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Resumen.

La damiana (Turnera diffusa Willd ex. Schult) es empleada en la medicina
tradicional mexicana por sus propiedades afrodisiacas y como estimulante del
sistema nervioso. Aunque es ampliamente utilizada en el mercado nacional e
internacional no ha sido posible su propagacién sexual bajo condiciones
controladas que permitan aumentar el porcentaje de germinacion para el
establecimiento de cultivos comerciales. Se ha propuesto que diferentes especies
el género Turnera presentan caracteres morfologicos que pueden estar implicados
con la germinacion de semillas y la ruptura de latencia. Asimismo, se cree que las
hormigas juegan un papel importante en la germinacién, por la presencia del
eleosoma en las semillas. Los objetivos de este estudio fueron caracterizar las
semillas de T. diffusa de manera morfologica e histoquimica, ademas, analizar la
viabilidad de las semillas de T. diffusa y evaluar su germinacion, simulando las
condiciones ambientales de un hormiguero. Para la caracterizacion morfologica
fueron seleccionadas 30 semillas al azar evaluando las variables de color, tamafio
y peso. En la prueba histoquimica, se retir6 el eleosoma a 60 semillas y se
efectuaron tinciones para detectar la presencia de proteinas, aceites y almidon. Se
llevé a cabo la prueba de tetrazolio a dos lotes de semillas colectados en los afios
2016 y 2017, aplicando dos concentraciones de solucién de tetrazolio y tres
tiempos de exposicion a 40°C. La germinacion de T. diffusa se evalué bajo nueve
tratamientos; Al primer lote de semillas, se le retir6 el eleosoma de forma
mecanica y se mantuvo bajo condiciones de hormiguero dentro de una cadmara
bioclimatica. Al segundo lote de semillas se le retir6 el eleosoma de forma manual
y permanecié a temperatura ambiente. El tercer lote de semillas conservé el
eleosoma y fue almacenado a temperatura ambiente. Posteriormente, a cada
tratamiento se adiciond6 AGs en concentraciones de 300 y 500 ppm y un control.
Los resultados del estudio mostraron que las semillas de T. diffusa presentan un
tamafio promedio de 0.725 mm de largo y 0.182 mm de ancho, el color de las
semillas varia de café a negras cuando maduras y blanco amarillento en estado
inmaduro y las semillas maduras e inmaduras tienen forma curvada. Asimismo,
poseen un tejido denominado eleosoma que contiene proteinas, aceites y almidon.
No existen diferencias significativas en el porcentaje de viabilidad (60%) para las
semillas de T. diffusa colectadas en los afios 2016 y 2017 (p= 0.20). En cambio,
existen diferencias significativas entre todos los ensayos de germinacion
analizados. El tercer lote de semillas de T.diffusa tiene mayor porcentaje de
germinacion (36%) a 500 ppm de AG3 No existen diferencias significativas entre
las concentraciones de 300 y 500 ppm de AG3 (p= 0.54). El comportamiento de la
germinacion en semillas ocurre en un periodo 6 y 39 dias. La aplicacion de AG3 en
la germinacion de las semillas indica que presentan una latencia fisiologica la cual
fue inhibida a concentraciones de 500 y 300 ppm.
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Summary

The "damiana” (Turnera diffusa Willd ex Schult) is used in traditional Mexican
medicine for its properties against muscle and nervous weakness, for its
aphrodisiac properties, and as a stimulant of the nervous system. Although
“‘damiana” is widely used in the national and international markets, its sexual
propagation, under controlled conditions, has not been possible. This propagation
system would be highly desirable, to increase the germination percentage for its
establishment as a crop. It has been shown that different Turnera species present
morphological characters that might be involved with seed germination and
dormancy rupture. The objective of this study were characterize T. diffusa seeds
morphological and histochemical form, in addition, analyze viability of T. diffusa
seeds and evaluate their germination simulating the environmental conditions of an
ant hill. For morphological characterization, 30 seeds were randomly selected,
evaluating variables of color, size and weight. In histochemical test, eleosome was
removed to 60 seeds and stains were made to detect protein presence, oils and
starch. Tetrazolium test was carried out on two batches of seeds collected in 2016
and 2017, applying two concentrations of tetrazolium solution and three exposure
times at 40 ° C. T. diffusa germination was evaluated under nine treatments; For
the first batch of seeds, eleosome was removed mechanically and kept under
anthill conditions within a bioclimatic chamber. The eleosome was manually
removed from the second batch of seeds and remained environmental
temperature. The third batch of seeds conserved eleosome and was stored at
room temperature. Subsequently, AG3z; was added to each treatment in
concentrations of 300 and 500 ppm and a control. Mature and immature seeds
depicted significant differences in seed width (p = 0.0191). The color varies from
dark brown to black when ripe and yellowish white in an immature state. The seeds
have a tissue called eleosome that contains lipids, proteins and starches. There
were no significant differences on viability percentage for the stored and non-
stored T. diffusa seeds (p = 0.20). T.diffusa had a greater percentage of
germination (36%) without ant nest conditions with eleosoma at 500 ppm GAs.
There were no significant differences between 300 and 500 ppm GAs (p = 0.54)
treatments. Mature and immature seeds depicted significant differences in seed
width (p = 0.0191). The color varies from dark brown to black when ripe and
yellowish white in an immature state. The seeds have a tissue called eleosome
that contains lipids, proteins and starches. There were no significant differences on
viability percentage for the stored and non-stored T. diffusa seeds (p = 0.20). The
behavior of germination in seeds is irregular since it occurs in a period from six to
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39 days. The GAjeffect on seed germination indicated that they present a latency
which was inhibited at concentrations of 300 ppm GAs.
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1. INTRODUCCION
Las plantas aromaticas y medicinales (PAMs) han formado parte

fundamental de la riqueza bioldgica y cultural de la humanidad gracias a su
capacidad de prevenir y combatir enfermedades (Kunklinski, 2003). En México se
reconocen 23,314 especies de plantas vasculares (Villasefor, 2016) y se estima
qgue entre 3,000-5,000 especies tienen alguna propiedad curativa, o que equivale
aproximadamente al 12.5% del total de la riqueza floristica del pais (Juarez-
Rosete, 2013). Por lo anterior, las PAMs constituyen uno de los principales

recursos terapéuticos tanto en el medio rural como suburbano (Osuna, 2000).

La demanda comercial de las PAMs ha centrado el interés de los
recolectores, productores, industrias e instituciones en la obtencion de productos
derivados y estudios fitoquimicos (Osuna, 2000). Sin embargo, no existen datos
recientes sobre el desarrollo de cultivos y volumen de extraccién de las PAMs. En
México, las PAMs que se cultivan son en su mayoria especies introducidas y se
estima que el 75% de las PAMs nativas se aprovechan a través de la recoleccién
silvestre y solo el 1% de estas plantas ha sido estudiadas con enfoque agronémico
(Juérez-Rosete, 2013). En este contexto, para la mayoria de las especies nativas
no hay programas de manejo y estudios que permitan la introduccién de dichas
especies como cultivos comerciales. Este es el caso de Turnera diffusa Willd.ex

Schult conocida comunmente como damiana.

La damiana (T. diffusa), es una planta arbustiva, anual de la familia
botanica Passifloraceae (APG VI, 2016) la cual se distribuye de manera natural en
las regiones aridas y semiaridas de Meéxico. T. diffusa presenta un alto valor
comercial debido a que es empleada en diversos productos a nivel industrial,
como licores, tés y en general en la medicina tradicional mexicana. Sin embargo, a
la fecha no ha sido posible desarrollar el cultivo comercial a través de semilla por
falta de protocolos que logren un porcentaje de germinacion suficiente para la
produccion masiva de plantas (Alcardz, 2008). Por este motivo, el estudio de la
germinacion de sus semillas permitira establecer condiciones adecuadas para

implementar un cultivo.



2. MARCO TEORICO

2.1 Viabilidad y germinacion de semillas

La semilla es un évulo fecundado que posee un embrion, tejido de reserva
(endospermo) y una cubierta seminal protectora, ademas, es la unidad estructural
de reproduccion, propagacion y dispersion de las angiospermas y gimnospermas.
Lleva a cabo una funcién primordial en la regeneracion, persistencia y dispersion
de las poblaciones de plantas y desde un enfoque agrondmico, es esencial para el
ser humano debido a que constituye uno de sus principales alimentos, por este
motivo, se ha recurrido al almacenamiento de semillas, asegurando Ila
preservacion de especies y variedades de plantas utiles (Doria, 2010). Las
semillas para la produccién horticola suelen tener un costo elevado, por lo que el
agricultor debe estimar la viabilidad y el potencial de germinacion de las semillas
para la siembra en campo (Rodriguez-Quillén, 2008).

La viabilidad de las semillas puede ser estimada con la prueba de
tetrazolio (cloruro de 2, 3, 5-trifenil-2H-tetrazolio). Es una prueba bioquimica que
determina la viabilidad por la tincion roja que aparece en las semillas cuando son
sumergidas en la solucién de tetrazolio, en cambio, cuando hay ausencia de
tincién se consideran como semillas inviables (Hartmann, 2002). El protocolo para
determinar la viabilidad varia entre las especies, no todas las semillas responden
igual a la prueba, ya que se basa en la actividad de las deshidrogenasas de la
respiracion que reducen quimicamente la solucion incolora de tetrazolio a
formazan (1, 3, 5-trifenilformazan) de color rojo-rosado, de esta manera, es posible
identificar tejido vivo, parcialmente dafiado o muerto (Rodriguez-Quillén, 2008).
Sin embargo, existen factores intrinsecos y extrinsecos que influyen en el

porcentaje de germinacion que se pueda obtener de las semillas.

A menudo, en semillas horticolas, se recurre a ensayos de germinacion
para determinar la viabilidad de un lote de semillas, pero, en realidad, los
resultados de estos ensayos pueden ser equivocos con respecto a la viabilidad de
las semillas. En ocasiones, si una semilla no germina, no quiere decir que sus

tejidos estén muertos, esto se debe a que existen semillas viables que pueden



estar afectadas por algun tipo de latencia que impida su germinacion (Rodriguez-
Quillén, 2008).

La latencia o dormancia es una condicién en la cual las semillas no
germinan, incluso cuando las condiciones del ambiente (agua, temperatura, luz y
aireacion) son permisivas para la germinacion. La latencia se ha atribuido a un
desbalance hormonal; el mas descrito se refiere a la relacion entre el &cido
abscisico (ABA) producido por el embrién y el &cido giberélico (AG3), es decir, una
alta concentracion del ABA o una baja sensibilidad al AG3 inhibe la germinacion.
Marquez, 2013 ha propuesto que el cociente ABA/AG3 y no la cantidad absoluta
de cada uno de ellos es la que determina el rompimiento o mantenimiento de la

latencia.

Actualmente, se reconocen dos categorias determinadas por el tiempo en
que se establece la latencia: primaria y secundaria. La latencia primaria o
enddgena se presenta desde el momento de la diseminacién de semillas, mientras
qgue la latencia secundaria o inducida se desarrolla después de la diseminacion,
debido a que condiciones adversas producen en la semilla cambios metabdlicos
reversibles. La latencia primaria puede deberse a cinco causas que radican en el
embrion, las cuales son: 1) inmadurez morfolégica, 2) inmadurez fisioldgica, 3)
latencia morfofisioldgica, 4) latencia fisica (externa al embrion), y 5) combinacién

de distintos tipos de latencia (Marquez, 2013).

Las semillas dormantes previenen la germinacion inmediata e incluso
regulan el tiempo, las condiciones y el lugar en el que la germinacion ocurra,
particularmente en tiempos desfavorables durante las estaciones del afio
(Marquez, 2013). En la propagacion de plantas, la tasa de germinacion de una
especie es resultado de la domesticacion, las especies cultivadas presentan poca
o nula latencia, en contraste, en las semillas de especies silvestres, la germinacion

esta influenciada mayormente por su entorno.
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2.2 Caracteristicas morfoldgicas de las semillas que intervienen en la germinacion

En la formacion de las semillas, el embridn, tejido de reserva y cubierta
seminal pueden continuar su desarrollo, detenerlo, o en alguno casos desaparecer
durante el desarrollo, asimismo, las semillas pueden presentar estructuras
especiales conocidas como apéndices seminales (Hartmann, 2002). Un ejemplo

de apéndices seminales en la semilla son los eleosomas,

Font Quer (2001) define eleosoma para designar las reservas de materias
nutritivas (como aceites y proteinas) exteriores a la semilla. El eleosoma se
considera una adaptacion para promover la dispersién de semillas (Cuautle, 2004)
ya que los animales que intervienen en la diseminacién, principalmente hormigas,

buscan a las semillas para utilizar su eleosoma como alimento.

Frecuentemente, cuando las hormigas realizan la colecta de semillas para
su alimentacion, las transportan intactas a su nido, donde remueven y consumen
el eleosoma, entonces las semillas pueden ser desechadas del hormiguero sin
haber sufrido alteracion notable. De esta manera las plantas también pueden
verse beneficiadas ya sea como proteccion, dispersion de semillas, polinizacion o
con el éxito de la germinacion de semillas en el suelo del hormiguero. El éxito de
la germinacion debido a las hormigas puede ocurrir debido a otros beneficios
indirectos, por ejemplo, la colonizacién de nuevos habitats por la dispersion de
semillas y la disminucion de la competencia entre plantulas (Fernandez, 2003,
Rocha, 2018). Un ejemplo de semillas con eleosoma son especies del género

Turnera.

2.3 Las plantas medicinales

Una planta medicinal se define como aquella que contiene en cualquiera
de sus 6rganos, principios activos que ejercen una accién terapéutica en la salud,
los cuales pueden ser usados para la obtencion de nuevos farmacos (Kunklinski,
2003). Actualmente, el consumo de las PAMs ha ido en aumento por el
conocimiento de sus propiedades y extensas aplicaciones dentro de la medicina

alternativa.
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Para el afio 2012, en México se registran 8,351 ha para la produccion
comercial de hierbas aromaticas y medicinales. Las especies mas producidas por
su demanda en el mercado mundial fueron; la albahaca (Occimum basilicum L.),
lavanda (Lavandula angustifolia Mill.), manzanilla (Matricaria chamomilla L.),
menta (Mentha x piperita L.), salvia (Salvia pratensiss L.), tomillo (Thymus vulgaris
L.), mejorana (Origanum majorana L.) y zacate limén (Cymbopogon citratus DC.
Stapf., Juérez-Rosete, 2013). Sin embargo, para la mayoria de PAMs la
generacion de informacion sobre su cultivo es todavia incipiente, ya que la forma
de explotacién extractiva es la mas utilizada para su comercializacion (USAID,

2010) tal es el caso de Turnera diffusa Willd. ex Schult.

3. ESPECIE DE ESTUDIO

Turnera diffusa Willd. ex Schult es una planta arbustiva aromatica al
estrujarse debido a sus aceites esenciales. Puede medir hasta dos m de altura y
presenta un tronco ramificado; hojas alternas o verticiladas simples que miden de
10 a 25 mm de largo, sus flores miden de 8 a 12 mm de largo, son amarillas,
solitarias y con cinco pétalos (Figura 1). Es conocida cominmente como damiana,
hierba de la pastora, hierba del venado y pastorcilla (Alvarado-Cardenas, 2006).
T.diffusa pertenecia a la familia botanica Turneraceae sensu Cronquist (1981) la
cual cuenta con 227 especies, con tres géneros distribuidos en el continente
americano (Piriqueta, Erblichia y Turnera). Sin embargo, con base en la

clasificacion APG IV (2016) actualmente se encuentra en la familia Passifloraceae.




Figura 1. A. Habito de Turnera diffusa Wild ex. Schult. B. Detalle de las hojas. C.
Detalle de las Flores. D. Detalles de frutos inmaduros.

En condiciones naturales, las plantas de damiana florecen de julio a
noviembre y es durante el periodo de lluvias cuando se lleva a cabo la
germinacion (Osuna, 2000). Tiene una amplia distribucién en el continente
americano, desde California y Texas en el sur de los Estados Unidos de América,
Centro América y Sudameérica, hasta Bolivia. En México se distribuye en regiones
de climas aridos y semiaridos, en los estados de Baja California Sur, Chihuahua,

Estado de México, Guerrero, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San

Luis Potosi, Sinaloa Tamaulipas, Veracruz y Zacatecas (Figura 2, Magallan, et al,
2015).
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Figura 2. Mapa de distribucion de T. diffusa en México. Fuente: Red Mundial de
Informacion sobre Biodiversidad (REMIB), INEGI, 2015.
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Las poblaciones silvestres de damiana se distribuyen frecuentemente en
sierras altas, llanuras y cafiones, en regiones de roca caliza, en altitudes de 1000
a 2100 m s. n. m. Se asocia a climas de tipo semicalido a templado y en menor
proporcion en climas calidos. Se distribuye en un intervalo de precipitacion de 500
a 1000 mm y la temperatura media anual es de 14 a 24°C. No es tolerante a
suelos inundables o arcillosos. Se asocia a vegetacion de selva baja caducifolia,
pastizal, matorral xerdfilo y vegetacion secundaria de bosque de Quercus
(Magallan, et al, 2015).

3.1 Su uso en la medicina tradicional

La damiana es aprovechada a nivel mundial por sus virtudes afrodisiacas
y estimulantes del sistema nervioso central, empleandose en varias formas
farmacéuticas como capsulas, infusiones, extractos, licores, aceites esenciales y
productos cosméticos (Belmares, 2013). En México es reconocida por sus
propiedades en el tratamiento de catarro, tos, dolor de cabeza y contra trastornos

gastrointestinales.

En una investigacion reciente sobre la fitoquimica de damiana se
encontraron alrededor de 35 compuestos, de los cuales se identificaron 0.2 a 0.9%
de aceites volatiles, 14% de resina, aproximadamente 3.5% de taninos, 6% de
almidén, ademéas de distintos compuestos fendlicos y una sustancia llamada
damianina, que es la causante principal de darle un sabor amargo (Villasana,
2009).

Sus aceites esenciales tienen una alta capacidad antioxidante y un
analisis bioguimico de las hojas de damiana mostré un alto contenido de zinc,
magnesio y vitamina E (Soriano, 2013). Suresh y Sharma (2006) mostraron que el
compuesto Apigenin aislado en las hojas de la damiana es el causante principal de
dar un efecto antiansiolitico (Belmares, 2013). Sin embargo, aunque existen
estudios sobre la composicion quimica de diferentes compuestos presentes en las
hojas de la damiana, se desconoce cual de ellos es responsable del efecto

afrodisiaco.
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La damiana representa un ingreso econémico para la poblacion debido a
su comercializacion a nivel nacional e internacional, no obstante, la damiana se
obtiene mayormente a través de la colecta de poblaciones silvestres. Ante la falta
de manejo del recurso, se percibe una disminucion progresiva de las poblaciones
de damiana, asi como una falta de produccion continua y fluctuacion del precio en

el mercado (Alcaraz, 2008).

4. ANTECEDENTES
Los estudios acerca de la caracterizacion de semillas han constituido un

aporte al reconocimiento de las especies en campo, lo cual es importante para el
manejo de las especies como recursos forestales no maderables y en la
domesticacion de plantas nativas para distintos usos (Lovey, 2010). Uno de los
primero estudios sobre caracterizacion morfolégica y anatémica de semillas en la
familia Turneraceae fue llevado a cabo por Corner (1976), concluyendo que las
semillas de la familia Turneraceae son reticuladas, con arilo funicular, procedentes
de 6vulos anatropos, con tegumento externo biestratificado y tegumento interno de
tres capas, ademas, hace referencia a una testa no especializada y tegmen con un
estrato de células esclerosadas.

La morfologia de las semillas se ha estudiado Unicamente a nivel de
familia y las investigaciones mas relevantes se limitan a estudios anatémicos.
Gonzales (2013) describe e ilustra la cubierta seminal de diversas especies de la
familia Turneraceae, entre ellas T. diffusa. Para dicha especie, encontré que la
pared externa de la semilla es recta con un exostoma hemisférico y presenta un
arilo papiloso con varias papilas alineadas. El color de las semillas maduras del
género Turnera varia de negras a castafio-oscuras (10YR 2/1 a 10YR 3/2) y
mostraron un tamafio de 1.5-4.90 x 0.7-2.7 mm. Gonzales (2013) usa el término
arilo para los apéndices carnosos de las semillas del género Turnera y menciona
que la insercion del arilo a las semillas es hilar en la mayoria de las especies. El
hilo es la cicatriz que deja en la semilla la abscisién del funiculo. El crecimiento
laminar del arilo se produce después de la fecundacién (Gonzales, 2013).
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Se han llevado a cabo diversos estudios sobre el arilo que presentan las
semillas de especies del género Turnera, ya que se ha comprobado que existe
una interaccion ecolégica con hormigas que puede influir en el proceso de
germinacion. Cuautle (2004) denominé al arilo de las semillas como eleosoma y
analizd el efecto de la germinacibn de las semillas de Turnera ulmifolia
(Turneraceae) por manipulacioén de la hormiga Forelius analis. Las semillas fueron
sujetas a los tratamientos de manipulacion directa en los hormigueros de F. analis,
remocién mecéanica del eleosoma y un entierro de las semillas a 1, 2, 3y 5 cm de
profundidad. Los resultados de las pruebas de germinacién indicaron que T.
ulmifolia presenté bajos porcentajes de germinacion (0-26%), mostrando que el
tratamiento de manipulacion en los hormigueros de F. analis obtuvo un porcentaje
de germinacién significativamente mayor (26%) mientras que el porcentaje de
germinacion de las semillas con y sin eleosoma fue de 4% y 6% respectivamente.
En cuanto al entierro de las semillas, la germinacién fue mayor a una profundidad
de 1 cm (18%), seguido de la profundidad de 3 cm (6%), las semillas enterradas a

los 5 cm de profundidad no logran germinar (Cuautle, 2004).

La relacion que existe entre la germinacion de semillas y el consumo de
eleosomas por hormigas, fue estudiada por Tschinkel, (2016), donde menciona
que la preferencia que tienen las hormigas a cierto tipo de semillas depende al
tamafio corporal de la hormiga, la disponibilidad, el valor cal6rico y la toxicidad.
Analiz6 que las semillas que usan como alimento son de tamafio pequefio,
mientras que las que almacenan en sus hormigueros son semillas grandes.
Tschinkel, (2016) llevo a cabo experimentos sobre la germinacién de semillas,
simulando en laboratorio las condiciones ambientales de un hormiguero (10°, 15°,
24°y 32° C) habiendo encontrado que las semillas germinan bajo condiciones que

se aproximan a las de los nidos de hormigas (15 y 24°C).

La germinacién y la interaccién semilla- hormiga fue estudiado por Rocha,
et al (2018) para la especie T. subulata (Turneraceae). La evaluacion de la
germinacion se llevé a cabo bajo cinco tratamientos; prueba de germinacion con

semillas intactas, remocion de eleosoma por las hormigas Brachymyrmex sp.,
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Camponotus blandus, Dorymyrmex sp., Crematogaster obscurata y Solenopsis
invicta, remocion del eleosoma de forma manual, escarificacion con agua caliente
y escarificacion manual, ademas evalu6 el consumo del eleosoma por las
especies de hormigas asociadas a la planta. En la germinaciéon de semillas,
ninguna de las especies de hormigas y de los tratamientos propuestos contribuyé
significativamente en el incremento de la germinacion de las semillas. El eleosoma
de las semillas fue consumido por todas las especies de hormigas, sin embargo
ninguna de ellas lo consume totalmente. Los resultados del estudio de Rocha
(2018) sugieren gue el consumo del eleosoma por estas especies de hormigas no

determinan un factor importante en la germinacion de T. subulata.

En referencia a la propagaciéon y el cultivo de la especie T. diffusa, la
propagacion por medio de semillas ha sido el menos exitoso. Viesca (1983) evalué
la germinacion y ruptura de latencia de las semillas de T. diffusa bajo cuatro
tratamientos; semillas intactas, escarificacion con &cido sulfarico, dos
concentraciones de AGsz (200 ppm y 800 ppm) a dos diferentes tiempos de
inmersion en la solucion (24 y 48 horas). En su estudio concluye que la
germinacion de las semillas ocurre de forma lenta e irregular en comparacion a las
plantas domesticadas en un periodo de 30 dias. La latencia de las semillas de
damiana es superada con la aplicacion de AG3; obteniéndose los mejores

resultados con una concentracion de 800 ppm (25% de germinacion).

Sobre la escarificacion de semillas, Viesca, (1983) menciona que se
obtiene el mismo efecto en la germinacién si se escarifica 0 no en acido sulfarico
al 94% durante dos minutos; sin embargo, el acido sulfirico ejerce un efecto
negativo sobre el desarrollo inicial de las plantulas. Un tiempo de inmersion de 24
horas en solucibn de AG3; ejerce mejor efecto sobre la germinacién en
comparacion con 48 horas y concluye que la longitud de plantula es directamente
proporcional a la concentracion de AG3 (para 200 ppm, 1.57 y para 800 ppm 2.24

cm).

Baja California Sur tiene la principal produccion de damiana, innovando

sus métodos de propagacion con el uso de métodos in vitro o cultivo de tejidos.
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Alcaraz (2008) llevo a cabo este proceso que permite obtener una planta completa
a partir de cualquier parte de sus tejidos en condiciones artificiales totalmente
controladas. La propagacion in vitro de damiana consiste en tomar una fraccion de
la planta que se lava, descontamina y se siembra en frascos de cultivo con una
solucion nutritiva a base de sales minerales, hormonas y una fuente de carbono,
con un agente gelificante (agar), posteriormente los cultivos se mantienen en un
cuarto con luz continua y temperatura constante entre los 25 y 27°C. Las plantas
de damiana obtenidas mediante cultivo de tejidos tienden a perder humedad
cuando son trasplantadas, esto provoca marchitamiento y en ocasiones la muerte
de las plantas. Actualmente con este método se ha obtenido una sobrevivencia de
73.9% a 83.4% y una sobrevivencia al trasplante de un 45 a un 66%. Ante los
resultados obtenidos de la reproduccion por semillas, en el norte del pais el
meétodo al que mas se ha recurrido ha sido la propagacion vegetativa, por medio

de estacas.

Martinez (2013) menciona que el método para propagacion de T. diffusa
mas eficaz es por medio de varetas. El material vegetativo debe provenir de
poblaciones silvestres sanas, de 20 cm de largo y grosor homogéneo, donde el
mejor sustrato para enraizamiento utilizado es de textura migajon arenosa. Las
vareas deben establecerse en camas 1.0 m de ancho por 0.75 m de altura, bajo
media sombra, las cuales, deben tener una cubierta de plastico formando un tanel
la cual es sostenida por una estructura metélica, lo anterior con el propésito de
crear un microclima que propicie un efecto de invernadero, lo cual favorece el

brote y el enraizamiento de varetas.

Martinez (2013) encontrd los meses adecuados para el enraizamiento de
las estacas de damiana, los cuales comprenden de fines de noviembre a fines de
diciembre y de marzo a mayo, observandose que fuera de ellas, el enraizamiento
disminuye considerablemente. Bajo el método de propagacion por estacas, se
obtienen una planta con enraizamiento bien definido, y apta para su plantacion en

el sitio definitivo a los tres meses con un 55% de enraizamiento.
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Las semillas de T. diffusa son ortodoxas, las cuales pueden almacenarse
con contenidos de humedad de 6 a 7 % y a temperaturas de 0 °C, tales
condiciones permiten mantener la viabilidad de las semillas por varios afios. Las
semillas de T. diffusa presentan algun tipo de latencia, caracteristico de especies
gue habitan en climas aridos y semiaridos (CONAFOR, 2013). En ambientes
desérticos, el agua potencial del suelo y la temperatura son factores importantes
que afectan directamente a la germinacién de semillas (Flores, 2017).

Para algunas especies desérticas, reducir la germinacion junto con las
limitaciones de agua es considerada una estrategia de sobrevivencia. Flores
(2017) analizé la germinacion de ocho especies dominantes del desierto
Chihuahuense con base en la interaccion del estrés hidrico y la temperatura. La
hipotesis de este estudio fue que a altas temperaturas y baja humedad se puede
inhibir la germinacién. La germinacion se evalu6 bajo cuatro temperaturas (18, 25,
32 y 36°C) y bajo cinco condiciones de limitacion de agua usando polietilenglicol
(PEG) 6000 (0.0-1.0 MPa). Los resultados mostraron que las especies estudiadas
presentaron menor germinacion con disminucibn de humedad y altas
temperaturas. En ambientes aridos la humedad es extremadamente variable en
espacio y tiempo, y la sequia es prolongada, asi el suelo raramente mantiene la
capacidad de campo y las condiciones de humedad juegan un papel vital en la

regulacion de la germinacion en ambientes secos.

Flores (2017) concluye que en ambientes aridos y semiaridos, la humedad
disponible declina cuando las temperaturas son altas, afectando el crecimiento de
la planta e impacta las etapas de reclutamiento y germinacion de semillas.
Tomando en cuenta los efectos de la temperatura y humedad, encontré que las
mejores condiciones para la germinacion se encuentran entre 25 y 30°C y la

humedad del suelo entre los OMPa a -0.5MPa.

5. HIPOTESIS

Dado que las semillas de Turnera diffusa Willd.ex Schult presentan una
estructura semejante a un eleosoma, las semillas tendran un mayor porcentaje de

germinacion simulando las condiciones ambientales dentro de un hormiguero.
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6. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la germinacion de T. diffusa  simulando las condiciones

ambientales dentro de un hormiguero.

6.1 Objetivos especificos

1. Caracterizar morfolégicamente la semilla de T. diffusa.

2. Evaluar la presencia de almidon, aceites y proteinas en el eleosoma de las
semillas T. diffusa por medio de pruebas histoquimicas.

3. Determinar la viabilidad de las semillas T. diffusa por medio de la prueba de
Tetrazolio.

4. Evaluar el efecto del acido giberélico en la ruptura de la latencia en las

semillas de T.diffusa.

7. METODOLOGIA

7.1 Material biolégico

Se analiz6 la germinacion de semillas de T. diffusa colectadas en el
matorral xerdfilo de la localidad de Maguey Verde, Pefiamiller, Querétaro, ubicado
geograficamente al Norte del estado de Querétaro. El clima que predomina en la
region es el semicélido-semiseco (BS1 (h") (Garcia, 2004). La temporada de
mayor calor se presenta durante los meses de mayo a agosto, con temperaturas
de hasta 40.2°C. La temperatura promedio es de 21.7°C. Asimismo, el periodo de
precipitacion pluvial se presenta en el verano con un promedio de 434.5 mm
anuales (INAFED, 2013).

Se colectaron 1080 semillas de T. diffusa directamente de las plantas de
las poblaciones de la localidad de estudio en el meses de octubre del afio 2016 y
noviembre del afio 2017. La recoleccion de frutos y semillas en diferentes estadios
de desarrollo se realiz6 con tijeras de poda y se colocaron en bolsas de papel
estraza, las cuales se etiquetaron y fueron llevadas al laboratorio. Se mantuvieron

a temperatura ambiente en frascos de cristal con silica gel.

A los 20 dias del experimento, se desarrollaron hongos en la semilla,

iniciando en la zona del eleosoma, por lo que las semillas se desinfectaron con
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CAPTAN Ultra 50 WP. Se agregaron 2.25 g/L del producto al de agua de riego, los

riegos con CAPTAN se realizaron diario durante 20 dias.

7.2 Caracterizacion morfologica de las semillas
La caracterizacion morfologica de semillas se llevd a cabo con un lote de

100 semillas seleccionadas al azar, estudiando sus caracteristicas cualitativas y
cuantitativas. Con ayuda de un vernier digital se midieron 30 semillas para obtener
largo y ancho de las semillas de damiana. Las semillas de T. diffusa son de
tamafio pequefio por lo que se pes6 un grupo de 100 semillas para generar un
dato cuantificable, mediante una balanza analitica. El color de las semillas
maduras e inmaduras y frutos se analizé con las tablas de Munsell (2011). Para
describir la forma de las semillas de damiana se siguié el criterio de Moreno
(1984).Con la finalidad de obtener detalles de la superficie de las semillas, se
observaron al microscopio electrénico de barrido (MEB, Zeiss EVO50) y se
generaron imagenes de las semillas. Las semillas y frutos fueron observadas en

fresco en modo de presioén variable.
7.3 Pruebas histoquimicas del eleosoma de la semilla

Con el objetivo de caracterizar el apéndice que presentan las semillas de
T. diffusa, se llevaron a cabo pruebas histoquimicas cualitativas. Se retir6 el
eleosoma a 60 semillas seleccionadas al azar. Se colocé el tejido en una laminilla
y se realizaron cortes a mano alzada, seleccionando los cortes mas delgados. Los
cortes obtenidos fueron sometidos a pruebas de contenido de grasas y aceites,
proteinas y almidon con base en los criterios de Aguilar (1996). Para cada prueba
se realizaron 20 repeticiones, las cuales se observaron al microscopio con un
aumento de 40x, con lo cual, se determiné la presencia o ausencia de los

contenidos.

7.3.1. Contenido de proteinas
Para la determinacion de la presencia de proteinas en el tejido se

utilizaron secciones de eleosoma en fresco los cuales fueron deshidratados en
alcohol al 96% y se aplico una gota del reactivo azul mercurico de bromofenol

durante 30 minutos. Posteriormente se enjuagaron con acido acético al 0.5%
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durante 20 minutos, y un enjuague con agua destilada por tres minutos. Los
tejidos se deshidrataron con alcoholes graduales, desde 70% hasta 100% vy xilol,
por tres minutos en cada paso, por ultimo, se monté la laminilla con jalea
glicerinada. Con esta técnica las proteinas se tifien de azul, donde la presencia de

esta coloracion fue considerada como positiva y la ausencia como negativa.

7.3.2 Contenido de grasas y aceites
Se colocaron cortes del eleosoma en fresco sobre un portaobjetos y se les

agrego6 una gota de reactivo Sudan Ill, se dej6 actuar durante 30 minutos, después
se enjuago el exceso de reactivo y se monto la laminilla con jalea glicerinada. La
presencia de coloracion rojo en el tejido se considerd positivo y la ausencia de

coloracién como negativa.

7.7.3. Contenido de almidon
Se colocaron secciones frescas de eleosoma en un portaobjetos, se

agreg6é una gota de reactivo Lugol (Aguilar, 1996), y se dejé reposar por un
minuto, se enjuago el exceso de reactivo con agua destilada, finalmente, se mont6
la laminilla con jalea glicerinada. La presencia de coloracion azul a morado en las
células fue considerada como positivo mientras que la ausencia de coloracién se

considerd negativa.

7.4 Prueba de viabilidad
Tomando en cuenta el estudio de Viesca, (1983) acerca del bajo

porcentaje de germinacién que presentan las semillas de T. diffusa en condiciones
controladas, se llevd a cabo la prueba de tetrazolio a dos lotes de semillas
colectados en los afios 2016 y 2017 para estimar el porcentaje de viabilidad que
poseen las semillas de T. diffusa. Las semillas se mantuvieron hidratadas en agua
destilada a temperatura ambiente durante 24 h con el fin de ablandar los tejidos e
iniciar la actividad enzimética. Posteriormente Se llevaron a cabo cortes
transversales en las semillas y fueron sumergidas en las soluciones de 2, 3, 5

cloruro de trifenil tetrazolio.

Se efectuaron siete ensayos a dos concentraciones de solucion de

tetrazolio (0.5 y 1%) y tres tiempos de exposicion (1, 2 y 3 h) a 40°C. Se
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efectuaron tres repeticiones de 10 semillas para cada tratamiento. Seguido de

una evaluacion cualitativa de la intensidad de la tincion para cada semilla.

7.5 Evaluacion de la germinacion de semillas de T. diffusa. Tratamiento pre
germinativo: condiciones de hormiguero

Con el fin de evaluar el efecto que tienen las condiciones ambientales de
un hormiguero y el consumo del eleosoma por hormigas sobre la germinacion de
semillas de T. diffusa a un primer lote (L1) de 360 semillas, se le retir6 el eleosoma
con forma manual. Posteriormente, para recrear las condiciones ambientales de
un hormiguero, las semillas se mantuvieron en una camara bioclimatica Prendo©
CBRF-20, con condiciones ambientales de 18°C, 70% de humedad relativa y 24 h
de oscuridad. Para evitar la aparicion de hongos en las semillas durante este
proceso, el periodo de simulacion fue de 15 dias (Castafio, comunicacion
personal, 2018). Las semillas se colocaron en 18 cajas petri con 20 semillas cada

una.

Un segundo lote (L2), compuesto de 360 semillas se le removio el
eleosoma de forma manual, una vez removido el eleosoma, se conservaron a
temperatura ambiente durante 15 dias, las semillas se colocaron en 18 cajas petri
con 20 semillas cada una. Finalmente, un tercer lote de 360 semillas (L3) conservo
el eleosoma y se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 dias. Se colocaron

en 18 cajas petri con 20 semillas cada una.

7.5.1 Evaluacién de la germinacion de semillas de T. diffusa: evaluacion de ruptura
de latencia
Después de 15 dias, los tres lotes de semillas pasaron a las pruebas de

germinacion. Tomando como referente el estudio de Viesca (1983), sobre la
latencia fisioldgica en damiana, se evalu6 el efecto promotor de la germinacién del
acido giberélico (AG3) en concentraciones de 300 ppm y 500 ppm mas un control
sin aplicacion (Cuadro 1). En cada lote (L1, L2 y L3), se sumergieron las semillas
en la solucion de AG; durante 24 h, con secado posterior al ambiente. Luego, las
semillas de cada tratamiento se colocaron en cajas Petri con algodon. Las semillas

de T. diffusa se mantuvieron en una camara de germinacioén refrigerada Prendo®
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CBRF-20, con las condiciones ambientales de 28°C y 30% de humedad ambiental,
y 12/12 h de fotoperiodo. Las semillas fueron regadas a saturacion con agua
destilada estéril durante 40 dias. Se efectuaron en total nueve tratamientos con
seis repeticiones de 20 semillas cada uno. La germinacion fue evaluada diario
hasta los 40 dias del experimento. Las semillas se consideraron germinadas si

una porcion de la radicula se encontraba expuesta.

Cuadro 1. Tratamientos de la evaluacion de la germinacion de semillas de T. diffusa.
Tratamiento pre germinativo, X= almacenamiento en condiciones ambientales, v =bajo
condiciones de hormiguero. Presencia de eleosoma, X= sin presencia, v =Presencia del
eleosoma. Giberelinas, concentraciones de 300 ppm, 500 ppm y control= sin aplicacion.

Lote Tratamiento Presencia de Giberelinas (ppm)
pregerminativo: eleosoma
Condicion de
hormiguero
L1 v X Control
4 X + 300
/ X + 500
L2 X X Control
X X + 300
X X + 500
L3 X v Control
x 4 + 300
X v + 500

7.6 Andlisis estadistico
Para saber si hay diferencias en el porcentaje de germinacién final entre

los distintos tratamientos pre germinativos (lote 1, lote 2 y lote 3) y las
concentraciones de AGjs (control, 300 ppm y 500 ppm), se realizé un Modelo
Lineal Generalizado (GLM) con distribucion de error binomial y funcién de
ligamiento logit. En este estudio, no fue posible analizar la interaccion de los
tratamientos pre germinativos y la concentracion de giberelinas debido al tamafio

de muestra.
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Las diferencias entre las variables de caracterizacion de las semillas y las

pruebas de viabilidad fueron determinadas por medio de la prueba de t de Student.

8. RESULTADOS.

8.1 Caracterizacion morfologica

Las semillas maduras de T. diffusa presentan un tamafio promedio de
0.725 mm de largo y 0.182 mm de ancho. Las semillas inmaduras tienen un
tamafo promedio de 0.840 de largo y 0.152 mm de ancho. En cuanto al tamafio,
entre las semillas maduras e inmaduras existen diferencias significativas en la
medida de ancho (t= 0.019, g.l.= 57.884); en cambio no existen diferencias
significativas en la medida del largo de las semillas (t= 0.5801, g.l.= 52.920, figura
3). El peso de cien semillas es de 0.152 g cuando se encuentran en estado

maduro.

Una vez que las semillas de T. diffusa estdn maduras presentan un color
café oscuro (Munsell 7.5YR 4/2 a 7.5YR 5/2); mientras que las semillas inmaduras
tienen un color blanco-amarillento (Munsell 2.5Y 8/4 a 2.5Y 8/6, cuadro 2). La
forma de las semillas en estado maduro e inmaduro es curvada y presentan testa
con apariencia estriada y consistencia dura. Los frutos de damiana son una
capsula trivalvada con tricomas, con seis semillas por fruto (Figura 4). Presentan
un color café cuando estan maduras (Munsell 7.5YR 6/6 a 7.5YR 7/4) y un color
verde cuando las capsulas estan inmaduras (Munsell 5Y 6/4 a 5Y 7/4). Las
imagenes tomadas del microscopio electrénico de barrido mostraron que las
semillas maduras e inmaduras de T. diffusa tienen un tejido denominado eleosoma

que las cubre parcialmente (Figura 5).
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Figura 3. A. Media de la variable largo. B, media de la variable ancho de semillas maduras e
inmaduras de T. diffusa. Diferencias significativas entre las medidas de ancho de semillas
maduras e inmaduras t= 0.019, g.l.= 57.884 de T. diffusa

Cuadro 2. Caracteristicas morfologicas de las semillas maduras e inmaduras de T.
diffusa.

Caracteristicas Semilla madura Semilla inmadura
morfologicas

Peso (g) 0.1520 0.1520

Largo (mm = e.e.) 0.725 £ 0.034 0.84 £ 0.035

Ancho (mm x e.e.) 0.182 £ 0.031 0.152 £ 0.043

Forma curvada (en forma de curvada (en forma de pera)
pera)

Color café oscuro (Munsell blanco-amarillento
7.5YR 4/2 a 7.5YR 5/2) (Munsell 2.5Y 8/4 a 2.5Y

8/6)
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1

Figura 4. Caracteristicas morfolégicas de las semillas y frutos de T. diffusa. A.
coloracion y forma semillas maduras e inmaduras e inmaduras. Ar, detalle de arilo en
las semillas maduras e inmaduras. B. Frutos maduros e inmaduros en forma de
capsulas trivalvada.
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Figura 5 .A. Detalle de la unién de la semilla con el eleosoma. Tr= tricomas de los frutos
de T.diffusa B. vista general de la semilla de T. diffusa. Detalle del eleosoma sobre la
semilla de T. diffusa
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8.2 Prueba histoquimica al eleosoma de la semilla.
Las células epidérmicas del eleosoma presentan depdsitos de proteinas,

aceites y granos de almidon (Figura 6).

A

Figura 6. Caracteristicas histoquimicas al eleosoma de la semilla de T. diffusa. A. tincion
con lugol de contenidos de almiddn en las células epidérmicas del eleosoma. B. tincién con
de contenidos proteinicos en la epidermis del eleosoma. C. Tincion con Sudan lll, de
granulos de aceites en las células epidérmicas de T. diffusa. Aumento 40x.
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8.3 Analisis de viabilidad
En la prueba de tetrazolio no existen diferencias significativas en el

porcentaje de tincion entre las semillas de T. diffusa colectadas en los afios 2016 y
2017 (t= 0.200, g.l.= 33.606), igualmente, no existe diferencias significativas en el
porcentaje de viabilidad con respecto a la concentracion de solucion de tetrazolio y
el tiempo de exposicidn a la solucion (t= 2.042, g.1.=). Para las semillas colectadas
en el afio 2016, la concentracion de solucién de tetrazolio a 1% durante 2 h y 40°C
alcanzé la viabilidad maxima con un 60% de semillas tefiidas en su totalidad y
40% registro tincion nula. En cambio, el tratamiento a concentracién de 1%, 3 hy
40°C reqistrd el porcentaje menor de tincién de semillas con un 23% de semillas

tefiidas y 77% sin presentar tincion (Figura 7).

En contraste, las semillas colectadas en el afio 2017 presentan la maxima
viabilidad bajo el tratamiento a concentracion 0.5% de solucién de tetrazolio,
durante 3 h y 40°C obteniendo un 60% de semillas tefiidas y 40% de tincion nula.
A concentraciones de 0.5%, durante 2 horas y 40°C se registr6 el menor
porcentaje de tincidn con 40% de semillas tefiidas y 60% sin tincion de los érganos
(Figura 8). La viabilidad de las semillas de T. diffusa no se vio afectada por el
tiempo de almacenamiento, ya que ambos lotes obtuvieron un maximo de 60% de

tincion de semillas (figura 9).
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Figura 7. Porcentaje de tincion en semillas viables de T. diffusa colectadas en afio
2016.
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Figura 8. Porcentaje de tincion en semillas viables de T. diffusa sin almacenamiento,
colectadas en el afios 2017.

Figura 9. Embriones de T. diffusa sometidos a la prueba de tetrazolio bajo
concentraciones de 0.5% y 1%. A. Semilla viables de T. diffusa bajo concentracion de
1% durante 2h. B. Semillas inviables de T. diffusa bajo concentracion de 0.5% por 1 h.
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8.4 Germinacion de semillas de T. diffusa
El porcentaje de germinacion de T. diffusa fue significativamente distinto

entre los tratamientos pre germinativos y las distintas concentraciones de
giberelinas (X?= 66.048, g.l.= 4, p=<0.0001). Con base en los contrastes por
pares, existen diferencias significativas entre todos los tratamientos
pregerminativos analizados. En cuanto a la aplicacion de acido giberélico, no
existen diferencias significativas entre las concentraciones de 300 ppm y 500 ppm
(X?= 0.360, g.l.= 1, p=0.54); pero existen diferencias significativas entre la variable
control y las concentraciones de 300 (X?= 18.622, g.l.= 1, p=0.00001) y 500 ppm
(X?=12.965, g.l.= 1, p=0.0003, cuadro 3).

Bajo el tratamiento pregerminativo sin condiciones de hormiguero, con
eleosoma (lote 3) a 500 ppm de AG3 T.diffusa se mostré6 un mayor porcentaje de
germinacion (36%, Figura 10). La germinacion de semillas del lote 3 con 500 ppm
de AGjz, comenzo al sexto dia el dia seis el experimento, logrando el maximo
porcentaje de germinacion (36%) a los 28 dias. Por otra parte, las semillas del lote
3 con 300 ppm de AGs obtuvieron un porcentaje de germinacion de 32%,
iniciando su proceso de germinacion al dia diez del experimento y estabilizandose
al dia 34. Finalmente, sin la aplicacion de AGg, el lote 3 alcanzé un porcentaje de
germinacion de 12.5 % iniciando la germinacién el dia 17 y estabilizdndose el dia
39.

El tratamiento del lote 1 bajo condiciones de hormiguero, sin la presencia
del eleosoma, alcanzd un porcentaje maximo de germinacion del 16% a 500 ppm
de AG;. La germinacion de este tratamiento inicié el dia 13 del experimento, sin
mostrar evidencia de nuevas plantulas después del dia 37. Las semillas del lote 1
a concentraciéon de 300 ppm de AG3z obtuvieron un porcentaje de germinacién de
15%, iniciando su germinacion el dia 9 del experimento y estabilizandose el dia
34. Por ultimo, el lote 1 sin la aplicacion de AG3 obtuvo un porcentaje maximo de
germinacion del 2.5%. La germinacion de este tratamiento inicio el dia 13, sin la
aparicion de nuevas plantulas al dia 34.
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Finalmente, las semillas del lote 2 obtuvieron un porcentaje de
germinacion del 10% a 500 ppm de AG;z y un 8% a 300 ppm. La germinacion de
este lote en ambas concentraciones inici6 el dia 13 del experimento,
estabilizandose el dia 27 y el dia 31, a concentraciones de 300 y 500 ppm
respectivamente. Sin la aplicacion de AG; se alcanzé un porcentaje de
germinacion de 1.66%, al dia 31 del experimento, siendo este Ultimo tratamiento el

que inicia su germinacion en un periodo de tiempo mayor.

Después de 31 dias, la germinacién de las semillas de T. diffusa se
detiene en la mayoria de los tratamientos propuestos. EI comportamiento de la
germinacion en semillas de T. diffusa se muestra irregular ya que la germinacion

oscila entre los seis y 39 dias (figura 11).

Cuadro 3. Contrastes por pares del porcentaje de germinacion de los tratamientos pre
germinativos y las concentraciones de AGa.

Tratamiento Lote1p Lote 2 p Lote 3 p
Lote 1 - 0.0133 <0.0001
Lote 2 0.0133 - <0.0001
Lote 3 <0.0001 <0.0001 -
AG3 Control p 300 p 500 p
Control <0.0001 0.0003
300 <0.0001 - 0.54
500 0.0003 0.54 -
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Figura 10. Porcentaje de germinacion de semillas de T. diffusa bajo dos distintos tratamientos
pregerminativos: simulacion de condiciones de hormiguero (18°C, 70% Hr, 24 h oscuridad) y
temperatura ambiente, con dos concentraciones de AG3, 300, 500 y un control sin aplicacion de.
Lote 1, condiciones de hormiguero sin presencia de eleosoma. Lote 2, sin condiciones de
hormiguero con presencia de eleosoma. Lote 3 sin condiciones de hormiguero sin eleosoma.
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Figura 11.Velocidad de germinacion de las semillas de T. diffusa en un periodo de a 40 dias. Lote 1,
condiciones de hormiguero sin presencia de eleosoma. Lote 2, sin condiciones de hormiguero con
presencia de eleosoma. Lote 3 sin condiciones de hormiguero sin eleosoma

9. DISCUSION.
T. diffusa presenta caracteristicas morfolégicas en cuanto a un tamafo de

semillas promedio, color de semillas maduras e inmaduras, forma y peso, que
concuerdan con los caracteres propuestos por el trabajo de Gonzales, (2013)
acerca de las caracteristicas morfologicas de las semillas del género Turnera. La
caracterizacion morfolégica de semillas constituye un aporte al reconocimiento de
las caracteristicas ideales de las semillas para el manejo agronomico de la
especie T. diffusa, ademas, resulta de utilidad el analisis de los caracteres

morfoldgicos para estudios ecoldgicos y de conservacion (Lovey, 2010).

Gonzales (2013) usa el término arilo para denominar a los apéndices
carnosos que presentan las semillas del género Turnera. Sin embargo, de acuerdo
con los caracteres obtenidos en las pruebas histoquimicas, el arilo de la semillas
de T. diffusa puede considerarse un eleosoma, ya que cumple con las
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caracteristicas de este tejido, por contener sustancias de reserva como proteinas,
aceites y almidon (Font Quer, 2001 y Cuautle, 2004). La presencia de eleosomas
en el género Turnera solo ha sido documentado para las especies T. ulmifolia
(Cuautle, 2004) y T. subulata (Rocha, 2018), con esta investigacion, la especie
Turnera diffusa Willd ex. Schult se incluye a las especies del género Turnera que

presenta un eleosoma.

El procedimiento en la prueba de tetrazolio es util para distinguir entre
semillas viables y no viables (Rodriguez-Quillon, 2008). Las semillas de T. diffusa
exhibieron un 60% de viabilidad con la prueba de tetrazolio, sin haber diferencias
significativas entre el tiempo de almacenamiento de las semillas y el porcentaje
de viabilidad. Las semillas de T. diffusa son ortodoxas (CONAFOR, 2013), por lo

que pueden almacenarse por largos periodos de tiempo y conservar su viabilidad.

Los resultados de la prueba de tetrazolio permitieron observar que habia
semillas latentes en los experimentos de germinacion, ya que el porcentaje de
viabilidad (60%) fue mayor al porcentaje de semillas germinadas (36%). La
apariciéon de una mayor cantidad de semillas no viables de T. diffusa podria estar
relacionado con problemas de polinizacion. Caso similar ocurre con las especies
Annona cherimola L. y Hechtia perotensis (Bromeliaceae), las cuales presentan
baja viabilidad, mayor porcentaje de semillas latentes y bajo porcentaje de
germinacion (Lobo, 2007 y Elizalde, 2016).

La sensibilidad de la prueba de tetrazolio mostré6 que las semillas
colectadas en el afio 2016, ocuparon mayor concentracion de tetrazolio (1%) para
obtener el porcentaje de viabilidad total, por otra parte, las semillas colectadas en
el aflo 2017 ocuparon menor concentracién de tetrazolio (0.5%) para observar la
viabilidad de las semillas, por lo que se recomienda tomar en cuenta el tiempo de
almacenamiento y el tiempo de exposicion a la solucion de tetrazolio para

observar la viabilidad real de las semillas.

La propagacion por semilla de T. diffusa se ha abordado en la literatura

por Viesca (1983), aplicando acido giberélico para la ruptura de latencia en
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concentraciones de 200 y 800 ppm alcanzando un 25% de germinacion a 800 ppm
en un periodo de 30 dias. En este estudio se alcanz6 un 36% y 31% de
germinacion a concentraciones de 500 y 300 ppm respectivamente. Se obtuvo un
porcentaje de germinacion superior al de la investigacion realizada por Viesca
(1983), esto puede deberse al hecho de que el autor condujo la evaluacién a 30
dias, tiempo maximo para la categorizacién de la germinacion de las semillas no

latentes.

El tratamiento pregerminativo imitando las condiciones ambientales de un
hormiguero y remocién mecéanica de eleosoma no promoviéo un aumento en el
porcentaje de germinacién de las semillas de T. diffusa, caso similar con lo
reportado por Cuautle (2004) y Rocha (2018) donde las especies de hormigas
estudiadas fueron atraidas por el eleosoma y consumieron la estructura; sin
embargo, ninguna de las hormigas asociadas favorecié un aumento en el éxito de
la germinacion de semillas de T. ulmifolia y T. subulata. Los resultados de este
estudio bajo condiciones de laboratorio muestran que la remocion del eleosoma no
es el factor que genera un beneficio en la germinacién, aunque debe considerarse

el beneficio de dispersion por parte de las hormigas.

Los factores ambientales como la precipitacion, la temperatura y la
irradiacion, afectan a las plantas madre y la calidad de las semillas en desarrollo,
lo que repercute en la capacidad germinativa de las semillas (Elizalde, 2016). Los
resultados del tratamiento sometido a condiciones de hormiguero pasaron por
condiciones climaticas especificas, entre ellas un periodo prolongado de
oscuridad, y temperatura menor, lo cual pudo alargar el letargo en las semillas de
T. diffusa. De acuerdo con Reyes-Bautista (2005), el factor luz afecta la
germinacion por su intensidad y duracién (fotoperiodo), en este caso, T. diffusa
presenta semillas pequefias y livianas, caracteristica que les permite enterrarse en
el suelo y formar bancos de semillas, las cuales tienen requerimientos de luz

especificos para alcanzar valores altos de germinacion (Funes, 2009).

Los resultados de la prueba de germinacion con la adicibn de AGs;

mostraron que las semillas de T. diffusa presentan latencia primaria, la cual
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proviene directamente de la planta madre (Hartmann, 2012) ya que las semillas de
damiana mostraron permeabilidad con agua de riego, lo que puede descartar una
latencia morfoldgica. Sin embargo dichas semillas no germinaron en su totalidad
en un periodo de 40 dias. Marquez (2013) menciona que en la latencia de
semillas depende del cociente entre ABA/ AG3, es decir alta concentracion del
ABA o una baja sensibilidad al AG3 inhibe la germinacién, por los resultados
obtenidos en este estudio, T. diffusa podria presentar baja sensibilidad al AGs,
aunado a factores climaticos y edafoldgicos, que sugieren estudios posteriores

para afirmar esta hipotesis.

Gomez (1997), report6 para la especie E. characias que la presencia del
eleosoma tiene un efecto negativo en la emergencia de las plantulas, caso
contrario a lo que ocurre con T. diffusa, donde las semillas que conservaron el
eleosoma tuvieron un efecto positivo en el porcentaje de germinacién, sin embargo
concuerdan los resultados en la aparicibn de hongos en el eleosoma de las
semillas de T. diffusa, por lo que en un enfoque productivo es necesario tratar las
semillas con anti fungicos. Se han encontrado estudios donde la manipulacién de
las semillas por hormigas en mejora la germinacion. Cuautle (2004) hace
referencia a que las hormigas pueden dar un beneficio en la germinacién de forma

indirecta como la liberacion de quimicos, que ofrezca proteccion contra hongos.

Durante el consumo del eleosoma las hormigas pueden inyectar
sustancias salivales y promover la escarificacion que optimiza el proceso de
germinacion (Rocha, 2018). Gonzales (1998) propone que las hormigas, al
eliminar el eleosoma producen un raspado en la semilla que puede influir en la
emergencia de la plantula. En el caso de T. diffusa es probable que estas
variables aumenten su porcentaje de germinacion en condiciones naturales; sin
embargo, los resultados de este estudio bajo condiciones de laboratorio muestran
qgue la remocion del eleosoma no es el factor que genera un beneficio en la

germinacion.

Se propone llevar estudios posteriores sobre pruebas directas con
hormigas para evaluar el efecto en el porcentaje de germinacion de las semillas de
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T. diffusa, asi como estudios sobre la efectividad de la polinizacion. Ademas,
hacen falta estudios de ecologia de poblacion para determinar la capacidad de
colonizacion de la especie en su habitat, por ultimo, se propone llevar a cabo
analisis de los microorganismos en el suelo, que pueden estar asociados a la
especie 0 a los hormigueros, los cuales pueden influir en la germinacion de T.
diffusa, con la finalidad de recrearse en condiciones contraladas, que aporten con
un porcentaje de germinacion mayor para el establecimiento de cultivos

comerciales de damiana.

A pesar de que el método eficaz para la propagacion de T. diffusa es por
estacas, la ventaja que ofrece el trabajo, en cuanto a la propagacion sexual de T.
diffusa es que permite mantener la informacion genética de la especie, tanto en
cuestiones de produccién, mejoramiento genético, domesticacion y de

conservacion.

10.CONCLUSION
Este estudio mostré que las semillas maduras e inmaduras de T. diffusa

muestran una diferencia de tamafio de. Ambos tipos de semillas tienen forma
curvada y en cuanto a color varia. Los caracteres morfolégicos de las semillas de
Turnera diffusa Willd ex. Schult, constituyen un aporte al reconocimiento de la
especie en campo, ademas desde un punto de vista agrondmico, ofrece un aporte
al reconocimiento de la etapa madurez y el reconocimiento de la especie para la

produccion propiedades medicinales y para su conservacion.

A partir de los resultados de este estudio, se demuestra la presencia de
sustancias de reserva como proteinas, aceites y almidon en el arilo de las semillas
de Turnera diffusa Willd ex. Schult, pudiendo definir este tejido como eleosoma,

caracteristico de la interaccion con hormigas cosechadoras.

Con imbibicion en una solucion de tetrazolio a concentracién de 1%
durante 2h a 40°C permitié evaluar de forma eficiente la viabilidad que presentan
las semillas de damiana. Los resultados obtenidos en la prueba de viabilidad

permiten discernir entre semillas viables y no viables a concentraciones de 0.5y
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1%, lo que indica que para las semillas de cada género y especie es necesario un

estudio detallado en tiempos, temperaturas y concentraciones

La presencia de eleosoma en las semillas de damiana y la concentracion
de acido giberélico influyé en la germinacion con valores superiores, en
comparacion con los resultados obtenidos sin la aplicacién de acido giberélico y
sin la presencia de eleosoma, con un efecto complementario entre la luz,

temperatura y humedad de germinacion.

El efecto de la aplicaciébn de AG3 en la germinacion de las semillas de T.
diffusa indican que las semillas presentan una latencia fisiol6gica. La latencia en
semillas de damiana corresponde a la categoria de primaria fisiolégicas, la cual
puede romperse a través de la imbibicién previa en &cido giberélico. Al no haber
diferencias significativas en la concentracion de acido giberélico, la latencia en las
semillas de damiana puede romperse a 300 o 500 ppm durante 24 horas a 28°C y
12/12 de fotoperiodo obteniendo un 36% de germinacion.
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