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RESUMEN

Acacia belairioides es un arbol endémico que crece en
matorrales xeromorfos espinosos sobre serpentina de la
provincia de Holguin, Cuba. La especie se encuentra en
Peligro Critico de extincion y produce semillas con
dormancia fisica. En el presente trabajo se identificaron
las especies de braquidos que infestaron a las semillas de
A. belairioides, el tipo de dafio y su relacién con
caracteristicas seminales. También se evalu6 el efecto
que podria tener el ataque de los bruquidos sobre la
dormancia fisica y la germinacion. La infestacion fue de
32.5% y se identificaron dos especies de bruquidos
(Stator bottimeri y Sennius fallax) no endémicas. El
tamano de la semilla no se relacioné con la cantidad de
semillas infestadas, ni tampoco con el contenido de
humedad inicial de la semilla o con la distribucién de
biomasa a la cubierta seminal. Las semillas dafiadas con
un hoyo en la cubierta seminal (opérculo de emergencia
del adulto) no germinaron. En cambio, las semillas con un
orificio de penetracion de la larva lograron una
germinacion final de 19.3%, que fue superior al
tratamiento control o semillas intactas (8.4%). Se discute
el posible papel ecolégico de la actividad de los braquidos
sobre la eliminaciéon parcial de la dormancia fisica de las
semillas de A. belairioides y su relacidon con el ambiente.
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ABSTRACT

Acacia belairioides is an endemic tree that grows in
serpentine xeromorphic thorny scrub of the province of
Holguin, Cuba. A. belairioides is a Critically Endangered
species and produces seeds with physical dormancy. In
the present work, the species of bruchids that infested the
seeds of A. belairioides, the type of damage and their
relation with seed characteristics were identified. The
effect of bruchid attack on physical dormancy and
germination was also evaluated. The infestation was
32.5% and two non-endemic bruchid species (Stator
bottimeri and Sennius fallax) were identified. The seed
size was not related to the number of infested seeds, nor
to the seed initial moisture content or to the biomass
distribution to the seed coat. The seeds damaged with a
hole in the seed coat (adult emergency operculum) did not
germination. In contrast, seeds with a penetration hole of
the larva achieved a final germination of 19.3%, which
was superior to the control treatment or intact seeds
(8.4%). The possible ecological role of the bruchids
activity on the partial elimination of the physical dormancy
of A. belairioides seeds and their relationship with the
environment is discussed.
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INTRODUCCION

Acacia belairioides Urb. (Fabaceae: Mimosoideae) es una
especie endémica estricta del matorral xerdfilo de las
serpentinitas de Holguin, Cuba. Esta planta se considera
en Peligro Critico de extincion y se encuentra entre las 50
especies mas amenazadas del archipiélago cubano
(Carmenate, 2013; Gonzalez-Torres et al., 2016).
A. belairioides tiene potencial para usarse en proyectos
de restauracién, debido a que produce semillas viables
con dormancia fisica (D. Lépez et al., datos no
publicados), lo que permite propagarla en vivero vy
almacenarla en bancos de germoplasma. Ademas, podria
generar condiciones ambientales adecuadas (arbol
nodriza o facilitador) para el establecimiento de otras
especies, como sucede en especies de Fabaceae de
zonas semiaridas (e.g., Pavon et al., 2011). Sin embargo,
a pesar de estos atractivos para la restauracion, no existe
informacion basica sobre rasgos de historia de vida, como
mecanismos de germinacion, depredadores de semillas,
longevidad seminal, etc. De hecho, la informacién sobre
ecofisiologia de la germinacién de las plantas nativas
cubanas, en particular de los endémicos, es muy limitada
(Sanchez et al., 2015) y solo existe una contribucion para
ecosistemas sobre rocas serpentinitas, donde se
determinaron rasgos de semillas, requerimientos
germinativos y longevidad potencial de semillas de
Spirotecoma holguinensis (Britton) Alain (Lépez et al.,
2016).

Comprender la biologia de la semilla de A. belairioides es
el paso previo para poder establecer protocolos de
germinacidon que permitan propagar la especie en viveros,
proyectos de reforzamiento y de restauracion ecoldgica.
Sin embargo, la germinacién y la emergencia de las
plantulas son eventos demograficos complejos que
dependen de muchos factores intrinsecos de las semillas
(como la cubierta seminal impermeable, la presencia de
inhibidores, la existencia de embriones inmaduros, etc.) y
también de factores extrinsecos (Baskin y Baskin, 2014;
Jaganathan et al., 2016). Entre los factores externos que
regulan la germinacion sobresalen la temperatura y la
humedad (Dirr et al., 2015); pero también se destaca la
depredacion de semillas por los insectos, que afecta tanto
la germinacion como el establecimiento de las plantulas y
por consiguiente, la estructura y dinamica de las
comunidades (Janzen, 1980; Barnes, 2001; Andersen et
al., 2016).

Las semillas de Acacia, como muchas otras especies de
Fabaceae, son infestadas por bruquidos o gorgojos
(Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae) (Or y Ward,
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2003; Romero et al., 2009; Yirgu, 2016). En Cuba, la
subfamilia Bruchinae se encuentra conformada por 36
especies, de ellas, solo ocho son endémicas y cuatro
introducidas (Peck, 2005); estas ultimas, consideradas
plagas de los granos almacenados (Dominguez vy
Marrero, 2010). No obstante, muy poco se ha estudiado
sobre la incidencia de estas plagas en semillas de plantas
nativas cubanas; aunque se conoce que en algunas
especies del género Acacia los bruquidos eliminan la
dormancia fisica por la escarificacion mecanica que
ejercen sobre la cubiertas seminales y con esto,
favorecen la entrada de agua y aumentan la germinacion
(Wiegand et al., 1999; Jaganathan et al., 2016). También,
se conoce que la depredacion es una importante fuerza
selectiva que puede modelar distintas estrategias
relacionadas con el tamafio y la cantidad de semillas y
frutos (Crawley, 2000).

De lo anterior se deduce que no siempre la accion de los
bruquidos es perjudicial para la germinacion; y por tanto,
estos podrian tener algun rol en la eliminaciéon de la
dormancia y en el establecimiento de las plantulas. Los
objetivos del presente estudio fueron: 1) identificar las
especies de bruquidos que infestan a las semillas de
A. belairioides, el tipo de dafio y su relacién con
caracteristicas seminales y 2) evaluar el efecto (positivo o
negativo) que podria tener el ataque de los bruquidos
sobre la dormancia fisica y la germinacion.

MATERIALES Y METODOS

La especie y area de estudio

Acacia belairioides (= Vachellia belairioides), conocido
comunmente como “alfiler”, es un arbol de hasta 7.0 m de
altura. El fruto es una legumbre dehiscente de forma mas
o0 menos cilindrica, algo curvada como una hoz, de
6.0-8.0 cm de largo, que contiene de 3-12 semillas
elipticas, lateralmente comprimidas y pardas (Carmenate,
2013). El periodo de dispersion del fruto/semillas ocurre
desde abril hasta junio, pero puede llegar hasta julio. La
poblacién de A. belairioides ocupa cuatro localidades en
un area inferior a 800 km? en el nucleo ultramafico de la
provincia de Holguin. Se ha encontrado en las localidades
de La Cejita, Los Ranchos, Cejas de Melones, Cerro
Galano y San Andrés. La subpoblacion que se investigo
es la de Ceja de Melones (20°58’ N, 76°04’ O), que ocupa
un area de 45 ha, donde han sido censados 364 adultos
(J. L. Goémez et al., datos no publicados). La vegetacion
natural donde crece la especie es matorral xeromorfo
espinoso sobre serpentina (cuabal), que esta afectado por
la accién del hombre con fines agricolas y forestales
(Carmenate, 2013). La temperatura media anual oscila
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entre 24.7°C y 26.7°C. Las precipitaciones en el afio 2014
fueron de 1099.8 mm (ONEI, 2015), aunque la media
histérica oscila entre 800-1200 mm (Borhidi, 1996) y
tiende a disminuir en el presente siglo. La mayor
probabilidad de las precipitaciones ocurre en los meses
comprendidos entre mayo y octubre (ONEI, 2015); con
dos picos de lluvia, uno entre mayo - junio y otro entre
septiembre - octubre, intercalado con un corto periodo
seco entre julio - agosto (Borhidi, 1996). Segun este
autor, en el distrito fitogeografico Holguinense el clima es
bixérico (i.e., dos estaciones secas). La primera estacion
esta comprendida dentro de la época lluviosa (ya
mencionada) y la segunda, entre los meses de noviembre
a abril, como en la mayoria del territorio cubano.

Recoleccion de semillas

Las semillas frescas se tomaron directamente del suelo,
debido a que la recolecta se realiz6 al final de la estacion
de dispersion, en julio del 2014, en mas de siete
individuos adultos que crecen en la localidad de Ceja de
Melones. Inmediatamente todo el material se almacend
en bolsas de papel y se trasladdé al Laboratorio de
Semillas del Instituto de Ecologia y Sistematica (La
Habana, Cuba), para la identificacién de los insectos y los
ensayos de germinacion. Las semillas intactas
presentaron una viabilidad inicial superior al 98%,
determinado mediante la prueba de Tetrazolium (TZ)
(ISTA, 2007).

Infestacion por bruquidos y caracteristicas de las
semillas

Las semillas se examinaron bajo microscopio
estereoscopico para la identificacion de individuos de
Bruchinae. Los ejemplares se cogieron con pinzas
entomoldgicas y se colocaron dentro de un frasco con
alcohol etilico a 70%. Posteriormente se montaron en
alfileres entomoldgicos y se determinaron las especies,
utilizando diferentes claves (Clarence, 1973; 1976;
Kingsolver, 2004) y comparandolos directamente con los
ejemplares de la Coleccion Entomoldgica del Instituto de
Ecologia y Sistematica. El porcentaje de infestacion por
briquidos se establecié en una muestra de 2500 semillas
que se clasificaron en sanas y dafadas. Esta ultima
categoria se separé en semillas con orificios en la
cubierta seminal (i.e., opérculo de emergencia del adulto)
y semillas con huevos depositados sobre la cubierta (i.e.,
con orificio de penetraciéon de larva). Se conté el nimero
de hoyos y de huevos depositados en cada semilla.

También se determiné la relacion que se establece entre
el tamafo de la semilla y la infestacion por bruquidos.
Para ello, se determiné el tamafio (mm) de cada semilla
infestada, utilizando un pie de rey Mitutuyo de 0.02 mm
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de precision. Asimismo se seleccionaron al azar 50
semillas sanas para determinarle individualmente su
masa seca (g), contenido de humedad inicial (%), el largo
del eje mayor (mm) y la cantidad de biomasa asignada a
las cubiertas seminales (%). La masa seca y el contenido
de humedad inicial de la semilla se obtuvieron a partir del
secado de las semillas durante 17 horas en una estufa a
103 + 2°C, segun las normas del ISTA (2007). Para
calcular la fraccion (o asignacion) de la masa seca de la
semilla destinada a las cubiertas, se dividid el valor de
este componente seminal entre la masa seca total de la
semilla (Sanchez et al., 2009).

Germinacion de semillas dafhadas por bruquidos

Se diseid un experimento completamente aleatorizado
con cuatro tratamientos pregerminativos para determinar
el efecto de los bruquidos sobre la conducta germinativa.
Los tratamientos consistieron en: semillas intactas (sin
dafios por bruquidos y sin tratamiento de escarificacion
artificial); semillas sanas sometidas a escarificacion con
acido sulfarico (98%) durante 30 minutos; semillas con un
huevo depositado sobre la cubierta seminal, y semillas
con un hoyo u opérculo en la cubierta. La prueba de
germinacién se realizé6 bajo luz difusa a temperatura
alterna de 25/35°C (8 horas para la temperatura mas alta
del termoperiodo y 12 horas a 25°C, con transicién entre
estas de 4 horas) y sobre papel de filtro humedecido con
agua destilada estéril en placas de Petri de 9 cm de
diametro. Por tratamiento se emplearon cinco réplicas de
25 semillas cada una. El criterio para la germinacion fue
la emergencia de la radicula. El conteo de la germinacién
se efectud durante 30 dias. Se determinaron el dia de
inicio de la germinacién, el porcentaje de germinacién
final y el porcentaje de semillas muertas. Esta ultima
variable se evalué presionando las semillas no
germinadas con una aguja para conocer si contenian un
embrion blanco y firme (semillas vivas) o un embrion
suave o gris, indicativo este ultimo de no viabilidad
seminal (semillas muertas).

Analisis estadistico

La asociacién entre los rasgos seminales se establecid
mediante el coeficiente de correlacién lineal de Pearson.
Los rasgos de germinacion evaluados no cumplieron las
premisas paramétricas; por tanto, para detectar posibles
diferencias en el comportamiento germinativo entre
tratamientos de escarificacion (artificial vs. natural), se
aplicé un analisis de varianza multivariado sobre la base
de permutaciones -PERMANOVA- (Anderson 2001). El
PERMANOVA se realizé por una matriz de distancia
euclidiana, después de 9999 iteraciones. Las pruebas
estadisticas se realizaron en el programa PAST version
3.11 (Hammer, 2015).
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RESULTADOS

Infestacién por bruquidos y caracteristicas de las
semillas

Se identificaron dos especies de bruquidos (Coleoptera:
Chrysomelidae: Bruchinae) como depredadoras de
semillas de A. belairioides, una perteneciente al género
Stator (S. bottimeri Kingsolver) y otra del género Sennius
(S. fallax Boheman). De las 2500 semillas analizadas, 812
(32.5%) estuvieron infestadas por los bruquidos. De ellas,
427 (52.6%) mostraron huevos depositados en la
superficie de la cubierta seminal y 384 (47.4%)
presentaron hoyos u opérculos de emergencia del adulto
(Fig.1). En la mayoria de las semillas infestadas
predomind la presencia de un huevo, o bien un hoyo por
semilla (96.2% y 93.5%, respectivamente). La longitud de
las semillas infestadas present6 una variabilidad de 7.7 a
4.3 mm y un valor promedio de 54 mm (Fig. 2) y su
frecuencia de distribucion no mostré  diferencia
significativa de una distribucién normal (X* = 12.5; P
>0.05).

Figura 1. Semillas de Acacia belairioides con huevos (A)
y hoyos en la cubierta seminal (B) por la actividad de los
braquidos.

Figure 1. Seeds of Acacia belairioides with eggs (A) and
seed-coat perforations (B) by bruchids activity.

La masa seca promedio de las semillas fue de 18.7 mg
(maximo 25.7 mg y minimo 11.5 mg) y el contenido de
humedad promedio fue de 13.2% (maximo 21.6% vy
minimo 6.0%). El porcentaje de masa seca destinado a
las cubiertas seminales mostré una variabilidad de 90.0 a
31.2% vy un valor promedio de 58.5%. Por su parte,

ninguna de estas variables mostraron correlaciones
estadisticamente significativas entre ellas (P >0.05), ni
tampoco con el largo de las semillas intactas.

0.3+

/\

0.1+

Frecuencia relativa

0.0 e B e
38 43 48 54 59 64 7.0 7.5 80
Largo semilla (mm)

Figura 2. Histograma del largo de las semillas infestadas
(n= 812). La linea corresponde a la distribucion normal
estandar.

Figure 2. Distribution of the length of infested seeds
(n = 812). The line corresponds to the standard normal
distribution.

Germinacioén de semillas dafadas por braquidos

El comportamiento germinativo (F=257.3; P< 0.0001) se
afectd significativamente por los tratamientos de
escarificacion que se aplicaron (Tabla 1). El tratamiento
de escarificacién natural provocado por un orificio de
penetracion (i.e., huevo depositado en la cubierta)
incrementd  significativamente el porcentaje de
germinacion final y la velocidad de este proceso con
relaciéon a las semillas intactas (o con dormancia fisica);
pero este incremento fue significativamente inferior al que
presentaron las semillas sometidas a escarificacion acida.
La germinacion de las semillas con un opérculo de
emergencia fue nula, y se obtuvo un 100% de mortalidad.
Todas las semillas dafadas por los braquidos se
hidrataron, independientemente de su respuesta
germinativa (datos no mostrados).

Tabla 1. Efecto de la escarificacion acida y la actividad de los braquidos sobre el comportamiento germinativo (media +

EE) de semillas de Acacia belairioides.

Table 1. Effect of acid scarification and bruchids activity on the germination behavior (media + SE) of seeds of Acacia

belairioides.
. . . Semillas con Semillas con orificio de Semillas con opérculo
Variables Semillas intactas TR e :
escarificacion acida penetracion de emergencia
Germinacion final (%) 84+1.8 93.9+22 19.3+34 0+0
Inicio germinacion (dias) 20.1+£6.2 200 42+0.2 00
Semillas muertas (%) 00 26+1.6 80.7+3.4 100+ 0
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DISCUSION

El porcentaje de infestacion de las semillas de
A. belairioides por braquidos fue relativamente bajo
(32.5%) comparado con los resultados que se han
obtenido en semillas de Acacia y en otras Fabaceae
(Janzen, 1980; Or y Ward, 2003). Los niveles de
infestacion por braquidos varian ampliamente entre
especies de Acacia y son mayores cuando las semillas se
recolectan del suelo (Romero et al., 2009; Andersen et al.,
2016), provocando dafios hasta mas de un 95%. Nuestros
resultados podrian deberse a que se encontraron dos
especies de bruquidos (Stator bottimeri y Sennius fallax);
ademas, en la muestra se observaron individuos de
Muscidifurax  raptor;  (Hymenoptera:  Chalcidoidea:
Pteromalidae), al parecer un parasitoide de los briquidos
(D. D. Cruz, datos no publicados). Se conoce que las
interacciones de competencia (entre las especies de
braquidos) y de parasitismos podrian explicar, en parte, el
bajo valor de infestacién (Pavon et al., 2011; Hernandez y
Falco, 2014). Por su parte, en el presente trabajo se
registra por primera vez A. belairioides como planta
hospedera de S. bottimeri, debido a que anteriormente se
habia informado en Acacia farnesiana (L.) Willd. para la
Florida y Cuba (Kingsolver 1972; Alvarez y Kingsolver,
1997). S. fallax se ha notificado en Cuba para especies
de Cassia (Alvarez y Kingsolver, 1997), por lo cual,
A. belairioides también constituye un nuevo registro de
planta hospedera para esta especie. Cabe sefialar que S.
bottimeri probablemente sea la especie de bruquido que
mas infeste las semillas de A. belairioides, pues en julio
del 2015 se volvié a encontrar en el mismo sitio de
recolecta (datos no mostrados).

En la mayoria de las semillas infestadas predominé la
presencia de un opérculo de emergencia del adulto, esto
podria deberse a la dureza de la cubierta seminal, o bien
a los pocos recursos nutricionales que ofrecen la semillas
(Orozco-Almanza et al., 2003; Romero et al., 2006).
Segun Or y Ward (2003), el nimero de bruquidos que se
desarrolla en cada semilla depende del tamafo de la
semilla y del bruquido; asi, pequefias especies de
braquidos pueden infestar una sola semilla.

También, en especies de sistemas tropicales se ha
encontrado que existe una relacion directa entre el
tamafio de la semilla y el porcentaje de infestacion
(Kingsolver, 1980; Orozco-Almanza et al., 2003); sin
embargo, esta prediccion no se cumplié para nuestro
estudio (Fig. 2), aunque podria aparecer si la recolecta se
realiza en otros meses, o bien cuando se estudie las otras
subpoblaciones de A. belairioides. Por otra parte, se
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conoce que la dureza de la semilla es un efectivo rasgo
anti-depredador (e.g., Paulsen et al. (2014). Afirmacion
que se sustenta en la relacion negativa que existe entre el
incremento de la dureza de la semilla (i.e., aumento de la
profundidad de la dormancia fisica) y la disminucion del
contenido de humedad de la semilla y del tamafio seminal
(Baskin y Baskin, 2014; Jaganathan, 2016). Esta hipétesis
ha sido comprobada recientemente a nivel interespecifico
y dentro y entre poblaciones de una misma especie en
correspondencia con el ambiente en que se desarrollan
las semillas (Andersen et al., 2016; Jaganathan, 2016;
Ferreras et al., 2017). En A. belairioides no se comprobd,
pues no se establecieron correlaciones entre los rasgos
seminales a pesar de existir una amplia variabilidad para
la masa seca de la semilla, el contenido de humedad y la
distribucion de biomasa a las cubiertas seminales.

Las semillas dafiadas con un opérculo de emergencia del
adulto no germinaron, lo cual ha sido informado en un
gran numero de trabajos (e.g., Pavon et al., 2011; Yirgu,
2016). Este efecto se debe al dafio provocado al embrién
y alto consumo de tejidos de reservas que afecta la
viabilidad de las semillas y el vigor de las plantulas
(Janzen, 1980; Or y Ward, 2003). No obstante, cuando el
grado de infestacion no es tan profundo, el efecto
negativo de los bruquidos sobre la germinacion es parcial,
tal como se demostré en las semillas con solo un huevo
depositado sobre la cubierta seminal. Con este
tratamiento de escarificacion natural se logré incrementar
y acelerar significativamente la germinaciéon de una
fraccion del lote (19.3%) con relacion a las semillas
intactas (8.4%). Este resultado es bajo si se tiene en
cuenta los beneficios informados por la actividad tréfica
de los bruquidos para algunas especies (incrementos de
hasta un 100%; Or y Ward, 2003) y el porcentaje de
germinacion final alcanzado con el tratamiento de
escarificacion con acido sulfarico (93.9%). Sin embargo,
el incremento de la germinacion por la actividad de los
braquidos podria permitir el establecimiento de la especie
en condiciones naturales y con esto asegurar una cohorte
de plantulas. Es valido sefalar que la germinacién vy
establecimiento de las plantulas de esta nueva
generacion no solo dependeran del nivel de dafio de los
bruquidos, sino también de que las semillas lleguen a un
micrositio adecuado con alto contenido de humedad, pues
la época de recolecta en el suelo (julio) coincide con el
corto periodo de seca (de julio a agosto) que existe en el
habitat de A. belairioides durante la época lluviosa
(Borhidi, 1996).

La estrategia de establecimiento en micrositios con
condiciones de humedad muy particulares con relacion al
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habitat, ha sido propuesta para especies con dormancia
fisica en ambientes extremos (como los matorrales
xeromorfos espinosos) y que enfrentan ademas procesos
estocasticos, como el fuego y la sequia (Baskin y Baskin,
2014; Ferreras et al., 2017). De hecho, el proceso de
facilitacion para la coexistencia de las plantas en las
serpentinas cubanas recientemente se comprobd por
Oviedo et al. (2014), y se conoce que cuando se reduce
la irradiacién y la temperatura del sustrato por la
cobertura vegetal, se incrementa la disponibilidad de agua
y de nutrientes para las plantulas en comunidades
vegetales sustentadas sobre suelos serpentiniticos
(Verdu y Valiente-Banuet, 2008).

Por su parte, la triple interaccion beneficiosa que se ha
informado entre los frutos de las especies de Acacia, los
briaquidos y los grandes mamiferos herbivoros (Or vy
Ward, 2003), no debe aparecer en el sito de estudio
(matorral xeromorfo espinoso), pues no existen grandes
mamiferos que actuen como dispersores naturales de la
especie, ni tan siquiera se ha informado la presencia de
roedores de la familia Capromyidae; y tampoco las
caracteristicas del fruto apuntan a un sindrome de
dispersion por aves. Por tanto, si existe tal interaccion,
debera establecerse con especies no nativas (ratones y
ganado vacuno) que asisten al sitio de estudio. Ensayos
experimentales para dilucidar esta hipétesis son factibles.

En conclusién, se demostré que las semillas de
A. belairioides son infestadas por al menos dos especies
de bruquidos y que su efecto sobre la germinacion
depende del nivel de dafio que ocasionen en las semillas.
La recolecta de semilla en el campo para acciones de
conservacion in situ y ex situ debe realizarse teniendo en
cuenta los signos de infestacién por briquidos. Para
garantizar resultados exitosos debe evitarse la recolecta
de semillas infestadas pues su germinacion fue baja
respecto a las semillas intactas sometidas a escarificaciéon
artificial. Finalmente, se deberan realizar experimentos de
campos para determinar el verdadero papel ecoldgico de
esta interaccion sobre la germinacion y establecimiento
de A. belairioides en diferentes micrositios.
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