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Resumen

Brosimum alicastrum (ramoén) es una especie endémica del sur de México, que por sus usos en la alimentacion
animal y humana, y su capacidad para regenerar ecosistemas degradados, la Comision Nacional Forestal la ha
incluido en los programas de reforestacion, lo que ha incrementado la demanda de sus ejemplares, semillas y frutos.
No obstante, el taxdn se distribuye de manera natural con un incipiente manejo silvicola. Los objetivos de esta
investigacion fueron caracterizar la morfometria de semillas de poblaciones silvestres de ramén en Campeche, y
determinar el efecto de la temperatura sobre la viabilidad y germinacion de las semillas bajo condiciones controladas,
mediante la prueba de tetrazolio. Se recolectaron semillas de cuatro distintas localidades del norte de Campeche: X-
Mabén, Sahcabchén, Hopelchén y Calakmul. El andlisis morfométrico reveld que las semillas con las mejores
caracteristicas (tamafio y peso) fueron las de Hopelchén y Calakmul. Para determinar el efecto de la temperatura de
almacenamiento sobre la viabilidad de las semillas recolectadas, se selecciond el material de Calakmul. La viabilidad
se prolongd hasta 70 dias en temperaturas de almacenamiento de 4 °C, con 90 % de germinacion, mientras que a
28 °C se redujo a 30 dias. Se concluye que 4 °C es una temperatura de almacenamiento optima para prolongar la
viabilidad de las semillas y garantizar los mayores porcentajes de germinacion en vivero. Esta informaciéon sera
importante en los planes futuros de manejo forestal de B. alicastrum, y contribuird a la conservacion y

aprovechamiento sustentable de la especie.

Palabras clave: Arbol ramdn, capomo, germinacion de semillas, nuez Maya, ojite, prueba de tetrazolio.
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Abstract

Ramon tree (Brosimum alicastrum (ramodn)) is a species endemic to southern Mexico. Due to its uses in animal
and human food and its ability to regenerate degraded ecosystems, this tree has been included by the National
Forest Commission in reforestation programs, increasing the demand for its specimens, seeds and fruits.
Nevertheless, the species is distributed naturally with an incipient forestry management. The objectives of this
research were to characterize the morphometry of seeds of wild populations of Ramon tree in the state of
Campeche, and to determine the effect of temperature on the viability and germination of seeds under
controlled conditions, through the tetrazolium test. Seeds were collected from four municipalities in the north of
Campeche: X-Mabén, Sahcabchén, Hopelchén and Calakmul. Morphometric analysis revealed that the seeds
with the best characteristics (size and weight) were those of Hopelchén and Calakmul. To determine the effect
of storage temperature on the viability of the seeds collected, Calakmul seeds were used. Viability was found to
last up to 70 days at storage temperatures of 4 °C with 90 % germination, while at 28 °C it was reduced to 30
days. It is concluded that 4 °C is an optimal storage temperature to prolong the viability of the seeds and
guarantee the highest percentages of germination in the nursery. This information will be important in future
forest management plans of the Ramon tree, contributing to the conservation and sustainable use of the

species.

Key words: Ramodn tree, Capomo, seed germination, Mayan nut, Ojite, tetrazolium test.

Introduccion

Brosimum alicastrum Sw. (ramon) es un arbol de la familia Moraceae, con amplia
distribucién en Mesoamérica, de donde se considera endémico, que crece de manera
silvestre en selvas perennifolias y caducifolias (Vergara et al., 2014). La especie
produce frutos de noviembre a febrero, y de julio a septiembre, los cuales son bayas
de 2 a 2.5 cm de didmetro, globosas con pericarpio carnoso, y coloracién verde cuando
son inmaduras y de verde-amarillento a anaranjado-rojizo al madurar; contienen una

semilla de 1.5 a 2 cm de diametro, cubierta por una testa papiracea amarillenta, con
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dos cotiledones montados uno sobre el otro; son semillas recalcitrantes con

porcentajes de germinacion inferiores a 50 % (Morales y Herrera, 2009).

En México, B. alicastrum se distribuye desde el sur de Tamaulipas hasta Quintana
Roo, y de Sinaloa a Chiapas (Pennington y Sarukhan, 2005). Es muy apreciado en
la Peninsula de Yucatan donde sus semillas llegaron a ser consideradas el maiz de
los mayas (Espinosa-Grande et al., 2023). En esta regidon, actualmente, la especie
se distribuye de manera natural, y la recoleccién de semillas, frutos y forraje se
destina a la alimentacion animal (Rojas-Schroeder et al., 2017). El taxén también
tiene potencial para la alimentacién humana y en la industria. El fruto es rico en
compuestos fendlicos con actividad antioxidante; su almidon tiene propiedades
espesantes y gelificantes adecuadas para alimentos procesados y la industria

farmacéutica (Moo-Huchin et al., 2019).

En 2019, por su capacidad para la restauracion de suelos degradados, B. alicastrum
se incluyd como una especie prioritaria en el Programa Federal Sembrando Vida de
la Secretaria de Bienestar, cuyo objetivo es propagarla con fines de reforestacién
(Secretaria de Bienestar, 2020). Ademas, ante un contexto de cambio climatico y
seguridad alimentaria, se ha convertido en un recurso local de amplio uso para la
alimentacion animal y humana (Ramirez-Sanchez et al., 2017). En virtud de ello, la
demanda por ejemplares (planta, semilla y fruto) de B. alicastrum se ha
incrementado, y con ello la necesidad de generar investigacién respecto a su

propagacién (Santillan-Fernandez et al., 2021a).

En la literatura existen investigaciones para B. alicastrum en aspectos de botanica y
ecologia (Espinosa-Grande et al., 2023), propiedades nutricionales en Ila
alimentacion animal y humana (Rojas-Schroeder et al., 2017; Subiria-Cueto et al.,
2019) y recientemente, por su alto potencial econdmico, se han incorporado temas
referentes a plantaciones forestales (Hernandez-Gonzdlez et al., 2015). Sin

embargo, hay poco conocimiento sobre las condiciones de almacenamiento y sus
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efectos sobre la viabilidad (capacidad para germinar) de sus semillas, debido al

incipiente manejo forestal de la especie (Mendoza-Arroyo et al., 2020).

En la propagacién sexual de las especies forestales, un problema recurrente del
manejo en vivero es la determinacién del tiempo éptimo de almacenamiento sin que
se afecte la viabilidad de las semillas (Mejenes-Lépez et al., 2019). Durante el
periodo de almacenamiento, factores como la humedad, temperatura, luz y cantidad
de oxigeno, afectan el deterioro de la semilla y condicionan, directamente, su
viabilidad (Valverde-Rodriguez et al., 2019). En las semillas que no toleran la
deshidratacion, denominadas recalcitrantes, el almacenaje se complica; estas,
principalmente corresponden a taxa tropicales, pueden almacenarse por largos
periodos si se les deshidrata ligeramente y tienen oxigeno disponible (De Vitis et al.,
2020). Valverde-Rodriguez et al. (2019) determinaron que, en el almacenamiento,
la temperatura es el factor en el cual se puede incidir mas rapido para prolongar la

viabilidad de semillas recalcitrantes.

Para determinar la viabilidad de las semillas de manera rapida, la prueba de
tetrazolio es la mas apropiada por la simplicidad de su aplicacién y la confiabilidad
de sus resultados (Salazar et al., 2020). Se ha utilizado con éxito en especies
forestales como Pinus caribaea Morelet var. caribaea Barret y Golfari (Dorta, 2020),
Jatropha mollissima (Pohl) Baill. (Siqueira et al., 2020); Coffea arabica L. (Calla et
al., 2019), Guaiacum sanctum L. (Flores et al., 2019), Cedrela odorata L. y

Cariniana pyriformis Miers (Espitia-Camacho et al., 2017).

En este contexto, los objetivos de la presente investigacion fueron caracterizar la
morfometria de semillas de poblaciones silvestres de B. alicastrum en Campeche, y
determinar el efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la viabilidad y
germinacion de las semillas bajo condiciones controladas mediante la prueba de
tetrazolio, con la finalidad de determinar la temperatura y el tiempo maximo de

almacenamiento que garanticen altos porcentajes de germinacién. La hipotesis
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planteada es que existe una variacién natural en la morfometria de las semillas y
que la temperatura de almacenamiento es un factor que impacta directamente

sobre la viabilidad de las semillas.

Materiales y Métodos

Recolecta de frutos

La primera semana de septiembre de 2019 se recolectaron frutos de B. alicastrum en
cuatro localidades del norte de Campeche (Figura 1). Las procedencias de recolecta
se caracterizan por una cobertura de selva media subperenifolia y selva alta
perennifolia, con suelos arcillosos, precipitaciones de 600 a 4 000 mm, con épocas de
estiaje de tres a siete meses, temperatura media anual de 18 a 27 °C vy altitudes de
20 a 1 000 m (Inegi, 2021). Esta region ha sido descrita previamente por Santillan-
Fernandez et al. (2021b) como una regidn con alta distribucion natural de B.

alicastrum, homogénea en sus parametros edafoclimaticos.
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Figura 1. Ubicacidon espacial de las procedencias de recolecta de frutos de

Brosimum alicastrum Sw. en el estado de Campeche.

La recolecta de frutos en X-Mabén y Hopelchén se realizd en zonas perturbadas por
actividades antropicas, a diferencia de Sahcabchén y Calakmul cuya recolecta fue
en areas menos perturbadas e incluso en la reserva de la biosfera, para el caso de
Calakmul. La recolecta de los frutos se hizo con base en la metodologia descrita por
Vallejos et al. (2010); se seleccionaron 10 arboles por procedencia con las mejores
caracteristicas fenotipicas (dasométricas: mayor altura, mayor diametro a la altura
del pecho y fuste recto), con una distancia minima entre arboles seleccionados de
100 m; de cada individuo se obtuvo un promedio de 50 frutos, los cuales se

almacenaron en bolsas esterilizadas de plastico para su traslado a las instalaciones
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del Colegio de Postgraduados, campus Campeche (Champotén, Campeche, México).
El fruto se despulpd dejando al descubierto la semilla, que se lavd con agua para

retirar los residuos del pericarpio.

Morfometria de las semillas de B. alicastrum

Para el analisis morfométrico de las semillas, se eliminaron aquellas que estuvieran
rotas, vanas, o con sintomas de dafo por plagas y enfermedades. Se seleccionaron,
aleatoriamente, cuatro muestras de 30 semillas por procedencia (480 semillas en
total). Las variables cuantificadas fueron: largo (cm), ancho (cm) y la relacién
largo/ancho, medidas con ayuda de un vernier (Mitutoyo 530-312CAL™); peso (g),
calculado mediante una balanza analitica (Wellish™); volumen (cm?3) y densidad (g
cm3), con el método de desplazamiento de agua (Rashidi et al., 2007), que consiste
en colocar cada semilla dentro de una probeta de vidrio (Cylinder-250mL-2PK-Glass™)

con un volumen conocido de agua (100 mL) y se registra el volumen desplazado.

Las diferencias estadisticas entre las variables morfométricas por lugar de
procedencia, se determinaron con el software R (Venables y Smith, 2023) mediante

una prueba de medias por Tukey, con una confiabilidad de 95 % (a=0.05).

Analisis de viabilidad de las semillas
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La viabilidad de las semillas se determind con la técnica de cloruro de tetrazolio, la
cual se utiliza para diferenciar tejidos metabdlicamente activos de los inactivos
(Berridge, 2005). Para ello, se empled un disefio experimental completamente al
azar, con cuatro réplicas de 30 semillas para cada sitio de recolecta (480 semillas).
Debido a que no se encontraron trabajos previos para B. alicastrum en los que se
analice la viabilidad de sus semillas con tetrazolio, la preparacion de la solucién y la
evaluacién de los patrones de tincion se hizo considerando lo que se ha citado para

especies similares.

Se utilizé una solucion de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (CTT) (Sigma T8877-
10G) al 1 % en agua tridestilada estéril (Espitia-Camacho et al., 2017). Las semillas
se cortaron siguiendo el eje ecuatorial y se colocaron en 20 mL de solucién de CTT
en una caja Petri e incubadas (Labnet® modelo 222DS) en oscuridad a 28 °C
durante 4 h. El tiempo de incubacion fue previamente determinado a partir de una

cinética de tincidon de 24 h con intervalos de muestreo de 4 h.

De acuerdo a la metodologia descrita por Rodriguez et al. (2008) y Orantes-Garcia
et al. (2013), cuando las células vivas del embrién de la semilla respiran
activamente (tienen mayor probabilidad de germinacion), la prueba de CTT las tifie
de color rojo, y en el caso de las células muertas conservan el color original del
embridn. Para este andlisis se consideraron tres categorias, conforme el sistema de
clasificacion de Pérez-Mendoza (2018): semillas totalmente tefiidas (embriones
viables y vigorosos), semillas parcialmente tefiidas (embriones viables con medio
vigor) y semillas no tefiidas (embriones no viables); en todos los casos se
contabilizaron y se expresaron en porcentaje por replica y lugar de procedencia. Las
diferencias estadisticas de la proporcidon de semillas que presenté una categoria de
tincién por procedencia se determinaron con el software R (Venables y Smith, 2023)

mediante una prueba de medias por Tukey con una confiabilidad de 95 % (a=0.05).
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Efecto del tiempo y la temperatura de almacenamiento sobre la

viabilidad de las semillas

Para analizar el efecto del tiempo y la temperatura de almacenamiento sobre la
viabilidad de las semillas de B. alicastrum, se establecid un disefio experimental
completamente al azar con 24 réplicas de cinco semillas para cada temperatura de
almacenamiento. Los gradientes de temperatura fueron definidos en funcion de
estudios preliminares para arboles tropicales como B. alicastrum; al respecto, la
temperatura de 4 °C es una de las mas evaluadas en estudios sobre el efecto de la
temperatura en almacenamiento, mientras que la de 28 °C se considera una
temperatura ambiente dentro del intervalo de 23 a 28 °C (Campbell-Martinez et al.,
2022; Park et al., 2022). Para este experimento, se seleccionaron las semillas del
lugar de procedencia que obtuvo los porcentajes mas bajos en la prueba de CTT,

con la finalidad de estudiar el efecto en los peores escenarios.

Las semillas se almacenaron a una temperatura de 4 °C en un refrigerador
(Samsung side by side®) y 28 °C (cuarto de cultivo) por un periodo de 92 dias.
Cada 15 dias se seleccionaron de manera aleatoria y sin reemplazo cuatro réplicas
por gradiente de temperatura, a las que se les aplicé la prueba de CTT para
determinar el porcentaje de semillas totalmente tefiidas, semillas parcialmente
tefiidas y semillas no tefiidas. Por el nimero de réplicas (24) y periodo de analisis
(15 dias), la prueba de CTT se efectud seis veces. Ademas, se efectud una prueba
de germinacion a 80 semillas (de la procedencia que tuvo los porcentajes mas bajos
en la prueba de CTT) almacenadas durante 30 dias a 4 °C y 28 °C, se hicieron

cuatro réplicas de 10 semillas para cada gradiente de temperatura, en cada una se
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obtuvo el porcentaje de germinacion. Las diferencias estadisticas de la proporcion
de semillas que presentd una categoria de tincién por periodo de anélisis, y el
porcentaje de germinacion por gradiente de temperatura se determinaron en el
software R (Venables y Smith, 2023) mediante una prueba de medias por Tukey
con una confiabilidad de 95 % (a=0.05).

Resultados y Discusion

Morfometria de las semillas de B. alicastrum

Un analisis exploratorio de las semillas recolectadas mostré que tienen una forma
esférica o aplanada, cubiertas de una testa papiracea de color café-blanquecino que
al secarse se desprende sola, con una semilla de dos cotiledones asimétricos de
coloracion verdosa (Brechu-Franco et al., 2021) (Figura 2). Al analizar Ila
morfometria de las semillas de las cuatro procedencias, los promedios mas altos
para el largo (cm) y ancho (cm) correspondieron al material de Hopelchén y los mas
bajos a Calakmul (Cuadro 1). Sin embargo, las semillas de Calakmul presentaron

los mejores promedios en volumen (cm?3) y peso (g).
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A) Testa exterior de color café-gris que cubre a la semilla, B) Semilla sin testa
mostrando el endocarpio, cotiledones y radicula del embrién, y C) Semilla con
germinacion inducida por alta humedad relativa.

Figura 2. Morfologia de las semillas de Brosimum alicastrum Sw. Se ilustran

semillas con diferentes grados del desarrollo de la radicula.

Cuadro 1. Diferencias estadisticas entre las variables morfométricas de semillas de
Brosimum alicastrum Sw. por procedencia de recolecta en Campeche.

Variables morfométricas

Procedencia .
Largo Ancho Largo/Ancho Volumen Peso Densidad

de recolecta

(cm) (cm) (cm) (cm?3) (9) (g cm™3)
Sahcabchén 1.65B 1.64B 1.01 B 2.27 B 2.70B 1.32 A
X-Mabén 1.61BC 1.63B 0.99 B 2.08 B 1.84 C 1.02B
Hopelchén 1.92 A 1.98 A 0.97 B 2.82 A 3.32A 1.28 AB
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Calakmul 1.50C 1.38C 1.10 A 3.03A 3.16 A 1.15 AB

Medias con la misma letra por columna no son estadisticamente diferentes
(Tukey, a=0.05).

La proporcion Largo (L)/Ancho (A) es uno de los factores que definen la forma de
una semilla: L/A<1 corresponde a una semilla aplanada, L/A=1 a una redonda, y
L/A>1 a una oblonga (Bezerra et al., 2015). En el presente estudio, aunque los
analisis estadisticos mostraron diferencias significativas entre las procedencias,
todos los valores de L/A son cercanos a 1 (Cuadro 1), es decir, corresponden a

semillas redondas, como previamente se ha citado (Brechu-Franco et al., 2021).

Las semillas de mayor volumen fueron las de Hopelchén y Calakmul, las cuales
también registraron los pesos y densidades mas altos (Cuadro 1). Estos datos
morfométricos son ligeramente distintos a los registrados por Morales y Herrera
(2009), quienes evaluaron semillas de arboles de ramdn ubicados en Yucatan,
con largos inferiores a 1.4 cm, anchos superiores a 1.8 cm, y pesos promedios
de 2.8 g. La diferencia en tamafios de semillas puede deberse a factores
genéticos y ambientales inherentes a las regiones donde se ubican las

poblaciones de la especie (Vergara et al., 2014).

Prueba de tincion con cloruro de tetrazolio (CTT)

Se observaron embriones totalmente tenidos, y embriones parcialmente tenidos

(Figura 3). De acuerdo con Mancipe-Murillo et al. (2018), la intensidad en la tincién
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indica mayor probabilidad de germinacién. Sin embargo, se debe considerar que por
la propiedad recalcitrante de las semillas de B. alicastrum son mas propensas a

perder viabilidad en los primeros 30 dias (Magnitskiy y Plaza, 2007).

Totalmente tenidas

Parcialmente tenidas

1.50 cm Figur

1.38 cm

a 3. Tincidn de semillas de Brosimum alicastrum Sw. mediante la prueba de cloruro
de 2,3,5-trifeniltetrazolio (CTT).

La prueba de medias por Tukey (a=0.05) evidencid que las procedencias de X-
Mabén y Hopelchén tuvieron las semillas con los porcentajes de tincion completa
mas altos y se diferenciaron estadisticamente de las procedencias de Sahcabchén vy
Calakmul (Figura 4). La recolecta en las procedencias de X-Mabén y Hopelchén se
realizd en zonas perturbadas por actividades antropogénicas. De acuerdo con
Romero-Saritama (2018), la viabilidad de una semilla es afectada por diversos

factores, entre ellos la edad del arbol y las condiciones fisiograficas del area de
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recolecta. Sin embargo, las especies forestales tienden a desarrollar mayor
resiliencia en condiciones desfavorables, lo que ayuda a explicar por qué en sitios

perturbados se registraron mayores porcentajes de viabilidad.

® Tincion completa Tincion parcial

B B A A

100%

80%

60%

40%

Porcentajede tincion

20%

0%

X-Mabén Hopelchén Sahcabchén Calakmul

Figura 4. Diferencias estadisticas en el porcentaje de tincion de semillas de
Brosimum alicastrum Sw. por procedencia. Medias con la misma letra por columna

no son estadisticamente diferentes (Tukey, a=0.05).

Efecto del tiempo y la temperatura de almacenamiento sobre la

viabilidad de las semillas
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En condiciones de temperatura ambiente (28 °C) alrededor de los 30 dias, el
porcentaje de semillas parcialmente tefidas fue superior al de semillas totalmente
teflidas, por lo que se considerd que a partir de los 30 dias la viabilidad de las
semillas se reduce considerablemente. Para el caso de las almacenadas a 4 °C, el
porcentaje de semillas parcialmente tefiidas superd al valor de aquellas totalmente

tefiidas después de los 70 dias (Figura 5).

100 Tincion a 4 °C 100 Tincion a 28 °C

Porcentaje
=2 ==}
- (=]

Porcentaje
A
=

[
=

15 30 50 63 77 92

Dias de almacenamiento Dias de almacenamiento
OTotalmente tefiidas a 4 °C #Totalmente teiiidas a 28 °C
OParcialmente teiiidas a 4 °C # Parcialmente tenidas a 28 °C
<No tenidas a 4 °C 4+No tenidas a 28 °C

Figura 5. Efecto de la temperatura y tiempo de almacenamiento sobre la viabilidad

de semillas de ramdén (Brosimum alicastrum Sw.).

A partir del dia 77, las semillas almacenadas a diferentes temperaturas registraron
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los porcentajes de tincidn mas bajos. Por la propiedad recalcitrante de las semillas
de ramodn, se esperaba un incremento gradual en los porcentajes de aquellas
parcialmente tefidas y de semillas no tefiidas para ambas temperaturas de

almacenamiento a lo largo del periodo de evaluacién.

El efecto de la temperatura y tiempo de almacenamiento sobre la viabilidad de las
semillas recalcitrantes lo han descrito Magnitskiy y Plaza (2007), quienes postularon
que la temperatura es el factor que incide mas rapido en el incremento de la
viabilidad de las semillas recalcitrantes. Al respecto, Valverde-Rodriguez et al.
(2019) senalaron que la longevidad en la viabilidad de semillas recalcitrantes es
mayor con temperaturas de almacenamiento inferiores a 10 °C. Sin embargo, dado
el nulo manejo forestal aplicado a B. alicastrum, existe poca informacion sobre el

efecto de la temperatura en la viabilidad de sus semillas (Vergara et al., 2014).

Finalmente, la prueba de germinacién de semillas almacenadas durante 30 dias a 4 °C
y 28 °C reveld 90 % de germinacién en las almacenadas a 4 °C, y 60 % para las
almacenadas a 28 °C (Cuadro 2). El sistema radicular de las semillas almacenadas a
4 °C fue mayor que el de las semillas a 28 °C (Figura 6). Estos resultados coinciden
con los obtenidos por Del Amo et al. (2002), quienes documentaron porcentajes de
germinacién superiores a 75 % para la especie. Aunque, a diferencia del estudio que
aqui se describe (ambiente controlado), dicho trabajo se llevé a cabo en vivero, con

semillas sin un periodo previo de almacenamiento.

Cuadro 2. Diferencias estadisticas del efecto de la temperatura a los 30 dias de

almacenamiento en la germinacién de semillas de Brosimum alicastrum Sw.

Temperatura Germinadas (%) No germinadas (%)
4 °C 90 A 10 B
28 °C 60 B 40 A
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Medias con la misma letra por columna no son estadisticamente diferentes
(Tukey, a=0.05).

5cm

1.80 cm

a°c 28°C

Figura 6. Semillas de Brosimum alicastrum Sw. germinadas a los 30 dias de

almacenamiento bajo temperaturas controladas: 4 °Cy 28 °C.

Conclusiones

En el norte de Campeche existe variabilidad morfométrica entre las semillas de
Brosimum alicastrum, cuya viabilidad se puede prolongar hasta 70 dias cuando la
temperatura de almacenamiento es de 4 °C. A pesar de que la prueba de
germinacion estuvo condicionada con muestras de semillas con los valores mas

bajos de viabilidad, se logré un porcentaje de germinacién de 90 % cuando la
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temperatura de almacenamiento fue de 4 °C, la cual corresponde, probablemente, a
la temperatura 6ptima para mantener la viabilidad de las semillas de esta especie
forestal y garantizar altos porcentajes de germinacién en la etapa de vivero. Sin
embargo, se debe considerar que en este estudio el factor humedad no se analizé.
La informacién generada es valiosa para el manejo forestal de B. alicastrum dada la

alta demanda de sus ejemplares, semillas y frutos, y a su escaso manejo silvicola.
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