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RESUMEN
La especie Cercis canadensis L. conocida comunmente como duraznillo, es un arbol

caducifolio que crece ampliamente y florece en primavera con flores de color rosa,
sus frutos son legumbres o vainas de color café oscuro. Se distribuye
geograficamente desde el norte y centro de los Estados Unidos de Norteamérica
hasta el este de México, en donde se ubica en las zonas templadas de la Sierra
Madre Oriental como en los estados de Tamaulipas, Nuevo Ledn, Coahuila, San
Luis Potosi, Querétaro, Hidalgo y Puebla. Al ser una especie establecida en el area
geografica del Desierto Chihuahuense su propagaciéon ex situ, favorece el
incremento de individuos sin dafar las poblaciones naturales in situ, ademas, el
duraznillo, se considera potencial para fines de reforestacion e introduccion en areas
urbanas, por lo que, el objetivo de este trabajo fue germinar semillas de C.
canadensis L. utilizando diferentes protocolos para romper la latencia, desarrollar
plantulas y el posterior establecimiento de las mismas en viveros. Previo al ensayo
de germinacion, las semillas de C. canadensis L. se almacenaron en frio (2° C) por
57 dias, posteriormente se separaron en tres grupos, las semillas de dos grupos se
sumergieron en agua con dos diferentes temperaturas (80 ° C y 25° C) seguido de
un remojo en agua a 25° C por 24 h, el tercer grupo, denominado testigo, no recibié
ningun tratamiento de hidratacion previa. Se realizaron tres repeticiones de cada
tratamiento, en cada uno se sembraron cincuenta semillas en medios MS de cultivo
in vitro y en sustrato de peat moss:agrolita:vermiculita, y se registré el nimero de
semillas germinadas, asi como porcentaje de contaminacién para el cultivo in vitro.
Las semillas que presentaron un mayor porcentaje de germinacion fueron las
sembradas en el sustrato y las que recibieron el tratamiento pregerminativo de
choque térmico a 80° C. Por lo anterior, podemos concluir que para la germinacién
de las semillas de C. canadensis L. es necesario aplicar un tratamiento
pregerminativo de choque térmico y es necesario romper la latencia para estimular

la germinacion.

Palabras clave: germinacion, in vitro, latencia, tratamiento pregerminativo, Cercis

canadensis.



1. INTRODUCCION
En los ultimos afos, se ha demostrado que las especies forestales introducidas, no

son la mejor alternativa para programas de arbolado en las ciudades o reforestacion
de &reas naturales, por el contrario, identificar a las especies nativas como plantas
gue pueden tener una mejor adaptacion al medio, desarrollarse y proveer una

opcion viable para los programas mencionados, es actualmente una tendencia.

En el estado de Coahuila, especificamente la Sierra de Zapalinamé, se encuentra
registrada como un area protegida, distinguiéndose por su diversidad y alto nimero
de especies endémicas, también es un espacio que abastece de recursos a los
pobladores que habitan en sus cercanias pues colectan plantas con fines
alimenticios, medicinales, forestales o bien utilizan espacios de la Sierra para

desarrollar actividades agricolas y ganaderas (Encina-Dominguez et al., 2007).

Por lo anterior, se puede vincular el conocimiento generado sobre la diversidad de
las especies vegetales nativas en Coahuila con su potencial para ser incluidas en
los programas de reforestacion, aunque antes de seleccionarlas, es necesario
conocer aspectos sobre su biologia, germinacion de semillas y desarrollo vegetativo

bajo condiciones ex situ.

Cercis canadensis L es una especie nativa del Este de América y es considerada
como un componente esencial en el ecosistema y para la reforestacion de
sotobosque, en la literatura la informacion acerca de su biologia, incluidos aspectos
de su germinaciéon son limitados, por lo tanto, el presente trabajo contribuye de
manera puntual en proporcionar informacion clave para la propagacion de la especie

a través de semillas y su desarrollo inicial en vivero.

La presente investigacion de manera escrita, se organiza en apartados que de
manera general se describen a continuacién, en primer lugar se establece el objetivo
general planteando el desarrollo de un protocolo para obtener la respuesta de
germinacion de la especie en estudio, los objetivos especificos hacen referencia a
las actividades puntuales para la desinfeccién de semillas, establecimiento de los
tratamientos pregerminativos, siembra de semillas en dos diferentes sustratos y el

desarrollo de las plantulas obtenidas previamente.
1



Como justificacion, se establece que es necesario reconocer que, la generacion de
mayor conocimiento sobre esta especie puede aportar herramientas para la
produccion de especies con fines de reforestacion, asi como para la conservacion
del germoplasma, debido a la multiplicacidon de la especie a través de semillas. La
revision bibliografica permitié identificar que la biologia y taxonomia descrita para
C. canadensis L. es suficiente, sin embargo aspectos como la germinacion son un
area de oportunidad para la investigacion como la que se desarrolla en el presente

trabajo.

Posteriormente se describio la metodologia de trabajo asi como los materiales que
se utilizaron para los tratamientos pregerminativos y el cultivo de semillas bajo
condiciones in vitro y ex vitro; los resultados mas contundentes fueron que, el mayor
porcentaje de germinacion se obtuvo en el tratamiento denominado R80 tanto en
cultivo in vitro como en sustrato, pero en la ultima condicion aun fue mayor (59%).
Para finalizar se concluye con resaltar la importancia en la aplicacion de
tratamientos germinativos para romper la latencia de las semillas y se promueva la

germinacion.



2. JUSTIFICACION

La proteccion a la biodiversidad, en términos de vegetacion local, es una tarea que
obliga a diferentes actores de la poblacién. En particular, los agrobidlogos, juegan
un papel clave en desarrollo de proyectos y disefio de estrategias que contribuyan

a la conservacion de especies vegetales nativas.

El presente trabajo desarrollado por una futura ingeniera en Agrobiologia, se centra
en reconocer a la especie Cercis canadensis L. como elemento de las poblaciones
naturales de vegetacion establecidas en la Sierra de Zapalinamé, ademas de

contribuir en la generacién de conocimiento respecto a su reproduccion,

Ademas, este proyecto surgid en colaboracion con los guardaparques de
PROFAUNA, quienes observaron que en la propagacion de la especie en estudio
se tenian muy bajas tasas de germinacion y solicitaron el apoyo para el desarrollo
de un protocolo que aumentara o asegurara dicha respuesta, por lo tanto se decidio
proponer un ensayo para la aplicacion de tratamientos pregerminativos que
favorecieran el rompimiento de latencia, aunado al analisis de la germinacion de
semillas en condiciones in y ex vitro y el establecimiento de plantulas en condiciones

ex situ.

Por lo anterior, es importante resaltar que la propagacion de la especie a través de
semillas es una forma de mantener la variabilidad genética y si fuese el caso, al
reintroducir las plantas obtenidas en su habitat natural, se mantendria el equilibrio
genético, la respuesta efectiva a depredadores (herbivoros) asi como evitar erosion

genética de sus poblaciones.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Establecer una estrategia de conservacion ex situ para la especie de Cercis
canadensis L. ubicada en la Sierra de Zapalinamé, utilizando la técnica de cultivo in

vitro de tejidos vegetales.

3.2 Objetivos especificos

e Establecer un protocolo de desinfeccidn para las semillas de Cercis canadensis
L. que seran establecidas en el cultivo in vitro y sustrato.

e Establecer un protocolo pregerminativo para la promocion de la germinacion de
semillas de la especie en estudio.

e Establecer plantulas en el vivero para su posterior uso con fines de

reforestacion.



4. HIPOTESIS

El uso de tratamientos pregerminativos, en especifico, el choque térmico (frio-calor-
remojo en agua) es necesario para romper la latencia en semillas de Cercis
canadensis L. y posteriormente se dé paso al proceso de germinacion bajo

condiciones controladas in vitro y ex vitro.



5. REVISION DE LITERATURA

5.1 Aspectos generales de las categorias taxondémicas de la Clase
Magnoliopsida y Familia Fabaceae

Desde hace millones de afos atras, las plantas que desarrollan estructuras florales,
denominadas Angiospermas (o Magnoliophyta), han implementado una gran
variedad ecoldgica y taxonomica, en particular para la flora de México se han
registrado 53 érdenes, 247 familias, 2685 géneros, y 21 841 especies. Esta clase
ha sido una de las que dominan el ecosistema y es uno de los grupos mas
diversificados que cualquier otro, se distingue por la presencia de tejidos de
conduccion en su estructura interna asi como por la formacién de semillas, que para
el grupo de las dicotiledoneas se caracteriza por tener dos cotiledones en sus
semillas y un cotiledén en las monocotiledoneas. Actualmente se considera un
namero aproximado de 250,000 especies y uno de los grupos mas amplios que

existen en nuestro planeta (SAS, 2008).

En el territorio mexicano se cuenta con un patrimonio forestal extenso y es uno de
los paises con mayor biodiversidad, especies forestales como los pinos tienen un
alto porcentaje de representatividad, seguido de los magueyes, cactaceas y
encinos como en ningdn otro pais. Recientemente, se ha considerado que nuestro
pais ocupa el quinto lugar a nivel mundial en cuanto a la riqueza de diversidad, el
clima y el relieve montafioso son factores fundamentales que dan como resultado
dicha condicién, la complejidad fisiografica de geologia y clima dan lugar a especies
de origen tropical en condiciones variadas dirigiéndose hacia el sur y al norte
especies nearticas, al paso del tiempo se han registrado ampliamente grupos
taxondmicos en las zonas continentales, oceanicas y costeras a base de su

topografia y su ubicacién (Rout, 2005).

De la diversidad anteriormente descrita, las especies que pertenecen a la familia
botanica Fabaceae, poseen una gran variada de formas biolégicas, es el segundo
grupo de plantas mas diverso en México y se encuentran ampliamente distribuidas

en todo el territorio nacional (Castillon et al., 2004) dentro de esta familia ubicamos



a la especie Cercis canadensis L. la cual esta distribuida a través desde las zonas
calidas del norte de América, en especifico en la costa este de los Estados Unidos,
Nebraska, Texas y al sur de Estados Unidos, hasta el noreste de México. En estos
lugares se reconocen cuatro especies (Cercis canadensis L., C. occidentalis, C.
chinensis y C. siliqguastrum) y en México es donde se localiza Cercis canadensis L.
(Fritsch et al., 2009).

Las leguminosas o legumbres son un componente esencial de los ecosistemas ya
gue cuentan con una gran capacidad para fijar el nitrégeno atmosférico, tienen un
papel importante en aseguramiento de la nutricién, ya que proveen una fuente rica
en proteinas y tiene una resistencia a los cambios climaticos (Garduza-Acosta et
al., 2019).

5.2 Descripcion taxondémica de la especie Cercis canadenisis L.
De acuerdo con la Comision Nacional para el Conocimiento y uso de la

Biodiversidad (CONABIO, 2019) la clasificacibn taxonémica de la planta

denominada “duraznillo” es la siguiente:
Plantas Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Fabale

Familia: Fabaceae

Subfamilia: Cercidoideae

Geénero: Cercis

Especie: canadensis L.



5.3 Caracteristicas botanicas Cercis canadensis L.
La especie de Cercis canadensis L. es un pequefio arbol de ornato que exhibe una

diversidad morfologica considerable, incluida la variacion de las plantas en tamafio

de area vegetativa, asi como los colores de flores y hojas (Roberts et al., 2015).

Es una especie nativa del este de América y se encuentra distribuida en la zona
norte y centro de los Estados Unidos de Norteamérica hasta el este de México, en
territorio mexicano se ubica en las zonas templadas de la Sierra Madre Oriental
como en los estados de Tamaulipas, Nuevo Ledn, Coahuila, San Luis Potosi,
Querétaro, Hidalgo y Puebla. Presenta flores de colores llamativos, principalmente
las estaciones primavera y verano. El arbol por lo general crece 20 m. de alto y se
extiende de 10 a 15m de ancho, tiene una corona de forma redonda con contorno
irregular y su crecimiento puede ser rapido (Sierra et al., 2014). Se sabe que
numerosos grupos de plantas se distribuyen discontinuamente entre dos o mas de

las regiones templadas mesdfitas boscosas del Norte (Davis et al., 2002).

Las poblaciones de Cercis canadensis L. exhiben una extensa variacion en la forma
de la hoja y color de sus flores, las plantas superiores tienen una serie de
caracteristicas deseables (figura 1) que incluyen hojas brillantes con margenes
ondulados, colores florales mas oscuros y resistencia a algunos insectos de

alimentacion foliar (Mackay et al.,1995).

Figura 1. Imagen representativa del arbol, hojas, flores y frutos de Cercis canadensis L. (Tomada
de Robert O’Brien)



De acuerdo con la descripcion de Aguilar-Alcantara et al. (2014) las hojas de C.
canadensis son de color verde, conforme maduran su color se vuelve verde oscuro
y en las estaciones de otofio presentan un color amarillo y brillante, asi como sus
ramas varian sus colores como rojizos, castafios, marrén y negro, otra caracteristica

es su tallo en forma de zigzag.

La semilla, considerada como 6rgano reproductivo, en las leguminosas presenta
una variacion en el color, pueden ser canela claro, marron oscuro y se compone de
pequefias células de paredes gruesas (Afanasiev, 1994). En especifico para C.
canadensis, sus frutos se distinguen por ser vainas alargadas y delgadas de color
café oscuro por lo que adentro contiene la semilla, ésta presenta una cubierta muy
delgada con una cantidad considerable de tejido, cuando llega al punto de madurez

su embrién se encuentra ya desarrollado (Aguilar-Alcantara et al. 2014).

5.4 Aprovechamiento cultural de Cercis canadensis L.
De afios atras se ha reconocido la gran importancia de conservar la variedad de los

ecosistemas forestales, el comportamiento ecoldgico se basa en el conjunto de
estrategias de produccion, cabe desatacar que a partir del conocimiento del sitio en
el que se desarrolla y permanece una especie es posible inferir si se trata de una
especie arbdrea asi como la informacion de su ecologia y adaptacion dentro de un
area determinada, los elementos para obtener un indice de valor ecoldgico, incluyen
los elementos ambientales fisicos y bibticos a través valores relativos de

abundancia, dominancia y frecuencia (Rivas et al., 2002).

El uso etnobotéanico de Cercis canadensis L. data desde las primeras formas de vida
de los pueblos americanos, quienes aprovecharon sus flores como alimentos
(crudas o hervidas) asi como las semillas de las vainas que las consumian tostadas,
se ha documentado que en algunas poblaciones mas al sur usaron como
condimento las ramas verdes. Existen reportes de los metabolitos secundarios
producidos en las flores de Cercis canadensis L. destacando las antocianinas, en
las semillas verdes se identificé la produccion de proantocianidinas y acidos
linoleicos, alfa-linoleico, oleico y palmitico. Sus habitos de crecimiento se describen

como una especie tolerante a pleno sol en la parte norte de su rango, pero se



beneficia de sombra en las zonas del sur, particularmente en el medio oeste, donde
los veranos son calurosos. Este arbol es adecuado y atractivo para sotobosque o
plantacién de ejemplares, el habito de baja ramificacion lo hace ideal para la siembra
de espécimen. EIl mejor crecimiento ocurre en un suelo ligero, rico y humedo se
adapta bien a una variedad de suelos, incluyendo arena, arcilla o alcalina. Los
arboles se ven mejor cuando reciben riego en los periodos secos de verano,
especialmente si el arbol se planta en un area donde las raices estan confinadas
(Edward et al., 1993).

El medio ambiente se ha ido deteriorando por la explotacién exhaustiva del hombre,
pero también se ha visto afectado por factores bioticos y abiéticos que contribuyen
a la degradacion de este, algunos de los factores son incendios forestales, plagas,
enfermedades y fendmenos naturales, sin dejar atras las actividades
antropogénicas, para avivar la reforestacion en los medios rurales y urbanos se
debe implementar cultivos de especies nativas y endémicas para su rapida
adaptacion al medio natural y lograr una proliferacion efectiva y rapido progreso en
el restablecimiento, de esta manera seguir aprovechando los diferentes servicios

gue ofrecen los ecosistemas naturales (Moreno-Casasola et al., 2015).

5.5 Tratamientos pregerminativo

Se denominan tratamientos pregerminativos a los procedimientos aplicados a las
semillas para romper la latencia, ya que las condiciones metabdlicas en que se
encuentran, limitan la respuesta de germinacién, aunado a la relacién que hay con
los factores ambientes adecuados como temperatura, humedad relativa,
intercambio de gases (C02/02).

Existen diversos métodos pregerminativos, los mas frecuentes reportados por
Patifio et al. (1983) son clasificados de acuerdo al tipo de rompimiento de latencia,
considerando los siguientes, a) estratificacién, procedimiento para romper la
latencia fisiologica y se basa en colocar las semillas ya sean en condiciones de frio

o calor intentando dar condiciones semejantes a invierno, b) escarificacion, es un

10



procedimiento que altere, ablande o fragmente las cubiertas de las semillas y estas
puedan ser penetrables al agua y a los gases, c) lixiviacion, es el remojo de las
semillas en agua corriente a fin de remover las moléculas que se encuentran en la
cubierta o bien ablandar la testa, d) Fitohormonas y otros estimulantes quimicos
como los son el nitrato de potasio, tiourea, etileno y &cido giberélico, son
compuestos que ayudan a la estimulacion de la germinacion, e) flotacion se basa
en la divisién de semillas vacias (sin embrion) de las semillas llenas, en este paso
se debe colocar las semillas en un vaso con agua durante 24 horas y este da a
conocer que la semillas vacia son las que flotan en la superficie, ademas la
hidratacion prolongada, ablanda las testas de las semillas y las que se sumergen
son las llenas, en donde se favorecio la entrada de agua al tejido del endospermo

para activar las enzimas hidroliticas.

Ruiz-Carranza et al., (2024) Hacen mencion en su investigacion donde evaluaron
tratamientos pregerminativo tanto quimicos como fisicos aplicados a cinco especies
de la familia Fabaceae (Havardia pallens, Parkinsonia aculeata, Prosopis laevigata,
Vachellia farnesiana, Ebenopsis ebano) donde destaca que en la mayoria de las
especies funcionaron con tratamientos de escarificacién con acido sulfurico durante
25 minutos y con este se obtuvo un porcentaje del 91% de germinacion entre los 4

y 6 dias después de la siembra.

Con este estudio se sustenta que podemos aplicar tratamientos pregerminativo a
las semillas de la especie Cercis canadensis L. esperando que se rompa la latencia

y se promueva la germinacion.

5.6 Latencia de semillas
La latencia, es considerada como la incapacidad que tiene una semilla de germinar,

aun cuando las condiciones sean favorables o la semilla este intacta. Para que una
semilla germine se requiere de ambientes con temperatura, humedad vy
concentracion de gases adecuados, sin embargo si aun bajo esas condiciones no
germina, se considera la latencia como un problema para poder germinar plantulas
en viveros, ya que su funcién de la latencia es hacer limitar que la semilla germinen

en el momento que la planta madre las distribuye en al momento de caer.
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Se cuenta con un amplio rango de intensidades de latencia como puede ser la
latencia absoluta; donde se considera que las semillas logran germinar a un rango
de circunstancias ambientales o hasta considerar que las semillas no presentan

latencia y pueden germinar en las condiciones que se encuentran.

La latencia puede ser manipulada por factores como temperatura, humedad y el
ambiente gaseoso y dependiendo del grado de latencia aumentara o disminuira su
posterior germinacion o puede ser eliminada por escarificacion térmica, quimica o

mecanica (Halliday y Nakao, 1984).

En las semillas se pueden apreciar embriones rudimentarios o inmaduros debido a
la latencia que determina la dormicion y hacen que las semillas tarden en procesar
sus condiciones en las que se encuentren y posteriormente estas germinen (Doria,
2010).

5.7 Fundamento de la técnica de cultivo in vitro de tejidos vegetales
Se define un medio de cultivo a la formulacion de sales inorganicas y compuestos

organicos que se requieren para la nutricibn y manipulacion de cultivos vegetales

bajo condiciones in vitro.

El primer intento de cultivar células vegetales in vitro fue hace casi un siglo, el cultivo
aséptico de células, tejidos, 6rganos y sus componentes en condiciones fisicas y
guimicas in vitro, se ha convertido en una herramienta importante tanto en ciencias

basicas y aplicadas, asi como en aplicaciones comerciales (Chandra et al., 2013).

El medio de cultivo requiere una composicidn especifica a las necesidades
nutrimentales de las plantas y al manejo de los cultivos. Un medio de cultivo esta
formulado entre 6 y 40 compuestos, son compuestos que proveen una fuente de
sustancias vitaminas, nutrimentos minerales, carbono, sustancias reguladoras de
crecimiento y agente gelificante, la incubacion las cuales favorecen la germinacién
u otros procesos de propagacion vegetativa. La incubacion de los cultivos puede ser
manipulado minimo la temperatura, fotoperiodo, humedad atmosférica calidad e

intensidad de luz e higiene. Las condiciones en las que se llevan a cabo la
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incubacion son por medio de incubadoras de germinacién o cuartos adaptados (frio-

calor) con buenay circulacion uniforme de aire en el interior (Echenique et al., 2004).

Un aspecto importante de los cultivos in vitro, es la incubacién, en la cual es
necesario su resguardo en cuartos o camaras de crecimiento que cumplen con
diversas caracteristicas una de ellas es la luz artificial, temperatura promedio de
25°C, a una luminosidad de 25 a 35° umol/m2 con un fotoperiodo de 12 a 16 horas
de iluminacion. En el mercado encontramos una variedad de medios de cultivo, la
mayoria comparte minerales similares por ejemplo macro y micro elementos,
vitamina y sacarosa, en los diferentes tipos de cultivo existe una variedad de la
composicién del medio ya que estos dependeran de la especie vegetal y del tipo de
cultivo con el que se trabajara (Araujo et al., 2017).

En el cultivo in vitro la germinacién de semillas, propagacion vegetativa y los
meétodos de aclimatacion contribuyen a la produccion de plantulas, tanto para la
conservacion como para la translocacidon o proyectos de reintroduccién de
vegetales. Las técnicas de cultivo in vitro sirven para estudiar los habitos de
crecimiento de las plantas, asi como los factores ecologicos que influyen en su

crecimiento y desarrollo (Barney et al., 2007).

El cultivo in vitro en variedades de plantas se desarrolla en un recipiente de vidrio y
con un ambiente controlado, las caracteristicas para germinar las semillas u otros
tejidos, son esenciales, como lo es la asepsia (ausencia de gérmenes,) y el control
de los elementos que dirigen el desarrollo delo explante. En los dltimos afios el
avance por parte de la ciencias bioldgicas ha permitido el estudio preciso de las
especies tanto a nivel celular como molecular, y en situaciones de laboratorio es

posible el crecimiento y desarrollo de las especies (Castillo, 2017).

5.8 Cultivo in vitro de especies nativas
El cultivo in vitro se basa en la conservacion ex situ y se pueden utilizar métodos

basicos de cultivo de tejidos para propagar plantas en peligro de extincion cuando
las semillas o esquejes no son adecuados. La propagacion depende de varios

pasos, incluyendo iniciacion de cultivos libres de bacterias contaminantes y hongos,
13



establecimiento de brotes o embriogénicos, cultivos, enraizamiento de brotes o

crecimiento de embriones (Reed et al., 2011).

La propagacion in vitro podria ser una alternativa para resolver estos problemas y
para permitir la rapida multiplicacion de especies. La propagacion in vitro, via axilar
proliferacion de brotes restringe y permite la produccion continua de propagulos que
se ha destacado en la micropropagacion para Cercis canadensis L. a partir de
semillas (Rodriguez et al., 2004).

La germinacion in vitro de especies vegetales se enfoca en la modificacion de
ambientes naturales debido a que puede solucionar casos de inhibicién total de la
germinacion, otra de las ventajas es desarrollar el aumento del nimero de semillas
a germinar, disminuir el tiempo y momento de la germinacion. En especies de
importancia forestal es posible llevar a cabo la clonacion con los tejidos vegetales
utilizando ciertas partes de la especie como son semillas, raices, embriones, tallos,
hojas, frutos, anteras, microsporas, células, protoplastos, etc. El fin de la
germinacion es de obtener su propagacién masiva, su mejoramiento genético o
simplemente recuperarlos si se encuentran dentro de alguna categoria de riesgo
(Villasefior y Ortiz., 2014).

El medio que se ha utilizado en los trabajos de cultivo in vitro se denomina
Murashige-Skoog (MS) en referencia a los autores que lo elaboraron, de acuerdo a
su composicién nutricional tiene los elementos esenciales como sales minerales,
micronutrientes y macronutrientes requeridos para la germinacion y el desarrollo
de un sin nimero de especies vegetales, Rodriguez et al., (2004) mencionan que el
medio de cultivo MS cuenta con los requerimientos adecuados para una mayor
germinacion y una respuesta de los tejidos en menor tiempo permitiendo tener

resultados favorables para la especie, en este caso para Cercis canadensis L.

Minchala-Patifio et al., (2014) realizaron un experimento de germinacion in vitro de
Prosopis limensis, especie de la familia Fabaceae, determinando el porcentaje de
germinacion de semillas. Sus explantes (semillas) se seleccionando de los frutos
con mejores caracteristicas, por su forma, tamafo, peso y condicion fitosanitaria,

luego se retiraron las semillas, se almacenaron en frio a 10° C. Los autores
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propusieron una prueba de escarificacion por diferentes métodos como: fisico, con
agua caliente (50 — 70° C) con permanencia hasta alcanzar temperatura ambiente;
la escarificacion quimica con HCI 36,5% durante 5 min y el mecanico, con papel
abrasivo (lija), lijandolas en el extremo dorsal. Posteriormente colocaron conjuntos
de 50 semillas en frascos para su desinfestacion, en camara de flujo laminar. Las
semillas que sirvieron de testigo no fueron escarificadas. El proceso de desinfeccion
incluyé lavados con alcohol etilico 70% durante 1 min y cloro comercial (Clorox®
5.5% de hipoclorito de sodio) durante 15 min. Ambos desinfectantes se removieron
con tres enjuagues de agua destilada esterilizada con permanencia del agua
durante 1 min, utilizando el agua del Ultimo enjuague para la imbibicién durante 24
h. El medio de cultivo incluy6 las sales minerales MS suplementadas con las
vitaminas, sacarosa 2%, agar-agar 0,6% y acido giberélico Este medio de cultivo
fue vertido en frascos de vidrio de 10 cm de altura'y 5 cm de didmetro, cultivandose
tres semillas por frasco con un total de 15 semillas por tratamiento, al final del trabajo
obtuvieron resultados del 100 % de germinacién de semillas bajo cultivo in vitro y

previamente tratadas con el tratamiento escarificacion fisica y quimica.

El antecedente del trabajo previamente descrito, permite destacar que el cultivo in
vitro es una estrategia viable para la germinacién de la especie Cercis canadensis
L.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1Establecimiento del experimento

El trabajo se desarrollé en el Laboratorio de botanica del departamento de Botanica
que se encuentra en la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN)
ubicado geograficamente a 25° 23°42” latitud norte y 100° 50° 57” longitud oeste y

a una altitud de 1743 msnm en Buenavista, Saltillo Coahuila, México.

6.2Material bioldgico

Se utilizaron semillas de Cercis canadensis L. las cuales fueron proporcionadas por

el personal de Proteccion de la Fauna Mexicana A. C. (PROFAUNA).

6.3 Tratamientos pregerminativo

Se realiz6 la limpieza de las semillas, contenidas en una vaina, procurando eliminar
todos los restos, después de haber retirado las semillas, se colocaron en un sobre
de papel dentro de una caja Petri, marcando la fecha y nombre de la especie.
Posteriormente, se almacenaron dentro de una caja Petri y colocaron en

refrigeracion durante 57 dias a una temperatura de 2-8 °C.

Una vez pasando el periodo de almacenamiento en frio, se prepararon dos vasos
de precipitados con 200 ml de agua caliente, uno se mantuvo a 80° C (R80) y el
segundo a 25° C (R25), en cada recipiente se vertieron 50 semillas, se agitaron por
10 min y ya en reposo se mantuvieron a 25°C por 24 h. Un tercer grupo de 50

semillas sin colocar en remojo (SRT) se consideré como testigo.
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6.4 Desinfeccion de semillas

Después transcurrido el tiempo del remojo, los tres grupos de semillas R80, R25 Y
STR, se desinfectaron en un &rea aséptica bajo el siguiente protocolo, en tres vasos
de precipitados estériles se colocaron las semillas y se les agreg6é 100 ml de agua
estéril mas 2 gotas de solucion de Tween 20 al 2 %, se agitaron manualmente
durante 10 minutos, se descarto la solucién y se afiadieron 30 ml de agua destilada
estéril para enjuagar las semillas, repitiendo esta accion 3 veces.

Posteriormente, se realizé el lavado de las semillas en una solucién de alcohol al
70% por 3 min, se descart6 la solucion y se afiadié 50 ml de agua destilada estéril
para enjuagar las semillas y se repitio esta accion 3 veces.

Después del ultimo enjuague del paso anterior se vertieron las semillas en una
solucion de hipoclorito de sodio comercial al 40%, se descart6 la solucion y se
afadio 50 ml de agua destilada estéril para enjuagar las semillas y se repitié esta

accion 3 veces.

6.5 Elaboracion y siembra de semillas en medio de cultivo Murashige and
Skoog

El medio nutritivo para el cultivo in vitro fue basado en la formulaciébn de medio
Murashige and Skoog (Tabla 1). Se prepararon 400 ml de medio, para lo cual se
pesaron 1.77 g de medio (MS) y 12 g de sacarosa, ambos reactivos se disolvieron
en 400 mililitros, se midi6 el pH con un potencidmetro eléctrico (Hanna
instrumen/H198107) y se ajusté el pH en un valor de 5.7 usando HCL o NaOH segun
el nivel de basicidad o acidez, por ultimo, se pesaron 2.8 g de agar bacteriologico
(Bioxon), se afiadio a la solucion previamente preparada y fue colocada sobre la
parrilla de calentamiento y agitacién (Corning PC/320) hasta la integracién completa
del agar y llegar al punto de ebullicién. Una vez terminada la preparacion del medio,
se vertieron 25 mililitros del medio en 16 frascos que a su vez se taparon con papel

aluminio y se esterilizaron en autoclave (Presto) a 120 libras de presion por 15
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minutos, una vez esterilizados se dejaron enfriar y almacenaron en refrigeracion

hasta su uso.

Cuadro 1. Composicion del medio de cultivo MS (Egas, 2019).

Macronutrientes
NH4NOs3
CaClz - 2H20
MgSOs4 - 7H20
KH2PO4
KNOs

Micronutrientes
HsBO3
CoClz - 6H20
CuSOs4 - 5H20
FeSO4 - 7TH20
MnSOg4 - 4H20
Kl
NazMoOs - 2H20
ZnS04-7H20
2H20

Vitaminas
i-Inositol
Niacina
Piridoxina - HCI
Tiamina - HCI
Glicinas

Fuente

de
carbono Sacarosa

18

Concentracion
1,650 mg/l
440 mg/l
370 mgl/l
170 mg/l
1,900 mg/l

Concentracion
6.2 mgl/l
0.025 mg/l
0.025 mg/l
27.8 mg/l
22.3 mg/l
0.83 mg/l
0.25 mg/l
8.6 myg/l
37.2 mg/l

Concentracién
100 mg/l
0.5 mg/l
0.5 mg/l
0.1 mg/l

2 mgll

Concentracion

30.0 mg /I



Figura 2. Preparacion del medio de cultivo en condiciones asépticas.

En las mismas condiciones de asepsia (area de cultivo y medios) y con las semillas
desinfectadas, se procedio a realizar la siembra de 10 semillas por frasco de medio,
siempre evitando la exposicion del medio al area no estéril, colocadas las semillas
se cubrieron los recipientes, se sellaron con plastico autoadherible y se colocé una
etiqueta con la fecha de siembra e identificacion de la especie.

6.6 Preparacion y siembra de semillas en sustrato orgénico
Para esta actividad, se requirié de peat moss, agrolita y vermiculita y se realizé una

mezcla de los sustratos en las siguientes proporciones 8:1:1, se hidrat6 la mezcla
hasta punto de saturacion y se vacio en bolsas de polipapel para posteriormente
esterilizar la mezcla en autoclave (Presto) a 120 libras de presion por 15 minutos.
Una vez esterilizado el sustrato, se vertid6 en charolas plasticas, previamente
desinfectadas con un pafio humedecido con solucién de cloro comercial; en un area
aséptica y con semillas previamente desinfectadas (bajo el protocolo previamente
descrito) se colocaron 50 semillas por charola, realizando repeticiones de siembra

por cada tratamiento.

6.7 Variables evaluadas, disefio experimental y andlisis estadistico
Para verificar la efectividad de los protocolos pregerminativos se evaluo la respuesta

de germinacion durante 30 dias, considerando una respuesta positiva a la formacion

de radiculas en cada semilla sembrada en los medios, también se registré la
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contaminacion de semillas en los cultivos in vitro y los dias después de la siembra
para ambas condiciones, in vitro y sustratos. Para cada tratamiento y condicion de
cultivo utilizada, se realizaron tres repeticiones. Los datos obtenidos se procesaron

en hojas de Excel y se realiz6 un andlisis de estadistica descriptiva.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Geminacion de semillas en condiciones in vitro.

La respuesta de germinacion fue considerada cuando después de la imbibicion se
formé6 la radicula que salia desde el micropilo. El registro del comienzo de la
germinacion fue al dia 15 después de la siembra para las semillas del tratamiento
R80, a los 17 dias en el tratamiento R25 y sin germinacién en las semillas de grupo
testigo (figura 3). En cuanto al porcentaje de germinacion de semillas (figura 4), se
obtuvo el mayor porcentaje en el grupo R80 registrando un 6.6% de germinacion,
seguido del 2.6% para el grupo R25 y sin registro de semillas germinadas para el

grupo testigo.
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Figura 3. Gréfica del registro de germinacion después de la siembra en cultivo in

vitro
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Figura 4. Porcentaje de semillas germinadas en cultivo in vitro.

Una de las caracteristicas de las semillas, es que entran en un periodo de latencia
comun en especies que crecen en climas templados (Figueroa et al., 1996) como lo
es C. canadensis L, la latencia es definida como la incapacidad y viabilidad que
tiene una semilla para germinar, ésta condicion fisiolégica es posible “romperla”, es
decir, activar los procesos metabolicos internos de las células de las semillas para
dar inicio a la formacién de estructuras propias de la planta y comenzar la
germinacion, aplicando sustancias quimicas o ejerciendo acciones mecanicas que
simulen las condiciones ambientales naturales en las que se da la germinacion en
las plantas en estado silvestre como lo afirma De La Cruz et al. (2013) al considerar
que la estratificacion fria “imita” las condiciones climaticas del invierno a las que

estan sometidas las semillas de latitudes altas.

Por lo anterior y ante la nula respuesta de germinacién de las semillas de C.
canadensis L. al sembrarlas in vitro después de su colecta, se decidié aplicar un
tratamiento de estratificacion, es decir crear un choque térmico, al almacenar las
semillas en condicién de frio por un periodo de casi dos meses, seguido del remojo
en agua caliente (80° C y 25° C) por 24 horas; como se ha descrito previamente, el
tratamiento que promovié el mayor porcentaje de germinacién en menor tiempo fue
en el denominado R80 (57 dias a 2° C + 10 min en agua a 80° C + 24 h en agua a
25° C) al respecto Zurita-Valencia et al. (2014) mencionan que el cultivo in vitro

puede ser una alternativa aplicada a especies en la cual puede aumentarse el
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porcentaje de la germinacion aunado a las aplicacién de las diferentes técnicas

pregerminativo como la escarificacion.

Otros trabajos en los que se reporta exitosamente el uso de técnicas pregerminativo
y la posterior germinacion in vitro, es el desarrollado por Gémez-Merino et al. (2010)
quienes aplicaron tres procedimientos de escarificacion a semillas de heliconias, los
tratamientos consistieron en la remocion con bisturi la testa de las semillas,
remocion del opérculo y extraccion de embriones eliminando la testa y el
endospermo. Sus resultados permitieron evidenciar que al utilizar el proceso de
eliminaciéon de testa y endospermo se alcanzé un 90% de germinacion, sugiriendo
que si las semillas no llevan un tratamiento de escarificacion su germinacién puede

ser nula.

De acuerdo con Rodriguez et al. (2017) quienes también en su experimento
trabajaron con semillas de la especie Aristotila chilensis y aplicaron cuatro
tratamientos pregerminativos, el primero fue haciendo un corte con un bisturi en la
regidn contraria a la cicatriz de la testa caruncular, para el segundo tratamiento, las
semillas previamente desinfectadas se recibieron tratamientos de estratificacion fria
en 2, 4, 6 y 8 semanas a 4°C en oscuridad; en sus resultados observaron la
respuesta de germinacion bajo condiciones de escarificacibn mecéanica y obtuvieron
un porcentaje del 92% donde en la mayoria de las semillas se inici6 el proceso entre
el dia 33 al 40 después de la siembra, al comparar con las semillas del grupo testigo
la germinacion se registr6 hasta los 40-50 dias, en cuanto a porcentaje de

respuesta, entre ambos tratamientos hubo una diferencia del 56%.

Como se puede evidenciar, diversos trabajos han implementado tratamientos
pregerminativos en semillas que presentan latencia, para su posterior germinacion
bajo las condiciones controladas (humedad, temperatura, fotoperiodo e iluminacién)
gue provee el cultivo in vitro; si bien el porcentaje de germinacién de C. canadensis
no fue tan alto en comparacion con los trabajos descritos, si podemos considerar
gue los factores ambientales son determinantes en la respuesta de germinacion,
sobre todo la temperatura aplicada en el tratamiento pregerminativo como la del

ambiente en el momento de la incubacién de las semillas.
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7.2 Geminacion de semillas en condiciones ex vitro (sustrato).

Para analizar la respuesta de germinacion de las semillas de Cercis canadensis L
en el sustrato de siembra como peat most, perlita y vermiculita se utilizaron los
mismos tratamientos pregerminativos y se registro el dia del comienzo de la
germinacion (figura 5) para la primera repeticion del tratamiento denominado R80
ocurrié después de los tres dias, en el tratamiento R25 su germinacién fue después
de los siete dias y en el tltimo tratamiento denominado como testigo no se obtuvo
germinacion. Los resultados del porcentaje de germinacion (figura 5) en promedio
para las tres repeticiones de cada uno de los tratamientos, fueron para el R80 de

59.3 %, en R25 fue de 4 % y en el de testigo fue de nula.
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Figura 5. Registro del dia del comienzo de la germinacién, en cada tratamiento y su respectiva
repeticion.
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Figura 6. Porcentaje de semillas germinadas en el sustrato peat moss, agrolita y vermiculita.

24



Reino et al. (2011) trabajaron con las especies de leguminosas Indigofera sp.,
Desmanthus virgatus, Clitoria ternatea, Crotalaria sp. y Capsicum pubescens, las
cuales recibieron cuatro tratamientos pre germinativos: semillas intactas (grupo
control); semillas sumergidas durante 2 min. en agua a 80°C; H2SO4 al 96% durante
5 min. y H2S04 al 96% durante 10 min, y la variacion de temperatura 25/30°C,
25/35°C y 25/40°C, a una elevacion de temperatura de ocho horas y 12 horas para
25°C, y una estabilizacion de cuatro horas, concluyendo que el tratamiento de 25 /
30°C y el de 80°C 2 min resultaron ser mejores ya que se obtuvieron los mayores

porcentajes de germinacion.

Por otra parte, Villareal et al.,(2013) en su trabajo de germinacion utilizaron
diferentes tratamientos de escarificacion para las semillas de huizache y mezquite
(también leguminosas) establecieron diferentes tratamientos que consistieron en la
inmersion en &cido clorhidrico concentrado grado comercial durante 10 minutos, el
segundo tratamiento fue inmersion en agua caliente a 65°C por 15 minutos otro fue
agua caliente a 80°C por 15 minutos y por ultimo en acido sulfarico concentrado
durante 20 minutos, asi como un grupo testigo sin tratamiento. El tratamiento mas
adecuado para la germinacion de semillas fue con &cido sulftrico concentrado por

20 minutos con una germinacion del 80 y 96%.

Los resultados obtenidos por Widrlechner y Kovach (2000) para C. viscosissima
demostraron que al emplear el proceso de almacenar las semillas durante 16 a 24
semanas a 4°C y en presencia de luz se para logra obtener el 80% de germinacion;
en nuestro experimente los niveles de germinacion obtenidos fueron del 59% vy las
semillas almacenadas durante 8 semanas de frio. La rapida respuesta al
pretratamiento de 2-8°C para la germinacion de C. canadensis L muestra

claramente la efectividad para desencadenar el proceso de germinacién en sustrato.

De acuerdo los resultados obtenidos en nuestros ensayos y comparados con las
investigaciones de otros autores, podemos considerar que, en general la mayoria
de las semillas de especies de leguminosas silvestres entran en latencia tienen (en
algunas consideradas como dormancia exégena) y requirieron de tratamientos pre

germinativos (estratificacion térmica o escarificacion acida) para incrementar y
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acelerar la germinacion; sin embargo si es evidente una respuesta de geminacion
mayor, 52% mas para las semillas del tratamiento R80 cultivadas en sustrato

respecto a las sembradas in vitro.

Figura 7. Semillas germinadas en sustrato después de pasar por los tratamientos.

En nuestro estudio la respuesta de germinacion en la primera repeticién pudo estar
afectada debido a las bajas temperaturas del ambiente, ya que se inicio la siembra
en febrero, mes en el que las temperaturas diurnas aun son bajas
(aproximadamente 15° C en promedio), las siguientes dos repeticiones la siembra
se realizd en el mes de mayo en donde la temperatura diurna promedio es de 28° C
observando un porcentaje de germinacion mayor en ambas respecto a la primer
repeticion (figura 7). Comparando con nuestros resultados, Fang et al. (2016)
concluyen que la estratificacion de semillas al 5° C durante 170 dias es un método
eficaz para romper la latencia en semillas D. giraldii. Otro efecto que menciona e
importante es considerar la estacion del afio (primavera) para el cultivo, ya que la
temperatura en el suelo aumenta de 5°C a 9°c y en invierno al ser mas baja es un

periodo para la liberacion de la latencia de las semillas.
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8. CONCLUSIONES

Las semillas de Cercis canadensis L. presentan latencia y es necesario aplicar un

tratamiento pregerminativo para promover la germinacion de las semillas.

El almacenamiento de las semillas de C. canadensis L. bajo condiciones de frio
simula el periodo de invierno y tras la posterior adicion de agua caliente (80° C por

10 min), se rompio la latencia fisiol6gica de las mismas.

Es necesario establecer un protocolo de desinfeccion de las semillas para
sembrarlas bajo condiciones del cultivo in vitro.

Por otra parte, para esta especie, la germinaciébn en un sustrato de peat
moss:perlita:vermiculita (8:1:1) tuvo mejor respuesta, en comparacion con el cultivo

in vitro, ya que super6 por mas del 50% por ciento de germinacion.

La germinacion ex situ y el posterior desarrollo de las plantulas en viveros puede
ser una alterativa para incrementar el numero de individuos y que sean
aprovechados en programas de reforestacion o arbolado de espacios verdes en

ciudades donde de manera natural se establece dicha especie.
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