruebas de viabilidad y contenido de humedad de
semillas forestales. Laboratorio Biotecnologia- CIBUQ.

PruebaNro. __ Nro de Réplicas: ___ Responsable:
Especie: Familia: Procedencia:
Fecha inicio prueba: Fecha Finalizacion prueba:
Prueba de Viabilidad Contenido de Humedad
Categorias | Nro de | Vivas Muertas Nro de | Peso Peso Total
semillas semillas seco fresco
I*
[1%* %
I”***
Total
%

*semillas totalmente tefiidas que son viables;
**semillas parcialmente tefidas que produciran plantulas normales o anormales,
dependiendo de la intensidad y patron de la tincion

***semillas totalmente libres de coloracion que son no viables

Observaciones:
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Anexo E. Formato de registro para ensayos de almacenamiento de semillas forestales.

Laboratorio Biotecnologia- CIBUQ.

Ensayo Nro: Responsable:
Especie: Familia: Procedencia:
Tipo de envase:
Nro de
Fecha | Fecha | Lote | Peso de | semillas Sustrato | Peso Nro de | Nro del | T°
inicio final la en Sustrato | accesion recipiente | (°C)
muestra | muestra
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Anexo F. Morfometria de frutos de G. americana: Medidas de ancho y largo de frutos de

las seis procedencias.

Frutos Promedio
Procedencia 1 2 3 4 5
A. L. A. L. A. L. A. L. A. L. A. L.
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
Ocaso, Quimbaya 8.05 13.64 7.6 12.05 7.7 1496 9.01 1359 81 11.36 8.09 13.12
San Pablo, 6.11 11.19 6.72 11.40 6.40 1093 7.04 1207 6.44 1203 6.54 11.52
Montenegro
Moravita, Pijao 8.80 13.72 7.97 13.02 8.80 13.60 85 13.0 832 1185 8.48 13.04
Puerto  Alejandria, 8.22 10.90 7.86 10.34 7.48 8.37 7.36 9.20 7.61 954 7.71 9.67
Quimbaya
Verdun, Caicedonia 7.65 11.62 6.66 10 789 1228 780 1158 8.16 1167 7.63 11.43
Puerto Samaria, 8.01 14.59 7.20 12.74 7.08 1241 741 1423 731 13.08 7.40 1341
Montenegro
A: Ancho. L: Largo
Frutos Promedio
Procedencia 6 7 8 10
A. L. (cm) A. L. A. L. A. L. A. L. A. L.
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)  (cm) (cm)
Ocaso, 7.24 13.11 7.87 12.5 8.13 1256 7.3 11.88 7.1 10.75 7.53 12.16
Quimbaya
San Pablo, 6.31 12.14 6.59 1135 6.76 1159 6.83 10.36 6.5 10.2 6.60 11.13
Montenegro
Moravita, Pijao 8.40 11.80 8.13 1076 763 1096 7.71 1190 7.64 11.82 790 1145
Puerto 7.88 9.40 7.77 10.38 823 1033 8.35 10.84 822 9.72 8.09 10.13
Alejandria,
Quimbaya
Verdun , 8.40 12.52 7.67 11.31 7.65 11.03 7.42 11.07 752 11.76 7.73 1154
Caicedonia
Puerto 7.46 13.92 7.59 13.74 681 1275 6.89 1248 6.71 1241 7.09 13.06
Samaria,
Monte negro
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Anexo G.

Morfometria de frutos de G. americana: Medidas de peso de frutos de 6

procedencias.

Procedencia

Ocaso,
Quimbaya

San Pablo,
Montenegro

Moravita, Pijao

Puerto
Alejandria,
Quimbaya

Verdun,
Caicedonia

Puerto
Samaria,
Montenegro

Peso (gr.)
Frutos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
508  430.6 419.8 4048 4045 4575 387.2 4481 411 3115
213 2278 2178 3107 2536 2554 2574 2618 234 1763

530 410 585 590 375 360 440 300 3628 260
380.7 3421 2232 267.7 2843 2887 3082 3224 3621 3082
276.9 163.1 2828 282 2885 3415 255 2302 2298 2411
426.8 3073 2931 3979 3579 3165 343.8 269.7 269.3 263.2

Promedio

377.82

240.78

421.28

308.76

259.09

324.55
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Anexo H. Numero de semillas germinadas en la prueba de calidad inicial de semillas de
G. americana de las seis procedencias.

Proced  Control
encia Tempe Numero de semillas germinadas cada dia del mes

raturas 11 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3
2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2
Ambient 1 2 2 1 1 2 2 1 1 1 2
Moravit €
a 50C 1 1 1 2 2
-20°C 1 1 2 1 3 2 2 1 1
San Ambient 1 3 2 1 2 2 1 1 1 2
Pablo €
5°C 1 2 2 2 3 1 3 3 1 1
-20°C 3 2 2 1 3 3 1 1 1 1
Pt. Ambient 1 2 1 1 1 2 1 1 1
Alejand €
ria 5°C 3 1 1 1 1 2 1 1 1 1 2
-20°C 11 2 3 1 2 1 1 1
Verdun Ambient 1 2 1 1 2 1 1 2 1 2 1
e
5°C 2 2 1 1 2 1 1 3 2
-20°C 1 1 1 1 4 1 2
Ocaso Ambient 1 3 2 1 2 3 2 2 1 1
e
5°C 1 3 2 3 1 1 1 1 1 1 1 1
-20°C 1 3 2 3 2 1 1 2 1 1 1 1
Pt. Ambient 1 2 1 2 1 1 1
Samari e 1
a 5°C 1 2 1 1 1 1
-20°C 2 3 2 1 2 2 1 1
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Anexo |. Numero de semillas germinadas por dia de G. americana para las seis
procedencias durante el almacenamiento con torlita a temperatura ambiente.

Proced Mes
encia Nimero de semillas germinadas cada dia del mes
11111 111 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 33
2 3 45 6 7 8 9 0 1 2 3 45 6 7 8 9 01
1
Moravit 2
a
3
San 1
Pablo
2 1 1 1 1 2 1 1 2
3
Pt. 1 1 1
Alejand 2 101 1 1
ria
3 1 1 1
Verdun 1
2 1 1 1 1
3 1 1 1 1 1
Ocaso 1
2
3
Pt. 1
Samari 2 1 2 101 1 2 2
a
3 1 2 1 1 1
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Anexo J . Estadistica descriptiva de las variables de G. americana para los seis sitios de
procedencia de las semillas. Valores en cm.

Variable Largo

Procedencia Tamafo Media Desviacion Valor Valor cv FV
muestra estandar maximo  minimo
Moravita 100 0.94 0.113 151 0.96 0.12 0.013
San Pablo 100 1.09 0.105 1.42 0.91 0.10 0.011
Puerto Alejandria 100 1.28 0.169 1.61 0.29 0.13 0.029
Verdun 100 1.22 0.145 1.91 0.96 0.12 0.021
Ocaso 100 1.21 0.122 15 0.99 0.10 0.015
Puerto Samaria 100 1.16 0.11 1.83 0.92 0.09 0.012
Promedio 100 1.15 0.127 1.63 0.84 0.08 0.017
Variable An cho
Procedencia Tamafo Media Desviacion Valor Valor Ccv FVv
muestra estandar maximo  minimo
Moravita 100 0.85 0.093 1.18 0.71 0.11 8.649*10
San Pablo 100 0.86 0.054 0.98 0.69 0.06 2.916*10
Puerto Alejandria 100 1.03 0.152 1.89 0.77 0.15 0.023
Verdun 100 0.94 0.095 1.26 0.72 0.10 9.02510%
Ocaso 100 0.97 0.105 1.27 0.71 0.11 0.011
Puerto Samaria 100 0.87 0.091 1.12 0.7 0.10 8.28110°
Promedio 100 0.92 0.098 1.28 0.72 0.11 0.0105
Variable Grosor
Procedencia Tamafo Media Desviacion  Valor Valor Ccv FV
muestra estandar maximo  minimo
Moravita 100 0.36 0.048 0.48 0.27 0.13 2.30410.
03
San Pablo 100 0.31 0.034 0.44 0.24 0.11 1.156*1
0-
Puerto Alejandria 100 0.34 0.044 0.47 0.26 0.13 1.8336*1
0_
Verdun 100 0.31 0.039 0.4 0.23 0.13 1.5211
o
Ocaso 100 0.39 0.052 0.57 0.30 0.14 2.704%1
o
Puerto Samaria 100 0.36 0.045 0.48 0.26 0.12 2.9325*1
0_
Promedio 100 0.34 0.044 0.47 0.26 0.13 1.941*1

0
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Variable L/A

Procedencia Tamafio Media Desviacion Valor Valor cv FVv
muestra estandar maximo  minimo
Moravita 100 1.37 0.19 1.99 0.95 0.14 0.036
San Pablo 100 1.27 0.18 1.84 1 0.14 0.032
Puerto Alejandria 100 1.27 0.23 1.92 0.34 0.18 0.053
Verdun 100 1.31 0.22 1.31 1.0 0.18 0.048
Ocaso 100 1.27 0.21 1.90 1.0 0.17 0.044
Puerto Samaria 100 1.35 0.22 241 0.96 0.16 0.048
Promedio 100 1.31 0.21 1.89 0.87 0.16 0.043
Variable Peso
Procedencia Tamafo Media Desviaciéon  Valor Valor cv FV
muestra estandar maximo  minimo
Moravita 100 0.27 0.026 0.34 0.21 0.09 (()3476*10'
San Pablo 100 0.17 0.018 0.21 0.13 011  3.2410™
Puerto Alejandria 100 0.28 0.030 0.35 0.18 011  9+10™
Verdun 100 0.24 0.026 0.30 0.19 0.11 94.76*10-
Ocaso 100 0.28 0.030 0.35 0.18 011 910"
Puerto Samaria 100 0.22 0.02 0.28 0.17 0.09  4*10-*
Promedio 100 0.243 0.025 0.305 0.18 0.10 ((]54.46*10’
Variable Volumen
Procedencia Tamafio Media Desviacion Valor Valor cv FVv
muestra estandar maximo  minimo
Moravita 100 0.43 0.047 0.54 0.31 0.11 2.2939*10'
San Pablo 100 0.29 0.039 0.38 0.21 0.14 15211
e
Puerto Alejandria 100 0.45 0.105 1.07 0.08 0.23 0.011
Verdun 100 0.36 0.064 0.60 0.21 0.18  4.096"1
p
Ocaso 100 0.45 0.092 1 0.29 0.20 8.464*1
o
Puerto Samaria 100 0.36 0.054 0.61 0.25 0.15 2.9;0(2*1
Promedio 100 0.39 0.067 0.7 0.225 0.17  3.62+0%
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Variable Fo rma

Procedencia Tamafno Media Desviacion Valor Valor cv FVvV
muestra estandar maximo  minimo
Moravita 100 3.26 1.252 5 1 0.38 1.567
San Pablo 100 3.42 1.499 5 1 0.44 2.247
Puerto A|ejandria 100 3.11 1.582 5 1 0.51 2.503
Verdun 100 2.9 1.306 5 1 0.45 1.706
Ocaso 100 2.96 1.569 5 1 0.53 2.462
Puerto Samaria 100 2.80 1.699 5 1 0.61 2.887
Promedio 100 3.075 1.484 5 1 0.49 2.229
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