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RESUMEN

Nolina micrantha es una especie tipo arborescente a arbustiva, tiene similitudes con
Nolina texana, se distingue de otras especies de nolinas principalmente por su
pigmentacion purpura en todas sus inflorescencias y la floracién tardia,
geograficamente se distribuye al norte de México en los sitios de Chihuahua en
México, Arizona y Texas en Estados Unidos. Al ser una especie poco estudiada y
con distribucion restringida en la Sierra de Zapaliname, se considera de importancia
para su conservacion, por lo anterior, el objetivo del trabajo fue desarrollar un
protocolo para la germinacion de semillas se N. micrantha utilizando diferentes
tratamientos para romper la latencia, desarrollar plantas y posterior entregarlas a a
la A. C. PROFAUNA para su conservacion. Previo al ensayo de germinacion, las
semillas pasaron por una prueba de germinacion, posteriormente se dividio en 4
grupos, las semillas del grupo uno se sumergieron en acido sulfurico por un periodo
de 10 min, el grupo dos se sumergié en agua caliente (60° C) por un periodo de cinco
minutos, el tercer grupo sé sumergio en peroxido de hidrogeno al 1% por 24 horas y
el cuarto grupo solo recibié un tratamiento de desinfeccion siendo este el testigo, se
realizaron tres repeticiones de cada tratamiento, y se obtuvo el porcentaje de
germinacién. El mayor mayor porcentaje de germinacién (95%) se registro en las
semillas que estuvieron sumergidas en perdxido de hidrogeno. Por lo anterior
podemos concluir que las semillas de Nolina micrantha requieren de un promotor
para que rompa la latencia y comience la germinacién, siendo el peroxido de
hidrogeno al 1% por 24 h, una solucién de escarificacion quimica, que promueve

dicha respuesta.

Palabras clave: germinacion, in vitro, tratamiento pregerminavtivo, Nolina micrantha,

latencia.



1. INTRODUCCION

México, por su ubicacién geografica y la combinacion de condiciones fisiograficas y
climaticas presenta una gran biodiversidad en cada uno de los ecosistemas
representados en el territorio nacional (Encina-Dominguez et al., 2008). El norte del
pais, destaca por presentar ambientes de climas desérticos, sin embargo, también
se caracteriza por la presencia de macizos montafiosos como la Sierra Madre
Oriental (SMO), conformada por un conjunto de montafias angostas y alargadas, se
ubica desde la faja volcanica transmexicana hasta la parte central de Coahuila,
Chihuahua y la frontera norte de México, su unidad geografica cuenta con mas de
800 km de longitud y de 80 a 10 km de amplitud (Antufiao, et al. 2000). La Sierra de
Zapalinamé pertenece a esta provincia fisiografica y se ubica al sureste del estado
de Coahuila, la cual abarca parte de los municipios de Arteaga y Saltillo,
geograficamente se ubica en las coordenadas desde los -100°05’3.8” a los -
100°47°14.5” de longitud Oeste y de los 25°15°00” a los 25°25'58.35” de longitud
Norte y cuenta con una superficie aproximadamente de 25, 768-8 hectareas
(UAAAN, 1998). La Sierra de Zapalinamé ha sido declarada como una reserva
natural voluntaria (RNV) y forma parte del proyecto de conservacion, sumado a las
cinco areas naturales protegidas con que se cuentan en el estado de Coahuila, de

ahi la importancia de proteger la biodiversidad que se encuentra en esos sitios.

Dentro de la diversidad vegetal distintiva de la Sierra de Zapalinamé se encuentran
representantes de la subfamilia Nolinoidae, integrada por los géneros Nolina,
Dasylirion, Beaucarnea y Calibanus e incluye aproximadamente 55 especies
arbustivas, herbaceas y arborescentes, las cuales habitan desde el sur de Estado
Unidos hasta Centroamérica. De acuerdo con Silva et al. (2013) México cuenta con

la mayor riqueza de especies de esta familia.

Las areas naturales protegidas ayudan a la conservacion de especies terrestres, las
cuales son fundamentales para mantener la integridad en dichas areas (PNUD,
2019), bajo esa premisa, para el presente trabajo se eligié estudiar a la especie

Nolina micrantha, distribuida al sur de Estados Unidos (Nuevo México y Texas) y al
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norte de México, con un reducido numero de poblaciones naturales en los estados
de Coahuila y Chihuahua (NatureServe Explorer, 2022), integrando actividades para
conocer su taxonomia, sus caracteristicas biolégicas, asi como establecer
estrategias para su cultivo que nos permitan conocer aspectos de su reproduccion y
al mismo tiempo, como alternativa de conservacion ex situ, para incrementar el

numero de ejemplares.

Como previamente se destacd, las poblaciones de N. micrantha tienen una
distribucion restringida en Meéxico, razén por la cual no debemos ignorar su
preservacion y centrar acciones para su conservacion, por ello, se desarroll6 una
metodologia para la germinacion de semillas, favoreciendo el mantenimiento de la
variabilidad genética al utilizar una herramienta como lo es el cultivo in vitro donde
las condiciones de nutricion (medio de cultivo), temperatura, iluminacion, son
controladas y aseguran la respuesta de germinacién de semillas viables. Se probaron
tres tratamientos pre germinativos para tratar las semillas, previo a su cultivo, los
reactivos utilizados fueron: acido sulfurico (90%/10min), peroxido de hidrogeno
(1%/24h) y agua caliente (60°C/5min).

En seccion de resultados se demuestra que los tres tratamientos evaluados, se
obtuvo la respuesta de germinacion in vitro, con una respuesta mayor en las semillas
tratadas con agua caliente, 3 de cada 5 semillas por frasco germind, alcanzando en
promedio 50% de germinacion del total de semillas sembradas, para el tratamiento
de peréxido de hidrogeno , germinaron 2 de cada 5 semillas por frasco, es decir,
en promedio germinaron un 40% del total de semillas sembradas en total y el
tratamiento con menor respuesta de germinacién fue en las semillas sumergidas en
acido sulfurico, 1 de cada 5 semillas por frasco, es decir, en promedio germinaron un
10% del total de semillas sembradas. Cabe destacar que la pérdida de semillas por

contaminacion fue nula.

Los resultados de esta investigacién al ser comparados con otros trabajos de
investigacion, sostienen que las técnicas pre-germinativas tuvieron la funcién de

ablandar las testas de las semillas (escarificacion) por lo tanto, se observaron
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diferentes respuestas en los tratamientos empleados, siendo la aplicacién de agua
caliente y peroxido de hidrogeno, en los que se cuantificé el mayor numero de

semillas germinadas de N. micrantha

Por otra parte, el cultivo in vitro es una técnica que empleada para lograr la
germinacion y reproduccion de especies, esta practica es eficiente para la
conservacion debido a que ayuda a la reproduccion masiva de especies que cuentan
con alguna dificultad para su germinacién debido a su tipo de latencia o por
caracteristicas fisicas de las semillas, en donde aplicando técnicas pre germinativas
mas su cultivo en condiciones in vitro, se pudo lograr la reproduccion de la especie

en cuestion.



2. JUSTIFICACION

La presente investigacion se enfocara en la germinacion de semillas por medio de
cultivo in vitro para la especie de N. micrantha, debido a que es una especie con una
poblacién reducida en el estado de Coahuila, sus registros principalmente
demuestran su presencia en areas al sur de Texas y el norte de México, esta especie

en estudio cuenta con muy poca informacién documentada.

Por otra parte, los resultados permitieron generar mayor informacion sobre las
condiciones de germinacion, llevando a entender las adaptaciones que las especies
desarrollan para asegurar su permanencia en el ecosistema, mientras que, para los
encargados de su reproduccion en los viveros sera una herramienta util en la eleccion
de tratamientos adecuados para la germinacion de las mismas, dentro de

condiciones controladas.

Por ultimo, la propagaciéon ex situ incrementa el numero de ejemplares disponibles

para futuras acciones de reincorporacion de plantas en su habitat natural.



3. OBJETIVOS

Objetivo General

Proponer un protocolo de germinacion de semillas de Nolina micrantha bajo

condiciones in vitro, como una estrategia para su conservacion ex situ.

Objetivos Especificos

1. Establecer un protocolo de desinfeccién de semillas de Nolina micrantha para
su cultivo in vitro.

2. Aplicar tres tratamientos pre germinativos a las semillas de N. micrantha y
comparar la respuesta de germinacion in vitro.

3. Establecer en el vivero las plantulas de N. micrantha germinadas in vitro.



4. HIPOTESIS

El adecuado proceso de desinfeccion asi como la aplicacion de sustancias que
favorezcan la respuesta de germinacion (tratamiento pre germinativo) a las semillas
de Nolina micrantha |.M. Johns, permitira el buen  desarrollo en el cultivo in vitro
disminuyendo la contaminacion y el rompimiento de la latencia, obteniendo un
porcentaje de germinacién mayor comparado con las semillas que no reciban ningun

tratamiento.



5. REVISION DE LITERATURA

5.1. Aspectos biolégicos de Nolina micrantha |.M. Johns (Subfamilia Nolinoidae)

Descripcidn taxonoémica:

De acuerdo con la Comision Nacional para el Conocimiento y uso de la Biodiversidad
(CONABIO, 2022) la clasificacion taxondmica de la especie es una planta que
pertenece a la familia Asparagaceae, subfamilia: Nolinoidae, del género y especie
Nolina micrantha (fig. 1), distinguiéndose de otras nolinas principalmente por su
pigmento purpura  en todas sus inflorescencias y la fecha de floracion, debido a

que tiene una floracién mas tardia (Boufford, 2020).

Figura 1. Arbusto de la especie Nolina micrantha 1.M. Johnst (Tomada de T. Gleason, 2022)

5.2.  Descripcion de Nolina micrantha

De acuerdo con Hernandez-Sandoval (2020) entre las caracteristicas generales de
la familia Nolinaceae destaca que, son plantas de tipo arborescentes a arbustivas
a veces sarcocaules, acaules o con tallos subterraneos, con crecimientos secundario
tipo monocotiledéneo, hojas agrupadas en rosetas basales o dispuestas al final de
las ramas, lineares con la superficie acanalada, margenes con dientecillos muy

pequefios o espinas, inflorescencias paniculadas a espiciformes con bracteas



escariosas, flores con seis estambres, anteras sagitadas y ovarios abortado o

reducido funcionando como nectario, flores pistiladas

Nolina Michx. es un género americano con 21 a 30 especies que se distribuye desde
el sur de Estados Unidos hasta México. El género ha tenido poco estudio desde el
punto de vista taxondémico (Garcia Mendoza, et al. 2012), fue descrito por Michaux.
y las plantas que pertenecen a esta familia, conforman comunidades vegetales
rosetédfilas  aridas o templadas, ademas de proporcionar refugios a especies

como los reptiles (Quirino Olvera, 2017).

La descripcidn en especifico para Nolina micrantha (Fig. 2) de acuerdo con la
publicacién de Flor of Nort America (2020) considera que, son plantas caulescentes
cespitosas con rosetas de caudices verticales, sus laminas foliares son rigidas,
fibrosas, concavo-convexas de 80 a 130 cm x 6-4 mm no glaucas, margenes enteros
o lejanamente serrulados con dientes cartilaginosos separados, su apice es lacerado,
escapo de 0.5 a 2 cm, inflorescencia paniculada por lo general de color purpura, N.
micrantha tiene similitudes a Nolina texana excepto por su pigmento de color purpura

en la inflorescencia y su floracion es tardia.

Figura. 2. Imagen digitalizada de un ejemplar herborizado de Nolina micrantha. (Tomada de Texas
Tech University, E. L. Reed Herbarium, 2025)



5.3. Habitat y ecologia

La familia Nolinacea es endémica de norte América y Centroamérica  los cuatro
geéneros que integran esta familia su distribucién se encuentra desde el sur y sureste
de Estados Unidos, México, Guatemala, Belice y Honduras. Para Nolina la provincia
fitogeografica mas rica es la Sierra Madre Occidental con 17 taxas, en donde 5 de
ellas son endémicas de la misma (Garcia Mendoza & Galvan V., 1995), ademas Ruiz
-Sanchez, et al. (2019) menciona que con los analisis filogenéticos que incluyen
datos moleculares y morfolégicos se encuentra a Nolina relacionada con Bucarnea,
Lamaire, Dasylirion Zaccarini dentro de las Asparagaceae y Nolina es un género

representado por 26 especies descritas de las cuales 18 son endémicas de México.

Nolina y otros géneros relacionados se han considerado dentro de las familias
Liliaceae, la familia Nolinacea se propuso en el afio de 1936 (Silva, et al. 2013),
posteriormente  por Nakai en 1943 (Garcia-Mendoza, et al. 2012) y fue aceptada
en el ano de 1985. En donde estas plantas fueron incluidas en las familias
Agavaceae y Liliaceae. y se constituye por los géneros Beaucarnea, Calibanus y

Dasylirium (Garcia-Mendoza, et al. 2012)

Si bien los datos para Nolina micrantha son limitados, se tiene como referente a otras
especies, tal como lo es Nolina texana, especie que se encuentra principalmente al
norte de México  en los estados de Chihuahua y Sonora, prefiriendo habitos de
zonas aridas con una precipitaciones bajas de no mas de 300 mm sobre pastizales
amacollados, matorral micréfilo  y rosetédfilo  , en zonas de transicidon con tipo de
vegetacion de bosque de encino, las especies con las que se relaciona son: Nolina
lindheimeriana, Yucca rupicula, N. microcarpa, Quercus emoryi y Quercus

chihuhuensis, entre otras especies (Comision Nacional Forestal, 2017).

Nolina micrantha se encuentra distribuida en los sitios como son el estado de
Chihuahua en Meéxico, Arizona y Texas en Estados Unidos cuenta con una
distribucion abundante al norte del Altiplano Mexicano y al norte de la Sierra Madre



Occidental, siendo parte la Mesa, Coahuila. Asciende en 1800 a 2400 msnm, en

bosques de tipo encino, matorral y pastizal (Olvera, 2006).

5.4. Usos y manejo de Nolina micrantha

En el caso particular de las especies vegetales que habitan las zonas aridas y
semiaridas, el uso excesivo y desmedido ha llevado a la degradacion de los
ecosistemas y la disminucion de sus poblaciones naturales (Mallen Rivera & Nieto
de Pascual, 2009).

De acuerdo con Silva et al., (2013) en Centro América, particularmente en México,
se tiene la mayor riqueza de la familia en especies. En la actualidad las hojas de
algunas de las plantas de la familia se utilizan para la elaboracion de canastas,

mientras que la llamada flor de sotol se utiliza como elemento decorativo.

En especifico, la especie Nolina cespitifera o mejor conocida como “cortadillo”, es un
recurso forestal no maderable es fundamental para la econémica para los pobladores
que habitan en zonas aridas y semiaridas para las regiones sur y centro del estado
de Coahuila, debido a que se aprovecha para obtener una fibra dura y muy resistente.
(Sanchez- Méndez, 2020). La recoleccidn de este recurso ofrece una alternativa de
produccion para los pobladores de la region, en muchos casos es la fuente principal
de ingresos y representa una fuente de captacion de recursos econdmica (Castillo
Quiroz, 2009)

Otras especies, también del mismo género, son aprovechadas para retirar sus hojas
y ser utilizadas en la obtencion de fibras para cordeleria, por otra parte, el uso como
plantas de ornato, como Dasylirion, ha incrementando la colecta clandestina y su
comercializacién masiva debido a su belleza y bajo consumo de agua (Silva et al.,
2013).
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5.5. Semillas: caracteristicas e importancia en la reproduccién de las plantas

5.5.1. Definicién de semilla y sus caracteristicas generales

Las semillas son el érgano  reproductivo mas importante en la gran mayoria de las
plantas terrestres y acuaticas. Segun Doria (2010) la definicion de semilla es “una
unidad reproductiva compleja y caracteristica de las plantas vasculares superiores
que se desarrolla a partir del dvulo vegetal después de la fertilizacion y se encuentra

principalmente  en las plantas con flores (Angiospermas) y en las gimnospermas”.

Independientemente del concepto de semilla, podemos decir que esta estructura
contiene un embridn y al recibir las condiciones adecuadas podra generar un nuevo

individuo.

5.5.2. Clasificacion

La morfologia de las semillas se compone de una cubierta seminal con funcién
protectora, el endospermo es la reserva de nutrientes y el embridon que es el 6vulo

fecundado como se muestra en la fig. 3 (Soblechero et al., 2005).

Las semillas pueden diferenciarse en su tolerancia en la desecacién, caracteristicas
muy particulares como lo es la capacidad de pérdida de agua en su almacenamiento,
se pueden clasificar en ortodoxas, recalcitrantes e intermedias (Plaza & Magnitskiy,
2007, Berjak & Pammenter, 2010)
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Figura. 3 Detalle de la morfologia externa de una Fabace, 1. Testa; 2, hilo y 3, micropilo (Tomada de
Soblechero, et al. 2005)

Las semillas ortodoxas desarrollan resistencia a la deshidratacion durante su
desarrollo lo que permite ser almacenadas en estado seco, por periodos de tiempo
y bajo condiciones ambientales controladas, estas semillas deben mantener un alto
vigor y viabilidad, por lo general todas las semillas ortodoxas pueden resistir la
deshidratacion a aproximadamente 5%. Cualquier semilla que no cumpla con estas

caracteristicas no es ortodoxa. (Berjak & Pammenter, 2010).

Por otro lado, se encuentran las semillas recalcitrantes las cuales no experimentan
un proceso de secado durante su maduracién, o bien se encuentra ausente, y estan
susceptibles a la pérdida  de agua desde el comienzo de su desarrollo hasta que
caen de la planta. Su contenido de agua puede estar dentro del rango de 0.43 a 4.0
g, que corresponde al 30 a 80% en base de masa humeda (Berjak & Pammenter,
2010).

Por su parte, Magnitskiy & Plaza (2007) da los siguientes conceptos para comprender
la clasificacion:

e Semillas ortodoxas: son capaces de resistir a la deshidratacién, pueden
dispersarse y mantenerse viable después de alcanzar un bajo porcentaje de
humedad, tolerando una deshidratacion de 5%.

e Semillas intermedias: son las que toleran una deshidrataciéon entre 10% y
12.5%
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e Semillas recalcitrantes: presentan sensibilidad a la pérdida de humedad y
se dispersan junto con los tejidos del fruto (carnoso) con altos contenidos de

humedad toleran una deshidratacion entre el 15% y 50%.

En particular las semillas de las especies del género Nolina, son consideradas como
ortodoxas debido a que cuenta con un contenido de humedad de 8.1% en fresco a

8.8% en base a seco de acuerdo con Reyes & Rodriguez (s/f)

5.5.3. Germinacion

El término germinacioén se refiere al proceso mediante el cual la semilla se activa, se
desarrolla y crece, originando una nueva planta, este proceso esta influenciado en
factores externos e internos, en los primeros se pueden considerar: calidad de luz,
fotoperiodo, humedad, y en los propios se encuentran la viabilidad del embridn, las
proteinas de reserva, por mencionar algunas. Varela-Santiago & Arana (2011)
describen que una caracteristica de algunas especies vegetales es que sus semillas

poseen algun impedimento para que germinen, atribuidas a dos causas:

e £/ medio presenta condiciones desfavorables para el crecimiento vegetativo a
causa de baja disponibilidad de humedad, insuficiente aireacion o por una

temperatura inadecuada. A este tipo de inhibicion se le llama quiescencia.

e Aunque las condiciones del medio son adecuadas, el organismo tiene una
combinacion fisioldgica tal que impide su crecimiento. Esta forma de inhibicion
se le conoce como latencia o dormancia, la cual se subdivide en dormancia

primaria y dormancia secundatria.
De acuerdo con Villamil & Garcia (1998) el proceso de germinacién comienza con la

absorcion de agua por la semilla (imbibicidon) y concluye cuando se inicia la

elongacién de la radicula.
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De la Cuadra, (1992) define tres conceptos fundamentales para germinacion de las

semillas, los cuales se describen a continuacion:

Imbibicidn: es el periodo en donde la semilla absorbe agua y se hincha, esa
agua absorbida pasa a través de las envueltas seminales hasta llegar al
embrion, en cantidad suficiente, este se activa y comienza el proceso que

termina en el desarrollo de la planta.

Digestion y transporte de alimentos: lo que el embridon necesita para su
desarrollo es el alimento. Es por eso que libera unas enzimas digestivas que
disuelven parte del alimento que es que es absorbido desde el tejido

almacenador hasta el embrién

Elongacidén celular: durante este proceso las células embrionarias son
inicialmente pequenas antes de la germinacion, el crecimiento del embrion se
debe a que las células incrementan su tamafo. El embrion utiliza las
proteinas, grasas e hidratos de carbono, digeridos y absorbidos desde el

endospermo

Las semillas de Nolina cespitifera se caracterizan por su tamafno pequefo,
aproximadamente de 3.4 mm de largo y 2.65 mm de ancho, también pueden
presentar un tipo de latencia exdgena de acuerdo con los trabajos de germinacion
realizados por Castillo Quiroz, et al. (2015) donde el porcentaje total es muy bajo, la
latencia de estas semillas puede ser debido a las propiedades fisicas y quimicas de
las cubiertas seminales. Castillo Quiroz, et al. (2018) realizaron ensayos para la
germinacioén de semillas de N. cespitifera, reportando que éstas germinaron entre los
5-10 dias, una vez que fueron expuestas a las condiciones de humedad y

temperatura.
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5.5.4. Latencia

La latencia, también denominada como dormicion o letargo, se le define como ‘la
incapacidad de una semilla intacta y viable, de germinar bajo condiciones de
temperatura, humedad y concentraciones de gases que son adecuadas para llevar a
cabo la germinacion” (Varela & Arana, 2011). La latencia de las semillas es
considerada como una estrategia de adaptacibn comunmente presente en las
plantas que habitan en ecosistemas aridos y semiaridos (Rojas-Aréchiga & Merina-
Sanches, 2017)

Este proceso es un estado innato de un organismo en el que el crecimiento se
detiene, en las plantas esta puede ser presentada en los meristemos y en las semillas
(Soriano & Villegas, 2019).

De acuerdo con Varela & Arana (2011) mencionan que la latencia se desarrolla
durante la formacion de la semilla la cual cumple una importante funcién que es
inhibir la germinacion, ademas sugiere una adaptacion para que las especies

sobrevivan en su medio natural.

De acuerdo con Pérez Ruiz et al. (2015) mencionan que la latencia se basa en
factores que inhiben la germinacion ya sea enddgeno del embrion o exdgeno de
acuerdo a la cubierta seminal. Los aspectos fisicos y quimicos que mas influyen en
la presencia de latencia es la forma y la biomasa, la presencia y el grosor de la
cubierta seminal y la composicion de las reservas almacenadas (carbohidratos,

lipidos y compuestos nitrogenados (Soriano & Villegas, 2019).

Rojas-Arechinga (2017) en su investigacidn mencionan la divisién de la latencia en:

primaria o innata y latencia secundaria o inducida:
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Latencia primaria: este tipo de latencia se presenta cuando las semillas se
desprenden de la planta madre
Latencia secundaria: se ocurre cuando la semilla se expone a condiciones adversas

al medio y dicha latencia no concluye aun cuando se remueven estas condiciones.

Soriano & Villegas (2019) proponen una clasificacion de latencia (Tabla. 1),
clasificando de acuerdo a sus caracteristicas como el estado de desarrollo del
embrion al momento de la dispersion, las cualidades fisicas de las semillas, su
respuesta fisiologica a los estimulos ambientales o una combinacién de las
anteriores, eso puede llevar a que la latencia sea morfolégica, fisioldgica,

morfofisiolégica o combinada.

Latencia morfolégica: las semillas que presentan este tipo de latencia tienen
embriones subdesarrollados, los factores ambientales como la temperatura, luz y
humedad pueden influir en la maduracion del embridén y en la liberacion de la latencia,
las semillas de algunas especies del género Annona y Apio presentan latencia

morfoldgica.

Latencia fisioldgica: estas semillas no germinan si no cuentan con la presencia de
factores ambientales especificas, temperatura, humedad, luz, concentraciones de
gases, entre otras) esto les permite determinar el tiempo y el lugar de la germinacién
y asi logran un ajuste muy especifico al medio, Dahlia coccinea son un ejemplo de

especie que presenta latencia fisiologica.

Latencia fisica: algunas semillas presentan embriones sin latencia, pero presentan
cubiertas impermeables que previenen la imbibicibn y la germinacién, estas
caracteristicas definen la latencia fisica, un ejemplo de semillas con germinacion
fisica es Acacia farnesiana.

Latencia morfofisiolégica: algunas especies de semillas presentan latencia fisica
como fisioldgica y germinan hasta que ambas se rompen, un ejemplo de estas es la
de Narcissus hispanicus.
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Tabla 1. Clasificacion de latencia. (Tomada de Soriano & Villegas, 2019 modificado
por Orozco, 2012)

Endogena (inherente | Fisiologica
al embrion) Morfolégica
Primaria Morfofisid logica
Primaria Innata Exdégena (externa al | Fisica
embrién)
Secundaria | Inducida Secundaria
Impuesta Pseudolatencia (quiescencia )

Por su parte, Suarez & Melgarejo (2010) consideran que la dormancia primaria es la
dormancia mas frecuente en semillas y se dan por factores endégenos o exdgenos,
mientras que la dormancia secundaria es la que tiene que ser inducida a
temperaturas de 50°C a 90°C. Estas situaciones pueden ser causados por la
exposicion de las semillas a condiciones que promueven la germinacion junto con
factores que bloquean y restringen este proceso de germinacion o bien, en donde las
semillas una vez que se separan de la planta madre y son expuestas a condiciones

adversas del medio.

Por otra parte, el estado de reposo de la semilla también se le conoce como
quiescencia o latencia, la quiescencia es producida por la falta de agua, lo cual ocurre
con las semillas almacenadas en condiciones artificiales, mientras que en la latencia
es el reposo de las semillas cuando no germinan aun con las condiciones 6ptimas

de temperatura y humedad (Del Amo Rodriguez, et al. 2002).

A partir de la consulta bibliografica de las caracteristicas  de las semillas de
Nolina micrantha no existen reportes de latencia, pero si esta reportada para otras
especies del género, de acuerdo con Castillo Quiroz, et al. (2018) Nolina cespitifera
presenta una latencia exdgena, dicha latencia se puede atribuir principalmente a las

propiedades fisicas y quimicas de las cubiertas seminales.
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5.6. Aplicacion de tratamientos pre germinativos para la obtencion de plantulas a

partir de semillas

Como se ha revisado, existen diferentes tipos de latencia que limitan el proceso de

germinacion, siendo de tipo: fisico o mecanica, quimica, morfologica y fisioldgica

(Merino-Valdez, et al. 2018), de acuerdo con Bautista, (2007) se clasifican en

mecanicas, quimicas y fisicas, en la Tabla 2 se muestran los tipos de tratamientos

para romper la latencia exdgena para los diferentes tipos de latencia en semillas.

Tabla 2. Técnicas pre germinativas (Tomada de

Bautista, 2007).

Tipo de latencia

Factores que las

Tratamiento para

causan romper la testa.
Mecanica Resistencia Destruccion del
mecanica de la | pericarpio o}
cubierta al | cubierta de la
crecimiento del | semilla (rosaceas,
embrion. tejocote,
Latencia exogena chabacano, ciruelo
(es debida a las , durazno).
partes exteriores | Fisica Impermeabilidad de | Escarificacion
de la semilla, testa la semilla al agua. inmersion en agua
0 pericarpio) caliente o en acidos
(leguminosas)
Quimica Inhibidores en el | Remocion del
pericarpio pericarpio o]

lixiviado en agua
caliente (pirul, palo
dulce).
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Varela & Arana (2010) describen la forma en la que actuan los tratamientos pre

germinativos anteriormente:

Mecanica: es un tratamiento que consiste en raspar la semilla con lijas o algun otro
meétodo que ayude a romper la testa de la semilla ayudando a sea eliminado el arilo

mediante frotacion.

Quimica: este método consiste en remojar las semillas por periodos cortos de 15 min

o hasta 2 horas, en compuestos quimicos.

5.7. Cultivo in vitro de semillas

Intagri (2024) define que “el cultivé in vitro de especies vegetales se centra en el
aislamiento de organos, tejidos vegetales y/o células vegetales, asi como en el
control de las condiciones requeridas para la obtencion de respuestas fisiologicas o

morfologicas a partir de estos explantes”.

El cultivo in vitro se basa en obtener porciones de una planta a la que se le denomina
explante (por ejemplo, el apice, una hoja o segmento de ella, segmento de tallo,
meristema, embridn, nudo, semilla, antera, etc.) y se coloca en un medio nutritivo
aséptico (usualmente gelificado, semisdlido) con el objetivo de inducir la

regeneracion de una o varias plantas (Segretin 2019).

Esta técnica, se ha ido transformando a través del tiempo y ademas ha permitido la
introduccién de diferentes explantes para usos diversos, particularmente para
cultivos de propagacion vegetativa o en especies de cultivos con semillas
recalcitrantes o en latencia, especies silvestres que producen poca o ninguna semilla,

y especies con largos ciclos de vida (Thorman-Imke, et al. 2006).

Al respecto Jimenez Terry & Agramontes (2013) sefalan que la micropropagacion
ha ayudado a mantener un equilibrio con el ecosistema forestal y del medio ambiente
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debido a que es una técnica que permite la produccion de plantas y su conservacion

genética.

Por otro lado, las experiencias positivas en germinacion de semillas via cultivo in
vitro, pueden ser una estrategia de solucion a la problematica planteada por Maxted
et al. (2000) quien afirma que, esta ocurriendo una pérdida catastréfica de la
diversidad genética de las plantas; las especies, las combinaciones de genes y los
alelos se estan perdiendo para siempre y este proceso de erosion genética
probablemente se agravara aun mas en el futuro, la conservacion, la diversidad de
plantas es de importancia critica, debido a los beneficios directos. La pérdida
constante de diversidad de plantas combinada con el rapido crecimiento de la
poblacién es probable que sea devastador si no se controla y buscan alternativas

para evitar la pérdida de especies.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biolégico y ubicacién geografica

Ubicacién geografica del desarrollo del experimento:

El experimento se llevo a cabo en el Laboratorio  de Botanica y en el Jardin Botanico
‘Ing. Gustavo Aguirre Benavides” del Departamento de Botanica, dentro de las
instalaciones de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro 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.

Las semillas de N. micrantha fueron colectadas por el personal de PROFAUNA A. C.
y nos fueron entregadas el 28 de octubre del afio 2020. Para su almacenamiento se
limpiaron, contaron 50 semillas y cada conjunto de las mismas, se guardd en un

sobre de papel. Se mantuvieron en un lugar seco, fresco y sin luz.

6.2 Caracterizacion de las semillas

Se considerdé medir e identificar color y forma de las semillas de Nolina micrantha

para determinar sus caracteristicas distintivas.
Tamano. Se obtuvo midiendo con un vernier (marca) el largo y ancho.

Color. Se comparo el color de las semillas con la paleta de colores de Munsell (2024
/Tabla munsell digital | PDF).

Forma. Se determiné la forma de las semillas tomando las descripciones

previamente descritas en las referencias bibliograficas.
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6.3 Prueba de viabilidad de las semillas

Para tener un valor estimado de la viabilidad de las semillas, se realizo la técnica
colorimétrica de sal de tetrazolio que consistid en seleccionar 20 semillas, se
colocaron en una caja Petri e hidrataron con agua corriente por 24 horas a 2° C,
transcurrido ese tiempo se partieron por la mitad y se colocaron en la caja Petri con
la superficie en la que se hizo el corte hacia abajo, se le afadié 5 mililitros de
disolucion de cloruro de tetrazolio al 1% y se dejaron incubar por 2 h. Transcurrido el
tiempo, se observaron las semillas bajo el estereoscopio y se comparoé el patron de
coloracion con la tabla de referencia de color, determinando el grado de tincidn,
considerando que si el embrién se encuentra de un 100 a un 80% tehido, es una
semillas viable y si el porcentaje es menor a 80% e involucra al embrién, es

considerada como no viable.

Con los datos obtenidos se calcul6 el valor de viabilidad (ver formula) a su vez, ese
valor se puede usar como un referente del porcentaje de germinacion (tomada y

modificada de Espinosa-Chavez, (2016):

_ (numero de semillas tefiidas de rojo)

PV = X 100
(numero total de semillas)

_ (10 semillas tenidas)

PV = X1 = 909 abili
V (11 semillas) 00 = 90% de viabilidad

6.4 Desinfeccion de semillas

El protocolo de desinfeccion consistidé en realizar un primer lavado con detergente
(Tween 20) a una concentraciéon de 2 ml/L, posteriormente un enjuague y la
introduccion a una solucién clorada (hipoclorito de sodio comercial) 40% por 5
minutos, seguido de un enjuague y otro lavado con una solucion de alcohol al 70 %
por 3 min. Todos los lavados se realizaron en campana de flujo laminar con agua

destilada.
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Posterior a la desinfeccion, las semillas se dividieron en cuatro grupos de acuerdo al
tratamiento pre germinativo que recibieron, las semillas pasaron por los siguientes

tratamientos (Tabla 3).

Tabla 3. Tratamiento pre germinativo que recibieron las semillas
Medio T1 T2 T3 Testigo

Desinfeccion | Desinfeccion | Desinfeccion | Desinfeccion

+ + +
Remojo en Acido Remojo en
Perdxido de sulfurico Agua

hidrégeno Concentrado | caliente por 5

24 hrs. Por 10 min. min.

Ex vitro 150 semillas | 150 semillas | 150 semillas | 150 semillas

Medio T T2 T3 Testigo
Desinfeccién + | Desinfeccion | Desinfeccion Desinfeccion
Remojo en + +
Peroxido de Acido Remojo en
hidrégeno sulfarico Agua caliente
24 hrs. Concentrado | por 5 min.
Por 10 min.

in vitro 150 semillas 150 semillas | 150 semillas | 150 semillas

6.5 Cultivo de semillas bajo condiciones in vitro

- Elaboracion de medio de cultivo:
En la balanza (A&D/GR-200) se pesaron 4.43 gramos de medio Murashige and
Skoog (marca PlantMedia, composicion descrita en la Tabla 4) para preparar un litro
de medio, los cuales se disolvieron en agua, se incorporaron 30 g de sacarosa, se
aford para alcanzar un volumen de litro, se ajusté el pH a 5.7 con un potenciometro

(Hanna Instrument/HI98107) y adiciona 7 g de agar bacterioldgico, se calenté en una
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placa de calor con agitacion magnética (Corning PC-320) hasta que se disolvio y
observd una consistencia homogénea, se vertieron aproximadamente 25 ml de
medio en cada uno de los recipientes de vidrio (frascos tipo Gerber) y se cubrieron

con una tapa de papel aluminio.

Tabla 4. Composicion quimica del medio MS (modificada de Shobhana, et. al. 2018)

Macronutrientes Micronutrientes Hierro Vitaminas
NH4NO3 Ki Na2.EDTA Inositol
KNO3 H3BO3 FeS04.7H.0 Acido Nicotinico
MgSQO4.7H.0 ZnS0,4.7H20 Piridoxina HCL
CaClz.aq Na2Mo04.2H20 Tiamina
KH.PO, CuS04.5H20 Glicina
CoCl,.6H20
MnSQO44H20
Fuente de carbono Gelificante
Sacarosa Agar

- Esterilizacién del medio y material de soporte:
El medio preparado, asi como los materiales para la siembra: vasos de precipitados,
probeta, pinzas, cajas Petri y toallas de papel “sanitas”, se esterilizaron a 20 libras
de presion por 20 minutos en autoclave, una vez enfriado el material y gelificado el
medio se almaceno en un lugar limpio y seco hasta su uso. El material de soporte y
de cristaleria se mantuvo en condiciones estériles con el fin de evitar cualquier

contaminante en los cultivos.

- Siembra in vitro:
Los cultivos con las semillas se incubaron en una camara de germinacion con un
fotoperiodo de 16 hrs. luz/ 8 hrs. oscuridad por un tiempo de 30 a 60 dias
posteriormente a la siembra, a temperatura de 22° C. Paralelo al cultivo in vitro se
realiz6 una prueba de germinacion ex vitro con un sustrato estéril compuesto por peat
moss y vermiculita con el fin de comparar diferencias en tiempo y porcentaje de

germinacion.
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- Evaluacion de respuesta de germinacion:
Cada uno de los ensayos se hicieron por triplicado, durante el proceso de
germinacién se obtuvieron datos de porcentaje de germinacion, formacion de
radicula, formacién de brote caulinar y porcentaje de contaminacion.
Los datos obtenidos se procesaron utilizando las variables estadisticas del programa

de Excel para aplicar en la estadistica descriptiva.

6.6 Aclimatacion de plantulas en vivero

Las plantulas obtenidas de la germinacion in vitro, se trasladaron al area de vivero
en el Jardin Botanico, para su aclimatacion. Se preparo la mezcla del sustrato peat
moss con agrolita y vermiculita en proporcion 8:1:1, posteriormente se hidrata hasta
punto de saturacién y fue colocado en bolsas de plastico, para luego colocar las

plantas y continuen con su crecimiento bajo las condiciones ex vitro.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

71. Caracterizacion de las semillas.

El tamafo, el color y la forma de las semillas de Nolina micrantha sigue un patrén
con de otras especies de su género tomando como referente el trabajo de Quiahua
Barrera, et al., (s/f) donde menciona que las semillas de Nolina cespitifera tienen
forma esférica ligeramente ovoide, con una tamano de 3.4 a 4.5 mm de largo y de
ancho una medida de 3.4 a 4.4 mm, la semilla presenta un color amarillo ambar a
marrdn oscuro a negro, por otro lado (Castillo Quiroz, et al. 2015) también argumenta
que las semillas de Nolina cespitifera tienen una forma ovoide, con un tamo de 3-4

mm de diametro y son de color marron.

Las caracteristicas obtenidas para semillas de la especie en estudio fueron de un
tamafio de 2mm a 3mm, con un color marron brillante y una forma ovoide, tal como

otros miembros de su género.

Figura 4. Semillas de Nolina micrantha en las que se aprecian las caracteristicas de color amarillo

ambar y tamafio de 3.4 a 3.5mm.
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7.2. Prueba de viabilidad

Podemos entender por viabilidad de una semilla, a la capacidad que tiene para
germinar y formar una nueva planta, Mancipe-Murillo, et al. (2018) define viabilidad
al potencial que tiene una semilla para germinar. Una de las técnicas que nos permite
conocer la viabilidad de las semillas y en consecuencia, estimar la respuesta que
tendran en el cultivo, es la prueba con sal de tetrazolio. Tomando en cuenta que el
SNICS (2018) menciona que se deben de hidratar las semillas para que comience la
actividad metabolica; ésta actividad puede demostrarse al adicionar sal de tetrazolio
el cual interctua con las enzimas activas de las células del tejido embrionario, dando
paso a una reaccion colorida y observando una tincidén de color rojizo en el embrion
y endospermo, condicion que indica la viabilidad (potencial de germinacién) que tiene

la semilla.

Conforme a la valoracién de la tincidon de las semillas, se obtuvo un porcentaje de
viabilidad del 90%, tomando en cuenta las semillas en las que el embrién se tind de
rojo, lo que nos representa, la cantidad de semillas que son capaces de germinar
(Fayad y Chavez, 2016) y las que no alcanzaron la tincion, representaria el
porcentaje de las que no germinaron . Nuestros resultados, se sustentan en el
hecho, de que una concentracion de sal de tetrazolio (Tz) al 1% es suficiente para
realizar el ensayo de viabilidad, tal como lo sugiere Gonzalez-Vera, (2019) quien en
su estudio sefala que sal de Tz al 1% es adecuada para tehir el embridon como
indicativo de viabilidad, del mismo modo toma en cuenta que la constitucion quimica
de la especie es muy distinta entre si, lo que conlleva a utilizar concentraciones de
sal a diferentes porcentajes, por ejemplo, para las semillas de chia el 0.075% de
sal Tz fue considerado eficiente. Para nuestro estudio el uso de sal al 1% fue
adecuado, sustentado por los trabajos de Salazar Mercado, et al. (2018) quienes
aplicaron a semillas de linaza sal de tetrazolio al 1% por 24 h y fue suficiente para su
analisis , resultados semejantes fueron los del experimento realizado por Monroy-
Vasquez et al. (2017) utilizando la prueba de viabilidad de tetrazolio aplicada a cuatro
especies de Opuntia , obteniendo valores de 97.6% de viabilidad con sal de

tetrazolio al 1%. Por otra parte, Salazar Mercado et al. (2020) determin¢é el valor de
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viabilidad en semillas de Capsicum annuum L. quien en su estudio aplico la sal

de Tz al 1% por 24 h y determina  la alta eficiencia de la prueba.

Figura 5. Semillas sumergidas en sal de tetrazolio para la determinacién de viabilidad.

7.3. Protocolo de desinfeccion

Los resultados obtenidos con el protocolo de desinfeccion aplicado, fue un indice de
contaminacién de semillas del 10%, siendo un resultado aceptable de las no
contaminadas respecto a las semillas que no se contaminaron.

Tomando el indice de semillas contaminadas en nuestro protocolo de desinfeccion
se considera que la adicion de otros componentes para la desinfeccidn es necesaria,
como lo demuestran en su trabajo Silva, et al. (2013) al incluir Plant Preservative
Mixture (PPM) para la desinfeccién de las semillas de diferentes especies nolinaceas
en donde el protocolo de desinfeccion fue nulo. Por otro lado, Campos Ruiz (2020)
quien en su experimento utilizd los mismos agentes desinfectantes, pero realizé por
duplicado los lavados en donde uno fue con testa y sin testa, por tiempos de 20y 10
min, teniendo como resultado un 0% de contaminacién y una germinacion del 87.5%

para semillas de caoba.
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7.4. Tratamientos pre germinativos y cultivo in vitro.

De acuerdo a los tratamientos pregerminativos aplicados a las semillas de N.
micrantha (grafica 1), el tratamiento que favorecio la obtencién de mayor porcentaje
de germinacion, con un 95%, en condiciones in vitro fue al mantener en remojo las
semillas con peréxido de hidrégeno (H202) al 1% durante 24 hrs, seguido del 40%
de germinacion, utilizando el tratamiento de remojo con agua por 24 h mas remojo
de agua a 60° C por 5 min y con el menor porcentaje, las semillas que recibieron el

tratamiento acido sulfurico al 20% por 10 min.

Acorde con los resultados de esta investigacion, Garduza-Acosta, et al., (2019)
sefalan que los tratamientos de semillas con escarificacién quimica son los métodos
pre germinativos eficientes, generalmente utilizados para superar la latencia de las
semillas, en su trabajo compararon los resultados producto de la escarificacion con
acido sulfurico y agua caliente, demostrando que al remojar en agua caliente se
promueve una mayor permeabilidad ablandando la capa de semillas de crotalaria y
obteniendo un porcentaje mayor de germinacién al aplicar tratamientos pre

germinativos.
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Grafica 1. Porcentaje de germinacion de Nolina michranta al utilizar diferentes tratamientos

pregerminativos.



Ruiz-Carranza et al. (2024) en su investigacion utilizaron peroxido de hidrégeno,
acido sulfurico y agua hirviendo en diferentes tiempos de remojo y concentraciones
como tratamientos pre germinativos para cinco especies lefiosas, evaluaron la
respuesta de germinacion y observaron en las semillas escarificadas se promovio la
germinacion, siendo mas eficiente la escarificacién en acido sulfurico en Ebanopsis
ebano, Havardia pallens y Vachellia farnesiana encontrando una relacion entre el

tratamiento y la especie que lo recibe.

Por lo anterior, consideramos adecuada la aplicacion de tratamientos pre
germinativos para Nolina micrantha, en especifico resaltando el uso de peréxido de
hidrogeno que al ser aplicado favorecid el rompimiento de la latencia y en
consecuencia se promovio la germinacion, Sanchez-Paz & Ramirez-Villalobos
(2006) en su investigacion, registraron un mayor porcentaje de germinacion
utilizando agua caliente (80°C por 10 min.) obteniendo un 91.5%, argumenta que
este resultado pudo ser debido a la alta temperatura la cual favorecio a la eliminacion
de la impermeabilidad de la cubierta seminal. Por otro lado, Merino-Valdez et al.
(2018) en sus experimentos obtuvieron que los tratamientos que llevaron a una mejor
respuesta de germinacion fueron los de perdxido de hidrégeno (H202) por 20% por
20 min. y acido giberélico (C19H2206) 15 mg por 24 h., en donde el peréxido de

hidrégeno aumento el porcentaje de germinacion.

Por otra parte se quiso comparar si la respuesta de germinacion de semillas de N.
micrantha bajo condiciones in vitro y ex vitro utilizando como sustrato de siembra el
peat moss:perlita:vermiculita, se aplicaron los mismos tratamientos pre germinativos
y al cabo de 20 dias, se observo la germinacién, sin embargo los valores de
germinacion fueron inferiores respecto a los obtenidos en las condiciones de cultivo
in vitro considerando que el alto nivel de humedad de los medios in vitro es un factor
que favorecio la respuesta bajo esta condicion y no la de ex vitro, ademas la
temperatura e iluminacion al ser constantes favorece al desarrollo de la respuesta de
germinacion y el desarrollo de las plantulas. Algunos trabajos como el de Ramirez-
Gonzalez, et al. (2019) obtuvo resultados semejantes a los obtenidos en esta
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investigacion, al comparar la respuesta de germinacién de cinco especies de semillas
de cactaceas del género Mammillaria, en donde obtuvieron una respuesta diferencial
de germinacion con el cultivo in vitro sobrepasando el 90% de germinacion, mientras
que para el cultivo ex vitro (figura 6), el porcentaje de germinacién fue ligeramente

mayor al 85.2%.

Figura 6. Plantulas de Nolina micrantha crecidas en tratamiento de germinacion ex vitro

7.5. Aclimatacion de plantulas en el vivero

Por ultimo, uno de los resultados tangibles del proyecto fue la aclimatacion de las
Nolinas (figura 7) y la entrega de 27 plantas para su establecimiento en el vivero del
Ejido Chapultepec, Arteaga, atendidos por pobladores locales y guarda parques de
PROFAUNA A. C.

Figura 7. Aclimatacién de plantulas de Nolina micrantha para entregar a los viveros de PROFAUNA.
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8. Conclusiones

La aplicacion de tratamientos pre germinativos son una alternativa para el

rompimiento de la latencia de las semillas.

El peréxido de hidrégeno  puede considerarse como una solucion con accion de
escarificacion quimica, su aplicacion al 1 % por 24 horas permite romper la latencia

en las semillas de Nolina micrantha.

El cultivo in vitro es una técnica viable para la germinacion de semillas de la especie
Nolina micrantha siempre y cuando el protocolo de desinfeccion sea el adecuado

para evitar la pérdida de germoplasma (semillas) por contaminacién en el medio.
Una alternativa para satisfacer las necesidades de los viveros en los ejidos

circunscritos a la sierra de Zapalinamé, es desarrollar protocolos de germinacién para

las especies nativas, como una alternativa para la conservacion ex situ.
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