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RESUMEN

En los laboratorios de la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira y del Instituto Humboldt del Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT) se realizé el estudio de caracterizacion, descripcion morfoanatémica y evaluacion de tratamientos de escarificacion mecanica de semillas
de chambimbe cosechadas en agosto de 2005 en Palmira. La estructura de proteccién la constituye un tejido conformado por varias capas, la mas
externa lignificada y de color negro, que también regula el intercambio liquido y gaseoso a través del micrépilo; muchas veces el poro esta sellado.
El contenido de humedad de semillas cosechadas del suelo fue de 12% y el mejor tratamiento de escarificacion fue la perforacion cerca del micrépilo
con taladro manual (96 % de germinacién). El secado (silica gel) y la crioconservacién (nitrégeno liquido) durante un mes afectaron la germinacion,
indicando el posible comportamiento no ortodoxo de estas semillas, las cuales se pueden almacenar con 12% de humedad y 92% de germinacion.

Palabras claves: Sapindus saponaria; Sapindaceae; secado; Silica gel; almacenamiento; crioconservacion; germinacion; dureza; escarificacion.

ABSTRACT

The aims of this research were: to describe the seed morphoanatomy of soap berry, to evaluate drying conditions, physiology of the seeds in
cryopreservation and mechanical scarification of seeds. The study was carried out in the laboratories of the National University of Colombia at
Palmira branch and the Humboldt Institute of the International Center of Tropical Agriculture (CIAT) with seeds harvested in August of 2005, in
Palmira. The study was made in two phases: first, to carried out the characterization, morphoanatomical description and pre-treatments of mechanical
scarification. Second, to establish curves of drying with different relations from silica gel. Storage of seeds in liquid nitrogen to test germination
after a month of storage. The results showed that with a moisture content of 12%, the best treatment of scarification was with manual drill. The
germination was of 96%. The drying and cryopreservation treatment did not affect germination of the seeds. This test demonstrated that seeds
with 12% of moisture and 92% of germination can be stored .
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INTRODUCCION

El Chambimbe Sapindus saponaria es una especie
arbdrea hasta de 12 m de altura, de bosques hiimedos
tropicales (600-2000 m.s.n.m.); el fruto es una drupa

pilo por residuos de tejido placentario o con la dureza
de la testa de las semillas (Munson, 1984; Vora, 1989)
o con dormancia doble (Nevarez y Cox, 2000). Estudios
realizados en la Universidad de Hawaii (2005) clasifican

modificada amarillenta, traslicida, cuyo interior alberga
una semilla negra, redonda, de testa dura y muy resis-
tente (Nevarez y Cox, 2000), se reporta como abortivo,
acaricida, antidiarreico, antipirético, antirreumatico y
contra el asma bronquial y humoral (Abreu, 2005), pero
no se explota comercialmente (Ministerio de Agricul-
tura y Desarrollo Rural, 1996).

La descomposicion de la baya depende de la hume-
dad y de los microorganismos del suelo. La baja germi-
nacion se ha asociado con la resistencia de la estructura
de proteccion o con el sellamiento del pequefio micrd-

la semilla como no recalcitrante, pero no precisan si el
comportamiento es intermedio u ortodoxo.

Un método de conservacién que podria aplicarse
con semillas de S. saponaria es la crioconservacion
en nitrégeno liquido a -196° C, técnica limitada por el
tipo de tejido a conservar, contenido de humedad de
la semilla, la velocidad de congelamiento y el tipo de
especie a congelar (ortodoxa, intermedia o recalcitrante),
ademds de la calidad fisica y fisiol6gica (Montoya, 2001;
Aguilar et al., 2005; Salomao, 2002; Westendorp y
Encina, 2004; Santos, 2002). Para aplicar esta técnica
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es necesario estudiar la respuesta fisiolgica a la dese-
cacion mediante silica gel en diferentes relaciones ya
que tiene capacidad de absorcién de agua hasta 32%
del peso, retira humedad en semillas hasta niveles bajos
(2- 4%) y se ha probado con éxito en conservacion de
germoplasma (Zhang y Tao, 1989).

El presente trabajo tuvo como objetivo realizar la
descripcion morfoanatémica de las semillas, evaluar
dos métodos de escarificaciéon mecdnica y la respuesta
fisiolégica de las semillas de Sapindus saponaria a
condiciones de crioconservacion

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realiz6 en la Universidad Na-
cional de Colombia y en el Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT), en Palmira, departamento
del Valle del Cauca, Colombia (3° 30" norte y 76° 22
oeste, 980 m.s.n.m., precipitacién media anual de 1.100
mm, humedad relativa del 78% y 24.5° C). Las semillas,
cosechadas en el campus de la Universidad, se limpiaron,
lavaron, secaron al sol y se separaron en grandes, medianas
y pequeiias.

En el estudio morfoanatémico se realizaron cor-
tes y separacién de estructuras en semillas maduras
e inmaduras (Esau, 1964). El contenido de humedad
se determind segin recomendacién ISTA (2005) y se
calcul6 mediante la formula:

(M2— M3)

*100,
(M:— M)

% H=

en la cual : M| = Peso del recipiente con tapa (g),
M, = peso del recipiente con tapa + contenido de la
semilla (5 +/- 0.2 g) antes del secado (horno eléctrico
130°C por 8 h), M3 = peso del recipiente con tapa
+ contenido después del secado (g). Para determinar la
humedad inicial se realizaron tres repeticiones.

La prueba de germinacién se realiz con semi-
llas escarificadas y sin escarificar. La escarificacién
mecdnica se realizo con corte (segueta) o ampliacién
controlada (taladro manual broca de 3 mm) en la zona
cercana al micrépilo y el efecto se midi6 en la germina-
cion de las semillas. Se establecieron cuatro pruebas con
400 semillas desinfectadas repartidas en ocho unidades
experimentales en dos sustratos de germinacion desinfec-
tados (papel absorbente y arena fina). El papel se empled
para la primera prueba y la arena en la repeticion de la
germinacion. Se regé con agua destilada. El papel se
desinfectd con rayos ultravioleta, durante 12 horas,
y la arena con hipoclorito de sodio al 5% durante
12 horas, secada y esterilizada en horno a 105° C
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durante seis horas. En la prueba se hicieron lecturas
de plantulas normales, plantulas anormales y semillas
muertas (ISTA, 2005).

En la evaluacion de crioconservacion se utilizaron
tres relaciones silica gel: semilla (6:1, 9:1 y 12: 1) y en
la construccion de la curva de secado tres niveles de
humedad (12, 5 y 4%). El contenido de humedad final
se estimé con la férmula

Hf = 100_(Pi(1(1())f—Hi)

en la cual : Hi = Contenido de humedad (%) inicial de
la semilla, determinado por el método gravimétrico, Hy
= contenido humedad (%) deseado, Pi = Peso inicial y Py
= peso final de las semillas. (Hong y Ellis, 1996).

Las semillas se almacenaron en bolsas de aluminio
herméticas al vacio con nitrégeno liquido durante un mes.
En las pruebas de germinacion se evaluaron plantas nor-
males, anormales, semillas muertas y no germinadas.
También se evalué la germinacion de las semillas
expuestas por periodos cortos (1h, 3-5 dias) a
nitrégeno liquido. La informacién se someti6 a andlisis
de varianza a través del programa estadistico SAS.

)s

RESULTADOS Y DISCUSION

Morfoanatomia de semillas

El tamafio de las semillas vari6 desde muy peque-
nas (0.5 g/100) hasta casi el doble (Tabla 1). La estruc-
tura de proteccion estuvo formada por un tejido grueso
y duro, conformado por varias capas, la mas externa
lignificada y de color negro (Figura 1). El micrépilo y
el conducto del micrépilo estuvieron sellados o fueron
muy estrechos lo que dificulta la imbibicién y explica la
baja germinacion ( 5%) de semillas (Figura 2).

Tabla 1. Caracterizacion inicial de semillas de Sapindus
saponaria.

Variable Unidad Valor

Peso unidad promedio g 1.00 0.75
semillas

Peso unidad (semillas grandes) g/l'OO 0.90
semillas

Peso unidad (semillas medianas) g/l‘OO 0.75
semillas

. . - 2/100

Peso unidad (semillas pequefias) somillas 0.50

Longitud y didmetro cm 1.0y0.8

Humedad % 12 (11.9-12.3)

Germinacion inicial % 4
(semillas sin escarificar)
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El embrién estd compuesto por los cotiledones, la y floema) en la zona del embrién y la presencia de tejido
radicula, la plimula y el eje embrionario (Figura 3). Tam- vivo en la seccién basal terminal de la semilla.
bién se observa la presencia de vasos conductores (xilema

FREEEE PSR

No. 1 No. 2 No. 3. No. 4

Figura 1. Fruto y semilla de Sapindus saponaria. N° 1. Baya madura (10 x); a. Hilo. b. Epicarpio. N° 2. Fruto inmaduro a. Epicarpio - b.
Mesocarpio - c. Endocarpio lignificado - d. Testa- e. Tegumento. N° 3. Semilla inmadura. a. Detalle del endocarpio lignificado - b. Testa - c.
Tegumento (35x). N° 4. Semilla madura a. Conducto del micrépilo — b. Cotiledén.

|
No. 1 No. 2 No. 3.

Figura 2. N° 1. Cubierta exterior de la semilla de S. saponaria y micrépilo (abierto). a. Micrépilo. - b. Endocarpio lignificado. N° 2. Micrépilo
sellado de la semilla (47 x). N° 3. Conducto del micrépilo.

No. 1 No. 2 No. 3.

Figura 3. Embrion de S. saponaria. N° 1. Cotiledones (15x). N° 2. Zona embrionaria (30x): a. Cotiledones - b. Radicula - c. Eje embrionario.
N° 3. Zona embrionaria (45x): a. Radicula.- b. Plimula.
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Escarificacion mecanica

La escarificacion con segueta o con taladro manual
presentd resultados similares de imbibicién y germina-
cion (Tabla 2). Las semillas escarificadas aumentaron
de peso hasta alcanzar el doble (de 0.7 hasta 1.5 g),
luego la testa se abland6 (de 8 a 12 horas); a partir del
quinto dia empezo6 la germinacion y se extendid hasta
dos meses. Las semillas grandes germinaron mas répido
y las plantulas fueron mds vigorosas.

Tabla 2. Imbibicién y germinacién de los tratamientos de
escarificacién mecanica.

Métodos de
. Entera . )
Indicador (testigo) escarificacion
8 de semillas
Con Taladro manual
segueta
Semillas
-Embebidas % > @156 100 (24 1) 100 (48 h)
dias)
-Germinadas %
(alos 21 dias) 4 95 95
-Duras %
(a los 45 dias) 95 0 0
-Muertas % 1 5! 5

(alos 45 dias )

*
Muertas con sintomas de ataque de patégenos.

Curvas de secado

Se presentaron diferencias en cuanto a la escari-
ficacién antes y después de la prueba de secado. Las
semillas desecadas con la testa completa se fracturaron
al escarificarlas con el taladro manual, resultando en
baja germinacion (20%). El 91% de las semillas perfo-
radas antes de desecarlas germinaron con alto vigor en
corto tiempo (18 dias).

Curvas de humedad de semillas secas hasta 5y 4%

Las semillas cedieron agua libre en las primeras 120
horas y redujeron el contenido de humedad del 12% al
7% luego tardaron 477 horas en pasar de 7% a 5%.

Las curvas de secado generadas en las tres rela-
ciones de silica gel-semillas (6:1, 9:1, y 12:1) no pre-
sentaron diferencias en el contenido de humedad hasta
las 944 horas (Tabla 3), evidenciando el control de la
estructura de proteccion de la semilla en la regulacion
de la pérdida de agua. En el experimento se comprobd
que no necesariamente mayores cantidades de silica gel
absorben mayor humedad de las semillas.
Germinacién de semillas a diferentes contenidos
de humedad con tratamiento de crioconservacion
y sin él

Las semillas con 12% de humedad y sin crio-
conservacion presentaron mayor germinacién (96%)
entre 5 -20 dias. En semillas con 5% y 4 % de humedad

Tabla 3. Contenido de humedad (%) de las semillas en tres relaciones silica — semillas.

Relacién silica gel - semillas

Tiempo
(horas) Contenido de humedad (%)
6:1 9:1 12:1 Promedio

- 12.0 12.0 12.0 12.0
16 10.7 10.7 10.7 10.7
19 9.6 9.7 9.7 9.7
24 9.5 9.6 9.5 9.5
43 8.1 8.1 8.1 8.1
49 8.0 8.0 8.0 8.0
72 7.7 7.7 7.6 7.7
96 7.3 74 7.3 7.3
120 7.0 7.1 7.0 7.0
216 6.8 6.9 6.8 6.8
240 6.2 6.3 6.2 6.2
264 6.1 6.2 6.1 6.1
288 6.0 6.1 6.0 6.0
312 5.9 6.0 5.9 5.9
336 5.8 5.9 5.8 5.8
356 5.7 5.8 5.7 5.7
398 5.5 5.6 5.5 5.5
597 4.9 5.0 4.9 4.9
621 4.7 4.9 4.8 4.8
645 4.7 4.9 4.8 4.8
669 4.6 4.8 4.7 4.7
736 4.5 4.7 4.5 4.5
760 44 4.6 4.5 4.6
784 4.3 4.5 4.5 4.5
808 43 4.5 4.4 4.4
830 4.2 4.4 4.4 4.4
920 4.1 4.3 4.2 4.2
944 4.1 4.2 4.2 4.2
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también se inici6 a los cinco dias pero fue sensiblemente
menor a los 20 y registraron mayor proporcion de se-
millas no germinadas y afectadas por microorganismos
(Tabla 4)

Tabla 4. Germinacion de semillas a diferentes contenidos de
humedad.

Dias de prueba Germinacion (%) 1/ Contenido

de humedad (%)

12 5 4

5 7 2 5

6 15 7 15

7 60 24 20

8 71 50 50

9 76 61 59

10 80 65 69

15 85 80 78

18 90 85 86
20 96 a 90 a 88b
Semillas muertas 4b 10a 12a

1/: Promedios con el mismo subindice en la fila no difieren significativa-
mente del nivel de P< 0.05

Las semillas con contenido de humedad del 12%
y escarificadas con taladro manual y mantuvieron alta
germinacion (94%) al exponerlas a nitrégeno liquido
durante periodos de una hora y cinco dias.

En las semillas crioconservadas durante un mes
las pérdidas por el descongelamiento fueron del 2%
para semillas con 12% de humedad y 4% para semillas
al 4%; las semillas al 5% no sufrieron dafio. La ger-
minacién mayor (92% entre 6 y 18 dias) se obtuvo con
semillas del 12% de humedad. El 62% de las plantulas
que germinaron fueron normales y vigorosas, de rapi-
do crecimiento, alcanzando hasta los 14 cm de altura
a los 21 dias. En semillas con 5% y 4 % de contenido
de humedad se redujeron notablemente la germinacion
total y la proporcién de plantulas normales (Tabla 5).

Tabla 5. Germinacion de semillas a diferentes contenidos de
humedad después del almacenamiento en nitrégeno liquido
por un mes.

Germinacién (%)
Contenido de humedad

Dias de prueba (%)
12 5 4
5 0 0 7
6 15 7 14
7 40 15 22
8 60 26 36
9 65 26 40
10 73 28 44
12 90 56 54
18 92a 78 b 76 b
Resumen
Germinacion total 92a 78b 76 b
-Plantulas normales 62 32 44
-Plantulas anormales 30 46, 32
-Semillas muertas 8 22 24
Tamafio de plantula normal (cm) 14 6-8

1/ Promedios con el mismo subindice en la fila no difieren significativa-
mente del nivel de P<0.05

Los resultados preliminares muestran un efecto de-
trimental del secado y de la crioconservacién por un
mes en la germinacion de las semillas S. saponaria
e indican el probable comportamiento no ortdoxo de
estas semillas.
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