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RESUMEN

El mistol (Ziziphus mistol Grisebach) es una
especie arbdérea nativa de Argentina, con
maltiples usos como alimenticia, tintdrea,
maderera, medicinal y melifera. El fruto del
mistol es una drupa con endocarpo lefioso que
dificulta la germinacién de las semillas. El
objetivo de este trabajo fue seleccionar
tratamientos pregerminativos para superar la
dormicién fisica impuesta por el endocarpo.
Los endocarpos se trataron con escarificacion
fisica (remocion completa y desgaste del tejido
de la zona basal externa), acida y himeda. Las
pruebas de germinacion se realizaron sobre
papel (semillas) y en arena 6 entre papel
(endocarpos), a 25° C constante y fotoperiodo
de 16/8 h oscuridad/luz. Los resultados
mostraron que la remocion completa de
endocarpos, el desgaste manual de la zona
basal asi como la escarificacion con &cido
sulfarico durante 6-8 h, son métodos adecuados
para romper la dormicion, incrementando tanto
el porcentaje como la velocidad de
germinacion, mientras que la escarificacion
himeda no produjo efectos sobre la
germinacion.
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ABSTRACT

The mistol (Ziziphus mistol Grisebach) is a
native arboreal specie of Argentina with
numerous uses such as feeding, tinctorial,
wood, medicinal and meliferous. The fruit of
mistol is a drupe that contains a woody
endocarp to make difficult the germination of
the seeds. The objective of this research was to
select the pregerminative treatments to
overcome the physical dormancy imposed for
the endocarp. The endocarps were treated with
physical (complete removal and abrasion of the
basal zone), acid and moist scarification.
Germination tests were performed top of paper
(seeds) and sand or between paper (endocarps)
at temperature of 25 °C constant and
photoperiod of 16/ 8 h (dark/ ligth). The results
showed that complete removal of endocarps,
scarification of the basal zone as scarification
with concentrated sulphuric acid during 6-8
hours, are suitable methods in order to break
such dormancy, improving both percentage and
speed of germination. In contrast, moist
scarification was ineffective for to promove
germination.

Keywords: Ziziphus mistol Grisebach,
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1. INTRODUCCION

El mistol (Ziziphus mistol Grisebach) es una especie nativa de gran importancia en nuestro
pais, si se tiene en cuenta su amplia distribucién en toda la Provincia Chaguefia (Cabrera, 1976)
y sus multiples usos como maderera, alimenticia, medicinal, tintérea y melifera (Ratera y
Ratera, 1980; Demaio et al., 2002).

Frente a la destruccion del bosque nativo realizada durante el siglo XX, la reforestacion se
presenta como una necesidad, no s6lo para recomponer sino también para aumentar las reservas
forestales en vias de extincion, mediante la plantacion de especies comprobadamente adaptables
a nuestras condiciones (Prange, 1964).

En tal contexto, se requiere obtener informacidn béasica sobre la reproduccion sexual del
mistol. Al respecto, estudios recientes establecen las condiciones dptimas de germinacion de sus
semillas (Aradz et al. 2004 a, b), siendo necesario, ademas, estudiar la reproduccién de esta
especie directamente a través del fruto.

El fruto del mistol es una drupa con un endocarpo lefioso, cuya dureza representa un
obstaculo a la entrada de agua y al intercambio gaseoso, dificultando la germinacion de la/s
semilla/s. Dicha restriccion, denominada “dormicion fisica” (Schmidt, 2000) es muy comun en
especies de ambientes tropicales, particularmente en zonas aridas, y se manifiesta en la familia
de las Rhamnaceae en el género Ziziphus spp. (Bonner et al., 1974; Schmidt, 2000).

La dormicidn producida por endocarpos impermeables se elimina en la naturaleza, mediante
la ingesta de los frutos por parte de animales, en cuyo tracto digestivo se desgasta la pared del
endocarpo, lo que favorece la germinacion de las semillas (Halevy, 1974; Winer, 1983). Esto
hace suponer que en mistol probablemente ocurra lo mismo, ya que sus frutos tienen dispersion
zoocora (Abraham de Noir et al., 2002).

En condiciones de laboratorio, la dormicién fisica puede eliminarse o reducirse mediante la
escarificacion, cuya finalidad es ablandar, perforar, rasgar o abrir la cubierta responsable de
dicha dormicién (Bonner, 1984). Estos tratamientos pregerminativos se clasifican, de acuerdo al
medio o instrumento utilizado, en escarificacion fisica, acida y himeda (Bonner et al., 1974).

La remocién completa del endocarpo lefioso, favorece la germinacion tanto en Ziziphus lotus
Lam. (Casini y Salvadori, 1980), Ziziphus jujuba Mill. (Kim y Kim, 1983) como en Ziziphus
mauritiana Lam., donde tal tratamiento incrementa significativamente la velocidad (Bajwa et
al.,1972) y el porcentaje de germinacion (Grice, 1996; Mankar et al., 1997; Gueye et al.,1998).

La escarificacion &acida también permite romper la dormicién producida por endocarpos
impermeables. En tal sentido, la germinacion se favorece cuando los endocarpos de Ziziphus
lotus Lam. y Ziziphus mauritiana Lam. se incuban en excremento de vaca durante 10 dias
(FAO, 1988) o se recolectan a partir de excrementos de varias especies (Grice, 1996; Gueye et
al., 1998). Lo mismo ocurre cuando los endocarpos son tratados con SO4H, (Goor y Barney,
1968; Singhrot y Makhija, 1979; Casini y Salvadori, 1980).

Asimismo, la escarificaciébn humeda mediante la imbibicion de endocarpos favorece la
germinacion de las semillas en distintas especies de Ziziphus. Cabe mencionar que la imbibicion
de endocarpos de Z. abyssinica Hochst. ex A. Rich y Z. mauritiana Lam. en agua caliente (Prins
y Maghembe, 1994) y en agua fria o templada durante 48 h y su posterior estratificacion en
arena himeda (Kajal, 1983) mejoran sensiblemente la germinacion, lo que también se observa
en Z. jujuba Mill (FAO, 1956; Bonner y Rudolf, 1974). En Z. spina-christi Willd, se obtienen
buenos resultados mediante el tratamiento de endocarpos con agua caliente a una temperatura
inicial de 90 °C y enfriado posterior a 20 °C (Kisou et al., 1983) o con imbibicion en agua entre
21 °C y 37 °C durante dos dias (Bonner y Rudolf, 1974). En Z lotus Lam., la germinacién se
promueve por medio de estratificacion en arena himeda a 5 °C durante 60-90 dias (Goor y
Barney, 1968).
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En virtud de los antecedentes expuestos, el objetivo de este trabajo fue seleccionar los
tratamientos pregerminativos para superar la dormicién fisica impuesta por endocarpos
impermeables en Z. mistol.

2. MATERIAL Y METODOS

Se emplearon drupas maduras de mistol, provenientes de dos arboles, ubicados en el
Departamento Cruz del Eje (situado entre 29° 55’ y 31° 25’de Latitud S y entre los 64° 25’ y 65°
50’de Longitud Oy altitud de 500 msnm), Pcia. de Cérdoba, Argentina, cosechadas del suelo en
el mes de febrero de 2001. Las drupas se maceraron en agua durante 8 h y se despulparon
(Bonner y Rudolf, 1974), obteniéndose endocarpos limpios, los que contenian en sus léculos
una o dos semillas viables.

Se realizaron distintos tratamientos de escarificacion (fisica, &cida y himeda) para la ruptura
de la dormicion de endocarpos. El efecto de la escarificaciéon acida se evalué también en
endocarpos obtenidos a partir de heces de burro en el mismo predio de recoleccion. La
efectividad de los tratamientos se evalud luego mediante los ensayos de germinacion de semillas
y de endocarpos.

Escarificacidn fisica
Remocidn completa de endocarpos

La remocién completa se realiz6 en endocarpos provenientes de dos arboles mediante una
pinza “pelacables”, ejerciendo una suave presion sobre sus extremos distal y proximal tratando
de evitar dafio en las semillas. Las semillas sanas se seleccionaron bajo lupa y se colocaron en
condiciones de germinacion (ver Germinacion de semillas).

Desgaste manual del tejido de la zona basal externa de los endocarpos

El desgaste manual se realizé en la zona basal externa ya que, en ensayos preliminares se
observé que la emergencia de la radicula durante la germinacion de endocarpos, se produce a
través de poros germinativos presentes en dicha zona. Se realizaron dos niveles de desgaste con
bisturi y bajo lupa. El desgaste menor permiti6 eliminar una excrecencia blanquecina que cubria
externamente los poros y el desgaste mayor destapd ademas el tejido interno que obturaba a
modo de tapdén al menos un poro. Posterior a dichos tratamientos, los endocarpos tratados se
colocaron a germinar (Ver germinacién de endocarpos).

Escarificacion acida

Endocarpos extraidos a partir de excrementos de burro

Los endocarpos obtenidos a partir de excrementos de burro, se lavaron, secaron y colocaron
en condiciones de germinacion

Tratamiento de endocarpos con SO4H, concentrado

Los endocarpos provenientes de dos arboles se sumergieron en SO4H, concentrado durante
tiempos crecientes de 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14 h. Luego de los tiempos indicados, se lavaron
durante 10 minutos en agua corriente, para eliminar los restos del &cido y se colocaron a
germinar.
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Escarificacion hiumeda
Remojo en agua corriente

Los endocarpos se colocaron en un recipiente con agua (20 °C + 3 °C), durante 8 dias, con
renovacion periddica del agua y posteriomente se pusieron a germinar.

Estratificacion fria en arena himeda

Los endocarpos se colocaron en recipientes con arena himeda y se llevaron a heladera a 5 °C
durante 76 dias. Después de ese tiempo, el material se llevé a condiciones de germinacion.

Inmersién en Agua Caliente

Se realizaron los siguientes tratamientos:

- El agua se calent6 hasta los 80 °C, luego se incorporaron los endocarpos y se los dejo en
inmersion hasta que el agua se enfri6 a 20 °C.

- El agua se calent6 hasta su ebullicién, se incorporaron los endocarpos y se los dejo en
inmersion hasta que el agua se enfrié a 20 °C.

- Los endocarpos se mantuvieron en agua en ebullicion durante % horay 1 hora
respectivamente.

Luego de los tratamientos arriba descriptos, los endocarpos se colocaron a germinar.

Germinacion de las semillas

Se colocaron a germinar 4 repeticiones de 25 semillas cada una, en bandejas plasticas
envueltas en bolsas de nylon, sobre una toalla (dos capas) de sustrato papel de germinacion,
humedecido con agua destilada y en camara regulada a temperatura constante de 25 °C, con
fotoperiodo de 16 h de oscuridad y 8 h de luz. El porcentaje de germinacion, se evalué como
porcentaje de plantulas normales (ISTA, 2003) y se determind a los 12 dias a partir de la
siembra (Araoz, 2005). Las condiciones del ensayo de germinacién de semillas y la
caracterizacion de las plantulas normales del mistol se realizé de acuerdo a Araoz et al. (2004 a)
y Ardoz ( 2005).

Germinacion de endocarpos

Se pusieron a germinar 4 repeticiones de 25 endocarpos cada una en las mismas condiciones
descriptas para germinacion de semillas. Respecto al sustrato empleado, los endocarpos con
desgaste de la zona basal externa se sembraron entre papel con la técnica de rollos (ISTA,
2003). Este sustrato se utilizd para facilitar las observaciones y realizar un seguimiento
periédico y comparativo de la germinacion entre los distintos grados de desgaste. Los
endocarpos con tratamientos de escarificacion acida y humeda se colocaron a germinar en
bandejas de plastico con sustrato arena envueltas en bolsas de nylon.

Cuando emergieron dos plantulas a partir de un endocarpo, lo que indica que germinaron las
dos semillas contenidas en el mismo, se cuantificé una sola plantula siempre gque ésta reuniera
las condiciones de normal (Araoz, 2005).

Los registros de la germinacion de endocarpos con desgaste manual se realizaron desde la
aparicion de las primeras plantulas en el dia 16 desde la siembra hasta el dia 54, a partir del cual
no se verificaron mas emergencias de plantulas. La evaluacion de la germinacién de endocarpos
tratados con &cido sulfurico y recogidos de los excrementos de burro se realizé el dia 54 desde
la siembra.

En los tratamientos de escarificacion con &cido sulfdrico se determind, ademas, la velocidad
de germinacion evaluada como Tiempo Medio de Germinacion (TMG), calculado segln
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Bewley y Black (1994) utilizando la siguiente ecuacion: TMG = > (t x n)/ X n; donde t =
tiempo en dias a partir de la siembra y “n” es el nimero de plantulas normales en el dia “t”

Disefio y andlisis estadistico

A continuacién se detallan los disefios estadisticos utilizados para cada tratamiento:

Tratamientos Disefio estadistico

Escarificacion en tubo digestivo de burro Disefio completamente aleatorizado

Se realizé un andlisis de la varianza y una estimacion de diferencia entre medias mediante la
prueba de Fisher a un nivel de 5 % de significancia. Se uso la transformacion arco seno de la
raiz cuadrada de la proporcidn para la variable Porcentaje de germinacion.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El ensayo de germinacion de semillas obtenidas por medio de la remocion completa de
endocarpos mostrd resultados similares en los dos arboles evaluados (79% de plantulas
normales, 6% de plantulas anormales y 15% de semillas muertas en el arbol 1 y 76% de
plantulas normales, 10 % de plantulas anormales y 14 % de semillas muertas en el arbol 2), La
ausencia de semillas frescas indica que no existen problemas de dormicién en las semillas; en
contraste con estos valores, la germinacion de las semillas contenidas en los endocarpos intactos
fue nula (Tabla 1). Estos resultados muestran claramente que el endocarpo es el responsable de
la dormicién en Z. mistol Gris, actuando como barrera fisica para la germinacion, en
coincidencia con lo observado en otras especies del mismo género (Z. lotus Lam. (Casini y
Salvadori, 1980), Z. mauritiana Lam. (Bajwa et al., 1972; Grice, 1996; Mankar et al., 1997;
Gueye et al.,1998) y Z. jujuba Mill. (Kim y Kim, 1983)).

Tabla 1. Porcentaje de germinacion (% de plantulas normales) de semillas de
mistol evaluado a los 12 dias desde la siembra con remocién completa de
endocarpos y sin remocién

Porcentaje de germinacion (PG)

Con remocién completa Sin remocién de
de endocarpo endocarpo
Arbol 1 79 a 0
Arbol 2 76 a 0

Respecto al porcentaje de germinacion de endocarpos con distintos grados de desgaste
manual en su zona basal externa, los resultados muestran diferencias estadisticamente
significativas (p=0,0001) entre los tratamientos (Fig. 1). La escarificacion de la zona basal del
endocarpo permite que las semillas germinen y que a partir del dia 16 desde la siembra las
plantulas emerjan a través de los poros del mismo. Tanto la velocidad como el porcentaje de
germinacion de endocarpos se incrementa con el grado de desgaste. Estos resultados confirman
que en la zona basal estaria localizada la barrera fisica que produce la dormicién impuesta por el
endocarpo en Z. mistol Gris., impidiendo la entrada de agua y gases necesarios para iniciar el
proceso germinativo. Dicha barrera estaria formada por el tejido de la zona basal externa o
excrecencia de color blanquecina arriba mencionada, y por el tejido que tapona los poros. El
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tratamiento de menor desgaste elimina la excrecencia y el de mayor desgaste, destapa al menos
un poro (Fig. 2). El hecho de que este ultimo tratamiento aumente considerablemente la
germinacion de endocarpos, indica que ambas estructuras intervienen en el mecanismo de
dormicién fisica de esta especie. Cabe sefialar, que los endocarpos con mayor desgaste
presentan porcentajes de germinacién similares a los obtenidos con la remocién completa (Tabla
1). Sin embargo, las semillas libres de endocarpo alcanzan dichos Porcentajes en 12 dias (Tabla
1), mientras que la presencia del endocarpo dosifica la entrada de agua y oxigeno, por lo que la
germinacion es despareja y alcanza su valor maximo, recién a los 55 dias (Fig.1).
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Fig. 1. Porcentaje de germinacion de endocarpos de Ziziphus mistol
previamente escarificados con distintos grados de desgaste en su zona basal
externa

Fig. 2. Endocarpos de mistol intacto y con dos grados diferentes de desgaste manual en su zona basal
externa. Poro obturado (PO), Poro abierto (PA).
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La Fig. 3 muestra el desgaste producido en la zona basal de los endocarpos sometidos al
tratamiento de escarificacion por inmersién en acido sulfirico concentrado. En dicha zona se
observa la pérdida de la excrecencia blanquecina quedando expuestos los poros antes
mencionados. Los porcentajes (PG) y la velocidad de germinacién (TMG) de semillas
provenientes de endocarpos de distintos arboles y con distintos tiempos de inmersion en acido
sulfdrico se muestran en las Fig. 4 y 5. Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
(p = 0,011) entre los distintos tiempos de inmersion de los endocarpos en el acido y no se
observé interaccion ni diferencias entre arboles. El tiempo éptimo de inmersion previa de
endocarpos en sulfarico fue de 8 h en el arbol 1 donde se observa el mayor porcentaje y
velocidad de germinacion (Fig. 4), y de 6 y 8 h en el &rbol 2 donde se incrementa la velocidad y
el porcentaje de germinacion respectivamente (Fig. 5). Con menores y mayores tiempos de
inmersion respecto al éptimo los valores de germinacién y velocidad disminuyen ya que pocas
horas no serian suficientes para eliminar la barrera fisica arriba descripta. Por su parte, en un
namero de horas superior al 6ptimo, el sulfurico entraria libremente al interior del endocarpo
provocando dafios en las semillas. La efectividad del tratamiento &cido de endocarpos para
incrementar la germinacion en Z. mistol Gris. coincide con los resultados obtenidos en Ziziphus
lotus Lam. (Goor y Barney, 1968; Casini y Salvadori, 1980) y Z. mauritiana Lam. (Singhrot y
Makhija, 1979).

Fig. 3. Endocarpos de mistol intacto (izquierdo) y con desgaste producido por la accién de &cido
sulfarico concentrado (derecho).
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Fig. 4. Porcentaje de germinacion (% Plantulas normales) a los 54 dias desde la siembra y
Velocidad de germinacién (TMG) de endocarpos provenientes del arbol 1 de Ziziphus
mistol con pretratamientos con SO4H, concentrado.

100- -60
[ pe
B ™G
80 48
S
8
© 604 136
£ o
2 =
& 40 L 24
2
C
©
& 20 W L12
O =I= T T T T T T T O
0 2 4 6 10 12 14

8
Sulfarico (h)

Fig. 5. Porcentaje de germinacion (% de Plantulas normales) a los 54 dias desde la siembra
y Velocidad de germinacion (TMG) de endocarpos provenientes del arbol 2 de Ziziphus
mistol con pretratamientos con SO4H, concentrado.

El Porcentaje de germinacion de endocarpos recogidos entre excrementos de burro fue de un
19 % a los 57 dias de la siembra. Comparando este resultado con los endocarpos sin ningdn
tratamiento donde la germinacion es nula, se confirma que la escarificacion &cida de endocarpos
producida al atravesar el tubo digestivo de animales permite su germinacion, de acuerdo a lo
descripto por Halevy (1974) y Winer (1983). Similares resultados fueron obtenidos por Grice
(1996) y Gueye et al. (1998) en Z. mauritiana Lam. y por FAO (1988) en Z. lotus Lam.

Con respecto a la escarificacion humeda, los diversos tratamientos utilizados (remojo en
agua, estratificacion fria en arena himeda e inmersién en agua caliente) no influyeron en la
germinacion de endocarpos de Z. mistol Gris. ya que en todos los casos los valores de
germinacion no difirieron del control y fueron nulos a los 55 dias desde la siembra. Sin
embargo, en otras especies del mismo género (Z. lotus Lam., Z. jujuba Mill, Z. mauritiana
Lam., Z. spina-christi Willd. y Z. abyssinica Hotchst. ex A.Rich) los diversos tratamientos de
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escarificacion himeda de endocarpos favorecieron su germinacion (FAO, 1956; Goor y Barney,
1968; Bonner y Rudolf, 1974; Kajal, 1983; Kisou et al., 1983; Prins y Maghembe, 1994). Estos
resultados contrastantes respecto a otras especies del género Ziziphus, podrian relacionarse con
diferente morfologia, composicion quimica, espesor y/o permeabilidad de los endocarpos.
Dichos caracteres pueden variar dentro de una misma especie, lo que determina diferencias en la
efectividad de los tratamientos de ruptura de la dormicién fisica, tal como se observd en
distintas especies del género Rhus (Anacardiacea) (Xiaojie et al.,1999).

4. CONCLUSIONES

Se concluye que la dormicion fisica impuesta por el endocarpo lefioso puede ser superada
por tratamientos pregerminativos de escarificacion. La remocion completa es el método dptimo,
resultando también adecuados el desgaste manual de la zona basal y la inmersion en acido
sulfdrico. Estos tratamientos desgastan la excrecencia blanquecina que cubre los poros de la
zona basal de los endocarpos y el tejido que obtura los mismos. Por su parte, la escarificacion
himeda no tiene ningun efecto.
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