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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto promotor de agua de coco, acido
giberélico, de la estratificacidn fria y escarificacién mecanica, sobre la germinacién de
semillas de Dracontium grayumianum, y el efecto de acido giberélico y agua de coco sobre
el brotamiento de cormos de la misma especie. Las semillas no sometidas a los trata-
mientos inductores fueron incapaces de germinar, pero la inmersién en agua de coco
tuvo efectos notables, produciendo un porcentaje de germinacién del 50%, superior al
efecto logrado con los demads tratamientos. El endospermo liquido del coco también
tuvo efecto favorable sobre el brotamiento de cormos bajo condiciones de vivero, al
igual que el tratamiento con una solucién de 4cido giberélico. Este es el primer reporte
del uso de agua de coco como agente promotor de la germinacién de semillas con alto
nivel de latencia, lo que coloca este recurso como una alternativa adicional, altamente
eficaz y de bajo costo, para ser utilizado en estrategias de propagacién vegetal de
especies con semillas de latencia profunda.
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the promotional effect of coconut water,
gibberellic acid, cold stratification and mechanical scarification on seed germination of
Dracontium grayumianum, and the effect of gibberellic acid and coconut water on the
sprouting of corms of the same species. The seeds without the inductive treatment were
unable to germinate, but the immersion in coconut water had significant effects,
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producing a germination rate of 50%, higher than the effect achieved with other
treatments. The liquid endosperm of coconut also had favorable effect on the sprouting
of corms under nursery conditions, like the treatment with gibberellic acid solution.
This is the first report of the use of coconut water as a promoter of seed germination
with high latency, which places this resource as an additional alternative, highly efficient,
and cost-effective, for use in plant propagation strategies of species with seeds of deep
dormancy.

Key words: Dracontium sp., Coconut water, Dormancy, Latency, Citokinins
INTRODUCCION

El pacifico colombiano es reconocido a nivel mundial por ser parte del “hotspot” de
biodiversidad “Tumbes-Chocé-Darién”, albergue de un nimero de especies vegetales,
animales y microbianas incontable, atin no estudiadas por la comunidad cientifica. La
hierba de la equis (Dracontium grayumianum G. Zhu y Croat) , es una de las varias ardceas
presentes en la region, aprovechada por diferentes grupos étnicos de la zona con fines
farmacéuticos y alimenticios, que actualmente enfrenta graves problemas de erosién
genética, debido a los alarmantes problemas de deforestacién, y a un aprovechamiento
intensivo no sustentable.

Dada la importancia de esta especie para las comunidades negras e indigenas del
pacifico colombiano, el enorme potencial que se prevé para su uso a nivel internacional,
la falta de estudios cientificos sistemdticos y la urgente necesidad de establecer
estrategias que eliminen o mitiguen las causas de la pérdida de germoplasma, se hace
fundamental adelantar estudios basicos sobre la biologia de propagacién de la especie,
si se quieren establecer métodos eficientes de propagacién, los cuales a su vez, susten-
tardn cualquier programa de conservacién genética y también el establecimiento de
sistemas productivos sostenibles.

El aislamiento y alta homogeneidad fenotipica de las poblaciones naturales, la no
observacién in situ de semillas en estado germinativo, y la falta de germinacién de se-
millas de D. grayumianum en ensayos preliminares, permiten suponer un nivel de latencia
elevado en aquellas, por lo que el presente estudio se planeé con el objetivo de determi-
nar en vivero, la eficacia de sistemas de propagacién sexual y por cormos de la especie,
bajo condiciones naturales, asi como para evaluar el efecto de varios tratamientos
estdndares para la promocién de germinacién. Igualmente se estudid el efecto del
endospermo liquido del coco (agua de coco) como sustancia inductora de la germi-
nacién, dado que la consideracién de sus cualidades quimicas permitié presumir un
efecto positivo sobre el proceso.

MATERIALES Y METODOS

LOCALIZACION, MUESTREO Y RECOLECCION DE MATERIAL VEGETAL

Las semillas y cormos se obtuvieron a partir de diferentes poblaciones, pequefias y
aisladas, encontradas en varios sitios ubicados a los mdrgenes del rio Calima, en el
corregimiento La Colonia en el Bajo Calima, municipio de Buenaventura. Todas las
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zonas de recoleccién presentaron una temperatura promedio de 26,7 °C, con pre-
cipitaciéon media de 7.445 mm/afio, humedad relativa de 87%y brillo solar de 2,5 horas
luz/dfa. Los suelos de la zona se han clasificado como entisoles, originados por procesos
aluviales y alta meteorizacién, con pH acido (4,5 - 5,6), alta concentracién de aluminio
y bajo contenido de bases intercambiables (Melo et al., 1997). La vegetacién natural
predominante en la zona correspondié a yarumos (Cecropia spp.), chiperos (Zygia
longifolia) y cafia brava (Gynerium sagittatum). En todos lo sitios muestreados se tomaron
plantas individuales fenolégicamente similares, a partir de las cuales se obtuvieron
semillas sexuales y cormos. Estos se recogieron en bolsas de polietileno negro, utilizando
una bolsa por cada planta muestreada. Las bolsas se sellaron y se mantuvieron bajo
condiciones ambientales hasta su uso en vivero.

FASE DE VIVERO

Las semillas provenientes de cada una de las plantas se sembraron en bolsas de polie-
tileno de un kilogramo de capacidad. Como sustrato para la siembra se utilizé suelo de
formacién aluvial recogido de las zonas de crecimiento de las plantas. Se utilizaron 600
g de suelo por bolsa y se sembraron 10 semillas en cada una. Se consideraron germina-
das aquellas semillas en las cuales emergi6 la radicula, para lo cual se hicieron observa-
ciones periddicas a partir de la primera semana de efectuada la siembra, hasta la octava.
El porcentaje de germinacién de semillas se calculé utilizando la férmula:

% de germinacién=ntmero de semillas germinadas x 100/ntmero de semillas sembradas
Para la determinacién del nivel de brotamiento de cormos se sembraron cuatro cormos
por bolsa de polietileno con 600 g de suelo, utilizando una siembra superficial. El nivel
de brotamiento correspondié al nimero total de cormos brotados.

Los tratamientos inductores de germinacién a los cuales se sometieron las semillas
fueron: escarificacién mecdnica, estratificacién con frio, inmersién en solucién de dcido
giberélico (AGs; 100 mg L por tres dias) e inmersién en endospermo liquido de coco
(agua de coco) proveniente de frutos jévenes verdes, por tres dias. A los cormos se
aplicaron los dos dltimos tratamientos. Tanto los tratamientos a semillas como a
cormos incluyeron los testigos correspondientes sin tratamiento inductor.

Para la escarificacién mecénica, la abrasiéon de semillas se efectué manualmente utili-
zando lija ndmero 120, teniendo cuidado de no dafiar el embrién. Una vez retirada la
cubierta, las semillas se lavaron abundantemente con agua lluvia, luego de lo cual se
sembraron para la determinacién posterior del porcentaje de germinacién.

En el tratamiento de estratificacién con frio, las semillas se dejaron inmersas en agua
lluvia por tres dias, al cabo de los cuales se almacenaron en nevera en bolsas de papel,
cubiertas a su vez con una bolsa pldastica, a una temperatura de 3 °C por 20 dias. Des-
pués de este tiempo las semillas se sembraron como se describié.

DISENO Y ANALISIS ESTADISTICO

Los ensayos se hicieron utilizando un disefio en bloques al azar, correspondiendo el
bloque, al genotipo de la planta donadora de semillas y cormos. Se usaron tres repeti-
ciones por tratamiento. El andlisis de varianza se efectué utilizando SPSS v. 14y la
comparacién de medias se realizé con la prueba de Tukey, a un a = 0,05.
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RESULTADOS

PORCENTAJE DE GERMINACION DE LAS SEMILLAS DE D. GRAYUMIANUM

Los resultados obtenidos en los experimentos de germinacién de semillas de D.
grayumianum, tanto bajo condiciones naturales como de germinacién inducida, se
presentan en la figura 1. Cuando las semillas no recibieron tratamiento alguno, estas
fueron incapaces de germinar, incluso después de tres meses de efectuada la siembra,
lo que implica la existencia en las semillas de esta especie, de mecanismos endégenos
de latencia bastante dificiles de superar bajo condiciones naturales.
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Figura 1. Efecto de diferentes tratamientos aplicados a semillas de D. grayumianum sobre el porcentaje
de germinacién (promedio de tres repeticiones). Evaluaciones realizadas a los 0, 13, 20, 24, 34, 39, 50,
57 y 68 dias de efectuada la siembra.

De los tratamientos aplicados para promover germinacién, la inmersién en agua de coco
fue la alternativa con mejores resultados, alcanzandose niveles méximos de germinacién
de 50,0%, a partir del dia 57 después de la siembra. El efecto de agua de coco fue evi-
dente a partir del dia 13, momento en el que se presenté un porcentaje de germinacién
del 26,7%. La escarificacién mecanica presenté también efectos positivos, menores sin
embargo, a los obtenidos con agua de coco. En este caso, 10% de las semillas germina-
ron al dia 13 después de la siembra, alcanzando un nivel maximo de germinacién a
partir del dia 24 con un 13,3% de germinacién. La estratificacién fria produjo niveles
de germinacién de 16,7% a partir del dia 34, manteniéndose en éste valor hasta el dia
68 de la evaluacién. Contrario a lo que se esperaba, con base en lo reportado para se-
millas de muchas especies, el acido giberélico no tuvo ningtin efecto sobre el porcentaje
de germinacién, durante todo el periodo evaluado.
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El analisis de varianza para los resultados obtenidos a los 68 dias, demostré diferencias
altamente significativas entre las respuestas de germinacién de las semillas a los trata-
mientos aplicados. De acuerdo con la prueba Tukey, el tratamiento consistente en in-
mersién en agua de coco produjo efectos que presentan diferencia estadistica con todos
los demds tratamientos. Los tratamientos de estratificacién fria, escarificaciéon meca-
nica, inmersién en acido giberélico no presentaron diferencias estadisticas significativas
entre si, ni con respecto al testigo (Fig. 2).
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Figura 2. Efecto de diferentes tratamientos aplicados a semillas de D. grayumianum sobre el porcentaje
de germinacién (promedio de tres repeticiones). Evaluacién realizada a los 68 dias de efectuada la
siembra. Letras diferentes indican diferencia estadistica segtin prueba de Tukey (o = 0,05), las barras
corresponden al error estdndar.

NIVEL DE BROTAMIENTO DE CORMOS DE D. GRAYUMIANUM

La figura 3 resume los resultados obtenidos para el brotamiento de cormos de D.
grayumianum, sometidos a diferentes tratamientos promotores de brotamiento o bajo
condiciones naturales, después de 34 dias de la siembra.

Tanto los tratamientos inductores (inmersién en agua de coco e inmersién en dcido gibe-
rélico), como el testigo, produjeron brotamiento, en diferentes niveles. De nuevo, el con-
trol presenta los mas bajos indices de brotamiento. Para el dia 13 después de efectuada
la siembra, el tratamiento control habia alcanzado 25% de brotamiento, mientras los
tratamientos de inmersién en agua de coco y de inmersién con acido giberélico habian
producido niveles de brotamiento de 83,25% y de 75%, respectivamente. Estadistica-
mente, a los 34 dias de la siembra, el andeva no detecté diferencias significativas entre los
efectos de los tres tratamientos, aunque si lo hizo la prueba de Tukey (Fig. 3).

Después de 34 dias de efectuada la siembra los niveles de brotamiento alcanzados
habian llegado a 100% para el caso del tratamiento con el agua de cocoy a 83,25% en
el caso del tratamiento con acido giberélico, el tratamiento control sélo logré 41,75%
de brotamiento. Estos niveles de brotamiento se mantuvieron constantes hasta el dia
89 después de la siembra de cormos.
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Figura 3. Efecto de diferentes tratamientos aplicados a cormos de D. grayumianum sobre el nimero de
brotes desarrollados (promedio de tres repeticiones). Evaluacidn realizada a los 34 dias de efectuada
la siembra. Letras diferentes indican diferencia estadistica segtin prueba de Tukey (o = 0,05), las barras
corresponden al error estandar.

DISCUSION

Existen varios estudios que permiten suponer que los efectos obtenidos en la tasa de
germinacién de las semillas de D. grayumianum sometidas al tratamiento de inmersién en
agua de coco, y la mayor proporcién de brotamiento de cormos, son debidas, sino total-
mente, al menos en parte, a la composicién nutritiva y hormonal rica del endospermo li-
quido de coco (Ge et al., 2004; Ge et al., 2005; Richter et al., 2005; Yong et al., 2009; Stirk
etal., 2005). El agua de coco contiene diversidad de hormonas con accién citoquinina,
por ejemplo, del tipo isoprenoide, las cuales estdn implicadas en el proceso de divisién
celular, y aromaticas, implicadas en procesos posgerminativos (Del Pozo et al., 2005).

Dado que las semillas de D. grayumianum pueden contener niveles muy bajos de citoci-
ninas (en el rango de pM), la adicién de agua de coco podria bastar para suplir a la
semilla con niveles y tipos adecuados de estas hormonas, que permitan romper la laten-
cia observada en semillas bajo condiciones naturales. Generalmente, las ardceas pre-
sentan dormancia de tipo fisioldgico, es decir, que el embrién no ha alcanzado el estado
de madurez una vez las semillas han caido al suelo, lo que implica que el eje embrionario
no ha alcanzado un estado de desarrollo apto para producir suficiente cantidad de
citocininas. De hecho, Pickett, 1913, y Yang et al., 1999, demostraron experimental-
mente que la germinacién en Arisaema dracontium y Arisaema triphyllum (dos araceas
relacionadas con D. grayumianum), toma entre dos a cinco meses, e indicaron que en el
primer afio de crecimiento el embrién daba origen a un cormo, el cual producia raices
pequefias, los nutrientes eran transferidos de la semilla al cormo, todo antes de la
formacién de cualquier hoja primaria u otros érganos fotosintéticos. Segtin Yang et al.,
1999, Rennert publicé un articulo en 1902, en el que comparé la morfologia y ana-
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tomia de pldntulas de A. dracontiumy A. Triphyllum, sugiriendo que la lenta germinacién
del primero podria estar relacionada a inmadurez anatémica y fisiolégica del embridn,
aunque el embrién parecia ser morfolégicamente maduro.
Yang et al., 1999, encontraron que la germinabilidad de semillas en A. dracontium varié
entre 25 y 55% dependiendo de la fuente de las semillas, provenientes de diferentes
lugares. En el presente estudio, incluso después de seis meses de haber sembrado las
semillas de D. grayumianum, estas no germinaron bajo las condiciones descritas.
Aparte de su efecto en la movilizacién de nutrientes del tejido endospermatico al em-
bridn, el efecto de citocininas contenidas en agua de coco, especialmente las de tipo
isoprenoide, podria darse con mayor intensidad a través de su implicacién en la regu-
lacién del ciclo celular, por su efecto sobre sintesis de DNAy a través de su efecto sobre
elongacién de la célula, procesos clave durante la germinacién. Igualmente, estas
hormonas han sido implicadas concluyentemente en procesos de diferenciacién, condi-
cién inherente al desarrollo de una plantula a partir del embrién, lo que apoya atn
mads, su efecto promotor en la germinacién.
En relacién con el incremento en el porcentaje de brotamiento de cormos de D.
grayumianum, el efecto principal del agua de coco podria deberse a su contenido de ci-
tocininas aromaticas, las cuales promueven formacién de clorofila y generacién de
raices, estimulando crecimiento y desarrollo de pldntulas. De hecho, las plantulas que
se desarrollaron de cormos tratados con agua de coco, presentaron un follaje mas
denso y hojas de mayor tamafio, comparadas con los demds tratamientos.
En este estudio, también se observaron efectos positivos en la germinacién para los
tratamientos de estratificacién fria y mecdnica. La estratificacién fria ha sido sefialada
como factor clave en el rompimiento de dormancia de varias especies de ardceas y
consiste, en someter semillas a bajas temperaturas previa imbibicién de las mismas. El
efecto de la estratificacién fria parece ser la promocién del desarrollo del embrién
cuando éste presenta algtin tipo de inmadurez morfolégica y/o fisioldgica.
Hay numerosos estudios que demuestran que la estratificacién con frio es una medida
efectiva para romper dormancia en semillas (Flérez y Pedroza, 2006). En el caso de A.
dracontium, las semillas de varias poblaciones evaluadas, excepto una, mostraron in-
cremento en la germinabilidad relativa, de 25 a 40% después de ser expuestas a baja
temperatura (3 °C) por tres semanas antes de ser incubadas (Yang et al., 1999). En el
presente estudio, las semillas se dejaron en agua destilada por tres dias, después de lo
cual se mantuvieron a 3 °C por 20 dias, considerando lo reportado para otras ardceas.
Con éste tratamiento se obtuvo una porcentaje de germinacién de 13,3%, lo que co-
rrobora algtin mecanismo de dormancia secundaria en semillas de D. grayumianum.
De acuerdo con Yang et al., 1999, los efectos de la estratificacién pueden estar rela-
cionados con reduccién en los niveles de ABA e incremento en el contenido de 4cido
giberélico, segtin se ha demostrado en semillas estratificadas de muchas especies. La
promocién de crecimiento del embrién también ha sido reportada en semillas de cereza.
La estratificacién implica cambios de temperatura, y ésta es vista como el factor prin-
cipal que regula dormancia y germinacién de semillas en especies de climas templados
(Baskin y Baskin, 1988).

Aunque las poblaciones de D. grayumianum solo estan presentes en habitats no
sujetos a estaciones, también es cierto, que crecen en los suelos de las margenes de
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rios, sitios propensos a ciclos casi diarios de inundacién, lo que podria causar fluctua-
ciones de temperatura que podrian a su vez, regular algtin tipo de dormancia rela-
cionada con factores fisiolégicos o morfolégicos del embridn.

De otra parte, en cuanto se relaciona con el efecto de escarificacién mecénica, trata-
miento que también favorecid la germinacién de semillas de D. grayumianum, es la dureza
de la cubierta seminal la que condiciona si se ha de producir la emergencia o né de la
radicula. En este sentido, disminuir el espesor de la cubierta, de gran resistencia en el caso
de las semillas de la hierba de la equis, favorece sin duda la disminucién de la resistencia
que ofrece la cubierta seminal al embrién en crecimiento. El comportamiento de las
semillas obtenido en este ensayo podria indicar que la dormancia de las semillas de D.
grayumianum también se debe en parte, a la dureza de su cubierta, es decir, también pre-
sentan un tipo de dormancia debida a factores mecanicos.

Es sorpresivo el hecho de que el tratamiento con dcido giberélico no tuviese ningtin
efecto sobre la germinacién de las semillas de D. grayumianum. Existe considerable
evidencia de que giberelinas (AG) y ABA endégenos estan involucrados en mecanismos
de germinacién de semillas (Nonogaki et al., 2010; Schoonheim et al., 2009). Varios
procesos bioquimicos en las semillas en germinacién parecen estar mediados directa-
mente por giberelinas, tales como movilizacién de reservas alimenticias y debilitamiento
de la pared celular.

Es probable que la falta de efecto del 4cido giberélico sobre la germinacién de las
semillas de D. grayumianum en los presentes ensayos se deba a que ésta sustancia se
aplicé sola a las semillas, por lo que no pudo interactuar con el tipo y/o cantidades
adecuadas de otros fitoreguladores, especialmente citocininas. Muchos estudios han
demostrado que la accién de giberelinas en germinacién puede potencializarse cuando
se usan junto con citocininas. De otra parte, el hecho de que el 4cido giberélico no
fuese suficiente para romper la latencia de las semillas, parece indicar que en el caso de
D. grayumianum, la luz sélo juega un papel secundario en su proceso de germinacién,
pues es bien sabido que GA reemplazan en su efecto a la luz (Thomas et al., 1997).
Igualmente, la dureza de la cubierta de la semilla de D. grayumianum puede constituirse
en una barrera que impide la traslocacién de giberelinas a los tejidos internos del
endospermo, en donde estas hormonas ejercen su mayor actividad.

En el caso del brotamiento de cormos, AGs tuvo efectos positivos, al permitir mayor
porcentaje de brotamiento, pero también al producir un crecimiento mds vigoroso, en
términos de densidad de follaje y tamafio de hojas, aunque menor que el producido por
agua de coco, en relacién con el tratamiento control. En este caso, el efecto principal
de giberelinas podria suponerse debido a la promocién de una mayor tasa de elonga-
cién celular y al fortalecimiento del crecimiento de las pléntulas.

Los resultados obtenidos en este estudio con semillas de D. grayumianum muestran
claramente que las mismas tienen mecanismos endégenos responsables del alto nivel
de latencia observado en ellas. Los efectos del tratamiento de la escarificacién mecanica
muestran que aunque la latencia mecdnica tiene lugar, debido a la dureza de la cubierta
de las semillas, esta no es exclusiva y tan solo juega un papel de menor importancia
relativa, pues el tratamiento de inmersién en agua de coco, aplicado sélo, fue suficiente
para incrementar la tasa de germinacién. En esta via, también puede deducirse que las
semillas de D. grayumianum pueden presentar algtn tipo de dormancia fisiolégica, lo
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que generaria pobre produccién de citocininas y por tanto un requerimiento de cito-
cininas exdgenas para poder germinar. Igualmente, los resultados con la estratificacién
fria apoyan una dormancia de tipo fisiolégica o morfoldgica. Los resultados vistos
integralmente, también hacen suponer algtin tipo de termodormancia.

Desde una perspectiva ecoldgica, la dormancia secundaria encontrada en las semillas
de D. grayumianum, puede tener consecuencias importantes en las estrategias repro-
ductivas y ciclos de vida de sus poblaciones. De forma natural, las poblaciones de la
hierba de la equis se encuentran aisladas y con muy pocos miembros, pero compar-
tiendo nichos ecoldgicos muy similares. Esta estructura poblacional puede ser conse-
cuencia de una baja eficiencia reproductiva de la especie debida a viabilidad baja de las
semillas, a un alto nivel de latencia de las mismas o a una combinacién de las dos. De
ser ciertas, estas condiciones favorecerian la reproduccién por cormos, los cuales en los
ensayos demuestran ser mucho mds eficientes reproductivamente. Genéticamente, esta
condicién podria demostrarse por un bajo nivel de heterocigosis en las poblaciones y
por tanto con muy poca variabilidad genotipica dentro de poblaciones aisladas; sin
embargo, podria esperarse que poblaciones aisladas presenten algin grado de diver-
gencia genotipica, constituyéndose en ecotipos adaptados a condiciones particulares
del hédbitat en que se hallan.

Los resultados apuntan a concluir que las poblaciones de D. grayumianum son altamente
susceptibles a la erosién genética, debido a la falta de plasticidad y de respuesta a con-
diciones ambientales cambiantes. La comprobacién de si este es 0 no el caso, depende
de estudios adicionales tendientes a caracterizar la especie tanto a nivel morfolégico
como molecular que demuestren su constitucién genética con fines comparativos.
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