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RESUMEN

Lippia graveolens Kunth, conocida comunmente como orégano mexicano, representa
una especie aromatica de relevancia econdémica, ecoldgica y cultural en las regiones
aridas y semiaridas de México. Debido a que su aprovechamiento comercial ocurre
principalmente durante la etapa de floracion, la formacién de frutos y semillas puede
verse reducida, lo que resalta la importancia de estudiar su comportamiento
reproductivo y desarrollar estrategias que favorezcan su propagacion. En este
contexto, el presente trabajo tuvo como propdsito evaluar la germinacion in vitro de
semillas obtenidas de inflorescencias de diferentes tamafos, asi como analizar el
efecto de tratamientos de imbibicién con perdoxido de hidrégeno (H,O;) sobre su
respuesta germinativa. Con el fin de identificar el estado 6ptimo de madurez fisioldgica

y reducir la contaminacién microbiana que afecta el establecimiento in vitro.

La investigacion se desarrollé en dos etapas: (1) Capacidad de germinacién segun el
tamano de la inflorescencia, y (2) Evaluacion de la germinacion en semillas
provenientes de diferentes tamafios de inflorescencia e imbibicién en diferentes
concentraciones de H,0,. Se registro el porcentaje de germinacion y contaminacion

de cada tratamiento.

Los resultados mostraron que el tamafio de la inflorescencia es un factor determinante
para la capacidad germinativa de la semilla. Las semillas de inflorescencias de 0.8 cm
presentaron los mayores porcentajes de germinacién tanto en la Etapa 1 (43.75 %)
como en la Etapa 2 (43.75 % con H,0, al 30 %), confirmando que este tamafio
corresponde al punto éptimo de madurez. Asimismo, el tratamiento con 30 % de H,O,
redujo la contaminacién superficial (23.75-28.75%) y estimuld la activacion
metabdlica, mientras que los testigos (0 %) registraron los valores mas altos de
contaminacion (70-72 %) y mas bajos en la capacidad de germinacion. El H,O, en
concentraciones de 50 % puede causar una disminucion de microorganismos, pero

llega afectar la germinacién por una posible fitotoxicidad.



Se concluye que: (1) las inflorescencias de 0.8 cm generan semillas fisioldgicamente
maduras y con mayor capacidad germinativa; (2) el H,O, al 30 % es el tratamiento mas
efectivo para reducir la contaminacion y favorecer la germinacion; y (3) la
contaminacion microbiana constituye un factor critico que limita el establecimiento in
vitro de la especie. Los resultados aportan elementos clave para desarrollar protocolos
de propagacién mas eficientes que contribuyan a la conservaciéon y aprovechamiento

sustentable del orégano mexicano.

Palabras clave: Lippia graveolens, germinacion in vitro, perdxido de hidrogeno,

contaminacion microbiana.



1. INTRODUCCION

El orégano es un término utilizado para nombrar diversas especies aromaticas
empleadas como condimento, agrupando mas de 60 especies y subespecies
distribuidas principalmente en las familias Lamiaceae y Verbenaceae. Entre las de
mayor relevancia destacan el orégano mediterraneo o europeo (Origanum vulgare
subsp. hirtum y O. vulgare subsp. gracile), asi como el orégano mexicano,

representado principalmente por Lippia graveolens 'y L. palmeri (Huerta, 1997).

De acuerdo con Franz & Novak (2015), estas especies se encuentran distribuidas en
seis familias botanicas y abarcan alrededor de 18 géneros. Dentro de la familia
Verbenaceae se presentan diferentes tipos reproductivos, entre ellos especies
hermafroditas, dioicas y monoicas. En este grupo se encuentra Lippia graveolens,
conocida comunmente como orégano mexicano, una planta aromatica originaria del
sur de Estados Unidos, México y parte de América Central (Villavicencio-Gutiérrez et
al., 2010).

En México, esta especie constituye un recurso forestal no maderable de importancia
econdmica, ya que se adapta de manera favorable a ambientes aridos y semiaridos
(Infoagro, 2006). Se caracteriza por ser un arbusto aromatico perenne ampliamente
aprovechado por su produccion de hoja seca, la cual alcanza cerca de 6,500 toneladas
anuales a nivel nacional. Una proporcion importante de esta produccién se destina al
mercado internacional, lo que refleja su valor comercial. Ademas, de sus hojas se
obtiene aceite esencial de interés industrial, utilizado en la elaboracién de alimentos

procesados, bebidas, productos farmacéuticos, cosméticos y otros derivados.

Tanto la hoja seca como el aceite esencial tienen como mercados principales Estados
Unidos, Italia y Japon (Gaby et al., 2003).

Es importante destacar que esta especie proviene de poblaciones silvestres y
generalmente se colecta durante su etapa de floracion. Esta practica impide que la

planta complete su ciclo reproductivo y produzca semillas, lo que limita su capacidad de
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dejar descendencia natural. Por ello, resulta necesario investigar y desarrollar nuevas
estrategias de propagacion. Si no se garantiza la produccion de semillas, se pone en
riesgo la disponibilidad futura de la especie, tanto para su aprovechamiento como para
su conservacion. Dentro de los recursos fitogenéticos de interés, el orégano ha sido
senalado por el International Plant Genetic Resources Institute como una especie con
alto potencial de aprovechamiento; no obstante, su uso y desarrollo productivo aun se
consideran limitados, por lo que permanece catalogado como un recurso vegetal
subutilizado (Padulosi, 1996).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
Evaluar el tamafio de la inflorescencia de L. graveolens Kunth y su influencia en la

germinacién de las semillas en condiciones in vitro.

2.2 Objetivos especificos

Clasificar en base a tamanos las inflorescencias de L. graveolens Kunth recolectadas
en General Cepeda, Coahuila.

Evaluar la germinacion de semillas provenientes de diferentes tamafos de
inflorescencias en el medio nutritivo PCL2 en condiciones in vitro.

Comparar la germinaciéon y contaminacion de las semillas tratadas con H,0O, en
concentraciones de 30 y 50%, en el medio nutritivo PCL2 en condiciones in vitro.

Identificar el tamafio de inflorescencia con semillas con mayor eficiencia reproductiva.

12



3. HIPOTESIS

El tamano de la inflorescencia de L. graveolens Kunth y la aplicacién de diferentes
concentraciones de peréxido de hidrégeno (H;O.) influyen en el porcentaje de

germinacion de las semillas en condiciones in vitro.

3.1 Hipétesis nula (Hy)
El tamafo de la inflorescencia y las concentraciones de perdxido de hidrégeno (H,0,)

no influyen significativamente en el porcentaje de germinacion de las semillas.

3.2 Hipétesis alternativa (H,)
El tamano de la inflorescencia y al menos una de las concentraciones de peréxido de
hidrogeno (H,O,) influyen significativamente en el porcentaje de germinacion de las

semillas.
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4. REVISION DE LITERATURA

Lippia graveolens se considera un recurso forestal no maderable que se distribuye
principalmente en las zonas aridas y semiaridas de México. Debido a sus
caracteristicas aromaticas y a su importancia comercial, es reconocida en el mercado
internacional como orégano mexicano (Infoagro, 2006). Su uso mas comun se
encuentra en la gastronomia, donde se emplea como condimento y como conservador
natural en distintos alimentos tradicionales de la cocina mexicana. Ademas, de sus
hojas se extrae aceite esencial utilizado en diferentes sectores industriales, entre ellos
el farmacéutico, el de bebidas y el cosmético. De igual manera, diversos estudios han
reportado que esta especie presenta propiedades de interés bioldgico, destacando su
actividad medicinal, antimicrobiana y antioxidante (Arcila-Lozano et al., 2004; Avila-
Sosa et al., 2010).

4.1 Clasificacion taxonoémica

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica de L. graveolens Kunth.

Categoria Clasificacion
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsidae
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Verbenaceae
Género Lippia
Especie graveolens

De acuerdo con O’Leary et al. (2012), actualmente Lippia graveolens se reconoce
como sinonimia de Lippia origanoides, de acuerdo con las actualizaciones

taxondémicas realizadas dentro del género Lippia.

4.2 Descripcion botanica
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Lippia graveolens es un arbusto perenne de habito caducifolio, caracterizado por la
pérdida de follaje durante determinadas épocas del afo, principalmente en periodos
de sequia.Esta planta puede alcanzar hasta 2 metros de altura y desarrollar una
cobertura foliar de aproximadamente 1 metro de diametro. Presenta una estructura
altamente ramificada, un ritmo de crecimiento relativamente acelerado y una vida util
que oscila entre cinco y diez afios. Su distribucion geografica abarca principalmente
las regiones semiaridas de México y de América Central, donde destaca por su notable
tolerancia a las condiciones de sequia (Mata-Gonzalez y Meléndez-Gonzalez, 2005).
Ademas, el orégano de monte suele encontrarse en areas de vegetacion secundaria,
lo que indica cierta resistencia o adaptabilidad frente a disturbios ambientales (Calvo-
Irabien et al., 2008).

4.2.1 Hojas

El follaje brota dos semanas después del inicio de las lluvias y se completa en seis; al
disminuir la humedad, las hojas amarillean y caen también en seis semanas (Martinez,
1993, Calvo-Irabien et al., 2008). Las hojas miden 1-3 largo x 0.5-1.5 cm de ancho,
son ovaladas, opuestas o alternas, con margen liso o ligeramente dentado. Presentan
vellosidades en el haz, textura rugosa, borde crenado y peciolos de 0.2—-1.3 cm
(Galvan et al., 2023).

4.2.2 Flores e inflorescencias

Tras un periodo aproximado de siete semanas desde la formacion de la biomasa foliar,
Lippia graveolens comienza su etapa reproductiva, poseyendo ademas la facultad de
autopolinizacién (Calvo-lrabien et al., 2008). El espécimen desarrolla flores
blanquecinas de dimensiones discretas, las cuales se organizan en inflorescencias
axilares con morfologia de espiga; estas presentan medidas promedio de 0.4 cm de
longitud por 0.7 cm de anchura y se sostienen sobre pedunculos cortos de porte erecto
(Figura 1). Presentan bracteas ovaladas y caliz glandular de 1-2 mm (Galvan et al.,
2023). Las flores, zigomorfas y sésiles, miden ~4 mm, duran 13 dias y forman espigas

capitadas con ~10 flores (Rzedowski y Calderén 2002; Ocampo-Velazquez et al., 2009

15



4.2.3 Sistema de reproduccion

A diferencia del comportamiento dioico que ha sido reportado tradicionalmente para
otros integrantes de este mismo género (Troncoso, 1961), los grupos poblacionales
evaluados en este trabajo se caracterizan por el desarrollo de flores hermafroditas. El
gineceo es supero, bicarpelar y con dos évulos; el estigma es bifido. El androceo
cuenta con cuatro estambres didinamos, epipétalos y con anteras biloculares. Los
estambres permanecen incluidos en la corola y liberan polen por dehiscencia

longitudinal (Ocampo-Velazquez et al., 2009).

4.2.4 Fruto

Entre los meses de octubre y noviembre se registra el periodo 6ptimo para la
recoleccion de semillas, coincidiendo con la senescencia y desprendimiento del follaje
de la planta (Calvo-Irabien et al., 2008). En esta etapa, los frutos —que consisten en
capsulas secas cuya formacion inicia apenas dos o tres semanas tras la floracién—
alcanzan su completa madurez fisiolégica en la mayoria de las areas geograficas

donde se distribuye la especie.

Figura 1. Inflorescencia de L. graveolens.

4.2.5 Semillas

Las semillas son ovoides, de color café y menores de 0,5 mm, (Figura 2), con una
densidad aproximada de 2.100.000 semillas por kilogramo. Al establecerse
parametros 6ptimos de disponibilidad hidrica junto con rangos térmicos de 15 a 20 °C,
el brote de las semillas ocurre alrededor de una semana después de la siembra.
(Calvo-Irabien et al., 2008).
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Figura 2 . Semillas de L. graveolens.

4.3 Distribucién geografia

L. graveolens Kunth, pertenece dentro del grupo de las verbenaceas (Verbenaceae) y
popularmente denominado orégano mexicano, consiste en un espécimen botanico
aromatico cuyo rango biogeografico nativo se extiende en el continente americano,
localizandose desde la franja meridional de la Unién Americana, cruzando por la
geografia de la Republica Mexicana, hasta alcanzar diversas areas de Centroamérica.
Esta especie se ha identificado como originaria de estas zonas, lo que resalta su
adaptacion a diversos ecosistemas de clima calido y semiarido, ademas de su
relevancia ecoldgica y cultural en dichos territorios (Villavicencio-Gutiérrez et al., 2010).
La localizacion geografica y los puntos especificos de presencia de estas poblaciones
dentro de la Republica Mexicana se encuentran georreferenciados en el mapa de la

Figura 3.

Distribucién del oré: i (Lippia g

Figura 3.Mapa que muestra la presencia de especies de orégano en distintas regiones
de México, elaborado a partir de los registros del herbario virtual de la CONABIO
(2012).
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En México, L. graveolens Kunth crece de manera silvestre y abundante en diversas
regiones que presentan climas calidos, secos y templados, distribuyéndose en un total
de 24 estados dentro del pais. La mayor explotacién de esta planta se concentra
principalmente en la region del Desierto Chihuahuense, una vasta extension territorial
que abarca aproximadamente 630.000 kildbmetros cuadrados. Esta zona comprende
no solo areas de los estados estadounidenses de Texas y Nuevo México, sino también

de varios estados mexicanos. Granados-Sanchez et al., 2011).

Los ecosistemas donde prospera el orégano mexicano son principalmente aridos y
semiaridos, caracterizados por la presencia de pastizales y dunas. En estados como
Coahuila, Durango y Chihuahua, el cultivo y aprovechamiento del orégano mexicano
(L. graveolens Kunth) se han transformado en un pilar de sustento econémico crucial
para los nucleos poblacionales en situacién de vulnerabilidad que radican en estas
regiones (Figura 4).

Ademas de los estados mencionados, otras entidades como Jalisco, Zacatecas,
Querétaro, Sinaloa, San Luis Potosi, Hidalgo y Baja California también participan en la
comercializacién del orégano en su forma de grena (planta seca sin procesar). La
produccion anual de orégano mexicano en estas regiones alcanza aproximadamente
las 6.500 toneladas. (Castillo et al., 2017; Diaz-de Ledn et al., 2020; Galvan et al.,
2023).
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Figura 4. Distribucion geografica de poblaciones de orégano en los estados de
Coahuila, Durango y Chihuahua. Adaptado de Bojorquez-Chavez (2017).

Frente al panorama contemporaneo de degradacién de la cubierta vegetal y reduccion
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del capital biolégico en el territorio nacional, se ha intensificado el interés por la
explotacion de recursos forestales no maderables (RFNM). Entre estos, las especies
utilizadas como condimentos sobresalen como un modelo de rentabilidad sustentable,
permitiendo la generacion de excedentes financieros a partir de los ecosistemas

boscosos salvaguardando, al mismo tiempo, su integridad estructural.

4.4 Importancia econémica

El orégano constituye un recurso vegetal de gran importancia econdémica dentro del
mercado internacional de especias y condimentos. En este contexto, México destaca
entre los principales paises productores y exportadores de Lippia graveolens, con una
produccion anual estimada en aproximadamente 6,500 toneladas. Una parte
considerable de esta produccion se destina al comercio exterior, lo que posiciona al
pais como un participante relevante dentro de la cadena productiva y de

comercializacion del orégano mexicano (Huerta, 2002).

De la produccion nacional anual, cerca del 85 % se exporta principalmente hacia
Estados Unidos de América, mientras que alrededor del 5 % se comercializa en paises
pertenecientes a la Unidn Europea. El porcentaje restante se distribuye dentro del
mercado interno nacional (SEMARNAT, 2009). La demanda internacional de esta
especie esta estrechamente relacionada con la calidad del aceite esencial obtenido a
partir de sus hojas, debido a que este posee compuestos de alto valor utilizados en las

industrias farmacéutica, alimentaria y cosmética (Leyva-Lépez et al., 2017).

En los ultimos afos, el interés comercial por el orégano mexicano ha mostrado un
crecimiento importante, incrementando su presencia en mercados nacionales e
internacionales. Ademas de su valor como condimento, representa una materia prima
de interés para distintos sectores industriales. Durante el afio 2005, México registrd
una produccion aproximada de 368.05 toneladas, con un valor econémico cercano a
3.9 millones de pesos. Entre los afios 2003 y 2008 se observé un incremento sostenido
en la demanda mundial, fortaleciendo la participacién del pais en el comercio

internacional de esta especie.
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Las principales zonas productoras de orégano en México se localizan en los estados
de Chihuahua, Durango, Tamaulipas, Coahuila, Zacatecas, Querétaro, Hidalgo y Baja
California Sur, donde las caracteristicas ambientales y geograficas favorecen el
desarrollo natural de Lippia graveolens (Villa-Castorena et al., 2011; Flores-Hernandez
et al., 2011).

Para el afio 2011, el orégano mexicano mantenia su relevancia econémica a nivel
nacional e internacional. Aproximadamente el 90 % de la cosecha se destinaba al
mercado exterior, reflejando la alta aceptacion de este producto fuera del pais. Esta
preferencia se atribuye principalmente a la calidad del aceite esencial obtenido de
Lippia graveolens, cuya composicion quimica ha sido considerada superior en
comparacion con la de paises tradicionalmente productores como Grecia y Turquia
(INIFAP, 2010a; Garcia-Valenzuela, 2012).

Dentro del aprovechamiento comercial de esta especie, las partes mas utilizadas
corresponden principalmente a hojas y flores. La recoleccion suele realizarse durante
la etapa de floracion, generalmente en temporada de verano, antes de la apertura total
de las flores. En relacion con la productividad, durante el primer afo de cultivo se
pueden obtener rendimientos de entre tres y cuatro toneladas de biomasa verde por
hectarea. Sin embargo, durante el secado ocurre una disminucion considerable del

peso, debido a la pérdida de humedad del material vegetal.

Ademas de emplearse como condimento en la alimentacion, el material recolectado
también se aprovecha para la extraccion de aceite esencial, producto ampliamente
utilizado en diversas industrias. En términos de rendimiento, se estima que por cada
tonelada métrica de planta seca se obtienen aproximadamente dos kilogramos de
aceite esencial, equivalentes a cerca de 30 kilogramos por hectarea cultivada
(SEMARNAT, 2011).

4.5 Usos y aplicaciones

Mas alla de su uso culinario, las hojas secas del orégano mexicano han sido
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tradicionalmente empleadas en la medicina popular debido a sus propiedades
terapéuticas, destacandose su uso como analgésico para aliviar dolores,
antiinflamatorio para reducir inflamaciones, antipirético para controlar la fiebre y
antiespasmaodico para tratar los espasmos musculares (Pascual et al., 2001; Flores-
Martinez et al., 2016).

Estudios previos muestran que las hojas de orégano son ricas en polifenoles, donde
destacan los terpenos responsables del aroma (carvacrol, timol) y flavonoides
(Bautista-Hernandez et al., 2021). La bioactividad engloba propiedades antioxidantes,
nutraceuticas (Bautista-Hernandez et al., 2021; Ramos et al., 2021); antiinflamatorias
(Leyva-Lopez et al., 2016) fotoprotector (Torres-Contreras et al., 2022), antivirales
(Pilau et al., 2011), bactericida (Paredes-Aguilar et al., 2007; Gracia-Valenzuela et al.,
2022); antifungica (Herrera-Rodriguez et al., 2019; Medina-Romero et al., 2022; Colin-
Chavéz et al., 2022), antiprotozoaria (Alnomasy et al., 2021), antinematicida (Olmedo-
Juarez et al., 2022) ,antiproliferativa (Criollo-Mendoza et al., 2022), citotoxica (Amador
et al., 2020); pesticida (Medina-Romero et al., 2021). Sus aplicaciones abarcan la

industria alimenticia, cosmética, farmacéutica, agropecuaria, acuicola.

4.6 Principios activos

En la actualidad, el orégano representa una especie vegetal de gran interés debido a
la creciente demanda de sus compuestos minerales y, especialmente, de sus aceites
esenciales. Estos metabolitos secundarios son ampliamente valorados por sus
propiedades antioxidantes, las cuales se relacionan principalmente con la presencia
de compuestos fendlicos como el carvacrol y el timol, reconocidos por su actividad

biolégica y su potencial de aplicacion en distintos sectores industriales.

La composicion quimica de los aceites esenciales puede presentar variaciones
importantes, ya que depende de diversos factores ambientales y de manejo. Entre los
principales elementos que influyen se encuentran las condiciones climaticas donde se

desarrolla la planta, la etapa fenolégica en la que se realiza la cosecha, asi como los
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procedimientos de deshidratacion y las condiciones de almacenamiento posteriores a

la extraccion (Dafarera et al., 2000; Calvo-Irabien et al., 2008).

En términos generales, los aceites esenciales estan constituidos por mezclas
complejas de compuestos organicos, dentro de los cuales destacan principalmente los
monoterpenos y sesquiterpenos. Estos metabolitos son responsables del aroma
caracteristico de la planta y, ademas, participan directamente en sus propiedades
bioldgicas. En el caso de Lippia graveolens, se han identificado compuestos como
timol, carvacrol, p-cimeno y p-cariofileno, los cuales aportan caracteristicas
importantes relacionadas con su fragancia, ademas de contribuir a su capacidad

antioxidante y a su potencial farmacolégico (Bautista Hernandez et al., 2021).

4.7 Técnicas de propagacion del orégano
Segun Fretes (2010), la propagaciéon del orégano puede realizarse a través de dos

métodos:
Sexual: mediante el uso de semillas.

Asexual: utilizando partes vegetativas como esquejes, acodos, division de plantas o

hijuelos.

4.7.1 Propagacion asexual

La reproduccidon asexual representa uno de los métodos mas empleados en la
propagacion de Lippia graveolens, ya que permite producir plantas con caracteristicas
genéticas uniformes y favorece un establecimiento mas rapido del cultivo. En
comparacion con la propagaciéon mediante semilla, este método disminuye la
variabilidad genética entre individuos y contribuye a obtener una mayor uniformidad en
el desarrollo de las plantas (Castellanos-Hernandez et al., 2013).

4.7.2 Propagacion por técnicas in vitro

En el género Lippia se han desarrollado distintos protocolos de propagacion in vitro en

varias especies. La fase de establecimiento se ha realizado principalmente a partir de
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semillas o mediante el uso de segmentos nodales, de acuerdo con diversos estudios
realizados en este género (Urrea et al., 2009; Castellano-Hernandez, 2013; lanicelli et
al., 2016; Aguilar-Morales et al., 2021).

4.7.3 Propagacion sexual

La propagacion por via seminal estimula la recombinacion y diversidad genética en las
poblaciones. Este proceso se ejecuta habitualmente empleando contenedores
alveolados (bandejas), macetas o mediante establecimiento en campo abierto. Al optar
por la siembra en sitio definitivo, es indispensable acondicionar el sustrato para lograr
una consistencia porosa, desagregada y adicionada con enmiendas organicas tales
como hojarasca descompuesta, turba y arena, optimizando asi la respuesta

germinativa (Klauer, 2009).

4.8 Germinacion

La germinacion depende tanto de factores biéticos como abibticos. Implica procesos
fisiolégicos complejos, asociados a latencia fisioldgica, viabilidad reducida, o
condiciones especificas de luz, temperatura o humedad. En el género Lippia, las

respuestas varian entre las accesiones y especies de este género.

4.8.1 Aspectos fisioldégicos de la germinaciéon género Lippia

La propagacion sexual del género Lippia esta asociado a la morfologia de las semillas,
sus requerimientos ecofisiolégicos especificos y la viabilidad durante el
almacenamiento. Estudios recientes han abordado estas problematicas desde

enfoques ecoldgicos y biotecnoldgicos en especies de Lippia.

4.8.2 Requerimientos térmicos
La temperatura representa un factor determinante en la germinaciéon de Lippia. Las
semillas de L. graveolens y L. javanica inician su germinacion a 15°C, alcanzan su
maxima germinacion a 25°. Mientras en L. multiflora alcanza su maximo a temperatura
de 35°C (Mattana et al., 2017).
En algunas otras especies las temperaturas alternas (que simulan las fluctuaciones

dia/noche) tienen un efecto restrictivo en el rango térmico permisivo para la

23



germinaciéon. Especificamente las temperaturas alternas elevan la temperatura base
(T») de germinacion de aproximadamente 3-6 ° C (en condiciones constantes) a 7-12°
C, sugiriendo una estrategia adaptativa para limitar la germinacion durante periodos
frios desfavorables (Galindez et al, 2017). Estos valores bases, indican que diferentes
especies del género presentan adaptaciones térmicas especificas relacionadas con

sus habitats.

4.8.3 Fotoblastismo

En distintas especies del género Lippia, la germinacién esta estrechamente
influenciada por la luz, la cual funciona como un mecanismo que permite a la semilla
detectar la profundidad a la que se encuentra en el suelo. De acuerdo con Galindez et
al. (2017), especies como Lippia turbinata en sus variedades turbinata y magnifolia
presentan fotoblastismo positivo. Asimismo, en Lippia integrifolia se observd un
fotoblastismo positivo cuantitativo, donde la exposicion a la luz incrementdé de manera
significativa el porcentaje de germinacién. Esta respuesta se asocia principalmente
con el reducido tamafo y peso de las semillas (menores a 1 mg), lo que representa
una adaptacion que evita la germinacién en profundidades donde las reservas
almacenadas no serian suficientes para permitir la emergencia y establecimiento de la
plantula (Galindez et al., 2017).

Por otra parte, la respuesta germinativa frente a la luz puede variar entre especies del
mismo género. Pimenta et al. (2007) reportaron que las semillas de Lippia filifolia
mostraron mejores porcentajes de germinacién en ausencia de luz, mientras que en
Lippia rotundifolia la germinacién fue mayor bajo condiciones de iluminacion. En
contraste, Lippia sidoides presentd capacidad germinativa tanto en presencia como en
ausencia de luz, lo que evidencia diferencias fisiolégicas en los requerimientos de

germinacién entre especies del género.

4.8.4 Dormancia
Se ha documentado la presencia de dormancia y variaciones en la viabilidad segun el

tiempo de almacenamiento; mientras algunas especies germinan mejor recién
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cosechados, algunos otros lotes después de un tiempo de almacenamiento, por lo que
el manejo poscosecha es critico. Aunque las semillas de L. multiflora toleran la
desecaciéon (contenido de humedad ~ 14%) su viabilidad se ve comprometida
drasticamente (del 42.25% al 11.75% en tres meses). No obstante, la conservacion en
condiciones de refrigeracién (7° C) no solo preserva su viabilidad, sino que puede
incrementar el porcentaje de germinacién hasta un 53% después de tres meses)
posiblemente debido a la dormancia fisiolégica inducida por el frio (Mattana et al.,
2017).

4.8.5 Caracteristicas morfolégicas y conservacion de germoplasma
La morfologia de la semilla influye directamente en el manejo y pureza de los lotes. En
L. multiflora las semillas se caracterizan por su tamano (0.34+0.1mm) y una alta
densidad ( ~4032 semillas g-') lo que complica los procesos de limpieza y seleccion,

resultando en purezas especificas cercanas al 70% (Kone et al., 2020).

4.8.6 Germinacion in vitro
La germinacion in vitro se ha usado principalmente para obtener plantas axénicas que
sirvan de fuente de explantes para la micropropagacion, los estudios describen el uso
de semillas establecidas con diferentes protocolos de asepsia, en diferentes medios y
sus concentraciones y registran buen establecimiento inicial para la produccion de

material libre de contaminacion (Moreno et al., 2021)

En L. nodiflora, el protocolo de asepsia que se empleo fue con HgClz, al 0.1% durante
5 minutos. (Mood et al., 2021).

Respecto a la composicién del medio de cultivo Mood et al. (2021) reportaron un
maximo de germinacién (85.26%) y el mejor desarrollo de plantula al utilizar el
formulado basal Murashige y Skoog (MS) reducido a la mitad de su fuerza idnica
original (1-2% MS). El incremento al 2% de sacarosa tuvo efectos negativos
reduciendo la tasa de germinacidn y retrasando el crecimiento, lo que sugiere una

sensibilidad de las semillas al estrés osmotico en etapas tempranas del desarrollo.
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4.8.7 Germinacion de L. graveolens

Gbémez-Garcia (2015) sefala en su estudio que L. graveolens presenta una viabilidad
de semilla promedio del 75%, sin que el color de la semilla influya significativamente
en dicho porcentaje, mientras Hernandez et al. (2013) mencionan que las semillas

maduras (marron) presentan una mayor germinacion que las inmaduras (verdes).

Las investigaciones sobre la propagacion de L. graveolens mediante semillas sefalan
que esta especie presenta tasas de germinacion que oscilan entre el 47 % y el 70 % y
que dicho proceso se desarrolla en un lapso aproximado de 12 a 18 dias (Castellano-
Hernandez et al., 2013; Aguilar-Morales et al., 2021). Sin embargo, las semillas pueden
mostrar latencia. La etapa Optima para recolectarlas es cuando el fruto (capsula) ya se
ha secado y muestra una coloracion café, lo cual sucede usualmente entre noviembre
y enero. Recolectarlas cuando la planta aun conserva un follaje abundante implica el
riesgo de que no hayan alcanzado su madurez fisioldgica, lo que repercute
negativamente en su viabilidad (SEMARNAT, 2011).

4.9 Componentes Esenciales de la Calidad de Semillas

4.9.1 Genética
Esta propiedad es propia de cada variedad y define el potencial de la planta para lograr
altos rendimientos, mejorar la calidad de la semilla y presentar mayor tolerancia frente

a factores de estrés, tanto de origen bidtico como abidtico (Mufioz-Miranda, 2019).

4.9.2 Fisioldgica

Esta propiedad bioldgica se articula mediante tres componentes determinantes segun
lo descrito por Gonzales-Hernandez (2013). El primero es la viabilidad, que denota
el mantenimiento del metabolismo basal y la integridad celular del embrion, el cual
dispone de la maquinaria enzimatica activa indispensable para catalizar las rutas
bioquimicas del desarrollo. En segundo lugar se encuentra la germinacion, entendida

como el proceso fisiolégico que culmina con la ruptura de la testa o cubierta seminal
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debido a la protrusion de la radicula, seguido por la diferenciacion de los tejidos
embrionarios que daran origen a una plantula morfolégicamente normal en entornos
favorables. Finalmente, el vigor celular actuia como el parametro de calidad que
gobierna la velocidad, la sincronia y el éxito de la emergencia, asegurando un 6ptimo

establecimiento inicial en el sustrato.

4.9.3 Fisica

Se refiere a atributos como el tamafio, peso y uniformidad de las semillas, ademas de
su pureza, la cual implica la ausencia de semillas de otras especies cultivadas,

malezas o materiales extranos.

4.9.4 Sanitaria

Este concepto define el estatus fitosanitario e inocuidad del lote, caracterizado por la
ausencia rigurosa de agentes etiologicos o vectores biolégicos —tales como
consorcios fungicos, entidades bacterianas, viriones, nematodos o fitfagos— con el
potencial de inducir fitopatologias o deteriorar la viabilidad del material seminal

(Gonzales-Hernandez, 2013).

4.10 Tratamientos pre-germinativos

El perdxido de hidrogeno (H,O,) es un compuesto con alta capacidad oxidante y
desinfectante utilizado en agricultura para eliminar microorganismos patégenos en
follaje, sustratos y agua de riego; su descomposicion libera oxigeno, favoreciendo la

oxigenacion radicular y mejorando el suelo (ArQuimi, 2018).

Ademas de su accién antimicrobiana, el H,O, participa en la fisiologia vegetal como
molécula senalizadora en mecanismos de defensa y respuesta al estrés; su
incremento por sobreexpresion de glucosa oxidasa en plantas transgénicas reduce
danos por hongos como Rhizoctonia, Verticillium, Phytophthora y Alternaria, aunque
concentraciones elevadas pueden ser fitotdxicas (Zappacosta, 2004). También se
genera como subproducto de la fotosintesis y es regulado por sistemas antioxidantes

que protegen a la célula; en niveles adecuados favorece la aclimatacién al estimular
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carbohidratos y proteinas (Woijtyla et al., 2016; Veloso et al., 2021).

En el transcurso del proceso germinativo, la homeostasis del $H_20 2$ dentro de la
matriz oxidativa celular opera como un redstato que calibra la velocidad de emergencia
y salvaguarda las estructuras celulares contra el estrés deletéreo, mecanismo mediado
por la modificacién oxidativa selectiva de dianas proteicas y transcritos de ARNm
(Bailly et al., 2008; Mhamdi & Van Breusegem, 2018). La adicion exogena de este
compuesto actua como un inductor en la biogénesis y funcionalidad del acido
giberélico ($AG_3%), promoviendo una optima modulacién del balance fitohormonal
durante las etapas posteriores al brote (Bahin et al., 2011). Adicionalmente, aquellos
propagulos sometidos a potenciales hidricos restrictivos o escenarios de salinidad que
reciben tratamientos con $H_20_2$ exhiben un incremento significativo en sus tasas

de germinacion y subsecuente vigor ontogénico (Dos Santos-Guaraldo et al., 2023)
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Ubicacién del sitio experimental

Las fases experimentales de esta investigacion se desarrollaron en las instalaciones
del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, adscrito al Departamento de
Fitomejoramiento de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN),
complejo académico situado en la localidad de Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.
El espacio geografico de experimentacion se localiza cartograficamente bajo las
coordenadas de latitud norte 25°21'17" y longitud oeste 101°01'54", registrando una
elevacion sobre el nivel del mar de 1782 metros. Los pormenores espaciales y la

delimitacion de dicha area se esquematizan en la Figura 5.
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Figura 5. Vista satelital del sitio experimental: UAAAN, Saltillo, Coahuila, Fuente:

Google Earth (2025), imagen capturada el 25 de septiembre de 2025.

5.2 Material vegetal

El material bioldgico (inflorescencias) fue recolectado durante el mes de enero de 2025
dentro de una superficie agricola experimental localizada en el municipio de General
Cepeda, Coahuila, a una distancia de 4 km en direccién oriente respecto a la cabecera
municipal. Los parametros cartograficos situan este punto de muestreo bajo las
coordenadas geograficas 25°22'53.30" de latitud norte y 101°26'55.52" de longitud
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oeste, registrando un gradiente altitudinal de 1470 m s. n. m. En términos fitoclimaticos,
la region se rige de manera predominante por una condicidn muy seca semicalida
(53% del territorio), complementada por un régimen seco semicalido en un 34%; el
resto del mosaico climatico se distribuye en franjas de tipo semiseco templado (7%),
templado subhumedo con régimen de lluvias escasas el afo entero (5%), y
aportaciones marginales del 0.5% correspondientes tanto a la variante seca muy calida
y calida como a la semifria subhumedo con precipitaciones escasas a lo largo del ciclo
anual.

La temperatura media anual en la region presenta un rango de 8 a 22 °C, mientras que
la precipitacion anual oscila entre 100 y 700 mm, condiciones que reflejan un ambiente

arido a semiarido caracteristico del area de estudio.

5.3 Procedimiento experimental
Una vez colectadas las inflorescencias, para la caracterizacion fisica se determinaron
las siguientes variables: longitud de inflorescencia, frecuencia por clase de tamano y

numero de semillas por inflorescencia.

Para llevar a cabo los siguientes objetivos especificos se consideraron dos etapas.

e Etapa 1. Se evalud la germinacion del tamafo de inflorescencia (0.7, 0.8, 0.9, 1.0
cm) para determinar si el tamano de inflorescencia influye en el porcentaje de
germinacion.

e Etapa 2. Se evalud la germinacion con el objetivo de conocer cual concentracion de
peroxido favorece la germinacion al aplicar pre-tratamientos con H,O, y se determind

el porcentaje de contaminacion.

5.3.1 Clasificacion de inflorescencias por tamano

Se evaluaron 2000 inflorescencias. Para llevar a cabo la clasificacion de las
inflorescencias, se midié el diametro de cada una utilizando un vernier digital marca
Truper, con una precisién de 0.01 mm. Las mediciones se realizaron en el punto de

mayor longitud de cada inflorescencia.
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Se determinaron 11 clases de inflorescencias, clasificadas de acuerdo con su tamaio

en milimetros desde 0.4 hasta 1.4 cm, como se describe en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Clasificacién de inflorescencias de L. graveolens Kunth por tamafio en cm.

Clase Tamaio (cm)
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0
1.1
1.2
1.3
1.4

© 00 N O O A W N -

-
= O

Este tipo de clasificacién permitid una comparacion precisa entre tamafos individuales

y facilitd posteriores analisis relacionados con la germinacion de su semilla.

5.3.2 Obtenciéon de semilla

Como siguiente paso del estudio, se extrajeron manualmente las semillas de cada
clase de inflorescencia, separando cuidadosamente cada estructura reproductiva para
evitar pérdidas o dafos durante el conteo, se registré el nimero de inflorescencias con

semilla, numero de inflorescencias sin semilla, y numero de semillas por inflorescencia.

5.3.3 Germinacion in vitro
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Las semillas se llevaron a establecimiento, previo un protocolo de asepsia y se
sembraron en medio PCL2 (Phillis y Collins, 1979), sin reguladores suplementando
con vitaminas, macronutrientes, micronutrientes, solucion de fierro y calcio. Se
colocaron 20 ml de medio de cultivo en frascos tipo “G”, y se esterilizé6 en autoclave
por 20 min a 121°C.

Subsecuentemente, las unidades de cultivo se trasladaron a la camara de incubacion
bajo un régimen térmico controlado de 25 + 1°C, acoplado a un fotoperiodo regulado
de 18 horas de iluminacion y 6 horas de escotofase (oscuridad). El éxito del proceso
germinativo se determind cuantitativamente al constatar la protrusion o emergencia
macroscopica de la radicula a través de las cubiertas seminales.

Se evalué el porcentaje de germinacion donde:

) L Numero de semillas germinadas
Porcentaje de germinacion = |— . * 100
Numero de semillas sembradas

5.4 Etapa 1. Evaluacion de la capacidad de germinacién

Para realizar la evaluacion de germinacion, se utilizaron las semillas provenientes de
inflorescencias de dos clases de tamafio: 0.8 y 0.9 cm. Cada tamano constituy6 un
grupo experimental compuesto por veinte semillas por repeticidn, con cuatro
repeticiones, sumando un total de 240 semillas por tamaro de inflorescencia repartidos
en tres tratamientos por clase. Los tratamientos consistieron en imbibicion de la semilla
en H202 al 0.0, 30 y 50% v/v.

5.4.1 Protocolo de desinfeccion de semillas

La desinfeccién de las semillas se llevo a cabo en varios pasos:

Paso 1. Lavado inicial

e Las semillas se lavaron con agua destilada y una gota de jabén liquido neutro o
Tween 20.

o Posteriormente, se realizaron tres enjuagues consecutivos con agua destilada
estéril, con una duracion de 1 minuto por cada enjuague, con el fin de eliminar

completamente los residuos del Tween.
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Paso 2. Pretratamiento con cloro comercial

e Las semillas se sumergieron en una solucién de cloro comercial al 10% durante 5
minutos. El pre-tratamiento se ilustra en la Figura 5.

o Posteriormente, se realizaron tres enjuagues consecutivos con agua destilada
estéril, con una duracion de 1 minuto por cada enjuague, con el fin de eliminar

completamente los residuos del cloro.

Figura 6. Pre-tratamiento de semillas con cloro comercial al 10%.

Paso 3. Imbibiciéon en peréxido de hidrégeno (H,0,)

Este paso es de doble propésito, establecer el material de forma aséptica y generar
una respuesta de sefalizacion que favorezca el proceso germinativo. Las semillas se
imbibieron en agua oxigenada comercial (11 volimenes, =3.3% H,0,) diluida al 30%
durante 24 horas a temperatura ambiente. Al término de la Imbibicién, las semillas
se enjuagaron cuidadosamente tres veces con agua destilada estéril durante 1 minuto

por cada enjuague.

5.4.2 Etapa de establecimiento
Dentro de una campana de flujo laminar horizontal, se continuo con un protocolo de

asepsia:

1. Inmersion en alcohol diluido al 70%, con una gota de Tween 20, durante 1 minuto.
2. Tres enjuagues con agua destilada estéril, con una duracion de 1 minuto por cada

enjuague.
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3. Inmersion en agua oxigenada comercial diluida al 30% durante 40 minutos tres
enjuagues con agua destilada estéril, con una duracion de 1 minuto por cada
enjuague.

4. Inmersién en cloro comercial (=5,25% NaClO) diluido al 10% durante 10 minutos.

5. Se realizaron tres enjuagues consecutivos con agua destilada estéril, con una

duraciéon de 1 minuto por cada enjuague.

5.4.3 Siembra en medio de cultivo PCL2

Concluido el proceso de desinfeccion, las semillas se sembraron en medio de cultivo
PCL2 libre de reguladores de crecimiento, adicionada con 0.1 mg L' de myo-inositol,
0.001 mg L de acido nicotinico, 0.001 mg L' de piridoxina-HCI, 0.001 mg L' de
tiamina-HCI, 0.001 mg L-'de riboflavina, con 30 g L™" de sacarosa y 4 g L™" de Phytagel
(Sigma-Aldrich), ajustado a pH 5.7 y esterilizado en autoclave por 20 min a 121 °C y
1.2 atmdsferas de presidon. Para el ensayo de germinacién in vitro, se utilizaran
inflorescencias de orégano de cuatro tamafos (0.7, 0.8, 0.9, y 1.0 cm) El disefio incluye
6 tratamientos con 4 repeticiones cada uno. Estructuralmente, cada repeticion se

compone de dos frascos con 10 semillas cada uno, asegurando 20 semillas por unidad.

Cada frasco fue etiquetado con el nombre de la especie, el tamarfo de la inflorescencia
correspondiente y la fecha de siembra. Posteriormente, se incubaron en condiciones
controladas de temperatura 25°C, fotoperiodo con 16 horas luz y 8 de obscuridad, con

el fin de favorecer la germinacion in vitro de las semillas.

El periodo de evaluacion de la germinacion tuvo una duracion de 21 dias, durante los
cuales se realizaron observaciones diarias a la misma hora (12:00 a.m.), repitiendo las
mediciones cada 24 horas. Este horario se mantuvo constante para asegurar la

uniformidad en la toma de datos.
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5.5 Etapa 2. Evaluacion de la germinacién en semillas provenientes de diferentes

tamanos de inflorescencia e imbibicion en diferentes concentraciones de H,0,

Cuadro 3. Disefio experimental para la evaluacion de la germinacién segun el tamafio

de la inflorescencia y la concentracion de H,0,.

Tamano de la Concentracion/Semillas por, Numero de Total de

inflorescencia (cm) de H,O; (%) | repeticion | repeticiones | semillas por

tratamiento
1S-0,8 0 20 4 80
T1-0,8 30 20 4 80
12-0,8 50 20 4 80
1S-0,9 0 20 4 80
T1-0,9 30 20 4 80
12-0,9 50 20 4 80

En esta segunda etapa experimental se aplicd el mismo protocolo de pretratamiento y
desinfeccion empleado en la Etapa 1, utilizando el medio de cultivo PCL2 bajo
condiciones controladas de cultivo, con una temperatura de 24 + 1 °C, humedad
relativa constante, iluminacién de aproximadamente 1.500 lux y un fotoperiodo
continuo de 18 horas de luz por 6 de oscuridad. Tras el tratamiento, las semillas fueron
enjuagadas tres veces con agua destilada estéril para garantizar la asepsia y mantener

la homogeneidad de las condiciones experimentales.

El periodo de evaluacion de la germinacion tuvo una duracion de 21 dias, durante los
cuales se realizaron observaciones diarias a la misma hora (12:00 p.m.), repitiendo las
mediciones cada 24 horas. Este horario se mantuvo constante para asegurar la
uniformidad en la toma de datos y evitar variaciones debidas a las condiciones

ambientales o al ciclo de luz.
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5.5.1 Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos del porcentaje de germinacion se analizaron mediante un analisis
de varianza (ANOVA) bajo un disefo factorial 2 x 3, donde el primer factor
correspondio al tamano de la inflorescencia (0.8 y 0.9 cm) y el segundo a la
concentracion de H,0, (0, 30 y 50%).

Se evalué el efecto individual de cada factor, asi como su interaccién sobre la
germinacion de las semillas. Cuando se detectaron diferencias significativas entre

tratamientos, se realiz6 una prueba de comparacion de medias de Tukey (p < 0.05).

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa InfoStat
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

El presente estudio evaluo la germinacion in vitro de semillas de L. graveolens durante
un periodo experimental de 21 dias, tiempo suficiente para que las semillas completen
la emergencia radicular. La ausencia de germinacion después de este periodo indica
pérdida de viabilidad o presencia de latencia fisiolégica, como se ha documentado en

el género Lippia (Lin et al., 2007).

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos conforme a las etapas
experimentales desarrolladas, se inici6 con la clasificacion morfolégica de las
inflorescencias y continuando con la evaluacion de la germinacion de las semillas

sometidas a los diferentes tratamientos aplicados.

6.1 Clasificacion de inflorescencias por tamano

La clasificacion de las inflorescencias por clase de tamafo permitié organizar el
material vegetal de forma sistematica y analizar su relacién con la eficiencia
reproductiva (Cuadro 4). La mayor concentracion de inflorescencias se ubico entre 0,8
y 0,9 cm (Figura 7), lo que indica que estos tamafnos representan el estado de

desarrollo predominante en la poblacion analizada.

Este patrén coincide con lo sefialado por Ocampo-Velazquez et al. (2009), quienes
describen que el numero de flores por inflorescencia y su grado de desarrollo estan
directamente relacionados con la capacidad reproductiva de L. graveolens bajo

distintas condiciones de manejo.

Asimismo, Lin et al. (2007) destacaron que en el género Lippia la madurez floral es
determinante en la formacion y viabilidad de semillas, especialmente en especies de
baja fecundidad natural. Por su parte, SEMARNAT (2011) establecié que en L.
graveolens la colecta debe realizarse cuando la capsula esta completamente seca, lo

cual suele corresponder a tamafos intermedios de inflorescencia.
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Figura 7. Distribucidn del numero total de inflorescencias segun la clase de tamario.
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Cuadro 4. Total, de inflorescencias evaluadas por clase de tamano, el numero de inflorescencias con y sin semilla, el

porcentaje de inflorescencias fecundadas y el numero total de semillas recolectadas.

Tamano de | Total de | Inflorescencias | Inflorescencias | % de | Total de | Inflorescencias
inflorescencia | inflorescencias | sin semilla con semilla inflorescencias | semillas | con 22 semillas
(cm) con semilla

0.4 58 48 10 17.24 13 3

0.5 193 143 50 25.90 83 20

0.6 291 218 73 25.08 117 32

0.7 320 224 96 30.00 126 42

0.8 469 257 212 45.20 392 110

0.9 475 227 248 52.21 414 112

1.0 111 59 52 46.84 104 37

1.1 56 30 26 46.42 62 17

1.2 12 6 6 50.00 6 2

1.3 11 8 3 27.27 6

1.4 4 1 3 75.00 5

Total 2000 1211 780 40.11 1328 —




6.2 Produccion de semillas segun el tamaiio de la inflorescencia

El analisis de produccion de semilla mostro diferencias marcadas entre los distintos
tamanos de inflorescencia. Las clases de 0.8 y 0.9 cm presentaron los mayores
porcentajes de inflorescencias fecundadas (45.20 % y 52.21 %, respectivamente), asi
como el mayor numero total de semillas (392 y 414 semillas). Este comportamiento
sugiere que dichos tamafios representan el punto 6ptimo de madurez reproductiva
(Figuras 7, 8 y 9).
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° 45.20% 46.84%  46.42%
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% De inflorescencias con semilla

Tamanio de inflorescencia

Figura 8. Porcentaje de inflorescencias con semilla segun la clase de tamafo.

La disminucion observada en las inflorescencias menores de 0.5 cm o mayores de 1.2
cm refuerza lo planteado por Lin et al. (2007) y Calvo-lrabién y Dzib (1997) respecto a

que la formacion y viabilidad de semillas disminuye cuando la estructura floral ain no
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alcanza la madurez o cuando se encuentra en procesos de sobre maduracion. Huerta

(1997) menciona, ademas, que las condiciones aridas donde se recolecta esta

especie afectan directamente la calidad fisioldgica de la semilla, lo que podria explicar

la baja fecundidad en tamafnos extremos.

La Figura 8 muestra el total de semillas por clase de tamafio, se observo un incremento

progresivo hasta 0.8—0.9 cm, seguido de una disminucion en las clases mayores.

Total de semilla
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Figura 9. Numero total de semillas obtenidas por clase de tamafio de inflorescencia.

En la Figura 9, en las clases de 0.7 a 1.0 cm se observo la mayor proporcion de

inflorescencias con mas de una semilla, lo que sugiere una mayor eficiencia

reproductiva en los tamanos intermedios.
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Figura 10. Frecuencia de inflorescencias con mas de una semilla por clase de tamario.

6.3 Etapa 1 Efecto del tamaio de la inflorescencia en la germinaciéon

Se evaluo el efecto del tamano de la inflorescencia sobre el porcentaje de germinacion

mediante un analisis de varianza (ANOVA).

Cuadro 5. Comparacion de medias del porcentaje de germinacién por tamario de

inflorescencia.
Tamaio (cm) | Media (%) | Error estandar | Grupo
0.7 18.8 3.15 b
0.8 43.8 3.15 a
0.9 28.8 3.15 a
1.0 27.5 1.44 a

Los resultados muestran que el tamafo de 0.8 cm presentd el mayor porcentaje de

germinacién, siendo estadisticamente diferente del tamafio 0.7 cm. Es importante
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aclarar que aunque el tamano de la inflorescencia de 0.9 cm, produce muchas

semillas, su capacidad germinativa es menor (28.80%) comparada con la de 0.8 cm

(43.80%).

Cuadro 6. Analisis de varianza (ANOVA) para tamafio de inflorescencia.

Fuente de gl Suma de Cuadrado F p-valor
variacion cuadrados medio
Tamafo 3 1292.2 430.7 13.56 | 0.000368***
Error 12 | 381.2 31.8 — —
Total 15 | — — — —

El analisis de varianza mostré diferencias altamente significativas entre los tamafios
de inflorescencia (F = 13.56; p < 0.001), y evidencié que este factor influye en la
capacidad germinativa de las semillas. Por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula (Hy)
donde se menciona que el tamafio de la inflorescencia no influye sobre la germinacién
y se acepta la hipétesis alternativa (H,), que apoya el efecto del tamafio en la

germinacion.

En términos descriptivos, el porcentaje de germinacion confirmo esta tendencia, donde
el valor mas alto se registrd en las inflorescencias de 0.8 cm (43.75 %), seguido por
0.9 cm (28.75 %) y 1.0 cm (27.50 %), mientras que el valor mas bajo correspondi6 a
0.7 cm (18.75 %) (Figura 10).
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Figura 11. Porcentaje de germinacion de semillas segun el tamano de la

inflorescencia.

Estos resultados indican que 0.8 cm representa el punto 6ptimo de madurez fisiologica,
ya que en este tamafo el embrién ha completado su desarrollo. En contraste, tamafos
menores reflejan inmadurez, mientras que tamafos mayores pueden estar asociados

a procesos de sobremaduracién o pérdida de viabilidad.

Esta tendencia ha sido reportada en especies del género Lippia, donde la germinacion
depende del grado de madurez del fruto (Lin et al., 2007). De igual forma, SEMARNAT
(2011) sefiala que la recoleccién temprana de frutos puede resultar en semillas
inmaduras con baja germinacion, lo cual coincide con los valores observados en

inflorescencias de 0.7 cm.
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Los porcentajes obtenidos (18-43 %) también concuerdan con lo reportado por
Gonzalez-Nieves et al. (2010), quienes documentaron bajos niveles de germinacion
en L. graveolens incluso bajo condiciones controladas, sugiriendo la presencia de

latencia fisiolégica parcial.
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Figura 12. Germinacion acumulada de semillas de L. graveolens en funcién del
tiempo, segun el tamano de la inflorescencia (0.7, 0.8, 0.9 y 1.0 cm). Los datos

representan el promedio de cuatro repeticiones.

La Figura 12 representa la curva de germinacion de acuerdo a cuatro tamaros de clase
de inflorescencia. Como se puede observar la clase de (0.8 cm) muestra un porcentaje

de germinacién mayor.

Asimismo, los resultados obtenidos concuerdan con reportes previos para especies
del género Lippia, en las cuales la germinacioén esta influenciada por diversos factores
ecofisioldgicos, particularmente la temperatura y las condiciones luminicas (Mattana
et al., 2017). Estos patrones son consistentes con los mecanismos fisioldgicos de

regulacion de la germinacion descritos por Baskin y Baskin (2014).
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6.4 Etapa 2. Evaluacion de la germinacién en semillas provenientes de diferentes

tamanos de inflorescencia e imbibicion en diferentes concentraciones de H,0,

En cuanto a los tratamientos quimicos se observe que el H,O, actia como una
molécula sefalizadora la promover los procesos fisioldégicos relacionados con la
germinacion. Los resultados obtenidos indican que la germinacion de las semillas esta
influenciada significativamente por la concentracion de perdxido de hidrogeno (H,0,).
El analisis de varianza (ANOVA) mostré diferencias altamente significativas entre
tratamientos (F = 25.86; p = 1.26x1077), lo que confirma que la aplicacion de H,0,

tiene un efecto determinante sobre la capacidad germinativa.

Cuadro 7. Analisis de varianza (ANOVA) para el efecto de H,0O, en la germinacién

Fuente GL Suma de Cuadrado medio F p-valor
cuadrados
Tratamientos | 5 3547 709.4 25.86 | 1.26x1077 ***
Error 18 | 494 274

Significancia: *** p < 0.001

En los tratamientos testigo (0 % de H,0O,) se registraron los valores mas bajos de
germinacién, con 13.75 % y 11.25 %, lo que evidencia que, en ausencia de
estimulacién quimica, la capacidad germinativa es limitada.

Por el contrario, la aplicacion de 30 % de H,O, presentd los mejores resultados,
alcanzando un valor maximo de germinacion de 43.75 %, asi como valores de 28.75
%, lo que posiciona a esta concentracién como la mas eficiente. Este comportamiento
sugiere que concentraciones moderadas de H,O, favorecen la activacion metabdlica
necesaria para la germinacion.

En contraste, el tratamiento con 50 % de H,0O, mostré una disminucion en la
germinacién en los tamanos 0.8 y 0.9 mm (28.75 % y 18.75 % respectivamente), lo
que indica un efecto negativo a concentraciones elevadas, posiblemente asociado a

estrés oxidativo.
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Cuadro 8. Porcentaje de germinacion y error estandar segun concentracion de H,O0,.

Tamaio (cm) | Tratamientos | H,O, (%) | Germinacién (%) | EE
0.8 Testigo 0 13.75 2.04
0.9 Testigo 0 11.25 1.25
0.8 T1 30 43.75 3.15
0.9 T2 30 28.75 3.15
0.8 T3 50 28.75 2.39
0.9 T4 50 18.75 1.25

La tendencia descrita se observa claramente en la Figura 13, donde los tratamientos
T1-0.8 y T2-0.9, correspondientes a la concentracion de 30 % de H,O,, presentaron
los mayores porcentajes de germinacion. En contraste, los tratamientos testigo (TC-
0.8 y TC-0.9) mostraron los valores mas bajos, mientras que los tratamientos con 50
% de H,O, (T3-0.8 y T4-0.9) evidenciaron una disminucién en la respuesta

germinativa.
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Figura 13. Porcentaje de germinacion de semillas en funcién del tamafio de la

inflorescencia y de la concentracidn de peréxido de hidrogeno (H,0,).

Estos resultados evidencian que el 30 % de H,0O, actia como un estimulador de la
germinacién, mientras que concentraciones superiores pueden generar efectos
negativos asociados a estrés oxidativo. Este comportamiento coincide con lo reportado
por Ogawa e Ilwabuchi (2001) y Cavusoglu y Kabar (2010), quienes demostraron que
el H,O, puede contrarrestar el efecto inhibidor del acido abscisico (ABA) y activar
procesos metabdlicos cuando se aplica en concentraciones moderadas. Asimismo,
Bailly et al. (2008) y Mhamdi y Van Breusegem (2018) explican que el H,O, regula
procesos oxidativos involucrados en la germinacion. De igual manera, Dos Santos-
Guaraldo et al. (2023) observaron que este compuesto favorece la germinacion en
condiciones de estrés.
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En cuanto a la contaminacion, los tratamientos sin H,O, presentaron los valores mas
altos (70 % y 72 %), lo cual se relaciona con los bajos porcentajes de germinacion
observados. En contraste, la aplicacion de 30 % de H,O, redujo significativamente la
contaminacion (23.75 %—-28.75 %), favoreciendo la emergencia de plantulas. Por su
parte, el tratamiento al 50 %, aunque disminuyd la presencia de microorganismos

(27.50 %—-31.25 %), también afecté negativamente la germinacion.

La tendencia de contaminacion se muestra en la Figura 13, donde se observa
claramente la reduccion de microorganismos conforme aumenta la concentracién de

H,O,, aunque con efectos adversos a concentraciones elevadas.
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Figura 14. Porcentaje de contaminacién en semillas de L. graveolens segun tamano

de inflorescencia y concentracion de H,O..

Estos resultados confirman que el H,O, cumple una doble funcién: reducir la
contaminacién superficial y estimular la germinacién cuando se utiliza en
concentraciones adecuadas. Este efecto puede explicarse por el proceso de

imbibiciéon, durante el cual la semilla absorbe agua, facilitando la lixiviacion de
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compuestos inhibidores y la activacion del metabolismo germinativo (Bewley et al.,
2013; Taiz et al., 2015).

Ademas, el H,0O, actia como molécula senalizadora en procesos fisiolégicos
relacionados con la germinacion, promoviendo la activacion enzimatica y la
movilizacion de reservas (Bailly et al., 2008; Mhamdi y Van Breusegem, 2018). Por lo
tanto, el bajo desempeno de los tratamientos testigo puede atribuirse tanto a la falta

de estimulacion metabdlica como a la alta contaminacién microbiana.

Finalmente, los resultados concuerdan con lo sefalado por Zappacosta (2004), quien
advierte que concentraciones elevadas de H,O, pueden causar fitotoxicidad, mientras
que concentraciones intermedias favorecen la activacion metabdlica necesaria para la

germinacion.
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7. CONCLUSION

El presente estudio sugiere que la germinacion in vitro de L. graveolens esta

condicionada por el estado de madurez de la inflorescencia y el tratamiento

pregerminativo empleado. En conjunto los resultados permiten concluir que:

El tamaino éptimo: Las inflorescencias de 0.8 cm son las mas adecuadas para la
obtencion de semillas, ya que presentan un equilibrio superior entre madurez
fisiologica y potencial germinativo, en comparacion con las clases de mayor o
menor tamafo.

Tratamiento efectivo: El uso H,0, al 30 % constituye el tratamiento mas eficaz,
pues logra un balance 6ptimo para promover la activacion metabdlica y reducir
significativamente la contaminacion microbiana sin comprometer la integridad del
embrién

Efectos de la concentracion: El tratamiento con H,0, al 50 % redujo la tasa de
germinacién lo cual se atribuye a efectos citotoxicos derivados de la alta

concentracion del agente oxidante.

Este trabajo aporta bases para el desarrollo de un protocolo eficiente de propagacion

de L. graveolens, a partir de semillas, util para su conservacion y produccidén en zonas

donde su reproduccion natural es limitada.
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