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RESUMEN

El siguiente trabajo tuvo como objetivo la evaluacion de la germinacion In vitro en
las semillas de la especie de cactdcea Mammillaria pottsii Scheer ex Salm-Dyck
(endémicas de Coahuila). La investigacion se llevé a cabo en el area de siembra e
incubacion perteneciente al Laboratorio de Biologia General del Departamento de
Botanica de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila,
México. Se establecié un disefio completamente al azar con 7 tratamientos (T1=
MS-100% como testigo, T2= MS-100% + GA3 (300 ppm), T3= MS-50% + GA3 (150
ppm), T4= M5-25% + (75 ppm), T5= MS-100% + Escarificacion 70%, T6= MS-50%
+ Escarificacion 50%, T7=MS-25% + Escarificacion 25%, 4 repeticiones,
considerando una unidad experimental de una caja Petri con 10 semillas, teniendo
un total de 280 semillas. La variable evaluada fue el porcentaje de germinacion, la
cual se calcul6 mediante la siguiente ecuacion: PG= (Ae*100)/M, mostrando en
graficas los resultados obtenidos ya que solo los tratamientos 3, 5 y 7 lograron
germinar donde en el T3 en R1 y R2 se obtuvo un 10%, mientras que para el T5
en R1- 40%, R2- 30% y para el T7 fue el Gnico que obtuvo mayor porcentaje
donde R1- 80%, R2- 50%, R3- 30% Y R4-40%. Se concluye que en los
tratamientos el que logro el mayor porcentaje de germinacion fueron las de
escarificacion (acido sulfurico) aunque difieren con las concentraciones de los
sustratos Murashige y Skoog, no se logré lo esperado con los objetivos

establecidos ya que solo 3 de los 7 tratamientos lograron obtener germinacion.



PALABRAS CLAVES: GERMINACION IN VITRO, ACIDO GIBERELICO,
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l. INTRODUCCION

La familia de las Cactaceas tiene una gran importancia en nuestro pais
principalmente en los paisajes de las zonas aridas y semiéridas, se caracterizan
por su peculiar adaptacion a la escasez de agua (Rojas y Vazquez, 2000).
Comprende aproximadamente 2000 especies en todo el Continente Americano, su
centro de origen se encuentra en Sudamérica y México (Palacios, 2010). Para
México es considerada de gran importancia en cuanto a su diversidad biol6gica

(Salas et al, 2011)

Botanical on line (2014) menciona que las cactaceas son ampliamente utilizadas
con varios fines, como alimento humano, aparte de sus frutos también se
aprovechan las semillas que se consumen o se machacan, uso medicinal, fuente
de materias primas; para la de cercos vivos, fijadoras de suelo para evitar la
erosion, como fuentes de forrajes para ganado, obtencién de mucilagos, gomas,

pectinas, entre otros (Alanis y Velazco, 2008).

En las dltimas cuatro décadas han sido sometidas a fuertes presiones
antropogénicas por el abuso del uso del suelo y sin una adecuada planificacion.
Consecuentemente, la destruccion de los habitats naturales, provocados
principalmente por el crecimiento de la frontera agricola y ganadera o por la
demanda de plantas silvestres para fines ornamentales, o que han provocado
dafios no cuantificados a las poblaciones de cactaceas (Alanis y Velazco, 2008).
Siendo considerados en la categoria de especies en riesgo, amenazada y en

peligro de extincién por la norma oficial mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010).



El Estado de Coahuila, histéricamente ha estado relacionado con el uso y
aprovechamiento de los recursos naturales, teniendo una gran extension territorial
con ecosistemas aridos y semiaridos, en donde se encuentran especies de
cactaceas con estatus de proteccidon y conservacion, en donde muchas especies
de cactaceas son endémicas, y tienen una distribucion restringida formando
pequefias poblaciones, lo que las vuelve méas vulnerables a la reduccion de sus

habitat (Villavicencio et al; 2006).

La forma de propagacion de muchas especies vegetales es por semilla; sin
embargo, algunas consideradas viables son incapaces de germinar, esta
caracteristica se denomina latencia, mecanismo de supervivencia a condiciones
adversas del clima como: temperaturas bajas, alternancias de épocas secas y
himedas y climas desérticos, esto resulta poco ventajoso cuando se pretende
cultivarlas (Fuentes et al; 1996). Las giberelinas estan implicadas directamente en
el control y promocion de la germinacion de las semillas; el acido giberélico (GA3)
puede romper la latencia de las semillas y remplazar la necesidad de estimulos

ambientales, tales como luz y temperatura (Araya et al; 2000).

Las semillas de cactaceas presentan una testa dura que la protege mientras no se
presentan condiciones ambientales adecuadas para germinar, mientras tanto
protege al embrion que se encuentra en estado de latencia, y para que, la testa se
vuelva flexible, y pueda germinar el embrion se puede aplicar el método de
escarificacion que consiste en abrir o debilitar la cuticula o estructura externa de
las semillas para que la radicula puede abrirse entre ella y se pueda producir una

germinacion adecuada.



La importancia de esta investigacion es de seguir conservando estas especies por
lo que se han implementado estrategias de conservacion de las cactaceas,
desarrollando métodos de germinacion In vitro y técnicas que induzcan una rapida

y mayor porcentaje de germinacion.

Il. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el porcentaje de germinacion en semillas de Mammillaria pottsii Scheer ex
Salm-Dyck aplicando concentraciones de nutrientes en medio de cultivo

Murashige y Skoog y estimuladores de germinacion.

Il OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el porcentaje de germinacion en semillas Mammillaria pottsii Scheer ex
Salm-Dyck, bajo diferentes concentraciones de medio nutritivos (Murashige y
Skoog. 1962) al 100, 50 y 25 % y estimuladores como el acido giberélico de 300,

150y 75 ppm

Evaluar el porcentaje de germinacion de las semillas de la especie Mammillaria
pottsii Scheer ex Salm-Dyck, bajo diferentes concentraciones de medio de cultivo
(Murashige y Skoog. 1962) al 100, 50 y 25 % y estimulada con escarificacion al

70,50y 25 %.



V. HIPOTESIS

Las concentraciones del medio Murashige y skoog (1992) y escarificacion
estimulara significativamente la germinacion de Mammillaria pottsii Scheer ex

Salm-Dyck

Las concentraciones del medio Murashige y skoog (1992) y el GA; estimulara
significativamente la germinacion de Mammillaria pottsii Scheer ex Salm-Dyck en

comparacién con el método de escarificacion.

V. REVISION DE LITERATURA

México tiene una gran diversidad de condiciones fisiograficas y climaticas, que lo
hacen poseer una de las floras mas ricas del mundo, estimandose alrededor de

30,000 especies de plantas vasculares (Rzedowski, 1978; Toledo, 1988).

En cactaceas se reconocen 913 taxones agrupados en 669 especies y 244
subespecies. De esta clasificacion se reconocen 63 géneros, en donde el 40% de
estos (25 géneros) son endémicos del pais, en los que se incluyen 518 especies y

206 subespecies (Rsedowski, 1978).

Del total de taxones reconocidos, 255 se incluyen en la Norma NOM-059ECOL-
2001; 65 en el libro rojo de la UICN; Union Internacional de Conservacion de la
Naturaleza y los Recursos Naturales y 41 taxones se incluyen en el Apéndice | del
CITES, localizando su maxima riqueza en las regiones aridas y semiaridas, entre

los que se encuentran el Desierto Chihuahuense (Guzman et al., 2003).



De acuerdo con la UICN para México se reportan aproximadamente 300 especies
de plantas superiores amenazadas o en peligro de extincion, de las cuales el 60%

son especies de cactaceas o suculentas.

5.1. Catalogos de cactaceas en México

En México, los trabajos taxondmicos de cactaceas mas importantes corresponden
a las obras de Bravo (1978) y Bravo y Sanchez (1991 a, b). Obras relevantes
incluyen a Arias et al; 1997,2012 quienes realizaron el tratamiento taxonémico de
las cactaceas del valle de Tehuacan-Cuicatlan donde incluyeron el nombre
cientifico, nombre comun, sinonimia, descripcion de especies, distribucion, habitat,

fenologia y claves para determinar especies y subespecies.

Por su parte, Arias et al, (2001) publicaron el catalogo “las plantas de la regién de
Zapotitlan Salinas, Puebla”. En este trabajo se incluyeron el nombre comun,
nombre cientifico y las caracteristicas morfolégicas distintivas y una ilustracién de
cada especie. También Guzman et al, (2003) elaboraron un catalogo de las
cactaceas mexicanas basado en el sistema de clasificacion que recopilaron Hunt
(1999), Bravo (1978) y Bravo y Sanchez (1991 a, b), entre otros. El cual cuenta
con informacién de sin6bnimos, basonimos, nombres comunes y categorias de

riesgo.

5.2. Origen y distribucion de las cactaceas

La familia de las cactaceas tienen su origen en el continente americano y presenta
una gran diversidad biologica y morfolégica, ancestralmente se consideran como

cactus o arboles medianos, de hojas anchas y delgadas, presentaban troncos



lefiosos, y se podian encontrar tanto en lugares aridos como en lugares
templados. Actualmente podemos encontrar cactaceas que presentan estructuras
muy variadas, desde suculentas gigantes, de aspecto arbéreo hasta diminutas

cactéceas, desde formas globosas y grandes trepadoras (Delgado, 2007).

La mayor parte de las especies habitan regiones aridas y semiaridas del pais.
Estas incluyen al desierto Chihuahuense, al desierto Sonorense, la zona é&rida
Queretano-Hidalguense, el Valle de Tehuacan-Cuicatlan, la Depresion del Balsas,
la regibn méas seca de la Peninsula de Yucatan y la Costa del Pacifico en el Istmo

de Tehuantepec (Burquez, 2009).

En la actualidad ain no se conocen el nUmero exacto de especies que constituyen

el grupo de cactaceas a pesar de estudios taxonémicos (Martinez, 1998).

Segun Martinez, (1998) y Bravo, (1978) estiman que esta familia comprende
aproximadamente 1,500 géneros, entre 600 y 900 especies, representan un 76%
y 84% de endemismo en nuestro Pais, asi mismo Hernandez y Godinez (1994)

reportan 563 especies 'y 77.9% endémicas.

5.3. Importancia de las cactaceas

Las cactaceas son importantes ya que actualmente son utilizadas para:

1.- Plantas alimenticios

La mayoria de los géneros o especies son ampliamente utilizados por el hombre

como alimento (fruto y tallo), a excepcién del género Pereskia.

2.- Plantas forrajeras



Muchas son cultivadas o aprovechadas en estado salvaje para alimentar el
ganado (Cephalocereus, Ferocactus, Mammillaria, entre otras), constituyendo un
recurso fundamental al encontrarse en zonas muy aridas donde la presencia de

plantas es practicamente nula.

3.- Proteccion del Suelo

En algunos lugares se utilizan para fijar el suelo y prevenir la erosién; al igual son

empleadas como abono.

4 .- Plantas medicinales

Algunas son utilizadas por sus propiedades medicinales o téxicas, siendo el
peyote (Lophophora willamsii) mundialmente reconocido por sus propiedades

alucinodgenas.

5.- Plantas ornamentales

Debido a que la mayoria de las cactaceas son admiradas por sus atractivas
flores, sus extravagantes formas o0 sus erizadas puas, han sido ampliamente
explotadas en la jardineria, lo que ha llevado a muchas de ellas a encontrarse al

borde de la extincién.

5.4. Coahuilay sus cactaceas

El estado de Coahuila forma parte del Desierto Chihuahuense, en donde muchas
especies de cactaceas son endémicas, y tienen una distribucion restringida
formando pequefias poblaciones, lo que las vuelve méas vulnerables a la reduccién

de sus habitats.



En la entidad la alta diversidad de la familia Cactaceae, esta representada por los
géneros; Mammillaria, Thelocactus, Turbinicarpus, Ariocarpus, Stenocactus,

Escobaria, Epithelantha, Ferocactus, Echinocactus, Leuchtenbergia, Pelecyphora,

Opuntia, Astrophytum, Coryphantha, Echinocereus, Echinomastus, Lophophora,

Neolloydia, Peniocereus y Wilcoxia.

La diversidad y endemismo de las cactaceas del Desierto Chihuahuense estan
siendo afectadas por la destruccion de sus habitat, causadas por diversas
actividades antropogénicas como; la ganaderia (caprina, bovina y equina),
agricultura de temporal, asentamientos humanos y construccion de vias de
comunicaciéon. Sin embargo, el dafio mas severo a las poblaciones naturales de
cactaceas ha sido la colecta excesiva y selectiva de plantas y semillas, actividad
gue durante décadas se ha realizado, considerando principalmente a especies
endémicas de tamafio pequefio, las cuales han sido comercializadas en el
mercado nacional e internacional a un alto costo (Marroquin et al., 1964; Lépez et

al. 1990 y Villavicencio, 1998).

5.5. Diversidad de cactaceas en Coahuila

La familia Cactaceae, por su diversidad vegetal, ocupa en el estado de Coahuila el
cuarto lugar después de las familias de Asteraceae, Poaceae y Fabaceae
(Villarreal, 2001). Por su extraordinaria morfologia y adaptacion, las cactaceas del
estado estan representadas por numerosas especies, siendo una de las entidades
mas ricas y variadas en poblaciones naturales, ocupando el quinto lugar en
namero de géneros después de San Luis Potosi, Oaxaca, Tamaulipas y Nuevo

Ledn, con géneros registrados. En numero de especies el estado ocupa el
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segundo lugar después de Oaxaca; comprendiendo 148 especies; sin embargo, el
efecto de fendmenos naturales y el impacto que han tenido las diversas
actividades humanas estan provocando una deforestacion y destruccion de los
hébitats naturales, provocando un cambio drastico en algunas especies

endémicas.

A pesar de que la entidad es una de las mas ricas en diversidad de cactaceas, no
se le ha dado la importancia que se merece a esta gran familia, dando como
resultado que muchas especies se encuentren amenazadas y en peligro de
extincion; sin embargo, a nivel internacional su importancia ha quedado
documentada en los catdlogos de horticultura de diferentes paises, encontrando
que mas de 600 especies mexicanas se ofrecen en venta, destacando
principalmente las cactaceas y orquidaceas, lo que ha puesto en riesgo la
bioseguridad de nuestra diversidad genética (Elizondo et al 1991; SINAREFI,

2004).
5.6. Caracteristicas del género Mammillaria

Son Plantas pequefas, simples o cespitosas, presentan Tallos globosos,
globosos-aplanados, cortamente cilindricos, generalmente erectos, rara vez
rastreros o pendulosos, con jugo acuoso, semi-lechoso o lechoso; Los Tubérculos
se encuentran dispuestos en series espiraladas, 3y 5,5y 8,8y 13,13y 210210
34, mas 0 menos numerosos, conicos, conicos cilindricos, conicos piramidal,
duros o suaves, sin surco areolar ni glandulas. Las Areolas son dimorfas, provistas
de lana cuando jovenes, con o sin cerdas. Las Espinas diferenciadas en centrales

y radiales, varian en namero, forma, color; pueden ser aciculares, subuladas o



aplanadas, rectas curvas. Las Flores estan dispuestas en corona cerca apice

pequefio o algo grandes, infundibuliformes o campanulada, color blanco, amarillo,

rosado, rojo o purpura; el pericarpelo sin escamas y el tubo receptacular corto. Los

estambres son escasos, incluidos, insertos en el limite superior del anillo nectarial,

los I6bulos del estigma lineares. Con respecto al Fruto este es una baya pequeiia,

claviforme sin escamas, de color rosado, purpura hasta escarlata. Las Semilla con

testa reticulada, A B son de color castafio oscuro o rojizo o casi negro y el embrién

es ovoide o algo cilindrico muy suculento con los cotiledones reducidos o ausentes

(Bravo y

REINO
1991).

Plantae

Sanchez,

5.6.1. Clasificacion taxondmica de Mammillaria pottsii Scheer ex Salm-Dyck.
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DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
(dicotiledones)
ORDEN Caryophyllidae
FAMILIA Cactaceae
SUB FAMILIA Cactoideae
TRIBU Cactine
GENERO Mammillaria
ESPECIE Pottsii

Scheer ex Salm-Dyck
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Figura 1.- a 'y b).- Mammillaria pottsii Scheer ex Salm-Dyck

Cuadro 1.- Géneros representativos en el Estado de Coahuila

Géneros de Mammillaria representativas en Coahuila

ESPECIE AUTOR ESPECIE AUTOR
M. albiarmata Boedeker M. magallanii Schmoll ex Craig
M. ritteriana (Boed) Monats | M. luethyi Hinton
M. candida var. Scheidw M. plumosa Weber
candida
M. carretii Rebut M. pottsii Scheer ex Salm-
Dyck
M. coahuilensis (Boedeker) M. formosa Galeotti ex
Scheidw
M. Purpus M. denudata (Eng.) Br &R
chionocephala
M. glassii Ruengue M. melanocentra Poselger
M. grusonii Ruengue M. sphaerica Eng
M. lasiacantha Engelmann M. pottsii spp. Reppenhagen
multicaulis
M. lenta (Brandegee) M. Glass
freudenbergeri

5.6.2. Descripcién de la especie Mammillaria pottsii scheer ex salm-dyck

Tallo simple o cespitoso, cilindrico, de 8 a 15 cm de alturay 3 a 4 cm de diametro,
apice redondeado. Tubérculos dispuestos en 8 y 13 series espiraladas, conicos,
de color verde azuloso, con jugo acuoso. Axilas con lana blanca. Aréolas casi
circulares hasta ovales, con algo de lana cuando jovenes. Espinas radiales hasta
35, aciculares, rectas, suaves, lisas, blancas, horizontales y entrelazadas. Espinas

centrales 7 a 10, todas gruesamente s, de 10 mm de longitud, color aciculares,
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rectas, las superiores algo curvas, amarillentas hasta grisaceo purpureas. Flores
infundibuliformes, laterales de 10 mm de longitud, color crema y franja media
rojiza. Fruto claviforme, rojo, conservando adheridos los restos secos del perianto.
Semillas punteadas, de color café oscuro, casi negro. Distribucion Texas,
Chihuahua, Durango, Zacatecas y Coahuila (Monclova, Ramos Arizpe, entre
Monterrey y Saltillo, en las Higueras y en General Cepeda) (Bravo y Sanchez,

1991).

a)

Figura 2. a).- Mammillaria Pottsii Scheer ex Salm-Dyck

5.6.3. Distribucion de Mammillaria pottsii scheer ex salm-dyck

Especie bastante abundante en diversas localidades del Desierto Chihuahuense,
donde crece en todo tipo de terrenos, desde lomerios rocosos bajos, hasta
paredes de arroyos y superficies abiertas rocosas, en alturas comprendidas entre
800-1600 msnm. En las localidades tipo es posible encontrar hasta 2 individuos

por metro cuadrado, las cuales contienen como flora asociada, todo tipo de
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matorral xerdfito. Los alrededores de Saltillo son ricos en esta especie, los cuales
sin embargo estan siendo fuertemente impactados por el crecimiento de la region.
No se le considera una especie en riesgo de extincion pero su notable belleza y su
lento crecimiento hacen que se le considere candidata a rescates para

reintroduccion en areas de resguardo.

Figura3.- Distribucion de Mammillaria pottsii Scheer ex Salm-Dyck

5.7. Propagacion de cactaceas

Las cactaceas se pueden propagar de dos formas asexual y sexual.

5.7.1. Propagacion asexual

Arredondo (2000), explica los siguientes tipos de propagacion asexual:
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La propagacion por brotes o vastagos es una técnica relativamente facil, ya que
solo se trata de desprender los brotes que emergen alrededor de la planta madre.
Una vez desprendidos se dejan cicatrizar durante diez a quince dias en un sitio
seco y ventilado; se esparce sobre los cortes azufre en polvo o algun fungicida
para evitar la proliferacion de baterias y hongos, después se plantan en un
sustrato, se coloca a media sombra y se riegan cada vez que el sustrato esté
seco. La ventaja de este método es la rapida obtencion de plantas adultas y su
desventaja consiste en la carencia de recombinacion genética que es muy

importante para la conservacion.

Propagacion por esquejes consiste en cortar brazos o pedazos de tallo, que deben
dejarse cicatrizar en un lugar seco y ventilado. Se debe cortar con una navaja
desinfectada con hipoclorito de sodio o alcohol y a cada corte adicionar un poco
de azufre o fungicida con enraizador sobre el corte (no indispensable) para facilitar

el enraizamiento y evitar las enfermedades o pudricién del esqueje.

Propagacion por injerto consiste en unir porciones de dos plantas distintas. Se
recomienda aplicar esta técnica para propagar especies amenazadas o en plantas
gue han sido afectadas por alguna enfermedad ya que puede acelerar el
desarrollo y crecimiento de plantas que han perdido el sistema radicular y para
aquellas que tienen dificultades para vivir directamente en el suelo o para obtener

ejemplares llamativos.

En caso de Mammillaria pottsii Scheer ex Salm-Dyck es una especie cespitosa
amacollada la cual permite o facilita su propagacién cuando las semillas no logran

germinar.
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5.7.2. Propagacion de cactaceas por semillas

La propagacion de cactaceas puede llevarse a cabo por divisibn de matas,
estacas, injertos, cultivo de tejidos y por semilla. Esta ultima forma ofrece algunas
ventajas y desventajas. Las ventajas son; es la mas barata, las plantas estaran
sanas, sin marcas y mejor adaptadas a las condiciones ambientales del lugar de
cultivo y ademas con esta forma de propagacion se puede permitir el flujo o la
reaparicibn de caracteres no expresados en generaciones pasadas. Las
desventajas o los problemas relacionados con la germinacion de semillas son;
sustancias inhibidoras, el fotoblastismo positivo (necesitando un estimulo de luz
para germinar), viabilidad reducida y la presencia de algun tipo de dormancia o

latencia.

5.8. Estructura de la semilla

La semilla es el medio de reproduccion sexual de las espermatofitas,

gimnospermas y angiospermas; y es definida como un 6vulo fecundado,

independiente de la planta"" gque ha maduseadla hasta adquirir la

diferenciacion . (Camacho,

Be distinguen las sigui€htes partes: La testa, que es

a de losgrawnents; El'endosperma, que puede
A |\ " _

asi faltar; El embriong-qug no es mas que el joven

esporofitd nte desarrollado (Fahn, £o77d). &
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Figura 4. a).- Semilla M. pottsii Scheer ex Salm-Dyck, b).- Partes de una semilla.

5.9. Condiciones generales para la germinacion

Camacho (1994) describe que la germinaciéon es el proceso mediante el que un
embrion adquiere el metabolismo necesario para reiniciar el crecimiento y
transcribir las porciones del programa genético que lo convertiran en una planta
adulta; mientras que Reyes (1993) define a la germinacién como aquel proceso
que incluye los cambios tanto fisicos como fisiol6gicos que dan como resultado la
iniciacion del crecimiento y movilizacion de las sustancias de reserva dentro de la

semilla y que son utilizados por el embrién para su crecimiento y desarrollo

Segun Hartmann y Kester citado por Camacho (1994) para que la germinacion se
realice, se necesita que: a) La semilla sea viable, o sea, que tenga un embrion
vivo capaz de crecer; b) se tenga la temperatura, aeracion y humedad adecuada
para el proceso y c) se eliminen los bloqueos fisioldgicos presentes en las
semillas, que impiden la germinacién. Mientras que Pollock y Toole (1962), citados
por Reyes (1993), mencionan que las condiciones requeridas para la germinacién
son: la expresion de la herencia de las semillas, influida por el medio ambiente

durante la formacién de la misma.
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De acuerdo con estos autores la iniciacion de la germinacion requiere que se

cumplan tres condiciones:

1. La semilla debe ser viable, esto es, el embrion debe estar vivo y ser capaz
de germinar.

2. La semilla no debe estar en latencia ni el embrion quiescente. No debe
existir barreras fisiolégicas o fisicas que induzcan latencia ni barreras
quimicas para la germinacion.

3. La semilla debe estar expuesta a las condiciones ambientales apropiadas:
disponibilidad de agua, temperatura adecuada, provision de oxigeno y en

ocasiones luz.

Dentro de los requerimientos de las semillas para que germinen se encuentran
ciertas condiciones extrinsecas; por lo que Ruiz et al (1962) considera cuatro

factores como son:

Humedad. Cuando el protoplasma entra en actividad debe contener suficiente
proporcion de liquido; también es importante en la disolucion de sustancias de
reserva y transporte de las mismas. De igual manera actla en el desarrollo de las
reacciones quimicas que se realizan en el proceso de la germinacion, ademas de

reblandecer, hinchar y romper la cubierta de la semilla.

Temperatura. Cada especie tiene una temperatura optima para su germinacion lo
gue se confirma con el tipo de clima al que pertenecen; siendo generalmente entre
20°y 30° C la temperatura mas conveniente durante la germinacion; sin embargo,
existen rangos muy altos (40° C) o muy bajos (-5° C) obstaculizan el desarrollo del

embrion. Ballester (1978), considera que la temperatura requerida para la
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germinacion de semilla de cactos y otras plantas suculentas varia con la especie y

oscila entre el 21-30° C.

Aire. Las oxidaciones de las sustancias organicas se efectian por medio de
oxigeno, estas sustancias organicas, estas sustancias organicas son la fuente de
energia del embridon durante su desarrollo, debido al aumento de la respiracion

durante la germinacion.

Luz. Aungque la mayoria de las especies germinen en ausencia de luz, en algunas

es indispensable.

5.9.1. Eventos durante la germinacion

Copeland (1976), afirma que en la mayoria de las semillas se sigue el mismo
patréon de germinacion, en la que se realizan una serie especifica de eventos

principales como son:

Imbibicion: Los principales factores que influyen en la imbibicién son la absorcion
del agua por la semilla, la composicion de la misma, la permeabilidad de la

cubierta y la disponibilidad del agua.

Activaciéon de enzimas: La activacion de enzimas empieza muy rapidamente al
inicio de la germinacién a medida que se hidrata la semilla (Bewley y Black, 1978

citados por Rodriguez 1997).

Digestion y translocacion de reservas: En el endospermo, en los cotiledones,
en el perispermo o en el gametofito femenino (en el caso de las coniferas) se

almacenan grasa, proteinas y carbohidratos, estos compuestos son digeridos a
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sustancias mas simples, los cuales son trasladados a los lugares de crecimiento

del eje embrionario.

Crecimiento del embridon: El desarrollo de la planta resulta de la division celular
continuada en puntos de crecimiento separados del eje embrionario, seguido por
la expansion de las estructuras de la plantula. La iniciacion de la division celular en
los puntos de crecimiento es independiente de la iniciacion de la elongacion
celular; por lo que una vez que comienza el crecimiento de en el eje embrionario
se incrementa el peso fresco y el peso seco de la plantula, pero disminuye el peso

total de los tejidos de almacenamiento.

Emergencia de la radicula: La emergencia de la radicula es lo que indica que el
proceso de germinacion esta completo y puede estar terminando a través de la

elongacion o division celular.

Establecimiento de la plantula: Las plantas se mantienen asi mismas cuando
pueden abastecerse de agua y fotosintetizar, inicialmente se someten a un estado
de innovacién durante el cual producen algun alimento propio dependiendo en
forma parcial del desdoblamiento de las reservas de los tejidos de
almacenamiento; asi como la plantula se va implantando firmemente en el suelo,
esta absorbera el agua e ira procesando su propio alimento, para lograr se

autonomia.

5.9.2. Dormicién

En México se usan las palabras dormancia, dormicién, latencia, letargo, reposo y

vida latente, para referirse a la ausencia o inhibicion del crecimiento vegetal y en
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particular, de la germinacién; por lo que en este trabajo se utilizara el termino

Dormancia de acuerdo con la definicion de Salisbury (1994).

Dormancia es el estado en el que se encuentra una semilla viable sin que
germine, aunque disponga de suficiente humedad para embeberse, una aeracion
similar a la de las primeras capas de un suelo bien ventilado, y una temperatura

gue se encuentre entre los 10°y 30° C.

Segun Camacho (1994) los tipos de dormancia se clasifican en:

Fisica: esta dormancia se manifiesta cuando, al final de las pruebas de
germinacion, queda una cantidad de semillas cuyo volumen y dureza no se
modifican y que se conocen como semillas duras o impermeables, por lo que
dicha dormicion se pierde cuando el agua penetra en la semilla, es decir debe
desaparecer la impermeabilidad en algun sitio de la testa. Las semillas con
dormancia fisica adquieren la impermeabilidad al final de la maduracion, durante la
desecacion; por lo que si se cosechan antes de alcanzar su completa madurez y
se siembran en seguida, o bien se almacenan en un ambiente humedo, se evita
gue haya impermeabilidad. Se cree que ésta resulta de que la testa sufre un
encogimiento que compacta las células del macroesclerénquima, presionandolas
fuertemente unas contra otras, asimismo, se piensa que en este periodo, la
dormicion fisica es resultado de la oxidacion de fenoles en presencia de quinona
(lo que da origen a un pigmento); en el apoyo a esto, se ha observado en algunas
especies una relacion directa del color de la testa con la impermeabilidad: entre

MAas oscura, mas impermeable.
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La dormicién fisica se pierde cuando el agua penetra en la semilla; es decir, debe
desaparecer la impermeabilidad en algun sitio de la testa; por los las altas y bajas
temperatura, el efecto de los choques térmicos son algunos de las mecanismos de

eliminaciéon de esta dormancia.

Quimica: la germinacion es bloqueada por aquellos inhibidores del crecimiento
que se encuentran en la cubierta mas expuesta al medio, y que pueden ser el
pericarpio, la testa o las partes florales adheridas a la semilla. Alguno de los
inhibidores presentes en semillas presentan esta dormancia son compuestos
fendlicos, cumarina, cafeina, lactonas no saturada, acidos absicico, sinidrico y
algunos terpenos. Para que las semillas con dormicién quimica germinen es
necesario que se eliminen los inhibidores presentes en las cubiertas que los

contienen.

Mecanica: en las semillas con testa o endospermo duro y sobre todo en las
cubiertas por un endocarpio grueso, duro e indehiscente, la demora de la
germinacion puede atribuirse a que estos tejidos oponen resistencia mecanica al
crecimiento del embrién. A pesar de que lo anterior es teéricamente posible, no
existe evidencia contundente, ya que las semillas que se piensa poseen dormiciéon
mecanica, también presentan dormicion fisiolégica, inhibidores en las cubiertas o
ambas cosas, lo que afecta enormemente la fuerza que puede desarrollar el

embrioén.

Fisiologica: este es el resultado de bloqueos metabdlicos en el embrion,
sostenidos por la baja permeabilidad de la cubierta a los gases. Dichos bloqueos

se manifiestan en la incapacidad del embridn para crecer y atravesar la cubierta.
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Los embriones de las semillas con este tipo de dormicién presentan una actividad
enzimatica baja, lo mismo que la produccion de enzimas, coenzimas y acidos
nucleicos. Para que las semillas con dicha dormicién puedan germinar se requiere
de la perdida de bloqueos metabdlicos para que el embrion sea capaz de vencer
la resistencia opuesta por las cubiertas. Esta pérdida puede efectuarse por la
influencia de estimulos ambientales, que funcionan como indicadores de las

condiciones del medio y son adecuadas para el desarrollo de la planta.

Morfolégica: en algunas plantas el crecimiento de los embriones se detienen
cuando no se han desarrollado completamente, por lo que sus semillas maduras
presentan embriones rudimentarios; como se ve la presencia de estos es un
caracteristica de la especie que no depende del tiempo transcurrido desde la
fecundacién hasta la maduracién de las semillas; por lo que la diferenciacion y el
tamafio del embrién rudimentario varia segun la especie. Para eliminar el bloqueo
a la germinacién en semillas con dormancia morfo-fisiolégica, primero debe
desarrollarse el embrién, por lo que si se invierte la secuencia de calor y frié, la
dormicion no se elimina, y si esta es simple, el crecimiento del embrion se realiza

principalmente en el periodo calido y continuo en el frio.

Combinada: tedricamente es la combinacion de todos los tipos de dormancia.
Cuando se presenta la dormicion combinada casi siempre es necesario aplicar

mas de un tratamiento para que las semillas germinen.

5.9.3. Tratamiento para romper la dormancia

Para propoésitos de propagacion de plantas por medio de la semilla, es requisito

indispensable la aplicacién de métodos o practicas para romper la dormancia, esto
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depende al tipo 0 a la causa que la induzca; pero por lo general no existe una sola
causa que la propicie, por tal motivo esto hace que el rompimiento sea mas
complicado. Los tratamientos dependerdn del tipo de dormancia que presente

cada especie.

Congelamiento: Consiste en someter a las semillas a temperaturas por debajo de
0° C (generalmente en seco). El congelamiento se consigue con aparatos de
refrigeracibn o con inmersiones en gases licuados que llegan a alcanzar

temperaturas por debajo de —180° C (Camacho, 1994).

Pre-enfriamiento: Consiste en la aplicacion de periodos de frio, para ello se
coloca la semilla en el sustrato himedo que se utiliza durante el ensayo de
germinacion y bajo estas condiciones se someten al periodo de enfriamiento, en
algunos casos se prolonga el periodo o se repite; la temperatura recomendada es
de 5- 10° C por periodos de 3-7 dias, y aun mayores dependiendo de la especie y

de la intensidad de la dormancia (Pérez, 1990).

Pre-secado: Las semillas son colocadas a una temperatura que no exceda los 40°
C (35-40° C) bajo continua circulacién de aire, durante un periodo hasta de 7 dias,

después de secarlas se somete a la prueba general de germinacion (Pérez, 1990).

Luz: Las semillas en ensayo de germinacion a temperaturas alternas, deberan ser
iluminadas un minimo de 8 horas en ciclos de cada 24 horas y durante el periodo
de altas temperaturas, la intensidad de la luz debe ser aproximadamente 750-1250
lux, de lampara de luz blanca, respondiendo muchas a este tratamiento con luz,
por lo que se recomienda el uso de lamparas fluorescentes de luz blanca (Reyes,

1993).
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Tratamientos térmicos: El agua caliente y el quemado de los frutos puede
estimular le germinacion; aunque es frecuente que también reduzca su posibilidad

de vida.

Prelavado de semillas: En forma natural existen sustancias en el pericarpio que
actian como inhibidores para la germinacion y los cuales pueden ser removidos
de la cubierta mediante el lavado de las semillas en agua que este corriendo a una

temperatura de 25° C antes de realizar la prueba de germinacion (Pérez, 1990).

Remojo: Las semillas que presentan cubiertas duras pueden germinar
rapidamente si son sometidas a un pretratamiento de remojo durante un tiempo
aproximado de 24 a 48 horas en agua, por lo que la lixiviacién de los inhibidores
puede lograrse mediante un periodo continuo de remojo en agua, la prueba de

germinacion se realiza después de terminado el remojo (Reyes, 1993).

Remojo y secado: Los ciclos de remojo y secado pueden debilitar una cubierta
dura, pues ademas de lixiviar los inhibidores y de provocar las tensiones por el
humedecimiento y la perdida de humedad, por lo que pueden llegar a abrir el

endocarpio (Camacho, 1994).

Remocién de estructuras circundantes: Para promover la germinacion en
ciertas especies deberan extirparse algunas estructuras; ya que son aquellas que

se involucran de alguna forma en la presencia de la dormancia (Reyes, 1993).

Fitoreguladores: El sustrato se humedece con una solucién de acido giberelico a

550 ppm, que se prepara disolviendo 500 mg de &cido en un litro de agua; cuando
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la latencia es mas débil se puede utilizar concentraciones mas bajas y viceversa

(Moreno, 1992).

Escarificacion: Segun Salisbury (1994) define a la escarificacion como la ruptura

de la barrera de recubrimiento seminal.

Escarificacion mecéanica: Consiste en raspar, quebrar o perforar las cubiertas de
las semillas, ya sea manualmente o con aparatos; con métodos como la
fragmentacion, tallado o lijamiento, los cuales son aplicados a la cubierta de la
semilla; esto puede ser suficiente para romper la condicibn de dormancia por
cubiertas duras o impermeables. La semilla que va a ser tratada debe tomarse y
hacer la escarificacion con mucho cuidado para no provocar dafios al embrién; la
mejor parte de la semilla para la escarificacidon mecanica es la parte de la cubierta

gue esta junto a los cotiledones (Reyes, 1993).

Escarificacion quimica: La digestién con &cido sulfarico concentrado (H2S0O4) es
efectivo en algunas especies; para este caso las semillas se sumergen en el acido
hasta que la cubierta de las semillas comienza a abrirse; la digestion puede ser
rapida o tomar mas de una hora, sin embargo las semillas deben ser examinadas
cada cierto tiempo (unos minutos), después de la digestion estas deben ser
lavadas con agua que este corriendo antes de aplicar la prueba de germinacién

(Reyes, 1993).

5.10. Clasificacion de las fitohormonas

La clasificacion de las fitohormonas llamadas clasicas, se han agrupado en cinco

grupos principales: las auxinas, las citoquininas, las giberelinas, el etileno y el
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acido abscisico (Garcia-Breijo et al; 2006). Otras sustancias que eventualmente
pueden clasificarse como fitohormonas son: las oliaminas, jasmonatos, el &cido

salicilico, los brasinosteroides y las sistemina.
5.10.1. Acido giberélico para estimular la germinacion

Las giberelinas son fitorreguladores que son sintetizados en muchas partes de la
planta, pero mas especialmente en areas de crecimiento activo como los
embriones o tejidos meristematicos. Se conocen aproximadamente cerca de 112
giberelinas y se denominan sucesivamente GA;, GA;, GAs.....GA11»> (Rojas y

Rovalo, 1985), el GAs es el Unico de uso comercial.

El &cido giberélico induce la sintesis de amilasa que es la enzima que se encarga
en la desintegracion de las reservas de almidon durante la germinacion de la
semilla. Debido a esta funcién estimula la germinacion de la semilla de diversas
plantas que presentan latencia (Baskin y Baskin, 1998; Lewak y Khan, 1977,

Bewley y Black, 1994; Mandujano et al; 2007).
5.10.2. Acido giberélico para estimular la germinacién en otras plantas

El GA; se ha utilizado para muchas funciones en las plantas, de esta manera se

han realizados experimentos donde el GA3 induzca a la semillas en germinacion.

Zaldivar et al., 2010 trabajaron en la germinacion de Jaltomata procumbens (cav.)
J.L. Centry, donde los tratamientos utilizados fueron 0; 50; 100; 150; 200 y 250
mg/l de- GA3 con 12 y 24 h de remojo. Segun los resultados, el tratamiento 250
mg/l presentdé un 87,0% de germinacion con 1,7 plantas/germinadas/dia en un

periodo de 25,5 dias.
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Otros investigadores como Fuentes et al. (1996 a, b) obtuvieron un 52% en
semillas de Ocimum gratissimum L., con 250 ppm de GAs, y de 63.5 cuando
aplicaron 1000 ppm en semillas de Stephania rotunda L.; Hernandez (2004),
reporta 45,4% de germinacion en chile silvestre con dosis de 500 ppm de GAs. Por
su parte, Lopez y Enriquez (2004), encontraron 60% de germinacion en semillas

de Dalea lutea (cav.) Willd cuando aplicaron 1000 ppm de GAzs.

De la vega y Alizaga (1987) trabajaron con las semillas de salvia (Salvia
splendens), mostraron que el GA3 en concentraciones de 100 y 150 u/ml obtuvo
un promedio de 87% de germinacion lo que representa un incremento de 73% en

comparacioén con el testigo, considerando doce sustratos diferentes.
5.10.3. Acido giberélico para estimular la germinacién en cactaceas.

Existen diversos trabajos donde se han mostrado el buen funcionamiento del acido

giberélico, se mencionan algunos de ellos:

Mandujano et al., 2007 trabajaron con GA3; en germinaciéon de tres especies del
genero opuntia donde se llevd acabo la germinacion de semillas con adicion de
acido giberélico al 200 ppm con un control (sin acido giberélico) bajo condiciones
controladas de luz y temperatura. Encontraron que hubo diferencias significativas
entre las especies, pero no entre la germinacion con adicion de GA3 (27.4% + 1EE
3.5) y el control (28.4% + 3.6). La interaccidon entre ambos factores tampoco
resulté significativa. EIl porcentaje de germinacion de Opuntia microdasys (47.5%)
fue el mayor, el de O. rastrera intermedio (30.9%) y el mas bajo se observo en O.

macrocentra (5.3%).
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5.11. La micropropagacion

Pierik en 1990 define al cultivo in vitro como el cultivo sobre un medio nutritivo, en
condiciones estériles, de plantas, semillas, embriones, érganos, tejidos, células y
protoplastos de plantas superiores. La técnica de cultivo de tejidos se caracteriza

porque:

1. Ocurre a micro-escala sobre una superficie relativamente pequefia.

2. Se optimizan las condiciones ambientales, en lo que se refiere a los factores

fisicos, nutricionales y hormonales.

3. Se excluyen todos los micro-organismos (hongos, bacterias y virus), asi como

también las plagas de las plantas superiores (insectos y nematodos).

Existen diferentes tipos de cultivo in vitro:

1. Cultivo de plantas intactas: es cuando se siembra la semilla in vitro,

obteniéndose primero una plantula y finalmente una planta.

2. Cultivo de embriones: se cultiva el embridn aislado después de retirar el resto

de los tejidos de la semilla.

3. Se cultiva in vitro un érgano aislado: se pueden distinguir distintos tipos
como son el cultivo de meristemos, cultivo de apices del vastago, cultivo de raices,
cultivo de anteras, etc. Generalmente una porcion (de tejido u 6rgano), aislada de

una planta, se denomina explante, y a su cultivo, cultivo de explanto.

4. Cultivo de callo: se llama asi, cuando una porcion de tejido se des diferencia

in vitro, originando un callo.
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5. Cultivo de células aisladas: es el crecimiento de células individuales,
obtenidas de un tejido, callo o cultivo en suspension, con la ayuda de enzimas o

mecanicamente

6. Cultivo de protoplastos: se obtienen a partir de células, por digestion

enzimatica de la pared celular (Pierik, 1990).

5.11.1. Medio de cultivo Murashige y Skoog (1962).

Los componentes esenciales del medio de cultivo son sales minerales, sustancias

organicas y complejos naturales.

Sales minerales

Existen diversas formulaciones minerales de composicion quimica muy variable,
las diferencias radican fundamentalmente en los niveles de macroelementos,

bajos en algunos casos y muy altos en otros.

Sustancias organicas

Hidratos de carbono; EI compuesto mas utilizado es la sacarosa, a unos niveles

entre 2y 3 %.

Agar

Es un compuesto inerte que se usa para solidificar el medio de cultivo. Las
concentraciones mas utilizadas fluctan entre 0,6-1%, existiendo una relacién

directa entre la concentracion de agar y la dureza del medio de cultivo.
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5.11.2. Condiciones ambientales

Luz

La intensidad, fotoperiodo y zona de espectro son los tres pardmetros que se han
de considerar. Los valores del fotoperiodo suelen oscilar alrededor de 16 horas;
los tipos de ldmpara utilizados son blanca fria, para todas las fases del proceso,
aunque en general parece que la luz azul es la que tiene mayor incidencia en la
proliferacion de tallos y la luz roja mejora claramente el enraizamiento. La luz, a
veces inhibe el crecimiento de tejido de callo e incluso procesos de morfogénesis
en algunas bulbosas. Estas inhibiciones podrian estar relacionadas con la
aceleracion del metabolismo de auxinas que puede tener lugar en presencia de

luz.

Temperatura.

La temperatura en cadmara de cultivo suele fluctuar entre 22° C para frutales de

clima templado y 28° C para especies tropicales.

Humedad.

Normalmente la humedad relativa en cdmaras de cultivo se debe de mantener
entre el 60 y 70% aunque en el interior de los recipientes de cultivo es superior.
Sin embargo humedades relativas muy altas, 96%, pueden causar problemas de
vitrificacion, mientras que los valores muy bajos provocan desecacion en los

explantes y en el medio de cultivo.
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Segun Pierik, 1990 menciona que el crecimiento y desarrollo in vitro de una planta
esta determinado por una serie de factores complejos como son: la constitucion
genética de la planta, los nutrientes (agua, macro y microelementos y azucares),
los factores fisicos que influyen sobre el crecimiento (luz, temperatura, pH,
concentracion de 02 y CO2), y algunas sustancias organicas (reguladores,

vitaminas, etc.).

5.11.3. Ventajas del sistema de micropropagacion

* Ausencia de métodos de propagacion convencionales o cuando estos son

demasiado lentos.

* Necesidad de un alto volumen de produccion.

» Disminucion de la superficie dedicada a planta madre y mejor planificaciéon de la

produccion. (Ramos y Rallo, 1992).

5.11.4. Desventajas del sistema de micropropagacion

+ Trasplante a invernadero. A veces las raices formadas in vitro no son
funcionales, y las hojas tienen una cuticula poco desarrollada; por consiguiente se
puede producir en invernadero una transpiracion excesiva que ocasiona la muerte

de las plantas.
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* Vitrificacion. Es la aparicion de tallos y hojas con un exceso de agua.; este
problema se puede disminuir incrementando la concentracion de agar, asi como

reduciendo la cantidad de citoquininas y de amonio del medio de cultivo.

* Desarrollo no sincronizado de los cultivos. La variabilidad morfologica
observada en cultivos en Fase Il suele ser debida a la competencia por nutrientes

y espacio que tiene lugar entre los tallos que crecen en el medio de proliferacion.

* Contaminacion crénica. Aparece en cultivos que anteriormente parecian libres
de agentes patdgenos. Suele estar causada por bacterias y es bastante dificil de
detectar, por lo que es conveniente cuando se sospecha que pueda existir este
problema utilizar medios de cultivo especificos para bacterias. Este tipo de
contaminacion puede haber sido introducida en el explante original o
posteriormente, debido al uso de técnicas de esterilizacion inadecuadas. (Ramos y

Rallo, 1992).

VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Descripcion del sitio experimental

El trabajo de investigacion se llevo acabo en el area de incubacion del Laboratorio
de Biologia general en el Departamento de Botanica de la Universidad Autbnoma

Agraria Antonio Narro, Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.
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6.2. Preparacion de medios Murashige y Skoog (1962)

Se pesé en una balanza analitica (Marca: AND; Modelo No: GR-120) los
constituyentes de macronutrientes, micronutrientes, solucién de Fierro, vitaminas,
carbohidratos (cuadro 2). Todos estos reactivos se disolvieron en agua esteéril
desionizada dentro de un matraz Erlenmeyer (2000 ml) la cual se mantuvo
agitando con un agitados-calefactor (Marca:Thermolyne CIMAREC; Modelo No:
SP131325), luego se obtuvo la solucion madre (MS al 100%), donde a partir de la
solucion madre se obtuvo las concentraciones de MS al 50% y MS al 25%.
Posteriormente con el potenciometro (Marca HANNA; Modelo No: HI 8314) y se
tomé un PH de 5.7 (HCL 0.1 Disminuye PH Y NaOH 0.4 aumenta PH). Una vez
tomando correctamente el PH de las diferentes concentraciones de MS se les
agrego solidificante (Agar-Agar). Se taparon los matraces con pelicula conocida
comercialmente como Kleen pack, enseguida se procedi6 la esterilizacién de los
medios colocandolos a una autoclave (Marca: ALLAMERICAN; Modelo Ny: 25X-1),
manteniendo una temperatura de 125°C equivalente a (1 atm), durante 18
minutos. Después de la esterilizacion se vaciaron en las diferentes cajas Petri con
diferentes concentraciones de MS en el area de siembra. Se siguié los mismos
procedimientos para los medios nutritivos mas la adicion de 300 ppm de GA; para

la solucion madre y posteriormente la distribucion para MS al 50% y 25%.

6.3. Preparacion de semillas

Las semillas utilizadas en esta investigacion ya tienen aproximadamente dos afios
de almacenamiento, colectadas alrededor de Saltillo y en General Cepeda,

perteneciente al estado de Coahuila por la Biol. Sofia Comparan Sanchez.
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Para tener una mejor confiabilidad de las semillas se colocaron todas en un vaso
de precipitado con agua destilada dejandolo remojar 24 hrs para ver cuales
semillas quedaron flotando en el agua y asi descartarlas dentro del experimento,
para asegurar que las semillas fueran viables, se hizo el conteo de todas las

semillas que quedaron.

A continuacién se describen los protocolos utilizados en esta investigacion

Primer protocolo

Se colocaron 20 semillas de Mammillaria pottsii Scheer ex Salm-Dyck en sacos
pequefios de tela magitel estéril, para tener un control de nimero y tamafio de las

semillas

Posteriormente se llevd acabo la esterilizacion de las semillas que consiste en

estos pasos:

1.-Lavado con Agua desionizada + Tween 20 por 5 minutos

2.-Lavado con una solucion de Etanol al 20% por 1 minuto

3.-Lavado con hipoclorito de sodio (Cloro) al 20% por 10 minutos

4.-Se enjuagaron en agua desionizada estéril.

Segundo protocolo

1.- Antes de colocar las semillas en sacos pequefios se realizé un lavado previo a
las semillas frotandolas suavemente, repitiendo dos veces esta misma operacion

al final se enjuago con agua estéril.
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2.-Se colocaron todas las semillas en un vaso de precipitado con crit

(desinfectante) durante 30 min en la parrilla de agitacion.

3.-Enseguida se colocaron las semillas en los saquitos y se volvié a agitar en el

crit durante 15 minutos mas.

4.-Lavado con Agua desionizada + Tween 20 por 5 minutos

5.-Lavado con una solucion de Etanol al 20% por 1 minuto

6.-Lavado con hipoclorito de sodio (Cloro) al 30% por 15 minutos

7.-Se enjuagaron en agua desionizada esteéril

Tercer protocolo

1.- Se colocaron las semillas en un vaso de precipitado donde con agua de la llave
y con jabdn liquido para trastes se frotaron durante unos minutos y se enjuago con

agua estéril al final.

2.- Se vaciaron de nuevo las semillas en un vaso de precipitado estéril donde se

puso a agitar en alcohol al 5% durante una hora.

3.-Lavado con Agua desionizada + Tween 20 por 5 minutos

4.-Lavado con una solucion de Etanol al 20% por 1 minuto

5.-Lavado con hipoclorito de sodio (Cloro) al 30% por 15 minutos

6.-Se enjuagaron en agua desionizada estéril

Cuarto protocolo
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1.- un dia antes de la siembra se puso a agitar las semillas en un vaso de
precipitado con agua estéril de manera que llegara al punto de ebullicibn durante
30 minutos y se tap6 con papel aluminio dejan reposar toda la noche con el

objetivo de eliminar por completo el mucilago de las semillas.

2.- Se colaron las semillas enjuagandolas con agua esteril y se colocaron en un

papel de secado, y ya se pusieron en los saquitos esteéril.
3.-Lavado con Agua desionizada + Tween 20 por 5 minutos
4.-Lavado con una solucion de Etanol al 20% por 1 minuto
5.-Lavado con hipoclorito de sodio (Cloro) al 30% por 15 minutos
6.-Se enjuagaron en agua desionizada estéril 2 veces

Para el método de escarificacion se aforo el acido sulfarico (H,S04) al 75%, 50%
y 25% manteniendo las semillas sumergidas solo 15 segundo dentro de la

solucién.

Todos los materiales utilizados en este proceso se esterilizaron en un autoclave
(Marca: ALLAMERICAN; Modelo No: 25X-1) manteniendo una temperatura de

125°C equivalente a una atmosfera (1 atm), durante 1 hr.

6.3.1. Siembra

Para llevar a cabo la siembra primero se desinfect6 totalmente el area de siembra

manteniendo todos los materiales que se ocuparon en total asepsia por lo que
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siempre estuvieron esterilizados, también se seleccionaron las cajas Petri que no

estuvieran contaminadas con algun hongo, patégeno o bacterias.

Para la realizacién de la siembra del material seleccionado se siguieron los
protocolos establecidos para este tipo de procedimientos siguiendo las normas vy

especificaciones necesarias.

Por ultimo se trasladaron las cajas Petri selladas con Kleen pack al area de
incubacion donde se mantuvo el material en fase de germinacion considerando un

fotoperiodo de 24 hrs, temperatura de 28 a 30°C.

Cuadro 2.- Los componentes del medio Murashige y Skoog (1962)

Constituyentes

Macronutrientes g/l MM
gr/mol
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NH4sNO3
KNO3
CacCl,.2H,0
KH,PO,4
MgSO47H20

Micronutrientes

Kl

H3BO3
MnSO4.4H,0
ZnS0,4.7H.0
Na,Mo00O,4.2H-0
CUSO4.5H20
CoCl».6H,0

Sol. Fierro
Na,EDTA

FeS0O,47H,0
Vitaminas
Inositol
Piridoxina HCL
Tiamina HCL
Glicina

Carbohidratos
Sacarosa

Solificante
Agar-Agar

PH

GAs

Nitrato amonico

Nitrato de potasio

Cloruro de calcio monobasico
Fosfato de potasio monobasico
Sulfato de magnesio

Yoduro de potasio

Acido bérico

Sulfato de manganeso
Sulfato de zinc

Molibdato de sédico dihidrato
Sulfato cuprico pentahidrato
Cloruro de cobalto

1.65

1.9
0.33217
0.17
0.37

0.00083
0.0062
0.012
0.0086
0.00025
0.00002
0.00002

Sal de sodio de acido etilendiamico 0.0373

Tetraacético
Sulfato ferroso heptahidrato

0.0278

0.1
0.0005
0.0001
0.002

30

5.7

0.3 mgl/l

80.04
101.1
147.014
136.086

246.48

166.086
61.83
228.0
287.54
241.96
249.685
239.935

372.24

278.28

0.50
0.1
2.0

Fuentes: Murashige, T. y F. Skoog (1992)

6.4. Disefio experimental

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar, con 7 tratamientos (T1=

MS-100% como testigo, T2= MS-100% + GA3 (300 ppm), T3= MS-50% + GA3 (150
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ppm), T4= M5-25% + (75 ppm), T5= MS-100% + Escarificacion 70%, T6= MS-50%
+ Escarificacion 50%, T7=MS-25% + Escarificacibn 25%, 4 repeticiones,
considerando una unidad experimental de una caja Petri con 10 semillas, teniendo

un total de 280 semillas.

6.5. Variable dependiente

Se estuvo evaluando y registrando cada semilla germinada diariamente después
del tercer dia de la siembra, durante 30 dias, obteniendo 4 muestreos
considerando como variables: el porcentaje de germinacion. Se calcul6 mediante

la siguiente ecuacion: PG= (Ae*100)/M

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

En la evaluacion de la germinacion de Mammillaria pottsii Scheer ex Salm-Dyck
presentd problemas de germinacion cuando ya estaban establecidos en cajas
Petri con diferentes concentraciones de medios nutritivos mas los estimuladores
de germinacion, por lo que se realizaron mas de 4 siembras de prueba para
establecer correctamente la siembra, hubo algunos factores que impidieron la
germinaciéon y a medida que se iban logrando ésta se consideraron los
tratamientos. Se aplicaron 4 protocolos diferentes en diferentes fechas de siembra
como se muestra en el cuadro 3. Donde se presentan los 7 tratamientos, con 4

repeticiones cada uno.

Cuadro 3.- Concentracion de datos de muestreos de Mammillaria pottsi Scheer ex

Salm-Dyck M1 M2 M3 M4
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Simbologia: F.S.M.P.= Fecha de siembra de Mammillaria pottsii, M1, MS, M3 Y

F.S.M.P.
12/04/2016

30 DDS

T1R1

T1R2

T1R3

T1R4

o0 |00

[ellelleo}le)

[ellelleolle)

[ele]lle]}le)

F.S.M.P.
23/03/2016

11/04/2016

14/04/2016

19/04/2016

23/04/2016

T2 R1

T2 R2

T2 R3

T2 R4

T3 R1

T3 R2

T3 R3

T3 R4

O|0O|0|0|Oo|o|Oo|o

OO0 |0O|r|O|O0|0|0O

(el Jdlellelle]le)e]

OO0 |0|0|0|0|0|0O

F.S.M.P.
12/04/2016

T4 R1

T4 R2

T4 R3

T4 R4

oO|0o|0o|o

[ellele}e]

[ellele}e]

[ellele]}{e]

F.S.M.P.
29/02/2016

10/03/2016

15/03/2016

21/03/2016

29/03/2016

T5R1

TS5 R2

TS5 R3

TS R4

oO|o|oN

O OFr|F

O OIN|F

[ellelle]}e)

F.S.M.P.
12/04/2016

T6 R1

T6 R2

T6 R3

T6 R4

oO|0|0|O

oO|0o|0|0o

oO|O0o|0|0o

[ellelle]le)

F.S.M.P.
29/04/2016

10/03/2016

15/03/2016

21/03/2016

29/03/2016

T/7R1

T7R2

T7 R3

SN

Pk w

T7 R4

=

1

RO |N

RRN|-

M4= Muestreos y DDS= Dias después de la siembra.
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Se encontrd que al evaluar la germinacion realizando 4 muestreos a 10 dias
después de la siembra en los medios la mayoria de las semillas no germinaron

con excepcion de los tratamientos siguientes:
T3=MS 50% + Ac. Gib. 75 ppm

T5=MS 100% + escarificacion 75%

T7=MS 25% + escarificacion 25%

En la figura 1, se muestran los resultados obtenidos para el tratamiento 3 en base
al porcentaje de germinacion la cual muestra en la R1 y R2 que alcanzaron un
10% y en R3 y R4 no hubo germinacion, mientras que en la figura 2, muestran un
poco mas de germinacién para el tratamiento 5 ya que en R1 alcanzo 40% y R1
30%, R3 y R4 no hubo, por ultimo en donde se obtuvo el mayor nimero de
germinacion fue para el tratamiento 7 donde R1 con un 80% fue el mayor, R2

50%, R4=40% Y R3=30%.

Difieren los resultados obtenidos por Olvera (2005), al trabajar con mammillaria
glassii obtuvo un 85% en MS-50% y MS-25% y 75% de germinacién en MS-100%,
en mammillaria grusonii encontraron el 65, 75y 74 % de germinacién a los 30

dias.

También Garcia (1993) encontr6 resultado de 64% de germinacién en
Astrophytum miriostigma, 56% en Astrophytum caprincorne y en Echinocactus

grusonii con el 16% de germinacion a los 30 dias después de la siembra.
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Por lo tanto se puede decir que el mejor método para establecer una buena
germinacion se puede encontrar en un medio MS al 25% y la escarificacion con un

25 % de acido sulfarico nos indica que se obtienen buenos resultados.

Tratamiento 3

E GERMINACION %
R1 R2 R3

Figura 5.- Porcentaje de germinacion de Mammillaria pottsii Scheer ex Salm-Dyck

R4

en relacion al tratamiento 3 (MS 50% + Ac. Gib 75 ppm) con 4 repeticiones donde

R1=10%, R2=10%, R3 Y R4= 0%.

Tratamiento 5

B GERMINACION %

R1 R2 R3

R4
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Figura 6.- Porcentaje de germinacion de Mammillaria pottsii Scheer ex Salm-Dyck
en relacion al tratamiento 5 (MS 100% + Escarificacion 75%) con 4 repeticiones

donde R1=40%, R2=30%, R3 Y R4= 0%.

Tratamiento 7

= GERMINACION %

R1 R2 R3 R4

Figura 7.- Porcentaje de germinacion de Mammillaria pottsii Scheer ex Salm-Dyck
en relacién al tratamiento 7 (MS 25% + Escarificacion 25%) con 4 repeticiones

donde R1=80%, R2=50%, R3= 30 Y R4= 4%.

Se puede deducir que para justificar por qué no se cumplieron los objetivos
establecidos para este trabajo de investigacion es que probablemente las semillas
presentan un mecanismo de latencia mas sofisticado o falto mas tiempo de
evaluacion, es preciso mencionar que las semillas de M. pottsii Scheer ex Salm-
Dyck que fueron utilizadas contaban ya con dos afios de almacenamiento
aproximadamente, para lo cual Flores y Manzanero (2003) mencionan que

algunas semillas almacenadas (8 a 12 meses) del género Mammillaria pierden
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potencial germinativo. La pérdida del potencial germinativo puede estar
relacionado a la muerte del embrién debido a las condiciones de almacenamiento

(altas temperaturas y sin oscuridad total) o por la inviabilidad de este.

Los resultados difieren a los obtenidos por Olvera (2005) al trabajar con esta
misma especie donde tampoco se lograron resultados positivos ya que solo en el
medio al 100% fue el que presento mayor numero y en menor tiempo, ya que para
los DDS 1, 5y 6 ya presentaba germinacion. En el medio al 50% la germinacion

comenz6 al dia 16 y en el medio al 25% al 6 DDS.

Silverton, (1999) citado por Gonzalez (2015) agrega que una prueba de
germinacion puede ser afectada por la forma en que son colectadas las semillas,
por las condiciones ambientales en donde germina, periodos de almacenamiento,

por la forma y fecha de aplicacion de la prueba.

Yang, (1999) citado por Gonzéalez (2015) demostré que las semillas de diferentes
poblaciones de una misma especie pueden presentar variaciones en sus
caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas, y que el comportamiento de la

germinacion puede diferir entre regiones, debido a adaptaciones locales de clima.

Por lo anterior una estrategia importante y necesaria para la conservacion de
cactaceas, es lograr la reproduccion de especies de manera segura, mediante el

uso de cultivo de tejidos vegetales.

Para algunas especies se recomienda poner a germinar las semillas pocos dias
después de la colecta, debido a que éstas pueden sufrir cambios en su capacidad

germinativa causados por el almacenamiento en seco (Baskin & Baskin, 1998).
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Al respecto Soplin (1988) mencionaba que las condiciones de maduracion, como
la temperatura y humedad en que las semillas permanecen influyen en su

viabilidad por lo tanto en su calidad.

El proceso de germinacion de las semillas silvestres se ve claramente afectando
por condiciones adversas del medio ambiente, provocando que exista diferente
grado de letargo para cada una de las semillas, afectando la viabilidad y el vigor
de las semillas en el proceso de germinacion; lo que no sucede con las semillas
de plantas cultivadas bajos condiciones controladas (Gouvéa, 1983; Besnier,

1989; Rabenda, 1990).

Por otro lado, Segun Hartmann y Kester citado por Camacho (1994) para que la
germinacion se realice, se necesita que: a) La semilla sea viable, o sea, que tenga
un embrién vivo capaz de crecer; b) se tenga la temperatura, aeracion y humedad
adecuada para el proceso y c) se eliminen los bloqueos fisioldgicos presentes en
las semillas, que impiden la germinacién. Mientras que Pollock y Toole (1962),
citados por Reyes (1993), mencionan que las condiciones requeridas para la
germinacion son: la expresion de la herencia de las semillas, influida por el medio

ambiente durante la formacién de la misma.

Dentro de los requerimientos de las semillas para que germinen se encuentran
ciertas condiciones extrinsecas; por lo que Ruiz et al (1962) considera cuatro

factores como son: humedad, temperatura, aire y luz.

VIII. CONCLUSIONES
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Para Mammillaria pottsii Scheer ex Salm-Dyck, las semillas sembradas en medio
MS al 50% + &cido giberelico 75 ppm, MS al 100% + escarificacion 75% y MS al
25% + escarificacion 25%, fueron los que alcanzaron un porcentaje de

germinacion ya que para el resto de los tratamientos no hubo germinacion.

Las semillas utilizadas ya tenian dos afios de almacenamiento por lo que algunos
autores mencionan que esto afecta en la germinacion y se recomienda el uso de
semillas recién extraidas de los frutos, para asi obtener altos porcentaje de

germinacion.

También se observd que en el método de escarificacion estimulo

significativamente la germinacion y se recomienda su uso.

Es muy importante mencionar que de acuerdo a los resultados se comprueba que
las semillas estaban contaminadas por mucilago y hongos principalmente ya que
en el dltimo protocolo utilizado comprueba que al mantenerlas en altas
temperaturas la pérdida del potencial germinativo puede estar relacionado a la
muerte del embrion mas sin embargo eliminé cualquier tipo de hongo, mucilago y
demas contaminantes presentes en las semillas. Los demas protocolos utilizados
todos fueron viables, porque si se estableci6 la siembra sin contaminacién por lo
tanto quiere decir que esas semillas iban limpias contra cualquiera de los

problemas mencionados anteriormente.

Entonces se puede decir también que en medio MS tiene un alto contenido de
nutrientes por lo que rapidamente reflejé la contaminacion al tener contacto con

las semillas de Mammillaria pottsii Scheer ex Salm-Dyck.
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