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Resumen

La investigacion abordo diferentes estudios sobre Ormosia macrocalyx Ducke, especie forestal
amenazada® morfologia de frutos y anatomia de semillas; viabilidad de semillas con respecto al
tiempo y crecimiento preliminar en condiciones de invernadero. Todo esto con el objetivo de
generar informacién para su conservacion y propagacion. Se aplicaron diferentes métodos, de
acuerdo con las necesidades de la descripcidn y experimentos establecidos, que incluyeron
cortes anatémicos e histoquimicos de la cubierta seminal y cotiledones de reserva de la semilla;
evaluaciéon del porcentaje’de germinacion en semillas escarificadas e intactas en diferentes
tiempos de conservacion yrstemperatura; asi como, el registro de crecimiento y desarrollo de
plantulas durante 280 dias."l0s resultados mostraron que la longitud de los frutos influye
significativamente en el nimero‘dé.semillas por fruto. Se obtuvo la descripcién anatdomica de la
cubierta seminal y de los cotiledones_de-reserva, identificandose tejido esclerenquimatico en la
testa y células de parénquima con doble pared celular y plasmodesmos en los cotiledones.
Presencia de diversos metabolitos secundarios como alcaloides y compuestos fendlicos, es una
semilla exalbuminosa. La viabilidad de las semillas disminuyé durante el almacenamiento, siendo
mayor la pérdida bajo refrigeracion,..mientras/que las semillas intactas aparentemente
conservaron su dormancia por mas tiempo. Las plantas alcanzaron valores de altura de tallo,
didmetro basal y conformacién de cepellén.que indican una calidad morfolégica y estructural
adecuada, desarrollaron nodulos radiculares, aunque(tuvo crecimiento lento. Se concluye que
estos hallazgos aportan informacién cientifica“para fortalecer las estrategias de preservacion y

manejo de O. macrocalyx.

Palabras claves: viabilidad de semillas, esclerénquima, alcaloides;.cotiledones de reserva,
escarificacion.



Abstract

This study_investigated different aspects of Ormosia macrocalyx Ducke, a threatened forest tree
species, ineluding fruit morphology and seed anatomy, seed viability during storage, and early
seedling growth.under greenhouse conditions. The aim was to generate scientific information to
support its conservation and propagation. Different methodologies were applied according to the
objectives of each experiment, including anatomical and histochemical analyses of the seed coat
and storage cotyledons, evaluation of germination percentage in scarified and intact seeds
subjected to different storage durations and temperatures, and monitoring of seedling growth and
development over a period of 280 days. The results showed that fruit length significantly
influenced the number of seeds’per fruit. Anatomical characterisation of the seed coat and storage
cotyledons revealed sclerenchymatous tissue in the testa and parenchyma cells with thickened
cell walls and plasmodesmata in#the,-cotyledons. Histochemical analyses detected several
secondary metabolites, including alkaloids and phenolic compounds, confirming that the seeds
are exalbuminous. Seed viability declined 'during storage, with a greater loss under refrigerated
conditions, whereas intact seeds appeared\toretain physical dormancy for a longer period. The
seedlings reached stem height, basal_diametercand root ball development values indicative of
satisfactory morphological and structuralygquality. ;Fhey also developed root nodules, although
overall growth was slow. These findings-/provide “scientific evidence to support conservation

strategies and improve the propagation andsmanagement'of O. macrocalyx.

Keywords: seed viability; sclerenchyma; alkaloids; storage cotyledons; scarification.
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INTRODUCCION

Las areas de las selvas tropicales de México han sufrido una disminucion debido a las
actividades @ntropogénicas. La mayoria de esas pérdidas resultan de la conversion de estas
zonas a produccion ganadera, mientras que otras han sido fragmentadas, lo que ha provocado
una disminucion ensa distribucion de las especies (Gonzalez-Valdivia et al., 2012). Un ejemplo
es Ormosia macrotalyx Ducke, un arbol de la familia Fabaceae que se encuentra bajo la
categoria de peligro desextincion (SEMARNAT, 2010). Estos arboles alcanzan 50 m de altura
(Ochoa-Gaona et al., 2008);yypueden producir una gran cantidad de semillas (15,000 en un afio),
que miden 10.1 mm de largoy 9:5mm de diametro (Foster y Delay, 1998). Esta especie produce
semillas de color rojo brillante quesse utilizan para hacer artesanias, sus flores son de color
violeta, fragantes, su madera es(esencial para la ebanisteria y carpinteria, asi como para la
construccion de puentes, canoas y durmientes de ferrocarril (Ochoa-Gaona et al., 2008; Pérez-
Hernandez et al., 2011). Es una especie significativa desde un punto de vista ecoldgico, porque
alcanza una tasa de nodulacion por bacterias nitrificantes de 48.9 mg g'y como plantula
responde favorablemente a concentraciones elevadas de CO2 (alrededor 700 ppm), lo que da la
fertilidad del suelo, mejora la productividad de los/ecosistemas y las relaciones ecoldgicas entre
las especies, ademas de brindarle una ventaja competitiva en el ecosistema en que se desarrolla
(Cernusak et al., 2011).

Esta especie se distribuye en los- estados “surefios de México, en areas con
precipitaciones = 800 mm, en elevaciones de 1,950 msnm,(principalmente en suelos gleysoles.
Se ha documentado su presencia, como individuos aislados €n _areas abiertas, en remanentes
de selvas y en agroecosistemas. Las zonas mas importantes e «distribucion son Tabasco y
Chiapas, segun un andlisis realizado a partir de los ejemplares de herbario. Debido a su habitat
especializado y la fragmentacion de los ecosistemas se concluye que ‘esina especie vulnerable
(Vargas-Simon et al., 2018).

La conservacion ex situ es una forma de conservacion de especies €on algun grado de
amenaza, que implica preservarlas fuera de su ambiente natural. Es una herramienta’efectiva de
mantenerlas y proteger la diversidad vegetal. Dadas las dificultades cada vez=mayores de
conservar la diversidad biolégica en sus ambientes naturales, esta herramienta, estd tomando
cada vez mas relevancia como estrategia complementaria a la conservacion in situ. Se pueden
lograr simultdneamente numerosos objetivos, el mas destacado de los cuales es la preservacion
de muestras representativas de la diversidad genética de poblaciones y especies de plantas que

se encuentran amenazadas. Ademas, permite proporcionar una cantidad adecuada de



germoplasma para establecer, reintroducir o aumentar poblaciones ya existentes (Linington &
Pritchard«2001). Por tanto, los métodos ex situ, garantizan la supervivencia a corto y largo plazo,
lo que previenesla extincion de poblaciones y especies silvestres (Menges et al., 2004). En ese
sentido, convierte en un método importante cuando existen especies amenazadas en areas
naturales, como\es O. macrocalyx, porque se desconoce su longevidad y viabilidad en
condiciones de almacenamiento. Independientemente, de la amenaza que tiene en su
ecosistema, la especiestiene pocos dispersores y puede experimentar una dormancia fisica
debido a su cubierta seminal resistente por la posible presencia de tejido esclerenquimatico como
sucede en otras Fabaceae, estas caracteristicas podrian dificultar su propagacion,

establecimiento y supervivencia’(Foster y Delay 1998).

Por lo tanto, para determinar un mejor método para su conservacion ex situ, el objetivo
del presente trabajo es examinar las~Caracteristicas morfo-anatdmicas de su cubierta seminal,

evaluar los efectos del tiempo y las condiciones de almacenamiento.

Ademas, para establecer un programa‘de propagacion es importante evaluar su proceso

germinativo y su crecimiento preliminar.



MARCO TEORICO

En"un estudio realizado con Ormosia paraensis Ducke, se determiné que el fruto es una
legumbre, de color marrén a negro, dehiscente que tiene una o dos semillas de placentacion
lateral, siendo el.epicarpio delgado, el mesocarpio lefioso y el endocarpio esponjoso, midiendo
cerca de 4.4 cm dedargo. Las semillas son bitegmaticas, exalbuminosas y redondeadas con una
longitud aproximada de 12.36 mm. Las plantulas tienen hojas simples y alternas, con raices

pivotantes y tallo cilindrico; siendo su germinacion hipogea criptocotilar (Silva et al., 2015).

En su estudio, Silva et al.(2018)realizaron una caracterizacion detallada de las semillas
de Ormosia arborea, sembrando 100 semillas sin escarificar en arena lavada y esterilizada bajo
condiciones controladas de humedad, fotoperiodo y temperatura. Durante el desarrollo de las
plantulas, se observaron diariamente aspectos clave como el crecimiento de la raiz primaria, la
aparicion de raices secundarias, el desarrollo de la primera hoja, la yema apical y la expansion
de los primeros edfilos. En el analisis anatomico de las semillas de esta especie se aplicaron las
técnicas histologicas para obtener las caracteristicas anatdmicas y quimicas de la cubierta
seminal. Se identificaron cuatro diferentes capas-de tejidos: una cuticula (sustancias hidrofobas),

epidermis (macroesclereidas), hipodefmis,(osteoesclereidas) y células de parénquima.

Silva et al.,2014 evaluaron los métodos para romper la dormancia en semillas de Ormosia
arborea, caracterizando la semilla y determinando “el’ mejor periodo para su recoleccion.
Encontrando que las semillas presentan una dormancia tegumentaria, siendo la escarificacion
quimica durante 15 minutos el método mas efectivo para facilitar la germinacioén. Los valores
promedio de longitud (12.9 y 12.4 mm), grosor (8.5y 8.3 mm) y ancho (11.3 y 11.1 mm), asi como
el contenido de humedad (13.05% y 11.64%) y el potencial germinativo (89% y 98%) en ambas
épocas de recoleccion, fueron adecuados. Sin embargo, identificé que-el momento 6ptimo para
la recoleccion es cuando los frutos estdn completamente abiertos y madures, ya que presentan

un bajo contenido de humedad, lo que reduce el riesgo de contaminacion por hengos.

Un ensayo realizado por Silva et al. (2015) evaluaron la permeabilidad de semillas
escarificadas y no escarificadas sumergiéndolas en azul de metileno al 1% durantejyun periodo
de 0 a 72 horas para determinar el limite de penetracion del colorante. Los™resultados
demostraron que la escarificacion es un método efectivo para mejorar la permeabilidad de la
semilla, lo que a su vez incrementa las tasas de germinaciéon en comparacion con las semillas
no escarificadas, evidenciando asi la importancia de este tratamiento para facilitar el proeeso

germinativo.



S€ investigo la eficacia de las aves arbdreas y terrestres en la dispersiéon de semillas de
Ormosiasmacrocalyx y O. bopiensis (Foster, 2008). Se utilizaron dos métodos pregerminativos:
escarificadas, simulando el consumo por aves terrestres, e intactas, representando la dispersion
por aves arbdreas. Los resultados indicaron que las semillas escarificadas germinaron con las
primeras lluvias(de)transiciéon estacional, mientras que las semillas intactas lo hicieron 30 dias
después, durante?un periodo mas humedo. Las semillas intactas de O. macrocalyx produjeron
mas plantulas (41.1%) que las escarificadas (25.5%), debido a la mortalidad de muchas plantulas
escarificadas por desecacién. Aunque las plantulas escarificadas tuvieron un crecimiento mas

prolongado, no fueron mas_grandes ni robustas que las intactas.

El estudio de Pérez-Hernandez et al. (2011), evalud la germinacion y supervivencia de
plantulas de seis especies nativas: Aspidosperma megalocarpon, Eugenia sp., Lonchocarpus
castilloi, Manilkara zapota, Ormosiagmacrocalyx y Rollinia mucosa, en condiciones in situ y ex
situ durante seis meses. Los resultades mostraron que O. macrocalyx tuvo una capacidad de
germinacion del 82% en condiciones de campo, siendo la mas alta entre las especies evaluadas,
mientras que en vivero no se encontraron diferencias significativas en las tasas de germinacién
o crecimiento. En cuanto a la supervivengia, las plantulas de O. macrocalyx mostraron una buena
adaptacion a las condiciones ambientales' del area de estudio, lo que sugiere su potencial para

ser utilizada en programas de rehabilitacién-y restauracion de bosques tropicales.

En el estudio de Vargas-Simoén et al. (2017) sobrelos tratamientos pregerminativos para
Ormosia macrocalyx, se llevaron a cabo dos.experimentos. Experimento 1: Se evalud la
germinacion de semillas de frutos en diferentes estados de madurez. Los resultados mostraron
que las semillas de frutos abiertos germinaron lentamente, pero la escarificacion mejoro
significativamente la tasa de germinacion en comparacion con otres'tratamientos. Experimento
2: Se aplicaron cuatro tratamientos a semillas que habian sido refrigéradas durante 17 meses.
La escarificacion fue el tratamiento mas efectivo, aumentando la tasa de germinacion y
reduciendo el tiempo necesario para alcanzar el 50% de germinacion. Estos hallazgos sugieren
que la escarificacion es ventajosa, especialmente para semillas recolectadas.después de un

periodo prolongado adheridas al arbol.

Hernandez-Sanchez et al. (2021) estudiod el impacto de dos fertilizantes de-liberacion
controlada, Basacote y Multicote, en tres concentraciones bajas, medias y altas (10 kg/m3, 20
kg/m?y 30 kg/m?) en el crecimiento y desarrollo de las plantas de O. macrocalyx tanto en el vivero

como en el campo. Los resultados mostraron que las plantas con dosis bajas de Basacote



obtuvieron mejores resultados en todos los parametros del vivero; la evaluacion de las plantulas

fue por3dsmeses, con alturas 19 cm y didmetro 5.2mm al término de la evaluacion.

El estadio de Ceballos & Lopez (2008) con respecto a la calidad de las semillas
demostraron suviabilidad Alnus acuminata, Guarea guidonia, Juglans neotropica, Retrophyllum
rospigliosii y Cordia.gerascanthus, durante seis meses a tres temperaturas de almacenamiento:
4°C, 12°C y temperatura ambiente. Los resultados de las semillas de A. acuminata, C.
gerascanthus y G. guidonia las que mantuvieron un porcentaje de germinacion constante cuando
se almacenaron a 12°C durante seis meses. Las semillas escarificadas J. neotropica antes de la
siembra mostraron un aumento, en la velocidad de germinaciéon y mantuvieron porcentajes de
germinacion mas altos cuando se almacenaron a 4°C. El almacenamiento de las semillas a
temperaturas controladas y la aplicacion de tratamientos pregerminativos son efectivos para

mejorar la viabilidad y el rendimiento,germinativo de las semillas estudiadas.

La viabilidad y la germinacion en¢semillas de Cochlospermum vitifolium y Quararibea
funebris Vischer fue evaluada por Rios-Garcia et al.(2018). almacenandolas a 0, 3, 6, 9y 12
meses. Los resultados indican quedas semillas a_los 0 meses de almacenamiento presentaron
una viabilidad de 99.66 % C. vitifolium_y_de 99.33 % para Q. funebris. A los 12 meses de
almacenamiento la viabilidad disminuyo-presentande”una germinacion final del 71.3 % y 61.3 %,
respectivamente. Con esto se comprobé que el tiempo dexalmacenamiento afecta negativamente
la viabilidad y la capacidad germinativa dellas semillas; siendo 6ptimas en condiciones sin
almacenamiento.

Diferentes lotes de semillas de distintas especie y genotipos se analizaron para entender
su longevidad relativa (Hay et al., 2022). se utilizaron dos protocelos estandar para evaluar la
longevidad: almacenamiento abierto y hermético. Estos métodos permitieron comparar como las
condiciones afectan la viabilidad de las semillas a lo largo del tiempo0..Se encontré que la
longevidad (P50) es el tiempo que tarda un lote de semillas en perder el 50%,de su viabilidad
durante el almacenamiento, por lo que se considerd un indicador adecuado para evaluar la

longevidad de las semillas.

En cuanto a los métodos para romper la latencia en semillas de Ormosia paraensis Ducke,
Silva et al.(2018) evaluaron la efectividad de la escarificaciéon mecanica y el remojo en acido
sulfurico (H,SO,) al 98,08%. Los resultados indicaron que tanto el remojo en acido sulfdrico
durante 60 o 120 minutos como la escarificacion mecanica fueron tratamientos efectivos\para

superar la latencia fisica causada por el tegumento de las semillas. Estos tratamientos mejoraron



significativamente la absorcion de agua y aumentaron las tasas de germinacién en comparacion
con semiillas no tratadas. Ademas, las semillas sometidas a estos métodos mostraron mayor
viabilidad yvigor en las plantulas resultantes, lo que sugiere que dichos tratamientos favorecen

el establecimiento exitoso de la especie.

Gurski et-al. (2012) realizaron un estudio detallado sobre los caracteres morfolégicos y
anatomicos de las semillas, plantulas y plantas jovenes de Ormosia arborea (Vell.) y Ormosia
fastigiata Tul. Los resultados mostraron que las semillas de O. arbdrea tienen un peso promedio
de 685 mg, mientras quedas-semillas de O. fastigiata son mas ligeras. Ambas especies presentan
un tipo de germinaciéon diferente; O. arborea exhibe germinacion hipdgea criptocotiledonar,
mientras que O. fastigiata presenta germinacion fanerocotiledonar. En cuanto a las plantulas, O.
arborea desarrolla un tallo con tricomas marrones y una gran cantidad de lenticelas, ademas de
raices con nodulaciones caracteristieas. Por otro lado, las plantulas de O. fastigiata muestran
tricomas a lo largo del tallo y lenticelas réstringidas a la regién basal. Con los datos obtenidos su

identificacion y diferenciacion entre ambas ‘especies seran mas especificas.

Hernandez et al. (2021) analizaron la anatomia y composicion de la cubierta seminal en
semillas de Enterolobium cyclocarpum«(Jacg.) Griseb, asi como la evaluacion de la capacidad de
germinacion en relacion con la estructura del integumento y la absorcién de agua. Los resultados
mostraron que el tratamiento de lijado fue elsmas efectivo. Se encontré un alto porcentaje de
lignina en la cubierta seminal. Ademas, se identificaron, varias capas celulares: cuticula,
macroesclereidas, osteoesclereidas, parénquimas«(esponjose, en empalizada, compacto), lo que
sugiere que la estructura celular y la presencia de lignina son)factores determinantes en la

latencia fisica de las semillas de E. cyclocarpum.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Eldeterioro ambiental de los ecosistemas terrestres y la pérdida de biodiversidad por el
cambio de uso de suelo, sobreexplotacién de los recursos naturales, entre otros factores inducen
a la necesidad de-formular e implementar estrategias y acciones de conservacién que fomenten
la proteccion y el'manejo sustentable de las especies nativas en México. La conservacion in situ
seria lo ideal porque ‘se.conservan todas las especies que componen un ecosistema; sin
embargo, las areas naturales protegidas y corredores biologicos son insuficientes para esto. Por
ello una de las formas defagilitar la conservacion de Ormosia macrocalyx una especie clasificada
en peligro de extincion, es la conservacidén ex situ, implicando una serie de actividades que
buscan preservar los genes del germoplasma, lo cual es fundamental para evitar la erosion

genética y asegurar que la especi€ siga cumpliendo su papel ecologico y econdmico.

JUSTIFICACION

Ormosia macrocalyx Ducke’.es» una=especie que estd protegida por la NOM-059
SEMARNAT-2010 bajo la categoria engpeligro de extincion, ya que esta sujeta a altas presiones
como la pérdida de habitat y la vulnerabilidad, de sus“poblaciones. Se han realizado algunos
trabajos sobre su distribucidn ecogeografica en-México, germinacién y crecimiento preliminar en
condiciones de vivero. Sin embargo, tiene praoblemas de.dispersién, dormancia fisica por su
cubierta seminal dura y se desconoce su tolerancia a desecacion lo que es esencial para su
conservacion y para los programas de propagacion que pudieran utilizarse para fines de

restauracion.



OBJETIVOS

General:

Analizar las caracteristicas morfo-anatdmicas de O. macrocalyx y el efecto de diferentes
condicion€s) de almacenamiento sobre su viabilidad y crecimiento en condiciones de

invernadero’.

Especificos:

Relacionar la morfolegia y anatomia de la cubierta seminal con la viabilidad de las

semillas.

Identificar la presencia de metabolitos secundarios en los cotiledones de reserva

mediante técnicas de tincion histoquimica.
Analizar la viabilidad de las semillas €n,dos condiciones de almacenamiento (refrigeracion
y temperatura ambiente), tiempo de almacenamiento (0 y 8 meses) y su relacion con

semillas escarificadas y sin tratamiento pregerminativo.

Evaluar el crecimiento de las plantasdurante ocho meses en condiciones de invernadero.



METO&OGIA
Area de o@io
L )

L/ ecta de los frutos se realizé en el estado de Tabasco, México, especificamente

en dos localida Parque Tabasco “Dora Maria”, (18°0'29.84"N, 92°57'53.82"0) municipio de
Centroy en el polﬂﬁb San Pedro, Balancan (17°46'60.00"N, 91°09'31.4"0).

A\

2

94°0'0"W Q 93°0'0"W 92°0'0"W 91°0'0"W
1 1 1 I
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Golfo degMéxico

Golfo de México
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a

Oceano Pacifico

91°0'0"W

Figura 1. Mapa de localizacion y lo puntos de colecta de semillas de Orm@ ﬁt'ocalyx Ducke.

Morfologia de frutos y semillas

Morfologia de frutos 6

Se colectaron frutos de 6 arboles adultos (tres en cada sitio) de aproximada 30m
de altura. Los frutos se llevaron al Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Division Académica de
Ciencias Biolégicas (DACBiol) de la Universidad Juarez Autdbnoma de Tabasco. don(@e

procedié a separarlo por el nUmero de semillas por fruto. Posteriormente, se obtuvieron semillas

10



libres de”danos mecanicos o afectaciones por insectos, las cuales fueron almacenadas para

analisis.posteriores.

Se midi6 un total de 500 frutos, registrando su largo (LF), ancho (AF) y numero de semillas
por fruto (SF)=~LLuego, de manera aleatoria se seleccionaron 500 semillas para evaluar sus
dimensiones de‘large (LS), ancho (AS) y grosor (GS), asi como el contenido de humedad de la
semilla y numero de semillas por kilogramo (ISTA, 2018). Estas mediciones se realizaron

utilizando un vernier digital (Steren modelo HER-411).

Morfologia de semillas

Ademas, las semillas‘se’describieron morfolégicamente considerando aspectos como el
color de la cubierta seminal, el cual se registré utilizando la herramienta Virtual Munsell Color
Wheel (2024), También se evaluaron la.forma general, posicion y forma del hilo, el rafe y la
presencia de lente, asi como la formas posicién del embridn, tipos cotiledones (reserva y
foliaceos). Las observaciones se realizaron)utilizando un microscopio estereoscopico equipado

con camara AxionCam ERc5s y el softwarerde'microscopia ZEN.

Analisis Estadistico

Para evaluar las relaciones entre Jas diferentes’variables entre frutos y semillas, se realizé
pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) se observé que les,datos se transformaron y se utilizé una
raiz cuadrada (chi cuadrado) y se aplicd un@nalisis de correlacion candnica para identificar la
combinacion de las variables Este analisis se evalué con la_ prueba Lambda de Wilks, utilizando
el software Statgraphics Centurion® versién 19.0. Los resultados, se presentaran en una matriz

mediante los coeficientes de correlacion de Pearson (r).

ANATOMIA E HISTOQUIMICA DE LAS SEMILLAS

Anatomia de semillas

Una parte de las semillas colectadas se destiné al estudio anatémico conel propdsito de
identificar las caracteristicas de la cubierta seminal, la zona hilar y los cotiledones de reserva.
Para complementar este analisis, se realizaron tinciones histoquimicas oriéntadas a la
identificacion de metabolitos secundarios presentes en los cotiledones de reserva. Estas
actividades se llevaron a cabo en el Laboratorio de Anatomia Vegetal del Instituto de Ecologia
A.C. (INECOL) y en el Laboratorio de Histologia de Peces de la Division Académica de Ciencias
Bioldgicas (DACBIol), siguiendo los métodos histolégicos descritos por (Lopez-Curto et al., 2005;
Sandoval, 2005).
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ArContinuacion, se describen los procesos utilizados.

Cortes de las semillas

Se “realizaron cortes transversales y longitudinales de la semilla para observar las
caracteristicas=de la cubierta seminal, region hilar y los cotiledones de reserva. Los cortes se
realizaron a mano*alzada con una cuchilla trapezoidal de acero (32 mm x 18.95 mm x 61.5 mm
de altura), hasta obtener un tamafo aproximado de 1 x 1 cm. Los fragmentos se remojaron en
agua destilada durante 4.horas, posteriormente el agua se retird y las porciones se pasaron a la
bomba de vacio por 1 minuto, este procedimiento se utilizd para las muestras infiltradas en

parafina y en poliestireno.

Infiltracion en parafina y poliestireno

Los cortes se deshidratarén _en una serie gradual de alcohol etilico al 30%, 50%, 70%,
80%, 90%, 96% y 100% durante 10 minutos cada uno. Posteriormente se sometieron a otra serie
de deshidratacion con alcohol butilico tereiario (TBA) al 30-80 % donde se mantuvieron por 10
minutos; en una ultima concentraciéon (100%)\por 40 minutos, pasado este tiempo se adicion6
TBA absoluto y se colocaron en las€stufa de secado (Thermo Scientific PR205075M) a 30 °C
durante 1 hora. A continuacion, se retiré el TBA absoluto, se afiadié xileno absoluto y parafina en
escamas cada media hora para la impregnacion ‘en’los tejidos durante 8 horas. Las muestras
parafinadas se colocaron dentro de moldes metalicoscalientes impregnados con glicerina bajo
una lampara infrarroja para mantener la temperatura en los'moldes. Las muestras se mantuvieron

a temperatura ambiente hasta su solidificacion total, se retiraron del molde y se refrigeraron.

Los bloques de parafina se montaron en una base de madera para facilitar su corte en el
micrétomo de rotacién (Leica SM2010R). Se realizaron cortés.de 12-16 um, que fueron
recolectados con un pincel y colocados en un bano de flotacién para_gue se extendieran. Se
acomodo el mayor numero posible de cortes en un portaobjetos, tal como.lo describe Sandoval
(2005).

En el caso del montaje en poliestireno, los fragmentos de semillas secos se pasaron por
una serie de soluciones de etanol (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 96% y 100%) durante 5 minutos
a temperatura ambiente (27°C). Las muestras se colocaron en el fondo de tubos plasticos conicos
de 5 mL con un aplicador de madera, a continuacion, se llenaron con poliestireno los tubos con
la resina, evitando la formacién de burbujas. Estos se taparon y se dejaron en reposo dudrante 8
horas. Transcurrido este tiempo, se colocaron en un horno de secado a 60°C durante 48 horas

para su solidificacién. Una vez polimerizada el poliestireno, los bloques se extrajeron cortando
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los tubos”con la cuchilla de acero trapezoidal. Los bloques se adhirieron a una base de madera
para mantener firme la muestra al momento del corte, los cuales se realizaron en el micrétomo

de rotacion.a un grosor de 8-10 pym.

Desparafinacion
Los tejidos ‘Cortados se colocaron portaobjetos y a su vez se en tarros de vidrio Koplin con
5 extensiones para, la\desparafinacion, utilizando una solucién de xileno-alcohol absoluto en
proporcion 1:1 durante 30, minutos. Seguidamente, se rehidrataron en una serie de soluciones
de etanol (100%, 96%, 90%;80%, 70%, 50% y 30%) durante 10 minutos cada una, se realizaron
dos lavados con agua destilada._ Por ultimo, se aplicaron diferentes tinciones con safranina y

toluidina, ademas una histoquimica con yoduro de potasio (Lugol).

Tincién con safranina “O”

Los portaobjetos con los cortes fijados se sumergieron en una solucién de safranina al
0.05% durante 30 minutos. Posteriormente, se enjuagaron con agua destilada y se procedié a
deshidratarlos en una serie de soluciones de-etanol (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 96% y 100%)
durante 5 minutos cada uno. Luégo, se aplico-xileno-alcohol absoluto durante 8 minutos.
Finalmente, los tejidos se montaron” eoen-resinasintética y se les coloco el cubreobjetos,

dejandolos secar por 24 horas.

Tincién con azul de toluidina

Los portaobjetos con tejidos en poliestiteno se cologaron en una plancha caliente para
que se extendieran y se fijaran por 10 segundos (Lépez-Curtosét al., 2005). Posteriormente, se
les agreg6 unas gotas de azul de toluidina al 0.1% durante 1 minuto. Después, se enjuagaron
con agua destilada y se dejaron secar bajo una lampara de luz infrarroja durante 10 minutos.
Finalmente, se montaron en resina sintética y se les colocé el cubreobjetos,.dejandolos secar por
24 horas.

Tincién Histoquimica

Almidon

Al tejido previamente parafinado, desparafinado, deshidratado y en portaebjetos, se le
aplicé Lugol durante 5 minutos. Luego, se retird el exceso y se le colocd cubreobjetos. Las
observaciones y registro de imagenes fotograficas se realizaron en Microscopio 6ptico binocular

(Leica DM750M) y Microscopio de luz polarizada (Olympus BX50).
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Alcaloides

Para la identificar alcaloides, se utilizaron cortes frescos de cotiledones en fresco de 10
Mm de espesor; los cuales se montaron sobre portaobjetos y se les coloco con una gota de
solucion de Wagner durante 5 minutos. Posteriormente, se cubrieron con un cubreobjetos y se

examinaron al microscopio. La presencia de lipidos se reconocié por una coloracion marron.

Celulosa

Para este metabolito se realizaron cortes transversales de cotiledones de muestra frescas
con un grosor de 10 pymrutilizando un microtomo Thermo SCIENTIFIC NM 325, los cuales se
colocaron sobre portaobjetos.sSe le aplicaron varias gotas Cloro Yoduro de Zinc, por 2 a 4 minutos
para su tincion. Finalmente, las muestras se montaron con glicerina al 50%, se cubrieron con
cubreobjetos y se observaron en"microscopio para su registro fotografico. Su presencia positiva

se observara de azul a violeta.

Lipidos

Los cortes transversales de cotiledones frescos, con un grosor de 10 um., se colocaron
sobre portaobjetos y se tifieron conuna gota de Sudan IV durante 5 minutos. Luego, las muestras
se montaron con glicerina al 50%, se cubrieron con cubreobjetos y se examinaron al microscopio.

La presencia de lipidos se tifie de rojo.

Proteinas

Los cortes del material fresco con un grosor de 10 uym, se colocaron sobre portaobjetos y
se tiferon con una gota de eosina acuosa durante 5 minutos; Después de tefido, se enjuagaron
con agua destilada, se cubrieron con cubreobjetos y se examinaron al microscopio. La presencia

de proteinas se identificd por una coloracion rosa.

Taninos condensados

Para la deteccion de taninos, los cortes transversales de cotiledones de reserva fresco
deshidrataron fijados en etanol al 100% 10 ym. de grosor fueron previamente durante 5 minutos.
Posteriormente, las secciones se colocaron sobre portaobjetos y se les aplicd una gota de
vainillina seguida de una gota de acido clorhidrico 6M. Después 2 minutos, se cubrieron con
cubreobjetos y se observaron al microscopio 6ptico. La presencia de taninos™“Se*evidenci6

mediante una coloracién que varié de rojo a café.

Los tejidos fueron observados bajo microscopia dptica con objetivo 10x, utilizande~un

microscopio equipado con camara AxioCam ERc5s y el software de microscopia ZEN."
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PRUEBAS FiSICAS Y FISIOLOGICAS

Con el propésito de evaluar la calidad de las semillas en el presente estudio, se siguieron
los procedimientos estandarizados para el analisis de semillas sefialados por la International
Seed Testing Association (ISTA2018). Las pruebas fisicas consistieron en obtener el nimero de
semillas por kilogramo y contenido de humedad. Ademas, se realizaron pruebas fisiologicas:

germinacion y pruebatopografica de tetrazolio.
Pruebas Fisicas

Numero de Semillas por Kilogfamo
Se tomaron 8 muestras de 100 semillas y se pesé cada una, para luego estimar el nUmero
de semillas por kilogramo con la Ecuacién 1. La tolerancia para este método esta determinada

por el coeficiente de variabilidad meneoroigual a 4% es aceptado.

ps =¥M v 100 Ec. 1
PM
Dénde:

PS= Peso de las semillas
NSM= Numero de semillas de la muestra
PM= Peso de la muestra

Contenido de humedad de las semillas (CH)

Para determinar el contenido de humedad.de las semillas de O. macrocalyx se evalué el
(CH) mediante la diferencia entre el peso humedo y el pesosseco de la muestra de semillas
almacenadas. La prueba se realiz6 utilizando dos submuestras de 5'g cada una, que se colocaron
en crisoles de acero de 50 mL de capacidad. Se aplicé el método”de secado a temperatura
constante de 103° £ 2°C en una estufa Fisher Scientific durante 17 + 1"horas (ISTA 2018). EI CH

se obtiene con la Ecuacion 2.

__ PHM-PSM
= PHM

CH X 100 Ec. 2

Donde:

CH= Contenido de humedad (%)
PHM= Peso de la submuestra en himedo
PSM= Peso de la submuestra en seco

El contenido de humedad de las semillas se realizd en cada evaluacion de~los

tratamientos de almacenamiento: semillas recién cosechadas (T0) a los tres (T3) y ocho (T8) con
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el objetivo de determinar las fluctuaciones de la humedad de la semilla almacenadas durante el

tiempotde“conservacion.

Prueba fisiolégica

Consistio.en evaluar la viabilidad de las semillas en dos condiciones de almacenamiento
y bajo dos tratamientos pregerminativos. Las semillas se desinfectaron en una solucion de
hipoclorito de sodio(5%) por 3 minutos. se colocaron en una bandeja con papel Servitoalla para

su presecado a la sombra‘durante 5 dias.

Las semillas recién.cosechadas se almacenaron en frascos herméticos de vidrio de 500
mL en dos condiciones de almacenamiento (refrigeracion a 4°C, TR) y temperatura ambiente
(alrededor de 26 °C, TA) en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la DACBIol. El tiempo de
almacenamiento total fué de 8 meses, En cada frasco se almacenaron 200 semillas con un
contenido de humedad del 8%. Se evalué la germinaciéon de semillas recién cosechadas (T0), a

los tres meses (T3) y a los 8 meses (T8):

Germinacion

Para revisar la viabilidad de las“semillas ‘con respecto a los tratamientos TR y TA versus
el tiempo, se sembraron 4 repeticiones de 25 semillas por cada tratamiento de almacenamiento
(TO, T3 y T8). Las semillas se les aplico Unaescarificacion mecanica con lija como tratamiento
pregerminativo (Te) y a otras se les sembrossin tratamiento pregerminativo (Tse). Antes de la
siembra, todas las semillas se desinfectaron can hipoclorito de sodio al 5%, en cada tiempo de
evaluacion, un tratamiento consistira en semillas escarificadas/(Te) y otras semillas sin escarificar
(Tse).

La escarificacién se realizé en la region contraria al hilum, durante 5 segundos utilizando
lija de madera de grano mediano (100-120) segun recomendacion de Vargas-Simén et al (2017).
El sustrato que se utilizé fue una mezcla de Peat moss (60 %), Vermiculita G2 8.5 (20 %), Agrolita
hidro (20 %) y 250 gr de Multicote 8 (18-06-12 de N-P-K), recomendado por SEMARNAT (2014).
Las semillas se sembraron alternadamente en las cavidades en charolas™forestales de
polipropileno de 54 cavidades de 220 cm?® de capacidad. Las charolas se cglocaron en el
invernadero de 4x12 m con paredes de malla antiafidos y techo plastico de invermadero color
verde calibre 720. Para la evaluacion, se llevo a cabo el conteo diariamente hasta 112 dias. Las
plantulas germinadas del tratamiento de semillas escarificadas se evaluaron en tres periodos.de
tiempo (TO, T3 y T8) de almacenamiento (8 meses) para revisar su desarrollo y crecimiento

durante 12 meses después de la germinacion.
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El'riego fue ad libitum, y se registraron las temperaturas maximas y minimas con un
termometro,maxima y minimas, humedad relativa termohigrometro y radiacion fotosintéticamente
activa (PAR)con un cuantometro de luz diaria y fotoperiodo marca Apogee INSTRUMENTS a las

9:00 am. esta misma actividad se realizaron en las evaluaciones siguiente.

Se evalué ‘el crecimiento de las plantulas considerando: 1) determinar las plantulas
normales (PN) cotiledones de reserva y cotiledones foliaceos, anormales (PA) y las semillas sin
germinar (SSG); 2) IniCio-de germinacion, porcentaje de germinacién y tasa de germinacioén; 3)
altura de tallo (midiendodesde el cuello hasta el meristemo apical), diametro basal, emision de
cotiledones foliaceos (dias); protofilos (dias), filotaxia y area foliar mediante el registro fotografico

imageJ®. Los registros métricos se realizaran con un calibrador vernier digital y flexometro.

Al finalizar las pruebas, se_contabilizaron las semillas que no lograron germinar y se
realizaron observaciones para identificar_ las posibles causas de la falta de germinacién, como

danos causados por insectos, hongos o dafios fisicos (ISTA, 2018).

Viabilidad (Prueba topografica de tetrazolio)

Para determinar la viabilidad de.las semillas, se utilizé6 una muestra de 100 semillas y se
expuso el embridn a la accion directa delytetrazolio. A cada semilla se le realizé un corte en la
cubierta seminal con un bisturi y se -incluyé en _a"solucion tetrazolio (Cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio) a una concentracion del¥1.0, % durante 18 horas en oscuridad y a una
temperatura de 30 °C. Después de la inmersion; se realizé’un lavado con agua destilada para
remover el exceso del colorante. Para determinar la viabilidad, se tom6é como parametro la
intensidad de la coloracion roja en el embrion. Este proceso permitio determinar la viabilidad de

las semillas y evaluar su capacidad de germinacion (ISTA, 2018):

Analisis Estadistico

Se evalué el vigor de las semillas con respecto a dos tratamientos\a los tres (T3) y seis
(T6) y cuatro repeticiones de 25 semillas cada una. Cada tratamiento consté de<00 semillas. Se
utilizé un disefio completamente aleatorio en arreglo factorial (2x2x2)y Tiempo de
almacenamiento, tratamientos pregerminativos y ambiente de almacenamientos Después de
esto, se verifico la normalidad y homogeneidad de los datos mediante un andlisis degresiduos. Si
los datos cumplieron con los postulados de la estadistica paramétrica, se realiz6 una /ANOVA
multifactorial para analizarlos. Los resultados se expresaran en valores de medias (xDE)..En

caso contrario, se utilizara una prueba de ANOVA multifactorial no paramétrica y los resultados
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se expresaran en medianas (xRI) utilizando el software Statgraphics Centurion® version 19.0.

para | alisis estadisticos
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6 . Maestria en Ciencias Ambientales

L
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SEMESTRE 1 ‘ SEMESTRE 2 SEMESTRE 3 SEMESTRE 4

ACTIVIDADES ONDEFMAMUJJASONDEFMAMUJ JL A
1. AREA ACADEMICAY T S

Materias basicas . I
Materias
especializadas
Presentacion (Tutorial
[ 1)

2. FASE EXPERIMENTAL (O. macrocalyx D
Recoleccion de
semillas e inicio de
experimento

Pruebas fisicas: No.de
semillas/kg y contenido
de humedad (CH)
Pruebas fisiologicas:
Germinacion y
viabilidad (Tetrazolio)
Morfologia y Anatomia
de la semilla O.
macrocalyx

3. ESTANCIAS Y PROCESAMIENTO DE DATOS

Estancia Externa
Procesamiento de

datos obtenidos

Andlisis e

Interpretacion de datos

4. REDACCION Y TITULACION
Edicion y formato de

Tesis

Redaccion de articulo

Envio del articulo a
revista especializada
Presentacion del
examen de Grado
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Abstract

Ormosia macrocalyx growsgin tropical forests and is endangered in
Mexico. The species’ has ecological and economic importance. To
evaluate the relationship between, fruit length and seed number,
Pearson correlation and principal component analysis were used. A
linear mixed-effects model was also applied. Pearson correlation,
principal components analysis (PCA)“and a Linear Mixed-Effects
Model (LMM) were performed on an exploratory basis. In addition,
seed coat and cotyledon anatomy were examined, and histochemical
tests for secondary metabolites were carried out. Two high
correlations and two components were obtained fromsthe PCA, and
the LMM showed that fruit length influenced the number‘of seeds per
fruit. In the seed coats, differentiated layers of macroselereids and
osteosclereids were identified, where the hilar region " presented
macrosclereids and a pyriform bar of tracheids, the réeserved
cotyledons showed double-walled cells and simple plasmodesmata,

the histochemical analyses demonstrated the presence of cellulose,
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condensed tannins, lipids, alkaloids, and proteins, and no starch was
present. This study provides the first description of seed coat and
cotyledon anatomy in O. macrocalyx, as well as the first report of
secondary metabolites in storage cotyledons. These results could be

useful for further studies of this species

Keywords: correlation; histochemistry; plasmodesmata; reserve

cotyledons; secondary metabolites; seed coat; tracheids

¥ Introduction

The genus Ormosia (Fabaceae: Papilionoideae, tribe Sophoreae)
includessapproximately 130 species distributed in the tropical regions
of America, Asia, Australia, and China [1]. This genus is characterized
by species thatproduce woody fruits and hard-shelled, brightly colored
seeds with animportant ecological role in zoochoric dispersal [2]. They
are also economically important due to the commercial and cultural
value of their-wood=The seeds are used for handcrafted jewelry, and
they contain' secondary metabolites with medicinal potential [3].
Ormosia macrocalyx Ducke'is a tree species whose distribution is
restricted to the zéne-of the tropical high evergreen and sub-evergreen
forests that extend from southeastern Mexico to South America. The
species is listed as “Least Concern’/on the IUCN Red List [4].

In Mexico, the distribution and conservation status of the species
were evaluated, with its largest populations identified in remnants of
tropical humid forest and in agroecosystems. The areas of greatest
occupancy were determined, and it was concluded that the species
could be considered vulnerable as a result of its,specialized and
fragmented habitat [5]. The species is listed in thesMexican standard
NOM-059-SEMARNAT-2010 as endangered [6].

Low species population results in the absence of or.reduction in
interactions with its natural dispersers. This is relevant because the
fauna ingest the seeds, which alters the integrity of the seed-coat and
facilitates imbibition, thereby breaking physical dormancy [7]¢#The
absence of these mechanisms in fragmented populations or those with

low disperser activity could contribute to the impermeability of O.
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macrocalyx seeds, which limits their germination under natural
conditions [8]. The seeds of this species have been shown to exhibit
physical dormancy, possibly due to the presence of sclerenchyma
tissue in the seed coat, particularly macrosclereids and osteosclereids,
as described in Ormosia paraensis Ducke, Ormosia hosiei Hemsl. and
Wils., and Ormosia henryi Prain [2,3,9].

Morphological and anatomical characterization of fruits and seeds
is essential for understanding the reproductive biology and
germination behavior of forest species, as these organs exhibit most
ofithe’structural features associated with embryo protection, dispersal,
and germination [10]. In the family Fabaceae, legume-type fruits and
seeds ‘exhibit significant variability in shape, size, and tissue
organization. Sclerenchymatous layers in the seed coat regulate water
permeability, influencing vigor and the germination process. Various
morphoanatomical=studies of the genus Ormosia have described
woody, «dehiscent fruits) and bitegumentous ovules, exalbuminous
seeds with” tissues directly related to physical dormancy [2,11].
Additionally, ~ the importance of anatomical analysis for the
management andsConservation of forest seeds has been highlighted
[3].

Despite being an-endangered species in Mexico, studies on the
morphoanatomy of O. macrocalyx#fruits and seeds are scarce. The
present research describes the morphelogy of the fruits and seeds, as
well as the anatomical structure of the seed coat, and the presence or
absence of secondary metabolites in the'storage cotyledons. This
information could serve as a basis for examining subsequent
physiological processes, such as imbibition, germination, and

dormancy.

2. Materials and Methods
2.1. Ormosia macrocalyx Fruit and Seed Morphology

Since the species has a small population in the study area, two
groups of individuals (each comprising three adult trees) ‘were

identified in two different locations in the state of Tabasco. A total of
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500 fruits with seeds were collected from the six trees, with samples
taken from these trees.

Fruits were collected from three adult trees during the first week
of June 2024 in the municipality of Centro in Tabasco, Mexico
(18°00'29.84" N, 92°57'53.82" W), and from three trees in a living
fence in San Pedro in the municipality of Balancan in Tabasco, Mexico
(17°46'59.99" N, 91°09'31.4” W) (Figure 1). The former site is in an
urban area with an elevation of 10 m, a warm humid climate (Am), a
mean annual temperature of 27.3 °C, and an annual total precipitation
of'2000 mm. The latter site has an elevation of 30 m and soil classified
as a Chromic Cambisol by Palma Lépez [12]. It has a warm, subhumid
climate'with_summer rains (Aw), a mean annual temperature of 22 °C,
and annual‘precipitation between 1500 and 2000 mm. The climatic
data were defined according to the Képpen classification, modified by
Garcia [13].

94°0'0"W
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1 L 1
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Figure 1. Location of the collection sites in the municipalities: (1)
Centro and (2) Balancan in Tabasco, Mexico. Prepared by Manuel L. Nufiez-Piedra.
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A total of 250 fruits were collected from each site and transported
to the Plant Physiology Laboratory of the Academic Division of
Biological Sciences at Universidad Juarez Autonoma de Tabasco.
Morphological data were recorded from each tree at the sites. Of the
total number of fruits, 786 seeds were obtained, and 500 seeds were
randomly selected for analysis.

The following variables were recorded for each fruit: color [14],
length, width, and thickness, using a digital Vernier caliper (model
HER-411, Electronica Steren S.A. de C.V. Mexico City, Mexico)). The
number of seeds per fruit was also recorded. The length, width, and
thickness, of 500 harvested seeds were measured. Their shape, size,
and seed«coat color were identified using the Munsell system [15]. The
moisture content and mass of 100 seeds were determined according
to the International Seed Testing Association rules [16].

As part of the=seed characterization, the positions of the hilum,
raphe, antiraphe, and-lens were identified. Additionally, the hilum
shape was«described following the criteria proposed by Martin [17] and
Niembro [18]: Also, the hilunrlength and width were measured in 100
seeds wusing “an  Olympus SZX7 stereoscopic microscope
(Oberkochen, Germany) anmd Zen software 3.0. Photographic
recording was conductéd with anfAxioCam ERc5s camera.

2.2. Statistical Analysis

Descriptive statistical parameters®were calculated, including the
mean, standard error, and coefficient of‘variation: fruit length, width,
and thickness; number of seeds per fruit; seedlength; seed width; and
seed thickness. Additionally, total mass, seed-moisture content, and
the number of seeds per kilogram were calculated.

2.2.1. Pearson Correlation

A Pearson’s correlation analysis was performed ‘to“assess the
linear relationship between the variables FL, FW, NSF, Skz; SW, and
ST. This procedure yielded a matrix of bivariate correlations; and the
pairwise deletion method was used to handle missing values. (Two-
tailed tests with significance levels of 0.01 and 0.05 were used to
identify statistically significant associations between the analyzed
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morphometric variables. Pearson’s correlation analysis was
conducted to demonstrate the relationship among the variables and
obtain a bivariate correlation matrix.

2.2.2. Principal Component Analysis (PCA)

Principal component analysis (PCA) was conducted strictly for
exploratory purposes [19], aiming to identify general patterns of
covariation among fruit and seed morphometric traits. The PCA was
performed on the correlation matrix of seven morphometric traits: FL,
FW,.NSF, SL, SW, ST, and SM. All variables were standardized (z-
scaré) beforehand, and missing values were listwise deleted (N =
497).‘Prior to analysis, we assessed the sample’s suitability using the
Kaiser—Meyer=Olkin (KMO) measure, which yielded a value of 0.491.
This valuefindicated the dataset’s limited suitability for formal factor
reduction. Thds,/PCA was not used for confirmatory inferences but
solely as a descriptive tool.

Bartlett's.test of-sphericity was significant (x? = 759.59; gl = 21; p
< 0.001), shewing the existence of sufficient correlations to justify a
preliminary exploration of the multivariate pattern and rule out the
identity matrix. RCA.was performed on the standardized correlation
matrix, and Varimax_rotation was used to identify general groupings
among the variables. Finally, the rotated components were
represented graphically.

2.2.3. Linear Mixed-Effects Model{LMM)

Because the fruits were collected from six.trees, the observations
exhibit within-group dependence, which must’be.considered to obtain
valid inferences. To model this hierarchical structure, a mixed linear
model (LMM) [20] was employed in which the tree/(TN) was included
as a random effect, and each of the 500 fruits collected'was treated as
a sampling unit nested within that effect. Based ‘on” Pearson’s
correlation and principal component analysis (PCA), the relationship
between fruit length (FL) and the number of seeds per fruit (NSF),was
selected, as it explained the greatest variation in the phenomenon.

The following model was fitted for this purpose:
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NSFij = Bo + B1FLjj + p + &5
where

NSFj: is the number of seeds in fruit j of tree j,

FLj: corresponds to the length of the fruit,

Bo and B+: represent the intercept and slope of the fixed effect,

ui ~ N(0, a® TN): is the random intercept associated with each tree,

g~ N(0, 02): is the residual error.

Model fitting was conducted using restricted maximum likelihood
(REML) with JASP software (version 0.18), a linear mixed model
module~Prior to analysis, variables were inspected for outliers and
unusual_patterns. Given the limited variation observed in the NSF
variable, ‘results should be interpreted with caution. The model
estimates included fixed effects and variance components for the
random effect and-residual.

Thesstatistical analysis was performed using IBM® SPSS®
Statistics v26.and JASP v0.18.

2.3. Seed Anatomy
2.3.1. Histochemical\Preparation

Ten seeds weresused forstransverse sections and ten for
longitudinal sections to obtain samples of the seed coat and hilum
region. Twenty freehand cuts were made on each seed using a
trapezoidal steel blade (32 mm x 18.95'mm x 61.5 mm in height) until
fragments measuring approximately 1 cm by 1 cm were obtained. The
material was fixed in FAA (40% formaldehyde, \96% ethanol, distilled
water, and glacial acetic acid at a ratio of 10:50:35:5). Permanent
preparations were produced using the histological dehydration
protocols described by Lopez et al. [21] and ‘Sandoval [22].
Histochemical staining procedures were applied to enhance tissue
differentiation.

2.3.2. Embedding and Sectioning
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Thirty seeds were embedded in paraffin of histological quality,
after dehydration according to Ter-butyl alcohol, following the
Johansen technique [23].

To obtain thinner sections (up to 6 microns thick), Polyestyrene
Monomer (Morgantown, PA, USA) was used to embed small seed
segments, approximately 2 mm by side, following in accordance with
the specifications set out in the Technical Data Sheets (Electron
Microscopy Sciences) [24].

A rotary microtome (Leica RM2125 RTS, Deer Park, IL, USA) was
used”to obtain 12-16 pm thick transverse sections of paraffin-
embedded samples, which were stained with a solution of Safranin O
(1%; C»75100) and Astra Blue (C.l. 48048), both prepared in 50%
ethanol. The .dyes were used in combination to visualize tissue
organization in"the seed coat Novikov et al. [25]. To analyze the hilar
region, 4—-6 pm=thick sections were prepared from polystyrene
embedded’'samples. These sections were stained with toluidine blue,
mounted in“Synthetic resin, and examined under a microscope. Three
fields per section of the’seed coat were examined to measure the
cuticle, sclerenchymatic tissue (macrosclereids and osteosclereids),
and parenchyma. Means and<standard deviations were calculated.

2.4. Histochemical Tests of the Reserve Cotyledons

Histochemical tests were performed to identify various metabolic
compounds, such as starch, cellulose] alkaloids, tannins, lipids, and
proteins, in the reserve cotyledons of the'seeds. Ten freshly obtained
paraffin transverse sections per seed werestested for starch, after
paraffin removal with xylenes and rehydrating .the tissue with
decreasing concentrations of ethanol solutions. After rinsing with tap
water, concentrated Lugol's solution was applied. ‘After removing
Lugol's excess with tap water, a coverslip was applied and pictures
were taken under bright field. The following reagents ‘were used:
Lugol’s iodine solution for starch, chlorzinc iodide for celluleses10%
vanillin for tannins, Sudan lll for lipids, Wagner’s reagent for alkaloids,

and 1% aqueous eosin solution for proteins [22].
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Lugol iodine test observations were carried out using a trinocular
polarized light microscope (epi-lllumination Motic BA310EpiPol,
Kawloon Bay, Kawloon, Hong Kong) with a 40x objective. All tissues
were examined at 10x and 40x magnification using an Olympus BX41
microscope (Oberkochen, Germany), equipped with an AxioCam
ERc5s camera and ZEN microscopy software 3.0.

These tests used reagents acquired from Sigma-Aldrich®
(Burlington, MA, USA), Quimica Meyer® (Tlahuac, Mexico City,
Mexico), and Reactivos HYCEL® (Zapopan, Jalisco, Mexico).
3..Results

3.1. Fraitrand Seed Morphology in Ormosia macrocalyx

The" fruits” were dehiscent and coriaceous. They were oblong-
elongated and very dark brown (7.5YR 2.5/2) or brown-black (10YR
2/1), according to.the Munsell® color system [14] (Figure 2a). The
velvety copsistency of the epidermis was due to the presence of fine
white pubescence.”Most fruits contained only one seed, though the

number of seeds per fruit ranged from one to five (Figure 2b).

Figure 2. Fruit of Ormosia macrocalyx. (a) External view of ripe fruit,"(b).internal view
of the fruit and the quantity of seeds. a: apex, en: endocarp, ep: epicarp,.€s: stipe, fu:
funiculus, p: pedicel, se: seed, ds: dorsal suture. The scale bar represents 2.cm

The seeds are deep red (7.5R 5/18) to dark red (7.5R 4/14) [15],

rounded or ovoid in shape, with a smooth, coriaceous, very shiny

surface. Funiculus, hilum and micropyle details are observed in Figure
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3b. The raphe and antiraphe, which are not very prominent in this
species, are also visible. Figure 3a also shows a lateral view of this
region where the funicle is attached to the hilar zone. The hilar zone is
a scar on the mature seed and was originally the region of the ovule
where the funicular cord was inserted. The hilar zone is white, elliptical,
and has an average length of 1.65 + 0.25 mm and a width of 1.12

0.18 mm. Figure 3b shows the hilar slit (hs), the almost imperceptible

Qﬂcropyle (m), located very close to the hilar zone (h), and the lens

Figure 3. Seed morphology‘in Ormosia m
antiraphe (ar), raphe (r), funiculus (fu). The
view of the hilar zone: micropyle (m), hilar zo
circle indicates the area corresponding. The scal

The measurements taken of the fruits Veds are presented in

Table 1. The average length of the fruits ?XG.SG mm, and the

average width was 26.91 mm. In the case of t e%s, the average
V4

lyx. (a) Lateral view: seed coat (sc),
bar represents 1 cm; (b): detailed
hilar slit (hs), and lens (le), the
represents 1 mm.

length was 10.73 mm, the average width was mm, and the
average thickness was 7.25 mm. In average, there 923 seeds

per kilogram, and the average weight of 100 seeds wa 24 g. The
unit weight was 0.52 g, and the moisture content was 8.0%. The
coefficient of variation for fruit length was the highest calculat lue
(37.77%) of all the analyzed variables. O
*
35

https://doi.org/10.3390/seeds5030026


https://doi.org/10.3390/seeds5030026

Seeds 2026, 5, 26

36 of 123

Table 1. Dimensions and weights of the fruits and seeds of Ormosia

Variable Maximum Minimum Mean Standard Deviation CV (%)

Fruit length (mm) 64.20 29.91 46.66 17.60 37.77
Fruit width (mm) 30.16 23.66 26.91 3.25 12.08
Seed length (mm) 11.66 9.80 10.73 0.93 8.67
Seed width (mm) 10.59 8.81 9.70 0.89 9.18
Seed thickness (mm) 7.89 6.61 7.25 0.64 8.83
Number of'seeds per fruit 2.47 0.68 1.57 0.89 56.84
Mass of 100_seeds (g) 52.91 51.57 52.24 0.67 6.41

Seeds = 500. Mass of 100. CV: coefficient of variation.

The data for these variables for other species in this genus are
shown.in_ Table 2. It should be noted that only the weight of 1000 O.
henryi §eeds was measured (328.16 g), and an approximation was
added to thetable.

Table 2. Comparisenof morphological dimensions of fruits and seeds of some species
of the genus Ormasia.

. - Fruit Seed
. Fruit Length Fruit Width p Seed Length Seed . Seed Mass
Species (mm) (mm) Thickness (fm) Width (mm) Thickness (@) Reference
(mm) (mm)
466 £17.6 26.9+3.2 10.77£0.9 9.7+0.8 72+0.6 05+0.6 This study
10.8 £ 05 9.9+0.5 - 0.6 £0.08 [26]
O. macrocalyx
25-70 20-25 - 10.1+0.8 94+0.5 7504 0.5+0.08 [71
30-100 20-35 - 10-13 10.0 7.8 - [27]
O. arborea 12.9 11.3 8.5 1.5 7.5 9.2 0.8 [28]
O. henryi =~0.3 [29]
O. neillii 35 20 - 10 10 - - [30]
O. paraensis 44.0 39.0 20.0 124 9.7 8.0 - [2]

"N for seed mass = 1.
3.2. Pearson Correlation

According to the correlation analysis (Table 3), several positive
and highly significant relationships were confirmed;.including those
between fruit length and the number of seeds per fruit (r.='0.8524, p <
0.01) and between seed thickness and seed width (r =0.383, p <
0.0000). Additionally, seed length was highly significant in sélation
to seed thickness (r = 0.3535, p < 0.01), though the relationshipJis
inverse. Additionally, a statistically significant correlation was found
between the number of seeds per fruit and seed thickness (r = 0.097
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p < 0.003), as well as between seed width and length (r = -0.115, p <

0.000), which is an inverse proportional relationship.

Table 3. Pearson correlation matrix between biometric fruit and seed characteristics in
Ormosia macrocalyx Ducke.

Variable FL FW NSF SL SW ST
FL 1 -0.036 0.852 ** -0.036 0.005 0.131*
FW -0.036 1 0.074 0.037 0.042 -0.044

NSF 0.852**  0.074 1 -0.027 0.025 0.097 *

SL -0.036 0.037 -0.027 1 -0.115* -0.186 **
SW. 0.005 0.042 0.025 -0.115* 1 0.353 **
ST 0.131* -0.044 0.097* -0.186 ** 0.353 ** 1

* Significant p < 0.05 ** Highly significant p < 0.01. Fruit length (FL), fruit width (FW),
number of’seeds per fruit (NSF), seed length (SL), seed width (SW), and seed
thickness*(ST).

3.3. Principal Component Analysis (PCA)

After the Varimax rotation, the results of the principal component
analysis (PCA)eshowed that the first two components together
explained 47.37% of the.total observed variability. The first component
(CP1), whieh.represents.27.22% of the variance, is mainly influenced
by fruit length and the“number of seeds per fruit. The second
component (CP2)"explaing” 20.14% of the total variance and is

primarily influenced.by.seed width,and thickness (Table 4).

Table 4. Principal component analysis (PCA)“ef the morphological characteristics of
the fruit and seeds of Ormosia macrocalyx. Fle#fruit length; NSF: number of seeds per
fruit; SW: seed width; ST: seed thickness; SL: seed"length; SM: seed mass; FW: fruit

width.
Components
Variables
1 2
FL 0.929 f -0v244
NSF 0.926 1 <0.259
Sw 0.190 0.7t
ST 0.344 0.71471
SL -0.165 -0.493
SM 0.052 0.093
Fw 0.020 -0.087
Variance explained (%) 27.224 20.146
Variance accumulated (%) 27.224 47.370

T Variables of greatest contribution to each principal component.
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Figure 4 shows that, according to principal component analysis
(PCA), fruit dimensions such as length, width, and number of seeds
per fruit are grouped prominently on the first component. In contrast,
seed-related variables, length, width, thickness, and mass cluster on
the second component. This reveals a second axis of variance in

which the seed attributes remain relatively independent of the fruit

characteristics.

10

05
(]

g o0
g
(=]
o
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-10 -05 00 05 10

Compeonent 1

Figure 4. Principal compenent analysis/(PCA), showing six morphometric variables.
Fruit length (FL), number of seeds per fruit (NSF), fruit width (FW), seed mass (SM),
seed thickness (ST), seed length (SL), and seed width (SW).

3.4. The Linear Mixed Model (LMM)

The fitted linear mixed model (LMM)™“revealed a significant
association between fruit length (FL) and the number of seeds per fruit
(NSF) (F1431 = 376.3; p < 0.001) (Table 5). This ‘association was
detected despite NSF exhibiting a narrow rangé of .variance. This
condition generated warnings during the REML fit due_to the limited
dispersion of the response variable. The model included-a random
intercept for the tree (TN). The variance component correspanding to
this random effect was small, indicating that differences between trees
accounted for only a small proportion of the total variance in NSF./In

contrast, the residual variance associated with differences between
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fruits within the same tree accounted for most of the variance
explained by the model. A fixed coefficient that was significantly
different from zero was used to estimate the positive relationship
between FL and NSF, and this effect remained stable across trees, as
indicated by the low variance attributed to the random intercept. This
suggests that the slope of the fixed effect adequately describes the
observed pattern in all sampled individuals. Overall, the model
confirmed the dependence between observations taken from the same
tree and quantified the effect of FL on NSF within that hierarchical

strueture.

Table 5. Summary. of the mixed effects linear model for the effect of fruit length (FL) on
the number of seeds per fruit (NSF).

Effect

Df F p

FL

1, 4131 376.3 <0.001

Note. Model'terms tested with' Satterthwaite method. The following variable is used as
a random effects-grouping factor: “TN’. Type Ill sum of squares.

PCA provided-a concise representation of the overall organization
of the morphometric-variables..Despite the low KMO value (0.491), the
first two components/had eigenvalues greater than one (PC1 = 1.906;
PC2 =1.410), explaining 47.47% 'of the total trait variance. This pattern
indicates sufficient co-variation trends*for exploratory analysis Some
variables, such as FL (0.923) and NSFE (0.925), contributed more
consistently to the explained variance. Other variables, such as
thickness (0.629) and seed width (0.550),. provided moderate
information. Variables such as fruit width (0:008).and seed mass
(0.011) showed reduced contributions. These results suggest that the
first two components are useful for representing the_phenomenon in
the linear mixed model (LMM).

3.5. Seed Anatomy

The seed coat has a thin, waxy outer cuticle with an average
thickness of 3.2 £ 0.91 um (Figure 5). There are three distinct layers

of tissue. The first layer consists of macrosclereids, which are
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elongated, lignified cells arranged in a compact, well-defined band that

O is 71.20 £ 2.71 ym thick. The second layer is a single intermediate
. layer of osteosclereids that is 17.3 £ 1.86 ym thick. The third layer is

/L formed by parenchyma and is characterized by an irregular, dispersed

® cellular pattern that is 51.59 £ 7.47 ym thick. The testa was 143.32 um

5 thick (Figure 5).

.. % - £ 3 : - > .
Figure 5. Transverse%he Or@ macrocalyx seed coat, showing the cuticle
e

(cu), macrosclereids (m teoscl Qs), parenchyma (pa). Tissue stained with
Safranin O and Astra blue.<The scale b sents 50 ym.

A longitudinal section of the hilar,zone (h) revealed different
tissues: remnants of the funiculus (fu) @ compact, double layer of
macrosclereids (ma). These tissues are Io@}on both sides of the

0

t@eids (tb), which has
a radial arrangement and is surrounded by paren%a (pa) (Figure
t

hilar slit (hs). Below that is the pyriform bar

6a). Figure 6b shows the set of tracheids an

§ir scalariform
thickening pattern in detail. 6

©

.
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({

& N

ongitudinal section of the hilar area of Ormosia macrocalyx seeds: (a) hilar
zone (h), fun&m emnants (fu), hilar slit (hs), macrosclereids (ma), tracheid bar (tb),
parenchyma (pa); detail of the tracheid bar (tb). Stained with toluidine blue. The
scale bar represe m.

Figu sho\Tvs a transverse section of the storage cotyledons of
the O. alyx?ys. Thick-walled cells are observed, joined to

neighboring@‘ by a@dle lamella (Im). Plasmodesmata (pl) can
c;m

fcting& oring cells’ cytoplasms (cy) passing
through cell wall @). According to the classification of Bayer et al.

[31], the plasmodes are si and straight.

Figure 6.

also be seen

>
6@0
Q
O

.
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Figure 7. Tra rSe section of the storage cotyledons of Ormosia macrocalyx seeds:
middle lamella (n@asmodesmata (pl), cytoplasm (cy), cell wall (cw). Stained with

Lugol’s reagent. Th@ bar represents 50 um.

3.6. His@istry‘gy Reserve Cotyledons

Table N@scrl ?he histochemical reactions of various
metabolites ini+.st ra e&yledons of O. macrocalyx seeds. Figure
g( ecti |@t

8 shows histolo o} fined according to the corresponding

© o

Table 6. Results of the histochemical tests ofithe storage cotyledons of Ormosia

metabolites.

macrocalyx.
Reagents Metabolites Result @Characteristics
Lugol Starch B gt?szlrL\]/Z gr blaci@ﬁed granules were
Chlor-zinc iodide Cellulose + Violet staining in the ce?{
Vanillin 10% Tannins condensates + Brown staining in the cells
Sudan llI Lipids + Staining of the oleosomeQ red in color
Wagner Alkaloids + Staining of reddish color
Aqueous eosin 1% Proteins + Staining of reddish to purple colo

L
Note: The symbol (+) indicates a positive histochemical reaction, evidenc%a
characteristic coloration with the reagent; the symbol (=) indicates no reaction e

metabolite evaluated. ¢
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R BSH 5 e h‘ € .} 9.4 »mﬁ
Figure 8. Histochemical reactions of different secondary metabolites in the storage
cotyledons of Ormosia macrocalyx seeds: (a) starch, (b) cellulose, (¢) tannins, (d)
lipids, (e) alkaloids, (f) proteins. The scale bar represents 50 pm.

4. Discussion
4.1. Morphoelogy of the'Fruits and Seeds

In this study, we used a'combination of fruit morphometrics, seed
morphology, seed«€oat anatomy, and histochemical analyses to create
a comprehensive- .charactérization of Ormosia macrocalyx,
contributing to our understanding of’the biology of the identified fruits
and seeds.

The morphometric values obtained for O. macrocalyx fruits were
consistent with those reported for O. macrocalyx and O. paraensis
(Table 3) [7,26,27]. The average fruit length (4.6 cm) and width (2.6
cm) fall within the previously described range forthe genus (Table 2).
The relatively high coefficient of variation in fruit”length (37.7%)
suggests considerable variability, which may refleet\environmental,
physiological, or genetic influences on fruit development. For instance,
the Linear Mixed-Effects Model (LMM) revealed a‘ statistically
significant difference in fruit length and number of seeds between the
two collection sites (Centro municipality and Balancan municipality);.in
this species, longer fruits contain more seeds (five units). At the Centro

site, greater number of seeds per fruit were produced. Such variation
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could influence seed production and dispersal performance; however,
the relationship to the environment was not directly evaluated here.

The seed dimensions were similar to those reported by Rudd [27],
Foster & Delay [7], and Pozo [26]. The low variability observed among
seeds from different populations may be related to evolutionary
mechanisms, such as natural selection, mutations, genetic drift, and
reproductive biology, in fragmented environments where self-
fertilization can occur. While all of these mechanisms affect genetic
variability, in-depth genetic analyses using appropriate molecular tools
are required to determine which mechanisms are actively affecting the
populations. This hypothesis requires genetic confirmation at the
population’level. Similar patterns were reported by Yang et al. [32] in
natural populations of Ormosia microphylla in southern China.

The correlation analysis revealed only two associations of
sufficient magnitude to be considered robust statistical association
between'the evaluated-variables. The relationship between fruit length
and the number-of seedsper fruit showed a high correlation coefficient
(r = 0.852), indicating aclear and consistent correlation between the
two variables. This'result suggests that some variation in reproductive
capacity is closely‘associated*with fruit development, constituting the
strongest association-identified in'the analysis.

Significant correlations between) seed width and thickness
suggest coordinated radial growth during seed development. This
pattern is consistent with species possessing lignified seed coats and
well-developed cotyledons, such as members/of the Sophoreae tribe
[33], including Ormosia paraensis (Vell.) Harmsvand O. paraensis. In
these species, fruit size is associated with fertilitys and resource
allocation capacity [2,34]. Similarly, fruit length is srecognized as a
reliable predictor of the number of seeds per pod in Glycine max (L.)
Merr [35,36]. The observed morphometric integration (may reflect
developmental constraints rather than adaptive optimization,per se.

Additionally, a moderate correlation was observed between seed
width and thickness (r = 0.353). This indicates a stable morphometric

pattern that could reflect growth patterns constraints or the integration
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of seed dimensions. Although this could suggest relatively uniform
resource distribution during embryo development, as observed in
other dehiscent Fabaceae, experimental studies are needed to
confirm this hypothesis. The inverse relationship between seed length
and width suggests morphological compensation, producing more
elliptical shapes. Similar patterns have been described in hard-seeded
Fabaceae [3,37,38], although functional implications remain
speculative.

Principal component analysis identified two axes of variation: PC1
(27.22%) was primarily associated with fruit length and the number of
seeds per fruit. PC2 (20.14%) was linked to seed width and thickness.
This separation supports the interpretation that fruit- and seed-level
traits vary-along partially independent axes. Cucinotta et al. [39] and
Bobrov and Remanov [40] have reported similar relationships between
gynoecium sizesand seed number, although the present data do not
address“developmentalmechanisms.

Overall;_the-results suggest that the variation in fruit and seed
traits in O. macrocalyx‘is structured and partially independent. Fruit
size appears to'be"more closely related to reproductive output, while
seed traits seem..to. reflect” embryo development and storage
accumulation. These“patterns aré consistent with previous studies in
the Fabaceae family, although their ecological significance requires
further investigation.

The strong association between FL and NSF in PC1 is consistent
with the findings of Cucinotta et al. [39],_ who demonstrated that
gynoecium size directly influences the number, of/potential ovules and
seeds formed. This pattern suggests that fruit, development
determines reproductive capacity in the species studied, possibly
through carpel structure or ovary fusion events that modifyithe volume
available for seed development. Bobrov & Romanov [40](censistently
indicate that gynoecium architecture and fruit morphology dictate the
space available for ovules, which explains why longer or- mere

voluminous fruits harbor greater numbers of seeds.
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PC2 groups the morphometric variables of the seed, primarily
width and thickness. This reflects the fact that seed development
follows a relatively autonomous pattern guided by embryo
development, cotyledon filling, and storage accumulation [3,11].
Vargas-Simon et al. observed that fruit variation in O. macrocalyx does
not correlate with seed weight or vigor, which supports the
independence of these processes [8].

The intermediate position of seed mass (SM) relative to the two
components indicates that this trait integrates both internal (the
capacity to accumulate reserves) and external (the available space in
the fruit), factors, as Paulino et al. [41] reported for polycarpic
Leguminesae,

A hierarchical analysis of the morphometric data allowed us to
assess the relationship between fruit length (FL) and the number of
seeds per fruit«(NSF) while considering the dependency structure
resulting”from multiple-fruits on the same tree. Mixed linear models
showed that FL was significantly associated with NSF after controlling
for tree effects, confirming that these fixed effects explained part of the
variation in NSF.

The random effect. corresponding to the intercepts of the parent
tree had a small variance compared to the residual variance. This
indicates that inter-tree differences<contributed minimally to total NSF
variation.

The estimate of the fixed effect of FE remained stable within this
hierarchical structure, as evidenced by thesmall variability attributed
to the random intercepts. In this context, the greatest variation was
observed among fruits within each tree, which is consistent with the
distribution of NSF. Although the low NSF variancertriggered REML
warnings, model estimates remained valid because the hierarchical
structure accounted for non-independence among fruits fromthe same
tree. This is because model explicitly accounts for the lack of
independence between fruits from the same tree. Overall, the-mixed

model quantified the relationship between FL and NSF within“an
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analytical framework that accounted for the hierarchical organization
of the sampling.

To conserve the species, collecting longer fruits is recommended
to maximize seeds yield while reducing collection effort. Longer fruits
contain more seeds, increasing propagule yield with less sampling. In
this species, seeds are readily identified by external protuberances
along the fruit wall, each corresponding to the locule occupied by an
individual seed.

4,2. Seed Anatomy

The seed coat of O. macrocalyx shows the typical stratified
organization of Fabaceae [42]. It consists of a thin outer cuticle (3.2 £
0.91 ymy; defined as a continuous layer that covers the seed, except
on the hilarizone. It is considered the most external barrier to imbibition
due to its wax\content [33]. The next layer consists of elongated
lignified macroscléreids (71.20 = 2.71 um), an intermediate layer of
osteosclereids (17.3-+71.86 ym) and an inner parenchymatous layer.
The combinedythickness of these tissues (143.4 uym) suggests a
mechanically roebust structure commonly associated with Fabaceae
[43].

Comparisons with~other “species in the genus reveal a similar
tissue organization, which supparts'the anatomical stability of these
traits within the Sophoreae tribe [42]. Some authors state that
differences in layer thickness among species (e.g., O. hosiei and O.
henryi) may influence seed coat permeability [3,29].

In the hilar region, the macrosclereidslayer forms a double
structure adjacent to the hilar slit. Comparable”arrangements have
been described in Swartzia spp.[44]. O. paraensis 'and O. henryi
[2,29]. Beneath this layer, precisely at the hilar slit, the,tfracheid bar is
clearly visible, featuring a scalariform pattern; this structure is
characteristic of the Papilionoideae subfamily [45]. Within.the genus,
it has been identified in the seeds of O. calavensis and O.‘henryi. In
[29,45,46], it was found in Erythrina speciosa seeds that the hilar slit
is the main point of water imbibition and the tracheid bar functions, as

a receptor; furthermore, the authors confirmed the absence of a cuticle
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and sclerenchymatic tissue that might prevent water from entering the
seed.

The storage cotyledons exhibited double-walled cells with a
distinct middle lamella, simple plasmodesmata, and clearly defined
cytoplasm. Reports of these specific structural features are scarce in
legumes, making this observation a significant anatomical
contribution. Plasmodesmata are dynamic channels that constitute a
symplastic network and their function is the transport of metabolites
and signaling molecules, amongst other substances through
parenchyma cells of cotyledons, which act as sink and storage
structures for the subsequent germination process; this organization
is characteristic of Fabaceae [47—49].

4.3. Histochemistry of the Storage Cotyledons

Histochemical analyses revealed a metabolic profile consisting of
lipids, proteins, ‘Cellulose, condensed tannins, and alkaloids, but no
detectable starch. The“absence of starch is consistent with previous
reports on” O henryi @and other eudicot species lacking endosperm
[3,32,50].

The presence_of cellulose-rich cell walls in the cotyledons is
consistent with previous,observations in Fabaceae [51,52] and reflects
the structural reinforcement andiintegrity of cell walls. The alkaloids
detected here coincide with previous analyses of O. macrocalyx seeds
and other species of this genus that are distributed across South
America and Asia [53-56]. Previous althors identified compounds
such as angustifoline, 5,6-dehydrolupanine, [p-isosparteine, 5-
lupanine, ormosanine, 17-oxolupanine, panamine,, sparteine, 13a-
tiglyoxylupanine, and a-isoangustifoline. The présence of these
compounds is associated with low seed predation [7,54].

Condensed tannins were also detected, consistent with their
widespread occurrence in Ormosia sp., O. coarctata,..and other
tropical Fabaceae. Their function is defense against herbivores, as
reported for alkaloids [54,57,58]

The cotyledons of O. macrocalyx showed the presence of lipids,

represented by oleosomes in cells. Analyses in O. hosiei showed a
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high concentration of these compounds during germination [3]. This
indicates that lipids are a significant energy reserve for this species,
consistent with reports on other tropical legumes, and these
compounds account for concentrations of 25-44% [52]. The presence
of proteins further supports the importance of storage reserves in the
cotyledons as a source for enzyme synthesis, similar to the protein
patterns described in O. arborea, O. coarctata, and O. henryi[3,53,57].
Protein content of 16.5% was detected in intact O. coarctata seeds; it
isvstated that this plays a significant role in providing amino acid
reserves for embryonic development [57]

5. Conclusions

This” study describes the key morphological characteristics of
Ormosia magrocalyx fruits. Variations in seed shape and color were
observed, with ‘intense red and dark red being the most prevalent
colors. A highly significant positive correlation was observed between
fruit length (4.6 cm) and the number of seeds per fruit, which is
typically 1.5/seeds perfruit. A significant positive relationship was
observed between seed width and thickness, reflecting proportional
and stable intermal-growth. Additionally, the number of seeds per
kilogram was determined to be«s1923, which is key information for
propagation strategies, for the species. The seed coat has a highly
differentiated structure consisting of macrosclereids, osteosclereids,
and parenchyma, with the sclerenchymatous tissue representing
61.5% of the total thickness. Similarly, new insights are provided into
the anatomy and cellular histology of the speeies.

The hilar region exhibits a complex internal ‘architecture in which
remnants of the funicle and a double layer of macrosclereids delineate
the hilar slit. Just below this area, the pyriform bar of tracheids with a
scalariform pattern was identified. The reserve cotyledons are
composed of parenchyma tissue. The cells are characterized.by two
layers of cell walls divided by a well-defined middle lamella, as.well as
a compact cytoplasm. Intercellular plasmodesmata were galso
identified. Histochemical tests on the storage cotyledons confirmed

that it is an exalbuminous seed due to the absence of starch. This
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preliminary qualitative study identified various secondary metabolites
in the storage cotyledons. Further phytochemical studies using
modern technology are required to analyze their chemical structure

and physiological function.
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Resumen

Antecedentes: Las semillas presentan dormancia fisica, faltan estudios® que demuestren su
viabilidad en funcion del tiempo y temperaturas de almacenamiento. También de su fenologia de

crecimiento preliminar.

Preguntas: ;Habra efectos en la viabilidad de las semillas bajo diferentes_tondiciones de
almacenamiento y en el tiempo? Cuanto creceran las plantulas bajo condiciones de

invernadero?
Especie de estudio: Ormosia macrocalyx.

Sitio y periodo de estudio: México, 2024-2025.
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Métodos: Se evaluo la viabilidad de las semillas por 12 meses, se establecié un DCA con arreglo
factorialetratamiento pregerminativo con escarificacion o semillas intactas y temperaturas de
almacenamiento [ambiente (27°C) vy refrigeracion (4°C)]. En plantulas se midieron variables

tradicionales de crecimiento hasta 280 dias después de la germinacion (ddg).

Resultados: Germinacion: en semillas en refrigeracion y escarificadas pasé del 98% en semillas
recién cosechadas,a 52%. Las escarificadas y almacenadas a 27°C germinaron 81%. Las
semillas intactas tuvieron-32.5%, en ambiente y en refrigeracion al final del experimento. Las
plantas juveniles alcanzaron-en promedio una altura de tallo de 37.0 cm y un diametro basal de
5.47 mm. Se formaron 11.7 hojas simples y una trifoliolada; el area foliar fue de 51.5 cm2. Las

TCR fueron muy bajas en ambas variables.

Conclusiones: Las semillas escarifieadas e intactas de O. macrocalyx disminuyen su viabilidad
a los 12 meses de almacenamiento ‘en‘un 46% (escarificadas) y 63% (intactas) en condiciones
de refrigeracion. En cuanto a 27°C, la merma en escarificadas fue de 17% y en intactas 30%. Sin
embargo, las semillas intactas posiblemente \permanecen en dormicién hasta 12 meses. Las

plantas juveniles, crecieron lentamente en los 280.ddg de revision.

Palabras clave: Almacenamiento, escarificacion,germinacion, plantulas, tasa de crecimiento

relativa.
Enviado a: Botanical science
Nombre de la editorial: Sociedad Botanica de México, A.C.

Fecha de envié: 10 de junio 2026

59



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28
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*Corresponding author: georgina.vargas@ujat.mx

Background: Effect of time and temperature on‘the viability of ©rmosia macrocalyx Ducke seeds

and preliminary growth under greenhouse conditions

Questions and / or Hypotheses: Will there any effects on seedviability under different storage
environments and overtime? How much will the seedlings grow under greenhouse conditions?
Studied species: Ormosia macrocalyx

Study site and dates: Mexico, 2024-2025

Methods: Seed viability was evaluated over a 12-mont period, and a factorial afrangement was
established: pre-germination treatment with scarification or intact seeds, and/ storage
temperatures [environment (27°C) y refrigeration (4°C)]. Traditional growth variables™were

measured in seedlings up to 280 days after germination (dag).
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Results:"Germination: For refrigerated and scarified seeds, the germination rate dropped from
98% in freshly harvested seeds to 52%. Scarified seeds stored at 27°C germinated at a rate of
81%. Intact¢'seeds had a germination rate of 32.5% at room temperature and were under
refrigerated conditions at the end of the experiment. Juvenile plants reached an average stem
height of 37.0 cm and(a basal diameter of 5.47 mm. They produced 11.7/plant simple leaves and
one trifoliate leaf; the leaf area was 51.5 cm2. The RGR values were very low for both variables.
Conclusions: The viabilitysof scarified and intact O. macrocalyx seeds decreases by 46%
(scarified) and 63% (intact) after 12 months of storage under refrigerated conditions. At 27°C, the
decline in viability was 17% for scarified seeds and 30% for intact seeds. However, intact seeds
may remain dormant for up to 12 monthssThe young plants grew slowly at the 280 dag test rate.

Keywords: Germination, scarification, seedlings, storage, relative growth rate.

Resumen:

Antecedentes: Las semillas presentan=dormancia fisica, faltan estudios que demuestren su
viabilidad en funcién del tiempo y temperaturas de almacenamiento. También de su fenologia de
crecimiento preliminar.

Preguntas y / o Hipodtesis: ;Habra efectos en la viabilidad_deylas semillas bajo diferentes
condiciones de almacenamiento y en el tiempo? ;Cuanto ‘creceran las plantulas bajo
condiciones de invernadero?

Especie de estudio: Ormosia macrocalyx.

Sitio y periodo de estudio: México, 2024-2025.Sitio y anos de estudio:

Métodos: Se evalud la viabilidad de las semillas por 12 meses, se establecié un Disefio DCA
con arreglo factorial: tratamiento pregerminativo con escarificacion o semillasintactas y
temperaturas de almacenamiento [ambiente (27°C) y refrigeracién (4°C)]. En plantulas se

midieron variables tradicionales de crecimiento hasta 280 dias después de la germinacion (ddg).
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Resultados: Germinacién: en semillas en refrigeracion y escarificadas pasé del 98% en semillas
recién cosechadas a 52%. Las escarificadas y almacenadas a 27°C germinaron 81%. Las
semillas intactas tuvieron 32.5%, en ambiente y en refrigeracion al final del experimento. Las
plantas juveniles alcanzaron en promedio una altura de tallo de 37.0 cm y un diametro basal de
5.47 mm. Se formarony11.7 hojas simples y una trifoliolada; el area foliar fue de 51.5 cm?. Las

TCR fueron muy bajas enh ambas variables.

Conclusiones: Las semillas escarificadas e intactas de O. macrocalyx disminuyen su viabilidad
a los 12 meses de almacenamiento’en un 46% (escarificadas) y 63% (intactas) en condiciones
de refrigeracion. En cuanto a 27°C;Ja merma en escarificadas fue de 17% y en intactas 30%. Sin
embargo, las semillas intactas posiblemente permanecen en dormicién hasta 12 meses. Las
plantas juveniles, crecieron lentamente en'los'280 ddg de revision.

Palabras clave: Almacenamiento; escarificacién;zgerminacion, plantulas, tasa de crecimiento

relativa.

Introduccién

La propagacion de especies forestales depende en gran medida de la calidad fisiolégica de las
semillas, la cual esta determinada por factores como las condiciones de almacenamiento, el
tiempo de conservacion y la presencia de dormancia. Estos factores influyen directamente sobre
la viabilidad, la germinacion exitosa y el establecimiento de las plantulas, procesos clave para

programas de conservacion, restauracion y produccion forestal (Baskin & Baskin 2004).

El género Ormosia (Leguminosae, Papilionoideae, tribu Sophoreae) se distribuye.principalmente
en regiones tropicales y subtropicales de América Central y del Sur, asi como en ASia y Oceania
(Azani et al. 2017). Sus especies presentan una elevada importancia ecoldgica, econémica y
cultural, debido al valor de su madera, al uso artesanal de sus semillas y a su potencial
farmacoldgico (Foster, 2008; Armando et al., 2020; Lokman et al., 2025). En México, Ormeosia

macrocalyx Ducke se encuentra asociada a regiones tropicales humedas, en ecosistemas
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altamenté fragmentados, por tal motivo se encuentra bajo la categoria “en peligro de extincion
(P)”; aunque.a nivel global esta caracterizada como “de Preocupacion Menor (LC)” (SEMARNAT

2010, IUCN«2024).

En especies arbéreas de la familia Fabaceae la dormancia fisica asociada a la impermeabilidad
de la testa constituye una de las principales limitantes para la germinacion uniforme en
condiciones en vivero. Este’tipo de dormancia se origina por la presencia de capas celulares en
empalizada altamente lignificadas, (macroesclereidas) que restringen la imbibicién de agua, y ha
sido interpretado como una estrategia adaptativa para sincronizar la germinacién con condiciones
favorables de humedad y temperatura,.incrementando la probabilidad de supervivencia durante

las etapas iniciales del desarrollo (Baskin & Baskin 2004; de Souza et al., 2015; Silva et al., 2018).

En semillas con dormancia fisica, la viabilidad"puede conservarse durante periodos prolongados
siempre que las condiciones de conservacion sean idéneas. El mantenimiento de la viabilidad
durante el almacenamiento depende de’la interaceion entre el contenido de la humedad, la
temperatura de conservacion y las propiedades de la cubierta seminal (Vargas-Simoén et al.,

2017; Pinheiro et al., 2021).

En Fabaceae, la humedad regula la profundidad de la dormancia’y,la permeabilidad de la testa,
mientras que la temperatura puede inducir cambios estructurales que permiten la imbibicion y la
activacion metabdlica (Baskin & Baskin 2004; Cuena-Lombrafa et al.,, 2024). Para semillas de
O. macrocalyx, se ha documentado que el almacenamiento bajo refrigeracién (4°C) durante
periodos prolongados reduce significativamente la germinacion y retrasa su inicio, evidenciando
pérdida de vigor asociada al tiempo de almacenamiento (Vargas-Simoén et al., 2047).JAsi mismo,
temperaturas elevadas pueden generar estrés oxidativo y afectar negativamente log"procesos

fisioldgicos durante la germinacion (Reis et al., 2022).
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Por otrasparte, evaluar la viabilidad en semillas con dormancia fisica pudiera representar un reto
metodoldgi€o, ya que las pruebas de germinacion convencionales pueden subestimar el
potencial fisiolégico real (Jaganathan & Biddick, 2021). El ensayo de tetrazolio se ha consolidado
como una herramienta complementaria confiable para estimar la viabilidad embrionaria en
especies con germinacion lenta o restringida por dormancia (ISTA 2018, da Silva et al.,2021).
Ademas, la calidad fisiolégica de la semilla se refleja en el crecimiento inicial de las plantulas, el
cual constituye un indicadorrelevante del establecimiento temprano de las plantas (Guzman et

al.,2023; Pozo et al.,2025).

De esta forma, el presente estudio-tiene-por objetivo evaluar el efecto de diferentes condiciones
de almacenamiento sobre la viabilidadsfisiolégica de las semillas O. macrocalyx. Asimismo, se
evaluan el crecimiento inicial, el desarrollo_morfoldgico foliar y las tasas de crecimiento relativo
de las plantas, con el fin de generar informagiéonique contribuya a su propagacion, manejo y

conservacion de la especie.

Materiales y métodos

La colecta de frutos maduros con semillas se realizo en tres.arboles ubicados en cerco vivo en San
Pedro, municipio de Balancan, Tabasco, México (17°46'60.00" N;91°09'31.4" W), el area tiene una
altitud de 30 m, su suelo se clasific6 como Cambisol crémico (Palma-Llsépez et al., 2007). La region
presenta un clima calido subhumedo con lluvias en verano (Aw), de acuerdo con la clasificaciéon de
Kdéppen modificada por Garcia (2004). La temperatura media anual es de(22°C y la precipitacion
anual oscila entre 1500 y 2000 mm. Los frutos fueron trasladados al Laboratorio de Fisiologia
Vegetal (LFV) de la Division Académica de Ciencias Bioldgicas (DACBiol) de la Universidad Juarez
Autonoma de Tabasco, donde se realizo la extraccion de semillas.

Este estudio constd de dos experimentos: 1. Viabilidad de las semillas bajo tres tratamientes de

almacenamiento y 2. Evaluacion del crecimiento preliminar en semillas recién cosechadas!

64



126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

Experimento 1: Viabilidad de las semillas bajo condiciones de almacenamiento y
tratamientos pregerminativos.

En este experimento se evaluo la viabilidad y la germinacién de las semillas O. macrocalyx bajo
dos condiciones de almacenamiento y bajo dos tratamientos pregerminativos, complementados
con una prueba topografica de viabilidad con cloruro 2,3,5-trifeniltetrazolio (TZ). Todas las
semillas se desinfectaron ymediante inmersién en una solucién de hipoclorito de sodio al 5%
durante 3 minutos, posteriormente, se colocaron en bandejas con papel servitoalla para su
presecado a la sombra durante cinco dias.

Se establecieron tres tratamientos, basados en los tiempos de almacenamiento TO, semillas
recién cosechadas (sin almacenamiento); T6 semillas almacenadas durante seis meses; y T12,
semillas almacenadas durante doce meses. En cada uno de los tratamientos se determind el
contenido de humedad de las semillas con una termobalanza (OHAUS FineRanger™, precision
0.01 mg): en semillas recién cosechadas-el-contenido de humedad fue de 8.0%. En condiciones
de temperatura ambiente el contenido de*humedad aslos seis meses fue 6.1% y a los 12 meses
fue 7.5%. En ambiente de refrigeracion, a los(seis meses fue 5.4% y a los 12 meses fue 5.9%.
En cada frasco hermético de vidrio (de apertizacién) de 500 mL de capacidad se guardaron 200
semillas por envase. Los frascos se mantuvieron bajo dos cendiciones de almacenamiento:
refrigeracion a 4 °C (TR) y a temperatura ambiente (TA) en el LF\V, durante periodos de 6 y 12

meses. Las temperaturas registradas se observan en la Tabla 1.

Tabla 1. Temperaturas ambientales registradas durante el almacenamiento de semillas,de O. macrocalyx

a los seis meses (T6) y a los doce meses (T12). Promedios y desviacion estandar.

. Temperatura Temperatura Temperatura .
Tratamientos promedio (°C) Maxima (°C) Minima (°C) Humedad'relativa
T6 285146 311148 26.0+4.5 505+ 11.4
T12 291147 314+4.9 26.9+4.6 62.4 +12.4

La germinacion se evaluo en los tres tiempos de almacenamiento (TO, T6 y T12), a su vez'se

sometieron a dos tratamientos pregerminativos: (TE) escarificacion mecanica con lija y (Tl)
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semillassintactas. La escarificacion se realizo en la region contraria al hilum durante 5 segundos
utilizando lija,de madera de grano mediano (100-120) de acuerdo con Vargas-Simén et al (2017).
Previamente’a la siembra, las semillas se retiraron de los frascos y se mantuvieron a temperatura
ambiente durante,24 horas; en cada evaluacion las semillas fueron desinfectadas de la forma
previamente descrita.

El sustrato utilizado fuesinasmezcla de peat moss (60 %), vermiculita G2 8.5 (20 %) y agrolita
hidro (20 %). A la mezcla‘base se le adicionaron 250 g de fertilizante de liberacion controlada:
Multicote® 8 (18-06-12 de N-=P-K). Todos los componentes se mezclaron manualmente hasta
lograr una distribucion homogénea, siguiendo las recomendaciones de SEMARNAT (2014). Las
semillas se sembraron de manera alternada (en una cavidad si y en la siguiente, no) en las
cavidades de charolas forestales de polipropileno con 54 cavidades, cada una con una capacidad

de 220 cm?.

Las charolas se colocaron en un invernadero de 4 x 12 m, equipado con paredes de malla
antiafidos y techo de plastico verde para invernadero\(calibre 720). Las condiciones ambientales
registradas se pueden observar en el Tabla=2+Los datos)se obtuvieron con termoémetro de
maximas y minimas, un termohigrémetro y «wn quantémetro Apogee DLI-600 (Apogee
Instruments® Logan, UT United States of America). Las mediciones’se realizaron cada tercer dia
a las 9:00 h. El riego se realizé ad libitum con agua de la red de suministro publico.

Tabla 2. Condiciones ambientales del invernadero durante la germinacion de semillas de O. macrocalyx

en diferentes tiempos de almacenamiento: recién cosechadas (T0), a los seis meses (I6) y a los doce

meses (T12). Promedios y desviacion estandar.

. Temperatura Temperatura Temperatura Humedad relativa 7PAR
Tratamientos

promedio (°C) Maxima (°C) Minima (°C) (%) pmol m-2s-!
TO 315+1.8 33.0+2.0 30.3+1.6 70.5+12.2 63.6.211.5
T6 30.3+21 31.3+23 29.3+20 64.9 +13.7 55.5 +'144
T12 30.8+3.7 325140 29.2+3.0 66.9+12.0 55.1+15.3
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Pruebatopografica de tetrazolio

Para esta prueba de viabilidad se utilizé una muestra de 100 semillas, aplicado a cada tiempo de
almacenamiento (TO, T6 y T12). A cada semilla se le realizé un corte en la testa contrario al hilum,
utilizando un bisturi. Posteriormente, se sometieron a un prerremojo en agua destilada por una
hora. Transcurrido este,tiempo se colocaron en la solucion de cloruro de tetrazolio al 1.0% y se
mantuvieron en oscuridad a.30 °C durante 18 horas.

Al término de la tincion, las_semillas se lavaron con agua destilada para eliminar el exceso del
colorante. La viabilidad se evalu6 con base en la intensidad y uniformidad de la coloracion roja
presente en los cotiledones de reServa y en el embridn, los patrones de tincion de las semillas
viables correspondieron a las clases 4y 2 modificados (ISTA 2018) (Tabla 3).

Tabla 3. Patrones de clasificacién de viabilidad modificados para semillas de Ormosia macrocalyx (Normas

ISTA, 2018).

Clase Patron de tincion Interpretacion
1.-Tincion roja intensa y«tiniforme en'el | Tejido completamente viable. Actividad
embrion y cotiledones' \de reserya | deshidrogenasa maxima. Alta capacidad
(zonas esenciales). Sin &reas ne”| germinativa.

Viable tefiidas.
2.-Tincién intensa. Areas ne’tefiidas | Semilla viable con dafio menor en tejido no
<50% en zonas no esenciales. esencial. Germinacién esperada normal.
1.-Tinciobn débil o irregular en\ los | Dafio en estructuras esenciales.
cotiledones de reserva y embrion. Germinacién improbable o plantula anormal

esperada.
No viable 2.-Sin tincién en toda la semilla. Semilla muerta. Deterioro irreversible.

Evaluacion de la germinacion

La germinaciéon se evalué en semillas almacenadas de los tres tratamientos\(TO, T6 y T12),
mediante conteos cada siete dias durante un periodo de 119 dias para los tres-tratamientos de
almacenamiento. Se consideraron semillas germinadas cuando los cotiledones. de reserva
emergieron y se elevaron por encima de la superficie del sustrato.

Se evaluaron las siguientes variables:
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Porcentaje de germinacion (PG): se calculd como la proporcién de semillas germinadas respecto
al total de.semillas sembradas, expresada en porcentaje.
Tasa de germinacion (TG): Se estim6é mediante la sumatoria del porcentaje de germinacion
acumulada por (dia de la evaluacion puntual (Vargas-Simén et al.,, 2017) de acuerdo con la
expresion:

TG = £(PG/D)
donde: PG es el porcentaje’de germinacién en cada dia de evaluacién y D es el dia de la
evaluacion.
El inicio de la germinacion (IG) se determiné como el numero de dias transcurridos desde la
siembra hasta la apariciéon de los primeros cotiledones de reserva sobre el sustrato.
Anidlisis Estadistico
Se emple6é un disefo factorial #3%2x2" conformado por tres factores experimentales:
almacenamiento (6 y 12 meses), Temperatura {desconservacion (4°C y 27°C) y tratamientos
pregerminativos (escarificacion mecanica -vs., semilla® integra). Las variables de respuesta
evaluadas fueron el porcentaje de germinacién (PG), |a tasa de germinacién (TG) y el inicio de
la germinacién (IG); en el caso del PG, se hiz6 una tradsformacion arcoseno Vx con el fin
estabilizar la varianza y aproximar la normalidad. Se evalu6 supuesto de la normalidad con la
prueba de Shapiro-Wilk. Todos los analisis se realizaron con un nivelde significancia de a =0.05
con el software Statgraphics Centurion XVIII version 18.1.13 (Statgraphics Technologies, Inc.,
The Plains, Virginia, USA).
Experimento 2. Evaluacién del crecimiento preliminar en semillas recién cosechadas.
Las plantulas obtenidas a partir de semillas recién cosechadas y escarificadas fueron evaluadas
con el fin de analizar su desarrollo y crecimiento durante 280 dias posteriores a la germinacion
(ddg).
Se registraron variables morfoldgicas de crecimiento incluyendo altura del tallo (medida desde el

cuello hasta el meristemo apical) y diametro basal (medido a nivel del sustrato). La altura se
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determiné con un flexémetro y el diametro con un calibrador vernier digital (modelo HER-411,
Electronica’Steren S.A. de C.V. Ciudad de México, México).

Con estos datos se calcularon las tasas de crecimiento relativo de la altura de tallo (TCRa) y del
diametro basal de tallo (TCRd), de acuerdo con las siguientes ecuaciones:

La tasa de crecimientO'relativo de la altura de tallo se calculé mediante:

. In(hy) — In(hy)
TR = (tz — t1)

donde h; corresponde a la‘altura inicial, h, a la altura final, y t,_t; al intervalo de tiempo

expresado en dias entre evaluaciones consecutivas.
De manera similar, la tasa de crecimiento relativo del diametro basal de tallo se estimé como:

In(d;) — In(d,)
(tz —t1)

TCR{=

donde d; corresponde a la altura iniCial, d, a la altura final

Ademas, se registré el dia de la emision’de los cotiledones folidceos (dias) y la aparicién de hojas
verdaderas (edfilos), se cuantificd el numero de’edfilos producidos y se identificd su filotaxia, los
cotiledones foliaceos y edfilos se caracterizaron morfolégicamente. El area foliar se determiné en
87 plantas, mediante analisis digital de imagenes, se seleccionaron cinco hojas apicales y
subapicales por planta. Las hojas fueron fotografiadas con una camara de teléfono celular de
resolucion de 16 MP con una escala de referencia y pracesadas con el software
ImageJ®.v1.54s6.

La lignificacion del tallo se evalué visualmente mediante el cambio de coloracién del tejido (de
verde herbaceo a parduzco), estimandose como porcentaje. Asi mismo, la conformacion del
cepelldn se determind evaluando su estructura y firmeza, estas variables se midieron al finalizar
el experimento (Landis et al., 2009). Durante el desarrollo del experimento se registraron las
variables ambientales de temperatura maxima y minima, humedad relativa y radiaeion

fotosintéticamente activa (RAF).
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Analisis’Estadistico

Las tasas.de crecimiento relativo de altura de tallo (TCRa) y diametro basal de tallo (TCRd) se
analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via con medidas repetidas,
considerando tres,periodos de evaluacion, en dias después de la germinacién (67, 91 y 122 ddg).
La normalidad de los datos se evalu6é mediante los valores estandarizados de asimetria y curtosis
(criterio £2), la homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Levene y la esfericidad
mediante la prueba de Mauchly. En caso de violacién del supuesto de esfericidad, se aplicaron
correcciones de Greenhouse-Geisser o Huynh-Feldt segun correspondiera. Los datos
expresados como proporciones fueron transformados mediante la funcién Vx antes del analisis
estadistico, con el fin de estabilizar lagvarianza y aproximar la normalidad. Todos los analisis se
realizaron con un nivel de significancia de &= 0.05.

Resultados

Experimento 1 Viabilidad y germinacCién-bajo condiciones de almacenamiento

La escarificacién promovio los porcentajes de germipacién acumulada mas altos en la totalidad
de los tratamientos evaluados. El valor mdximo se registro en semillas recién cosechadas
(TRCE), con un 98% en el dia 14. En comparaeibn las semillas escarificadas almacenadas en
refrigeracion (TRE) durante 6 y 12 meses que presentaron los poreentajes mas bajos dentro de
este tratamiento, alcanzando un 51% y 52 % a los 119 dias, respectivamente; lo que representa
una reduccién de aproximadamente 46 % y 47 % con respecto a las semillas recién cosechadas
(Figura 1E). La conservacion a temperatura ambiente de semillas escarificadas,(TAE) durante 6
meses promovio una germinacion de 87 % y 81% a los 12 meses de almacenamiento, en ambos
casos a los 21 dias después de la siembra (Figura 1D).

En las semillas intactas se registraron bajos porcentajes de germinacion. Las semillas, recién
cosechadas alcanzaron el 57 % de germinacion a los 119 dias de evaluacion. Bajo refrigeracion,

la germinacion disminuy6 47 % y 37.0% tras 6 y 12 meses de almacenamiento. Las semillas
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almacepadas a temperatura ambiente registraron 51% y 40 % en los mismos tiempos de
conservacion.

En la figura™ sse muestra el comportamiento germinativo acumulado de las semillas de O.
macrocalyx sometidas a distintas condiciones de almacenamiento. La escarificacion facilito el
inicio de la germinacién, registrandose a los 7 dias de la siembra en semillas recién cosechadas
(Figura 1A) y en semillas ‘almacenadas durante 6 meses (Figura 1B), independientemente del
ambiente en que se almacend; solo se retras6 a 14 dias en semillas almacenadas en

refrigeracion por 12 meses (Figura 1E).
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Figura 1..Germinacién acumulada de semillas de O. macrocalyx después de diferentes tiempos de tratamiento,
temperatura y.almacenamiento: (A): TRCE: recién cosechadas y escarificadas; TRCI: recién cosechadas e intactas.
(B): almacenadas,por 6 meses a temperatura ambiente, escarificadas (TAE) e intactas (TAl). (C): almacenadas por 6
meses a temperatura de refrigeracion, escarificadas (TRE) e intactas (TRI). (D) almacenadas por 12 meses a
temperatura ambientey escarificadas (TAE) e intactas (TAl). (E): almacenadas por 12 meses a temperatura de

refrigeracién, escarificadas (TRE) e intactas (TRI). Las barras representan los errores estandar.

El analisis de varianza factorial mostro efectos significativos de los tres factores evaluados sobre
el porcentaje de germinacién (PG) de O. macrocalyx (Tabla 4). El tratamiento pregerminativo
present6 el mayor efecto (F 56532.52; P < 0.001), seguido por la temperatura (F = 161.88; P <
0.001) y el tiempo de almacenamiento (F = 98.75; P < 0.001), indicando que la respuesta
germinativa esta fuertemente determinada por el tratamiento pregerminativo.

Tabla 4. Resultados del ANOVA factorial para el porcentaje de germinacién de semillas de O. macrocalyx

sometidas a distintos tiempos y condiciones detalmacenamiento.

Fuente de variacién SC gl CM F p-valor
Tiempo (meses) 527.61 1 527.61 98.75 <0.001
Temperatura (°C) 864:96 1 864.96 161.88 <0.001
Tratamiento pregerminativo 2845.31 1 2845.31 532.52 <0.001
Tiempo x Temperatura 1.95 1 1.95 0.26 0.5518
Tiempo x Tratamiento 32.9 1 32.9 3.581 0.068f
Temperatura x Tratamiento 559.38 1 559.4 60.79 <0.001
Tiempo x Temp x Tratamiento 0.44 1 0.44 0.08 0.7778
Error 128.22 24 5.34 — —
Total 4960.77 31

T Valor de F y p-valor corregidos usando CM_error = 9.20 (ANOVA factorial ‘puro; gl = 30), en sustitucién
del CM_error del modelo completo (5.34, gl = 24). SC = Suma de cuadrados; gl. =\grados de libertad; CM
= cuadrado medio; EE = error estandar.

Entre las interacciones, se observé un efecto significativo entre temperatura~x tratamiento
pregerminativo (F = 60.79; < 0.001), lo que evidencia que la eficacia del~tratamiento
pregerminativo depende de la temperatura del almacenamiento. Las interacciones tiempo x
temperatura (F = 0.26; P = 0.5518) y la interaccion triple tiempo x temperatura x tratamiento (F
= 0.08; P = 0.7778) no fueron significativas. La interaccion tiempo x tratamiento mostr6‘una

tendencia estadistica (F = 3.58; P = 0.068), sin alcanzar el umbral de significancia. EI moadelo
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presenté”un bajo error experimental (CM = 5.34), lo que respalda la confiabilidad de los
resultades.

Con lo que_respecta a la tasa de germinacion de O. macrocalyx, en la Figura 2 se muestran los
resultados bajo los diferentes tratamientos evaluados. Se observa que la escarificacion
incrementa la viahilidad de la germinacion por dia en los tratamientos independientemente de la
temperatura de almacenamiento. Aunque con el tiempo, las tasas disminuyen en todos los
tratamientos. Los valores de los contenidos de humedad de los tratamientos evaluados son los

siguientes:

4 TRCE

12

10 TAE TAE

TRE
4 TRE

Tasas de Germinacion
o))

RCI TAI TRI TAI TRI
0 | — — ——

TO T6 T12

Tiempolde @almacenasfiiento (meses)

Figura 2. Tasas de germinacion de semillas de Ormosia macrocalyx en‘diferentes tiempos de almacenamiento: TO:
recién cosechadas; T6: 6 meses; T12: 12 meses. Bajo dos ambientes de almacenamiento: TA (temperatura ambiente),
TR (temperatura refrigeracion) y dos tratamientos pregerminativos: TE (semillas esearificadas), Tl (semillas intactas,

sin tratamiento). Las barras representan la media * error estandar

En semillas recién cosechadas y escarificadas (TRCE) se presentaron lastasas mas altas (12.5
PG-dia™), mientras que las semillas intactas (TRCI) presentaron valores bajos (0.61 PG-dia™).
Conforme paso el tiempo de almacenamiento los valores de esta variable disminuyeron, a los 6
meses, en semillas escarificadas se obtuvo 9.52 PG-dia™ y 4.57 PG-dia™", para.los tratamientos
de temperatura ambiente y refrigeracion, respectivamente, mientras que en semillas‘intactas, los
datos fueron todavia menores: 0.48 PG-dia™ y 0.47 PG-dia™ en los mismos tratamientos
respectivamente.

A los 12 meses, se repitid el mismo patron que en el tiempo de conservacion anteriormente

mencionado. Siendo las tasas de germinacion para semillas escarificadas de 8.93 PG-dia “w/de
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2.83 PG*dia™, en los tratamientos de temperatura ambiente y refrigeracién. Para semillas
intactas-sé registraron tasas de 0.41 PG-dia™ y 0.36 PG-dia™".

Prueba topografica de tetrazolio

La viabilidad de las semillas de O. macrocalyx evaluada mediante la prueba de tetrazolio (TZ),
conforme a las normas ISTA (2018) se muestra en la Tabla 5, para este analisis todas las semillas
fueron escarificadas,-mostrando una reduccién progresiva en funcién del tiempo y de las

condiciones de almacepamiento.
Tabla 5. Viabilidad de semillas de Ormosia macrocalyx por tratamiento de almacenamiento (prueba de
tetrazolio, ISTA 2018).

Condicion de Semillas Semillas no viables
almacenamiento viables (%) (%)
Recién cosechadas 96 4
6 meses / temp. ambiente 90 10
6 meses / refrigeraciéon 70 30
12 meses / temp. ambiente 88 12
12 meses / refrigeracion 65 35

En la Figura 3 se muestra graficamente a.las semillas viables y no viables, las figuras 3A, 3B, 3C
y 3D corresponden a semillas viables-ya /que lasg€estructuras fundamentales (cotiledones de
reserva y embrion) estan tefidas totalmenteslas figuras\3E, 3F y 3G se consideran no viables
porque la tincion es débil e irregular. La figurai3H'es definitivamente no viable ya que no presenta

ninguna pigmentacion.

-

Figura 3. Evaluacién de la viabilidad en semillas de Ormosia macrocalyx mediante la prueba de tetrazolio. (A—D)

Semiillas viables, caracterizadas por tincion uniforme o parcial de cotiledones y embrién; (E-H) semillas no viables,
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con ausencia de tincién o dafio en estructuras criticas. La interpretacion se realizd conforme a criterios establecidos

en International Rules for Seed Testing (ISTA, 2018). Fuente: elaboracién propia.

Experimento 2. Evaluacién del crecimiento preliminar en semillas recién cosechadas.

La germinacion de"O. macrocalyx fue epigea fanerocotilar con cotiledones de reserva. El proceso
germinativo inicié alos 7 dias después de la siembra con la emisién de los cotiledones de reserva,
aun protegidos por‘la testa. Posteriormente ocurrio la separacién de la cubierta seminal y la
emergencia del epicotilo.)A los 10 dias se observé el par de paracotiledones, estos se
caracterizaron por ser opu€stos de color verde brillante, limbo de forma ovada, base redondeada,
apice marcadamente acuminado’y margen entero. El primer edfilo se desarrollé a los15 dias,

mientras que el segundo edfilo a los 28 dias (Figura 4).

pa

-
ep
‘ ) Cotiledones de
l r \ reserva (cr)
s e e hp hi
p IS P
a \ /
) b) ['. C) 17>I d)
m -
A PR e—

Figura 4. Etapas de desarrollo de las plantulas: a) semilla, b) inicio de germinacion (7 dias) c) plantulas 10 dias con
par de paracotiledones d) plantulas (15 dias) con un edfilos, e) plantulas (28 dias) con dos edfilos:cr - cotiledones de
reserva, rp - raiz primaria; rs - raices secundarias; hp - hipocotilo; ep - epicétilo; pa - paracotiledones; eo1 - primer
eofilo; eo2 - segundo edfilo. La linea de la escala representa 5 cm

Al final del experimento, a los 280 dias después de la germinacion, las plantas alcanpzaron una
altura de tallo de 37.0 + 3.96 cm y un diametro basal de tallo de 5.47 + 1.46 mm (Figura 5); Los

tallos presentaron un grado de lignificacidon estimado entre 50 y 75% de la longitud total.
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Figura 5. Crecimiento en altura de tallo y diametro basal.del-tallo de plantulas de Ormosia macrocalyx 280 ddg, bajo

condiciones de invernadero.

Asimismo, el cepellon mostré una conformacién estrugtural adecuada, caracterizada por un eje
central y raices laterales bien distribuidas, sin deformacioenes visibles y con multiples puntos de
crecimiento activo, ocupando aproximadamente. entre el 8095 % del volumen del contenedor
(Figura 5 a). También, se observaron ndédulos radiculares probablemente de bacterias fijadoras
de nitrégeno, los cuales se presentaron tanto de forma aislada como en agregados compactos

distribuidos principalmente en las raices laterales (Figura 5 by c).
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Figura 6. Morfologia de la planta juvenil de Ormosia macrocalyx:a) Vista general de la planta, mostrando filotaxia
alterna, lignificacion del tallo (lig) y el cepelldn (ce). La linga representa.20 cm. b) Sistema radicular, indicando la raiz
principal (rp), raices secundarias (rs) y néddulos radiculares (nd). c) Detalle. de.nddulos radiculares. La linea representa1

cm.

Emisién de hojas y area foliar

La emision de estructuras foliares mostré un incremento progresivo durante el periodo de
evaluacion. El numero promedio de edfilos simples por planta fue 11.72 £2.99 a los 280 ddg, en
esta ultima evaluacién se desarrollaron hojas trifolioladas con un promedio de 1.57 + 0.60 edfilos
por planta (Tabla 6).

En una primera etapa (hasta 160 ddg), los edfilos se caracterizaron por tener unadémina ovada
a ampliamente eliptica, margen entero, apice agudo y base redondeada; la superficie-fue glabra,
de textura subcoriacea y color verde brillante en el haz. Con una vena principal conspicua y
nervaduras secundarias poco evidentes (Figura 7a). Al final del experimento (280 ddg) se
observd que los edfilos simples y el edfilo trifoliolado presentaron una lamina de forma.mas

lanceolada y una base menos atenuada, el apice menos acuminado, evidenciando una fenologia
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gradual.en la morfologia foliar durante el desarrollo juvenil (Figura 7b). El area foliar por planta

promediofegistrada fue 51.55 + 22.71 cm? a los 280 ddg.
Tabla 6. Numero de eofilos simples y trifoliolados, y area foliar en plantas juveniles de Ormosia macrocalyx en
condiciones de inyernadero en diferentes tiempos (dias después de la germinacion: ddg). Datos expresados como

media * desviacién estandar.

Variable 70 ddg 160 ddg 280 ddg
Edfilos simples por planta 213+0.75 4.21+£1.37 11.72 £ 2.99
Edfilos compuestos (3 folioles/planta) — — 1.57 £ 0.60

N =100

a) (/<

Figura 7. Morfologia foliar en plantas juveniles de Ormosia macrocalyx. (a) Edfilos simples,juveniles observadas a los

160 (ddg), (b) edfilos simples y un edfilo compuesto trifoliolado a los 280 ddg. La linea represental0 cm.

Tasa de Crecimiento de altura de tallo y diametro basal de tallo (TCR).

La TCR en altura del tallo presenté diferencias estadisticas significativas entre los periodos
evaluados (F = 4216.92; P < 0.001) y en el diametro basal de tallo, también se_obtuvieron
diferencias estadisticas significativas (F = 389.43; P < 0.001). En la Figura 8 se muestra la
tendencia de las tasas de crecimiento relativa durante el experimento, en esta etapa preliminar

de crecimiento las tasas fueron decrecientes en este proceso.
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Figura 8. Tasa de crecimiento relativa para altura de tallo (cm cm-' dia-') y diametro basal de tallo (mm mm-" dia-1).

Discusién

Experimento 1:

Los resultados de este estudio confirmangue las semillas de O. macrocalyx presentan dormancia
fisica asociada a la impermeabilidad deida testa,sUn rasgo ampliamente documentado en
Fabaceae (Baskin & Baskin, 2004; Silva ef al;2018)..La _escarificacion mecanica se identificd
como el factor determinante para romper dicha dormancia, alcanzando hasta 98 % de
germinacion en semillas recién cosechadas. Este valor es.superior al reportado por Vargas-
Simon et al. (2017) para la misma especie, quienes observaron 68 % de germinacion con
escarificacién mecanica y 20 % en el control, utilizando semillas almacenadas en refrigeracion,
lo que sugiere una posible reduccién de viabilidad o cambios fisiolégicos asociados al
almacenamiento. De forma consistente, Pozo-Gémez et al. (2026) registraron 83 % de
germinacion en semillas escarificadas frente a 31.33 % en el control, confirmando la dependencia
de la ruptura mecanica de la testa para la activacion del proceso germinativo#Patrones similares
han sido descritos en otras especies del género Ormosia, como Ormosia arborea (Vell.) Harms
y Ormosia nitida Vog donde la escarificacibn mecanica incrementa significativamente la

germinacion respecto a semillas no tratadas (Lopes et al., 2006; Gongalves et al., 2041);

La dormancia fisica constituye una estrategia adaptativa que sincroniza la germinacion®con
condiciones ambientales favorables (Baskin & Baskin, 2004). Esta dormancia es consecuencia

de la impermeabilidad de la testa, condicién estructural vinculada a la presencia de capas de
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macroescClereidas altamente lignificadas que impiden la imbibicion de agua (de Souza et al.,
2015).

La evidencCiaganatémica para O. macrocalyx reportada por Ruiz-Vidal et al. (2026), basada en
analisis histolégicos de la semilla, confirma también la presencia de tejidos esclerenquimaticos
en la cubierta seminal compuesta por una capa de macroesclereidas y una de osteoesclereidas.
Hallazgos similares se encontraron en Ormosia paraensis Ducke, Ormosia hosiei Hemsl. & E.H.
Wilson y en Ormosia henryi Prain (Silva et al., 2018; Dai et al., 2023; Shang et al.,2025).

Cabe resaltar que la testa de estas semillas tiene un area que carece de tejido esclerenquimatico,
ubicada en la region hilar (Ruiz=Vidal et al., 2026). Estudios basados en resonancia magnética
(MRI), experimentos con colorantes (azul de metileno y fluoresceina), microtomografia
computarizada de rayos X (Micro"CJ9) y microscopia electronica (SEM) han demostrado que la
imbibicion del agua se produce en dicha,zona, se transporta a la chalaza por medio de haces
vasculares remanentes, mientras que Jasmayor parte de la cubierta seminal permanece
impermeable (Silva et al., 2018; Dai et al., 2023; Shang et al., 2025).

La temperatura de conservacion tuvo un-efectoersignificativo sobre la viabilidad de O. macrocalyx,
siendo la refrigeracion a 4 °C la condicion asociada con la mayor reduccién del porcentaje de
germinacion tras 12 meses. Este compertamientosdifiere del patrén esperado en semillas
ortodoxas de Fabaceae, donde el almacenamiento a bajas temperaturas y bajo contenido de
humedad prolonga la viabilidad (Baskin & Baskingy2004; De Vitis et al., 2020), estudios posteriores
serian esenciales para determinar su comportamiento frente_al almacenamiento. Sin embargo,
coincide con lo reportado especificamente para esta especie, donde la refrigeracion reduce tanto
la germinacion como el vigor fisioldgico durante el almacenamiento prolongado (17 meses)
(Vargas-Simon et al., 2017).

Un patrén similar fue descrito en Coccoloba uvifera (L.) Jacq., cuyas semillas conservaron mayor
viabilidad a temperatura ambiente que bajo refrigeracion, evidenciando un deterioro progresivo
durante el almacenamiento a bajas temperaturas (Vargas-Simén & Pire,«2010). Estos
antecedentes sugieren que algunas especies arboreas tropicales pueden?presentar una
respuesta desfavorable a la refrigeracion prolongada, en contraste con el comportamiento

esperado para semillas ortodoxas (De Vitis et al., 2020).

En cuanto a las semillas intactas, su baja respuesta germinativa en todos los tratamientos

confirma que, sin la ruptura mecanica de la testa, el agua y los gases no logran atravesar
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eficientemente la cubierta seminal, manteniendo al embrién en un estado de latencia prolongada
(Baskiny2003).

La prueba destetrazolio mostré una alta viabilidad inicial en las semillas recién cosechadas de O.
macrocalyx (96%). Esta prueba se basa en la actividad de las enzimas deshidrogenasas
presentes en los ‘tejidos vivos, la cuales reducen la sal incolora de cloruro de 2,3,5-trifenil
tetrazolio (TTC) a formazan, un compuesto insoluble de color rojo carmin que se acumula
unicamente en las células metabolicamente activas (Franga-Neto & Krzyzanowski, 2019). La
clasificacion de viabilidad“se-determind con base en la intensidad de la tincion de los embriones
y los cotiledones de reserva lo"que indica que la mayoria de los embriones mantenian actividad
respiratoria activa y una adecuada integridad fisiolégica al momento de la evaluacion. Los
patrones de tincién coincidieron con los criterios establecidos por la International Seed Testing
Association (ISTA 2018).

Este resultado coincide con lo reportadopor Pozo-Gémez et al. (2026) para la misma especie,
quienes documentaron elevados porcentajes,de germinacién y viabilidad en semillas recién
recolectadas. Asimismo, estudios realizados en O, arborea han demostrado que el ensayo de
tetrazolio constituye una herramienta” eficiente /para identificar semillas viables mediante la

evaluacion de la integridad de los tejidos embrionarios(Silva et al., 2021).

La pérdida de viabilidad durante el almacenamiento ‘coincidid con la reduccion progresiva del
numero de semillas con tejidos embrionarios” fancionales.sAunque la prueba de tetrazolio no
permite determinar directamente las causas del deterioros fisioldgico, si proporciona una
estimacion rapida y confiable del estado metabdlico de los tejides-vivos a través de la actividad
de las enzimas deshidrogenasas (Franga-Neto & Krzyzanowski, 2019). Esto se comprobd en las
semillas almacenadas bajo refrigeracion que se consideraron no viables por el deterioro de sus

tejidos

Experimento 2:

El patron germinativo de O. macrocalyx corresponde al tipo fanerocotilar epigeo eon cotiledones
de reserva de acuerdo con la clasificacion propuesta por Pérez-Harguindeguy et'al#{2013). Este
patrén se caracteriza por la elongacion del hipocétilo, que eleva los cotiledones por encima de la
superficie del sustrato, mientras éstos mantienen principalmente una funcién de almacenamiento
de reservas. El modelo observado en O. macrocalyx coincide con las descripciones redlizadas
previamente para esta especie por Vargas-Simén et al. (2017). Cabe resaltar que este rasgo

funcional es diferente en otras especies del género, como O. arborea, Ormosia coccinea (Aubl.)
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Jacks, O. paraensis y Ormosia smithii Rudd., las cuales se han caracterizado por mostrar
germinacidn criptocotilar hipdégea con cotiledones de reserva y en Ormosia coutinhoi Ducke, O.
panamensis{ Ormosia discolor Spruce ex Benth. y Ormosia fastigiata Tul, presentan germinacién
fanerocotilar hipdgea con cotiledones de reserva (Hartmann y Rodrigues 2015). Estas diferencias
reflejan diversas‘\estrategias regenerativas dentro del género Ormosia para establecerse y
evidencian la utilidad, de los caracteres morfofuncionales de las plantulas para estudios

sistematicos de especies tropicales en la sucesioén ecoldgica (Pérez Harguindeguy et al., 2013).

La morfologia de los paraeotiledones en O. macrocalyx, caracterizada por su disposicion
opuesta, forma ovada y apice”acuminado, coincide en varios aspectos con lo descrito para O.
paraensis en estudios morfoanatémicos de semillas y plantulas (Silva et al., 2015; Vargas-Simén
et al.,, 2017). De manera similar, ,otras especies del género, como O. arborea y O. fastigiata,
muestran patrones comparables durante las fases iniciales de desarrollo (Gurski et al., 2009).
Este conjunto de evidencias sugiere ‘guevexisten rasgos compartidos en la etapa de plantula
dentro de Ormosia, aunque su expresion no es completamente uniforme entre especies,
especialmente cuando se consideransvariables de crecimiento y respuesta funcional reportadas
en estudios comparativos (Jia et al;=2019; He et al., 2020). En el caso de las Leguminosae-
Papilionoideae, la morfologia de plantulas ha sido ampliamente utilizada como fuente de

caracteres con valor taxondmico y sistematico (Rodrigues & Tozzi, 2007).

La altura del tallo de O. macrocalyx fluctué entre 33.0-40°9\cm a los 280 ddg y didmetro basal
promedio de tallo fue 5.47mm a los 280 ddg. Estos valores son,superiores a los reportados para
la misma especie por Hernandez-Sanchez et al. (2021) en eondiciones de vivero, aunque su
tiempo de evaluacion consistio en 105 dias. A nivel de género, los valores de altura y diametro
basal alcanzados por O. macrocalyx son consistentes con los registrados por He et al. (2025)
para O. henryiy O. hosiei, documentaron patrones de crecimiento de' magnitud similar, aunque
en individuos de tres afios, lo que sugiere que O. macrocalyx presenta‘un crecimiento inicial
relativamente comparable con el género. En especies del género Ormosia, el crecimiento de las
plantulas presenta diferencias entre procedencias y responde tanto a factores.genéticos como
ambientales, evidenciando una marcada plasticidad durante las etapas iniciales/de desarrollo
(Jia et al., 2019).

Los estandares minimos establecidos por la Norma Mexicana NMX-AA-170-SCFI1-2016~para
especies latifoliadas, establecen una altura de 20 a 25 cm y diametro basal 5 mm ¢omo
indicadores de calidad de planta. Entonces, las variables obtenidas en O. macrocalyx de este

experimento pudieran considerarse validas.
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El grade”de lignificacién observado en los tallos de O. macrocalyx fue de 2/3 al final del
experimento cumpliendo con los criterios de calidad establecidos en la NMX-AA-170-SCF1-2016,
donde se estipula que una planta de vivero debe tener esa proporcién de dureza para obtener
una alta supervivencia en campo. Landis (2009) sugiere que esta caracteristica representa la
formacion de tejido secundario y diferenciacién de tejidos de conduccion, etapas consideradas

importantes en la produccién de plantas forestales de calidad.

La presencia de nodulos,en el sistema radicular de O. macrocalyx (observada al final del
experimento), localizados_principalmente en raices laterales y dispuestos tanto de manera
aislada como en agregadosicompactos (Figura 6), sugiere la capacidad potencial de esta especie
para establecer asociaciones simbioticas con bacterias fijadoras de nitrégeno, proceso que
debera ser comprobado. Mecanismos simbidticos ampliamente conocidos en las Fabaceae y
constituye una estrategia adaptativasrelévante para la adquisicion de nitrogeno (Werner 2005,
Sprent et al. 2013). Se comprobé esta.asociacion en un estudio en O. hosiei donde, las plantas

se inocularon con Rhizobium tropici paraiinerementar su crecimiento (Zhu et al., 2026).

Asi mismo, la formaciéon de un gepelldn integro y bien cohesionado constituye un criterio
importante en la evaluacién de la calidad_de planta producida en contenedores. Un sistema
radicular que ocupa gran parte del volumen disponible,del recipiente favorece la cohesion del
sustrato y presenta numerosos apices radiculares activosylos cuales incrementan el potencial de
emision de nuevas raices después del trasplante. Esta, capacidad promueve una rapida
exploracion del suelo, mejora la absorcién de agua'y nutrientes,y contribuye a disminuir el estrés
asociado al establecimiento en campo (Grossnickle & MacDonald;2018). El objetivo mencionado
se obtuvo en la planta producida de O. macrocalyx (Figura 6), ademas hubo una ausencia de
raices deformadas lo que indica que las condiciones de cultivo permitieron un desarrollo radicular

adecuado y su supervivencia en campo podria ser alta (NMX-AA-1704SCF1-2016).

La emision foliar mostré un incremento en nimero de edfilos simples, patrén que coincide con el
crecimiento juvenil descrito en el género Ormosia, donde la produccion foliar 'se incrementa
conforme avanza el crecimiento (Jia et al. 2019). La formacion tardia de edfiles)irifoliolados es
consistente con lo reportado en O. henryi y otras especies del género, donde [a_transicion de
edfilos simples a compuestos ocurre en etapas avanzadas del desarrollo juvenil y'se”asocia a
ajustes funcionales del sistema fotosintético, con alta influencia de la variacidon genética y
ambiental (Jia et al. 2019; He et al. 2025). En Fabaceae arbdreas se ha documentado quefesta

transiciéon ontogénica se asocia con plasticidad fenotipica y ajustes en la arquitectura foliar
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durante«€l crecimiento preliminar, asociado a variacion en la velocidad de desarrollo individual
(Tomaz.et'al. 2018)

Estudios engplantas de O. paraensis demostraron que el area foliar constituye un rasgo
morfofuncional=€strechamente asociado con la capacidad de interceptacion de luz y el
intercambio gaseoso; por lo que su evaluacién permite inferir el desempefio fotosintético durante
las primeras etapasde crecimiento (dos Santos et al., 2018). De manera similar, en plantulas de
Ormosia olivacea H.Y.Chen, Ormosia pachycarpa Champ. ex Benth.y Ormosia sericeolucida
H.Y.Chen se observé que das diferencias en atributos foliares estuvieron relacionadas con
variaciones en la capacidad fotoesintética y en el aprovechamiento de recursos, evidenciando la
importancia de las caracteristicas de la hoja en el crecimiento de especies amenazadas del
género (Yan et al., 2025). En especies arbéreas tropicales, ademas, el area foliar ha sido
reconocida como un indicador funcional del potencial de captura de radiacion y acumulacion de

biomasa durante la fase de vivero (Brite=Rocha et al.,2016).

Las caracteristicas foliares de los edfilos en_este estudio son completamente diferentes a las
hojas de los arboles adultos. Rudd“(1964) reporta hojas imparipinnadas con 7-11 foliolos; sin
embargo, en este trabajo solo hay conCordancia en.la forma de los foliolos, en que son glabros
y de consistencia ovada a ovado-oblonga) Este patron coincide con los cambios ontogénicos
descritos en otras especies de Ormosia durante las etapas tempranas de crecimiento (Gurski et
al., 2012). Estas similitudes sugieren la presencia desfasgos morfolégicos conservados en
algunas especies del género Ormosia, aunque'su’ desarrollo foliar muestra variaciones entre la
fase juvenil y en la adulta de acuerdo con referencias bibliograficas (Chitwood & Sinha, 2016;
Nicotra et al., 2011).

Tasas de crecimiento relativa

Las condiciones de luz que se registraron como radiacion fotosintéticamente. activa (RFA) durante
el experimento (280 ddg), fueron entre 28.5-41.06 um-m™-s™, registrandose, bajas tasas de
crecimiento en O. macrocalyx a lo largo del periodo experimental. Este comportamiento es
consistente con la estrategia ecoldgica de las especies de sucesion tardio, en/las cuales la
disminucion de la disponibilidad de luz limita progresivamente en el crecimiento_y reduce las
tasas de crecimiento relativo en las plantulas (Diaz-Talamantes et al., 2025). Este patrén coincide
con lo reportado por Krause et al. (2012) quienes demostraron que O. macrocalyx esta adaptada
al establecimiento en condiciones de sombra, donde mantiene un mejor desempefo fisioldgico,
mientras que la exposicidn a irradiacion elevada reduce la asimilacién del CO; y el crecimiento

debido a procesos de fotoinhibicion. De manera consistente, Vargas-Simon et al. (2017) sefialan
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a O. macrocalyx como una especie que se establece naturalmente bajo el dosel del bosque,
donde las’condiciones de baja disponibilidad de luz favorecen el establecimiento de las plantas.
Bendezu (2025) documentd que, en una plantacion de 25 afios de edad en Peru, la especie
alcanzo6 un diametro a la altura pecho (DAP) promedio de 15.0 cm y una altura total de 12.0 m,
ademas de presentar un crecimiento inferior al de las demas especies forestales evaluadas.
Complementariamente, Pérez-Hernandez et al. (2011) recomendo 60% de sombra para un mejor
desempefio en su crecimiento inicial. Resultados similares se registraron en plantulas de Eugenia
stipitata 'y Theobroma cacao, en condiciones de 150 um-m™-s' de RFA, dichas especies tienen
un estatus sucesional tardiaxOrtiz et al., 2021).

Los ambientes de baja intensidad luminica limitan la tasa fotosintética en especies heliofilas,
estas requieren valores de RFA >100 um-m™-s™, para que se promueva una mayor apertura
estomatica y en consecuencia la elevacion de la conductancia estomatica, y la transpiracion (Lv
et al., 2024). Patrén similar se observo.en arboles de algunas especies de diferente estatus

sucesional creciendo en luz difusa y RAR“menores a 400 um-m™-s™ (Berry & Golsmith, 2020).
Conclusion

La viabilidad de las semillas de Ormosia.macrocalyx.fue afectada por el tiempo (12 meses) y por
la temperatura fria (4°C) en las que se'mantuvieronsalmacenadas. Las pruebas de germinacion
y las topograficas con cloruro de tetrazolio demostraron su pérdida de viabilidad en 65 % en
semillas escarificadas y 35% en intactas; siendo la temperatura ambiente (23.9-33.8°C) y la
escarificacién los mejores tratamientos para su ‘eonservacion por dicho periodo de tiempo y para
conservar una viabilidad de 81%. Las tasas de germinacion en’semillas intactas fueron bajas en
todos los tiempos de evaluacion, pasaron del 57% a 40% enstemperatura ambiente. Este
experimento indica que el tratamiento pregerminativo facilita la rapidez y la homogeneidad en la
germinacion, pero existe un deterioro progresivo después de un afio de almacenamiento.

La germinacion de O. macrocalyx fue fanerocotilar epigea con cotiledones de reserva, en las
condiciones de invernadero se promovié una altura de tallo promedio de 37.0 cm y 5.47 mm de
diametro basal promedios, en 280 dias después de la germinacion, su filotaxia,se considero
alterna. Se obtuvieron 11.7 edfilos simples en promedio por planta y 1.57 edfilos'trifoliolados. Se
observaron nédulos radiculares a comprobar su eficiencia simbiotica, el sistema radicular formé
un cepelldn bien estructurado y se obtuvo una lignificacién del tallo entre 50-75 %, estandares
minimos determinados por la norma mexicana para especies latifoliadas establecidas en_vivero
para su trasplante en campo. Aunque, para alcanzar estas caracteristicas, requiere alredederde

9 meses, esto se demostré por sus bajas tasas de crecimiento relativo calculadas, entonces
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estaria_econsiderada como una especie de lento crecimiento y desarrollo. Sin embargo, dado que
€s unawespecie amenazada, este estudio aporta datos importantes para su propagaciéon y su

conservacion.
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Conclusiones generales

Ormosia macrocalyx presentan frutos < 4.6 cm con 1.5 semillas en promedio, semillas con
cubierta seminal*rojo, intenso a rojo oscuro y con 1923 semillas/kg. La cubierta seminal esta
compuesta por macroesclereidas, osteoesclereidas y parénquima, con el 61.5% de tejido
esclerenquimaticos, y'lasfegion hilar presenta doble capa de macroesclereidas y barra piriforme
de traqueidas con patron escalariforme. Los cotiledones son exalbuminosos, sin almidén, con

metabolitos secundarios alinsho)caracterizados quimicamente.

El almacenamiento a 4°C durante 42 meses redujo la viabilidad en 65% en semillas escarificadas
y 35% en intactas, mientras que la escarificacion a temperatura ambiente (23.9-33.8°C) conservo
el 81% de viabilidad. La germinacién‘en semillas intactas descendié de 57% a 40% en el mismo
periodo, confirmando que el tratamiento/pregerminativo mejora la rapidez de germinacion sin

evitar el deterioro fisioldgico.

La germinacion es fanerocotilar epigeayalos 280.dias las plantulas alcanzaron 37.0 cm de altura,
5.47 mm de diametro basal, 11.7 edfilos' simples y 1.57 trifoliolados, con 50-75% de edfilos
simples y 1.57 trifoliolados, con 50-75% de lignificacién 'del tallo, cumpliendo la norma mexicana

para trasplante en un lapso de 9 meses, lo que evidencia’crecimiento lento.

Los resultados morfoanatomicos y fisioldgicos ebtenidos censtituyen informacion de base para
el disefio de protocolos de manejo de semillas, almacenamiento yyproduccion de planta en vivero
de Ormosia macrocalyx, especie catalogada como amenazada,_con aplicacion directa en

programas de propagacion y conservacion.
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Principios Bioéticos
La recoleccion, manejo y procesamiento de las semillas de Ormosia macrocalyx Ducke se
realizaron bajo principios de responsabilidad ambiental y respeto a la conservacion de la especie.
La obtencion del material vegetal se llevd a cabo de conformidad con las disposiciones
ambientales aplicables y€an.el respaldo de la documentacién emitida por la Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT), correspondiente a la recoleccién y manejo del
material bioldgico de la espetie [SBRA/DGVS/00158/25], bajo la modalidad B por proyecto de

investigacion.

Las actividades experimentales se,réalizaron con fines exclusivamente cientificos, procurando
minimizar la afectacién a los individuos y al ambiente. Las semillas recolectadas fueron
destinadas a la evaluacion de su viabilidad, germinaciéon, comportamiento durante el
almacenamiento y crecimiento preliminar en=condiciones de invernadero, con el propésito de
generar informacion que contribuya/al conocimiento y establecimiento de estrategias para la

conservacion ex situ de O. macrocalyX.
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Dra. Georgina Varga
Profesora de la Divisién ica de Ciencias Biol6gicas

Universidad Juarez Autén Tabasco (UJAT)
Andador Luis Jaidar, no. 205
Colonia Las Gaviotas Norte

Villahermosa, Centro, Tabasco
C.P. 86068 - México

Tel: 993 224 7063, E-mail: georgina. ujat.mx’
PRESENTE @‘
En atencion a la solicitud de licencia de cole tifica o con propésitos de ensefianza, en materia de vida silvestre

“Modalidad B por proyecto”, recibida en esta Di 6n General el 11 de febrero de 2025, a la cual se le asigné la
bitdcora 09/K5-0497/02/25, considerandoy que dado cumplimiento a los requisitos establecidos para efectuar
investigacion y colecta cientifica de fauna silvestres en territorio mexicano y con fundamento los articulos 27
Tercer Parrafo de la Constitucién Politi os Mexicanos; 2, fraccién I, 10, 26 Fraccién VIII y 32 Bis,
Fracciones I, III, y XXXIX de la Ley Orgéni a Administracién Publica Federal, Articulos 1, 3, apartado A, fraccién I, -
I
&)

inciso ), 4, 8, 9 fraccién XXV y 13, fracci VI, XVII! del Reglamento Interior de la Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales, publicado em el Diario Ofic ederacién el 14 de marzo de 2025; 79, 80 fraccién
I, 82, 83 y 87 parrafo cuarto de la Ley Gen unilibr&légi‘cfg y la Proteccién al Ambiente; Articulos 9°,
fraccién XII, 97 y 98 de la Ley General de Vida S y 126 del Reglamento de la Ley General de

r 12,123

Vida Silvestre y la Norma Oficial Mexicana NO EMAR , Proteccién Ambiental-Especies nativas de

México de flora y fauna silvestres-categorias de rie: pecifica nes para su inclusién, exclusién o cambio-lista
[

de especies en riesgo, publicada en el Diario Oficial de la Feder: DOF) el 30 de Diciembre de 2010, su
modificacién y fe de erratas del Anexo Normativo III, Lista de especies @
059-SEMARNAT-2010, proteccién ambiental-especies nativas de México=de
riesgo y especificaciones para su inclusion, exclusion o cambios-Lista de esp n riesgo, publicada en el DOF el 14
de noviembre de 2019 y 04 de marzo de 2020, respectivamente, la Direcciof General de Vida Silvestre autoriza la
licencia de colecta cientifica o con propésitos de ensefianza en materia de vida s e por proyecto, sobre especies
o poblaciones en riesgo o sobre habitat critico, para desarrollar las siguientes@dades inherentes al proyecto
denominado: “Conservacién y manejo de germoplasma nativo en San Miguel Adentro y Guanal, Jalapa, Tabasco,
México”, con el objetivo de promover el manejo sustentable y la conservacién del re vegetal nativo prioritario
en San Miguel Adentro y Guanal, Jalapa, Tabasco, México: ®

e Colecta de hasta mil (1000) frutos de la especie Ormosia macrocalyx “caracolillo”, distribuido e localidades
de colecta, mediante el uso de tijeras de poda telescépicas, los propagulos caeran en unagmalla osquitea/
para impedir el contacto con el suelo y asi evitar infecciones, y se embolsarén en bolsas tIp@ﬂ para s

traslado a laboratorio. S
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Las actividades se lle cabo en las siguiente coordenadas: Divisién Académica Ciencias Biolégicas, Centro
(17°59'25.44"N, 92°58'2 ), Parque Tabasco “Dofia Marfa”, Centro (18°0°29.84”N, 92°57'53.82"0) y San Pedro,
Balancan (17°46'60.00" 1.4"0), fuera de Areas Naturales Protegidas, estado de Tabasco. Esta
autorizacién tendrd una vig partir de la fecha de emisién de la presente hasta el 31 de diciembre de 2025.

A

Las actividades se realizaran con &F aval de la Direccién de la Division Académica de Ciencias Biolégicas de la
Universidad Judrez Auténoma de 0, con la colaboracién del Dr. José Angel Génico Gaspar, la Dra. Nelly del
Carmen Jiménez Pérez, la Biol. Jackeli iZWidal, asi como el apoyo de los integrantes de la Division Académica de
Ciencias Biolégicas de la Universidad Ju 6noma de Tabasco, la titular y sus colaboradores quedan sujetos a las
siguientes condiciones:

1.- Deberd cumplir con las disposiciones mi rativas, Fiscales y de Sanidad exigibles por las autoridades

competentes en la materia, sean Federales, Est Municipales, asf como con las disposiciones establecidas en la

Ley General del Equilibrio Ecolégico y | tecciérral Ambiente, y demds disposiciones legales aplicables.

2.- En la realizacién del proyecto propuesto, se respons lizara a la titular de la investigacion de cualquier impacto
na silvestre y sus habitats, por lo que debera considerar

significativo que resulte sobre las poblacio la flora
el riesgo de perturbacién del ecosistema, a su ejec

llevarlo a cabo si existe algdn riesgo.
3.- Previo al inicio de las actividades de camp '?e‘ré envf jatoriamente por escrito y utilizando cualquier
medio su programa de trabajo a la Oficina de Rep, tacion SEMARNAT en el estado de Tabasco (993) 310
1428, enviando copia del mismo a la Direccién GG&SI de Vida SilVestre. De igual manera, al término de dichas
actividades lo notificard a esas Oficinas de Represen@ de la SE NAT, envidndole un reporte detallado por
escrito. O
*

4- La totalidad del material colectado deberé destinarse a los fines especificosidel proyecto, objeto de la presente
autorizacién. Con base al Capftulo IV, Articulo 98 de la Ley General de Vida SilVestye, los frutos serdn trasladados al
Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Divisién Académica de Ciencias Biolégic Universidad Judrez Auténoma
de Tabasco para su germinacién y andlisis, la titular de la autorizacién asume onsabilidad de remitir a esta
Direccién General, copia de la(s) constancia(s) del(os) depésito(s) debidamente firfiado(s), especificando la cantidad
del material depositado.

5.- Con base al Capitulo 1V, Articulo 98 de la Ley General de Vida Silvestre y 126 del Regla@ de la Ley General de
Vida Silvestre, la responsable del proyecto deberd someter a la consideracién de la Difeccién eneral de Vida
Silvestre, en un plazo no mayor de 30 (TREINTA) dias de concluida la vigencia de la presente, un inf%que describa
detalladamente las actividades realizadas, los resultados obtenidos, la problemética del ffrea trabajada, las

—motenclales alternativas de solucién y en su oportunidad, la(s) publicacién(es) y sobre tiro: ucto de la
investigacion. 5
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Direccién General de Vida Silvestre

Oficio N° SBRA/DGVS/00158/25

Ciudad de México, a 21 de marzo de 2025

6.- Queda estrictam ohibido efectuar cualquier aprovechamiento de las especies de flora y fauna silvestres,
cualquiera que sea su excepto lo aquf autorizado, asf como realizar actividades en éreas naturales protegidas
de México, sean Estatale rales, sin previa autorizacion.

7.- De acuerdo al Articulo 8 a Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccién al Ambiente y al Capl’tuld v,
Articulo 97 de la Ley General derestre, esta autorizacién no ampara el aprovechamiento de los especimenes
colectados para fines comerciale tilizacién en biotecnologia.

Se recomienda que durante sus activ campo, en el caso de encontrar ejemplares de especies listadas en la
Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEM. 2010, se notifique de ello (la especie, ubicacién geogréfica y la fecha) a
esta Direccién General, en el informe de Wes antes mencionado.

La presente autorizacion es personal e intra@le y habré de mostrarse a las Autoridades Federales, Estatales y
Municipales cuantas veces lo soliciten. Asf misfmo mando en consideracién lo establecido en el Articulo 87 de la
Ley General de Vida Silvestre el titular de
de los legitimos propietarios de la(s) ti

presepte deberd contar con el consentimiento previo, expreso informado
s) donde pretende desarrollar el proyecto.

ara origen a la instauracién de un procedimiento
eder a la cancelacién de la autorizacién y a la

El Director General

ATENTAMENTE "\\'...‘, o o

M.V.Z., M£n C. Fernando Gual Sill Q
“Por un uso eficiénte del papel, las copias de imi de este son remitidas via electrénica”.

C.c.ep. Sub taria de Biodiversidad y Restayfacién Amblental: sparn@semarnat.gob.mx
Direccidn General de Inspeccién y Vigllancia de Vida Silvestre, Recursos Marinos y Ecosistemas Costeros de la Procur ‘&ll de Proteccién al Ambiente

tre@profepa.gob.mx
al dad Coordinadora de Oficinas de Representacién y Gestion Territorial de la  SEMARNA lo.braver@semarnat.gob.mx y

cecilia.costro@st

arnatob.mx

Mayra Cecllia Villagémez de los Santos.- Encargada de Despacho de la Oficina de Repr ion de Pre i6 | de la PROFEPA en el estado de Sabasco.-
mayra.vill fepa.gob.mx

Omar Eduardo Rocha Gutiérrez.- Director de Conservacion de |a Vida Silvestre.- omar.rocha@semarnat.gob.mx
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Ducke para su conservacion ex situ

Autora de la Tesis:
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ORCID:
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Resumen de la Tesis:

La investigacion abordd diferentes estudios sobre
Ormosia macrocalyx Ducke, especie forestal
amenazada: morfologia de frutos y anatomia de
semillas; viabilidad de semillas con respecto al tiempo
y (crecimiento preliminar en condiciones de
invernadero. Todo esto con el objetivo de generar
infermacién para su conservacion y propagacion. Se
aplicaron diferentes métodos, de acuerdo con las
necesidades “ de* la descripcion y experimentos
establecidos, que sincluyeron cortes anatomicos e
histoquimicos de la cubierta seminal y cotiledones de
reserva de Ja semilla;_evaluacion del porcentaje de
germinacion en semillas _esecarificadas e intactas en
diferentes tiempos de conséervacion y temperatura; asi
como, el registro de crecimiento y desarrollo de
plantulas durante 280 dias. Los reSultados mostraron
que la longitud de los frutos influyesignificativamente
en el nimero de semillas por fruto.«Se *obtuvo la
descripcion anatomica de la cubierta seminal y. de los
cotiledones de reserva, identificandoses tejido
esclerenquimatico en la testa y células de paréaquima
con doble pared celular y plasmodesmos en“ los
cotiledones. Presencia de diversos metabolitos

secundarios como alcaloides y compuestos fendlicos,
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es una semilla exalbuminosa. La viabilidad de las
semillas disminuyé durante el almacenamiento, siendo
mayor la pérdida bajo refrigeracion, mientras que las
semillas intactas aparentemente conservaron su
dormancia por mas tiempo. Las plantas alcanzaron
valores de altura de tallo, diametro basal vy
conformacion de cepellon que indican una calidad
morfolégica y estructural adecuada, desarrollaron
nodulos radiculares, aunque tuvo crecimiento lento. Se
concluye que estos hallazgos aportan informacion
cientifica para fortalecer las estrategias de

preservacion y manejo de O. macrocalyx.

Palabras claves de la Tesis:

Viabilidad de semillas, esclerénquima, alcaloides,

cotiledohes de reserva, escarificacion.
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