UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
Eg ! DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES

CUAUTITLAN

Tratamientos pregerminativos en semillas de

Pinus cembroides.

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
INGENIERA AGRICOLA
P R E S E N T A

MONICA YAZMIN LOPEZ SANCHEZ

ASESOR: M.C. FRANCISCO CRUZ PIZARRO

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. DE MEX. 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradecimientos

A Dios, por acomodar las cosas en el universo.

A la Universidad Nacional Auténoma de México, por ser la institucion ptublica que me ha
brindado gran parte de lo que soy.

Al M.C. Francisco Cruz Pizarro, por ser el guia de este trabajo, por su paciencia, tiempo y
disposicion.

A mi madre Ofelia Sdnchez Ortiz, por el impulso que me brindé para terminar este trabajo,
por su entrega, por su fortaleza bien ganada por los afios y por ser todos los dias el soporte
de mi vida.

A Nelson Martinez, por su apoyo y compania.



INDICE

Pag.

1. INTRODUGCCION ....cootiitiriireeeeieesseesesasessssessssssssssss st asssesssssassssssanes 1
R O 1 o] [ Yo 0 T 0 T=T - | TSR TPRT 3
1.2.  ODJetiVO PATICUIAIES.......eceeiveeieeeie ettt et e re e eneens 3
G TR o [T (=T [ SRS 3

2. REVISION DE LITERATURA ....cooooiieeeteeee ettt tesee s sttt 4
2.1, CaracteristiCas de 18 ESPECIE. ......cieveiierieiee ettt 4
2.1.1. DISHADUCION ...ttt 4
0 [ 110 Yo 5 7= (o T OSSR 5
2.1.3.  Situacion ecolOgiCa-SOCIAl .........cceeveieeiieie e 5
21140 USDS ..ottt n e 6
2.1.5.  ProBIEMALICA ......ooveieiieeeee e 6
2.1.6. Caracteristicas de la formacion de semillas...........cccocoreviiiiiiiiniiiieeee, 7
2.1.6.1.  Formacion de estructuras masculinas y femeninas.............cccoocevveveveeieennenn, 7
2.1.6.2.  POHNIZACION ......ccviiiiiiiiiieeeeee s 9
2.1.6.3.  FertiliZaCiON......cciiiiii e 10
2.1.6.4.  Embriogénesis y desarrollo de semilla...........cccoevveviererenniicieiice e 11
2.1.6.5.  Caracteristicas de la semilla de pPiN0 ..........ccceeveiiiiiiic i 13
2.2, GEIMUNACION... ..ttt ettt b et b et bt b e nr et eb et e et nb s 14
221, DEFINICION ..o 14
2.2.2.  CaraCteristiCas gENErales ..........ccoiriiirireiieiseriees e 15

2.2.3. FASES 0 BLAPAS ... eeeeeeiiiieiie ettt aeenneas 15



2.2.4. Evaluacion del proceso germinatiVo.........cccceeveieeiieiieieeie e ee e 18

2.2.5.  Requerimientos para la germinacion ..........ccccocueivereiiieieeiesiee e eie e e 20
2.2.5. 1. EXOQENOS ..uveuiteieieieeie sttt sttt sttt sttt bttt bbb et ane e 20
A T = 1o (oo < o 0L ST PRR 23
2.3.  Pruebas de viabilidad ............cccoiiiiiiiii s 26
2.4. Referencias asociadas a la germinacion de semillas............ccccoocevvevivivniiciie s 29
2.5, Tratamientos PregerMiNAtiVOS .........cceiverreieiieesesieeseeseesee e eseessee e e seesrae e eneesseeseeas 31
2.6.  Postmaduracion del embrion...........ccoceiiiiiiiii s 36
3. MATERIALES Y METODOS.......cooiiiiieieesieeeee st esaetessassenes st essese s 40
3.1, Ubicacion del eXPerimento ........c.coeiiiiieieiie ettt ra e 40
3.2, Material VEQELAL ........ccveiieiice ettt 40
3.3, Diseflo eXPerimental ... 40
A, SUSITALO ..o 40
3.5, CondiCiONES dE SIEMDIA ........ccviiiiitiitiiiiiee e 41
3.6. Pruebas previas a la aplicacidn de l0s tratamientos...........cccccveveiveeieeieiieeie e 43
3.6.1.  Pruebas de imbBibICION ..o 43
3.6.2.  Pruebas de viabilidad.............ccoooiiiiiiiii 43
3.7, Variables de eSUAIO........cuoiiiiiiiiiee e 43
3.7.1. Diasainicio de germinacCion ...........cccecoueiiieiiiiieieeie et 43
3.7.2.  Valor gerMINAtiVO......ccveieieeiieeie s sie et et re e e e e ste e e sneenneas 43
3.7.3.  Longitud de radiCula.........cccveiueeiiieeie e 44
4. RESULTADOS Y DISCUSION ......coiiieiiieesterees st esae s s s 45
4.1  Pruebas previas a [0S tratamientos ...........coeiierieiiiie e 45
411  Pruebas de imbibDICION ........ccooiiiiiiiiiic e 45

41.2 Pruebas de VIaDIAad . ........cooiieeeeee et 46



4.2 NVariabIES 0B BSTUGIO ... .eeeeeeee et e ettt e e e e e e e eeeeens 47

4.2.1. Diasainicio de germiNacion ..........cccccveueieereeiiesieese e see e seesree e sseeseeseesneeses 47

4.2.2. Valor gerMiNALIVO........ccuiiiieiiieite ettt 50

4.2.3.  Longitud de radiCUla.........ccevevierieiieieiiceseeeie e 55
O, CONCLUSIONES ... oot 57

6. BIBLIOGRAFIA ..ottt 59



1. INTRODUCCION

El pifion (Pinus cembroides) s una especie endémica de México y uno de los pinos con
mayor distribucion en el territorio nacional, sus bosques presentan extensas superficies en
ambas cadenas montafiosas del norte del pais, el area geografica conocida se extiende hasta
Puebla (Rzedowski, 1983).

Pinus cembroides pertenece al grupo de pinos pifioneros, de éste es la Unica especie
comestible, su principal producto son las semillas Ilamadas pifiones, quienes representan la
mayor explotacion econémica de los pifioneros por su precio de semilla elevado en el
mercado, ademas es un producto muy apreciado como complemento alimenticio de alto valor
nutricional y alto porcentaje de grasas y proteinas. La colecta y venta del pifidn representa
ingresos a una numerosa cantidad de familias en las zonas rurales del pais especialmente en
climas semiaridos, aunque la venta de la semilla genera importantes ingresos econémicos,
también genera actividad comercial gracias a los diferentes usos que tiene el arbol. Es un
producto agricola valioso en las comunidades donde se encuentra, desafortunadamente ha sido

escaso e inadecuadamente aprovechado (CONAFOR-SIRE).

Una caracteristica que ha aprovechado el hombre es su resistencia, debido a que es un arbol
que puede crecer en condiciones adversas (Duke, 2001), se utiliza para reforestar zonas aridas,
semidridas y suelos erosionados, también se recomienda como planta de sombra y ornato en
regiones de clima seco (CONAFOR-SIRE).

Los bosques de pifion desafian diversos factores que impactan en su regeneracion natural,
entre los problemas a los que se enfrenta se encuentran los desmontes, incendios forestales, el
lento crecimiento del arbol, la mortalidad presentada durante los primeros afios de su vida y la
incidencia de plagas y enfermedades que atacan y se alimentan de conos y semillas. Aunado a
lo anterior se toma en cuenta que su ciclo reproductivo natural es lento, dura alrededor de 36
meses a partir del desarrollo de los primordios florales hasta la maduracién de las semillas, la
produccidn de semillas es cada 5 0 6 afios (CONAFOR- SNIF) y la viabilidad de las semillas

decrece rapidamente a partir de un afio después de su dispersion; de un kilogramo de semilla




que posee de 2,250 a 3,144 unidades el porcentaje de semillas viables es de 60 a 90%
(Martinez, 1945).

Esta especie se reproduce naturalmente por medio de sus semillas. La semilla del pifion
presenta latencia, que de forma natural retrasa el proceso de germinacién y proporciona a la
semilla un tiempo adicional para que pueda dispersarse a grandes distancias, en la busqueda de
su propagacion es importante la interrupcion de la latencia para obtener el nimero de arboles
deseados. La Comision Nacional Forestal (CONAFOR) recomienda sembrar de 2 a 3 semillas
por envase y Martinez (1945) recomiendan exponer las semillas de pifion a periodos de frio
para mejorar su germinacion. La propagacion asexual se puede realizar por medio de cortes
del tallo, estacas y cultivo de tejidos. Se ha intentado el cultivo in vitro con fines de
propagacion (CONAFOR y De la Rosa 1995).

En los ltimos afios Pinus cembroides ha sido una especie recomendada por CONAFOR para
reforestar y producir arboles de navidad, esta institucion no produce la plantula en sus viveros
por lo que realiza acuerdos con la Secretaria de la Defensa Nacional o ejidos para que estos
produzcan planta y a su vez CONAFOR pueda distribuirla mediante programas

gubernamentales.
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1.1. Objetivo general

Evaluar la germinacion de semillas de Pinus cembroides Zucc utilizando tratamientos

pregerminativos.

1.2. Objetivo particulares

I.  Evaluar la exposicién a frio de la semilla de Pinus cembroides a través de la

estratificacion.

Il.  Determinar la influencia de la escarificacion en la respuesta a la germinacion de Pinus

cembroides.

1.3. Hipotesis

La semilla de Pinus cembroides requiere de frio para germinar; entonces el tiempo de

exposicién a bajas temperaturas influye en la rapidez de su germinacion.

La testa puede limitar la germinacién como una barrera fisica en la semilla, al eliminarla se

puede incrementar la respuesta a la germinacion.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas de la especie

2.1.1. Distribucion

En México se registra un total de 71 especies de coniferas en el territorio nacional, de las
cuales el 50% son endémicas, esto representa el 48% del total de las especies conocidas en el
mundo, lo que coloca a México en el primer lugar mundial en cuanto a riqueza en especies de
pino (Pefia, 2005). Los pinos pifioneros muestran una distribucion geografica restringida con
excepcion de Pinus cembroides, que se localiza desde Arizona y Nuevo México en U.S.A,
hasta Puebla y Veracruz en México (Garcia, 1987). Ocupa casi siempre zonas de transicion
entre la vegetacion xerdfila de clima aridos y la boscosa de las montafias mas humedas
(Rzedowski, 1983). Tiene poblaciones en Chihuahua, Coahuila, Durango, Nuevo Ledn,
Tamaulipas, Veracruz, Zacatecas, San Luis Potosi, Aguascalientes, Guanajuato, Querétaro e
Hidalgo (Perry, 1991). También forma bosques en los estados de Baja California, Baja
California Sur, Jalisco, Puebla, Sonora y Estado de México (CONAFOR-SIRE, 2010).
(Figural)

Figura 1. Distribucion geogréfica del Pinus cembroides (Martinez 1945).

)



Se localiza en altitudes que van desde los 1,350 a los 2,700 msnm, latitudes entre 18° y 32°N,
longitudes entre 90° y 116°W, con precipitaciones de 365 mm a 800 mm anuales. Soporta
temperaturas minimas extremas de -7°C y maximas extremas de 42°C, con una temperatura
media anual de 17.9°C (Eguiluz, 1982).

2.1.2. Importancia

Pinus cembroides pertenece al grupo de pinos pifioneros. Esta especie es importante
comercialmente por su semilla de alto valor nutricional, alto porcentaje de grasas y proteinas;
representa la mayor explotacion econémica de los pifioneros. Su colecta y venta proporcionan
ingresos a una numerosa cantidad de familias en las zonas rurales del pais especialmente en
climas semiaridos. Genera actividad comercial en zonas rurales gracias a los diferentes usos
que tiene el arbol. Su principal producto son las semillas llamadas pifiones, muy apreciadas
como complemento alimenticio, figuran al lado de la nuez, pistacho, avellana y almendra con

un precio elevado en el mercado.

2.1.3. Situacion ecoldgica-social

Pinus cembroides es una especie endémica de México y uno de los pinos con mayor
distribucion, su area geografica conocida se extiende desde los estados fronterizos al norte del
pais hasta Puebla (Rzedowski, 1983). Es importante conservar y procurar los bosques
pifioneros por la generacion de valores directos como madera, carbon y frutos; asi como los
valores indirectos que consisten en la influencia del bosque sobre el clima, el suelo y el agua,
en donde en comparacion con el campo abierto, el bosque genera un clima propio, la
temperatura, humedad, viento y precipitacion permiten la interaccion continua de los
organismos vivos (FAO, 1992). Se puede desarrollar en sitios con condiciones adversas,

soporta baja humedad relativa, luz solar intensa, poca lluvia y suelos alcalinos (Duke, 2001).

]



2.1.4. Usos

El aprovechamiento de este recurso es de gran importancia para el campesino forestal toda vez
que de él obtiene ingresos de la comercializacion de su fruto o pifion, ademas de otros
aprovechamientos como lo son madera para construccion de vivienda, cercas, lefia, venta de
arboles para adorno, arbolitos de navidad y venta de tierra para jardines. La resina que se
obtiene del arbol es utilizada como materia prima en impermeabilizantes y como pegamento
de ollas y canastas.

Por su habito de crecimiento, esta especie se recomienda para reforestar zonas aridas,
semiaridas y suelos erosionados, también se utiliza como planta de sombra y ornato en
regiones de clima seco. Es un arbol recomendable para decorar parques, jardines y campos

deportivos.

Desde 1984 existen reportes de produccion de pifion para arbolitos de navidad en los estados
de Coahuila, Durango, Nuevo Ledn y Zacatecas (Mondragon, 1987). Actualmente existen
plantaciones forestales de Pinus cembroides impulsadas por la CONAFOR con el objetivo de

reforestar y promover el cultivo de arboles de navidad.

2.1.5. Problematica

Los bosques de pifion, al igual que cualquier bosque, se ven permanentemente afectados por
una serie de factores que tienden a su deterioro parcial o total, entre ellos sobresalen los
incendios forestales, los desmontes, las explotaciones irracionales y la incidencia de plagas y
enfermedades. Entre estas se encuentran las que atacan y se alimentan de conos y semillas,
impactando directamente en la regeneracion natural del bosque.

Existen varias limitantes para la regeneracion natural de Pinus cembroides, de inicio la
periodicidad ciclica que tiene el arbol para la produccion de sus semillas, debido a que los
arboles tardan varios afios en fructificar por primera vez, segun Salazar (2001) comienzan a
florecer a partir de los 25 afios de edad; el tiempo transcurrido entre la polinizacion y la
maduracion del cono y las semillas es de 30 a 36 meses (Zavala, 1987; Salazar, 2001). La

producciéon de numerosa cantidad de semilla es cada 5 o 6 afios; las cosechas anuales se




producen solamente debido a que otras ramas de la misma planta alternan sus ciclos, lo que
indica que su produccion de semillas varia de un afio a otro.

La viabilidad de la semilla también influye sobre la regeneracion natural de Pinus cembroides,
las semillas recién caidas tienen una viabilidad de 83 a 96%, pero ésta decrece rapidamente a
partir de un afio (Cetina, 1984), sin embargo las semillas germinan durante la primavera del
afio siguiente a su dispersion, aunque hay semillas que no germinan hasta el segundo o tercer
afio después de ser dispersadas. El porcentaje de germinacion regularmente es inferior que el
porcentaje de viabilidad; en trabajos de germinacion realizados con Pinus cembriodes, Cantero
(1996) obtuvo una viabilidad del 95% y 90% con una germinacion de 49.82% y 59.82%
respectivamente; Cetina (1984) obtuvo un 76.6% de viabilidad pero un porcentaje de
germinacién de 56%.

La mortalidad de las plantas durante los primeros afios de su vida, es un factor importante que
limita su establecimiento. EI 80% del total de las plantulas producidas mueren por diferentes
causas en el curso del primer afio de su vida, asi en el transcurso de los primeros cuatro afos
pueden permanecer con vida un 6% de las plantulas originalmente producidas (Martinez,
1987).

2.1.6. Caracteristicas de la formaciéon de semillas

2.1.6.1. Formacidn de estructuras masculinas y femeninas

El proceso de formacion y desarrollo de las células sexuales en el interior de las estructuras
florales se conoce con el nombre de esporogénesis. La formacion y desarrollo de los granos de
polen recibe el nombre de microsporogénesis y la de Ovulos recibe el nombre de
megasporogénesis. En la mayoria de los pinos la duracién del desarrollo completo de sus
flores tanto masculinas como femeninas es de un afio aproximadamente.

Los primordios florales de las flores masculinas se inician durante la primavera o a principios
de verano. En el interior de los microsporangios se encuentra una gran cantidad de células
diploides Ilamadas microsporocitos o células madres de las microsporas quienes daran por
meiosis a cuatro microsporas 0 granos de polen, éstos aun rodeados por la pared del

microsporocito forman sacos aéreos que separan la pared externa e interna que rodea a cada

Ly



una de las microsporas. Antes de que sean liberadas las microsporas, su nucleo se divide tres
veces consecutivas, para dar origen en las dos primeras divisiones a células protalicas. La
tercera division del ndcleo da origen a dos células diferentes la célula generadora y la célula
vegetativa. Las microsporas al tiempo de ser liberadas del microsporangio estan provistas de
un par de sacos aéreos totalmente desarrollados, los cuales aligeran su peso y facilitan su
dispersion por medio del viento (Niembro, 1986).

El inicio de primordios florales femeninos ocurre de mediados de agosto a finales de
septiembre, dependiendo de la temperatura y precipitacion de la zona (Zavala, 1990). Al llegar
a la primavera del afo siguiente las flores han completado su desarrollo y se encuentran listas

para ser polinizadas.

Antes de que tome lugar la polinizacion los dvulos se encuentran formados por un tejido
meristematico llamado nucela, al tiempo de la polinizacion se comienza a diferenciar en el
interior de la nucela una célula llamada megasporocito o celula madre de las megasporas.
Tiempo despues, la célula madre se divide por meiosis en megasporas haploides de las cuales
solo una es funcional y eventualmente ird dando origen al gametofito femenino. La megaspora
funcional después de un breve periodo de letargo comienza su actividad con una serie de
divisiones nucelares libres, las cuales generalmente ocurren a intervalos regulares; a medida
gue comienza a entrar en actividad, las células del tejido esponjoso se van transformando en
alimento con el objeto de proporcionar la energia necesaria para el crecimiento del gametofito
femenino y el continuo aumento en el nimero de sus ndcleos. Como resultado de la digestion
del tejido esponjoso y del alargamiento de la nucela, se va formando en el centro del 6vulo una

vacuola, la cual continuamente aumenta de tamafio.

El gametofito femenino se inicia en el centro del dvulo, el factor mas importante que
determina la continuacion de su crecimiento es el suministro de alimento, es decir, depende de
la continua digestion enzimatica de la nucela, para lo cual se requiere un suministro de agua
adecuado. Cuando ésta es deficiente, ya sea por haberse presentado un retraso por la
temporada de lluvias, o bien por una disminucién de las mismas, se origina el aborto de una

gran cantidad de évulos.




Al llegar la temporada invernal, el desarrollo del gametofito femenino queda suspendido para

reanudarse rapidamente en la primavera siguiente (Niembro, 1986).

2.1.6.2. Polinizacion

La polinizacion consiste en la transferencia libre y al azar de las microsporas hacia los 6vulos
de la flor. En los pinos la polinizacion es alogama; cuando se realiza autopolinizacion en una
planta alégama se incrementa la frecuencia de homocigosis de genes recesivos, provocando en
la progenie problemas como albinismo, depresion en la tasa de crecimiento de las plantulas,
asi como la produccion de gran nimero de semillas vanas o con embriones mal formados
(Niembro, 1986).

El estado de receptividad de polen en la planta dura de 1 a 3 dias, al cabo de los cuales las
escamas se cierran como resultado de su crecimiento. Los conillos masculinos una vez que
han liberado el polen se marchitan. Los dvulos secretan un fluido mucilaginoso que sale a
través del canal micropilar, extendiéndose como una pelicula sobre los tegumentos para
favorecer la adherencia de los granos de polen que llegan a la flor. Cuando las escamas del
conillo se han cerrado, el fluido mucilaginoso o la gota de polinizacién se reabsorbe a través
del canal micropilar, llevando consigo a los granos de polen hasta que quedan adheridos a la
superficie de la nucela; los 6vulos que no fueron polinizados son abortados.

La gran mayoria de los granos de polen que han entrado a la camara polinica comienzan a
germinar unos cuantos dias después, pero Unicamente los que sobreviven emiten
completamente su tubo polinico. Durante los 11 meses posteriores a la polinizacion, el
gametofito masculino crece muy lentamente. Cada grano de polen produce un tubo polinico
muy corto, el cual por lo general se ramifica al penetrar el apice de la nucela. Al llegar el
invierno el tubo polinico suspende su crecimiento para reanudarlo en la primavera del afio
siguiente (Niembro, 1986).




2.1.6.3. Fertilizacion

En la primavera del afio siguiente a la polinizacion, los pequefios conillos han aumentado de
tamafio debido a que en su interior los 6vulos han aumentado de tamafio a consecuencia del
crecimiento y desarrollo del gametofito femenino, encontrdndose listos para ser fertilizados.
Dos semanas antes de la fertilizacion, algunas células superficiales del gametofito femenino
cercanas al extremo micropilar del mismo, se dividen y dan lugar a los arquegonios.
Generalmente, la célula del canal ventral de la oosfera se desorganiza antes de que tome lugar
la fertilizacion. El citoplasma del arquegonio esta constituido por un gran nimero de vacuolas,
las cuales contienen en su interior nucleoproteinas, proteinas, aztcares y algo de lipidos, que

serviran como fuente de alimento al proembrion en sus primeros estadios.

El tubo polinico lentamente sale de su letargo invernal y reinicia su crecimiento a través de las
células de la nucela, liberando a su paso una serie de enzimas que van solubilizando y
metabolizando las paredes celulares del tejido nucelar con el objeto de facilitar su paso hacia
el gametofito femenino y finalmente hacia el arquegonio. Aproximadamente 2 ¢ 3 semanas
antes de que tome lugar la fertilizacion, el tubo polinico activa su crecimiento y desarrollo
penetrando rapidamente a través del tejido nucelar (Niembro, 1986). Durante este tiempo el
nucleo de la célula vegetativa se mueve hacia el centro del tubo polinico y la célula generadora
se divide dando origen a la célula del pedicelo y a la célula del cuerpo. La célula del cuerpo se
divide nuevamente y forma dos gametos masculinos de diferente tamario, los cuales son
soltados hacia el interior del tubo polinico. A mediados de la primavera la punta del tubo
polinico ha penetrado entre las células del cuello del arquegonio. Poco tiempo después, la
punta se rompe y descarga en el citoplasma del arquegonio a los cuatro nucleos. La
fertilizacion toma lugar cuando el gameto masculino mayor se fusiona con la oosfera. Tiempo
después, los tres nucleos restantes se desorganizan y forman parte del alimento para el

posterior crecimiento del cigoto. Los 6vulos que no fueron fertilizados abortan al poco tiempo.




2.1.6.4. Embriogénesis y desarrollo de semilla

El desarrollo del embrion se inicia con la fertilizacion de la oosfera por el mayor de los
gametos procedentes de los granos de polen (Niembro, 1986). Los tamarfios y estructuras de
los embriones de las semillas maduras son caracteristicas importantes para comprender el
comportamiento fisiologico durante la germinacion, se producen diferencias segun el grado en
que se desarrolle el embrién en la semilla. La embriogénesis establece el plan béasico del
cuerpo vegetal y forma los meristemos que generan Organos adicionales en el adulto. La
mayor parte del desarrollo vegetal es post embrionario y se produce desde los meristemos
(Taiz, 2006).

Durante la elongacién las celulas embrionarias del proembrién se dividen, dando origen a una
serie de células Ilamadas tubos embrionales, después de su formacién el extremo apical del
embrion se divide para dar origen a cuatro hileras verticales de células cada hilera esta
formada por una célula apical, las células del embridn, dos o méas tubos embrionales y una
célula del suspensor. Una vez que el sistema de embriones se ha dividido completamente, se
manifiesta entre ellos una intensa competencia la cual trae por resultado que el mas agresivo
de los 4 embriones se coloque al frente de los demas miembros del grupo para continuar con
su crecimiento y desarrollo hasta constituirse en el embrion de la semilla madura. Los
embriones restantes generalmente abortan y no pueden ser detectados en la semilla cuando

ésta llega a la madurez (Niembro, 1986).

La embriogénesis se produce en el saco embrionario del primordio seminal, mientras que el
saco embrionario y las estructuras asociadas daran lugar a la semilla. La embriogénesis y el
desarrollo de la semilla son procesos altamente ordenados e integrados. Una vez completados,
la semilla y el embrion entran en latencia y son capaces de sobrevivir durante largos periodos
de tiempo en condiciones desfavorables para el crecimiento (Taiz, 2006).

La embriogénesis establece los dos patrones basicos del desarrollo que se mantienen y pueden
verse facilmente en la planta adulta: el patron del desarrollo del eje apical-basal y el patron
radial de tejidos en los tallos y raices.

La embriogénesis y el desarrollo de la semilla comprenden los cuatro siguientes procesos:




¢+ Desarrollo morfologico

El endospermo se desarrolla en el incremento inicial del tamafio del ovario y del 6vulo, sin
embargo, permanece pequefio y encierra al embrién en estado globular. Cuando el
endospermo ha crecido, el embrién adquiere forma cordada a medida que sus cotiledones
empiezan a agrandarse. Una vez que cesa el crecimiento del ovario y évulo se acelera el
aumento en el tamafo del endospermo, quien desempefia una funcion nutricional para el
embrion. A medida que el endospermo crece, digiere el tejido nucelar, a su vez el endospermo
es consumido por el embrién en desarrollo.

Diversos agentes ambientales pueden impedir el desarrollo normal del embrion, aunque el
fruto mismo continte desarrollandose. Las condiciones adversas, como las heladas durante el
inicio del desarrollo del fruto, a veces matan al embrion, pero el fruto mismo sigue

desarrollandose.

¢+ Adquisicion por el embrion de la capacidad para germinar

El desarrollo morfolégico vy fisiologico del embrion se denomina embriogénesis. Durante el
desarrollo de la semilla ocurre la division y expansion celular en varias partes de la estructura
del embrion. En la germinacion, la division celular se realiza en los extremos del eje
polarizado del embrion, esto es, las puntas de la raiz y del tallo.

Si el embrién se separa en diversas épocas de su desarrollo y se coloca en las condiciones
apropiadas de cultivo aséptico, cesa la embriogénesis y el embrion inmaduro muestra
germinacion precoz. Sin embargo cualquier planta que se desarrolle del mismo tiende a ser
normal. Entre mayor haya sido el desarrollo del embrion antes de la separacién mayor sera su

capacidad para germinar normalmente (Hartmann, 1990).

% Acumulacion de reservas alimenticias
Algunos de los incrementos en el peso seco de la semilla se pueden medir en la primera parte
del periodo de desarrollo del fruto debido al aumento de tamafio. Después de que la semilla ha
alcanzado su tamafio completo, los aumentos posteriores de peso seco son una medida de
acumulacion de materiales de reserva en la semilla. La causa principal de falta de alimentos de

reserva es la inmadurez de las semillas al cosecharlas.
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¢+ Desarrollo de controles internos de la germinacion

Una vez que el embrién ha alcanzado su capacidad para germinar, se desarrollan mecanismos
para impedir la germinacion de las semillas en la planta. Los dos medios principales por lo que
es impedida, son el control del contenido de humedad y la imposicidn del letargo.

El control del contenido de humedad es un aspecto importante, tanto la semilla como los frutos
se deshidratan de forma natural durante la maduracién y diseminacion a un contenido de
humedad en donde no puede haber germinacion.

Durante la maduracion se desarrollan controles internos que impiden la germinacion y
persisten en la semilla durante un periodo posterior a la cosecha, el origen de esos controles de
germinacion es parte del desarrollo de la semilla. Para imponer el letargo interaccionan dos
mecanismos principales: el primero es la acumulacion en diferentes tejidos del fruto y de la
semilla de inhibidores quimicos de crecimiento y el segundo es el desarrollo de cubiertas de la
semilla que controlan la absorcion de agua, la permeabilidad a los gases y la lixiviacion de los
inhibidores. Es probable que el inhibidor de ocurrencia natural mas importante sea el acido
abscisico, que se acumula en los frutos y semillas durante el desarrollo y esta asociado con la
maduracion. Es posible que el control de la germinacion implique interacciones de sustancias

inhibidoras y estimulantes.

Las cubiertas de las semillas desempefian un papel crucial en el control de la germinacién. Las
fases morfoldgicas para esos efectos se establecen durante la fase tardia de la maduracién. Las
cubiertas se originan principalmente de la capa externa de los tegumentos, la cual se vuelve
dura, fibrosa 0 mucilaginosa durante el periodo de maduracion y deshidratacion. Estas capas
fisiolégicamente activas desempefian una funcion vital en el mantenimiento del letargo
primario debido a que esa naturaleza semipermeable restringe los movimientos de aireacion y
de los inhibidores (Taiz, 2006).

2.1.6.5. Caracteristicas de la semilla de pino
La semilla de Pinus cembroides tiene un tamafio de 15 milimetros (Martinez, 1945), la testa es

lefiosa, hacia su interior esta revestida por una capa membranosa y traslicida Ilamada tegmen,

que protege directamente a la almendra, la cual esta constituida por un albumen grasoso, a




veces impregnado de substancia resinosa. EI embrion estd colocado longitudinalmente en el
centro. (Figura 2)

El poder germinativo en condiciones favorables puede durar varios afios, pero para la

propagacion conviene usar semillas recientes que se hayan conservado estratificadas en arena
(Martinez, 1945).

Tejido de almacenamiento
1] del gametofito femenino (IN)
otiledones

Eje hipocotilico- 7 Embrién
radicular

="\
2 10

Tegumentos

Figura 2. Semilla de Pino (Hartmann, 1990)

2.2. Germinacién

2.2.1. Definicion

La germinacion de la semilla se puede definir como una recuperacion del crecimiento del
embrion y depende de las mismas condiciones ambientales de las que depende el crecimiento
vegetativo. Deben tener agua y oxigeno disponibles, temperatura adecuada y ausencia de
sustancias inhibidoras (Taiz, 2006). El término germinacién incluye secuencias de procesos
complejos que conducen a la iniciacion del crecimiento en el embrién en reposo, el desarrollo
de la plantula y la emergencia de la tierra (Benech, 2004).
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2.2.2. Caracteristicas generales

En el ciclo de vida de las plantas, la germinacion y el establecimiento del cultivo son las méas
vulnerables. La germinaciéon es muy importante para el productor siempre que tiene relacion
con la propagacion de plantas por medio de semillas, pues éste es uno de los métodos
principales de reproduccion de las plantas en la naturaleza y uno de los mas eficientes y
utilizados en la propagacion de plantas cultivadas. La siembra de la semilla es el inicio fisico

de la propagacién de plantulas (Hartmann, 1990).

La germinacion incorpora aquellos eventos que se inician con la absorcion de agua por la
semilla seca y terminan con la elongacion del eje embrionario. El proceso concluye cuando la

radicula penetra y atraviesa las estructuras que rodean al embrién (Herrera, 2006).

La germinacion de Pinus cembroides €S epigea, es decir los cotiledones se desarrollan sobre la
superficie del suelo debido a la elongacion del hipocotilo, el cual surge empujando los restos
de la envoltura de las semillas. Cuando ésta se desprende aparecen las hojas cotiledonales. La
germinacién se inicia de 9 a 22 dias después de la siembra y se requiere de 35 a 42 dias para la
germinacion total (Salazar, 2001).

2.2.3. Fases o etapas

En 1957, Evenari dividio el proceso de germinacion en tres fases (Herrera, 2006). En la fase |
ocurre la imbibicion, en la fase Il se produce la activacion del metabolismo y finalmente en la

fase Il tiene lugar la emergencia de la radicula.
Fase I. Imbibicion del agua.
La imbibicion consiste en la entrada de agua a la semilla, administrada por el gradiente o la

diferencia de potenciales hidricos dentro y fuera de ésta. Cuando la semilla seca absorbe agua,

en un principio el contenido de humedad se incrementa con rapidez, luego se
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estabiliza por lo que una curva de absorcion de agua por semillas secas tiene 3 partes: a) una
absorcidn inicial rapida, que en su mayor parte es de imbibicién, b) un periodo lento o fase
estacionaria y ¢) un segundo incremento rapido a medida que emerge la radicula y se

desarrolla la plantula (Figura 3).
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Figura 3. Curva de absorcion de agua por una semilla seca. Tomado de Hartmman (1990).

Al absorber agua se hincha y es posible que se rompan las cubiertas. La imbibicion es un
fendmeno fisico y puede efectuarse aun en semillas muertas. La rehidratacion permite que las
enzimas y estructuras presentes en la semilla deshidratada, se reactiven, esto resulta en parte
de la reactivacion de enzimas previamente almacenadas que se formaron durante el desarrollo
del embrién y en parte de la sintesis de nuevas enzimas al comenzar la germinacion. La
actividad de las enzimas empieza muy rapidamente después del inicio de la germinacion, a
medida que se hidrata la semilla, requiere de moléculas de ARN que estan presentes en el eje

del embrion.




Fase Il. Activacion del metabolismo

Durante esta fase ocurre la sintesis a partir de las reservas disponibles de nuevas estructuras y
compuestos necesarios para las siguientes fases del desarrollo.

Para el caso de las coniferas, como lo es el Pinus cembroides, en el gametofito femenino se
almacenan grasas, proteinas y carbohidratos. Estos compuestos son digeridos a sustancias mas
simples, que son traslocadas a los puntos de crecimiento del eje embrionario. Las grasas y los
aceites, los principales constituyentes de alimentacion en la mayoria de las plantas superiores,
son convertidos enzimaticamente en &cidos grasos y al final en azlcares. Los patrones
metabolicos que ocurren durante la geminacion implican la activacion de enzimas especificas
en la secuencia apropiada y la regulacion de su actividad. La absorcion de agua y la
respiracion contindan con una tasa constante. Los sistemas celulares existentes han sido
activados y el sistema de sintesis de proteinas esta funcionando para producir nuevas enzimas,
materiales estructurales, compuestos reguladores y acidos nucleicos para realizar las funciones
de la célula y sintetizar nuevos materiales.

Previo a la aparicion de la radicula, se producen cambios para realizar la elongacion y division
celular. En general, los genes que codifican para el proceso de elongacion tienden a ser

activados en forma temprana en relacion con la division celular (Herrera, 2006).

Fase Ill. Crecimiento de la radicula

El desarrollo de la plantula resulta de la division celular continuada en puntos de crecimiento
separados del eje embrionario, seguido de la expansién de sus estructuras. La tasa de
respiracion medida por la absorcién de oxigeno aumenta constantemente con el progreso del
crecimiento. La absorcion del agua aumenta en forma constante a medida que las nuevas
raices exploran el medio de germinacion y el peso fresco de la plantula aumenta (Hartmann,
1990). A medida que avanza la germinacion se vuelven evidentes las estructuras de la
plantula. La radicula es el punto de crecimiento de la raiz, ésta emerge de la base del eje
embrionario y resulta de la elongacion de las células mas que de la division celular.

Con la penetracion de las envolturas de la semilla por parte de la radicula, se marca el final del

proceso de germinacion y el inicio del crecimiento de la plantula (Herrera, 2006).
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2.2.4. Evaluacion del proceso germinativo

La germinacion se mide con dos parametros: el porcentaje de germinacion y la tasa de
germinacion. Estas medidas pueden indicar vigor, pero también hay que considerar la tasa de
crecimiento de las plantulas y su aspecto morfoldgico. A veces de las semillas de baja calidad
resultan plantulas de crecimiento anormal (Hartmann, 1990).

El porcentaje bajo de germinacion, la tasa baja de germinacion y el vigor reducido con
frecuencia estan asociados. La baja germinacion puede deberse a las propiedades genéticas de
ciertas cultivares, desarrollo incompleto en la planta, dafios durante la cosecha, procesamiento
inadecuado, almacenamiento impropio, enfermedades y envejecimiento de la semilla
(Hartmann, 1990).

Los valores del porcentaje de germinacién deben implicar un elemento de tiempo, indicando el
numero de plantas producido en un lapso especifico.

Si se mide la secuencia cronologica de la germinacion de un lote dado de semillas, o de la
emergencia de plantulas en un almécigo, de ordinario se encuentra un patrén de germinacién
similar a la curva de germinacion, en donde hay una demora inicial en el comienzo de la
germinacién, luego un incremento rapido en el numero de semillas que germinan, seguido por

una disminucion en la tasa de aparicion.

Una medida para las semillas de lefiosas perenes cuya germinacion puede ser lenta es el valor
de germinacién (VG), que incluye tanto la tasa como el porcentaje de germinacion. Para
calcular el valor VG se debe obtener una curva de germinacion mediante conteos periodicos
de la emergencia de las plumulas o de las radiculas. El valor germinativo se puede obtener con

la siguiente férmula:

[ VG=PV x MDG ]

En donde:
VG =Valor Germinativo




PV (valor pico) = es el porcentaje de germinacion en el punto en que la tasa de germinacion
empieza a disminuir, dividido entre un nimero de dias necesarios para llegar a ese punto.
MDG (germinacion media diaria) = porcentaje de germinacion final dividido entre el numero

de dias que las semillas estuvieron en prueba.

100

@
O

S v

Germinacién, porcentaje

| | | | |
0 4 8 28 16 20 24 28 32X 3¢

Dias

Figura 4. Curva de germinacion tipica de una muestra de semillas en germinacion. En donde G=
porcentaje de germinacion final, en un determinado nimero de dias (X); T= punto en que la tasa de
germinacion empieza a disminuir, que corresponde a un determinado porcentaje (P) al nimero de dias
para llegar a éste (B). Tomado de Hartmann (1990).

Una curva de germinacion tipica es como la que muestra la figura 4, en donde los puntos
importantes de la curva son: T, el punto en el que la tasa de germinacién empieza a disminuir
y G, el porcentaje de germinacion final. Estos puntos dividen a la curva en dos fases, una
répida y una lenta.

Los porcentajes de germinacion registrados en Pinus cembroides varian, segun Batis(1999) de
60 a 90%, Cetina (1984) reporta un 56%, Cantero (1996) un 49. 82% y 59.82%, Sanchez
(2005) un 48%.
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2.2.5. Requerimientos para la germinacion

2.2.5.1. Exogenos
e Agua.
El agua es el componente quimico mas abundante en las plantas. Normalmente entre los
tejidos activos alcanza valores entre el 80 y el 95% en peso. En cambio en los érganos en
dormicion o quiescencia su descenso es un mecanismo central en la regulacion de su
inactividad (Barceld, 2007). Es por eso que la absorcién de agua por las semillas es un
requisito previo a una germinacion adecuada. El flujo del agua del suelo en la semilla se debe
a una diferencia del potencial de agua entre la semilla y el suelo, éste es controlado por la
conductividad del suelo al agua (Benech, 2004). El potencial hidrico de una semilla seca es
muy bajo comparado con el potencial del suelo, es por eso que la semilla tiene una gran
capacidad de absorcién de agua durante la imbibicion, esta capacidad de absorcion varia con
la naturaleza de la semilla y la permeabilidad de las cubiertas, pero la absorcion depende
también de la disponibilidad de agua en el medio circundante. La fuerza que conduce el
gradiente potencial del agua, se define como (AYP=Wsemila-Wsuelo)/ distancia, es muy grande con
el inicio de la imbibicion y decrece a medida que la semilla embebida alcanza el nivel de
hidratacién necesario (Benech, 2004). Con menos del 40 o 60 % de agua en la semilla, con
base en peso fresco, no se efectlia la germinacion (Viémont, 2000). Las especies y cultivares
pueden diferir notablemente en sus necesidades de agua para la germinacion, estas diferencias
se atribuyen a los diferentes regimenes de agua en el suelo a los que se adaptaron y las
diferencias fisicas del suelo encontradas durante la germinacién. Una vez que la semilla
germina y emerge la radicula, la provision de agua de la plantula depende del sistema radical
para crecer en el medio de germinacion y de la capacidad de las nuevas raices para absorber

agua.

La cantidad de humedad proporcionada a la raiz en imbibicion antes de que salga la radicula
es de particular importancia ya que puede afectar tanto el porcentaje como la taza de

germinacion.
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El mantenimiento de una provision de humedad adecuada y continua a la semilla puede
resultar dificil ya que la germinacidn se efectla en la capa superior del medio de germinacion,

gue esta expuesta a fluctuaciones de humedad y a pérdidas rapidas de la misma.

En ocasiones, antes de la siembra se remojan las semillas para acelerar su germinacion y
superar ciertos problemas de letargo. Las semillas lefiosas pueden ser lixiviadas por periodos
mas largos sin sufrir dafios, aunque el exceso de agua puede ser atrapado entre los cotiledones
y sofocar al embridn. Los resultados mas perjudiciales se han atribuido a los efectos de
microorganismos y a una reduccion de la provision de oxigeno. Si el remojo va a prolongarse
el agua debe cambiarse cuando menos cada 24 hrs. Todas las semillas requieren de la

humedad suficiente para la imbibicidon y germinacion.

e Temperatura.
La temperatura es tal vez el factor ambiental mas importante que regula la germinacion y
controla el crecimiento subsecuente de las plantulas. Las semillas secas que no han iniciado la
imbibicidn pueden soportar temperaturas extremosas; es posible colocar las semillas en agua
hirviendo durante cortos periodos sin perjudicarlas.
La temperatura afecta tanto el porcentaje como la tasa de germinacién. A temperaturas bajas la
tasa de germinacion tiende a disminuir, pero aumenta paralelamente con la elevacion de la
temperatura, en forma similar a la curva de una reaccion quimica.
Para la germinacion de las semillas por lo regular se definen 3 puntos de temperatura: minima,
Optima y maxima. La temperatura minima es aquella mas baja para una germinacion efectiva;
la méxima es la temperatura mas elevada en la que puede ocurrir la germinacion. La
temperatura Optima para la germinacion queda en el rango en el que se obtiene mayor
porcentaje de plantulas con la tasa mas elevada. Para las semillas de la mayoria de las plantas
gue no estan en letargo la temperatura dptima es de 25 a 30 ° C. Las semillas de las diferentes
especies pueden ser divididas en los grupos a continuacion mencionados de acuerdo a cuatro
grupos de requerimientos de temperatura (Hartmann, 1990).
e Tolerantes de bajas temperaturas. Las semillas de muchas especies de plantas, en su
mayor parte nativas de zonas templadas germinan desde 4.5°C hasta el limite letal de
30° a 40°C.




e Que necesitan temperaturas bajas. Las semillas de algunas plantas de estacién fria
requieren temperaturas bajas y no germinan a temperaturas mas elevadas que
alrededor de 25°C.

e Con requerimientos de temperaturas elevadas. Las semillas de otro amplio grupo de
especies, originadas principalmente en regiones tropicales o subtropicales, tienen un
requerimiento minimo de germinacién de alrededor de 10°C. La exposicion de las
semillas a temperaturas de 10° a 15° durante la imbibicion inicial, como puede
ocurrir si se siembra en suelo frio puede dafar el eje embrionario y conducir a la
produccion de plantulas anormales, el dafio por las bajas temperaturas es mayor si las
semillas estdn muy secas al inicio de la imbibicion o si la provision de oxigeno es
limitada.

e Temperaturas alternadas. Las temperaturas fluctuantes del dia y de la noche producen
buena germinacion como plantas mejor desarrolladas que las expuestas a
temperaturas constantes. El uso de temperaturas fluctuantes es una practica estandar
en los laboratorios de semillas, aun para semillas que no lo requieren.

La temperatura optima puede desplazarse después del inicio de la germinacion ya que las
plantulas tienden a tener requerimientos de temperaturas diferentes a aquellos de la

germinacion de las semillas.

e Disponibilidad de oxigeno.

El oxigeno (O,) es esencial para el proceso de respiracion de las semillas en germinacién. La
absorcion del oxigeno puede medirse poco después de que se inicie la absorcion de agua. La
tasa de absorcion de oxigeno es un indicador del avance de la germinacién y se ha sugerido
como una medida del vigor de las semillas. En general la absorcion de O, es proporcional a la
cantidad de actividad metabolica que se este efectuando.

La provision de oxigeno al embrion puede estar limitada por las condiciones del medio del
suelo o por restricciones impuestas por las cubiertas de las semillas, en donde hay un exceso
de agua en el medio del suelo la provision de oxigeno es escasa.

El bidxido de carbono (CO,) es un producto de la respiracion y en condiciones de mala

aireacion puede acumularse en el suelo e inhibir la germinacidn en cierto grado.




o luz
Desde la mitad del siglo XIX se ha sabido que la luz puede afectar la germinacion de las
semillas de ciertas especies. EI mecanismo bésico de la sensibilidad en las semillas a la luz

implica un pigmento Ilamado fitocromo, ampliamente presente en las plantas.

El fitocromo es una cromoproteina de las plantas, se compone de una proteina y un grupo no
proteico llamado cromdéforo o pigmento. Se presenta en dos conformaciones fisiologicas:
fitocromo rojo (P;) y fitocromo rojo lejano (Ps ). Para que puedan ejercer su funcion, estas dos
conformaciones fisiologicas deben encontrarse en equilibrio dindmico.

El fitocromo se descubrid en estudios de germinacion de lechuga dependiente de luz, lo que
indica que en algunas semillas la calidad de la luz juega un papel importante en la regulacion
de su germinacion. En general las especies de semillas grandes con amplias reservas permiten
mantener el crecimiento prolongado de las plantulas en oscuridad, es decir, bajo el suelo, y
generalmente no necesitan luz para germinar. Sin embargo, este requerimiento se observa

frecuentemente en plantas de especies herbaceas (Taiz, 2006).

2.2.5.2. Endogenos

En muchos casos la semilla viable no germina, este fendbmeno se denomina dormicion o
dormancia de semilla. La dormancia es un estado fisiol6gico que reduce la habilidad de una
semilla o brote para germinar o crecer (Khan, 1997). En espafiol se han usado las palabras
dormancia, dormicién, latencia, letargo, reposo y vida latente, para referirse a la ausencia o

inhibicidn del crecimiento vegetal y en particular de la germinacion (Camacho, 1994).

Segun sea el factor responsable para inducir la latencia, ésta puede ser interna o externa, segun
Bradbeer (1992) los mecanismos de latencia se pueden encontrar en dos diferentes sitios: en la

cubierta del embrion y en el propio embrién (Cuadro 1).




Cuadro 1. Principales mecanismos identificados en latencia de semillas

A. Latencia causada por las cubiertas del embridn (pericarpio, testa, perispermo y endospermo).

1. Restriccion del intercambio gaseoso

2. Restriccion del consumo de agua

3. Resistencia mecanica del crecimiento del embrion.

4. Inhibidores solubles en agua en los revestimientos del embrion
5. Latencia ocasionada por falta de reservas en el embridn

B. Latencia del embrion

1. Embriones subdesarrollados

2. Blogueo de acido nucleico y sintesis de proteinas

3. Falta de reservas movilizadas al embrién

4. Deficiencia de sustancias para el crecimiento de la planta.
5. Presencia de inhibidores

Debido a que cada autor ha retomado el significado de dormancia de acuerdo al trabajo
presentado, existen diversos términos con significados diferentes impidiendo que se logre una
clasificacion universal de la latencia o dormancia, creando cierta confusion en los términos
(Lang, 1987). La dormancia esta controlada por:

1. Factores que residen en el embrion o el brote, también denominada endodormancia o
dormancia primaria, usada cuando la reaccion inicial que conlleva al control del
crecimiento es debido a una sefial enddgena de la estructura afectada, Bariogilio (2006)
en su Diccionario de las Ciencias Agropecuarias define la endolatencia como el tipo
de latencia que consiste en la incapacidad de la propia estructura para crecer aunque las
condiciones ambientales sean favorables para el incremento. En el caso de la semilla
reside en el embridn y se manifiesta incluso cuando éste es separado de las restantes
estructuras que lo rodean. Requiere frio para su desaparicion.

2. Factores situados fuera del embrion tal como las estructuras de cubierta o brote
terminal, el cual puede ejercer una inhibicion mecanica, quimica o correlativa; a ésta se
le denomina paradormancia e involucra sefiales bioquimicas especificas originadas en
cualquier otra estructura que la estructura afectada que llevara a la reaccion inicial
para perder la dormancia. Esta sefial puede tener origen ambiental o factores

morfogénicos producidos en 6rganos cercanos (Lang, 1987).




3. Factores ambientales, se le nombra ecodormancia a la ausencia de factores ambientales
Unicamente necesarios para el desarrollo de las plantas, como son altas temperaturas,
desfavorable radiacién o fotoperiodo, bajo potencial hidrico en el medio de

crecimiento o la aplicacion de inhibidores quimicos.

Se puede afirmar que existe latencia en poblaciones de semillas cuya germinacién tenga una o
mas de las siguientes caracteristicas:
a) Germinacion incompleta, ya que parte de la poblacién permanece firme mucho tiempo, o
sea, se embebe pero no germina ni se pudre, o bien, permanece dura, es decir, ni siquiera se
embebe.
b) Germinacién lenta debido a que las semillas (individualmente o en conjunto) tardan en
completar su germinacion.
c) Extremadamente sensible al medio, ya que para realizarse requiere determinadas
condiciones de iluminacion, temperatura 0 composicion de la atmésfera, entre otros factores.
La dormicidn retrasa el proceso de germinacion y proporciona a la semilla un tiempo adicional
para que pueda dispersarse a grandes distancias. Preserva la viabilidad de las semillas porque
permite que la germinacion no se realice de forma indiscriminada y que las mismas plantas la
programen al disponer de un banco permanente de semillas viables en el suelo, dispuestas a
germinar cuando el ambiente sea propicio; siempre y cuando se den tres condiciones internas:
¢ Primera. La semilla debe ser viable; esto es que el embrion debe estar vivo y ser capaz
de germinar.
¢ Segunda. La semilla no debe estar en letargo y el embrion debe estar quiescente. No
deben existir barreras fisiologicas o fisicas que induzcan letargo ni barreras quimicas
para la germinacion.
s Tercera. La semilla debe estar expuesta a las condiciones ambientales apropiadas:
disponibilidad de agua, temperatura adecuada, provision de oxigeno y en ocasiones

luz.




2.3. Pruebas de viabilidad

La viabilidad se refiere a la capacidad de las semillas para germinar y producir una nueva
planta (Amarjit, 2006). También puede expresarse como el porcentaje de germinacion que
indica el nimero de plantas producido por un nimero dado de semillas (Hartmann, 1990). La
prueba de viabilidad es un elemento importante de la calidad de la semilla; para que una
semilla pueda germinar, crecer, desarrollar una nueva planta y completar el ciclo de vida, tiene
que ser viable, es decir, estar viva. Sin embargo, es dificil determinar si la semilla esta viva o
muerta observando Unicamente su apariencia fisica. Dos semillas pueden parecer iguales si
tienen el mismo tamario, forma y color, sin embargo, una de ellas puede estar viva y la otra
muerta. La semilla muerta o en proceso de muerte se caracteriza por una declinacion gradual
del vigor y en areas localizadas pueden aparecer necrosis o lesiones. Muchos factores

contribuyen a la pérdida de viabilidad de la semilla incluyendo los siguientes:

1. Las condiciones climéticas durante la maduracion de semillas: las condiciones de
estrés, la sequia, el exceso de agua y temperaturas extremas contribuyen a la pérdida de
capacidad de germinacion de semillas.

2. Deficiencia de nutrientes y lesiones provocadas por plaguicidas durante la maduracion
y el desarrollo de semillas.

3. Las condiciones ambientales después de la madurez fisioldgica, durante la cosecha, la
limpieza, el secado, el almacenamiento y la manipulacion. Las condiciones adversas
durante este periodo, tales como fuertes lluvias o heladas pueden afectar la viabilidad
de la semilla, también el almacenamiento inadecuado conduce a un deterioro en la

semilla'y a la pérdida de la viabilidad.

En la propagacion exitosa por semillas es esencial tener un método para juzgar la viabilidad.
Esta puede determinarse por varias pruebas, entre las méas importantes se encuentran la de la
germinacién directa, la de el embrién separado y la de cloruro 2, 3, 5 trifenil tetrazolio
(Hartmann, 1990). De éstas las dos mas utilizadas por los laboratorios son: la prueba de

germinacién y la de cloruro 2, 3, 5 trifenil tetrazolio (Amarjit, 2006).




e Pruebas de germinacion directa

Es una prueba de germinacion estandar, las semillas se colocan en condiciones de luz y
temperatura para inducir la germinacion. Las condiciones requeridas para llenar los requisitos
legales se especifican en las normas de ensaye de semillas, las cuales pueden incluir tipo de
prueba, condiciones ambientales y duracién de la prueba.

En los laboratorios para ensaye de semillas se emplean varias técnicas para germinar las
semillas. Cuando son semillas pequefias se colocan en charolas de germinacién, cajas de
plastico, de carton encerado o las de petri cubiertas. El papel absorbente se corta en dos partes
pequeiias y las semillas se colocan encima o entre dos capas. Otros medios para la
germinacion son el algodon absorbente, toallas de papel, papel filtro y, para semillas grandes,
arena, vermiculita, perlita o tierra (16mm). Los recipientes se colocan en condiciones
especiales en las cuales se controlan temperatura, humedad y luz (Moreno, 1996). En la
prueba de germinacion directa el porcentaje de germinacién se determina por la cantidad de
plantulas normales producidas por la semilla pura de la clase que se examina.

Una prueba de germinacion de ordinario dura de una a cuatro semanas, pero en semillas de
arboles, de baja germinacién y con letargo, puede durar hasta unos tres meses. A menudo las
semillas de arboles y de arbustos requieren que antes de efectuar la prueba de germinacion se

les someta a tratamientos de pregerminacion especiales (Hartmann, 1990).

e Prueba con embriones aislados

La prueba con embriones separados se aplica para determinar la viabilidad de semillas de
arboles y arbustos lefiosos cuyos embriones necesitan largos periodos de postmaduracion antes
de que pueda efectuarse la verdadera germinacién. En esta prueba se separa al embrién de la
semilla y se le hace germinar solo. Las semillas se remojan de uno a cuatro dias, hasta que
estan hinchadas por completo, con alguno de los siguientes métodos: a) en agua que corra
lentamente; b) en agua en reposo a menos de 15°C; o en c¢) en agua en reposo a 20°C haciendo

cuando menos dos cambios al dia. Cuando existan cubiertas duras, éstas deben quitarse




primero. Las cubiertas humedecidas de las semillas se cortan con un escarpelo, una hoja de
afeitar o una navaja afilada, en condiciones de limpieza.

Los procedimientos para poner a germinar los embriones separados son similares a los que se
utilizan para semillas intactas, utilizando cajas de Petri con un substrato himedo, como papel
secante o papel filtro. Los embriones se colocan sobre el papel filtro de manera que no se

toquen. El tiempo necesario para la prueba varia de tres dias a tres semanas.

e Prueba con cloruro 2, 3, 5-trifenil tetrazolio

La prueba con cloruro 2, 3, 5 trifenil tetrazolio es un método bioquimico ampliamente
utilizado para medir la viabilidad de las semillas, fue desarrollada por el cientifico aleméan
George Lakon en la década de 1940 (Amarjit, 2006) para distinguir entre los tejidos viables y
muertos de embriones de semillas sobre la base de la actividad de la enzima deshidrogenasa en
la cual la viabilidad de las semillas se determina por el color rojo que aparece cuando la
semilla se remoja en una solucion de cloruro 2, 3,5-trifenil tetrazolio. Los tejidos vivientes
cambian el trifenil tetrazolio a un compuesto insoluble rojo quimicamente conocido como
formazan. En los tejidos no vivientes el trifenil tetrazolio permanece incoloro, la reaccion se
efectGa igualmente bien en semillas que estén en letargo que en las que no lo estén. Los
resultados pueden obtenerse dentro de un plazo de 24 hrs, a veces en 2 o0 en 3 horas. Por lo
comun se usa una solucion de 0.1 a 1% de concentracion, el pH debe de ser de 6.5 a 7.5
(Moreno, 1996), 6 6 a 7 (Hartmann, 1990).

La prueba distingue en una semilla individual los tejidos vivientes y no vivientes y puede
indicar debilidad antes que la germinacion se efectle. La principal ventaja de esta prueba es la
rapidez de la ejecucion y obtencion de resultados. A pesar de esas ventajas verificadas en su
uso no debe ser considerado un substituto de la prueba de germinacién, pues sus resultados no
caracterizan anormalidades y otros disturbios en las plantulas, la presencia de
microorganismos y la latencia o dormancia en semillas.

Los porcentajes de viabilidad obtenidos en la prueba de tetrazolio son los porcentajes de
germinacién que se esperan cuando el lote es germinado bajo condiciones muy favorables,
dentro de éstas se incluye el uso de fungicidas adecuados. Las diferencias entre las pruebas de

germinacion y tetrazolio pueden deberse a varias razones como: diferencias en la muestra,




pruebas de germinacién en condiciones impropias y técnica inadecuada para realizar la prueba

de tetrazolio.

La prueba de tetrazolio no diferencia entre semillas latentes y no latentes, la variabilidad en
cantidad de semillas duras, presencia de hongos y dafios quimicos (Moreno, 1996). La
interpretacion de los resultados depende de la clase de semilla y de su estructura morfoldgica.

En las coniferas debe tefiirse tanto el gametofito femenino como el embrion.

Se han desarrollado otras pruebas para viabilidad de las semillas utilizando agentes de
contraste, como soluciones de ciertas sales 0 metales pesados haciendo después una
radiografia. Las radiografias de las semillas se pueden usar como una prueba rapida del buen
estado de las mismas. No miden la viabilidad de las semillas pero proporcionan una imagen
interna que permite examinarlas respecto a disturbios mecénicos, ausencia de tejidos vitales
como el embrion o el endospermo, infestacion de insectos, cubiertas agrietadas o quebradas y

encogimiento de tejidos internos.

Se han desarrollado otras pruebas para determinar viabilidad en semillas forestales como
evaluacion mediante el pH, pruebas basadas en rayos X y pruebas con indigo-carmin
(Moreno, 2001).

2.4. Referencias asociadas a la germinacién de semillas

El conocimiento de las técnicas apropiadas para recolectar, procesar y germinar las semillas de
las especies forestales, es importante para contribuir de manera positiva con los proyectos de
reforestacion, de conservacion de las especies y su diversidad genética. Existen grandes
diferencias entre las semillas de las diversas especies en cuanto a su respuesta a las técnicas de
manejo, almacenamiento y germinacion. Esto requiere realizar las investigaciones que
permitan conocer con certeza, cuales son los métodos de manejo mas apropiados para las
semillas de cada especie y asi asegurar su viabilidad y la obtencion de altos porcentajes de

germinacién (Salazar, 2001).




Frecuentemente las semillas sometidas a estratificacion contienen inhibidores y promotores
del crecimiento por lo que al aplicar un tratamiento se altera el balance inhibidor-promotor que
controlaba este tipo de latencia. Se encontrd que en el embridn de Juglans regia descendié la
cantidad de un inhibidor cuando fue sometido a estratificacion, por lo cual se ha considerado
como un tratamiento altamente efectivo para semillas de cedro negro. También reportaron que

las semillas sembradas sin estratificacion presentan plantas atipicas (Taiz, 2006).

Ruano (1998) determind la calidad fisica de las semillas de cuatro especies de pino, en sus
pruebas de germinacion obtuvo un 94.8% en Pinus pseudostrobus, un 74y 53% en Pinus
tecunumanii, porcentajes de 67.8% y 68.8% para Pinus oocarpa y 46.8 y 53.5 para Pinus
maximinoi. En donde determino que el porcentaje de germinacion dependia del lugar en donde
se colectaron las semillas, ademas se evalud la energia germinativa, pureza, viabilidad y
namero de semillas por kilogramo, en donde menciona que una desventaja cuando el
porcentaje de germinacion es bajo es que se tiene que adquirir mayor cantidad de semillas de

una especie para cubrir un area determinada.

Ademas de las formas tradicionales de propagacion de plantas, via semillas o estacas, la
micropropagacion in vitro €S una herramienta que se ha utilizado afios atras, la primera
gimnosperma generada mediante cultivo de tejidos fue Pinus palustris en 1975 a partir de
embriones (Roca y Mroginski, 1991). Con posterioridad a estas investigaciones se han
publicado diversos trabajos que sefialan la regeneracion de platas por sistemas similares. La
regeneracion de plantas en especies forestales via embriogénesis somatica y organogénesis
estd progresando. Los inoculos comunmente usados para promover la regeneracion de
coniferas son ricos en almidén, como cotiledones, hipocétilos y embriones (Roca y Mroginski,
1991). Se ha obtenido la regeneracion de érganos y embriones a partir de semilla en Abies
alba, A. fraceri y P. radiata. En coniferas la principal fuente de indculo para la produccion de
callo son embriones aislados de semilla, pero en Abies religiosa no son un buen inoculo
(Alvarez, 2008).

En la silvicultura mundial, la aplicacion de las técnicas de micropropagacion en especies
forestales de uso maderable ha constituido una alternativa muy Gtil para aumentar el nimero
de plantas requeridas para el establecimiento de plantaciones en los programas de propagacion

masiva, proteccion y aprovechamiento (Shuler, 2005). En Chile, la propagacion de embriones




maduros ha sido utilizada para propagar Pinus radiata (Sdnchez, 2008), y Nothofagus procera
(Sanchez, 2004).

2.5. Tratamientos pregerminativos

En la naturaleza, para que se realice la germinacion de las semillas en letargo, ocurren
diversos agentes ambientales que ocasionan el desgaste de las cubiertas, incluyendo la
abrasion mecanica, la alteracion del hielo y deshielo, el ataque por microorganismos del suelo,
el paso por el tracto digestivo de aves o mamiferos o por el fuego y el ablandamiento de
cubiertas por bacterias y hongos, entre otros. EI motivo por el que las semillas presentan
letargo es para preservarse, regulando la germinacién de manera que coincida con periodos del

afio en que las condiciones naturales son favorables para la supervivencia de las plantulas.

Para la produccion de plantas que nacen de semillas con letargo, es necesario que se eliminen
los mecanismos que inhiben la germinacion debido a que las semillas durmientes no permiten
aprovechar al maximo la capacidad germinativa de los lotes y dificultan las labores de cultivo
debido a lo lento e incompleto de su germinacion. El principal problema agronémico que se
tiene con las semillas durmientes es la eleccion del mejor tratamiento pregerminativo con el
fin de:

e Aprovechar al maximo la capacidad de un lote para obtener plantas productivas.

e Lograr una germinacion rapida, completa y uniforme que facilite las labores y ayude al

establecimiento del cultivo.

e Disminuir la magnitud de la contaminacién en suelos agricolas con semillas de
malezas y plantas parasitas, al inducir su germinacion para poder destruir las plantas

resultantes por medios mecéanicos y quimicos.

Los tratamientos pregerminativos son la aplicacion de procedimientos y el manejo apropiado

de las semillas con el objetivo de estimular su germinacion, se aplican en funcién del




mecanismo causante de dormicion en la semilla. Entre los tratamientos conocidos se

encuentran:

Cuadro 2 Tipos de estratificacion.

Estratificacion: Es un método de tratamiento de semillas en letargo en el cual las semillas
embebidas de agua son sometidas a un periodo de enfriamiento para que se efectué la
postmaduracion del embrion. El término se origin6 debido a que los viveristas colocaban
las semillas en capas intercaladas en un medio himedo, como tierra o arena, durante el
invierno (Hartmann 1990). La expresion enfriamiento en humedo Se ha usado como
sinénimo de estratificacion. La temperatura usual utilizada es de 0 a 10°C y el tiempo

depende de la especie.

Tipo Descripcion Desventaja/ventaja

Plantar a la intemperie directamente en almaécigo, | Es a largo plazo y se
Directa cama fria o surcos en épocas que proporcionan las | deben cuidar de

condiciones para la post maduracion. plagas y predadores.

e Con sustrato: La semilla se mezcla con un | Sembrar
medio que retenga humedad y se coloca en | inmediatamente por
bandejas que permitan aireacion y drenaje. que quedan
Refrigerada e Sin sustrato: las semillas remojadas se | embebidas. La
colocan en bolsas de polietileno. Se cambian | temperatura  debe

las bolsas semanalmente para airear las | Permanecer
semillas constante.

(Cockrell, 2000)




Cuadro 3. Tipos de escarificacion

Escarificacion: Proceso de romper, rayar, alterar mecanicamente o ablandar las cubiertas de

las semillas para hacerlas permeables al agua y a los gases (Hartmann 1990).

Tipo Descripcion Desventaja/ventaja
Mecanica Lijar, o quebrar las cubiertas sin dafiar la semilla. Son mas susceptibles
a patdgenos.
Sembrar terminando
e Agua caliente: Sumergir las semillas en agua el tratamiento.
caliente (77-100°C) :
Térmica 1 Puede reducir la tasa
e Temperaturas elevadas: Quemado de los frutos™ de germinacion.
Las semillas secas se cubren con acido sulfurico
concentrado en una proporcién de semilla-4cido 1:2, de | S€ réquiere cuidado al
Productos ) ) ) o manioular
o 10 min a 6 horas dependiendo la especie. Al término P
causticos _
lavar con abundante agua y un poco de bicarbonato de
sodio.
Se conservan las semillas en un medio no estéril, Control de Ia
Calida calido-humedo, durante algunos meses para que los temperatura

microorganismos ablanden las cubiertas de las semillas

Requiere tiempo

'En algunas plantas nativas las cubiertas de las semillas son modificadas en el incendio del bosque o

pastizal, germinando después de este.




Cuadro 4. Diferentes tratamientos pregerminativos.

Tipo Descripcion Desventaja/ventaja
Cosecha de | Extraccion de las semillas del fruto | Las semillas se deben
frutos inmaduro impidiendo el desarrollo de | plantar de inmediato sin
inmaduros. cubiertas duras. secarlas.

Fermentacion

Poner las semillas en estiércol y dejar

fermentar durante varios dias

provocando la descomposicion de las

cubiertas.

Los resultados varian debido
a que no se tiene control de

todos los factores.

Intemperizacion

Se pretende debilitar la cubierta dura por

las tensiones provocadas por el

humedecimiento y pérdida de humedad.

Cuando se realiza a la

intemperie no se tiene

control sobre los cambios en

Se puede llegar a abrir el endocarpio | el tiempo.

ademas de lixiviar los inhibidores. Se

pueden dejar las semillas expuestas al

sol y a la lluvia o provocarlo de manera

artificial en el laboratorio.

Remover inhibidores con periodos | Sembrar inmediatamente
Lixiviacién continuos de remojo en agua corriente 0 | por que se induce la

cambiando el agua con frecuencia. imbibicion.

Congelamiento

Se realiza con gases licuados o en

refrigeracion.




Atmosfera Aumentar la concentracion de CO.. La utilidad de este método
controlada se restringe a trabajos de
investigacion.
Radiacion y | Se han probado la aplicacion de gas | Puede producir  plantas
tratamiento plasma, rayos infrarrojos y | anormales.
sonicos. radiofrecuencia en semillas de varios
pinos.
Utilizacion  de | Compuestos como el azul de metileno,
aceptores de | cloruro trifeniltetrazolio, nitratos, nitritos
electrones y peroxido de hidrégeno se pueden
aplicar al medio de germinacién o en
remojo continuo.
Las sustancias mas empleadas son: las | Su alto costo y lo dificil de
giberelinas, las citocininas-cinetina, | conseguirlas. Los
benziladenina y 6 aminopurina, el | tratamientos son efectivos
Hormonas etileno y la fucocinica. La dosificacion | para la dormicion
se realiza en ppm y la concentracion | secundaria  aunque  en
depende de la especie. Se puede realizar | algunos casos puede
a) aplicacion directa al medio, b) remojo | inducirla.
continuo en solucién y c) solucion en
disolventes organicos.
Disolventes Inmersion de semillas en acetona, éter, | Son tdxicos y altamente
organicos diclotometano, cloroformo, etanol, y | inflamables.

metanol. Su efecto puede atribuirse a la

lixiviacion de inhibidores, la liberacion




de promotores y a cambios en la cubierta

de la permeabilidad de las membranas.

Tiourea y | Se aplican directamente al medio de | Puede causar anormalidades
compuestos germinacion en soluciones acuosas, a | radiculares y una baja
sulfhidricos 0.2% o se emplea el remojo continuo en | produccion de plantas.

soluciones de 0.5 a 3%. Al término del
remojo las semillas deben lavarse con

agua corriente.

Control de | En laboratorio se pueden obtener las | En campo se tiene que
temperatura e | temperaturas y  fotoperiodos que | esperar una época adecuada
iluminacion favorezcan la germinacion de semillas | para la siembra, lo que evita
con dormicion fisioldgica, en el campo | el cultivo intensivo.

estas condiciones se logran al sembrar en
una época determinada del afo, para
cubrir las exigencias de luz se hacen

siembras superficiales.

2.6. Postmaduracion del embrion

La postmaduracion es un proceso fisioldgico que ocurre en el embrion, produciéndose una
serie de cambios enzimaticos y quimicos, que contribuyen a la formaciéon de la semilla y
garantizan su germinacion (Cockrell, 2000). En las zonas templadas este proceso se produce
de forma natural, cuando las semillas permanecen a la intemperie durante el invierno. El
letargo del embrion se caracteriza principalmente porque para llegar a la germinacion se
requiere un periodo de enfriamiento en humedo y por la incapacidad del embrion separado de
germinar con normalidad. Desde hace mucho tiempo los propagadores han sabido que las
semillas de muchas especies de arboles y arbustos que maduran en el otofio, para que puedan

germinar en la primavera siguiente deben ser enfriadas al invernar. Este requerimiento




condujo a la practica horticola Ilamada estratificacion en la cual se colocan las semillas en
cajas entre capas de tierra 0 arena himedas y se les expone a temperaturas bajas ya sea a la

intemperie o en refrigeradores.

En esta situacion se han encontrado dos condiciones separadas pero interactuantes que
controlan la germinacion. La primera es la semipermeabilidad de las membranas que cubren la
semilla que ejerce efectos sobre la aireacion y la retencion de inhibidores. La segunda es la
condicion interna del letargo dentro del embrion mismo, en particular en los puntos de
crecimiento del eje embrionario. También pueden intervenir las influencias del endospermo o
del gametofito femenino circundantes. La modificacion de todos estos se lleva a cabo con el
tiempo durante el enfriamiento, de manera que al final las semillas puedan germinar
rdpidamente cuando se les dan temperaturas mas altas, es decir cuando se someten a
estratificacion en frio. Los cambios fisioldgicos que ocurren durante la estratificacion y la
postmaduracion de embriones en letargo son muy complejos. Sin embargo, se les ha asociado
con cambios en las concentraciones de sustancias estimuladoras del crecimiento (Hartmann,
1990).

Las semillas de las plantas de este grupo por lo general tienen un requerimiento de
enfriamiento absoluto de uno a cuatro meses para que pueda efectuarse la germinacion.
Cuando los embriones se separan y se colocan en agar nutriente no germinan bien sino que
muestran, en varios grados, sintomas de letargo. Esas respuestas incluyen el crecimiento y
coloracion verde en los cotiledones; desarrollo de radicula corta y gruesa y sin crecimiento del
epicotilo o desarrollo normal del sistema radical con varios grados de epicoétilos anormales y

enanos.

Los embriones en letargo son mas comunes en las semillas de arboles, arbustos y algunas
plantas herbaceas de zonas templadas o aun de climas mas frios, en donde las semillas

invernan para germinar en primavera.

Las condiciones requeridas para superar el letargo del embrion comprenden humedad,

temperatura, aireacion y tiempo.

-



o0 Imbibicion de humedad por la semilla

La postmaduracion requiere que las semillas hayan embebido agua. Una semilla seca con
embridn en letargo inicialmente absorbe por imbibicion alrededor del 50% de humedad; si la
semilla esta encerrada por un endocarpio duro la absorcion pude ser lenta de manera que
requiere un periodo de postmaduracién mas prolongado. La iniciacion de la postmaduracién se
retrasa, de tal modo que todo el tiempo de estratificacion se alarga. Durante el periodo de
enfriamiento siguiente, el contenido de humedad en las semillas permanece constante hasta
que absorbe agua répidamente A medida que termina el letargo el embrion absorbe agua
rapidamente para dar inicio al proceso de germinacion. La reduccién del contenido de
humedad puede tener varios efectos: si se realiza cerca del término de la estratificacion puede
dafar al embrién; cuando se realiza durante la estratificacion, detiene el proceso de

postmaduracion y también puede desarrollarse letargo secundario.

0 Exposicion a temperaturas bajas

La temperatura es el factor mas importante que afecta la tasa de postmaduracién. La
temperatura exacta varia con las diferentes especies y las diferentes etapas de postmaduracion.
A temperaturas bajas las semillas germinan con lentitud pero el porcentaje es elevado. A
temperaturas mas elevadas las tasas de germinacion son mas aceleradas, pero el porcentaje de
germinacion disminuye en proporcion al incremento de la temperatura. Las temperaturas méas
efectivas para la germinacion son similares a las del medio natural, en donde las temperaturas
del suelo son relativamente frias al inicio de la primavera, pero aumentan a medida que avanza
la estacion. En embriones separados de la semilla, no sometidos a postmaduracion se ha
mostrado que el achaparramiento fisiolégico resulta de la exposicion de los meristemos

apicales a temperaturas de germinacion calidas.

o Aireacion

Para una postmaduracion adecuada es necesario que durante la estratificacion de la semilla

haya una buena aireacion que proporcione oxigeno. La cantidad de oxigeno necesaria depende




de la temperatura. Las cubiertas himedas de semillas embebidas de agua y en letargo
restringen la absorcion de oxigeno debido a su baja solubilidad en agua y a su fijacion por las
sustancias fendlicas de las cubiertas de las semillas. Sin embargo a temperaturas bajas, los
requerimientos de oxigeno del embrion son reducidos y por lo general la cantidad de oxigeno

es adecuada.

o Tiempo.

En la mayoria de las especies perennes lefiosas, el tiempo requerido para la postmaduracion de
semillas en letargo es de uno a tres meses; el mismo, depende de la especie y existe una
correlacion general entre los requerimientos de enfriamiento de las yemas de las plantas y de
sus semillas. El tiempo de germinacion puede ser influenciado por la exposicion ambiental de

la planta madre durante el desarrollo de la semilla.




3. MATERIALES Y METODOS

3.1.  Ubicacion del experimento

El presente trabajo se realizd en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales y
Micropropagacion del departamento de Ciencias Agricolas de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlin Campo 4 UNAM, ubicada en el Km 2.5 carretera Cuautitlan —

Teoloyucan, San Sebastian Xala, Cuautitlan Izcalli, Estado de México.

3.2. Material vegetal

Se utilizaron semillas de Pinus cembroides Zucc colectadas en San Luis Potosi en el 2009 y
fueron sometidas a pruebas de imbibicion y viabilidad. Las semillas utilizadas para
tratamientos in vivo fueron escarificadas trozando con pinzas un pequefio segmento en el

extremo de la testa.

3.3. Disefio experimental

En el ensayo se utilizé un experimento en un arreglo completamente al azar que consta de 14
tratamientos pregerminativos aplicados a las semillas (Cuadro 5), cada tratamiento tiene 4
repeticiones, haciendo un total de 56 unidades experimentales. La unidad experimental

utilizada fue de 5 semillas, en total el nUmero de semillas utilizadas fue 280.
3.4. Sustrato
Se utiliz6 como sustrato en los tratamientos in vivo la vermiculita, manteniendo la humedad a

capacidad de campo. Para los tratamientos in vitro el medio de cultivo utilizado fue el Cruz-

Pizarro (2000) sin hormonas (Cuadro 6).
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Cuadro 5. Tratamientos aplicados a semillas de Pinus cembroides Zucc.

Tratamientos Descripcion
T1 Escarificado y estratificado por 720 horas.
T2 Escarificado y estratificado por 480 horas.
T3 Escarificado y estratificado por 240 horas.
T4 Estratificado por 720 horas.
T5 Estratificado por 480 horas.
T6 Estratificado por 240 horas.
T7 Escarificado e inmerso en agua corriente por 24 horas.
T8 Escarificado sin exposicion al frio.
T9 Escarificado e inmerso en agua corriente por 24 horas con estratificacion
por 480 horas.
T10 Cultivo de embriones in vitro estratificados por 720 horas.
T11 Cultivo de embriones in vitro estratificados por 480 horas.
T12 Cultivo de embriones in vitro estratificados por 240 horas.
T13 Cultivo de embriones in vitro sin estratificacion.
T14 Testigo: no escarificado ni estratificado

3.5. Condiciones de siembra

A excepcion de los tratamientos con agua corriente, antes de sembrar las semillas in vivo
fueron espolvoreadas con fungicida Benomil. Una vez sembradas, fueron rociadas, con

Benomil al 1% cada tercer dia.

En el caso de la desinfeccion de semilla y siembra de embriones las semillas de Pinus
cembroides fueron lavadas con agua corriente y jabon liquido, después se colocaron en una
solucidén con cloro comercial (cloralex) al 10% en un vaso de precipitados sobre un agitador
magnético durante 20 minutos, posteriormente en la campana de flujo laminar se enjuagaron
tres veces con agua destilada esterilizada. Con ayuda de una pinza se elimino la testa de la
semilla y se procedi6 a separar el embrion del gametofito femenino. EI embrion fue sembrado
en el medio de cultivo contenido en un tubo de ensaye. Lo anterior fue realizado con la ayuda
de pinzas, bisturi y aguja de diseccion previamente lavadas, esterilizadas y flameadas entre

cada siembra.




Cuadro 6. Medio de cultivo Cruz-Pizarro (2000), con un pH de 5.7 + 0.1, aplicado a tratamientos in
vitro con semillas de Pinus cembroides Zucc.

Compuesto moplgcs:(ljlar Concentracién Concentracién
(MM 6uML™) (mg L™=ppm)

NH4NO3 80 2.5 200
Ca(NO3)24H,0 236 1.25 295
KH,PO4 136 1.25 170
MgSO,7H,0 246 1.5 369
KNO; 101 5 50
FeSO,7H,0 278 0.09 25
Na-edta 380 0.1 38
MnSO.4 H,0 169 5 0.84
H3BO3 62 100 6.1
Na,Mo042H,0 242 1 0.21
ZnS0,47H,0 287 30 8.6
CuSQO45 H,0 249 0.1 0.0000249
CoCl,6H,0 238 0.1 0.0000238
Mio-inositol 180 0.55 100
Tiamina HCL 337 0.29 0.1
Piridoxina HCL 205 2.44 0.5
Acido Nicotinico 123 4.07 0.5
Sacarosa 342 0.0878 30 000
Agar 6 000

Fuente: Cruz- Pizarro (2000)

Las semillas correspondientes a tratamientos con frio se etiquetaron y se colocaron en un
refrigerador a una temperatura de 9°C, las que no requerian frio se acomodaron en un cuarto
de incubacion a una temperatura de 27 +1 °C, con fotoperiodo de 16 horas luz y una intensidad

luminosa de 49 umol -m- seg™.




3.6. Pruebas previas a la aplicacion de los tratamientos

3.6.1. Pruebas de imbibicion

Se elaboro la curva de imbibicion en la semilla de Pinus cembroides y se registré el peso seco
de 4 grupos de semillas, cada grupo conformado de 10 semillas con ruptura parcial en la testa.
El peso fue tomado con una balanza granataria. Las semillas se colocaron en cajas de petri con
toallas de papel humedecidas con agua destilada. El peso de las semillas se registré cada
media hora durante las primeras 5 horas y posteriormente cada 12 horas durante 2 dias con el
proposito de determinar la dindmica de absorcion de agua con relacion al peso seco.

3.6.2. Pruebas de viabilidad
La prueba se realizé con Cloruro 2, 3, 5-trifenil tetrazolio al 1%. Se retir6 completamente la
testa y se humedecieron las semillas en una caja de petri con papel. Una vez ablandados los
tejidos se efectuaron los cortes longitudinales y la extraccion de los embriones.
3.7. Variables de estudio
3.7.1. Dias a inicio de germinacion
Se registra el dia en que empiezan a germinar las plantulas, tomando como germinacion el

momento en el que la semilla muestra su radicula; y como dia uno la fecha en la que termina

el tratamiento con frio. En el caso de los tratamientos sin frio el dia uno es la fecha de siembra.

3.7.2. Valor germinativo

Se graficé la curva de germinacion de cada tratamiento mediante conteos diarios de la

emergencia de las plantas y se obtuvo el valor germinativo (VG) aplicando la formula de
Czabator (1962): GV=PV x MDG,; en donde seutiliza el valor pico (VP) que es el porcentaje
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de germinacion en el punto en que la tasa de germinacion empieza a disminuir, dividido entre
un namero de dias necesarios para llegar a ese punto, multiplicado por la germinacién media
diaria (MDG) que se refiere al porcentaje de germinacién final dividido entre el nimero de

dias que las semillas estuvieron en prueba.

3.7.3. Longitud de radicula

Transcurridos los 60 dias de haber sembrado las semillas se tomo la longitud de raiz bajo el
método Bohm (1979) el cual utiliza recipiente transparente con agua, colocado sobre papel
milimétrico. En el caso de los tratamientos in vitro, la longitud de raiz se tomo en forma

directa con una regla.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Pruebas previas a los tratamientos

4.1.1 Pruebas de imbibicion

La absorcidn de agua por las semillas secas de Pinus cembroides manifest6 en la primera hora
un rapido incremento de hasta el 10% de su peso en absorcion de agua. La mayor tasa de
imbibicién se obtuvo durante las primeras 30 horas, en donde en promedio del lote de 10
semillas se obtuvo en peso inicial 4.15 gramos (peso seco), al final presentd un incremento
promedio de 1.4gr lo que equivale a un aumento del 35% del peso inicial de las semillas,

punto en donde la absorcion de agua comienza a disminuir y tiende a estabilizarse.

La primera etapa en el proceso de la germinacion se debe a la imbibicion, que es considerada
un proceso fisico dado a través de la hidratacién. ElI primer periodo de activacion del
metabolismo comienza entre el 20 y 23% del contenido de agua que incluye la activacion
inicial de la respiracion, el inicio de la formacion de aminoéacidos y el funcionamiento del
ciclo de Krebs. La activacion del metabolismo y degradacién de proteinas de reserva se realiza
a contenidos del 42 al 52% de agua (Viémont, 2000), lo que indica que la semilla tenia un
potencial hidrico favorable que le permitié incorporar el agua necesaria para iniciar los

procesos de germinacion.

Los porecentajes de referencia en otras especies forestales como Pseudotsuga menziesii SOn
del 60% de aumento en el contenido de agua en las primeras 32 horas (Méapula, 2008) y 42%
en 48 horas para semillas sin testa comparadas con semillas con testa de Hebea brasilienss
Muell (Moreno, 2006), el incremento representa el 50 y 20% mas de lo obtenido para Pinus
cembroides. Siendo probable que las restricciones mecanicas de la testa limiten en
determinado momento el paso de agua, el cual se debera incrementar a medida que la testa sea
removida asi como lo sustenta Moreno (2006) en semilla de Hevea Brasiliensis escarificadas y

no escarificadas.
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La linea de tendencia presentada en la grafica de imbibicion de Pinus cembriodes muestra una
tendencia lineal positiva que indica la estabilidad en los incrementos de absorcion de agua de

la semilla (Gréfica 1).

Gréfica 1. Dindmica de la absorcién de agua destilada en un lote de semillas escarificadas de Pinus
cembroides.
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4.1.2 Pruebas de viabilidad

Las semillas presentaron un porcentaje de viabilidad de 87%, con la prueba de cloruro 2, 3, 5-
trifenil tetrazolio. Se presentd variacion en la velocidad de tincion, las estructuras que
obtuvieron coloracion rapidamente fueron los embriones, mismos que presentaron el color
mas intenso. Es importante resaltar que la prueba de tetrazolio muestra la actividad de enzimas
reductasas provenientes de la actividad respiratoria del embrion, midiendo la capacidad de
respuesta muestran la viabilidad potencial que presenta el lote de semillas; es decir el
porcentaje de germinacion potencial. En la prueba de viabilidad previa a los tratamientos del
presente trabajo se obtuvo una viabilidad del 87%, al final del trabajo resulté un promedio
general de germinacion de 40% (como media de todos los tratamientos), lo que significa que
del 87% de semillas viables germinaron el 45 % del total (Gréafica 2). Los resultados de la

prueba de viabilidad son aproximados a los reportados en trabajos anteriores por Cantero

&



(1996) con un 95 y 90% y Cetina (1984) con un 76.6 % de viabilidad, ambos experimentos
realizados en Pinus cembroides, 10 que indica que la semilla estaba en condiciones de

viabilidad para realizar el experimento.

Grafica 2. Viabilidad obtenida con prueba de cloruro 2, 3, 5 trifenil tetrazolio y porcentaje de
germinacion final en pruebas del mismo lote de semillas de Pinus cembroides.
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4.2 Variables de estudio

4.2.1. Dias a inicio de germinacion

Las semillas del tratamiento 7 (escarificado e inmerso en agua corriente por 24 horas) fueron
las que presentaron un inicio de germinacion mas precoz que las semillas del resto de los
tratamientos, solo necesitaron de 2 dias para desarrollar este proceso, la rapidez se atribuye a
que al colocar la semilla escarificada en agua corriente inici6 la imbibicion antes que las otras
semillas, ademas de considerar que durante el remojo se da un proceso de lavado, lixiviaciony
separacion de inhibidores de la germinacion (Hartmann, 1990). El tratamiento 14 (testigo)
necesitd de 17 dias para iniciar la germinacion, lo que representa hasta ocho veces mas del
tiempo requerido con el tratamiento 7.

Para las semillas escarificadas el inicio de la germinacion se presentd de forma temprana y
uniforme, los tratamientos sin escarificacién mostraron lapsos mas prolongados para obtener

el 100% de las semillas que germinaron. La emergencia de la planta en las semillas




escarificadas inici6 entre el dia 2 y el dia 8; el 100% de la emergencia total de las semillas que
germinaron se alcanz6 aproximadamente a los 12 dias (Grafica 6). El intervalo de inicio en
germinacién fue mas amplio para las semillas no escarificadas en donde se registro la primera
semilla germinada a partir del dia 5 y se extendio hasta el dia 17 con una emergencia total del

100% de semillas germinadas en el dia 39 (Grafica 7).

La escarificacion de forma general puede ayudar a acelerar la absorcion de agua y al inicio
temprano de germinacion, por lo que se puede justificar la realizacion de escarificacion parcial

en la testa antes de sembrar las semillas.

Los embriones cultivados de manera aséptica combinados con estratificacion mostraron la
germinacién mas rapida que la mayoria de los tratamientos. Pierik (1990) menciona que los
embriones aislados in vitro, generalmente muestran una germinacion precoz debido a que se
produce una pérdida de inhibidores al retirar la cubierta seminal, o que el potencial osmético

negativo que existe in vivo, tenga un valor mas alto in vitro.

En los tratamientos con mayor exposicion a horas frio el inicio de germinacion se present6 de
forma mas acelerada y uniforme que en el resto de los tratamientos, a medida que las horas
frio disminuian en los tratamientos, no existia una uniformidad en el proceso germinativo. Lo
anterior se atribuye a que en la mayoria de las especies lefiosas el tiempo requerido para la
postmaduracion de semillas en letargo es de uno a tres meses ( Hartmann, 1990; Camacho,
1994), aunque los periodos de estratificacion en la presente prueba son menores que los
recomendados, la semilla y el embrion respondierén favorablemente a la presencia de frio,
esto se puede observar en lo lento del dia de inicio en la germinacién de los tratamientos sin
frio, como los embriones del T13 (cultivo de embriones in vitro sin estratificacion) que fueron
los ultimos en germinar de los tratamientos in vitro, las semillas del T14 ( testigo) fueron las
ultimas en germinar de toda la prueba y las semillas del T8 (escarificacion sin exposixion al

frio) fueron las penultimas en germinar de los tratamientos escarificados (Gréfica 3).




Gréfica 3. Dias a inicio de germinacion en semillas de Pinus cembroides expuestas a diferentes tratamientos pregerminativos.
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De manera general los tratamientos en los que se escarificO presentaron mejor respuesta que

los no escarificados, mostrando mas efectividad al combinarse con la estratificacion.

4.2.2. Valor germinativo

Las semillas del tratamiento nimero 13 (cultivo de embriones in vitro sin estratificacion),
presentaron el valor mas alto en la tabla de Valor Germinativo (VG). Si bien el VG de las
pruebas in vitro obtuvieron la mayoria de las puntuaciones altas de toda la prueba (Cuadro 7),
es importante sefialar que los embriones in vitro que mostraron inicialmente crecimiento y

coloracion verde en los cotiledones, poco tiempo después se deformaron y tornaron color café.

Cuadro 7. Porcentaje de germinacion, Valor Pico, Germinacién Media Diaria y Valor germinativo en
semillas de Pinus cembroides sometidas a diferentes tratamientos pregerminativos.

Germinacion Valor
Tratamientos (%) (VP) MDG Germinativo

13 80 4.615 2.000 9.230
10 70 3.529 1.750 6.176
12 65 3.055 1.600 4.88
11 55 2.500 1.370 3.437
7 40 4.000 0.816 3.265
9 64 1.931 1.306 2.522
5 56 1.455 1.143 1.662
8 40 1.770 0.816 1.445
2 40 1.429 0.816 1.166
4 52 1.026 1.061 1.088
1 36 0.865 0.735 0.635
3 16 0.800 0.327 0.261
14 16 0.571 0.326 0.187
6 12 0.242 0.245 0.059

VP= Valor Pico, MDG= Germinacion Media Diaria

Hartmann (1990) menciona que cuando los embriones de semillas aun durmientes se colocan
en un medio de cultivo, no germinan bien, sino que muestran en varios grados sintomas de
letargo.

Las semillas expuestas al tratamiento numero 7 (escarificado e inmerso en agua corriente por

24 horas) presentaron el mejor VG de los tratamientos in vivo, sin embargo su porcentaje de




germinacion fue de 40%. El segundo VG alto de los tratamientos in vivo lo presentaron las
semillas sometidas al tratamiento namero 9 (escarificado e inmerso en agua corriente por 24
horas con estratificacion por 480 horas), mismas que mejoraron el porcentaje de germinacion
obteniendo un 64% de semillas germinadas, mientras que los resultados en las semillas del
tratamiento numero 6 (estratificacion por 240 horas) presentaron el menor VG con un 12% de

germinacién (Grafica 4).

Gréfica 4. Porcentaje de germinacion en semillas de Pinus cembroides sometidas a diferentes
tratamientos pregerminativos in vivo.
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Los porcentajes mas altos de germinacion se obtuvieron en los embriones de los tratamientos
in vitro, que en promedio reflejaron porcentajes arriba de la media general del experimento.
Los embriones in vitro presentaron los mejores valores germinativos debido a los altos

porcentajes de germinacién en cortos periodos de tiempo (Grafica 5).




Gréfica 5. Curva de germinacién de semillas de Pinus cembroides utilizando embriones cultivados ir
vitro expuestos a diferentes tiempos de estratificacion expresados en horas frio.
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T10= cultivo de embriones in vitro con estratificacion por 720 horas; T11= cultivo de embriones in
vitro con estratificacion por 480 horas, T12= cultivo de embriones in vitro con estratificacion por 240
horas),; T13= cultivo de embriones in vitro sin estratificacion.

Existe diferencia significativa entre las semillas de los tratamientos. De acuerdo con el analisis
de varianza se mostré similitud entre las respuestas de los tratamientos 13 (cultivo de
embriones in vitro sin estratificacion), 10 (cultivo de embriones in vitro con estratificacion por
720 horas), 9 (escarificado e inmerso en agua corriente por 24 horas con estratificacion por
480 horas) y 12 (cultivo de embriones in vitro con estratificacion por 240 horas), que fueron

similares entre si, pero diferentes que el resto de los tratamientos (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Porcentaje de germinacion y nivel de significancia del mismo aplicado a semillas de Pinus
cembroides.

Tratamiento Promedio de semillas germinadas (%)
13 80 a'
10 68 a
9 64 a
12 64 a
11 56 ab
5 56 ab
4 52 ab
2 44 ab
7 40 ab
8 40 ab
1 36 ab
14 16 b
3 16 b
6 12 b

Prueba Tukey (a=0.01) ' Valores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente
iguales.

Los resultados de las semillas expuestas al tratamiento 9 (Escarificado e inmerso en agua
corriente por 24 horas con estratificacion por 480 horas) se colocaron en el grupo de los in
vitro CON un porcentaje de germinacion sobresaliente (cuadro 8), sin embargo en la tabla del
VG (cuadro 7) el tratamiento numero 7 fue el que present6 el mejor VG de los tratamientos in
vivo, aungue en su porcentaje de germinacion se colocé debajo de los resultados de las
semillas del TO.

El valor germinativo es un parametro que incluye el porcentaje de germinacion tomando el
tiempo en dias para la germinacion de las semillas, por esta razon no coinciden los valores
referentes a porcentaje de germinacién y valor germinativo.

En promedio los tratamientos escarificados presentan porcentajes de germinacion promedio
mas altos que el promedio de los tratamientos sin escarificacion lo cual se asocia a la barrera
fisica impuesta por la testa, que limita algunos procesos como la imbibicion y disponibilidad

de oxigeno para la respiracion.




Gréfica 6. Curva de germinacién en tratamientos escarificados de semillas de Pinus cembroides
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por 24 horas; T8= escarificacion sin exposicion al frio; T9= escarificado e inmerso en agua
corriente por 24 horas con estratificacion por 480 horas.

Gréfica 7. Curva de germinacién en tratamientos no escarificados a diferente tiempo de estratificacion
en semilla de Pinus cembroides.
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4.2.3. Longitud de radicula

Como se muestra en la grafica 8, el desarrollo del embridn se reflejé principalmente en el
crecimiento del tallo, mas que el de la raiz, es decir, los embriones de todos los tratamientos in
vitro desarrollaron tallo, s6lo los embriones expuestos a los tratamientos 10 (cultivo de
embriones in vitro estratificados por 720 horas) y 13 (cultivo de embriones in vitro sin
estratificacion) mostraron crecimiento de raiz, en ambos casos s6lo el 10% de los embriones
gue germinaron desarrollaron raiz, ésta con un promedio de crecimiento de 3 cm al mes de la

siembra.

Grafica 8. Porcentaje de desarrollo de tallo y raiz en embriones de Pinus cembroides germinados in
vitro a diferentes tiempos de estratificacion.
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Tratamientos

T10= cultivo de embriones in vitro con estratificacion por 720 horas; T11= cultivo de embriones in
vitro con estratificacion por 480 horas, T12= cultivo de embriones in vitro con estratificacion por 240
horas); T13= cultivo de embriones in vitro sin estratificacion.




Las plantas sometidas al T5 (estratificacion por 480 horas) desarrollaron una raiz de 27.9 cm,
alcanzando la mayor longitud de raiz del experimento y el mayor nimero de ramificaciones, lo
que representa el doble de superficie para absorcion de agua y nutrientes asi como para mayor
fijacion al suelo en su posterior desarrollo. En comparacion con el desarrollo de raiz de menor
tamafno mostrado por las plantas del T6 (estratificacion por 10 dias), representa casi el 50%

mas de longitud desarrollada.

Gréfica 9. Longitud de raiz en semilla de Pinus cembroides 60 dias de su siembra.
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Tratamientos

T1= escarificadoy estratifica por 720 horas; T2=escarificado y estratificado por 480 horas;

T3= escarificado y estratificado por 240 horas, T4= estratificado por 720horas; T5=

estratificado por 480 horas; T6= estratificado por 240 horas, T7= escarificado e inmerso en

agua corriente por 24 horas; T8= escarificacion sin exposicion al frio; T9= escarificado e

inmerso en agua corriente por 24 horas con estratificacion por 480horas. T14= Testigo.
Para el parametro longitud de raiz no se observa diferencia de respuesta entre tratamientos
escarificados y no escarificados, lo que indica que la escarificacion y estratificacién no tienen
influencia en el crecimiento de raiz de la planta; esto es porque la embriogénesis solamente
establece el plan basico del cuerpo vegetal y forma los meristemos que generan Grganos
adicionales en el adulto. Estos meristemos s6lo llegan a ser activos tras la germinacion (Taiz
2006) pero una vez concluida la germinacion de la semilla emergiendo la radicula, ésta

continda un patrén natural de crecimiento.

.



5.

CONCLUSIONES

La prueba de tincion con tetrazolio es un indicador de viabilidad potencial, sin
embargo no determina el porcentaje de germinacién que se obtendra debido a que

unicamente manifiesta que existe actividad metabolica en el embrién.

La escarificacion parcial en la testa de una semilla no durmiente de pifién facilito la

germinacion.

Los tratamientos in vitro a partir del aislamiento del embridn presentaron un porcentaje

mayor de desarrollo del mismo.

Los tratamientos in vivo presentaron menor porcentaje de germinacién, sin embargo, a
lo largo del experimento mostraron mayor porcentaje de sobrevivencia que los

tratamientos in vitro.

Los tratamientos en los que se cultivaron embriones in vitro, sin estratificacion (No.
13) con estratificacion por 240 horas (No. 12), por 480 horas (No. 11) y por 720 horas
(T10) presentaron los valores germinativos (VG) mas altos.

Los mejores resultados in vivo para valor germinativo y dias a inicio de germinacion lo
presentaron las semillas del tratamiento nimero 7 (escarificado e inmerso en agua

corriente por 24 horas) con un VG de 3.26 y un inicio de germinacion al segundo dia.

El frio es el factor mas importante para superar la postmaduracion y aumentar el
porcentaje de germinacion en la semilla de pifion (Pinus cembroides), debido a que a
mayor tiempo de exposicion de frio en semillas de pifién, el porcentaje de germinacion

se incremento.

=



8. La escarificacion es una buena practica que anticipa la imbibicion de la semilla y
ayuda a iniciar la germinacion, pues las semillas que se escarificaron parcialmente en

la testa tuvieron un rapido inicio en la germinacion que las que no se escarificaron.

9. Realizar estratificacion y escarificacion en la semilla no influye en el desarrollo de la

longitud de raiz.

|
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Anexo 1. ANOVA para la variable nimero de semillas totales germinadas.

FV GL SC CM F-Valor | Significancia
TRATAMIENTO 13| 70.7000000 | 5.4384615 525| S

ERROR 56| 58.0000000 |1.0357143

TOTAL 69| 128.7000000
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