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Resumen

El género Symplocos registra ocho especies en Colombia, entre ellas Symplocos theiformis, llamada “té de
Bogota” debido a sus cualidades astringentes y tonicas similares a las del té y el café. Tiene un alto potencial
de aprovechamiento y presenta una distribucion restringida en las zonas rurales del Distrito Capital, por lo que
su propagacion y conservacion son importantes. El objetivo del presente estudio fue evaluar la tolerancia a la
desecacion en las semillas, asi como su dormancia fisioldgica mediante la medicion, bajo condiciones controladas
de invernadero, del porcentaje de germinacion y el tiempo medio de germinacion utilizando semillas escarificadas
y 4cido giberélico (AG,: 400 ppm) y frescas, con un contenido de humedad de 10 y 5 %. Todos los tratamientos
iniciaron la germinacion en un término de 97 dias; el porcentaje de germinacion de las semillas frescas con un
contenido de humedad de 10 y 5 % y de aquellas tratadas con AG, fue de 41,7, 26,7, 28,3 y 18,3 %, y el tiempo
medio de germinacion en dias fue de 213,8, 210,6, 194,1 y 211,5, respectivamente. La tasa diaria de crecimiento
promedio fue de 0,12 mm/dia y las plantulas alcanzaron 4,2 cm de alto a los 183 dias, y el 92,1 % sobrevivié
hasta los 363 dias. No hubo diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos en cuanto al porcentaje de
germinacion (p=0,2309) ni en el tiempo medio de germinacion (p=0,4517). Se pudo concluir que, aunque no hubo
diferencia entre los tratamientos, dada la disminucion del potencial germinativo, las semillas se pueden considerar
recalcitrantes al almacenamiento, ademas, la germinacion es lenta y asincronica en el tiempo, la propagacion sexual
es viable y su conservacion ex situ a largo plazo es factible en colecciones vivas, bancos de plantulas o bancos de
germoplasma in vitro.
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Abstract

Eight species of the genus Symplocos have been recorded in Colombia including Symplocos theiformis, called by
Mutis “t¢ de Bogotd” due to its astringent and tonic qualities similar to tea and coffee. It has a high potential for use
and has a restricted distribution in the rural areas of the Capital District, for which its propagation and conservation
are very important. The objective of the present study was to evaluate the tolerance to desiccation and the existence
of physiological dormancy in the seeds. For this, under controlled greenhouse conditions, the germination percentage
and the average germination time were evaluated in scarified and fresh seeds with a humidity content of 10% and
5% and with gibberellic acid (AG,: 400 ppm). As a result, with all treatments, germination started in 97 days; the
germination percentage for fresh seeds with 10% and 5% humidity contents and AG, was 41.7%, 26.7%, 28.3%,
and 18.3%; the average germination time was 213.8, 210.6, 194.1, and 211.5 days, respectively. Their daily growth
rate was 0.12 mm/day, while the seedlings were 4.2 cm high after 183 days and 92.1% had survived after 363 days.
There were no significant statistical differences between treatments in the germination percentage (p=0.2309) nor in
the average germination time (p=0.4517). Although there was no difference between treatments, given the decrease
in the germination power of the seeds, it can be said that they are recalcitrant to storage, their germination is slow
and asynchronous over time, their sexual propagation is viable, and their long-term ex sifu conservation is feasible
in living collections, seedling banks or in vitro germplasm banks.
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Introduccion

El género Symplocos se compone de unas 500 especies
distribuidas principalmente en areas tropicales del mundo
(Souza & Lorenzi, 2005). Las plantas de este género son
importantes por su contenido de metabolitos secundarios,
entre los cuales se han identificado flavonoides, lignanos,
fenoles, esteroides, alcaloides, iridoides, terpenoides y
antraquinonas (Badoni, et al, 2010). Estos compuestos
son de interés por su actividad biologica antioxidante,
antimicrobiana, antitumoral y antigenotoxica, entre otras.
Por ello muchas especies del género tienen potencial para
aprovechamiento en quimica y medicina (Badoni, et
al., 2010; Patel, et al, 2012; Farooq, et al., 2017; Kar
& Kumar, 2017). En China se ha reportado el uso de
Symplocos paniculata como planta ornamental para paisajes
urbanos, asi como la utilizacion del aceite de los frutos para
la produccioén de biodiesel (Liu, ef al., 2017).

En Colombia se registran ocho especies de Symplocos
(Bernal, et al., 2011), entre las que se encuentra Symplocos
theiformis, especie nativa que se distribuye en los bos-
ques humedos andinos entre los 2.450 y los 3.724 m de
los departamentos de Antioquia, Boyaca, Cundinamarca
y Santander (Kelly, 2018). Concretamente en los bosques
altoandinos del noroccidente medio de Antioquia, se ha
reportado como una especie mas o menos abundante, que
crece al interior de robledales y bosques secundarios (Toro
& Vanegas, 2002). Se le llama “té de Bogota™ debido a sus
cualidades astringentes y tonicas, similares a las del té y el
café (Pérez, 1996).

En estudios de propagacion por via sexual y asexual
en S. theiformis se ha encontrado que hasta un 96 % de
las semillas se ve afectado principalmente por insectos
himenoépteros de la familia Eupelmidae (Cérdoba, et al.,
2010) y se ha confirmado que el fruto posee un endocarpio
lignificado en donde reposan de 3 a 4 semillas (Cabezas,
2016). En cuanto a la viabilidad, el 74 % de las semillas
solo tiene un embridén viable, el 14 %, dos embriones
viables y el otro 12 %, tres embriones viables (Cérdoba,
et al., 2010). Cabezas (2016) determin6 una viabilidad del
36,4 % mediante la prueba de tetrazolio. Se ha registrado
un porcentaje de germinacion de la especie de 1,7 % con
la aplicacion de concentraciones bajas de AG, (200 ppm)
¢ iluminacion continua bajo condiciones de invernadero,
usando sustrato compuesto por tierra en un 40 %, turba en
un 40 % y cascarilla en un 20 %, lo cual fue corroborado
mediante un modelo logistico en el que el tratamiento con la
mejor respuesta de germinacion incluy6 la presencia de luz
y el uso de écido giberélico (AG,), con una probabilidad de
ocurrencia de 0,045 (Cabezas, 2016). En cuanto a la siembra
de semillas bajo condiciones in vitro en medio Murashige &
Skoog (MS) con AG, (1,5 mg/l), después de dos meses de
evaluacion se presentd un 5 % de germinacion y el enrai-
zamiento se logré en el medio MS con 1,5 mg/L de acido
indolbutirico (AIB) y 1 mg/L de 6-N-bencilaminopurina
(BAP) (Linero, 2006). Los resultados tampoco han sido
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buenos con la propagacion asexual por esquejes (Cabezas,
2016), aunque Cordoba (2007) menciona que la especie se
puede propagar vegetativamente por acodo aéreo y terrestre.
Estos antecedentes evidencian que S. theiformis es una espe-
cie con requerimientos de propagacion especificos, tanto por
via sexual como asexual, y que no se sabe nada sobre la
tolerancia a la desecacion de sus semillas.

Ademas, S. theiformis es una especie de distribucion
restringida en ecosistemas altoandinos y, dada la presion
actual que soporta dicho ecosistema, es urgente estudiar su
conservacion y propagacion y contar con la informacion
requerida para una posible alimentacioén de las poblaciones
in situ 'y su conservacion ex situ.

En el presente trabajo se propuso evaluar la tolerancia
a la desecacion y la dormancia fisiologica en semillas de
S. theiformis mediante la aplicacion de los siguientes cua-
tro tratamientos a semillas escarificadas: T!, contenido de
humedad inicial (CHi); T2, contenido de humedad reducido
a 10 %; T3, contenido de humedad reducido al 5 %, y T,
AG, en 400 ppm, bajo condiciones de invernadero.

Materiales y métodos

Los frutos de S. theiformis se recolectaron a 3.257m en
el paramo El Romeral (N4° 27’ 52,8” — O74° 13° 9,13),
ubicado en el municipio de Sibaté, Cundinamarca, Colombia.
El espécimen recolectado se ingresd al Herbario del Jardin
Botéanico “José Celestino Mutis” de Bogota (JBB22208).
Dada la dificultad de encontrar poblaciones naturales de esta
especie, se hizo un seguimiento fenologico a dos indivi-
duos en un pequefio parche de bosque con frutos sanos (sin
afectaciones fitopatdgenas) hasta el momento en que se
pudieron recolectar manualmente (desgranado) los frutos
en el punto de madurez ideal, es decir, cuando pasan de color
verde a morado y a negro (Figura 1a).

En el laboratorio los frutos se lavaron con agua y se
separ6 manualmente el mesocarpio de las semillas, las
cuales se extendieron sobre papel periddico a temperatura
ambiente y a la sombra por 48 horas. Para determinar el
contenido de humedad inicial (T':CHi), se pesaron tres
grupos de £ 0,5 g (6 semillas), se colocaron en crisoles y
estos se llevaron al horno (Binder) a 103 °C durante 17
horas, se dejaron enfriar y se pesaron para determinar
el porcentaje de humedad de cada lote (International
Seed Testing Association, ISTA, 2017). Para disminuir
el contenido de humedad al 5 % (T*CH5%) y al 10 %
(T:CH10 %), se seleccionaron las semillas, se pesaron
y, posteriormente, se pusieron en bolsas de tela dentro de
un frasco de vidrio con una relacién semilla:silica de 1:2,
bajando su contenido de humedad al 5 y al 10 % de forma
gradual. Con el fin de determinar el peso requerido para
alcanzar el contenido de humedad se aplico la formula PFS=
PIS * [(100- CHi)/ (100 CHo)], donde PFS corresponde
al peso final de las semillas, PIS a su peso inicial, Chi al
contenido de humedad inicial, y CHo, al contenido de
humedad objetivo (Rao, et al., 2007).
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Propagacion sexual del arbol t¢ de Bogota

B)

Figura 1. A) Escala de madurez de los frutos de S. theiformis. B) Izquierda, semilla sin escarificar; derecha, semilla escarificada (retiro de

parte del endocarpio lignificado) de S. theiformis

Posteriormente, se hizo un corte en el endocarpio ligni-
ficado (Figura 1b), en la parte apical del fruto (escarificacion
manual); después, las semillas T', T2, T* se expusieron
durante 22 horas a la hidratacion en agua y un ultimo lote
a hidratacion con 400 ppm de AG, (T*) A continuacién, se
llevo a cabo la siembra colocando las semillas de manera
vertical y con el corte hacia arriba; se utiliz6 un sustrato a
base de sustracoco y turba rubia Klasmann® (70:30), y se
mantuvieron bajo condiciones de invernadero expuestas a
una temperatura promedio de 7 °C durante la noche y de
33 °C en el dia. Se aplico un riego moderado cada dos a tres
dias, o cada ocho dias segun las condiciones ambientales,
durante aproximadamente 10 meses; cada ocho dias, se
registro la germinacion, considerada como la emergencia de
plantulas, y también se verificd cada 8 dias el crecimiento
de 30 plantulas.

Con los datos obtenidos se calculd el porcentaje de ger-
minacion (PG) con la formula PG = (N/NS) x 100, donde N
es el nimero de semillas germinadas y NS el nimero total de
semillas (William, 1991). El tiempo medio de germinacion
(TMGQ), se calculd mediante la formula TMG = Zi=I ni x ti
/ Zi=1 ni, donde ti es el tiempo en dias transcurrido para la
germinacidn en el i-ésimo dia; ni es el nimero de semillas
germinadas en el i-ésimo dia y k, la Gltima germinacion
(Tompsett & Pritchard, 1998). La tasa de crecimiento
relativo segtin la altura (TCRA) se calcul6 con la formula
Mt — M (t-1) / t, donde Mt es la altura final; M (t-1) la altura
inicial; t el tiempo (dias) transcurrido entre las mediciones
(Hastwell & Faccelli, 2003), en tanto que el porcentaje de
supervivencia (PS) se establecié mediante la formula PS=
(NT/NE) x 100, donde NT es el numero de plantulas tras-
plantadas y NE, el nimero de plantulas establecidas.

Andlisis estadistico. Dado el poco material con el que
se contaba, se empled un disefio completamente al azar. Se
sembraron tres réplicas de 20 semillas por tratamiento para
un total de 240; se evalud la normalidad mediante la prueba
de Shapiro-Wilks (modificado) (p<0,05) y, para determinar
las diferencias entre los tratamientos, se hizo un analisis
de varianza (ANOVA), utilizando el programa estadistico
INFOSTAT, version 2014 (Di Rienzo, et al., 2008).

Resultados

Contenido de humedad, germinacion y tiempo medio de
germinacion. El CHi de las semillas fue de 16,55 %. Bajo
condiciones de invernadero, se observo una germinacion
lenta y asincrénica en el tiempo con todos los tratamientos,
la cual se inici6 a los 97 dias de la siembra y se estabilizo en
el dia 266, sin que se observara una nueva germinacion con
ninguno de los tratamientos (Figura 2).

El andlisis de varianza no mostr6 diferencias estadis-
ticamente significativas entre los tratamientos para el por-
centaje de germinacion (p=0,2309) ni para el tiempo medio
de germinacion (p=0,4517) (Figuras 3 y 4); sin embargo,
cabe destacar que las semillas frescas con el T' y un CHi
de 16,55 % fueron las que expresaron el mejor potencial
germinativo (41,7 %); se observoé un menor porcentaje de
germinacion con los tratamientos T>=CH10 % y T*=CHS5 %,
(26,7 y 28,3 %, respectivamente). El uso de 400 ppm de
acido giberélico en el T*resulté inadecuado para inducir
la germinacion de esta especie, ya que con €l se cuantifico
el menor porcentaje de germinacion (18,3 %). El tiempo
medio de germinaciéon en dias con los tratamientos fue el
siguiente: T!, 213,8; T2 210,6; T3, 194,1, y T4, 211,5, con
un rango de 194 a 214 dias, lo que confirma que presentan
una germinacion lenta y asincrénica en el tiempo (Figura 4).

Crecimiento. La curva de crecimiento en el tiempo de la
fase de plantula inicial de S. theiformis permite catalogarla
como una especie arborea de lento crecimiento, pues apenas
alcanz6 los 42 mm o0 4,2 cm a los 280 de la siembra o a los
183 dias de la germinacién, lo que resultdé en una tasa de
crecimiento relativo segiin la altura (TCRA) de 0,12 mm/
dia (Figura 5 y 6). En el seguimiento posterior al trasplante
de las plantulas hasta los 363 dias de vida, se observo un
porcentaje de supervivencia de 92,1 %, momento en el que
las plantulas tenian, en promedio, entre 9 y 10 cm de altura.

Discusién
Germinacion y tiempo medio de germinacion. La germina-
cion fue lenta y las primeras semillas germinadas se obser-

varon a los 97 dias de la siembra. Esta respuesta contrasta con
lo reportado por Cérdoba (2007) y Cabezas (2016), quienes
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Figura 2. Germinacion en el tiempo de S. theiformis con los tratamientos evaluados bajo condiciones de invernadero (n=20)

Figura 3. Porcentaje de germinacion con los tratamientos evaluados

Figura 4. Tiempo medio de germinacién con los tratamientos
evaluados
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registraron el inicio de la germinacion entre los 15 y los 60
dias de la siembra y los 30 y los 35 dias, respectivamente; las
diferencias encontradas pueden explicarse principalmente
por las caracteristicas genéticas de las especies, las cuales
estan relacionadas con el origen del material vegetal que
provenia de diferentes fuentes de semillas, lotes e, incluso,
individuos (Doria, 2010), asi como por no tener en cuenta
el estado de madurez del fruto ni la madurez fisiologica de
las semillas usadas, pues se lleg6 a sembrar, incluso, una
mezcla de semillas, lo que afectaria la respuesta germinativa.
En este sentido, se conoce que en algunas especies el
momento de maximo desarrollo de las semientes coincide
fenologicamente con la madurez de consumo de los frutos,
en tanto que otras lo hacen diacronicamente (Bewley, et al.,
2013), por lo tanto, seleccionar los lotes de frutos maduros
homogéneos es importante para los estudios de germinacion
de las semillas.

Los frutos escarificados manualmente de S. theiformis
bajo condiciones controladas presentaron un porcentaje de
germinacion de 18,3 a 41,7 %, lo que difiere de lo encon-
trado por Cérdoba (2007) y Cabezas (2016), quienes
reportaron un maximo de germinacion en esta especie de
16 y 1,7 %, respectivamente, y asociaron esta respuesta con
el bajo nimero de semillas con potencial de germinacion
encontrado en las pruebas de viabilidad, asi como al hecho
de que la fuente de semillas presentaba afectaciones por
insectos, o a que el tiempo y las condiciones del ensayo (el
uso de otros sustratos a base de tierra y cascarilla y la no
escarificacion manual del fruto), no permitieron establecer
su maximo potencial germinativo.

Los resultados obtenidos en este estudio se asemejan
a lo reportado por Ribeiro (2014) en Symplocos uniflora,
cuya mayor germinacion se dio con semillas provenientes de
frutos maduros, aunque sin escarificar (30 %), almacenadas
a temperatura ambiente y expuestas a la luz (18 %) y
germinadas a una temperatura controlada de 25 °C (23 %).
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Figura 5. Curva de crecimiento en el tiempo de las plantulas de Symplocos theiformis

Figura 6. Plantula de Symplocos theiformis a los 175 dias de vida

Dormancia. Es probable que algun tipo de dormancia
pueda estar afectando la germinacion en S. theiformis, ya
que en otras especies como S. uniflora se ha reportado la
dormancia exogena asociada con el hecho de que el fruto
tiene un endocarpio lignificado que impide o dificulta la
entrada de agua a las semillas (Carvalho, 2009), estructura
que también esta presente en los frutos de S. theiformis
(Cabezas, 2016). Pareciera, entonces, que la escarificacion
mecanica o el retiro de una parte del endocarpio en la parte
apical del fruto, como se hizo en el presente estudio, puede
constituir un pretratamiento efectivo para activar el proceso
de germinacion, lo que demuestra que hay una dormancia
mecanica y descartaria la dormancia fisiologica.

Por otra parte, no hubo una respuesta positiva al uso
del AG, con 400 ppm; por el contrario, con este tratamiento
se registr6 el menor porcentaje de germinacion (18,3 %),
lo que difiere de lo hallado por Cabezas (2016), en cuyo
estudio el mayor porcentaje de germinacion se registrd con
el uso de 200 ppm de AG, (1,7 %), por lo que es probable
que no se presente la dormancia fisiologica al usar frutos
maduros recién recolectados que contengan semillas fres-
cas, o que las concentraciones sean muy bajas para generar
un efecto sobre la posible dormancia de las semillas, o que,
por el contrario, las concentraciones de AG, empleadas
hayan generado un efecto inhibitorio sobre la germinacion,
como se ha reportado en estudios de otras especies (Rojas,
et al., 2001; Bradford & Nonogaki, 2007; Suarez, et al.,
2011). Lo anterior puede deberse a una baja viabilidad de
las semillas (34 %), o a la presencia de, por lo menos, un
embrion viable (74 %), como lo han reportado Cérdoba
(2007) y Cabezas (2016), respectivamente, condicién que
podria ser determinante para la germinacion y la emergencia
final de las plantulas.
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Tolerancia a la desecacion. Al bajar el contenido de
humedad de las semillas de S. theiformis de 10 a 5 %, se
observd que su viabilidad se reducia, asi como, posible-
mente, su longevidad, por lo que se puede deducir que el
potencial germinativo de las semillas de la especie dismi-
nuye cuando se reduce su contenido de humedad, lo que las
clasifica como recalcitrantes (Hong & Ellis, 2002). En este
sentido, en S. uniflora, que presenta semillas tetraloculadas,
igualmente la viabilidad disminuye rdpidamente y son con-
sideradas recalcitrantes al almacenamiento (Lorenzi &
Matos, 2008), por lo que no responden a ambientes secos y
su viabilidad puede llegar, eventualmente, a cero (Hong &
Ellis, 2002). Dichos resultados se pueden explicar porque la
semilla proveniente de frutos maduros es pequefia, de color
café claro y levemente turgente (Cabezas, 2016), y contiene
estructuras que podrian verse directamente afectadas al
bajar el contenido de humedad con la consecuente pérdida
de turgencia y posible desecacion del embrion, lo que,
en ultimas, afecta su viabilidad. Sin embargo, aunque la
disminucion prevalecio, se observé un leve aumento de
germinacion con el tratamiento CHS5 % (28,3 %), frente
al CHI10 % (26,7 %), probablemente por las diferencias
en el estado de deshidratacion inicial de las semillas al
alcanzar su estado de maduracion, ya que se conoce que la
fase final de maduracion de algunas estad acompaifiada por
la deshidratacion celular, la cual empieza con la pérdida
de agua para el suministro vascular de la planta madre a la
semilla (Bewley & Black, 1994), situacién que favorece
claramente a las semillas tolerantes a la desecacion e,
incluso, mejora su viabilidad y potencial de almacenamiento
(Nkang, 2002). Dicha variacion en la tolerancia a la deseca-
cion puede deberse a caracteristicas intrinsecas de la planta
y a las condiciones ambientales, lo que resulta en que la
planta madre pueda producir semillas con un menor grado
de recalcitrancia (Magnitskiy & Plaza, 2007).

Crecimiento. La humedad constante, el efecto del
uso de sustratos de granulometria fina con alta capacidad
de retencion de humedad (turba y coco) frente a sustratos
elaborados principalmente con tierra y cascarilla (Cabezas,
2016), probablemente potencializé las probabilidades de
germinacion de las semillas; estas condiciones se asemejan
al patron de regeneracion natural de S. paniculata, espe-
cie que a pesar de que su dispersion se da en la estacion
seca, muestra picos de germinacion en temporada lluviosa
(Viswanath, ef al., 2002). En esta linea, es claro que, a pesar
de pertenecer a un mismo género o familia, cada especie
requiere de condiciones ambientales (temperatura, luz, oxi-
geno y humedad) especificas para lograr la germinacion de
sus semillas (Carvalho & Nakagawa, 2000; Corbineau, et
al., 2014).

Bajo condiciones de invernadero, las plantulas de S.
theiformis obtenidas de la germinacion requieren de espe-
cial cuidado; debe mantenerse una humedad moderada a baja
en el sustrato, hacer revisiones fitosanitarias permanentes y
trasplantar a un sustrato con buena materia orgénica y mas
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nutrientes al llegar a los 5 cm de altura, momento en el cual
se observan plantulas con un tallo de grosor bien estable-
cido y acorde con su edad y, en promedio, dos pares de
hojas verdaderas, lo que, al parecer, hace que su porcentaje
de supervivencia bajo condiciones controladas sea mayor
del 90 % después de 363 dias de vida. En consecuencia,
puede inferirse que se trata de una especie de lento cre-
cimiento, sobre todo en la fase de plantula, condicion que
dificultaria su establecimiento y regeneracion natural bajo
condiciones naturales.

Al parecer, al igual que S. uniflora, la estrategia repro-
ductiva de S. theiformis consiste en producir muchas semillas
(Lorenzi & Matos, 2008), para asi aumentar la posibilidad
de germinacion y establecimiento de plantulas. Sin embargo,
es probable que las condiciones de su ambiente natural
no permiten una alta tasa de regeneracion por semilla, lo
que impide que sea abundante en el ecosistema. Segun
Zhang, et al. (2005) en Symplocos laurina la propagacion
es predominantemente clonal, con un embotellamiento en
la propagacion sexual en la etapa del paso de la semilla al
almacigo y de almacigo a individuo adulto.

Conclusiones

Para que la propagacion sexual de S. theiformis tenga un
alto potencial germinativo, se debe realizar la siembra inme-
diata de semillas provenientes de frutos completamente
maduros con su humedad inicial y escarificando manual-
mente el endocarpio, debe sembrarse de forma inmediata.
Se observo que los frutos presentaban una dormancia meca-
nica y se descartd la dormancia fisioldgica en las semillas
por los resultados obtenidos con el uso de AG,. Ademas, se
comprobd que las semillas no respondieron adecuadamente
a la desecacion y fueron recalcitrantes. La especie tiene
una germinacion lenta y asincronica en el tiempo, asi como
un lento crecimiento de las plantulas. Como estrategia de
conservacion, se recomienda mantenerla en un banco de
plantulas in vivo, en colecciones vivas, o introducirla en
bancos de germoplasma in vitro.
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