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THE WIND THAT SHAKES THE BARLEY

7 sat withen the valley greesn
2 st me with wy true love:
My sad heart stvove the two-between
The old love and the new love:
The old for her the new
That made me think on Ireland dearly.
While soft wind the wind blew down the glade

Tweg hard the woefeed words to-framte
To-break the ties that-borend g
But harder Sl to-bear the shame
And so-I said the mounitain glen
IU meet at morning early.

And I'join the bold unded men |
While soft windy shook the barley.

7 was sad I Rigsed. awey her tecrs:

My fond - arm round her finging:
When afoe; man's shot-burst-on owr ears
Fromy out the wild woody ringcng:
A bullet pierced my true love'y side
Inlife's young spring so-early.
And on my breast-in blood she died
While soft windy shook the barley.

But dood for blood without remorse

Tve twen at-owlart hollow.

Ivelain my true love'y clay Like corpse
Where I shall soon mest-follow.

Around her grave I've wandered drear
Noowy night; and morning early.

Witk breaking heart when e'er I hear
The wind that shakes the bariey.

Deadd Can Darnce
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RESUMEN

La Reserva del Pedregal de San Angel es uno de los pocos refugios de la gran biodiversidad
que albergaba El Pedregal en su extension original, la cual disminuyd drasticamente debido a la
constante expansién de la Ciudad de México, por o que es de gran importancia desarroliar
estudios de la ecologia de las especies que alli habitan. Entre eilas se encuentra Opuntia
fomentosa, uno de los nopales de amplia distribucién en el Valle de México, cuya presencia en
la Reserva puede representar una parte importante de la dieta de aves y mamiferos pequefios
que se alimentan de los frutos de esta especie.

En el presente estudio se investigd ia respuesta germinativa de semillas de O.
fomentosa colectadas en 1998. En experimentos en el laboratorio, se determind el efecto de
tratamientos de escarificacién con acido sulfiirico, aplicacién de acido giberéiico, calidades de
luz, remojo en agua, aplicacion de calor seco y estratificacion, asi como el efecto de la edad de
las semillas y de las condiciones de almacenamiento (en el laboratorio 0 enterradas en ires
sitios de la zona en estudio). En experimentos en el Pedregal, se evalué el efecto de la
permanencia de las semillas en el suelo en sitios con diferentes condiciones microambientales,
en la germinacion durante los afios 1998 al 2000. Se evaiué también el requerimiento para la
germinacion del efecto de nodricismo, lo cual se ha reporfado para muchas especies de
cactaceas de México, para ello, se colocaron semillas de O. fomentosa debajo y fuera de la
sombra de distintas especies arbéreas presentes en la zona en estudio.

Se encontrd que las semillas producidas en 1998 presentaron dos tipos de latencia: una
latencia enddégena (por inmadurez fisiolégica del embrién) y una exdégena (por la restriccion
mecanica impuesta por la cubierta seminal y el funiculo), que en conjunto produjeron una
latencia compleja o combinada. Con el paso del tiempo, y dependiendo de las condiciones de
almacenamiento, los requerimientos de la especie cambiaron, lo cual dio lugar a una respuesta
polimérfica en su germinacion, que se expresé en los experimentos de laboratorio y del
Pedregal. Este polimorfismo se volvié a comprobar al obtener un comportamiento germinativo
distinto con semillas colectadas en el 2000, las cuales presentaron Gnicamente una latencia
exégena. En el Pedregal se encontré también un efecto benéfico de la permanencia en el suelo
debido a la interaccion de factores bidticos y abidticos, entre ellos, se detecté por medio de la
exploracién de semillas en el microscopio electrénico de barrido, la destruccion parcial de la
cubierta seminal debida a la accién de hongos del suelo, lo cual promovié significativamente su

germinacion.
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Se discute la importancia de la respuesta germinativa polimérfica en la formacion de
bancos de semillas persistentes, como un mecanismo de reclutamiento de nuevos individuos en
épocas favorables para asegurar la permanencia de la especie. También se pone de manifiesto
la importancia de la interaccion de los factores biéticos y abiéticos durante el enterramiento y la
necesidad de un tiempo de post-maduracién que varia dependiendo del momento en que cada
fraccidn de la poblacion de semillas pierde la latencia.

Con el fin de determinar si existia un efecto de las condiciones de germinacién en el
desempeiio posterior de las plantas en el Pedregal, se evalué la sobrevivencia de plantas
germinadas en tres condiciones: 1) en el laboratorio, 2) en el Pedregal, con la influencia de la
sombra de un arbol nedriza y 3} en el Pedregal, sin nodriza. También se evalud si el efecto de
las condiciones de germinacion (en las mismas condiciones que el experimento de
sobrevivencia) se expresaba en el crecimiento; en este caso, se colocaron en dos condiciones
de crecimiento: en el Pedregal y en una casa de sombra. Se encontré que las plantas
germinadas y crecidas en el Pedregal presentaron mayores porcentajes de sobrevivencia, asi
como una mayor acumulacion de biomasa total.

Se propone que las piantas germinadas en el Pedregal presentan una preaclimatacioén a
las condiciones ambientales de este sitio, pudiendo expresarse en una mayor sobrevivencia.
También se resalta la capacidad de aclimatacion de las plantas a las condiciones de
crecimiento, independientemente del sitio de germinacion, probablemente a través de
mecanismos morfologicos y fisiolégicos. Se menciona la necesidad de realizar un mayor
numero de estudios que aborden los temas que se discuten en el presente, entre ellos destacan
aquéllos que investiguen la variacion en el comportamiento germinativo de semillas producidas
en el mismo afio y/o diferentes, asi como la exploracion mas detallada de los factores
ambientales que intervienen en la pérdida de la latencia durante la estancia en el suelo y los
mecanismos morfolégicos y fisioldgicos de la aclimatacién de las plantas a las condiciones de

crecimiento.



INTRODUCCION

El Pedregal de San Angel se origind hace aproximadamente 2,000 afios por la erupcién del
volcan Xitle, contaba con una extensién original de 80 km® la cual se ha reducido
dramaticamente por [a creciente urbanizacion de la Ciudad de México. La Reserva Ecolégica
del Pedregal de San Angel es uno de los Gltimos refugios de la gran biodiversidad que habia en
la extensién original del Pedregal, la cual albergaba a mas de la mitad de las especies de
plantas, la tercera parte de las de aves y el 40% de las de mamiferos de la Cuenca de México
(Carrillo-Trueba, 1895).

Se han realizado estudios floristicos en la Reserva (Rzedowski, 1954; Valiente-Banuet y
de Luna, 1990) por lo que se conocen relativamente bien cuales son las especies que alli
habitan, pero es necesario desarroilar estudios de su ecologia y ciclos de vida, en especial de
las primeras etapas del ciclo de vida {germinacion, establecimiento, etc.), ya que de su éxito
depende el desarrollo de las siguientes. Esto es de particular importancia para aquellas
especies que han sido sometidas a cualquier tipo de explotacién por el hombre.

La familia Cactaceae esta representada por cinco especies en la Reserva del Pedregal:
tres de ellas son relativamente abundantes (Opuntia tomentosa, Opuntia robusta y Mammillaria
magnimmama) y las otras dos practicamente han desaparecido de la zona (Mammillaria
sanangelensis y Opuntia tunicata) debido al saqueo que ha sufridc la Reserva. Opuntia
tomentosa, conocida de diversas localidades en la Cuenca de México y la Meseta Central, ha
sido uno de los nopales mas cultivados debido a que en gran parte de su drea de distribucion
carece de espinas en sus cladiodos, o tiene muy pocas, sin embargo la poblacion del Pedregal
si las presentan (Bravo-Hollis, 1978).

Se ha demostrade que muchas especies de cactaceas, tienen dentro de sus
requerimientos germinativos, el efecto de nodricismo, que consiste en que una planta “nodriza”
le proporcione sombra, protegiendo a la semilla y a la plantula de temperaturas extremas,
disminuyendo la evaporaciéon de la humedad del suelo y reduciendo la irradiacion directa
(Steenbergh y Lowe, 1968, Franco y Nobel, 1989; Valiente-Banuet y Ezcurra, 1981). A partir de
observaciones personales se hipotetizé que O. tomenfosa requiere el efecto de nodricismo, ya
que numerosas plantulas y plantas de mayor tamafio, se encuentran creciendo cerca de
individuos de Buddleja cordata (conocida comUnmente como tepozan) o protegidas por [a

sombra que proyectan piedras y bardas.



Es muy probable que las especies de Opuntia que habitan en el Pedregal tengan una
gran importancia ecolégica dentro de la comunidad, ya que sus frutos pueden representar una
fuente importante de alimento para diversas especies animales, algunas de las cuales pueden
actuar como agentes dispersores de sus semillas.

Considerando que la germinacion, sobrevivencia y crecimiento, asi como su relacion con
el nodricismo, y la importancia ecolégica de esta especie son aspectos de gran interés para la
comunidad de [a Reserva, se decidid abordar en este estudio diferentes aspectos de la
ecofisiclogia de su germinacion y del establecimiento de sus plantulas.



OBJETIVOS GENERALES

Determinar los requerimientos germinativos de O. fomenfosa en condiciones de laboratorio,
utiizando diferentes tratamientos de escarificacion, luz, temperatura y concentraciones de
acido giberélico.

Determinar el efecto del tiempo y de las condiciones de almacenamiento en los

requerimientos germinativos de O. fomentosa, tanto en condiciones de laboratorio como en
la Reserva del Pedregal de San Angel.

Ill. Evaluar la existencia del efecto de nodricismo en la germinacién y establecimiento temprano

V.

i1

1.2

de O. tomentosa, en ia Reserva del Pedregal de San Angel.

Cuantificar la sobrevivencia y la tasa relativa de crecimiento de O. fomentosa en su
ambiente natural y comparar la tasa relativa de crecimiento con la obtenida en condiciones
de casa de sombra.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar 1a respuesta germinativa de semillas de O. fomeniosa sometidas a diferentes
tiempos de escarificacion (desde 1min hasta 1.5 hr) en el laboratorio.

Determinar la respuesta germinativa de semillas de O. tomentosa a diferentes
condiciones de luz (blanca, rojo lejano y oscuridad) en el laboratorio.

Determinar la respuesta germinativa de semillas de O. fomentosa a temperatura
constante (24 °C) y a temperatura alternante (20 - 35 °C) en el laboratorio.

Determinar la respuesta germinativa de semillas de O. tomentosa a diferentes
concentraciones de acido giberélico (0, 1000 y 2000 ppm) en el faboratorio.

Determinar la interaccion de los factores arriba mencionados en la germinacién de O.
tomentosa.

Comparar la respuesta germinativa de semillas de O. fomentosa recién colectadas,
almacenadas en el laboratoric y desenterradas del Pedregal, en condiciones de
laboratorio.

Comparar la respuesta germinativa de semillas de O, fomentosa recién colectadas,
almacenadas en el laboratorio y desenterradas del Pedregal, en condiciones naturales.



i1 Determinar la respuesta germinativa de semiilas de O. fomentosa, colocadas bajo la
sombra y fuera de la sombra de seis especies arbustivas yfo arbdreas presentes en el
Pedregal de San Angel.

IV.1 Determinar los porcentajes de sobrevivencia de plantas de O. fomentosa en el Pedregal
de San Angel, que provengan de semillas germinadas en condiciones naturales y en el
taboratorio

IV.2 Determinar el peso seco, el cociente raiz:vastago y la tasa relativa de crecimiento de
plantas de O. fomentosa en casa de sombra y en el Pedregal, que provengan de
semillas germinadas en condiciones naturales y en el laboratorio.

HIPOTESIS

+ Las semillas de Opuntia tomentosa tienen requerimientos especificos de escarificacion, luz,
temperatura y concentraciones de hormonas para germinar en ei laboratorio.

s Llas condiciones y el tiempo de almacenamiento de las semillas modifican los
requerimientos iniciales de la especie para su germinacion.

+ El microclima en el cual se encueniran las semillas en condiciones naturales influye en su
respuesta germinativa.

+ Las condiciones ambientales del sitio de germinacion de las semillas y las del sitio de
crecimiento de las plantas, afectan la sobrevivencia y el crecimiento de las plantas. ’



I ANTECEDENTES

1. GERMINACION Y LATENCIA

La semilla es la estructura portadora, protectora y dispersora del material genético (Fenner,
1985) que ocupa una posicion critica dentro de la historia de vida de las plantas superiores, ya
gue sus caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas determinan, entre otros factores, el éxito en el
establecimiento de un individuo de la siguiente generacion (Bewley y Black, 1994).

Para que una semilla germine se deben cumplir una serie de condiciones tanto
intrinsecas (ruptura de latencia, viabilidad), como ambientales o externas: cantidad adecuada
de humedad, temperatura, concentracion de gases, y luz, en algunos casos (Bewley y Black,
1994). Los requerimientos varian de especie a especie y pueden estar influenciados por
factores genéticos, matemos y/o ambientales como la edad de la planta madre, posicion de ia
semilla dentro del fruto, duracién del dia y temperaturas que predominaron durante la
maduracion de la semilla (Gutterman, 1980-81), por lo que diferentes lotes de semillas de la
misma especie pueden ser sensibles de manera diferencial a las condiciones ambientales
(Roach y Wulff, 1987).

El proceso de la germinacion inicia con la entrada de agua a la semilla (imbibicién) y
termina con el alargamiento del eje embrionario, haciéndose visible la radicula (Bewiey y Black,
1994). Lo anterior se presenta en tres etapas sucesivas y que incluyen numerosos eventos
como: hidratacion de proteinas, cambios estructurales subcelulares, aumento en la tasa
metabdlica y respiratoria, sintesis de macromoléculas, alargamiento y divisién celular,
traslocacion y asimilacion de reservas (Bewley, 1997).

Cuando una semilla viable que se encuentra en condiciones adecuadas de humedad y
temperatura no germina, se dice que esta en un estado de latencia, a diferencia de las semillas
quiescentes, para las cuales la falta de agua es el Gnico factor que impide la germinacion
(Baskin y Baskin, 1998).

Se han propuesto varias clasificaciones de tipos de latencia (p.e. Barton, 1965,
Nikolaeva, 1977; Bewley y Black, 1982; Mayer y Poljakoff-Mayber, 1982; citados en Bradbeer,
1988); pero aqui se adoptara la de Harper (1957, citada en Murdoch y Ellis, 1992), ya que toma
en cuenta el comportamiento de la latencia en la naturaleza. Este autor la divide en: innata o
endégena, impuesta o exdgena e inducida o secundaria.



La latencia innata o enddgena se presenta cuando existe alglin impedimento fisioldgico
de la semilla para germinar, por inmadurez del embrién o la presencia de inhibidores quimicos,
y puede romperse con la aplicacion de acido giberélico (AG;), tiempo de post-maduracion,
estratificacion, etc. La latencia impuesta o exégena esta controlada por caracteristicas fisicas
muy especificas del ambiente como la luz y/o la temperatura y se presenta en semillas que se
encuentran en el suelo, las cuales germinan por alguna perturbacion que modifique el ambiente
que rodea a la semilla. Por uitimo, la latencia inducida o secundaria se observa en semillas
inicialmente aptas para germinar, pero que entran en latencia cuando se encuentran en un
medio desfavorable y se caracteriza por fa persistencia del estado latente, que en algunos
casos se rompe por estimulos hormonales o cambios drasticos de humedad y/o temperatura. A
diferencia de la latencia impuesta, no se pierde inmediatamente después de que se han
removido los factores que la indujeron (Vazquez-Yanes et al., 1997).

2. DISPERSION

La dispersion de las semillas tiene un papel primordial en la sobrevivencia y la adaptacion
de las especies. Chambers y MacMahon (1994) describen dos fases de este proceso: la fase |
involucra cualquier mecanismo de dispersion biético (de forma pasiva interna/externa o activa) o
abiético (viento, gravedad), por medic del cuail una semilla se mueve o es transportada de la
planta madre a una primera superficie; la fase Il incluye los movimientos horizontales y
verticales de las semillas, provocados por factores bidticos y abidticos que llevan a las semiilas
a una segunda posicidén en el espacio.

En la fase Il los movimientos de las semillas estan influenciados abidticamente por el
viento y la lluvia, especialmente en zonas donde la vegetacion es escasa (matorrales y
desiertos). En estas zonas la distribucion de semillas es muy heterogénea debido a la
acumulacién de materiales por arrastre debajo de los arboies, por lo que en unos sitios se
forman agregados o “parches” de semillas y en otros la frecuencia de semillas es muy baja
(Kemp, 1989). Las caracteristicas del suelo, como la cantidad y tipo de sedimentos, también
son factores que influyen en la movilidad de las semillas (Chambers y MacMahon,1994). Entre
los factores bidticos, los animales tienen efectos directos e indirectos en el movimiento vertical
de las semillas, por ejemplo, los escarbadores pueden enterrar semillas recién llegadas al suelo
o desenterrar ias que ya existian con anterioridad, otros pueden tener asociaciones mutualistas

con las plantas al funcionar como dispersores, o antagdnicas, al depredar sus semillas (Baskin

10



y Baskin, 1989; 1998). Se ha demostrado en varios trabajos que las hormigas, las aves y los
mamiferos son los principales dispersores de semillas (Gonzalez-Espinoza y Quintana-
Ascencio, 1986).

El beneficio que significa la dispersion de las semillas en la adecuacién de ia planta,
depende en gran medida del micrositio en donde éstas son depositadas. En ambientes 4ridos,
las pequefias depresiones y fisuras del suelo resultan mas favorables ya que la humedad es
mayor. Asimismo, el enterramiento de los animales excavadores puede favorecer el
establecimiento al reducir la desecacién y disminuir la probabilidad de depredacién (Chambers y
MacMahon, 1994). Por otra parte, debido a que algunas semillas requieren condiciones
ambientales especificas para salir del estado latente, los micrositios de dispersién y los
movimientos secundarios determinan también el éxito en la germinacién (Baskin y Baskin,
1998). Un dispersor eficiente es aquél que transporta a la semilla a un sitio favorable en el
habitat (sitic seguro, Harper, 1977). Un micrositic seguro se define por sus atribuios
relacionados con la germinacion, asi como por su relacion con |la abundancia de depredadores,
patdgenos y disturbios (Augspurger, 1983; Murray, 1986).

3. EL AMBIENTE DE LAS SEMILLAS EN EL SUELO

Con la llegada de las semillas al suelo, se encuentran con un conjunto de factores bidticos y
abidticos que representan el ambiente en el cual permanece mientras se encuentra en el banco
de semillas. Al conjunto de semillas viables presentes en un habitat se le conoce como banco
de semillas (Baskin y Baskin, 1998). Thompson y Grime (1979) describieron cuatro tipos de
bancos, dos temporales (tipos | y I, en los cuales las semillas producidas en un determinado
tiempo no son viables por mas de un afio) y dos persistentes (tipos lll y IV, en donde las
semillas son viables por mas de un ano). Walck et al. (1996, citado en Baskin y Baskin, 1998)
sugirieron que seria mas correcto describirlos en funcidn de las épocas de germinacion en lugar
de la edad de las semillas.

Las caracteristicas fisioldgicas de la latencia de las semillas son muy importantes para
determinar el tipo de banco que forma cada especie. Algunas semillas presentan latencia
secundaria o ciclos de latencia/no latencia que varian de acuerdo al ciclo de vida y ai habitat de
cada especie (Baskin y Baskin, 1998).

Las caracteristicas morfoidgicas de la semilla pueden tener tanto un efecto en la
longevidad vy la latencia de las semillas como en su posicion dentro def banco. En general, ias
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semillas pequefas que poseen cubiertas seminales lisas tienen altas probabilidades de formar
bancos de semillas persistentes (Baskin y Baskin, 1998).

Los factores bidticos del suelo pueden ser determinantes para la permanencia de las
semillas en el banco del suelo. Existen pocos frabajos en la literatura que estudien el efecto del
ataque de patégenos en las semillas que se encuentran en el banco de semillas (Chambers y
MacMahon, 1994, Baskin y Baskin, 1994; 1998). Se ha reportado que la presencia de hongos y
bacterias del suelo puedé estimular o disminuir a germinacién de semillas (Clay, 1987; citado
en Baskin y Baskin, 1998) y puede alterar la scbrevivencia de las plantas posterior a la
germinacion (Crist y Friese, 1993). En los aquenios de Fragaria ananassa, la germinacién se vio
favorecida por la presencia de varias especies de hongos (Guttridge ef af., 1984; citado en
Baskin y Baskin, 1998).

También los espacios aéreos del suelo son importantes para el banco de semiilas.
Algunos hongos y bacterias pueden dafiar y/o causar la muerte de las semillas debido a la
produccién de enzimas que destruyen compuestos especificos de la semilla, toxinas que
causan la inhibicion de la germinacion, ruptura de membranas, etc. Sin embargo, la presencia
de un microorganismo puede también inhibir el crecimiento de otros (Baskin y Baskin, 1998). En
semillas de Hordeum vulgare la exposicion a un medio de cultivo libre de nitrégeno con
Azotobacter chroococcum promovié su germinacion (Harper y Lynch, 1980; citado en Baskin y
Baskin, 1998).

Para semillas con testa dura o impemeable, se han encontrado datos contradictorios
sobre el efecto de los microorganismos del suefo como escarificadores naturales, asi como
sobre el papel de la escarificacion acida provocada por los animales al ingerir los frutos y el de
la escarificacién mecanica debida al choque contra rocas u otros objetos duros {(Boesewinkel y
Bowman, 1984; 1995; Baskin y Baskin, 1998). En familias como Malvaceae, Fabaceae
(subfamilia Papilionoideae) y Convolvuiaceae, los estudios anatomicos de semillas han
demostrado que la porcion que se hace permeable es una region especifica de la cubierta, en
lugar de toda la cubierta seminal. Aigunos autores como Baskin y Baskin, (1998) atribuyen
mayor importancia al efecto de los cambios drasticos de temperatura, a las temperaturas altas y
a los cambios de humedad en la ruptura de esta region especifica de la semilla.



4. GERMINACION EN CACTACEAS

La luz puede tener un efecto estimulante y/o ser estrictamente necesario para la germinacién de
Camegiea gigantea (Alcorn y Kurtz, 1959), Stenocereus thurberi (McDonough, 1964),
Melocactus curvispinus (Arias y Lemus, 1984), Ferocactus histrix (Del Castillo, 1986) y
Stenocereus griseus (Lopez-Gémez y Sanchez-Romero, 1989), mientras que este
requerimiento puede limitarse a ciertos intervalos de temperatura, como en Cereus jamacaru
(Arias y Lemus, 1984) y Melocactus violaceus (Dau y Labouriau, 1974) o ser indiferente para la
germinacion de Pereskia aculeata (Dau y Labouriau, 1974).

Rojas-Aréchiga et al. (1997) sugieren que el fotoblastismo puede estar asociado a la
forma de vida de las cactaceas debido a efectos maternos asociados con la temperatura del
suelo y el ambiente, ya que las especies columnares estudiadas por ellos (Pachycereus
hollianus, Cephalocereus chrysacanthus y Neobuxbaumia tefetzo) tuvieron un comportamiento
indiferente a la luz, mientras que las barreliformes (Echinocactus platyacanthus, Ferocactus
flavovirens, Ferocactus robustus y Ferocactus recurvus) fueron fotoblasticas positivas.

Se ha visto que la adicion de AG; sustituye los requerimientos de luz en fa germinacion
en oscuridad y/o estimula la germinacion en luz blanca en algunas especies como C. gigantea
(Alcorn y Kurtz, 1859) y S. thurberi (McDonough, 1964). En otros estudios el uso de esta
hormona en conhcentraciones desde 500 hasta 2000 ppm ha estimulado la germinacion en
oscuridad de algunas especies de cactaceas (Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000).

Las semillas de cactaceas tienen una amplia respuesta a la temperatura, como se ha
demostrado en los trabajos pioneros realizados por Zimmer (1965-1971, citados en Rojas-
Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000), quien investigd este efecto en 25 especies, en un intervalo
de 10 a 30 °C. Trabajos posteriores con diferentes generos de cactaceas, indican que las
temperaturas entre 17 y 34 °C son favorables para la germinacion, con valores éptimos cerca
de los 25 °C (Nobel, 1988).

Se ha propuesto que las temperaturas alternantes tienen efectos benéficos en la
germinacion de algunas especies de cactaceas (Fearn, 1981, Godinez-Alvarez y Valiente-
Banuet, 1998), pero otros trabajos sefalan que no hay diferencias significativas entre el uso de
temperaturas constantes y alternantes y/o no la favorecen, como en el caso de Opuntia
phaecantha var. discata y Opuntia lindheimeri (Potter et al., 1984), Ferocaclus 'spp., P.
hollianus, E. platyacanthus y N. tetetzo (Godinez-Alvarez y Valiente-Banuet, 1998; Rojas-
Aréchiga et al., 1998).



Por otra parte, se ha detectado la presencia de inhibidores en ia cubierta seminal de
semillas de O. phaecantha var. discata y O. lindheimeri (Piicher, 1970; Potter et al., 1984), S.
griseus (Williams y Arias, 1978), M. curvispinus (Arias y Lemus, 1984), Stenocereus gummosus
(Ledn de la Luz y Dominguez-Cadena, 1891) y Opuntia joconostle (Sénchez-Venegas, 1997),
ya que al ser lavadas en agua corriente o remojadas en agua por diferentes periodos de tiempo,
se obtienen mayores porcentajes de germinacion con respecto a semillas que no recibieron ese
tratamiento.

Se han reportado estudios en los cuales la germinacion de diferentes especies de
cactaceas puede aumentar o disminuir después de pasar por el tracto digestivo de aves, reptiles
y mamiferos dependiendo del grado de deterioro causado en la cubierta seminal (Potter ef al,
1984; Gonzalez-Espinoza y Quintana-Ascencio, 1986; Mandujano ef al., 1997; Godinez-Alvarez
y Valiente-Banuet, 1998).

La escarificacién quimica incrementa la germinacion de Opuntia edwardsii, O.
phaecantha var discata y O. lindhheimeri, al escarificar las semillas con acido sulfurico
concentrado de 30 a 90 minutos (Potter ef al., 1984). En otras especies como Echinocactus
grusonii, E. platyacanthus (De la Rosa-lbarra y Garcia, 1994), Ferocactus peninsulae (Romero-
Schimdt ef al.,, 1992) y Pachycereus pringlei (Nolasco et al., 1996), se requieren tiempos
menores de escarificacién para promover la germinacion, mientras que en O. joconostle
(Sanchez-Venegas, 1997) se obtienen mejores resultados con escarificacion mecanica.

La inmadurez del embridn es otro factor que puede provocar la latencia en algunas
semillas de cactaceas, como ha sido reportado para las semillas de Opuntia rastrera
(Mandujano et al., 1997), que necesitan un periodo de post-maduracioén para germinar, lo cual
también tiene implicaciones en la formacién de bancos de semillas de esta especie. Otras
especies del género Opuntia (como O. compressa y O. macrorhiza) que habitan regiones
templadas necesitan un periodo de estratificacion para obtener porcentajes de germinacién
mayores al 60% (Baskin y Baskin, 1977).

§. EFECTO DE NODRICISMO

Los principales factores que determinan el efecto de nodricismo son: [a proteccién contra la
radiacion solar, las temperaturas extremas y la disminucion de la evaporacion de fa humedad
del suelo en etapas tempranas criticas para la germinacion y el desarrollo de la planta. Se ha
encontrado que puede haber diferencias de 16 °C entre la superficie del suelo bajo la planta
nodriza y areas abiertas (Franco y Nobel, 1989; Valiente-Banuet y Ezcurra, 1991).



Este efecto se ha descrito en los desiertos de Sonora y Chihuahua y en el estado de
Puebia en México, asi como en regiones aridas de lraq y otras partes del mundo, con piantas
anuales y perennes que se refugian bajo la sombra de plantas perennes, para poder sobrevivir
las condiciones extremosas de estos ambientes (Valiente-Banuet ef a/., 1991b).

En el Valle de Tehuacan, Puebla, se ha demostrado el efecto de nodricismo entre
Neobuxbaumia tetetzo y la planta nodriza Mimosa luisana (Valiente-Banuet y Ezcurra, 1991;
Valiente-Banuet ef al, 1991b). Asimismc se han detectado patrones de distribucion de
cactaceas columnares (N. fetetzo, Cephalocereus hoppenstedtiiy y globosas (Mammillaria
colina, Mammillaria casoi y Coryphanta pallida) con respecto a diferentes especies de plantas
perennes, que indican la existencia del efecto de nodricismo en el Valle de Zapotitlan de las
Salinas, Puebia (Valiente-Banuet ef a/., 1991a).

6. SOBREVIVENCIA Y ANALISIS DE CRECIMIENTO

Al incremento en peso seco, volumen, longitud o area que involucra division, expansion y/o
diferenciacion de células se le denomina crecimiento. La tasa de crecimiento de una planta es el
resultado de la informacién contenida en su material genético y del ambiente en el cual se
desarrolla (Lambers et af., 1998).

El crecimiento de una planta puede ser analizado a nivel del individuo completo o de sus
diferentes dérganos y células. El primer enfoque permite observar el incremento total en peso
seco y su distribucion entre los diferentes organos de la planta, es decir, el patrén de asignacion
de recursos. Con el segundo se pueden hacer comparaciones de las tasas de crecimiento de
érganos de diferentes individuos (Lambers et al., 1998).

Para ambos enfoques existen dos tipos de analisis: el clasico y el funcional (Hunt, 1982).
El analisis clasico contempla dos cosechas destructivas de un gran nimero de plantas, una al
inicio del experimento y otra al final, mientras que en el andlisis funcional se realizan mas
cosechas en intervalos de tiempo regulares y utilizando un menor numero de plantas por
cosecha {(Kozlowsky y Palfardy, 1997).

Entre los parametros para el analisis de crecimiento estan el indice de area foliar (LA,
la tasa neta de asimilacién (NAR), el drea foliar especifica (SLA), la tasa relativa de crecimiento
(RGRY), v el cociente raiz vastago (R:V). La RGR se define como la velocidad de incremento de
la biomasa en el tiempo, en funcidn de la biomasa existente. El patrén de asignacion de
biomasa a la parte aérea (estructuras de captacién de carbone) respecto a la parte subterranea



(estructuras de captura de agua y nutrimentos) se puede conocer mediante el cociente RV
(Evans, 1972).

Existen varias propuestas acerca de los patrones de crecimiento de las plantas
dependiendo del grado de perturbacidon yf/o estrés que enfrentan (Grme, 1979; Geiger y
Servaites, 1991; Chapin et al,, 1993). De acuerdo con Grime et al. (1986), las respuestas
plasticas constituyen un grupo de caracteristicas que estan relacionadas de manera predecible
a un tipo de ambiente.

La tolerancia al estrés es una estrategia denominada estrategia S (Grime, 1979) que se
caracteriza por la formacién de drgancs de vida larga que facilitan la explotacion rapida y
temporal de los recursos. Estd asociada a una baja plasticidad morfogenética, ya que Ila
mayoria de los cambios son fisiologicos; bajas tasas de crecimiento, bajo secuestro y recambio
de nutrimentos y fuertes defensas contra herbivoros (Grime, 1979).

Por otra parte, Chapin (1991) y Chapin et al. (1993) mencionan que existe un Sindrome
de Resistencia al Estrés (SRS), el cual es una estraiegia adaptativa para enfrentar ambientes
estresantes y presenta un conjunto de caracteristicas comunes (bajas tasas de crecimiento, de
absorcion de nutrimentos y de recambio de tejidos, altas relaciones raiz:vastago y altas
concentraciones de metabolifos secundarios) como una respuesta integrada al estrés.

7. SOBREVIVENCIAY CRECIMIENTO EN CACTACEAS

La mayoria de los estudios de crecimiento en cactaceas se han realizado con especies
de importancia econdémica, como Opuntia ficus-indica, la cual puede alcanzar una productividad
anual en cuitivo comparabie a la de plantas C, (Nobel et al, 1992). Se han dado varios
enfoques en los estudios de la fisiologia y ecologia del crecimiento de las plantas de este
género. Por ejemplo, en O. ficus-indica se han realizado estudios de indole fisiclogico, como las
relaciones hidricas de raices en condiciones de sequia (Dubrovsky ef al., 1998), la respuesta
enzimatica en diferentes concentraciones de CO, (Nobel et a/, 1996) con implicactones al
cambio climatico global (Nobel, 1996), 1a traslocacién de nutrimentos durante |a formacién de
nuevos cladicdos (Wang et al.,, 1997) y el efecto de la sequia, las concentraciones elevadas de
CO, vy la sombra en el crecimiento de cladiodos (Luo y Nobel, 1993). En Opuntia eliisiana, se
analizo la eficiencia en el uso del agua durante una temporada completa de crecimiento (Huien
y Felker, 1997).
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Por otra parte, se han realizado varios estudios ecologicos con especies silvestres en su
habitat natural. En general, el crecimiento de las especies silvestres de Opuntia es muy lento
comparado con el de las especies comerciales. Baskin y Baskin (1977) estudiaron la
sobrevivencia y el crecimiento en longitud de plantas de O. compressa durante un periodo de 5
afios, al cabo del cual se obtuvo un 100% de mortalidad de las plantas. El crecimiento de
Opuntia fragilis se analiz6 con base en los efectos directos e indirectos de la herbivoria y la
competencia por recursos con otras especies (Burguer y Louda, 1994; 1995). El crecimiento
Opuntia excelsa se ajusta a un modelo con forma de campana en funcién del tamano de la
planta (Bullock y Martijena, 1998). En estos dos ultimos estudios se considerd al crecimiento
como la produccion de nuevos cladiodos. Mandujano et al. (1998) estudiaron el establecimiento
de Q. rastrera en condiciones naturales y en invernadero en diferentes condiciones de luz,
disponibilidad de luz y ataque de herbivoros.

En estudios que involucran especies de otros géneros se ha observado que la
sobrevivencia de Cephalocereus hoppenstedtii, C. chrysacanihus, Stenocereus stellatus y
Wilcoxia viperina {(Alvarez y Montafia, 1997) y el crecimiento de P. holfianus y N. tetetzo, se ven
afectados significativamente por las caracteristicas del suelo en el que crecen y/o por las
condiciones de iluminacion a las que son sometidas en condiciones naturales y en casa de
sombra (Godinez-Alvarez y Valiente-Banuet, 1998).



I DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

1. LOCALIZACION

El Pedregal de San Angel esta situado en la parte surceste de la Cuenca endorréica conocida
comunmente como Valle de Mexico, que a su vez forma parte del Eje Neovolcanico
Transversal. Su extension actual se limita Unicamente a las zonas de la Reserva del Pedregal
de San Angel y a la Reserva de Lomas de Seminario, en el camino al Ajusco. Segin el decreto
de 1983, abarcaban en conjunto, una superficie de 1.24 km®. En 1990 se aumentd a 1.46 km? y
se redefinieron dos zonas: una nucleo y una de amortiguamiento, donde se incluyeron zonas
aledafas al Institutc de Ecologia, el Jardin Baotanico y el Espacio Escultérico de la UNAM
(Carrillo-Trueba, 1995).

2. GEOLOGIA

La erupcién del volcan Xitle, sucedida aproximadamente hace 2000 afios dio origen al Pedregal
de San Angel. Este volcan se encuentra dentro de la Sierra del Chichinautzin, la cual se
extiende desde el sur del Valle de México hasta Toluca (Carrillo-Trueba, 1995). El Xitle es un
cono piroclastico de 100 m de altura (localizado a 3100 msnm) y 750 m de diametro en la base
y 350 m en el crater. La lava que arroj6é era poco viscosa y salid a la superficie por las bocas
adyacentes al cono volcanico. L.as primeras corrientes fueron abundantes y salieron del cono
lateral al lado Oeste del Xitle (llamado Xicontle) en direccidén al Ajusco, formando un pequefio
valle. Luego la boca Norte arrojo lava que fluyé iniciaimente en forma paralela a la primera
corriente de lava y cubrié la cuesta que va hacia el Cerro Zacatépetl. Posteriormente un derrame
del lado oriente cred una corriente que cubridé parcialmente al segundo derrame y luego se dirigié al
Este (Rzedowski, 1954).

En conjunto los derrames le dieron una forma de rifién al Pedregal, que se puede dividir
en dos [ébulos. Norte y Sur. El I16bulo Norte esta entre los 2250 y 2350 msnm de altitud, el
lébulo Sur esta entre los 2350 y 3100 msnm de altitud. Las lavas del Pedregal son basaltos de
olivino con microcristales de color gris oscuro, su espesor varia entre seis y diez m en la parte
baja, sin embargo, puede ser mucho mas delgado en otras partes. Su extension original era de
15 km de longitud y 80 km? de superficie (Rzedowski, 1954).



Existen dos tipos de lavas: las cordadas y las rugosas. Las lavas cordadas tienen una
superficie externa mas o menos plana, con arrugas que sefialan la direccién del derrame. Las
lavas rugosas tienen una superficie muy irregular, pero son menos frecuentes los desniveles
fuertes, las grietas y depresiones. En el Pedregal se cuenta con los dos, pero las porciones
planas no sobrepasan unos cuantos metros cuadrados de extension y estan separadas por
grietas y discontinuidades (Rzedowski, 1954).

La variedad del relieve: grietas, oquedades, cuevas, zonas planas, etc., originados por
los derrames, propician que existan una gran cantidad de microambientes, lo que permite que el
Pedregal sea una zona de una notable riqueza bioldgica, donde se han desarrollado diversas
comunidades vegetales, y que se encuentra actualmente en un proceso de sucesion que adn
no ha concluido (Carrillo-Trueba, 1995).

3. SUELO

El suelo se acumula en cualquier grieta, fisura y/o depresion, pero su espesor no sobrepasa
generaimente unos cuantos centimetros, lo cual puede variar seglin la zona en que se esta
depositando. Su origen es principalmente edlico y organico, asi como de otras fuentes de menor
magnitud, como acarreo de tipo aluvial o humano y los productos de descomposicién de la lava.
Es de tipo arenoso-limoso, moderadamente acido, posee una gran cantidad de materia
organica, de potasio y calcio (provenientes de la descomposicion de feldespatos) y es pobre en
nitrogeno y fésforo aprovechables, ya que estan inmovilizados por la materia organica
(Rzedowski, 1954).

4. CLIMA

El Pedregal de San Angel tiene los rasgos climaticos caracteristicos del Valle de México, entre
ellos, un clima templado, sin estacion fria pronunciada. De acuerdo con la clasificacion de
Képpen, el clima del Valle de México se designa con la formula Cwbg. La variacion diurna de
temperatura es muy notable. La precipitacién se distribuye en una temporada lluviosa (mayo a
octubre) y otra seca (noviembre a abril); los vientos dominantes son del NNW,; la presion
atmosférica y humedad absoluta son bajas (Rzedowski, 1854).



Segdn registros tomados de 1963 a 1992 en la estacion climatolégica dentro de Ciudad
Universitaria, el total de dias con lluvia varia entre 100 y 160, con un valor promedio de 121
dias. La precipitacion media anual es de 843 mm, de la cual, el 78% se concentra en los meses
de junio a septiembre (Camacho-Salazar et al., 1993a). La temperatura minima se presenta en
enero y [a maxima en abril (Fig. 1, Camacho-Salazar ef al., 1993b, c).
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Figura 1. a) Temperatura minima y maxima mensual (°C) y b) precipitacion promedio mensual (mm),
segin registros realizados dentro de la estacion climatologica de Ciudad Universitaria de 1963 a 1982,
Datos tomados de Camacho-Salazar ef al. {1993a, by ¢).

5. FLORA

Rzedowski (1954) describid seis principales asociaciones vegetales presentes en la extension

original del Pedregal:

- Quercetum rugosae fruticosum (bosque de encino con dominancia de Quercus rugosa)
- Quercetumn centralis lavosum (bosque de encino con dominancia de Quercus centralis)
- Quercetum rugosae crassipedis (bosque de encino con dominancia de Q. rugosa y Quercus

crassipes)



- Pinetum hartwegii (bosque de pino con dominancia de Pinus hartwegii}
- Pinetum teocofe (bosque de pino con dominancia de Pinus teocote)
- Senecionetum praecocis (matorral de palo loco, Senecio praecox)

La comunidad vegetal presente en la Reserva corresponde a la asociacion
Senecionetum praecocis, la cual se encuentra exclusivamente en ésta area, ya que el resto del
Pedregal, en donde se encontraba ampliamente distribuida, ha desaparecido. Esta constituida
por 301 especies agrupadas en 61 familias de fanerégamas, de las cuales, las mejor
representadas son Compositae, Gramineae y Leguminosae (Valiente-Banuet y de Luna, 1990);
asi como por otras especies de musgos, liquenes y helechos. La lava cordada puede
considerarse como substrato tipico, aungue no exclusivo (Rzedowski, 1954).

La asociacion esta constituida por un matorral xeréfilo de estructura muy heterogénea,
con los estratos arbustivo, herbaceo y rasante bien representados. La especie dominante es S.
praecox, un arbusto de tallos engrosadoes pero flexibles, con un sistema radicular muy corto, lo
que le permite crecer en lugares con poco espesor de suelo; sus flores amariilas aparecen en
febrero y marzo (Rzedowski, 1954).

Otras especies muy abundantes que se encuentran en esta comunidad son, entre otras:
O. tomentosa, Eysenhardtia polystachya, Wigandia caracasana, Sedum oxypetalum, Dodonaea
viscosa, Buddleja cordata, representantes del estrato arbustive y semiarboreo; Muhlenbergia
robusta, Asclepias linaria, Bouvardia ternifolia, Tagetes peduncularis, Commelina coelestis,
Begonia gracilis y muchas otras especies que conforman el estrato herbaceo. Las herbaceas
trepadoras estan muy abundantemente representadas, como algunas especies de los géneros
Inomoea, Dioscorea, Cologania, etc. El estrato rasante esta representado por individuos de los
géneros Buellia, Selaginella, Tagetes, Euphorbia, Desmodium, Marchantia, etc. Finalmente la
epifita mas abundante es la bromeliacea Tilfandsia recurvata (Rzedowski, 1854).



. DESCRIPCION DE LA ESPECIE EN ESTUDIO

Opuntia tomentosa S.D. var. tomentosa

Opuntia tomentosa S.D. var. tomentosa es una planta arborescente, de tres a seis metros de
altura, con copa irregular y abierta, tronco con corteza crustacea de 30 a 70 cm de ancho y
hasta 220 ¢cm de largo. Los cladiodos adultos son mas o menos tres veces mas largos que
anchos, de 24 a 26 ¢m de largo y 8.5 a 10 cm de ancho; pubescentes, de color verde oscuro a
verde grisaceo oscuro. Las areolas estan distantes de 2 a 2.5 cm entre si con lana de color gris
negruzco y gléquidas de color amarillo oscuro. Las espinas generalmente estan ausentes en las
areolas inferiores, 0 bien, hay una o dos en las inferiores y hasta cuatro en las superiores, son
de color grisaceo variegadas de amarillo. La epidermis presenta tricomas muy abundantes.
Tiene flores tubulosas de color rojo que abren poco en la antesis, de aproximadamente 6 cm de
largo y 5.5 cm de ancho, las anteras son dorsifijas y el fllamento es de color rosa rojizo; el grano
de polen es poliporado con muros verrucosos; el estilo es purpura con seis a nueve lobulos dei
estigma. Tienen frutos elipsoides, con cicatriz umbilical profunda, de 3.3 a 5 cm de largo y de
2.7 a 3 cm de ancho, con el pericarpelo de paredes delgadas de color rojo purplreo, posee
gléquidas abundantes distantes de 6 a2 8 mm entre si, de color castafio con espinas setosas.
Las semillas son discoides, de color amarillento, con arilo* ancho e irregular, de 4 a 8 mm de
diametro, con fricomas y drusas sobre [a testa. Los nombres comunes de esta variedad son:
“Nopal chamacuero” y “nopal de San Gabriel” (Scheinvar, 1982; 1985).

El empleo del término arilo es incorrecto, en su lugar se debe referir al funiculo, que es el tejido
materno que rodea a la semilla desde etapas tempranas de su desarrollo (Marquez-Guzman,

com. pers.).

Distribucion geografica

Esta especie de nopal se encuentra en el Valle de México y la Meseta Central y ha sido
exportada a Australia (Bravo, 1978). En el Valle de México se ha registrado en los municipios de
Huehuetoca, Tepotzotlan, Atizapan de Zaragoza y Ecatepec de Morelos, en el Estado de
México y en el Distrito Federal en las delegaciones de Xochimilco, Tlalpan y Coyoacan,
principalmente en suelos basalticos y vegetacién de matorrales xerdfilos entre 2320 y 2575
msnm de altitud (Scheinvar, 1982; 1985).
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. COLECTA DE SEMILLAS

Se colectaron 275 frutos maduros de 12 individuos de O. fomentosa durante los meses de
septiembre y principios de octubre de 1998. Se cortaron directamente del cladodio aquellos
frutos que tuvieran el pericarpeio totalmente rojo y que no mostraran sefiales de darios
provocados por frugivoros. Se colocaron en una bolsa de papel y se trasladaron
inmediatamente al [aboratorio para extraer las semillas el mismo dia de colecta. Se retiré el
pericarpelo y se presiond la pulpa para deshacer el fruto, posteriormente se lavaron con agua
corriente durante 10 min para eliminar la pulpa. Se dejaron secar a la sombra por 24 h en el
laboratorio en tamices de metal (Mont-inox, No.12, 1.41 mm de criba). Por flotacion se estimé el
namero de semillas que no eran viables. Para ello, se remojaron en agua cinco muestras de
100 semillas, se agitd y contd el nimero de semillas que flotaban por cada réplica. Para ei total
de semillas colectadas se colocaron en un recipiente grande con agua y se desecharon las
semillas vanas. Las semillas se dejaron secar, s& mezclaron y se guardaron en boisas de papel
a temperatura ambiente en el laboratorio (23 - 25 °C y 20-50 % de humedad relativa).

A principios de noviembre de 1998, una parte de las semillas de la misma colecta fueron
enterradas dentro de bolsas de tela de organza colocadas a su vez en bolsas de teia plastica de
mosquitero en tres sitios de la Reserva del Pedregal de San Angel. Los sitios de enterramiento
corresponden a 1) bajo la sombra de un arbol, 2) sin vegetacion y 3) junto a una roca. En las
secciones restantes de este trabajo, estos sitios se nombraran: sitio 1, sitio 2 y sitio 3,
respectivamente. En cada sitio se enterrd una bolsa con 3500 semillas aproximadamente, a una
profundidad de 12 cm para evitar la depredacion. Las semillas se desenterraron al inicio de la
siguiente época de lluvias, a principios de junio de 1999. Al desenterrarlas se evité el paso de la
luz, colocando dos capas de papel aluminio de 1 m” sobre la superficie del suelo y se extrajeron
junto con el suelo que estaba alrededor. Se secaron durante 60 h en un cuarto obscuro sobre
un tamiz de metal (Mont-Inox No.12, 1.41 mm de criba). Posteriormente se lavaron con agua y
se sumergieron 10 minutos en una solucion de fungicida al 0.2% (Captan 50, [cis-
N-[(triclorometil)tio]-4-ciclohexeno-1, 2-dicarboxymida], AGM, Meéxico}, se secaron y se
almacenaron en el laboratorio en bolsas de papel, hasta su uso en experimentos posteriores.

Se registré ta temperatura del suelo en la zona en estudio en distintas épocas de dos anos
consecutivos, en los meses de noviembre de 1998, marzo, junio y octubre de 1998. Todas las
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mediciones fueron realizadas cada media hora durante un periodo de 24 horas por medio de
sensores electronicos (data loggers) Hobo Temp H01-001-01 (Onset Computer Corporation,
Pocasset, MA, USA) colocados a una profundidad maxima de cinco ¢cm, lo mas cerca posible de

los recipientes.

2. GERMINACION

2.1 GERMINACION EN EL LABORATORIO

Procedimientos generales

Los experimentos de laboratoric se llevaron a cabo en camaras de ambiente controlado
Biotronette Plant Growth Chamber 844 (LAB LINE Instruments, Inc.; Melrose Park, lllinois, USA)
equipadas con lamparas de luz fluorescente de luz de dia (Sylvania, F20T12/CW de 20W) y
lAmparas incandescentes tubulares {(General Electric B9 de 25 W). El fotoperiodo fue de 12 h,
con un cociente rojo (R):rojo lejano (RL)} = 1.73 y una densidad de flujo foténico de 33.21
umalm?s™.

Las semillas se sembraron en cajas de Petri sobre una placa de agar al 1% en agua.
Para todos los tratamientos se hicieron 3 réplicas de 30 semillas cada una. Antes de sembrarlas
se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio al 15% y posteriormente con una
solucion de fungicida al 0.2% (Captan 50, [cis—N-[(triclorometil}tio}-4-ciclohexeno—1, 2-
dicarboxymida), AGM, México). La duracién de todos los experimentos fue de 130 dias. El
criterio utilizado para considerar a las semillas germinadas fue la emergencia de la radicula y el
hipocoétilo. La germinacion de cada réplica se registrd de tres a cinco veces por semana. Se
realizd una prueba inicial de germinacion con las semillas colectadas en 1998, colocando 30
semillas en agar al 1% en una camara a temperatura constante (24 °C).

Semillas almacenadas en el laboratorio

Escarificacion

Tres semanas después de la colecta se sumergieron semillas en acido sulfirico concentrado
(H.SO,, Baker, México) durante 0,1, 3, 5, 30 y 45 minutos. Después se enjuagaron en agua



corriente durante 5 min y se remojaron en agua (30 min) para eliminar lo que pudo haber
guedado de acido. Posteriormente se germinaron a temperatura constante (24 °C) y alternante
(20 - 35 °C), con un fotoperiodo de 12 h en luz blanca. La germinacion se registré durante 50 -
dias, posteriormente se les trasladé a un medio con acido giberélico (AG;) en 1500 ppm y se
registré la germinacién por 80 dias mas.

Semillas de dos meses de edad se remojaron en H.SO, concenirade durante 0, 45 min,
1 hy 1.5 h. Se lavaron como se describid anteriormente y se germinaron a temperatura
constante (24 °C) y alternante (20 - 35 °C), en tres condiciones de luz: luz blanca (adicionando
al agar acido giberélico G-7645 [Sigma, St Louis MO. USA] en dos concentraciones: 1000 y
2000 ppm), oscuridad (envueltas con dos capas de papel aluminio) y RL (colocando las semillas
deniro de una caja construida con una capa de plexiglass rojo [serie 2424, Réhm y Hass,
México] y una de plexiglass azul {serie 2423]).

Adicionalmente, cada tres meses, en tres ocasiones, se escarificaron semilias (Oy 1.5 h)
que estaban almacenadas en laboratorio y se germinaron en luz blanca con AG; (0, 1000, y
2000 ppm) en la camara de germinacién a 24 °C.

Estratificacion

Semillas escarificadas (0, 1.5 h) de siete meses de edad se sembraron en cajas de Petri y se
expusieron durante un periodo de 21 dias a una temperatura de 4 °C con luz blanca y con un
fotoperiodo de 12 h. Posteriormente se colocaron en cdmaras de germinacion con temperatura
constante (24 °C) o alternante (20 - 35 °C), utilizando como testigos semillas que no fueron
expuestas a la temperatura baja, tanto escarificadas como sin escarificar.

El numero de horas de exposicidn a 4 °C se calculd con base en el total de horas
acumuladas con temperaturas menores ¢ iguales a ésta, que se presentaron durante el invierno
de 1998 en el Pedregal de San Angel, segun el registro de un data logger (Campbell Scientific,
21X, Logan, Utah, USA} colocado a una altura de 1.5 m de la superficie del suelo, que midié la

temperatura ambiental cada hora.

Tratamientos de remoio v calor seco

A semillas de nueve meses de edad se le aplicaron dos tratamientos, uno de remojo y otro de
calor seco. El remojo en agua fue por: 0, 24, 48 y 72 h y se germinaron a temperatura constante
(24 °C). A otras semillas se les aplicaron dos tratamientos de calor sece en un horno Osram
(México), con un termoperiodo promedio de cuatro horas a la temperatura mas alta: 1) 90 h a 60
°C durante 23 dias y 2) 180 h a la misma temperatura durante 45 dias. Después de cada



exposicion a 60 °C las semillas se almacenaban en el laboratorio (23-25 °C y 40-50 % de
humedad relativa). Una vez terminado el periodo de cada tratamiento las semillas se colocaron
a temperatura constante (24 °C) y luz blanca en las camaras de germinacion.

El ndmero total de horas de exposicién a 60 °C se determiné con base en el tiempo en
que se presentaron temperaturas mayores o iguales a 60 °C en la superficie del suelo en el
Pedregal de San Angel, segun los registros tomados cada media hora en periodos de un dia en
21 sitios del Pedregal, realizados en los meses de noviembre de 1998 y marzo de 1999. Estos
datos se correlacionaron con las mediciones de la temperatura del ambiente (sensor Vaisala,
HMP 35C, Helsinki, Finfandia) registrados por un data logger (Campbell Scientific, 21X, Logan,
Utah, USA) colocado a una altura de 1.5 m de la superficie del suelo, que midié la temperatura
ambiental cada hora de manera ininterrumpida de diciembre de 1998 a abril de 1999,

Semillas desenterradas del Pedregal

Escarificacion

Se expusieron tres réplicas de cada sitio de enterramiento de las semillas de ocho meses de
edad al acido sulfurico (0, 45 min, th y 1.5 h) y sembradas en agar al 1% con acido giberélico
(0, 1000 y 2000 ppm) y como testigo se uso un lote de semillas almacenadas en laboratorio que
se expusieron al acido sulfrico (0 y 1.5 h) y se sembraron con acido giberélico (0, 1000 y 2000
ppm) en la camara de germinacion a temperatura constante (24 °C) y con luz blanca.

Efecto de la luz en la germinacién
Se germinaron en agar al 1% tres réplicas de cada sitio de semillas desenteradas de 18 meses

de edad, tres de las almacenadas en el laboratoric sin ningun tratamiento y tres de semillas
almacenadas en laboratorio escarificadas por 1.5 h en temperaturas constante (24 °C) y
alternante (20 - 35 °C) en luz blanca, oscuridad y RL.

Efecto de ia edad de la semilla en [a germinacién

Una vez desenterradas las semillas y almacenadas en el laboratorio, aproximadamente cada
dos meses, durante diez meses, se pusieron a germinar semillas de los tres sitios de
enterramiento y semillas almacenadas en el laboratorio sin ningtin otro tratamiento a 24 °C, con

luz blanca.



Exploracidn de las semillas con el microscopio electrénico de barrido

Con ei fin de explorar los cambios morfolégicos de la cubierta seminal causados por aigunos de
los tratamientos utilizados en los experimentos de germinacion, se observaron en un
microscopio electrénico de barrido (JEOL, JSM-5310 LV) semillas que estuvieron bajo las
siguientes condiciones: 1) almacenadas durante diez meses en laboratorio sin ningln otro
tratamiento, 2) almacenadas el mismo tiempo y escarificadas con H,S0, concentrado por 1.5 h,
3) enterradas ocho meses en el Pedregal, observadas dos meses después de haberlas
desenterrado y 4) enterradas el mismo tiempo y escarificadas con H,SO, concentrado por 1.5 h.

Semillas colectadas en el 2000

En octubre del afio 2000, se colectaron semillas de 15 frutos de los mismos individuos de O.
tomentosa que se colectaron en 1998, siguiendo la misma metodologia. Se les aplicaron
tratamientos de escarificacion con H,SO, concentrado en tiempos de Smina 2 h (0, 5, 10, 30 y
45 min, 1, 1.25, 1.5 y 2 h) y se germinaron con luz blanca a temperatura constante (24 °C) en
agar al 1% durante 90 dias.

Para investigar si las semillas absorbian agua o tenian una cubierta impermeable se
realizé un experimento de imbibicion. Se pesaron tres réplicas de 25 semillas por cada
tratamiento en una balanza analitica (GA200D, OHAUS, Co., Fiorham Park, N.J., USA). Las
mediciones se tomaron cuando estaban secas, después de remojarlas en 10 m! de agua por 5
min y después de escarificarlas durante 0, 5, 15, 30 y 45 min, 1, 1.25, 1.5y 2 h, se sembraron
en agar al 1% y se colocaron en una camara de geminacion a temperatura constante (24 °C).
Cada 24 h, durante 10 dias, se sacaban de la camara y se pesaba cada replica por separado.
Para evitar registrar el peso del agua exterior, se retiraba el exceso de agua con papel
absorbente. Se regresaban de inmediato al agar para evitar que se secaran.

Analisis estadisticos

Cada réplica de la germinacién acumulada en el tiempo se ajustd a un modeio exponencial
sigmoide (Y = a/(1 + bexp(-cx))) con el programa Table Curve 2D version 3 (AISN Software,
Chicago, lllinois, USA). Previamente, se le realizé la transformacién arcoseno ail porcentaje de



germinacion para cumplir con los supuestos del analisis de varianza (Zar, 1974). Con este
ajuste se obtuvo la tasa maxima de germinacién (con ia primera derivada maxima) y el tiempo
de latencia, es decir, el nimero de dias necesarios para obtener el 1% de la germinacién (Boas,
1983; Finkelstein y Carson, 1986). Para obtener el tiempo promedio de germinacién se ajustd la
primera derivada a un modeio gausianc (Y = A + Bexp(-0.5((x - C)/D)?) utilizando el mismo
programa. Con ello se obtuvo el dia en que se presentdé la maxima tasa de germinacion
(parametro C) y la sincronia o uniformidad en la germinacion (parametro D) es decir, la
desviacién estandar de la curva. Los datos obtenidos de ambos ajustes (primera derivada
méaxima, tiempo de latencia, tiempo promedio, sincronia de la germinacién) y el arcoseno del
porcentaje final de germinaciéon, se analizaron por medio de Andlisis de Varianza
Multifactoriales (MANOVA). Para las semilias colectadas en el afio 2000 los datos se analizaron
por medio de un Analisis de Varianza de una via (ANOVA), ya que el Unico factor de variacion
era el tiempo de escarificacion.

En el caso de las semillas almacenadas en laboratorio se evalué el efecto causado por
los tratamientos y el tiempo de almacenamiento en los parametros mencionados anteriormente.
Para las semillas desenterradas del Pedregal, se analizé el efecto del sitio de enterramiento, de
los tratamientos aplicados y de la edad de las semillas.

Se hicieron analisis comparativos entre semillas de la misma edad pero con diferente
sitic de almacenamiento (en el laboratorio guardadas en bolsas de papel y en el Pedregal,
enterradas en tres sitios) y entre semillas de dos meses de edad y semillas desenterradas del
Pedregal de ocho meses de edad, para conocer el efecto del tiempo y de las condiciones
microambientales a las que estuvieron sometidas durante su estancia en el suelo. Para el
experimento de imbibicion de las semillas colectadas en el 2000 se realizd un ajuste a una
funcién lineal Y = a + bx con el programa Table Curve 2D versién 3 (AISN Software, Chicago,
lllincis, USA). Los porcentajes finales de germinacién de las semillas colectadas en el 2000 se
compararon mediante un ANOVA con los de semillas de dos meses de edad colectadas en
1998 ambos a los 90 dias de iniciado el experimento. Todos los andlisis de varianza se
realizaron con el programa Statgraphics version 5.0 (Statistical Graphics Corporation, Graphic
Software System, Rockville, MD, USA).



2.2 GERMINACION EN CONDICIONES NATURALES
Seleccion de plantas nodriza

Se llevd a cabo un experimento para evaluar la existencia de la relacion planta-nodriza entre fa
especie en estudio y alguna especie arbdrea presente en el Pedregal de San Angei, para lo cual
se dividié el trabajo en dos etapas: 1) se hicieron recorridos por la Reserva para identificar 1a
especie que mas comunmente ofrece sombra a las plantulas y plantas de O. fornentosa; con
base en estas observaciones se seleccioné al tepozan (Buddleja cordata), 2) se eligieron como
otras posibles plantas nodriza: Prunus cerotina {capulin} de 4 m de aitura, B. cordafa de 5 m
junto con un Senecio praecox (palo loco) de 4 m, B. cordata de 6 m asociado a un palo loco de
4 m, Fraxinus sp. (fresno) de 6 m, una leguminosa de 4 m y un tepozan de 14 m.

El tepozan de 14 m de altura tenia un ancho de copa de 16 m su sombra presentd
variaciones en el tiempo y en el espacio, de acuerdo con la posicién del sol en el cenit, por lo
que generaba una amplia gama de micrositios. Las dimensiones del arbol se estimaron
mediante el uso de una fotografia tomada con una referencia de altura conocida. La longitud
maxima de sombra que proyectaba este individuc en linea Oeste durante la época favorable
para la germinacion, se calculé con una funcién trigonométrica (tangente) tomando 15° como
inclinacién minima del sol y la altura del arbol como el cateto opuesto {Barradas, com. pers.). La
sombra proyectada en linea QOeste fue de 28 m.

Preparacion de los recipientes

Previamente al montaje del experimento se elaboraron recipientes de tela de @ cm de diametro
y 5 ¢m de altura. También se elaboraron jaulas (25 x 25 x10 ¢cm) con maila de alambre de 1.5
cm de abertura para proteger a las semillas de la depredacion de roedores. Se esterilizé una
mezcla 1:1 de suelo (tierra negra) con materia organica (tierra de hoja), durante 48 horas en
una estufa a 80 °C (Felisa, México). Dentro de cada jaula se colocd un recipiente con 2 cm de
espesor de tierra y 30 semillas, que se cubrieron superficialmente con mas tierra. Los
recipientes se taparon con tela de tul para proteger a las semillas de los insectos y para evitar el
efecto de semillas que llegaran posteriormente al sustrato del recipiente. Las jaulas se fijaron al
sustrato enterrandolas en los sitios donde éste lo permitia y colocando piedras airededor para

darles mayor firmeza.



Distribucion de los recipientes

El experimento se colocéd al inicio de la época seca del afio, a finales de octubre de
1998, para elio se colocaron 11 recipientes en distintas orientaciones con respecto al arbol de
B. cordata de 14 m: siete recipientes en linea QOeste (W1 - W7), con separacién de cuatro
metros entre cada uno, tres en linea Norte (N1 - N3), el primero a 1 m del arbol, el segundo a
6.5 y el tercero a 8 m. También se puso un recipiente sobre la linea Este (E) a 50 cm de la base
del arbol. Se colocaron menos recipientes en direccion Este y Norte debido a que el arbol
proyecta una sombra menor en la época lluviosa del afio en estas direcciones. En torno a las
otras cinco especies nodrizas seleccionadas se colocaron dos recipientes, uno en la base del
tronco (D1 - D5) y otro en direccién Sur (F1 — F5), a una distancia determinada por la topografia
del terreno pero de tal manera que no quedara protegido por [a sombra de la nodriza. El total de
recipientes colocados fue de 21 (Fig. 2).

Germinacion de semillas desenterradas

Los experimentos de germinacién en condiciones naturales se realizaron con las semillas
enterradas en 1998 y exhumadas en 1999 y se repitidé el mismo procedimiento de montaje que
el de las semillas recién colectadas. Las semillas se sembraron y se colocaron en el Pedregal
inmediatamente después (durante la época de lluvias a principios de julio de 1999). Los
recipientes se colocaron en los 21 sitios descritos anteriormente, junto a los recipientes
colocados en 1998, uno por cada lote de semillas desenterradas (tres sitios). En cada sitio se
colocé también un recipiente con semillas que habian permanecido almacenadas en el
laboratorio sin ningun tratamiento, desde 1998. Se revisd la emergencia de plantulas en un totai
de cinco recipientes por sitio durante toda la época de liuvias, desde principios de julio hasta
finales de octubre de 1999 y durante la época lluviosa del afio 2000. Las plantulas que
germinaron en 1999 fueron trasplantadas en macetas redondas de plastico de 7 x 4.5 cm
utifizando sustrato del Pedregal sin esterilizar. Se colocaron dos plantulas por cada maceta y se
mantuvieron en una casa de sombra hasta que se reunid el nimero suficiente para utilizarlas en

los experimentos de sobrevivencia y crecimiento.
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Figura 2. Distribucién de los recipientes en el Pedregal. Se colocd un recipiente con semillas (n = 30)
dentro de una jaula de malla de alambre, en cinco sitios protegidos por la sombra de arboles nodriza, y
otros ¢inco en crientacion Sur con respecto a los mismos de modo que no recibieran la influencia de su
sombra. También se colocaron recipientes en orientacidén Qeste {n = 7), Norte (n = 3) y Este {n = 1) con
respecto a otro arbol nodriza, dando un fotal de 21 sitios. A+B = tepozén de 5 m de altura junto con un
palo loco de 4 m, C = capulin de 4 m, D+E = tepozan de 6 m junto a un palo loco de 4 m, F= fresno de &
m, G = leguminosa de 4 m, H = tepozan de 14 m. Los cuadros negros representan los recipientes y los
clrcutos sélides representan los tres sitios donde se enterraron semillas a una profundidad de 12 cm. Los

sitios corresponden a 1) bajo la sombra de un arbol, 2) sin de vegetacién y 3) junto a una roca.
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Analisis de regresién de la relacién entre la germinacion en el Pedregal y la temperatura
del suelo

Se analizé la relacion entre la temperatura promedio de cada sitio de germinacién (n = 21) en
condiciones naturales con su respectivo porcentaje de germinacion, por medio de un analisis de
regresion con el programa Table Curve 2D version 3 (AISN Software, Chicago, illinois, USA). Se
hizo una regresion para la germinacion de las semillas provenientes de cada uno de los tres
sitios de enterramiento, otra para la germinacién de las semillas sembradas en el Pedregal en
1999 y otra para las semillas que permanecieron sembradas en ios recipientes desde 1998. El
analisis se separd en dos partes: en uno se consideraron a las semillas germinadas debajo y
fuera de los 5 arboles nodriza, asi como a las del eje Norte y Este del tepozan de 14 m (n = 13)
y en otro analisis se incluyd anicamente la germinacion de las semillas del eje Oeste del mismo
arbol, agregando el sitio con el valor méas alto de temperatura promedio del analisis anterior (n =
7). La separacion se reaiizé debido a que en este gje se recibe la sombra def tepozan durante la
época favorable para la germinacion y se aumentd un sitio en el analisis debido a que las
temperaturas de este eje nunca fueron lo suficientemente altas para inhibir la germinacion,
como ocurrid en las muestras incluidas en el otro andlisis.

3. SOBREVIVENCIA

A las plantas provenientes de semillas exhumadas y germinadas en: 1) el laboratorio a 24 °C
con luz blanca, 2) el Pedregal, con una nodriza (excluyendo el tepozan de 14 m de altura) y 3)
en el Pedregal, sin una nodriza; se les evalud la sobrevivencia. Para ello se utiiizaron plantas de
dos meses de edad, sembradas en bolsas negras de plastico de 15 x 10 cm, con 10 cm de
suelo sin esterilizar de la misma localidad y perforadas en la base. La unidad experimental fue
una bolsa con 15 plantas y tres réplicas por tratamiento.

Las plantas se colocaron en un sitio protegido de la radiacion excesiva, debajo del dosel
formado por un arbol de Senecio pragcox y uno de Buddigja cordata (96.7% de disminucidén con
respecto a la |luz directa en espacios abiertos). Para evitar la depredacion se colocaron las
macetas en una jaula de 150 x 80 x 50 cm con malla de alambre de 2.5 cm de abertura,
cubierta con tela de tul y fijada al sustrato con piedras. Con el fin de evaluar Unicamente el
efecto de las condiciones de germinacién en la sobrevivencia de las plantas y debido a que con
la llegada de la época de sequia, se observd un drastico cambio en la coloracion de los
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cladiodos, de verde a rojo, cada 15 dias se regé cada bolsa con 100 ml de agua. E! criterio que
se utilizo para designar si la planta estaba viva o muerta, fue la presencia de tejido fotosintético
(de color verde) en la parte apical del cladiodo, en caso contrario, se removia ia planta muerta.
Se revisé la sobrevivencia de estas plantas una vez por semana durante los primeros tres
meses, cada 15 dias durante los siguientes tres meses y posteriormente cada mes hasta
completar 250 dias.

Analisis estadisticos

Para obtener la tasa de mortalidad los datos de porcentaje de sobrevivencia en el tiempo
transformados a su arcoseno, se ajustaron a un modelo sigmoidal (Y = a+p/(1+exp(-{(x-x)/8)))
con el programa Table Curve 2D versién 3 (AISN Software, Chicago, lllinois, USA). La primera
derivada de ia curva se considerd ia tasa de mortalidad. El porcentaje final de sobrevivencia
(previa transformacion arcoseno) y la tasa maxima de mortalidad se analizaron cada uno, por
medio de ANOVA. Ambos analisis se realizaron con el programa Statgraphics, versién 5.0
(Statistical Graphics Corporation, Graphic Software System, Rockville, MD, USA).

4. CRECIMIENTO

En los mismos sitios donde se registré la sobrevivencia en septiembre de 1999 se colocaron
plantas de dos meses de edad germinadas bajo las mismas condiciones que en el experimento
de sobrevivencia. El disefio experimental fue de dos factores: 1) el sitio de germinacién, con tres
niveles (laboratorio, Pedregal con y sin nodriza) y 2} el sitic de crecimiento, con dos niveles
(casa de sombra o Pedregal).

Se sembraron por tratamiento 36 plantas distribuidas en cuatro bolsas negras de plastico
de 15 x 10 cm, con 10 cm de suelo sin esterilizar de la misma localidad y perforadas en la base.
Se excluyeron los depredadores colocando las bolsas dentro de la misma jaula del experimento
de sobrevivencia.

Cada 60 dias, en tfres ocasiones, se sortearon 7 plantas por tratamiento y se
cosecharon. Las raices se lavaron cuidadosamente para quitarles la tierra, se separd cada
planta en: raiz, hipocdtilo, hojas cotiledonarias y cladiodo y se guardaron en sobres de papel. El

(3]
[V



peso seco de cada parte se determind en una balanza analitica (GA200D, OHAUS, Co.,
Florham Park, N.J., USA) después de secarlas por 72 horas a60° C.

Simultaneamente en una casa de sombra, se hizo un experimento con un disefio
idéntico al del Pedregal, a diferencia de éste, las plantas fueron regadas a capacidad de campo
dos veces por semana, durante los primeros dos meses de edad de las plantas y
posteriormente cada 8 dias. Las cosechas se realizaron siguiendo la misma metodologia que en
el experimento del Pedregal.

La casa de sombra esta construida con una base de fierro y aluminio, con techo de dos
aguas, de 4 x 10 m y 2.5 m de alto, revestida con malla ciclénica de alambre y cubierta con
plastico transparente para invernadero. Dentro de la casa de sombra, las bolsas con plantas
fueron depositadas en una mesa metalica para invernadero (65 cm x 1.35 m), y se evitd [a
insolacion directa (96.6% de disminucién con respecto a l{a insolacion directa en espacios
abiertos), para lo cual se coloco una lamina de unicel a 80 cm de altura de las bolsas.

Analisis estadisticos

Los datos transformados a su logaritmo natural, para homogeneizar varianzas, se sometieron a
MANOVA. Se analizd el efecto de: 1) el sitio de germinacion (Pedregal, con y sin nodriza, o
laboratorio) y 2) el sitio de crecimiento (Pedregal o casa de sombra), para cada cosecha por
separado, tanto de manera independiente como su interaccion, en las siguientes variables: a)
peso seco (PS), b) tasa relativa de crecimiento (RGR = (In PSp~ In PSy)} / t,- t4, en donde PSy y
PS.; son el peso seco de la cosecha inicial y final, t; y t, son el dia de fa cosecha inicial y final,
respectivamente) y ¢) cociente raiz:vastago (R:V, este valor no se transformd). Se considero
parte subterranea a la raiz y al hipocétilo, debido a que sobre éste se desarrollan algunas raices
adventicias y no fue posible separarlo de ellas. Para las dos primeras variables (PS y RGR) se
hicieron dos analisis: uno por cada parte de ia planta estudiada (ciadiodo, hojas y parte
subterranea) y otro para la suma de las partes (RGR total).

También se aplicd un ANOVA a cada variable analizada, para cada tratamiento por
separado, utilizando los datos de las tres cosechas, con el fin de comprobar si existian
diferencias significativas en [a variable a lo largo de todo el periodo de estudio (de la primera a
la segunda y de la segunda a la tercera cosecha). Todos los analisis de varianza se realizaron
con el programa Statgraphics version 5.0 (Statistical Graphics Corporation, Graphic Software
System, Rockville, MD, USA).



V. RESULTADOS
1. GERMINACION
Semillas almacenadas en el l[aboratorio

Escarificacién

Unicamente a temperatura constante (24 °C) y con escarificacion de 45 min, el porcentaje de
germinacion de las semillas recién colectadas de O. fomentosa fue menor del 10% (+3.85 EE)
después de 50 dias de incubacion, mientras que en los ofros tratamientos la germinacion fue nula
(datos no mostrados). Al frasladarse a un medio con acido giberélico (AG;) en 1500 ppm la
germinacion se incrementd a un 19% (+4.45 EE, datos no mostrados) Debido a que la escarificacion
por si misma con tiempos menores a 45 min no indujeron la germinacidn, posteriormente se usaron
tiempos de escarificacion de 45 min a 1.5 h y se adiciond AG; al medio de germinacion.

En los tratamientos de rojo lejano (RL) y oscuridad, la germinacién de semillas de dos
meses de edad fue nula después de 130 dias en ambas temperaturas, por lo que estas
condiciones de luz se excluyeron del analisis. Por el contrario, en los tratamientos de luz blanca
si hubo germinacion en temperatura constante (Fig. 3) y alternante (Fig. 4). La temperatura y fa
escarificacion tuvieron un efecto significativo en la capacidad germinativa (F(1s9 = 19.56, P =
0.0001; Fs9= 11.33, P = 0.0001). No hubo efectos significativos del AG3 ni de la interaccion de
los tres factores (Fy, sop = 0.35, P = 0.56; Fyu, s = 2.08, P = 0.098). Segun los contrastes
obtenidos con la minima diferencia significativa (MDS), la mayor germinacién se obtuve con 1.5
h de escarificacién y 2000 ppm de AG; a temperatura constante (Fig. 3i). En temperatura
alternante, la capacidad germinativa siempre fue menor que en temperatura constante. La
escarificacion fue el Unico factor que tuvo efecto en la tasa germinativa, el tiempo promedio de
germinacion y la sincronia (Fy, s = 3.61, P = 0.012; Fiy 59y = 3.11, P = 0.023; Fi4, 59y = 5.73, P =
0.0007, respectivamente).

Al analizar el efecto de los tratamientos de escarificacion y AG; en la capacidad
germinativa en cada temperatura, se observé un efecto significativo de la escarificacion en |a
capacidad germinativa en temperatura constante (F, 2 = 8.97, P = 0.0001; Fig. 3) y aiternante
(Fia, 29) = 5.26, P = 0.0035; Fig. 4), mientras que en |a tasa germinativa, el tiempo promedio de
germinacién y la sincronia soélo se mantuvo el efecto significativo de la escarificacion en
temperatura alternante (Fi 25 = 3.52, P = 0.025; F(4 29y = 4.03, P = 0.015; F4 29 = 11.06, P =
0.0001, respectivamente).
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Figura 3. Porcentaje de germinacién acumulado en el tiempo (+ 1EE) de semillas de dos meses de edad,
a las cuales se les aplicaron tratamientos de escarificacién con acido sulfirico (45 min, 1 hy 1.5 h) y
adicién de acido giberélico (AG,, 1000 y 2000 ppm) al medio de cultivo (agar al 1%). Las semillas se
colocaron en una camara de germinacién con luz blanca a temperatura constante (24 °C). Los ajustes
tuvieron coeficientes de determinacion () de 0.88 a 0.98 y fueron significativos con una P< 0.00001.
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Figura 4, Porcentaje de germinacién acumulado en el tiempo (+ 1EE) de semillas de dos meses de edad,
a las cuales se les aplicaron fratamientos de escarificacién con acido sulfirico (45 min, 1 hy 1.5 h} y
adicidn de acido giberélico (AG;, 1000 y 2000 ppm) al medio de cultivo (agar al 1%). Las semillas se
colocaron en una cdmara de germinacién con luz blanca a temperatura aiternante (20-35 °C). Los ajustes
tuvieron coeficientes de determinacién (%) de 0.91 a 0.99 y fueron significativos con una P< 0.00001.
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Las semillas almacenadas durante 2, 7, 11, 15 y 18 meses en el laboratorio mostraron
una tendencia a la reduccién de la capacidad germinativa en el tiempo (Fig. 5), debido a esto
los porcentajes corregidos por el arcoseno de las réplicas de los testigos y las escarificadas por
1.5 h se ajustaron a un modelo lineal Y = a + bx con pendientes negativas (* = 0.54, F = 14.96,
P = 0.0019; r* = 0.61, F = 15.42, P = 0.0028; respectivamente; Fig. 5a y b), mientras que las
réplicas de las semillas escarificadas por 1.5 h con la adicién simultanea de AG; en 2000 y
1000 ppm y a las que sdlo se les adiciond AG; en 2000 ppm y 1000 ppm, se ajustaron a un
modelo exponenciat Y = a + be* con pendientes negativas (* = 0.72, F = 25.73, P = 0.0005; 12
= 0.81, F = 42.25, P = 0.00007; # = 064, F = 12,65, P = 0.0093; * = 0.92, F = 85.66, P =
0.00004; respectivamente; Fig. 5c-f).

En el caso del testigo, a pesar de que el ajuste muestra una pendiente negativa
significativa, ta MDS mostré diferencias significativas Unicamente entre la germinacion de
semillas de 15 y 18 meses de edad con respecto a la de semillas de dos meses de edad (Fi4, 14
=3.79, P = 0.04; Fig. 5b).

Estratificacion

La escarificacion (1.5 h) y la temperatura de germinacion (constante o alternante) tuvieron un
efecto significativo en la capacidad germinativa (Fy, 25 = 90.25, P = 0.0001; F1, 25 = 568, P =
0.03; respectivamente; Fig. 6). La estratificacidon redujo significativamente la capacidad
germinativa (Fig. 6¢, d). El tratamiento de estratificacion y escarificacion a temperatura
constante mostré la mayor capacidad germinativa (Fig. 6g), sin diferencias significativas con las
semillas escarificadas y germinadas a la misma temperatura (Fig. 8e).

La escarificacién aumentd significativamente la tasa de germinacion (Fy, 23 = 13.95, P =
0.0018) mientras que la estratificacion la disminuyd significativamente (F(, 23y = 16.43, P =
0.0009). La interaccién entre ambos factores no fue significativa (F, 25 = 0.16, P = 0.69) ni la
temperatura a la cual fueron germinadas (F( 23 =0.16, P = 0.7).

Calor seco v remojo en agua

En los tratamientos de calor seco se enconiraron diferencias significativas en la capacidad
germinativa (F, 7= 6.21, P = 0.02; Fig. 7a; ¢, e). La MDS indico que la exposicion periddica de
calor a 60°C en un total de 180 h (Fig. 7e) aumentd significativamente la germinacién con
respecto al testigo (Fig. 7a) y al tratamiento de 90 h (Fig. 7c). Se obtuvieron diferencias
significativas en el tiempo de latencia (F3 7) = 4.56, P = 0.045), donde el testigo fue el que
necesitd mas tiempo para empezar a germinar (Fig. 7a).



En el experimento de remojo en agua no se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos en ninguno de los pardmetros analizados (Fig. 7a, b, d, ).
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Figura 5. Porcentaje final de germinacién (+ 1EE) de semillas de diferentes edades, a las cuales se les
aplicaron tratamientos de escarificaciéon con acido sulfurico (1.5 h) y adicién de acido giberélico (AG,
1000 y 2000 ppm} al medio de cullivo (agar al 1%). Las semillas se colocaron en una camara de
germinacién con luz blanca a temperatura constante (24 °C). Las letras sobre las barras indican los
grupos homogéneos al interior de cada tratamiento.
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Figura 6. Porcentaje de germinacion acumuiado en el tiempo (+ 1EE) de semillas de siete meses de
edad, que recibieron tratamientos de estratificacién durante 21 dfas a 4 °C en luz blanca y/o
escarificacion con acido sulfirico (1.5 h). Las semillas se colocaron en una cémara de germinacion a
temperatura constante (24 °C, a, ¢, e, g) ¥ alternante (20-35 °C b, d, f, h). Los ajustes tuvieron
coeficientes de determinacién (r*) de 0.9 a 0.99 y fueron significativos con una P< 0.00001.
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Figura 7. Porcentaje de germinacion acumulado en el tiempo (+ 1EE) de semillas de nueve meses de
edad que recibieron tratamientos de calor seco (c y &) o remojo en agua (b, d, f). Las semillas se
colocaron en una camara de germinacion con luz blanca a temperatura constante (24 °C). Los ajustes
tuvieron coeficientes de determinacion (rz) de 0.92 a 0.99 y fueron significativos con una P< 0.00001.
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Semillas desenterradas del Pedregal

Escarificacion
Efecto del enterramiento
Después de 8 meses de enterramiento se modificd significativamente la capacidad germinativa
con respecto a la obtenida antes del enterramiento, ademas los sitios de enterramiento 1y 3
difirieron significativamente entre si. (Figs. 8, 9 y 10 a-c; sitios de enterramiento = sitio 1: bajo la
sombra de un arbol, sitio 2. sin vegetacién y sitio 3: junto a una roca). Se encontraron
diferencias significativas debidas al enterramiento, ya que la germinacion de semillas
desenterradas fue mayor que la de semillas recién colectadas (F; 35 = 14.01, P = 0.0001). La
adicion de AG; en 1000 ppm no mejord la germinacion con respecto a los testigos (Figs. 8, 9 y
10 b), mientras que la aplicacion de 2000 ppm disminuy6 significativamente la germinacién de
semillas desenterradas de los sitios 1y 2 (Fz 35 = 7.19, P = 0.004; Figs. 8 y 9 c¢), al contrario de
lo ocurrido en las semillas desenterradas del sitio 3 (Fig. 10¢), que no mostraron diferencias
significativas con respecto a su testigo, asi como ocurrié con las semillas recién colectadas en
1998 (Fig. 10c).
Efecto del lugar de almacenamiento
Al comparar la capacidad germinativa de las semillas desenterradas con la de almacenadas en
el laboratorio de la misma edad, la germinacién de las semillas sin tratamiento adicional al
enterramiento fue significativamente mayor que la de semillas almacenadas en el laboratorio
(Fi 719 = 11.76, P = 0.0001; Figs. 8, 9 y 10 a). A pesar de que el andlisis sefialé que no fue
significativo el efecto de la escarificacion (Fy, 71y = 1.89, P = 0.213) la MDS indicé que la
capacidad germinativa fue significativamente mayor en semifllas almacenadas en el laboratorio y
escarificadas, debido a que la germinacion de las semillas enterradas se redujo drasticamente
por el efecto de la escarificacion durante 1.5 h (Figs. 8, 9 y 10 j). Cuando se agrego AGs,, las
semillas enterradas germinaron mas que las almacenadas en el laboratorio (Figs. 8,8y 10 by
¢), sin embargo entre las semillas enterradas no hubo diferencias significativas debidas a la
aplicacion de AG; (Fz, 7= 1.1, P = 0.3412). Cuando se escarificaron las semillas y se aplico
simultaneamente AG;, la respuesta germinativa fue variable; en general, la germinacion de las
semillas almacenadas en el laboratorio fue menor o igual a la de las semillas enterradas (Fy 71
= 6.91, P = 0.0023; Figs. 8, 9y 10 k y ). Los parametros estadisticos para cada factor y para las
interacciones se presentan en |a Tabla 1.

Por otra parte, las semillas sin tratamiento adicional al enterramiento de los sitios 1y 2
(Figs. 8y 9 a, respectivamente) y el tratamiento de adicién de 2000 ppm de AG; del sitio 2 (Fig.



9c¢) presentaron las tasas germinativas mas altas y el tiempo promedio mas bajo, también se
encuentran dentro de los mejores valores de sincronia.
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Figura 8. Porcentaje de germinacion acumulado en el tiempo (+ 1EE) de semillas de ocho meses de
edad, que estuvieron enterradas bajo el dosel de un arbol (sitio 1) en el Pedregal, y que recibieron
tratamientos en el laboratorio de escarificacion (0, 456 min, 1 h y 1.5 h) y/o adicion de &cido giberelico
(AG;, 0, 1000 y 2000 ppm) al medio de incubacion (agar al 1%). Las semillas se colocaron en una
camara de germinacién con luz blanca a temperatura constante (24 °C). Los cuadrados y los triangulos
indican el porcentaje final de germinacién (+ 1EE) y la fecha en que éste se presentd, de semillas
almacenadas en el laboratorio de dos y siete meses de edad, respectivamente. Los ajustes tuvieron
coeficientes de determinacién (%) de 0.59 a 0.99 y fueron significativos con una P< 0.00001.
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Figura 9. Porcentaje de germinacién acumulado en el tiempo (+ 1EE) de semillas de ocho meses de
edad, que estuvieron enterradas en un sitio sin vegetacién (sitio 2) en el Pedregal, v que recibieron
tratamientos en el laboratorio de escarificacion (0, 45 min, 1 h y 1.5 h) y/o adicién de dcido giberélico
(AG;, 0, 1000 y 2000 ppm) ai medio de incubacidn (agar al 1%). Los cuadrados y los triangulos
representan el porcentaie final de germinacion (+ 1EE) y la fecha en que éste se presentd, de semillas
almacenadas en el laboratorio de dos y siete meses de edad, respectivamente. |as semillas se colocaron
en una camara de germinacion con luz blanca a temperatura constante (24 °C). Los ajustes tuvieron
coeficientes de determinacion (r°) de 0.85 a 0.99 y fueron significativos con una P< 0.00001.
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Figura 10. Porcentaje de germinacién acumulado en el tiempo (+ 1EE) de semillas de acho meses de
edad, que estuvieron enterradas en un sitio junto a una roca (sitio 3) en el Pedregal, y que recibieron
tratamientos en el laboratoric de escarificacién (0, 45 min, 1 h y 1.5 h) y/o adicién de acido giberélico
(AG;, 0, 1000 y 2000 ppm) al medio de incubacion (agar al 1%). Los cuadrados y los triangulos
representan el porcentaje final de germinacion (+ 1EE) y la fecha en que éste se presentd, de semillas
almacenadas en &l laboratorio de dos y siete meses de edad, respectivamente. Las semillas se colocaron
en una camara de germinacion con luz blanca a temperatura constante (24 °C). Los ajustes tuvieron
coeficientes de determinacion (r*) de 0.85 a 0.99 y fueron significativos con una P< 0.00001.



Tabla 1. Parametros estadisticos (Grados de libertad jace, taes), F ¥ P) de los Analisis de Varizanza
Multifactoriales (MANOVAS) apiicados al porcentaje de germinacion (%G), tasa germinativa (T), tiempo
promedio de fa germinacion {TP), sincronia (8) y tiempo de latencia {TL) de semiilas de la misma edad
pero con diferente sitio de almacenamiento (enterradas en tres sitios del Pedregal o almacenadas en el
laboratorio). Las semillas se germinaron en el iaboratorio a 24°C, con tratamientos de escarificacion con
HS04 (1.5 h} yio AG; (1000 y 2000 ppm).

Factores Interacciones

Parametro Sitio (A) AG; (B) H2804(C) AB AC BC ABC

GL 3,7 2,7 1,71 6, 71 3,71 2. 71 6,71

F 11.781 1.100 1.593 4.334 9.089 6.907 3.633
%G | P 0.0001 0.3412 0.2130 0.0014 0.0001 0.0023 0.0047
F 10.510 0.157 0.610 0.642 4,998 6.796 1.978
T P 0.0001 0.8550 0.4469 0.6961 0.0043 0.0025 0.0874
F 3.067 2.094 0.006 1.381 3.465 2778 1.227

TP P 0.0367 0.1343 0.9414 0.2413 0.0233 0.0722 0.3081
F 9.248 0.535 0.165 1.697 2.523 1.715 0.897
S P 0.0001 0.5890 0.6907 0.1421 0.0688 0.1908 0.5052
F 1.332 1.834 0.234 1.387 3.835 1.832 1.643
TL = 0.2749 0.1708 0.6362 0.2380 0.0153 01712 0.1589

Debido a que se encontraron diferencias entre los sitios y diferencias entre la capacidad
germinativa en los tratamientos de escarificacion y los de escarificacion con AG;, se analizaron
las respuestas germinativas de los sitios de enterramiento por separado. Por otra parte, se
observéd que la germinacion fue escalonada en el tiempo, por lo que la capacidad germinativa se
analiz6 a los 60 y a los 130 dias de incubacion:

SITIO 1

A los 60 dias, todos los tratamientos de escarificacion redujeron significativamente la capacidad
germinativa con respecto a las semillas sin tratamiento adicional al enterramiento (Fs_ a5 = 4.56,
P = 0.012; Fig. 8a, d, g, j). El AG; en 2000 ppm por si sélo y en semillas escarificadas inhibid
significativamente su capacidad germinativa (Fig. 8c, i, 1) excepto cuando se aplicé a semillas
escarificadas por 45 m (Fz 35y = 4.02, P = 0.031; Fig. 8f). El AG; en 1000 ppm incrementé
significativamente (Fig. 8b, e, h) 0 no modificd (Fig. 8k) ia capacidad germinativa con respecto a
las escarificadas (F 35 = 2.82, P = 0.032). A los 130 dias el efecto del acido giberélico ya no
fue significativo (F, a5 = 3.2, P = 0.06). Por otro lado, el tratamiento de 45 m de escarificacién
(Fig. 8d) tuvo el mayor tiempo de latencia y tiempo promedio sin diferencias significativas con
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los tratamientos de 1 h de escarificacion (Fig. 8g) ¥ 1 h de escarificacién con 1000 ppm de AG;
(Fig. 8h).

SITIO 2
A los 60 dias, la escarificacidn redujo significativamente la capacidad germinativa de las
semillas con respecto a las que no recibieron tratamiento (F(s 15 = 3.28, P = 0.038; Fig. 9a, d, g,
i). El AG; incrementé significativamente la respuesta germinativa (F5, 35 = 57.89, P = 0.0001;
Fig. 8b y ¢}, al igual que la combinacién de AG; con escarificacion (Fi 35 = 8.72, P = 0.0001;
Fig. 9e, f, h, i, k), excepto el tratamiento de 1.5 h de escarificacién con 2000 ppm de AG; (Fig.
o) que inhibié significativamente la germinacién, en forma similar a cualquier tiempo de
escarificacién. A los 130 dias se perdié el efecto significativo de la escarificacion (Fjs 35 = 1.98,
P =0.14).

E! tiempo de escarificacion disminuyd significativamente la tasa de germinacion (Fps, a5 =
11.42, P = 0.0001). La concentracién de AG; disminuyé significativamente el tiempo promedio de
germinacién (Fp, a5 = 3.83, P = 0.036) y el tiempo de latencia (Fp 35 = 5.23, P = 0.013). La
interaccién significativa entre ambos factores se observé en la tasa de germinacion (Fg 35 = 3.79, P
= 0.0085). La tasa de germinacidén mas alta y significativamente distinta a los demas tratamientos se
obtuvo en las semillas que no recibieron tratamiento adicional al enterramiento (Fig. 9a).

SITIO 3

A los 60 dias no hubo diferencia significativa debida a la escarificacién (Fj; 35 = 0.81, P = 0.51),
sin embargo, la MDS indicé que la escarificacion inhibié significativamente la germinacion con
respecto a las semillas que no recibieron tratamiento adicional al enterramiento (Fig. 10a, d, g,
))- El AG; tuvo un efecto positivo significativo (F3 a5 = 36.13, P = 0.0001; Fig. 10b y ¢) y la mayor
parte de las combinaciones de AG; con tiempos de escarificacion incrementaron la capacidad
germinativa con relacion a las semillas tan sélo escarificadas, sin presentar patrén alguno (Fe,
a5 = 5.26, P = 0.0014; Fig. 10e, f, i, ). La significancia de los factores se mantuvo hasta los 130
dias después de la incubacion.

La concentracion de AG; tuvo un efecto significativo en ia tasa (Fp; 35 = 3.484, P =
0.0469) y el tiempo promedio de germinacion (Fp, 15 = 4.324, P = 0.0249), asi como en el
tiempo de latencia (F; 35 = 5.691, P = 0.0095).

En el analisis de los tres sitios en conjunto se observaron diferencias significativas en
todos los parametros analizados. El sitio de enterramiento tuvo un efecto significativo en el
porcentaje, la tasa de germinacién y en la sincronia. El tiempo de escarificacion y la
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menor en temperatura alternante. Las semillas almacenadas en el laboratorio también
disminuyeron su capacidad germinativa con respecto a la obtenida en luz blanca (Fig. 11b). La
oscuridad inhibié la germinacion en temperatura constante, a diferencia de la temperatura
aiternante, donde se presentaron porcentajes tan altos como en luz blanca (Fig. 11¢).

Efecto de la edad de la semilla en la germinacién

En la comparacién de semillas desenterradas con las almacenadas en el laboratorio se
observaron diferencias significativas debidas a las condiciones de almacenamiento y al tiempo
transcurrido desde que se desenterraron, asi como a la interaccion de ambos factores en el
porcentaje y tasa de germinacion, tiempo promedio y sincronia (Fig. 12). Los parametros
estadisticos para cada factor y para las interacciones se reportan en la Tabla 3. Los porcentajes
obtenidos con las semillas almacenadas en el laboratorio (Fig. 12a-e) con respecto a los de
semillas desenterradas del Pedregal (Fig. 12f-t) siempre fueron significativamente menores.

La germinacion de semillas desenterradas incrementé significativamente a partir de los 10
meses de edad. A los 60 dias de incubacién, la germinacién de semillas del sitio 3 recién
desenterradas (Fig. 12k) fue significativamente menor con respecto a la de semillas de 10, 12, 15
¥ 18 meses de edad (Fig. 12I-0), pero esta diferencia se perdié al cabo de 130 dias de incubacion.

Tabla 3. Parametros estadisticos (Grados de libertad gacion totales)y F ¥ P) de los Andlisis de Varizanza
(ANOVAs) apiicados al porcentaje de germinacién (%G), tasa germinativa (T), tiempo promedio de la
germinacion (TP), sincronia (8) y tiempo de latencia (TL) de fas cinco veces que se repitié el experimento,
donde se evalud el efecto de la edad de las semillas (tiempo de almacenamiento) y del sitio donde
estuvieron almacenadas (enterradas en tres sitios del Pedregal o aimacenadas en ei laboratorio). Las
semillas se germinaron en el laboratorio a 24°C sin apiicar ningun tratamiento.

Factores Interaccion
Parametro | Tiempo (A) Sitio (B) AB
GL 4,59 3,59 12, 59
F 19.001 89.125 2.901
%G P 0.0001 0.0001 0.0057
F 11.881 18.569 4.044
T P 0.0001 0.0001 0.0004
F 3.654 6.662 2977
TP P 0.0125 0.0009 0.0047
F 4.632 2.802 4.818
S P 0.0036 0.0521 0.0001
F 1.406 13.760 1.901
TL P 0.2495 0.0001 0.0640
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Figura 11. Porcentaje final de geminacion (+ 1EE) de semillas de 18 meses de edad, que estuvieron
enterradas en tres sitios (S1, S2, 83) en el Pedregal, germinadas sin tratamiento adicional ai
enterramiento, © almacenadas en el laboratorio sin tratamiento (TLAB) o escarificadas con acido sulfirico
durante 1.5 h (ESC LAB). Las semillas se colocaron en una ¢amara de germinacién a temperatura
constante (24 °C, barras claras) o alternante (20 - 35 °C, barras con diagonales), en tres condiciones de
luz: blanca (a), rojo lejano (b) y oscuridad (c). Las letras sobre las barras indican los grupos homogéneos
al interior de cada condicion de luz.

Los valores mas altos de porcentaje de germinacion se obtuvieron en semillas del sitio 2
germinadas después de dos meses de haberlas desenterrado (Fig. 12g), sin diferencia
significativa con respecto a semillas de los tres sitios de enterramiento germinadas después de
10 meses de desenterradas (Fig. 12e, j, o). Los menores porcentajes de germinacién y mayores
tiempos de latencia se presentaron siempre en las semillas almacenadas en laboratorio (Fig.
12p-t).
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Figura 12. Porcentaje de germinacidon acumulade en el tiempo (+ 1EE) de semillas que estuvieron
almacenadas en el [aboratorio (a-e), enterradas en el Pedregal bajo el dosel de un arbo! (f-), en un sitio
expuesto (k-0) 0 junto a una roca (p-t). Las semilla se colocaron en una en una placa de agar al 1%,
dentro de una camara de germinacion a temperatura constante (24 °C). El experimento se realizo con
semillas.de ocho (a, f, k, p), diez (b, g, |, q), doce {c, h, m, r), quince {d, y, n, s) y dieciocho (e, j, o, 1)
meses de edad. Los ajustes tienen coeficientes de determinacion (r?) de 0.85 a 0.99 y son significativos
con una P< 0.00001.



Exploracion de las semillas con el microscopio electrénico de barrido

En semillas almacenadas en el laboratorio que no recibieron ningln tratamiento (testigo), se
distinguié la forma tipica de una semilla de Opuntia {producida a partir de un 6évulo
campilétropo), el funiculo engrosado que rodea a la semiila (Lam. A1), asi como células del
funiculo con paredes secundarias engrosadas (Lam. A2), y la presencia de numerosas drusas
entre el funiculo y la cubierta seminal (Lam. A3-4).

La cubierta seminal del testigo tenia la mayoria de las céiulas con sus paredes intactas
(Lam. B1). En cambio, las semillas almacenadas en laboratoric y escarificadas con H.SO,
concentrado mostraron grietas en la cubierta seminal, al ser removida parcialmente la capa mas
externa con el acido (Lam. B2). En las semillas que fueron enterradas se observé una profunda
degradacion celular, fracturas en la cubierta seminal, asi como la invasién de hifas fungales.
Estas hifas penetraron al interior de la semilla (Lam. B3). En las semillas que ademas de haber
estado enterradas en el Pedregal, se escarificaron posteriormente con H,SO; concentrado, se
distinguié una ruptura ceiular profunda, con remocion completa de las capas superficiales (Lam.
B4).

La region del hilo-micrépilo (por donde emerge la radicula durante la germinacion),
mostré diferencias visibles dependiendo del tratamiento que recibieron ias semillas. En ef
testigo se observaron células intactas y muy claramente, [a curvatura del funiculo sobre la
semilla (Lam. C1), mientras que en semillas enterradas se distinguio la presencia de orificios
profundos y grietas (Lam. C2), asi como la penetracion de las hifas (Lam. C3). El dafio que se
presentd en las semillas enterradas y escarificadas fue aln mas drastico, ya que las capas
externas se perdieron por completo, observandose grietas y orificios profundos en esta region
(Lam. C4), asi como entre el funiculo y la cubierta seminal (Lam. D2). La erosién de las capas
externas fue tal, que la silueta del embrién pudo distinguirse con poco aumento (Lam. D1).
Comparativamente, las semillas almacenadas en laboratorio y escarificadas sufrieron una
menor degradacion de sus capas superficiales, aunque también se distinguieron orificios y
células, a las gue les faitaban algunas de sus paredes (Lam. D3).
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Lamina A. Semilla de Opuntia fomentosa observada con un Microscopio Electrénico de Barrido, sin la
aplicacién de tratamientos (festigo). 1) Vista panoramica de la semilla compieta (15X). 2) Células
funiculares con pared secundaria (750X). 3) Regién entre el funiculo y la cubierta seminal (350X). 4)
Acercamiento de la foto anterior para distinguir las drusas (1,500X). Cs = cubierta seminal, D = drusas,
F = funiculo, Ps = pared secundaria.



Lamina B. Cubierta seminal de semillas de Opuntia fomentosa observadas con un microscopio
electrénico de barrido. 1) Semilla sin ningln tratamiento (150X). 2) Semilla que estuvo almacenada en el
laboratorio durante ocho meses y escarificada en el laboratorio con &cido sulfurico durante 1.5 h (200X).
3) Semilla que estuvo enterrada en el Pedregal durante ocho meses (350X). 4) Semilla que estuvo
enterrada durante ocho meses y escarificada en el laboratorio con 4cido sulfurico durante 1.5 h (500X).
Cc = células sin contenido citoplasmatico, Cs = cubierta seminal, D = drusas, F = funiculo, Fr = fracturas,
G = grietas, H = hifas, Rc = ruptura celular.
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Lamina C. Regidn hilo-micrépilo de semillas de Opuntia tomentosa observadas con un MIcroscopio
electrénico de barrido. 1) Semilla sin ningtin tratamiento (35X). 2) Semilla que estuvo enterrada en el
Pedregal durante ocho meses (35X). 3) Acercamiento de la fotografia anterior, mostrando la penetracién
de hifas fungales (1, 000X). 4) Semilla que estuvo enterrada durante ocho meses en el Pedregal y
escarificada en ef laboratorio con acido sulfarico durante 1.5 h (50X). Cs = cubierta seminal, F = funiculo,
G = grietas, H = hifas, O = orificios.
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Lamina D. Semillas de Opunfia tomentosa observadas con un microscopio electrénico de barrido, con
tratamientos de enterramiento en el Pedregal durante ocho meses y/o escarificacién en el iaboratorio con
acido sulfurico durante 1.5 h. 1) Vista panoramica de semilla enterrada y escarificada, donde se distingue
la silueta del embrion (15X). 2) Acercamiento del tratamiento anterior en la region dorsal (150X). 3)
Aumento de la region dorsal de una semilla almacenada en el laboratorio y escarificada (150X). Se
observa una mayor degradacién de ias capas superficiales de la cubierta seminal en las semillas
enterradas y escarificadas. Cs = cubierta seminal, F = funiculo, O = orificios, Rd = regién dorsal, Se =
silueta del embrion.
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Semillas colectadas en el 2000

Escarificacion
En general, a mayor tiempo de escarificacion se obtuve un mayor porcentaje, tasa, y sincronia,
asi como menor tiempo de latencia y tiempo promedio de germinacion (Fp, 2 = 4.23, P =
0.0053; Fig, 26y = 20.15, P = 0.0001; Fg 26)= 15.74, P = 0.0001; Fg, 26y = 8.9, P = 0.0001; F(g 26y =
10.2, P =0.0001, respectivamente; Fig. 13).

Los testigos presentaron el menor porcentaje y la menor tasa de germinacion (Fig. 13a).
Ei tratamiento de 2 h de escarificacion presentd la mayor germinacion, mas rapida y sincronica,
con una tasa de germinacion significativamente distinta a la de todos los demas tratamientos
(Fig. 13i). Los tratamientos de § y 10 min (Fig. 13b y c) de escarificacién tuvieron un
comportamiento atipico, ya que presentaron un porcentaje final de germinacion muy cercano al
obtenido con 2 h de escarificacion {Fig. 13i), sin embargo tuvieron una de las menores tasas de
germinacion.

La capacidad germinativa de semiilas de 1998 y del 2000 sin ningGn tratamiento, fue
similar, sin embargo, las semillas escarificadas del 2000, en general germinaron mas que las de
1998 (F(17,53 = 9.69, P = 0.0001).

Imbibicion

E! incrementc maximo en el peso fresco de las semillas, se alcanzd alrededor del quinto dia
después de incubadas, exceptuando a los testigos, que lo alcanzaron el segundo dia. El
incremento de estos Ultimos y el de las semillas escarificadas durante 5, 15, 30 y 45 min, se
ajustaron significativamente a una recta con pendiente negativa (*=0.47, F=11.69, P=0.0048),
en cambio las semilias escarificadas durante tiempos mayores se ajustaron a una recta con
pendiente positiva (r*=0.72, F=3.93, P=0.00006; Fig. 14). Se encontraron diferencias
significativas debidas al dia de incubacion, el tiempo de escarificacion y la interaccién de ambos
factores (Fo, 206 = 101.56, P = 0.0001; Fg, 206y = 40.83, P = 0.0001; Fygo, 206 = 1.44, P = 0.0223,

respectivamente).

Nota: Los valores de r*, F y P de los ajustes al modelo exponencial sigmoide (Y =a/ (1 + bexp(-
cx))) de las graficas de germinacion acumulada en el tiempo en el laboratorio, se presentan en

el anexo.
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Figura 13. Porcentaje de germinacién acumulada en el tiempo (+ 1EE) de semillas recién colectadas en
el afio 2000, a ias cuales se les aplicaron tratamientos de escarificacién con acido sulfurico. Las semillas

se colocaron en una en una placa de agar al 1%, dentro de una camara de germinacion con luz blanca a

temperatura constante (24 °C). Los ajustes tuvieron coeficientes de determinacion () de 0.85 a 0.99 y
fueron significativos con una P< 0.00001.
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Figura 14. Porcentaje méaximo de incremento en peso fresco de semillas colectadas en el afio 2000, en
funcién de los tiempos de escarificacion aplicados (0 - 2 h). Los datos se ajustaron a dos rectas: ia
primera, con pendiente negativa (r2 = 0.47, P = 0.004) corresponde a los tiempos menores de 45 min de
escarificacion (circulos) y 1a segunda, con pendiente positiva (r2 = 0.47, P = 0.0049) corresponde a los
tiempos mayores a 45 min (cuadrados). ). Las semillas se colocaron en una en una placa de agar al 1%,
dentro de una camara de germinacion a temperatura constante (24 °C) con un tiempo de incubacién de
10 dias.

Germinacion en el Pedregal y su relacion con la temperatura del suelo

Las temperaturas de los 21 sitios de germinacién en el Pedregal, registradas en la época de
sequia (noviembre de 1998 y marzo de 1999) y de lluvia (junio y octubre de 1999) se presentan
en la figura 15. Las semillas sembradas en el Pedregal desde 1998 y las sembradas en 1999
presentaron dos periodos de germinacién, uno durante la época lluviosa del afo en 1999 y otro
en la del 2000 (Fig. 16). Las semillas sembradas en 1988 (Fig. 16a y b), germinaron en mayor
medida en la época de lluvias de 1999 que en la del 2000, al contrario de las semillas
sembradas en 1999, que distribuyeron su germinacion en ambos periodos (Fig. 16¢). En la
mayoria de los casos, las semillas germinadas con nodriza tuvieron porcentajes mayores que
las germinadas sin nodriza (Fig. 16a, c, e, g, i), de hecho, en uno de los sitios sin nodriza, que
presentd la mayor temperatura promedio de los cuatre meses, la germinacién se inhibié en
todas las semillas, con excepcion de las desenterradas del sitio 3 (Fig. 16i). En el caso de las
semillas colocadas en diferentes orientaciones (N, E, W) del tepozan de 14 m (Fig. 16 b, d, f, h,
i), la germinacion no presentd un patrén general, definido por 1a orientacién o la distancia de las
semillas al arbol nodriza, Unicamente se observd que la germinacién de las semillas colocadas
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en direccién Este, que estuvieron almacenadas en el laboratorio (Fig. 16d) y las que estuvieron
enterradas (Fig. 16f, h, j) germinaron en su mayoria hasta el 2000.

ol 1011 55{ oo b

16 ~ !. i——a-:fg/ S ./E{ i\iii E I;:c-:i—_i\
I—' E \I y

12 — \ g

TEMPERATURA (°C)
3 R B
I ] l

N
i
o

O4v—T—T T T T T T T T T T T T T T T T T T
O WO WwoOuw oL oW W= O Nod o o
N N oM <t 0 W0 =z =2 Z
D DDDDBDHDR D 333;33%
SITIOS

Figura 15. Temperatura promedio (°C, + 1 EE) de los 21 sitios de germinacién en el Pedregal de San
Angel. La temperatura se registré cada media hora en un periodo de 24 h en la época de sequia
{noviernbre de 1998, circulos; marzo de 1999, cuadrados) vy de lluvias (junio de 1999, triangulos; octubre
de 1999, triangulos invertidos). Las siglas de los sitios corresponden a: debajo de la sombra de cinco
arboles nodriza (S1D-5S5D), fuera de la sombra de los mismos arboles (S1F-S5F), en orientacién Norte
(N1-N3), Este (E) y Qeste (W1-W7) con respecto al tepozan de 14 m.
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Figura 16. Porcentaje de germinacion de semillas en el Pedregal, en la época de lluvias de 1999 (barras
claras), sumada con la del 2000 (barras con diagonales). En 1998 se sembraron semiilas (n = 30) recién
colectadas en ese afo (a, b) y en 1999, semillas que estuvieron almacenadas en el laboratorio (¢, d) 0
que se desenterraron de tres sitios del Pedregal: bajo el dosel de un arbol (e, f), sin vegetacion (g, h) o
junto & una roca (i, j). Las siglas de los sitios corresponden a: debajo de la sombra de cinco arboles
nodriza (S1D-S5D), fuera de la sombra de los mismos arboles (S1F-S5F), en orientacion Norte (N1-N3),
Este (E) y Qeste (W1-W7) con respecto al tepozan de 14 m.
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En general, la germinacion del primer afio y fa germinacién acumulada al segundo afio
se relaciond con la temperatura promedio de cada sitio de germinacién, ajustandose a un
modelo gausiano modificado Y=a*exp(-b*(X/c-1)*+1/(X-d)), Fig. 17 a-d, i-t], mientras que la
germinacion de las semillas aimacenadas en el laboratorio y sembradas en el Pedregal en 1999
fue baja o nula durante el primer afio (35% en promedio, Fig. 17e y g) por io que no se ajusté a
ningtin modelo, sin embargo la germinacion acumulada de 1998 sumada a la del 2000 se ajusto
a un modelo exponencial con pendiente negativa segln la férmula Y = a+be* (Fig. 17f y h). Los
valores de r*, F y P para todos los ajustes se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Valores de los coeficientes de determinacién (%), F y P de los ajustes al modelo gausiano
modificado (Y=a*exp(-o*(X/c-1)*+1/X-d))) y al modelo exponencial (Y = a+be”), que describen la relacion
entre la temperatura del Pedregai en los sitios experimentales y su respectiva germinacién. Se realizaron
dos analisis, uno para los sitios donde se colocaron semillas debajo o fuera de la sombra de cinco arboles
nodriza y en orientacion (ANALISIS 1, n = 14) y otro para los sitios donde se colocaron semillas en
crientacion Oeste dei tepozan de 14 m (ANALISIS 2, n = 7). LAB = semillas gue estuvieron almacenadas
en el laboratorio, SITIO 1 = semillas que estuvieron enterradas del Pedregal, bajo el dosel de un arbol,
SITIO 2 = sin vegetacién o SITIO 3 = junto a una roca. Los asteriscos indican los casos en donde no se
ajustaron significativamente a los modelos utilizados.

Tratamiento de las semillas Germinacion de 1999 Germinacion de 1999 sumada a
la del 2000
ANALISIS 1 r F P r F P
Sembradas en 1988 0.64 5.37 0.022 0.75 8.87 0.005
Sembradas en 1999 (LAB) * * * 0.64 8.83 0.031
Sembradas en 1889 (SITIO1) 0.49 4.87 0.033 0.33 5.33 0.041
Sembradas en 1999 (SITI02) 0.41 7.75 0.018 0.45 8.88 0.013
Sembradas en 1999 (SITIO3) * * * 0.29 4.79 0.049
ANALISIS 2 r F P r F p
Sembradas en 1998 0.83 9.88 0.028 0.83 9.74 0.029
Sembradas en 1999 (LAB) * * * 0.41 7.56 0.019
Sembradas en 1999 (SIT1I01) 0.9 18.93 0.009 * » *
Sembradas en 1989 (SITIO2) 0.73 13.66 0.014 0.67 9.93 0.025
Sembradas en 1989 (SITIO3) 0.79 7.96 0.04 * * *

La germinacién dei total de los sitios, excluyendo a los del eje oeste (n=13}, presentd
una dispersién muy amplia de los datos en un intervalo entre 16 y 19°C y fue nula a 20.6°C. La
significancia y los valores de los coeficientes de determinacion de las regresiones (r°) utilizando
la germinacién acumulada al afio 2000 (Fig. 17b, j, n) indicaron un mejor ajuste ai modelo
gausiano que la germinacion del primer afo (Fig. 17a, i, m), observandose gque el tiempo tuvo
un efecto importante sobre la germinacion. La germinacidn de las semillas del sitic 3 de
enterramiento presentd un comportamiento atipico con respecto a las demas: durante el primer



afio no se ajustaron a ningun modelo, mientras que el segundo afio se ajusté al modelo
gausiano modificado (Fig. 17q y r, respectivamente).
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Figura 17. Relacion de la temperatura promedio de cada sitic de germinacién con su respectivo
porcentaje de germinacién. La primera y |a tercera columna de gréaficas corresponden a la germinacién de
1999, ia segunda y ia cuarta a la germinacién de 1999 sumada con la def 2000. Se separ6 en dos partes
el analisis: uno para 14 sitios (debajo o fuera de la sombra de cinco arboles nodriza y en orientacién
Norte y Este detl tepozan de 14 m) y otro exclusivamente rg)ara la orientacién Oeste del mismo tepozén (n
= 7). Los ajustes tuvieron coeficientes de determinacién {r) de 0.3 a 0.9 y fueron significativos con una P
< 0.05. Las gréaficas que no presentan ajuste a los modelos (e, g, |, g y t) tuvieron una P>0.05.



Los sitios del eje ceste (n = 7) no mostraron una mejoria en ia significancia ni los valores de
r* con el paso del tiempo, excepto en el caso de la germinacion de 1999 de los testigos de
almacenamiento en laboratorio(Tabla 4). Los sitios de desenterramiento 1 y 3 pasaron de un
ajuste significativo con la germinacion de 1999 (Fig. 17k y s, respectivamente) a no significative
con la germinacion acumulada al 2000 (Fig. 171 y t, respectivamente; Tabla 4).

2. SOBREVIVENCIA

Los porcentajes de sobrevivencia en el tiempo de las plantas de las tres condiciones de
germinacion, indicaron que las plantas germinadas en el Pedregal, mostraron porcentajes mas
altos que los de las plantas del laboratorio (Fig. 18a). Las plantas germinadas fuera de las
nodrizas tuvieron la menor tasa de mortalidad, significativamente distinta a la de plantas
germinadas en el laboratorio y a la de germinadas debajo de las nodrizas (Fpg = 117.58, P =
0.0001). Las plantas germinadas debajo de una nodriza y las germinadas en el laboratorio,
presentaron la tasa maxima de mortalidad alrededor de los 80 dias después de haber sido
llevadas al Pedregal, mientras que las germinadas fuera de los arboles nodriza tardaron mas
dias en morir, presentando la tasa maxima de mortaiidad después de 100 dias (Fig. 18b).

Los porcentajes de sobrevivencia final fueron mayores en las plantas germinadas en el
Pedregal, en comparacién con los de laboratorio sin importar el efecto de las nodrizas (F g =
7.59, P =0.02; Fig. 18a).

3. ANALISIS DE CRECIMIENTO
Peso seco

El logaritmo natural del peso seco total y por partes, mostré diferencias significativas entre cada
cosecha y/o entre ia inicial y [a final para cada uno de los tratamientos (Tabla 5, Fig. 19).

Para la primera cosecha, el mayor efecto en la acumulacion de biomasa se debié al sitio
de germinacion, tanto en el peso seco total (Fp41 = 22.86, P= 0.0001; Fig.18j), como el del
cladiodo (Fpany = 52.1, P = 0.0001; Fig. 19a) y las hojas (F41) = 27.66, P = 0.0001; Fig. 19d).
Esta Ultima parte de la planta fue la Unica que tuvo un efecto significativo debido al sitio de
crecimiento {(F .45 = 5.09, P = 0.03) y a la interaccion de ambos factores (Fp 4= 4.21, P = 0.02).
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Figura 18. Sobrevivencia en funcion del tiempo de plantas de O. fomenfosa en el Pedregal de San Angel:
8) porcentaje de sobrevivencia (+ 1EE) y b) tasa de mortalidad. Las plantas se protegieron de los
depredadores y de la insolacion directa , colocdndolas dentro de una jauia de malia de alambre.

Las plantas germinadas en el laboratorio mostraron una acumulacion de biomasa total
significativamente menor con respecto a los demas tratamientos. De estas plantas, las que
crecieron en casa de sombra, significativamente distintas a las que creciercn en el Pedregal,
tuvieron los pesos més bajos. Los demas tratamientos no fueron significativamente distintos
entre si (Fig. 19j).

En la segunda cosecha, el peso seco total de todos los tratamientos fue
significativamente mayor al de la cosecha anterior, con excepcion de las plantas germinadas sin
nodriza y crecidas en casa de sombra (Tabla 5, Fig. 19k). El peso total tuvo un efecto
significativo debido al sitio de germinacién y de crecimiento (Fzany = 4.85, P =0.014 y Fy4ny =
10.77, P = 0.002, respectivamente) pero no de su interaccion (Fp4q) = 2.25, P = 0.12). El peso
seco del cladiodo Unicamente tuvo un efecto significativo del sitio de germinacion (Fz 41y = 8.01,
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P = 0.001; Fig. 19b), mientras que el de la parte subterranea lo tuvo del sitio de crecimiento
(F.e1y=18.87, P = 0.0001; Fig. 19h).

Tabla 5. Parametros estadisticos (Gradoes de libertad (acier, 1otaies), F ¥ P) de los ANOVAS aplicados al peso
seco del cladiedo (C), hojas (H), parte subterranea (PS) y peso seco total (T) y del cociente Raiz;
Vastago (R:V) de plantas (n=7) germinadas en el Pedregal debajo o fuera de un arbol nodriza y en el
laboratorio y crecidas en un sitio protegido del Pedregal (P} y en una casa de sombra (CS) para
determinar las diferencias significativas entre las tres cosechas de un mismo tratamiento.

Tratamiento | P c/nodriza P sinodriza P Lab C8 cinodriza | CS s/nodriza CSiLab
GL 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2, 20
F 61.332 69.61 37.948 70517 311286 57.734
c P 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
F 20,515 2.143 2.352 36.227 18.716 295.482
H P 0.0001 0.1463 0.1237 0.0001 0.0001 0.0001
F 10.592 12.003 11.487 9.051 5.927 10.404
PS P 0.0001 0.0005 0.0008 0.0019 0.0105 0.001
F 48.03 55.069 16.08 23.054 22992 37
T P 0.0001 0.0001 0.001 0.0001 0.0001 0.0001
F 18.247 11.984 6.193 9.757 16.039 14.361
RV P 0.0001 0.0005 0.008 £.0013 0.001 0.0002

Segun los contrastes obtenidos con la MDS, los pesos mas altos se presentaron en las
plantas germinadas y crecidas en el Pedregal independientemente de su germinacion debajo o
fuera de una nodriza, sin diferencia con el del tratamiento en casa de sombra germinadas con
nodriza (Fig. 19k). El peso seco del cladodio mostré un patron semejante (Fig. 19b). Los pesos
de la parte subterranea de plantas crecidas y germinadas en el Pedregal fueron de los mas
altos {Fig. 19h).

En la tercera cosecha, las plantas germinadas en el laboratorio, independientemente de
su lugar de crecimiento, y las germinadas debajo de una nodriza crecidas en casa de sombra
no incrementaron significativamente su peso con respecto a la cosecha anterior (Tabla 5, Fig.
191,

66



L qeT1so

TIPS vy Yy
vOOOOOO‘O‘“‘“‘O&O (R X AN
B RO P O S X S o X X

8 HI T weso

AR

| u/sd

L Upd

ab ab ab zp a

——

qeqs0

HANNNNN

N

o M- wsso

T T A T T
B o I KK IR IR
DX AN

AR RN
B R K K R K M R R X R R

— UPRSD

qeld

u/sd

1111111111111

SEEFLELG SO

© RRIIIIMINRR

o

© AR

o |

i T
© <+ ™

(;. 0L x Bw) 0O3S 0S3d N1

[ee]

o

TRATAMIENTOS

laboratorio) v el sitio de crecimiento (P

con nadriza, s/n = sin nodriza o Lab
casa de sombra. Las letras sobre las barras indican grupos homogénecs entre

tratamientos de cada cosecha.
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El sitio de germinacidon mantuvo su efecto significativo en el peso seco total, el del
cladiodo y de las hojas (Fo4) = 20.03, P = 0.0001; Fp4n = 32.72, P = 0.0001; Fz41y= 25.8, P =
0.0001, respectivamente). El sitio de crecimiento afect6 significativamente e! peso total, el de las
hojas y de la parte subterranea (Fq 4y = 11.64, P = 0.002; F(1 41, = 157.87, P = 0.0001; F(141) =
6.21, P = 0.018, respectivamente). La interaccidn de los dos factores fue significativa en el peso
det cladiodo y de las hojas (Fp41y= 4.75, P = 0.015; F41y= 28.5, P = 0.0001, respectivamente).
Al igual que en la segunda cosecha, {as plantas germinadas y crecidas en el Pedregal tuvieron
los pesos mas altos (cladiodo, Fig. 19c¢; hojas, Fig. 19f y total, Fig. 19i), significativamente
distintos a los de plantas germinadas en laboratorio, las cuales presentaron los menores pesos
(cladiodo, Fig. 19¢ y total, Fig. 191).

Tasa relfativa de crecimiento (RGR)

Para el intervalo de la primera a la segunda cosecha, el sitio de germinacion tuvo un
efecto significativo sobre la RGR dei cladiodo (Fp4y = 12.72, P = 0.0001). Las semillas
germinadas en el laboratorio presentaron las mayores tasas de crecimiento relativo para el
cladiodo (Fig. 20a), significativamente distintas a las de los demas tratamientos.

En el siguiente intervalo (de la segunda a la tercera cosecha), la RGR total de todos los
tratamientos disminuyd significativamente con respecto a la cosecha anterior (Fig. 20d). La
RGR de las hojas cotiledonarias(Fig. 20b) mostro diferencias entre tratamientos debidas al sitio
de crecimiento (F; 49y= 5.61, P = 0.023), ademas fue la Gnica parte de la planta que tuvo valores
negativos de RGR. No se encontraron diferencias significativas en las RGR de las demas partes
de las plantas ni en la total (Fig. 20a, ¢, d).

En la RGR de la parte subterranea no se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos en ninguno de los periodos analizados (Tabla 5, Fig. 20c). Tampoco se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos en plantas crecidas en casa de sombra
germinadas bajo nodriza (RGR total, Fig. 20d y por partes, Fig. 20 a-¢) y sin nodriza (s6lo RGR
de la parte subterranea, Fig. 20c y total, Fig. 20d) para ninguno de los dos intervalos, asi como
para aquéllas germinadas sin nodriza y crecidas en el Pedregal (sélo RGR de hojas, Fig. 20b).
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Figura 20. Tasa relativa de crecimiento {(RGR, + 2EE) del cladiodo (a), hojas cotiledonarias (b), parte
subterranea (c) y total (d) para los intervalos de primera a la segunda cosecha (barras claras) y de la
segunda a la tercera cosecha (barras con diagonales) de plantas de O. fomenfosa. Los tratamientos
evaluados fueron el sitio de germinacion (c/n = con nedriza, s/n = sin nodriza o Lab = laboratorio) y el sitio
de crecimiento (P = Pedregal o CS = casa de sombra).
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Cociente raiz:vastago (R:V)

En el cociente raiz:vastago se encontraron diferencias significativas tnicamente entre la primera
y la segunda cosecha para cada uno de los tratamientos (Tabla 5, Fig. 21). El sitio de
germinacion tuvo un efecto significativo en la asignacion de recursos a la parte aérea o a la
parte subterréanea, manteniéndose durante las tres cosechas (Fz 41y = 44.55, P = 0.0001; Fg4yy =
5.17, P = 0.011; Fpa4y = 19.55, P = 0.0001, respectivamente). Unicamente en la segunda
cosecha, el sitio de crecimiento tuvo un efecto significativo (F 44y = 4.7, P = 0.037). No obstante,
la interaccién de ambos factores nunca fue significativa.
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Figura 21. Cociente rafz:vastago (+ 2EE} de plantas de O. fomentosa, evaluado segin el sitio de
germinacién (c/n = con nodriza, s/n = sin nodriza o Lab = laboratorio) y e sitioc de crecimiento (P =
Pedregal o CS = casa de sombra). Las barras blancas correspenden a |a primera cosecha, las barras con
diagonales hacia arriba a la segunda y con diagonales hacia abajo a la tercera.

Con el contraste de la MDS, se observd que en la primera cosecha las plantas
germinadas en laboratorio mostraron diferencias significativas entre si y con respecto a los
demas ftratamientos, obteniendo los valores mas altos. Los demas tratamientos no fueron
significativamente distintos entre si (Fig. 21). Por otro lado, en la segunda cosecha, Unicamente
las plantas germinadas en laboratorio y crecidas en el Pedregal mostraron diferencias
significativas con respecto a los demds tratamientos, mostrando ef valor mas alto (Fig. 21). En
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la tercera cosecha se observé el mismo comportamiento que en la primera, pero las plantas
germinadas en el [aboratoric no presentaron una relacion R:V significativamente distinta entre si
(Fig. 21).
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VI. DISCUSION

1. GERMINACION

En 1998 las plantas adultas de las cuales se extrajeron los frutos produjercn semillas con dos
tipos de latencia: una exégena, debido a la presencia del funiculo y la cubierta seminal que
impusieron una restriccion mecanica a la emergencia de la radicula; y otra enddgena,
probablemente por inmadurez fisiolégica del embrién. La presencia de dos tipos de latencia en
una semilla se denomina latencia compleja o combinada (Nikoiaeva, 1969, citado en Baskin y
Baskin, 1998). Por otra parte, se encontré que O. fomentosa es una especie fotobiastica
positiva. Con el paso del tiempo y dependiendo de las condiciones de almacenamiento los
primeros dos tipos de latencia cambiaron.

En otras especies de Opuntia se han reportado bajos porcentajes de germinacion aun
con la aplicacién de diferentes tratamientos de escarificacién, remojo o lavado con agua, acido
giberélico y temperatura constante y/o alternante, entre otros (Pilcher, 1970; Potter et al., 1989;
Godinez-Alvarez y Valiente-Banuet, 1998), a pesar de que se han cuantificado porcentajes de
viabilidad mayores al 90% (Opuntia joconostle forma cuaresmero, Sanchez-Venegas, 19897). Lo
anterior se puede deber a la existencia de latencias complejas, las cuales no se han identificado
como se hizo en O. fomentosa en el presente trabajo.

La cubierta seminal de las semillas de Opuntia spp. es muy dura, ya que ademas de las
células de la testa, que presentan paredes sumamente gruesas y grandes cantidades de
taninos (Marquez-Guzman, com. pers.), cuenta con varias capas de ceélulas con paredes
secundarias engrosadas que provienen del funiculo, el cual rodea al 6vulo (y posteriormente a
la semilla) desde etapas tempranas de su desarrollo, como se encontré en O. dilleni
(Maheshwari y Chopra, 1955). La dureza de la estructura externa de la semilla, que incluye al
funiculo y a la cubierta seminal, se refleja por el largo tiempo de escarificacion con HxSO4
concentrado requerido por O. fomentosa para germinar (1.5 h), tiempo similar al reportado para
O. edwardsii, O. discata y O. lindhheimeri (Potter ef al, 1984). Estos largos tiempos de
escarificaciéon son comunes entre las especies con cubiertas duras e impermeables. Algunas
especies de otras familias requieren de tiempos aun mayores, como la palma Chamaerops
hurnilis, que necesita tiempos de entre 4.5 y 7 h de escarificacion para germinar (Merlo et al.,
1993).



Por otro lado, se ha comprobado que la ingestion de los frutos de Opuntia por algunos
roedores y aves no interviene en el proceso de germinacion, sino que- sélo se restringe a la
dispersion de las semillas (Godinez-Alvarez y Valiente-Banuet, 1998), lo cual contribuye a la
colonizacién de habitats, al mantenimiento de la variabiiidad genética y a evitar la extincion local
{(Mandujano et al., 1998). Los tiempos de escarificacion tan largos requeridos por O. tomentosa
corroboran lo anterior, ya que ni la concentracion del H,SO,, ni el tiempo de exposicion a él, son
comparables con el tiempo de |a digestion ni con el pH del tracto digestivo de los animales que
ingieren sus frutos. El hombre posee uno de los mayores tiempos de digestion, el pH y la
concentracion del acido clorhidrico de su jugo gastrico son de 0.8-1.5 y 1 N, respectivamente
{Schmidt y Thews, 1983), valores que tienen poca relacién con el H,SO4 concentrado, el cual es
una sustancia mucho mas corrosiva. La especie en estudio es dispersada por aves y mamiferos
de menor tamario que el hombre, por lo gue el efecto de los depredadores sobre sus frutos
debe tener efecto unicamente en [a dispersién de sus semillas.

También se sabe que en el suelo se desgasta la cubierta seminal de las semillas que
presentan una cubierta dura, por la accién de microorganismos y fluctuaciones de temperatura
(Baskin y Baskin, 1998). En O. fomentosa se encontré por medio del microscopio electrénico de
barrido, que los hongos tuvieron un papel importante en la degradacion de la cubierta de
semillas desenterradas. La accién de los hongos sobre la cubierta seminal se ha reportado
Unicamente para algunas especies de importancia econdémica (Hordeum vulgare, Harper y
Lynch, 1980; Fragaria ananassa, Guttridge et al., 1984, citados en Baskin y Baskin, 1998). Sin
embargo, los cambios en la estructura de la cubierta seminal de las semillas después de haber
estado enterradas en el suelo no habian sido reportados. El efecto favorable de temperaturas
relativamente altas para la germinacion, como las que se presentan en el Pedregal diariamente
durante la época seca del afio (calor seco 180 h a 60 °C) sugiere que éstas también juegan un
papel importante en la ruptura de la cubierta seminal de O. tomentosa.

Por otra parte, se ha propuesto que |las semillas de Opuntia spp. necesitan un periodo de
post-maduracion para completar su desarrollo. En O. imbricata (Pilcher, 1970), O. lindheimeri y
O. edwardsii (Potter et al., 1989) se observa un incremento en los porcentajes de germinacion
después de un afio de almacenamiento, mientras que en O. rastrera (Mandujano et al., 1997) ia
germinacién es nula durante el afio en que son producidas e incrementa conforme aumenta |a
edad de las semilias. Las semillas de Q. fomentosa almacenadas en el laboratoric no
incrementaron su capacidad germinativa con el paso del tiempo, esto puede deberse a que las
semilias de esta especie requieren de mayor tiempo de post-maduracién. Este requerimiento se
ha relacionado con una deficiencia de acido giberélico endégeno y/o con una falta de madurez



morfoanatomica del embrion (Baskin y Baskin, 1998). En efecto, en O. tomentosa, la adicion de
acido giberélico, previa escarificacién con H,S0,, pudo romper ia latencia endégena de algunas
de las semillas recién colectadas. Sin embargo, el paso del tiempo no tuvo un efecto favorable e
incluso en semiilas escarificadas las altas concentraciones de AG; aplicadas al medio de
incubacién resultaron inhibitorias. En otras especies de Opuntia también es necesaria la
aplicacion de acido giberélico para obtener porcentajes de germinacién altos, como en O.
joconostle forma cuaresmero (Sanchez-Venegas, 1986), que requiere de la ruptura parcial de la
cubierta y posteriormente de la imbibicion con AG; en 40 ppm durante 30 minutos para obtener
una germinacién de 80% después de 43 dias. En relacion con las concentraciones de acido
giberélico requeridas por estas especies, las concentraciones utilizadas en el presente estudio
fueron altas, como es comuln en especies de zonas templadas (Gomez-Campo, 1985). Al
Pedregal de San Angel se le considera una zona templada por aititud (Rzedowski, 1954).

Durante la postmaduracion, ademas del tiempo de almacenamiento, también son muy
importantes las condiciones en donde éste transcurre. El efecto del enterramiento en la
germinacion de semillas de otras especies ha mostrado resultados variables (Baskin y Baskin,
1998). En el caso de O. fomentosa se observé un incremento significativo en la germinacion con
respecto a semillas que estuvieron almacenadas en el laboratorio. Uno de los eventos que
ocurren en el suelo que ha sido relacionado con la postmaduracion, es la disminucion de la
temperatura, la cual elimina |a latencia enddgena debido a que incrementa |as concentraciones
de AG; de la semilla o incrementa su sensibilidad a la hormona (Baskin y Baskin, 1998). Sin
embargo en las semillas de O. fomentosa no se observo una mejoria con la exposicién a las
temperaturas bajas, en cambio, se redujo su capacidad germinativa, probablemente debido a
que el requerimiento de acido giberélico que presenta inicialmente O. fomentosa en el
laboratorio se pierde posteriormente, o bien a que el periodo de estratificacion fue muy
prolengado para una especie que crece en una zona tropical con clima tempiado por altitud. Por
el contrario, para especies que habitan en Estados Unidos de América, como O. compressa y
O. macrorhiza, 1a exposicion prolongada a las temperaturas bajas en invierno es importante
para duplicar su capacidad germinativa inicial, aunque no es un factor esencial para romper la
latencia de todas las semillas (Baskin y Baskin, 1977).

Es importante resaltar que al escarificar semillas recién colectadas (incluso por 45 min)
la germinacién fue del 10%, lo que sugirid la necesidad de tiempos mas largos de
escarificacion. Sin embargo, semillas de dos meses de edad presentaron alta germinacion con
45 min de escarificacién y con tiempos mayores, probablemente debido a la maduracién de una
fraccidn de la poblacion de semillas. El acido giberélico exégeno no incremento la germinacion
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de semilias escarificadas ni tuvo efecto en semiilas no escarificadas, lo que podria representar
una latencia enddgena aiin mas compleja o que el acido giberélico exégeno no reemplazé el
efecto del tiempo de postmaduracion debido a la inmadurez morfofisiolégica del embridn, ya
gue eran necesarios otro tipo de factores, como los que sufrieron durante su estancia en el
suelo.

Durante el enterramiento, la cubierta seminal se agrieté por la accién de los hongos y
probablemente por la accién de otros factores del suelo, como cambios de humedad y
temperatura, lo gue significé un incremento en la capacidad germinativa de las semillas. Sin
embargo, cuando las semillas se almacenaron después del enterramiento, la capacidad
germinativa se incrementé en un 50% alcanzando con esto mas del 90% de germinacion. Esto
puede deberse a cambios en la estructura de la cubierta seminal debidos al almacenamiento en
las condiciones del laboratorio después del enterramiento (HR 20-50% durante diez meses), los
cuales pudieron completarse gracias a los cambios que ya habian sufrido las semillas después
del enterramiento. Otra explicacion factible es que se haya completado el proceso de post-
maduracién iniciado en el suelo (a las semillas germinadas en el campo les tomé dos afios
completar la germinacién de las muestras). La probabilidad de que haya habido una
combinacion entre cambios en la estructura de la cubierta seminal y la post-maduracion o
indica el hecho de que los tratamientos de acido fueron deletéreos para la germinacion,
probablemente porque la fraccion de semillas que germinaron sin escarificacion eran
permeables y el acido produjo su muerte, mientras que ai aplicar el AG; exdgeno a semillas
escarificadas, las semillas que germinaron fueron aquellas que no eran permeables y que al
escarificarlas absorbieron la hormona exégena, logrando con esto el balance hormonal
adecuado para su germinacion. Ninguno de estos cambios se observa en semillas almacenadas
en ¢l laboratorio durante los 18 meses de observaciones, lo que sugiere que la permanencia de
las semillas en el banco de semillas puede ser importante para la conservacion del
germoplasma del suelo y para que las semillas de O. fomentosa puedan liberarse de una
latencia compleja.

En cuanto a la relacion entre la temperatura y [a germinaciéon de varias especies de
cactaceas, se han encontrado datos contradictorios. Los trabajos de Zimmer (1967-739, citados
en Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yaies, 2000), Fearn (1974; 1981) y Nobel (1988), indican que
con temperaturas alternantes se obtienen mayores porcentajes de germinacién que con
temperaturas constantes. Asi como ocurrié en O. fomentosa, se ha demostradoc en otras
especies que no hay diferencias significativas entre un tratamiento y el otro, como en O.
phaeacantha var. discata y O. lincheimeri (Potter et al., 1984), N. fetetzo, F. flavovirens y P.
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holfianus (Godinez-Alvarez y Valiente-Banuet, 1998; Rojas-Aréchiga ef al., 1998), F. fatispinus
var. spiralis y E. platyacanthus (Rojas-Aréchiga et al., 1998).

La fluctuacion de temperatura es un factor que sustituye el requerimiento de luz en
muchas especies (Erasmus y Standen-1986), como ocurrié en las semillas de 18 meses de
edad de O. tomentosa enterradas en el Pedregal, mientras que no elimind el efecto inhibitorio
del rojo lejano en la germinacién. Las semillas de O. tomentosa mantienen su requerimiento de
luz a través del tiempo independientemente de si estuvieron enterradas o no como ocurre con
muchas especies (Wesson y Wareing, 1969), lo cual puede ser una caracteristica de 1a especie
o indicar que les faltaba mayor tiempo de maduracién para alcanzar un balance hormonal o
sensibilidad al acido giberélico endégeno para germinar totalmente en RL y en oscuridad
(Senden et al., 1986).

Las semillas de O. fomentosa no mostraron una mejoria en los porcentajes de
germinacion con el remojo en agua durante diferentes periodos, contrario a lo que sucede con
O. phaeacantha var. discata y O. lindheimeri (Pilcher, 1970), cuya germinacidén se ve favorecida
con periodos cortos de remojo en agua. Lo anterior puede deberse a que no hay sustancias
inhibitorias de la germinacion en la cubierta seminal de la especie en estudio, 0 a que con el
manejo de las semillas después de la colecta se removieron tales sustancias o a que no
absorbieron el agua porque la cubierta seminal tan dura y probablemente impermeable no se
reblandecié con el remojo.

La importancia del efecto de nodricismo en [a germinacion y establecimiento temprano
de muchas especies de cacticeas ha sido destacada en varios trabajos (Steenbergh y Lowe,
1969; Nobel, 1988; Franco y Nobel, 1989; Valiente-Banuet et al., 1991b; Godinez-Alvarez y
Valiente-Banuet, 1998). En O. tomentosa también se encontré una mayor germinacion en sitios
protegidos de la radiacién solar excesiva y con mayor humedad, pero a diferencia de io que se
ha reportado para otras cactaceas (Valiente-Banuet y Ezcurra, 1991) nc se observé una
relacion especifica con un arbol nodriza. Esto probablemente se debe a que el Pedregal ofrece
una mayor variedad de microclimas provocados por la heterogeneidad ambiental y por su
diversidad de especies que pueden jugar el papel de nodrizas. Al igual que en el Pedregal de
San Angel, para Echinocactus platyacanthus (Trujillo-Argueta, 1982) y Ferocactus histrix (Del
Castillo, 1986) la presencia de plantas nodrizas o de otros microambientes sombreados, como
los que proveen las rocas, son de gran importancia para el establecimiento de sus plantulas.

Las condiciones del medio donde se encuentren las semillas, también son de gran
importancia en la viabilidad y |a pérdida de la latencia. A medida que aumenta la profundidad de
enterramiento las fluctuaciones de temperatura se reducen y penetran diferentes calidades de



juz, en cambio, la humedad del suelo es mayor (Vazquez-Yanes y Orozco-Segovia, 1994). Los
sitios donde permanecieron las semillas sembradas superficialmente en el Pedregal desde 1998
y los de las semillas enterradas tenian diferentes condiciones ambientales, entre ellas, la
temperatura, lo cual se reflejo en los porcentajes de germinacion cuantificados en 1999, que
fueron mayores para las semillas sembradas desde 1998. En condiciones naturales y en
experimentos de laboratorio, se ha visto que al exponer semillas a periodos de hidratacién y
deshidratacion se llevan a cabo algunos procesecs bioquimicos sin liegar a la emergencia de la
radicula, lo cual provoca un “endurecimiento”, que les confiere ventajas sobre las semillas que
no han recibido este tratamiento, tales como una mayor uniformidad y velocidad en la
germinacion (Gonzalez-Zertuche et al., 2000; 2001). Debido a que tanto ta'humedad como la
temperatura y el tiempo de exposicion a éstas durante la imbibicién, afectan la respuesta
germinativa (Bradford, 1995), las semillas que estuvieron en el Pedregal, respondieron
dependiendo de las condiciones de cada micrositio. La fluctuacion de temperatura y tos cambios
de humedad pudieron haber sido mayores para aquéllas que estaban mas cerca de la superficie
del sueio y/o para las que estaban enterradas en un sitio soleado.

Por otra parte, algunos factores biéticos pueden aminorar los efectos benéficos de la
permanencia en el suelo, como el ataque de depredadores y parasitos. Las semillas sembradas
en la superficie estuvieron expuestas al ataque de depredadores, mientras que las enterradas
fueron atacadas por hongos, lo cual pudo haber representado un compromiso (Stearns, 1992)
entre la permanencia en el suelo y el riesgo que implica el estar expuestas al ataque de
parasitos y depredadores, hasta que se presentaran las condiciones adecuadas para la
germinacion.

Debido a la heterogeneidad ambiental que se presenta en una comunidad como la del
Pedregal de San Angel, el éxito en la germinacion de O. tomentosa requiere, entre otros
aspectos: 1) que las semillas sean llevadas a un sitio seguro (Harper, 1977) donde puedan
permanecer mientras se dan las condiciones adecuadas para su germinacion, evitando asi la
depredacion e incrementando las posibilidades de establecimiento y 2) que las semillas
presenten una respuesta polimdérfica a la heterogeneidad ambiental que asegure la germinacion
y el establecimiento en el momento adecuado para ello.

El tipo de latencia que presentan las semillas de O. tomentosa puede favorecer la
formacion de bancos de semillas debido a que presentan semilias con diferentes caracteristicas
morfologicas (grosor de la cubierta seminal) y fisiologicas (profundidad de la latencia) que
dieron como resultado una respuesta muy variada a los tratamientos aplicados en iaboratorio y
por lo tanto con la posibilidad de germinacién en condiciones naturales durante mas de dos
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épocas de lluvia. Este polimorfismo se apoya también en la variacion que existe en las
caracteristicas fisioldgicas y morfolégicas de las semillas de diferentes cosechas, como se pudo
observar al germinar semillas producidas en 1998 y en el 2000.

Al imbibir semillas colectadas en el 2000, se observé que habia una pérdida de peso con
tiempos de escarificacion entre 5 y 45 minutos, ajustandose a una recta con pendiente negativa,
probablemente debido a la pérdida de soluios y de materia organica de la cubierta seminal,
mientras que el ajuste a una recta con pendiente positiva encontrado en las semillas
escarificadas por mas de 45 minutos indicé que con estos tiempos la toma de agua por parte de
las semillas fue mucho mas rapida, por lo que también germinaron con una mayor velocidad.
Sin embargo, todos los tratamientos mostraron porcentajes de germinacién muy altos, contrario
a lo que sucedid con las semillas colectadas en 1998, cuya latencia era mucho mas compleja.
Esta variacion en el comportamiento germinativo de semillas producidas en diferente afio puede
ser explicada por efectos maternos fenotipicos (Roach y Wulff, 1987) que son el resuitado de
las diferencias en el ambiente durante la maduracién de las semillas (Guiterman, 1880/1981), la
disponibilidad de recursos (Wulff, 1995) o por diferencias en la tasa de desamolic de las
estructuras que rodean a las semillas de una misma pfanta e incluso dentro de un mismo fruto
(Silvertown, 1984).

Algunos de los efectos maternos mencionados pueden ser la causa del polimorfismo de
ias semillas de O. tomentosa. Lo anterior puede ser de gran importancia para esta especie, ya
que debido a la heterogeneidad ambiental del Pedregal de San Angel, es necesario que
especies como esta, que tienen tasas de crecimiento tan lentas, posean mecanismos- de
reclutamiento de individuos, ademds de la reproduccién vegetativa, que aseguren la
permanencia de la especie.

Debido a lo anterior, es necesario cuantificar de manera mas detallada la longevidad
ecologica de las semilias que han permanecido durante diferentes periodos de tiempo y bajo
distintas condiciones microambientales en el suelo, para entender el papel que juegan el
polimorfismo de las semillas y la heterogeneidad ambiental en la preservacion de la variabilidad
genética de la especie en el banco de semillas, asi como su contribucion a la poblacion de las
plantas que se establecen en diferentes afios. También seria de gran importancia llevar a cabo
un mayor numero de estudios donde se compare el comportamiento germinativo de semillas
producidas en diferentes afios, para investigar los efectos maternos que pueden inducir el
polimorfismo y sus implicaciones en la formacion de bancos de semillas persistentes.
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2. SOBREVIVENCIA

Los porcentajes de sobrevivencia obtenidos en este estudio fueron altos en comparacion con lo
reportado para las piantas de otras especies. En condiciones naturales, el establecimiento se ve
afectado negativamente por factores bidticos, como la depredacién de semillas y pidntulas por
herbivoros, como se demostré en O. rastrera (Mandujano et al., 1998), asi como por factores
ambientales.

La alta sobrevivencia podria deberse a que las plantas estaban protegidas de los
depredadores y de la radiacion excesiva, tanto en casa de sombra como en el Pedregal, donde
las plantas se colocaron bajo el dosel de arboles de la zona, ademas, el riego aplicado pudo
haber contribuido a que la mortalidad fuese baja. Resultados similares se encontraron para
plantas de Wilcoxia viperina crecidas en condiciones de casa de sombra asi como en espacios
abiertos, con aplicacion de riego constante y proteccion contra depredadores (Alvarez y
Montafia, 1997). Sin embargo, aun en esas condiciones experimentales la sobrevivencia de
Cephalocereus hoppenstedtii fue nula después de once meses (Alvarez y Montarfia, 1997). La
diferencia en la respuesta de las distintas especies podria deberse a la sensibilidad diferenciat a
las oscilaciones de temperatura, en particular al limite inferior (Alvarez y Montafia, 1997). En el
caso del Pedregal de San Angel estas oscilaciones son muy amplias, por lo que podria
suponerse que la sobrevivencia de las plantas de O. tomentosa puede estar determinada por
factores ambientales diferentes a las bajas temperaturas, como lo indicaria su distribucién en el
Vzlle de México, que al encontrarse a una altitud de 2240 msnm, presenta temperaturas muy
bajas durante el invierno.

Algunos factores abidticos pueden incrementar la sobrevivencia y crecimiento de las
plantas de cactaceas, entre ellos, la disminucion de la radiacion solar, el aumento en los niveles
de humedad y la cantidad de nutrimentos, como se ha demostrado en numerosas especies
(Valiente-Banuet y Ezcurra, 1991; Valiente-Banuet et al., 1991 b; Nolasco et al., 1997; Godinez-
Alvarez y Valiente-Banuet, 1998; Carrillo-Garcia et al., 2000). El sitio de germinacion en el
Pedregal de San Angel (ya sea con o sin nodriza) no influyé en la sobrevivencia de las plantas
de O. formentosa. En un estudio realizado por Mandujano ef al. (1998) con O. rastrera, se
encontré un resultado similar, en donde no hubo diferencias en la sobrevivencia de plantas
provenientes de una nopalera y un pastizal.

Sin embargo, la sobrevivencia significativamente menor de ias plantas germinadas en el
laboratorio, sugiere que durante la germinacién en condiciones naturales, podria existir una
preaclimatacion de las plantas a las condiciones ambientales del lugar de crecimiento, debida at
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endurecimiento natural de las semillas (Gonzalez-Zertuche et al,, 2001). Las oscilaciones de
temperatura y humedad en el Pedregal de San Angel pudieron causar ciclos de imbibicién y
deshidratacion de las semillas con un efecto de endurecimiento que pudo expresarse en un
mayor porcentaje de sobrevivencia. Las semillas de O. fomentosa germinadas en el Pedregal
pasaron por dos fases de permanencia en el suelo, lo cual pudo representar periocdos de
aclimatacion acumulada. Estos periodos de hidrataciéon y deshidratacién pudieron haber sido
mas drasticos durante la segunda fase de aclimatacion, cuando se les sembro superficialmente
para germinar en el Pedregal, mientras que durante el enterramiento a 12 cm de profundidad
previo (primera fase de aclimatacion) las fluctuaciones de humedad y temperatura debieron ser
menores, lo que se reflejé en la sobrevivencia de las plantas que provenian de semillas
enterradas y germinadas en el laboratorio.

En cinco especies de pastos, la duracién de los periodos de hidratacion y deshidratacion
a las que estuvieron sometidas las semillas en condiciones de laboratorio, presentd una relacion
lineal con la sobrevivencia (Fraiser, 1989). El vigor de las semillas es la principal restriccion
fisiolégica que interviene en el desempefio de las plantulas en condiciones naturales en las
etapas iniciales de su establecimiento (Matthews y Powell, 1986). Como se mencioné
anteriormente, durante el endurecimiento ocurren cambios bioquimicos y reparaciones sin
disparar la gemminacion (Bray, 1995; Gonzalez-Zertuche et af, 2001), probablemente el
endurecimiento de las semillas sembradas en el Pedregal, incrementé su vigor debido a los
cambios que pudieron ocumir durante los periodos de imbibicion y deshidratacion a los que
estuvieron sometidas las semillas antes de germinar en el Pedregal

3. CRECIMIENTO

En general, el sitio donde germinaron las semillas tuvo el mayor efecto en las variables de
crecimiento analizadas, sobre todo en los primeros meses de edad; con el paso del tiempo, las
plantas respondieron tanto morfolégica como fisiolégicamente a las condiciones de crecimiento
de cada tratamiento, es decir, se aclimataron. Existen pocos trabajos en la literatura que
reporten valores de tasas relativas de crecimiento (RGR) para plantas de cactaceas, entre ellos,
los valores de RGR total obtenidos para Neobuxbaumia tetetzo y Pachycereus hollianus en el
Valle de Tehuacan, Puebla (18°20'N, 97°28'W) en dos tipos de suelo y tres niveles de
iluminacién (Godinez-Alvarez y Valiente-Banuet, 1998) son semejantes a los obtenidos para las
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plantas de O, tomentosa que crecieron en el Pedregal durante el intervalo entre la primera y
segunda cosecha.

La sombra es un factor esencial para e! crecimiento de las plantas de rmuchas especies
de cactaceas. Nolasco et al. (1997), reportan que las plantas de Stenocereus thurberi que
crecen en bajas intensidades de luz y aita disponibilidad de agua tienen una mayor acumulacion
de biomasa que bajo otros tratamientos donde se expone a las plantas a mayores niveles de
irradiacion. Godinez-Alvarez y Valiente-Banuet (1998) indican que las mejores condiciones para
el crecimiento se dieron en el sitio donde la radiacion solar disminuyd en un 97%, porcentaje
similar al de los sitios en donde crecieron los individucs de O. fomentosa, tanto en casa de
sombra como en el Pedregal.

La disminucién en la RGR total de las plantas de O. fomentosa observada en todos los
tratamientos durante el intervalo entre la segunda y la tercera cosecha con respecto al primer
intervale, podria atribuirse a que este intervalo corresponde a la época de sequia en el
Pedregal, por lo que se puede considerar que las plantas respondieron fisiologicamente a la
desecacion. Se ha reportado que las especies de los desiertos se pueden aclimatar
fisiologicamente a las variables ambientales estresantes en periodos tan breves como 24 h
(Grime, 1979), aunque pueden responder morfoldgicamente con igual rapidez a condiciones
favorables, ya que con la llegada del agua al suelo, las cactaceas desarrollan raices efimeras
(lamadas raices de lluvia) en raices ya establecidas en un periodo de 6-8 h, y posteriormente
pueden desaparecer con la gradual desecacion del suelo (Kausch, 1965; Nobel y Sanderson,
1984, citados en Von Willert ef al., 1992).

La aclimatacidn fisiolégica a las condiciones de estrés se ha descrito principalmente con
base en el estudio de la fotosintesis y al comportamiento estomético, mas que con base en el
analisis de crecimiento (Kluge y Ting, 1978, Grime, 1979). Esta también se ha identificado en la
acumulacion nocturna de acide mdlico, la cual disminuye conforme decrece el contenido de
agua en la planta, como ocurre con O. basilaris en el desierto de Sonora y con Plectranthus
marrubioides (Szarek y Ting, 1974; Herppich, 1989, citados en von Wiliert et al., 1992). Durante
periodos de sequia muy severa la apertura estomatica y por lo tanto, la fotosintesis, puede estar
restringida a una fase corta después del amanecer e incluso puede haber una completa
suspension de la toma neta de CO, (Von Willert et al., 1992). L.as cactaceas pueden vivir largos
periodos sin toma de CO, al reciclar el que se produce enddégenamente a través de su
metabolismo CAM (Kluge y Ting, 1978). Todas estas respuestas de aclimatacion al estrés de
agua pueden estar relacionadas con los valores de RGR encontrades en O, fomentosa durante
la época seca del ano.
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Las plantas que germinaron y crecieron en el Pedregal (independientemente del efecto
de una nodriza), tuvieron una acumulacién de biomasa significativamente mayor durante las
tres cosechas, sugiriendo una posible aclimatacion a las condiciones del Pedregal desde su
germinacion. En el peso seco de las hojas cotiledonarias de todos los tratamientos, no se
encontraron diferencias significativas para ninguna de las tres cosechas, probablemente debido
a que en las plantas de todos los tratamientos estaba ocurriendo de manera uniforme la
traslocacion de nutrimentos al cladiodo, debido a lo cuat se obtuvieron tasas negativas. Baskin y
Baskin (1977) mencionan que en O. compressa, las hojas cotiledonarias se pierden durante el
primer mes de edad, en cambio, en O. tomentosa se retuvieron durante mas tiempo.

Las plantas germinadas en el laboratorio mostraron la mayor RGR del cladiodo durante
el intervalo de la primera a |la segunda cosecha. Las RGR difieren ampliamente de las de las
plantas germinadas en el Pedregal debido a que en las piantas germinadas en el iaboratorio los
cladiodos eran muy pequefios e incluso no los habian desarrollado, y al ser trasladadas al
Pedregal crecieron rapidamente, a diferencia del de las semillas germinadas en el Pedregal,
cuyos cladiodos ya estaban formados desde el inicio del experimento, por lo que no tuvieron
que aclimatarse a las condiciones de este sitio, como tuvieron que hacerio las que germinaron
en un sitio con mayor humedad vy sin fluctuaciones de temperatura (camaras de germinacion).
Esto explica que las RGR fueran m4s altas en las plantas germinadas en el |aboratorio, a pesar
de que tuvieron los menores valores de acumulacién de biomasa. El incremento en RGR desde
la primera cosecha sugiere una preaclimatacion de la planta a las condiciones del Pedregal, o
bien una capacidad de la especie para responder rapidamente a las condiciones de estrés,
como las aclimataciones fisiolégicas que se han reportado previamente en la literatura. En el
primer caso, el enterramiento inicial de las semiflas podria ser determinante como un proceso
de aclimatacidn, desgraciadamente no se tuvieron suficientes plantas como para tener controles
con semillas que no hubieran estado enterradas previamente.

En las plantas de O. tormentosa hubo una mayor asignacion de biomasa a la parte aérea
desde etapas tempranas de su crecimiento, los valores de los cocientes R:V en promedio para
las tres cosechas fueron de 0.26 + 0.045 para las plantas de las semillas que germinaron en el
Pedregal y 0.48 + 0.14 para las plantas de las semillas germinadas en el laboratoric. Nobe!
(1994) refiere cocientes RV bajos (0.08-0.14), para individuos adultos de Ferocactus
acanthodes y Q. ficus-indica, como un mecanismo de almacenamiento de agua que minimiza la
pérdida de agua por volumen de suelo, ya que éste se encuentra constantemente en
desecacion. En individuos mas jévenes, este cociente puede ser mayor pero siempre es



comparativamente mas bajo que el cociente promedio de otras piantas perennes gue habitan
desiertos frios (>5) o célidos (0.9) (Nobel, 1994).

En la primera cosecha, ias plantas germinadas en el laboratorio presentaron cocientes
R:V mayores que las plantas germinadas en el Pedregal, probabiemente debido a que la mayor
asignacion a raiz les permitid aclimatarse a las condiciones de crecimiento El compromiso
raiz:vastago se regufa por la utilizacién de los recursos almacenados y por la capacidad de las
plantas para capturarios (Grime, 1994), por lo que existe una asignacion diferencial de éstos en
condiciones estresantes y de heterogeneidad ambiental (Grime, 1979). En este estudio, se
observd que la prioridad fue ia asignacion a {a parte aérea en condiciones estresantes. Después
de la primera cosecha en ningln fratamiento se observaron cambios que indicaran que este
ajuste morfoldgico al estrés continuara. Sin embargo, la apariencia y la coloracion rojiza de las
plantas de! Pedregal indicaron que siguieron presentandose cambios fisiolGgicos en respuesta a
las condiciones ambientales. Nobel (1988) relaciona la proporcion Volumen/Area (M/A) de la
parte aérea de las cactaceas con diferentes disponibilidades de agua segtin las condiciones de
crecimiento. Una evidencia de esto podria ser {a baja relacidén V/A observada principalmente en
las plantas gue germinaron y crecieron en el Pedregal.

Los resultados de este experimento indican que las plantas de O. fomentosa, cuando
son aisladas de algunos factores bidticos como la depredacién, pueden aclimatarse a las
condiciones ambientales que se presentan en las primeras etapas de su establecimiento. Las
cactaceas son plantas extremadamente resistentes a las condiciones del ambiente en el cual se
desarrolian. La tolerancia a la desecacion es un factor crucial en su establecimiento (Nobsel,
1988). En Camnegiea gigantea se ha reportado que plantas completamente hidratadas de 7
meses de edad, pueden perder hasta un 60% de su contenido de humedad y aun asi sobrevivir
(MacDougal, 1912; citado en Nobel, 1988).

A pesar de que Ias plantas de O. fomentosa se colocaron en la sombra es importante
sefialar que Ia resistencia a fas variaciones diumas en la temperatura y especialmente a las
temperaturas altas fue determinante en la aclimatacion que poseen estas plantas, debido a que
la sombra no fue una variable constante a lo largo de! dia, mas bien redujo el nimero de horas
de insolacién directa, por lo tanto, debido a las caracteristicas de la atmoésfera en el Valle de
México y al sustrato y tipo del suelo del Pedregal, las plantas debieron estar expuestas a
amplias variaciones de temperatura a lo largo del dia. Varias especies han demostrado ser
tolerantes a temperaturas de 65 a 70 °C al estar sometidas a ellas por periodos de una hora
(Nobel et al,, 1986). Se ha visto que muchas plantas sintetizan proteinas pequefias de “choque
térmico”, que protegen contra temperaturas que resultarian letales de no estar presentes tales



proteinas (Key ef al., 1985; Ananthan ef a/,, 1986, citados en Nobel, 1988). En C. gigantea y
Ferocactus acanthodes se ha reportado la sintesis de proteinas de bajo peso molecular al
incrementar las temperaturas de crecimiento, que pueden estar involucradas en la aclimatacién
a las altas temperaturas (Kee y Nobel, 1986, citado en Nobel 1988). Sin embargo, en las
cactaceas se desconocen todavia los mecanismos fisiolégicos que actGan en la resistencia a
los diferentes tipos de estrés que sufren las plantas en las etapas posteriores a la emergencia
por lo que es necesario desarrollar un mayor nimero de estudios sobre este tema.
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Vil. CONCLUSIONES

La escarificacién acida junto con la adicion de hormonas en el laboratorio tiene un efecto
similar al de los factores que ocurren en el tiempo de post-maduracion de semillas
enterradas en el Pedregal.

E! tiempo de aimacenamiento y las condiciones en las cuales éste transcurre influyen
directamente en la respuesta germinativa de las semillas de Opunfia fomentosa en
condiciones naturales y de laboratorio.

El conjunto de factores bidticos y abidticos, que se presentan durante el enterramiento en el
Pedregal promueven la germinacion al liberar a las semillas de su estado latente.

Dentro de los factores bidticos del enterramiento, destaca la accién de los hongos, que
promueven la degradacion de la cubierta seminal, con la penetracién de sus hifas al interior
de la semilla y la formacion de oquedades en la cubierta seminal.

La respuesta polimérfica de la germinacion en el laboratorio y en el Pedregal, indica que las
semillas colectadas en 1998 tenian diferentes caracteristicas de la cubierta seminal y/o en el
estado de desarrollo del embrién.

La relacién entre la temperatura y la gemminacion en el Pedregal sefiala que hay un intervalo
de temperatura por encima del cual se inhibe la germinacion.

El aporte de sombra estimula la germinacion, sea de un arbol, hierba, roca, etc. pero las
condiciones microambientales de cada sitio son las que determinan la germinacion.

La germinacion de las semillas de O. tomentosa en el Pedregai de San Angel, significa una
ventaja con respecto a la germinacion en el laboratorio, expresada en una mayor
sobrevivencia y mayor acumulacion de biomasa en ias plantas germinadas en el Pedregal
como resultado de una posible preaclimatacion a las condiciones ambientales del Pedregal.
Existe una aclimatacion de las plantas a las condiciones microambientales ain cuando el
sitio de germinacién de las semillas represente una desventaja, por medio de mecanismos
morfologicos y fisiolégicos que les permiten resistir las condiciones adversas que se les
presenten.

La sombra es un factor esencial en la sobrevivencia y el establecimiento de las plantas en
condiciones naturales, ya que en las etapas tempranas de su desarrollo son muy
susceptibles a la deshidratacion y a la radiacién excesiva.
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IX. ANEXO

Tabla A. Valores de y F de los ajustes a un modelo exponencial sigmoide, segan la formula
Y = &/(1 + bexp(-cx)), correspondientes a las figuras 3 y 4. Todos los ajustes fueron significativos
con una P < 0.00001.

Temperatura constante Temperafura alternante
(24 °C) {20 - 35°C)

Tratamiento ,.2 F # F
Testigo 0.89 185.14 0.98 717.75
1000 ppm AG3 0.97 678.41 0.98 887.63
2000 ppm AG3 0.95 303.78 0.92 254.91
45 min esc/ 1000 ppm AG3 0.91 204.38 0.98 1428.05
45 min esc/ 2000 ppm AG3 0.90 245.47 0.99 1575.45
1h esc/ 1000 ppm AGs 0.88 184.82 0.94 319.4
1h esc/ 2000 ppm AG; 0.92 250 0.91 219.96
1.5 h esc/M1000 ppm AG3 0.94 535.89 0.97 857.89
1.5 h esc/2000 ppm AG5 0.98 2034.49 0.96 531.49

Tabta B. Valores de r? y F de los gjustes a un modelo exponengial sigmoide, segdn ia fdrmuila
Y = al(1 + bexp(-cx)), correspondientes a la figura 6. Todos los ajustes fueron significativos con
una P < 0.00001.

Temperatura constante  Temperatura alternante
(24 °C) (20 - 35°C)
Tratamiento r? F A F
Testigo 0.90 187.56 0.95 333.36
Estratificacién 0.97 484.89 0.99 3631.67
Escarificacién 0.87 887.72 0.98 118.89
Estratificacion y escarificacion 0.98 1504.47 0.98 904.24

Tabla C. Vaiores de r? y F de los ajustes a un modelo exponencial sigmoide, segun la formula
Y = al(1 + bexp(-cx)), correspondientes a la figura 7. Tedos los ajustes fueron significativos con
una P < 0.00001.

Temperatura constante Temperatura alternante
(24 °C) {20 - 35°C)
Tratamiento P F Tratamiento v F
Testigo 0.97 254.31 90 h calor seco 0.94 184.04
24 h remejo 0.98 797.48 180 h calor seco 0.96 482 .95
48 h remojo 0,92 242.03
72 h remojo 0.99 703.20
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Tabla D. Vaiores de r* y F de los ajustes a un modelo exponencial sigmoide, segun la formula
Y = af(1 + bexp(-cx)), correspondientes a las figuras 8, 8 y 10. Todos los ajustes fueron signifi-
cativos con una P < 0.00001.

SITIO 1 SITIO 2 SITIO 3

Tratamiento 1 2 F 2 F 2 F
Testigo 0.98 328.77 0.95 456.98 0.85 108.61
1000 ppm AG3 0.98 810.66 0.99 105.71 .97 863.48
2000 ppm AG3 : 0.87 132.67 0.92 246.39 0.92 29418
45 min escarificacion 0.59 23 0.85 86.95 0.86 89.81
45 min esc/ 1000 ppm AG3| 0.98 | 1010.41 0.98 130455 | 098 | 1141.03
45 min esc/ 2000 ppm AG3 | 0.98 799 0.99 6062.03 | 099 | 3286.78
1 h escarificacién 0.89 162.21 0.92 149.76 0.86 113.15
1h esc/ 1000 ppm AG3 098 | 1136.96 0.99 223298 1 0.98 | 1203.68
1h esc/ 2000 ppm AG3 0.99 937.87 0.98 1185.06 { 0.99 | 1492.39
1.5 h escarificacién 0.98 509.39 0.92 167.90 0.88 170.56
1.5 h esc/1000 ppm AG3 0.98 | 1013.63 0.97 597.12 0.94 315.29
1.5 h esc/2000 ppm AG3 0.97 597.56 0.98 720.38 0.99 | 2259.05

Tabia E. Valores de r* y F de los ajustes a un madelo exponencial sigmoide, segin la férmula
Y = af{1 + bexp(-cx)), correspondientes a la figura 12. Todos los ajustes fueron significativos
con una P < 0.00001.

LABORATORIO SiTIO 1 SITIO 2 SITIO 3
EDAD ,2 F r F ,.2 F P F
8 meses 097 | 456.98 | 0.98 37312 | 0.95 | 419.68 0.85 108.61
10 meses 093 242361 0.88 168.10 | 0.91 | 209.72 0.92 230.93
12 meses 0.6 | 244.36 | 0.98 1131.12 | 0.99 | 1505.35 | 0.96 466.83

15 meses 091 [176.76 | 0.98 72319 | 095 | 351.79 0.91 236.74
18 meses 091 (20126 [ 099 | 2401.76 | 0.98 | 148763 | 0.98 | 1110.74

Tabla F. Valores de r? y F de los ajustes a un modelo exponencial sigmoide, segtn la formula
Y = a/(1 + bexp(-cx)), correspondientes a la figura 13. Todos los ajustes fueron significativos
con una P < 0.00001.

Temperatura constante Temperatura constante
{24 °C) {24 °C)

Tratamiento e F Tratamiento 2 F
Testigo 0.99 | 2465.44 | 1h escarificacion 0.90 | 227.67
5 min escarificacion 0.97 972.42 | 1.25 h escarificacion 0.96 642.78
10 min escarificacion _ 0.97 1089.39 | 1.5 h escarificacion 0.93 458.79
30 min escarificacion | 0.94 423 54 |2 h escarificacion 0.96 608.91
45 min escarificacién | 0.85 142.48
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