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RESUMEN

La cubierta funicular dura de las semillas de Opuntia tomentosa Salm-Dck es un
factor limitante para su imbibicion y junto con la presencia de una latencia
fisiologica, impiden que el embrién inmaduro pueda germinar. En el presente
estudio, se investigd el efecto del enterramiento sobre la respuesta germinativa de
de las semillas de O. tomentosa en un sito con presencia de dosel vegetal
(sombreado) y en un sitio carente de él (expuesto) ubicados en la Reserva del
Pedregal de San Angel, D. F.; asi como su efecto sobre la morfologia de la
cubierta funicular, para lo cual, se obtuvieron fotomicrografias en el microscopio
electronico de barrido de las semillas enterradas y de aquellas que fueron
almacenadas en condiciones de laboratorio. Se encontré que sélo las semillas que
fueron enterradas germinaron en porcentajes elevados. Las semillas exhumadas
mostraron la presencia de hongos cuyas hifas penetraron, fracturaron vy

erosionaron la cubierta funicular, favoreciendo la germinacion.
INTRODUCCION

La cubierta seminal es la defensa primaria de las semillas contra un ambiente
adverso, ya que provee al embrion de una barrera fisica y quimica que los protege
de las variaciones ambientales tales como cambios de temperatura y humedad asi
como de la invasién por microorganismos (Mohamed-Yasseen, et al., 1994). La
cubierta seminal también puede jugar un papel importante en la dispersion de las
semillas al presentar estructuras especializadas como alas, tricomas etc (Werker,

1997). Una de sus funciones mas importantes es la regulaciéon de la captura de
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agua. En el caso de semillas impermeables, evita la absorcion de agua y/o el
intercambio gaseoso, lo que extiende su longevidad; por el contrario, en semillas
permeables, regula la penetracion de agua al embrion, ya que si sucede de
manera abrupta, podria causar pérdida de sustancias intracelulares durante la

imbibicién y dafio celular.

Las cubiertas seminales duras pueden ser impermeables o permeables al agua y
al oxigeno, en el primer caso establecen una latencia fisica, mientras que en el
segundo, crean una resistencia al crecimiento del embrién inmaduro (latencia

fisiologica) (Baskin y Baskin, 1998).

En particular, las semillas de Opuntia tomentosa presentan latencia fisiol6gica y
una envoltura funicular dura pero permeable, con una baja tasa de captura de
agua y que constituye una barrera fisica para que el embrién inmaduro se
expanda; ademas, requieren de la formacion de una valva en la parte cercana al
micropilo y un canal que permita la entrada de agua a la semilla para germinar
(Flores-Renteria, 2002; Orozco-Segovia et al., 2007). La valva es una regién
localizada en los flancos funiculares, cerca del micrépilo; este es el sitio por donde
la radicula protruye y puede ser removida de manera artificial para mejorar la
germinacion (Fig. 2) (Orozco-Segovia et al., 2007). En O. tomentosa, las semillas
recién liberadas presentan embriones con un bajo potencial de crecimiento. Una
vez que la semillas se encuentran en el suelo, el embrion completa su desarrollo y
la cubierta funicular se debilita debido a la accion de las fluctuaciones de

humedad, temperatura asi como de los microorganismos (Olvera-Carrillo et al.,
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2009). Delgado-Sanchez et al. (2011) encontraron que la interaccion de tres
especies de hongos con semillas de Opuntia streptacantha, las cuales presentan
latencia fisiolégica, tiene un efecto positivo sobre la germinacién debido a que
ocurre la erosion de la cubierta seminal, su debilitamiento y en consecuencia se

reduce la resistencia mecanica, lo que facilita la emergencia del embrion.

El objetivo de la presente investigacion fue conocer el efecto del enterramiento de
las semillas de Opuntia tomentosa en su cubierta funicular y respuesta
germinativa, en comparacion con las semillas almacenadas en el laboratorio. El
enterramiento de semillas de especies como las de la subfamilia Opuntioideae, las
cuales presentan baja germinacién, puede tener efectos positivos sobre la
germinacién y el establecimiento de las plantulas, por lo que puede ser utilizado

con fines de restauracion ecoldgica.

OBJETIVOS

Objetivo general

Conocer el efecto del enterramiento en la cubierta funicular y la respuesta

germinativa de semillas de Opuntia tomentosa Salm-Dyck (Cactaceae).

Objetivos particulares

Conocer el efecto del enterramiento sobre la cubierta funicular de las semillas de

O. tomentosa.


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Determinar el efecto de la remocién de la valva sobre la germinacién maxima, la
tasa de germinacion y el tiempo de inicio de la germinacion en las semillas de O.

tomentosa.

Determinar el efecto del enterramiento en diferentes sitios, en la germinacién
maxima, la tasa de germinacion y el tiempo de inicio de la germinacion en las

semillas de O. tomentosa.

Determinar el efecto de la temperatura sobre la germinacion maxima, la tasa de

germinacion y tiempo de inicio de la germinacion en las semillas de O. tomentosa.

HIPOTESIS

Las temperaturas alternantes, la remocion manual de la valva y el enterramiento
de las semillas de O. tomentosa tendran un efecto positivo sobre su respuesta

germinativa.

El enterramiento de las semillas de O. tomentosa provocard cambios sobre su
cubierta funicular debido a factores fisicos y biolégicos tales como fluctuaciones de

temperatura y humedad; asi como a la accién de microorganismos del suelo.

ANTECEDENTES

Germinacion

Las semillas son el producto de la reproduccién sexual en las plantas y la unidad

de dispersion de la especie en el tiempo y espacio (Vazquez-Yanes et al. 1997).
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La germinacion de las semillas depende, por un lado, de factores externos como la
disponibilidad de agua, la presencia de oxigeno, la temperatura, la luz y la
presencia 0 no de sustancias quimicas inhibitorias; asi como de factores
inherentes a la semilla los cuales pueden inhibir o promover la germinacién

(Bewley y Black, 1994).

Cuando una semilla viable se hidrata, se inicia una cadena de eventos
metabdlicos que resulta en la emergencia de la radicula, lo que significa que la
germinacion se ha completado. Durante la imbibicion, el metabolismo se reactiva
rapidamente. La respiracion, la actividad enzimatica y de organelos asi como la
sintesis de RNA y DNA son actividades celulares fundamentales implicadas en la
germinacién y en el crecimiento subsecuente de la plantula (Bewley y Black,
1994). En general, la absorcion del agua en semillas con cubierta permeable se

lleva a cabo en tres fases (Fig. 1) (Bewley y Black, 1994, Bradford, 1995):

Fase | o de imbibicion: Se caracteriza por la imbibicién rapida de la semilla, debida
al gradiente de potencial hidrico que existe entre el suelo y la semilla. La toma de
agua ocurre independientemente de que la semilla sea o no viable y se encuentre
0 no latente, siempre que la cubierta de la semilla sea permeable. En esta fase la
captura de agua es pequefia y no excede dos o tres veces el peso seco de la
semilla. En esta fase se inicia la reparacion del material genético, de las
mitocondrias y la sintesis de proteinas (Bewley y Black, 1994, Sanchez et al.

2001).
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Fase Il o de activacidon: Es la fase estacionaria, en términos de captura de agua
debido a que al incrementarse el potencial hidrico de la semilla se establece un
equilibrio entre el potencial hidrico de la semilla y el potencial hidrico del ambiente.
Cuando la humedad alcanza un 70% se activa la bomba de protones que acidifica
las paredes celulares e incrementa su elasticidad lo que permite el incremento del
contenido de agua, la vacuolizacién y el crecimiento celular (crecimiento acido)
(Sanchez et al. 2001). Durante esta fase se llevan a cabo los principales eventos
metabdlicos, tales como el inicio de la actividad enzimatica y el metabolismo
respiratorio, el aumento en el nimero de mitocondrias, reparacion del DNA,
aumento en la cantidad de ATP, la traslocacién y asimilacion de reservas en las
regiones de crecimiento del embridn; asi como la reparacién de las membranas, lo
gue interviene en la preparacion del embridén para la emergencia de la radicula en
semillas no latentes; las semillas latentes en esta fase también son
metabolicamente activas (Bewley y Black, 1994, Vazquez-Yanes et al. 1997,

Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2009).

Fase lll: Se asocia con la emergencia de la radicula. En esta fase se inicia la
movilizacion de sustancias de reserva de los cotiledones lo que favorecera el
establecimiento de la plantula. Se incrementa la captura de agua debido a que hay
crecimiento y division celular en la radicula, lo que indica que la germinacion se ha

completado (Bewley y Black, 1994).

La duracion de cada una de estas fases y la activacibn de los procesos

metabdlicos que ocurren en ellas dependen de las caracteristicas intrinsecas de
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las semillas y de las condiciones ambientales, principalmente de la disponibilidad

de agua (Bewley y Black, 1994).

Fase | Fase | Fase Il

It - ¥

Captura de agua
(incremento en el peso fresco)

Tiempo e
Figura 1. Patron trifasico de captura de agua en la germinacion. Tomado de Bewley y Black,

(1994).

Latencia

En muchas especies, existen mecanismos que impiden la germinacién de las
semillas después e caer al suelo aun cuando las condiciones ambientales son
buenas. Cuando la germinacion no ocurre en semillas no latentes debido a la falta
de condiciones ambientales adecuadas , como humedad, oxigenacion, luz vy
temperatura, se dice que la semilla se encuentra quiescente, es decir, en un
estado de reposo metabdlico que se rompe con la disponibilidad adecuada de
estos factores (Vazquez-Yanes et al., 1997; Baskin y Baskin, 1998). La latencia es
un proceso en el cual la actividad fisiolégica de la semilla es reducida, incluso

cuando las condiciones ambientales son adecuadas para la germinacion.
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Las semillas pueden presentar diferentes tipos de latencia en diferentes etapas de
su vida. Baskin y Baskin (1998), sefialan la existencia de varios tipos de latencia.
Una de ellas es la latencia primaria, la cual se presenta cuando la semilla ain se
encuentra en la planta madre y continlda hasta que el impedimento endégeno cesa
(Vazquez-Yanes et al. 1997). Dicho impedimento puede deberse a la inmadurez
del embribn y a la presencia de inhibidores quimicos para la germinacion
presentes en la cubierta seminal o en el embrion. La latencia secundaria ocurre
cuando las semillas estan en condiciones fisiolégicas para germinar, pero se
encuentran condiciones ambientales desfavorables para la germinaciéon por
ejemplo, los bajos niveles de oxigeno y la alta concentracion de CO; (> 40%) y no
germinaran bajo ninguna condicién, por lo que se dice que se encuentran en un
estado de reposo profundo (Vazquez-Yanes et al. 1997; Baskin y Baskin, 1998).
Este tipo de latencia puede aunarse o sustituir a la latencia primaria y puede darse
en mas de una ocasion durante la vida de la semilla (Fenner, 2000).

Por otro lado, hay tres tipos fundamentales de latencia primaria que ocurren
cuando la semilla ya no se encuentra en la planta madre: morfoldgica, fisica y
fisiolégica. En la latencia morfologica, la germinacion no ocurre debido a
caracteristicas morfolégicas del embrion. Se requiere que éste atraviese por un
periodo de crecimiento y/o diferenciacibn antes de que pueda ocurrir la
germinacién. Las semillas con latencia fisica tienen testas impermeables; por lo
que el embridén se encuentra seco hasta que la cubierta seminal se rompe vy el
agua puede entrar, mientras que la latencia fisiolégica se debe a un desbalance
hormonal en la semilla, principalmente determinado por la cantidades relativas de

8
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acido abscisico y acido giberélico (ABA:AG3) y/o a cambios en la sensibilidad de la
semilla a alguna de estas hormonas. Los distintos tipos de latencia pueden estar
combinados en la misma semilla, una combinacién de latencia morfoldgica y
fisiol6gica (morfofisioldgica) es muy comun, pero latencia fisica y fisiologica
combinadas es muy raro y una combinacion de latencia fisica y morfolégica es

poco probable (Baskin y Baskin, 1998).

La latencia morfofisioldgica es frecuente en ambientes con climas estacionales.
Para romperla se requiere del crecimiento o diferenciaciéon del embrion asi como
de la ausencia de mecanismos fisiol6gicos que estén inhibiendo la germinacion.
La latencia fisica es comun en habitats con una marcada temporada seca como
sabanas, desiertos, estepas y matorrales. Por otro lado, la latencia fisiologica esta
ampliamente distribuida, mientras que las especies que no presentan latencia se

encuentran en su mayoria en bosques tropicales (Fenner y Thompson, 2005).

La pseudolatencia ocurre en semillas que se encuentran en el suelo y que estan
aptas para germinar en el habitat que ocupan, pero que no germinan debido a la
falta de requerimientos especiales de luz, de temperatura, o de otro factor
ambiental, por lo que la germinacion esta controlada por las condiciones fisicas del
ambiente que rodea a las semillas (Vazquez-Yanes et al. 1997).

Papel de las cubiertas seminales en la germinacién

En las semillas de varias especies de cactaceas y en especial las de algunas
especies del género Opuntia se han utilizado diferentes métodos para eliminar la

latencia y mejorar su germinacion. Estos métodos han consistido en la

9
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escarificacion mecanica, inmersion en acido giberélico, inmersién en agua a cerca
de 100°C, inmersion en &cido sulfirico (Dubrovsky, et al., 1996; Godinez-Alvarez
et al., 1998; Olvera-Carrillo et al., 2003; Rosas-L6pez et al., 2004; Reyes-Aglero
et al., 2006). En particular, las semillas de O. tomentosa tienen un bajo porcentaje
de germinacién, aun después de cinco afios de almacenamiento en laboratorio
(Olvera-Carrillo, 2003), esto se debe a que al ser liberadas de la planta madre
presentan latencia fisiol6gica, ademas de una cubierta funicular que, aunque es
permeable al agua, su dureza e integridad limitan la entrada de agua, ademas de
gue constituye una barrera mecénica para la protrusién del embriéon inmaduro

(Orozco-Segovia et al. 2007).

Desde el punto de vista embrioldgico, el funiculo se desarrolla a partir de la
placenta, durante la maduracion del évulo. Su principal funcién es la transferencia
de nutrientes y agua desde la planta madre, hacia el évulo en desarrollo; y
después de la fertilizacion, hacia la semilla en desarrollo. En la mayoria de los
casos, la funcion del funiculo termina cuando la semilla madura se deshidrata,
pero en otros puede permanecer unido a la semilla y al fruto (Werker, 1997). En
las semillas de O. tomentosa la cubierta funicular se desarrolla rapidamente
durante los primeros estadios de la desarrollo del 6vulo. El funiculo se va
curvando en la region dorsal y posteriormente se empieza a extender por ambas
caras del 6vulo cubriéndolo en su totalidad y dejando un orificio o micropilo por
donde penetra el tubo polinico durante la fecundacion. Asi, el funiculo no sélo es
circundante sino también envolvente (Flores-Renteria, 2002). Una caracteristica

presente en las células de la cubierta funicular son los depdsitos de oxalato de
10
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calcio en forma de drusas; asi como células con depdsitos de taninos. Las células
de la cubierta funicular, después de la fecundacion, comienzan a engrosar sus
paredes y se forman esclereidas con paredes muy gruesas y lumenes muy
reducidos (Flores-Renteria, 2002). En la parte externa de la cubierta funicular se
encuentran las células epidérmicas que se diferencian en tricomas unicelulares
gue se hidratan al contacto con agua, mientras que en la semilla seca se pegan a
la cubierta funicular (Flores-Renteria, 2002). Cuando las semillas se encuentran
en el suelo, la latencia fisiologica debe romperse y la cubierta funicular debe

debilitarse para que ocurra la germinacion (Olvera-Carrillo et al., 2009a).

Figura 2. Morfologia externa de la semilla de O. tomentosa. Ff, Flanco funicular; Ra, Radicula; Va,

Valva. Tomado de Orozco-Segovia et al. (2007).

11
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El ambiente del suelo

Los microorganismos del suelo

En el ambiente heterogéneo y cambiante del suelo, las semillas estan expuestas a
la presencia de hongos y bacterias y a la abrasion por las particulas del suelo
(Baskin y Baskin, 2000). Las bacterias mas abundantes en el suelo son
cocobacilos (Baskin y Baskin, 1998). Otros microorganismos importantes del suelo
incluyen a los actinomycetes, que ayudan a descomponer residuos de plantas y
animales atacando la celulosa, polisacaridos y hemicelulosa, asi como otros
compuestos. Entre los hongos se incluyen Phycomycetes, Ascomycetes,
Basidiomycetes y hongos imperfectos que utilizan una amplia variedad de
materiales organicos como fuente de alimento (Baskin y Baskin, 1998). Garret
(1951) describe una sucesion de hongos en el proceso de colonizacion de los
tejidos vegetales en el suelo, que se inicia con hongos que utilizan azucares,
después hongos que degradan la celulosa y finalmente aquellos que degradan la
lignina. A pesar de que los hongos y bacterias del suelo parecen causar la muerte
de algunas semillas enterradas (Schafer y Kotanen, 2003); también se ha visto
gue, en tales condiciones, la mortalidad de las semillas se debe a otros factores
diferentes a la infeccién por hongos, como en Oryzopsis hymenoides (Poaceae) y
Purshia tridentata (Rosaceae) cuyas semillas son depredadas por granivoros, en
este caso, se encontr6 que aquellas semillas infectadas por hongos no eran
consumidas por su depredador (Crist y Friese, 1993). Se ha observado que

incluso la presencia de hongos puede ser esencial para que ocurra la germinacion

12
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como en Rosa corymbifera “Laxa” (Morphet y Hall, 2000). Pfeiffer (1934) sefial6 el
efecto de los hongos en la descomposicion de las fibras de la cubierta de semillas
de Symphoricarpos racemosus. Delgado-Sanchez et al. (2011) identificaron
erosion de la testa de O. streptacantha, debida a la presencia de Penicillium
chrysogenum y Phoma sp, lo que redujo su resistencia y en consecuencia,
favorecié la germinacion; sin embargo, al parecer la estructura que en realidad fue
erosionada fue la cubierta funicular, ya que es la estructura que se encuentra

expuesta directamente a factores externos.

Efecto de la temperatura

La temperatura se encuentra estrechamente relacionada con los procesos
metabdlicos que ocurren durante la germinaciéon (Vazquez-Yanes et al., 1997), asi
como con la induccién y rompimiento de la latencia (Fenner y Thompson, 2005).
La germinacibn de cada especie ocurre en un intervalo de temperaturas
relacionado con el habitat que ocupan, por lo que es un factor determinante en la

distribucion de las plantas (Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2009)

Las temperaturas constantes en ambientes aridos podrian actuar como sefial
ambiental, indicando que se han establecido las lluvias y por lo tanto las
fluctuaciones de temperatura se amortiguan, mientras que en los ambientes
hiamedos es una sefial de la existencia de una cubierta vegetal o una cierta
profundidad del suelo (2-3 mm) (Orozco-Segovia y Sanchez-Coronado, 2009). Por
otro lado, existen especies en las que la germinacion se reduce, 0 no ocurre a

temperaturas constantes, como es el caso de Paspalum guenoarum (Otegui et al.,

13
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2005) y Sorghum bicolor (Benech et al., 1995). Por el contrario, la germinacién se
incrementa por el nimero y la amplitud de las alternancias de temperatura y el
calor seco, los cuales juegan un papel importante en la ruptura de la cubierta en
especies con semillas duras como las pertenecientes a la familia Fabaceae

(Fenner, 2000; Guenni et al., 1999).

La temperatura regula el rompimiento de las cubiertas duras principalmente en dos

formas:

1. Climéatica, a través del efecto de calentamiento de las capas superficiales de los
suelos secos (insolacién), junto con el enfriamiento nocturno, resultando en una
combinacién de exposicion a altas temperaturas y amplias fluctuaciones de
temperatura (Fenner, 2000), lo que ocurre en algunas leguminosas como
Stylosanthes hamata y otras pertenecientes a los géneros Lupinus y Trifolium

(Guenni et al., 1999).

2. Relacionadas con el fuego, a través del breve pero intenso calentamiento de las

capas superficiales del suelo, causado por incendios (Fenner, 2000).

En condiciones de laboratorio, las semillas necesitan ser incubadas en
temperaturas alternantes simulando las condiciones que prevalecen en su
ambiente natural (Baskin y Baskin, 1998). En el aspecto bioquimico, hay estudios
gue sefalan el efecto positivo de la alternancia de temperatura sobre la
germinacion al disminuir la sensibilidad de las semillas al ABA (Benech-Arnold, et

al., 1995). Por otro lado, Pressman et al., (1977) encontraron que el efecto de la
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fluctuacion de temperatura puede sustituir al requerimiento de luz para la

germinaciéon de semillas de Apium graveolens.

La temperatura fluctuante tiene un papel importante en la ruptura de la latencia
fisiologica en Opuntia puberula como sefialan Godinez-Alvarez y Valiente-Banuet
(1998), En esta especie observaron que la alternancia de temperaturas tuvo un
efecto favorable al aumentar el porcentaje de germinacion de Opuntia puberula;
aunque éste siguidé siendo bajo, menos de 20%; mientras que en otras especies
de cactaceas como Coryphanta pallida, Ferocactus flavovirens, Myrtillocactus
geometrizans y Pachycereus hollianus la alternancia de temperatura no tuvo un
efecto significativo sobre el porcentaje de germinacion, por lo que sugieren que
dichas especies no presentan latencia fisiolégica y que la falta de germinacién se
debe principalmente a factores ambientales como la deficiencia de agua y la

radiacion solar directa.

MATERIALES Y METODOS

La especie

Opuntia tomentosa Salm-Dyck (Cactaceae, subfamilia Opuntioideae) es una
cacticea arborescente, de tres a seis metros de altura, con copa irregular y abierta
gue se distribuye en las zonas aridas de la Meseta Central de México (Bravo-
Hollis, 1978). En el valle de México, esta especie se distribuye en la zona
volcénica conocida como Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel (REPSA)
(Rzedowski, 1994). Los cladodios adultos son mas o menos tres veces mas largos

gue anchos, miden de 24 a 26 cm de largo y de 8.5 a 10 cm de ancho; son
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pubescentes, de color verde oscuro a verde grisaceo oscuro. La epidermis
presenta tricomas muy abundantes. Las espinas presentan lana de color gris
negruzco y gloquidas de color amarillo oscuro. Tiene flores tubulosas de color rojo,
las anteras tienen el filamento de color rosa rojizo; el grano de polen es
poliporado; el estilo es purpura. Los frutos son elipsoides, con el pericarpelo de
paredes delgadas de color rojo purpureo, posee gléquidas abundantes de color
castafo con espinas setosas (Scheinvar, 1982).

Area de recolecta de las semillas

La recolecta de las semillas se realizd6 en la Reserva Ecoldgica del Pedregal de
San Angel (REPSA) que se localiza al sur del Valle de México, entre las
coordenadas 19°18'31” — 19°19’17”N y 99°10'20" — 99°11'52”0, a una altitud de
2,292 — 2,365 m snm. Presenta un sustrato de lava con poco suelo donde se
establecen condiciones de sequia edafica y una vegetacion de matorral xerdfilo.
Durante la época de lluvias la vegetacion llega a ser muy cerrada, sobre todo en
algunos microambientes especificos (Castillo-Aglero et al., 2004). La precipitacion
anual promedio es de 803 mm y la temperatura media anual es de 15.5°C
(Rzedowski, 1994).

El clima presente en la zona es templado subhimedo con régimen de lluvias en
verano [Cb(w; )w]. La lluvia se distribuye de manera diferencial en el afio, lo que
permite distinguir dos épocas, la de lluvias que va de junio a octubre, y la seca que
abarca de noviembre a mayo (Castillo-Aguero et al., 2004).

El Pedregal de San Angel presenta extensiones cubiertas por fragmentos de roca
volcanica en diferentes fases de formacion de suelo, las cuales revisten un
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importante valor en términos de biodiversidad debido a que la superficie rocosa
con sus grietas y oquedades ofrece una gran variedad de microambientes en
donde se pueden desarrollar diversas especies. La heterogeneidad espacial es
evidente en este ambiente, de manera general se reconocen dos fisionomias
contrastantes, la de sitios abiertos y sitios cerrados (Cano-Santana y Meave,
1996). En la REPSA se observa una amplia variedad de formas de crecimiento.
Con 279 especies, las hierbas son la forma dominante, de las cuales la mayoria
son hierbas erectas (229 especies) mientras que las hierbas arrosetadas,
trepadoras, rastreras y suculentas, asi como las epifitas, son relativamente poco
frecuentes. Se encuentran también 48 especies de arbustos y diez especies de
arboles: Buddleia parviflora, B. cordata, Bursera cuneata, Esyenhardtia
polystachya, Fraxinus uhdei, Quercus deserticota, Schinus molle, Tecoma stans,

Eucalyptus resinifera y E. globulus (Castillo-Aguero et al. 2007).

En la REPSA, la disponibilidad de agua es restringida debido a la alta infiltracion
causada por la estructura rocosa y la baja retencion de agua en la superficie del
suelo; asi como por la amplia fluctuaciéon de temperatura diaria (hasta 34°C). La
distribucion de las lluvias, la altitud y la distribucién de la roca y el suelo hacen del
area en donde se distribuye O. tomentosa un ambiente arido discontinuo y

heterogéneo (Olvera-Carrillo et al. 2003).

17


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Recolecta de semillas

Las recolectas de las semillas se realizaron al finalizar la temporada de lluvias, en
el mes de diciembre del afio 2006 y en el mes de noviembre del afio 2009. Los
frutos se tomaron de plantas adultas, directamente de los cladodios, Unicamente
se recolectaron los frutos maduros; caracterizados por una coloracion rojiza y que
no estuvieran dafiados por parasitos o depredadores. Se transportaron en bolsas
de papel al laboratorio, donde se removieron las semillas de la pulpa de forma
manual, se colocaron en un tamiz y se enjuagaron vigorosamente con agua
corriente, se mezclaron las semillas de todos los frutos colectados de diferentes
individuos y se dejaron secar en un sitio oscuro; posteriormente se almacenaron
en frascos de vidrio transparentes en el laboratorio de Ecologia Fisiol6gica del
Instituto de Ecologia, UNAM (21.63 + 1.78 °C y H.R. = 38.69 *+ 6.31%).
Enterramiento de las semillas en la REPSA

Se usaron tres bolsas de organza, para cada uno de los dos sitios de
enterramiento, en cada bolsa se colocaron 20 g de semillas. Estas a su vez se
colocaron dentro de otra bolsa de malla plastica de mosquitero. Las bolsas de
malla plastica con semillas se enterraron, del mes de enero al mes de mayo de
2007, en dos lugares distintos dentro de la REPSA, una bajo la sombra de un
arbol (Buddleia cordata) (sitio sombreado) y la otra en un sitio con vegetaciéon
herbacea (sitio expuesto). El enterramiento se realizé6 a 5 cm de profundidad; las
semillas que funcionaron como grupo se mantuvieron almacenadas en el

laboratorio.
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El enterramiento de las semillas recolectadas en el 2009 se realiz6 durante 6

meses, de noviembre del 2009 a abril del 2010, en los mismos sitios y condiciones

gue las semillas de la cosecha del 2007. Transcurridos los seis meses, se

desenterraron cubriéndolas con papel aluminio para evitar su exposicion a la luz y

se dejaron secar en un cuarto oscuro fuera de la bolsa. Una vez secas, las

semillas se almacenaron en frascos de vidrio transparente en el laboratorio.

RECOLECTA DE SEMILLAS

4

TRASLADO AL LABORATORIO

y

LAVADO Y ALMACENAMIENTO

ALMACENAMIENTO EN EL
LABORATORIO

ENTERRAMIENTO EN LOS
SITIOS SELECCIONADOS

PRUEBAS DE
GERMINACION

OBSERVACIONES
EN EL MEB

Fig. 3. Diagrama de flujo de la metodologia empleada para el tratamiento de las semillas de

Opuntia tomentosa.
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Pruebas de germinacion

Las semillas recolectadas en 2006 fueron desinfectadas antes de la siembra con
una solucién fungicida 0.2% (Captan 50][cis-N-[(triclorometil)tio]-4-ciclohexeno-1,2-
dicarboximida], (AGM,México). La remocion de la valva se realiz6 de manera
manual con un alfiler en el caso de las semillas desenterradas y, en el caso de las
semillas control la valva se removi6 con un rectificador (DREMEL, Multipro 3956-
02, México) equipado con una broca de joyeria (0.8 mm de diametro). Las semillas
se colocaron en cajas de petri con sustrato de agar-agua (1%) y se incubaron en
camaras de germinacion (Lab-Line Instruments, Inc., 822, IL, USA) equipadas con
lamparas de luz blanca (25W) a temperatura constante (25°C) y a temperatura
alternante (25-35°C), ambas con un fotoperiodo de luz/oscuridad 18/6 h.

En el disefio experimental se consideraron tres réplicas con 30 semillas cada una
y la germinacion fue registrada diariamente durante 30 dias. La germinacion se
considerd cuando se observé la emergencia de la radicula.

Las pruebas de germinacién se realizaron tanto en semillas desenterradas como
en semillas control.

Las semillas utilizadas en las pruebas de germinacién fueron de la cosecha del
afio de 2006 y la prueba de germinacion se realizé en el afio de 2008. Para
conocer el efecto de la remocion de la valva las pruebas de germinacién se
realizaron en semillas con valva y sin valva. El disefio experimental fue el
siguiente: 3 condiciones de enterramiento (control, expuesto y sombreado) x 2
condiciones de presencia de valva (si y no) x 2 condiciones de temperatura
(constante y alternante).
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Semillas con valva Semillas sin valva

coneL s colisvo [R covr  Ssusn e |

/—l ﬁ!
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Fig. 4 Disefio experimental para las pruebas de germinacion de semillas de Opuntia tomentosa

recolectadas en 2006. C V= con valva, S V= sin valva.

Las variables evaluadas fueron:

Capacidad germinativa (Porcentaje de germinacion maximo para cada

tratamiento)
Tasa de germinacion (Velocidad de germinacion)

Lag time (Tiempo de inicio de la germinacion)
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Andlisis estadistico

Se realiz6 la transformacién arcoseno (Zar, 1974) de los porcentajes de
germinacién acumulados para cada réplica para cumplir con los supuestos de los
analisis paramétricos y posteriormente se ajustaron a una funcién sigmoide de la
forma: y = (exp (-a/x) x b/ (1 + c) x (exp (d x (e — x)))) (desarrollada por Susana
Orozco-Segovia, comunicacion personal). A partir de esta curva se obtuvo la tasa
de germinacion maxima (primera derivada maxima) y el lag time o tiempo de inicio
de la germinacion. Para lo anterior se utilizé el programa Table Curve 2D, ver. 3.0,

2000 (AISN Software, Inc., Chicago, IL, USA).

Para conocer el efecto de los diferentes tratamientos sobre las semillas, se
analizaron la capacidad germinativa, tasa de germinacion y lag time con Analisis
de Varianza (ANOVA) de tres vias utilizando el programa Statgraphics, ver. 5.0,
(Statistical Graphics Co., Rockville, MD, USA). Las diferencias entre medias se
analizaron con la prueba de Tuckey. En aquellos casos en los que no se cumplié
con los supuestos de normalidad y homogeneidad de las varianzas los datos se
analizaron con la prueba de Kruskall-Wallis y las comparaciones se hicieron

visualmente con diagramas de caja y bigotes.

OBSERVACIONES EN EL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO

(MEB)

Se compar6 la morfologia externa de las semillas enterradas y control de las
recolectas 2006 y 2009 (Fig. 5). Para ello se fijaron en FAA (formaldehido-acido

acético-etanol al 96%) y posteriormente, para su observacion en el microscopio
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electronico de barrido (MEB), se les deshidratdé en una serie gradual de etanoles
(30%, 50%, 70%, 85%, 96% y 100%) (LOpez et al., 1998). Se desecaron con CO;
liquido en un desecador de punto critico (CPD 030 Balt Tec). Las muestras se
montaron en portamuestras de aluminio utilizando cinta conductiva de carbén de
doble cara y se cubrieron con aproximadamente 200 nm de oro con una
ionizadora Desk Il (Denton Vacuum Inc., Norristown, NJ, USA). Las observaciones
y registro fotografico se realizaron con un microscopio electrénico de barrido

marca JEOL; modelo JSM-5310LV.

Semillas recién tomadas del fruto Iméagenes
Enterradas en un sitio Almacenadas en el
expuesto y en un sitio laboratorio
sombreado
> » : )
Exhumacion de ambos sitios de Semillas almacenadas en el
enterramiento después de 6 meses laboratorio durante 6 meses
> Imagenes
Semillas exhumadas y Semillas almacenadas en el
almacenadas durante afio y medio laboratorio durante 2 afios p

Fig. 5 Diagrama de las etapas en las que se obtuvieron semillas para ser observadas en el MEB.
Los cuadros en color azul indican que las semillas observadas pertenecen a la recolecta del afio
2006, mientras que los cuadros en color anaranjado indican semillas de la recolecta del afio 2009.

En el momento representado por los cuadros color blanco no se obtuvieron imagenes.
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Para confirmar la presencia de hifas en la cubierta de las semillas que fueron
enterradas, se realizé una tincién con azul de algoddn. Se colocaron unas gotas
de colorante en la semilla y se observaron en el microscopio estereoscopico (Carl
Zeiss modelo Stemi DV4). Con una navaja se tom6 una muestra de la superficie
gue se tifid de azul, se coloco y extendié en un portaobjetos. Se observo con el
microscopio optico (Olympus Provis AX-70;0lympus, Tokyo, Japan) con un

aumento de 40X.

RESULTADOS

Germinacion

El enterramiento, tanto en sitio expuesto como en sitio sombreado, y la remocion
de la valva incrementaron significativamente los porcentajes de germinacion (Fz 3s
= 14.50, P = 0.0001, F135 = 75.48, P = 0.0001 respectivamente). La interaccion
entre el enterramiento en ambos sitios, la remocion de la valva y la temperatura
fue significativa (F23s = 8.17, P = 0.002). En semillas sin valva almacenadas en el
laboratorio durante 2 afios, los porcentajes de germinacion fueron mayores que
aquellos de semillas con valva, tanto a temperatura fluctuante como constante
(Figura 6). Las semillas sin valva almacenadas en el laboratorio e incubadas a
25°C, mostraron porcentajes de germinacion similares a aquellos de las semillas
enterradas mientras que las semillas sin valva almacenadas en el laboratorio e
incubadas a temperaturas alternantes mostraron una germinacion menor que las

semillas sin valva de otros tratamientos.
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La germinacion de las semillas con valva almacenadas en el laboratorio fue la
menor, independientemente de la temperatura de germinacion. La temperatura de
germinacion no afectd el porcentaje de germinacion de las semillas con valva
enterradas. Por otro lado, se observo un efecto equivalente en las semillas con y

sin valva previamente enterradas en el sitio expuesto e incubadas a 25°C.

La tasa de germinacion no fue afectada de manera significativa por ningun
tratamiento (H= 11.42, P= 0.408), quiza4 debido a la alta heterogeneidad en la

respuesta de las semillas.

La temperatura, por si misma, no afectd el lag time (F 135= 0.49, p=0.490). El
enterramiento y la remocion de la valva redujeron significativamente el lag time
(F23s = 31.43, P =0.001; F135 = 51, P = 0.0001 respectivamente). La interaccion
de la temperatura, el enterramiento y la remocion de la valva si fue significativa
(F235=5.08, P=0.014). Los intervalos mas largos se observaron en semillas
almacenadas en el laboratorio con valva y fueron significativamente mas largos en
temperatura alternante que en temperatura constante. En semillas enterradas no

hubo diferencias significativas sin importar la presencia o la ausencia de la valva.
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Figura 6. Efecto del enterramiento, remocion de la valva y de la temperatura en el porcentaje de

germinacién acumulada de semillas de O. tomentosa recolectadas en el 2006. Las semillas fueron

incubadas a temperatura constante (25°C) y alternante (25-35°C). Se muestran las medias *+ DS.

Las letras al final de la curva indican la comparacion estadistica entre tratamientos.
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Figura 7. Efecto del enterramiento, remocion de la valva y de la temperatura sobre la tasa maxima

y el tiempo de inicio (lag time) de germinacion de semillas de O. tomentosa recolectadas en el

2006. Se muestran las medias - DS. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas

dentro de cada tratamiento.
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Observaciones en el Microscopio Electronico de Barrido

El almacenamiento durante 2 afios y el enterramiento produjeron cambios en la
cubierta funicular de las semillas de O. tomentosa. En las figuras 8a, b y c se
observa la semilla recién tomada del fruto antes de ser lavada. En las figuras 8d y
e se observa la semilla después de ser lavada y almacenada durante 6 meses en
el laboratorio. En la figura 8f se observa un acercamiento a la cubierta funicular,

donde se observan las fibras de lignina.

En las semillas almacenadas en el laboratorio durante 2 afos, se observa una
macada separacion de la cubierta funicular (Figura 9a); asi como una ligera
separacion en la region hilo-micropilo (Figura 9b), en esta misma region se
observan también fracturas y la exposicion de los haces vasculares (Figura 9¢). En
los flancos funiculares no se encontraron fracturas; sin embargo, hubo una ligera

degradacion de la cuticula (Figura 9d).

En las semillas enterradas en un sitio expuesto y un sitio sombreado (Figuras 10a
y d) se observé una ligera separacion de la cubierta funicular. En la region hilo-
micrépilo y en los flancos funiculares hubo una pronunciada degradacion (Figuras

10b, ¢, e y ).

En las semillas enterradas en un sitio expuesto y uno sombreado durante 6 meses
y posteriormente almacenadas durante afio y medio en el laboratorio, se observo
una pronunciada degradacion de los flancos funiculares (Figuras 1la y d) y de la
region hilo-micrépilo (Figuras 11b y e). La degradacién del funiculo dejé expuestos

a los haces vasculares (Figuras 1c y f).
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En las semillas enterradas, tanto en un sitio expuesto como en uno sombreado, se
observo una alta densidad de estructuras filamentosas de forma homogénea sobre
la cubierta funicular (Figuras 12a y b). Dichas estructuras fueron consideradas
como hifas. Ademas, se observaron estructuras acompafiantes con apariencia de

conidioforos (12d y f) y esporas (12cy e).
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Fig. 8. Semillas de Opuntia tomentosa (2006) tomadas directamente del fruto (a, b y ¢) Semillas de
Opuntia tomentosa (2006) lavadas y almacenadas durante 6 meses en el laboratorio (d, e y f). a)
Vista lateral; b) Vista frontal de la region hilo-microépilo; c) Acercamiento de la region hilo-micropilo;
d) Vista lateral; e) Vista frontal de la region hilo-micrépilo y f) Acercamiento a la cubierta funicular
funicular. (Ff) Flanco funicular, (Cf) Cubierta funicular, (RHM) Regidn hilo-micrépilo.
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Fig. 9. Semillas control de O. tomentosa (2006) lavadas y secadas naturalmente y posteriormente
almacenadas en condiciones de laboratorio durante 2 afios. a) Vista lateral, b) Vista frontal de la region hilo-
micrépilo y ¢ y d) acercamiento al funiculo. (Ff) Flanco funicular, (Cf) Cubierta funicular, (RHM) Regidn hilo-
micropilo.
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Fig. 10. Semillas de O. tomentosa enterradas durante 6 meses en un sitio expuesto (2009) (a,b,c) y en un sitio
sombreado (2009) (d,e,f). a) Vista lateral; b) Vista frontal de la region hilo-micrépilo; ¢) Acercamiento frontal de la
region hilo-micrépilo d) Vista lateral; e) Vista frontal de la regién hilo-micrépilo f) Acercamiento frontal a la region
hilo-micrépilo. (Ff) Flanco funicular, (Cf) Cubierta funicular, (RHM) Regién hilo-micropilo.
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Fig. 11. Semillas de O. tomentosa (2006) enterradas en sitio expuesto (a, b, ¢) y en sitio sombreado (d,e y f)
durante 5 meses y almacenadas durante 2 afios en condiciones de laboratorio. a) Vista lateral; b) vista frontal de
la region hilo-micropilo; ¢) Acercamiento al flanco funicular; d) Vista lateral; e) Vista frontal de la region hilo-

micropilo; f) Acercamiento al flanco funicular, haces vasculares expuestos; (Ff) Flanco funicular; (Cf) Cinturén
funicular, (RHM) Regidn hilo-micrépilo.
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Fig. 12. Presencia de microorganismos en la superficie de las semillas enterradas durante 6 meses. a) Funiculo
con alta densidad de hifas; b) Acercamiento a la cubierta funicular c) Acercamiento a hifas y esporas d) Se
muestra un conidiéforo e) Esporas e hifas f) Conidiéforos (Cf) Cubierta funicular.
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DISCUSION

Los bajos porcentajes de germinacién observados en las semillas a las que no se
les elimind la valva sugieren que dos afios de almacenamiento en el laboratorio no
fueron suficientes para completar la maduracién del embridn de las semillas de O.
tomentosa. La alternancia de temperaturas no fue suficiente para remover la
latencia en las semillas de O. tomentosa independientemente del sitio de
enterramiento; esto concuerda con lo que encontraron Olvera-Carrillo et al. (2009
a), para esta misma especie, y es contrario a lo que ocurre con Opuntia puberula
(Godinez-Alvarez y Valiente-Banuet, 1998), en la cual la alternancia de
temperaturas (20-25°C) si tuvo un efecto positivo sobre la germinacién en
comparacién con la temperatura constante (17°C). El efecto favorable de la
alternancia de temperatura se ha encontrado en especies de otras familias como
Nicotiana longiflora (Solanaceae) (10-20°C), Oenothera indecora (Onagraceae); la
cual germind en un amplio rango de temperaturas alternantes entre 10°C y 35°C, y

Paspalum guenoarum (25-35°C) (Otegui, M et. al., 2005; Faccini y Puricelli, 2006).

Para Stylosanthes hamata, una leguminosa que presenta una cubierta dura e
impermeable al agua, Guenni et al. (1999) encontraron que las fluctuaciones de
temperatura (25-63°C), asi como una temperatura constante, pero alta (63°C),
contribuyen al debilitamiento significativo de su cubierta seminal. Estas
fluctuaciones ocurren de manera natural en el suelo por lo que pueden ser un
indicador ambiental clave durante la época seca, para que ocurra el incremento de

la germinacion durante la temporada de lluvias. Sin embargo, en especies de
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cactaceas (Obregonia denegrii y Turbinicarpus valdezianus), Rojas-Aréchiga et al.
(2008) encontraron que el porcentaje de germinacién es mayor bajo temperatura
constante. En el caso de O. tomentosa, la formacion de la valva es determinante
para que ocurra la germinacioén, lo que se observo en los resultados, ya que el
efecto de la temperatura no fue significativo en las pruebas de germinacion

realizadas.

A pesar de que la alternancia de temperaturas no removio la latencia en las
semillas control y no tuvo un efecto significativo en la germinacion de las semillas
enterradas, si produjo una respuesta mas homogénea que en temperatura
constante y redujo el tiempo de inicio de la germinacion en las semillas no
enterradas. Los resultados obtenidos en las pruebas de germinaciéon de este lote
de semillas pudieron haber variado con respecto a estudios anteriores para esta
especie debido a que los factores a los que la planta madre esta expuesta durante
el desarrollo y maduracion de la semilla, tales como la temperatura, la luz, la
humedad y la disponibilidad de nutrientes pueden variar de una temporada a otra.
(Fenner, 2000); ademas de las diferencias en los sitios de enterramiento, ya que
en Olvera-Carrillo et. al. (2009a), se menciona que éste ocurrié en un sitio cerrado,
mientras que en el presente estudio, el enterramiento se realiz6 bajo la sombra de

un arbol por lo que se considerd como un sitio sombreado.

Las variaciones ambientales entre los sitios de enterramiento no produjeron
cambios en los patrones de germinacion lo cual difiere con lo reportado por

Olvera-Carrillo et al. (2009 b) quienes encontraron que las semillas exhumadas de
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un sitio cerrado tuvieron una germinacion significativamente mayor que las
desenterradas de un sitio expuesto. En el presente estudio, el enterramiento en un
ambiente cerrado, en combinacion con temperatura alternante produjo una
germinacién mas rapida; sin embargo, las diferencias en la tasa de germinacién no
fueron significativas lo cual pudo deberse a la heterogeneidad de la respuesta y
puede sugerir la formacién de un banco de semillas permanente, como lo sugiere
Olvera-Carrillo et. al. (2009b) al observar que la germinacion de una poblacion de

semillas de O. tomentosa ocurre en diferentes afios.

Tanto en las semillas enterradas como en las no enterradas, la remocion de la
valva tuvo un efecto positivo al aumentar el porcentaje de germinaciéon y reducir el
tiempo de inicio de la germinacion (lag time). En las semillas que fueron
enterradas, la remocidn se llevd a cabo con facilidad, lo que confirma que durante

Su estancia en el suelo, la cubierta funicular se debilitay se forma la valva.

En las semillas sin valva, no enterradas, incubadas a temperatura constante el
porcentaje de germinacion fue mayor que en aquellas semillas no enterradas con
valva y coincide con el dato obtenido por Olvera-Carillo et al. (2003) para las
semillas de esta misma especie sometidas a escarificacion acida durante 5
minutos. A pesar de que con la escarificacion acida o la remocion de la valva se
pueden obtener porcentajes de germinaciéon semejantes a aquellos obtenidos con
el enterramiento, existe un efecto positivo de éste Ultimo sobre el establecimiento y

vigor de las plantulas (observacién personal).
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Observaciones en el MEB

Hay pocos estudios que se enfoquen a los cambios causados por factores
ambientales en la morfologia de la semilla durante su estancia en el suelo, como
la temperatura, la humedad y la interaccibn con microorganismos. Delgado-
Sanchez et al. (2011) realizaron un estudio sobre el efecto de los hongos sobre la
cubierta seminal en semillas de Opuntia streptacantha y encontraron diferencias
entre las semillas almacenadas en el laboratorio y aquellas inoculadas con
especies de hongos encontradas en su cubierta seminal, en éstas Uultimas
observaron la erosién del funiculo debido a la accién de los hongos. En otro
estudio realizado con semillas de Opuntia leucotritricha (Delgado-Sanchez et al.,
2010) obtuvieron resultados similares en relacion con la capacidad germinativa, la
cual fue mayor en semillas inoculadas (15 a 40% dependiendo la especie con la
cual se inocul6 la semilla) que en semillas desinfectadas (0%); sin embargo,
dichos estudios fueron dirigidos especificamente al efecto de estos
microorganismos sin tomar en cuenta otros factores ambientales tales como las
fluctuaciones de luz, temperatura y humedad a las que estan sometidas las
semillas durante su estancia en el suelo y que también afectan tanto a la dureza
de la cubierta seminal (Guenni et al., 1999) como el estado de latencia del
embrién. En el caso de las semillas de Opuntia tomentosa, Olvera-Carrillo et al.
(2009a) sefialan que, en las semillas que fueron enterradas, la germinacion mejoré
después de dos meses de almacenamiento, probablemente porque se eliminé la
latencia fisiolégica y las cubiertas funiculares terminaron de debilitarse durante el

almacenamiento.
38


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Las semillas almacenadas en el laboratorio y observadas al MEB, después de dos
afios presentaron fracturas mas marcadas que aquellas que fueron enterradas
durante 6 meses, desenterradas y almacenadas durante un afio y medio; sin
embargo, al realizar las pruebas de germinacion su respuesta germinativa no fue
mejor. Los cambios ocurridos durante el almacenamiento en el laboratorio, en la
cubierta funicular de la semilla fueron también reportados por Olvera-Carrillo et al.
(2009a) para las semillas exhumadas y almacenadas; sin embargo, en su estudio,
las semillas que no recibieron ningun tratamiento y fueron almacenadas durante 8
meses permanecieron con su cubierta funicular intacta, lo que podria deberse a un

menor tiempo de almacenamiento.

Por otro lado, en las semillas que fueron enterradas se observaron cambios en la
region hilo-micropilar y fracturas en la cubierta funicular. La separacion observada
en la region hilo-micropilar puede deberse a las fluctuaciones de humedad vy
temperatura a las que estuvieron sometidas las semillas durante el enterramiento;
ya que ambos factores tienen una intervencién importante en la ruptura de las
cubiertas seminales duras (Orozco-Segovia et al., 2007), asi como a la accion de
microorganismos presentes en el suelo durante el enterramiento que actlan
erosionando el funiculo como ya lo sefialaron Olvera-Carrillo et al. (2009a) para
semillas de O. tomentosa y Delgado-Sanchez et al. (2011) para semillas de
Opuntia streptacantha. La marcada degradacion de la cubierta funicular que se
observo en las semillas de O. tomentosa que fueron enterradas, no se encontrd
en las semillas que fueron almacenadas en el laboratorio. En las semillas

enterradas, después de un afio y medio de almacenamiento en el laboratorio, se
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encontré0 la separacion en la region hilo-micrépilo de una manera mas
pronunciada, lo que sugiere que dichos cambios continlan en condiciones de

laboratorio como ya lo reportaron Olvera-Carrillo et al. (2009a).

En las fotomicrofotografias se hizo evidente que, en las semillas que fueron
enterradas, la cubierta funicular se erosion6 debido a la actividad de los
microorganismos. La tincion de azul de algodon permitié confirmar la presencia de
hongos sobre el funiculo de las semillas enterradas. Se ha propuesto que el papel
de los microorganismos del suelo en la germinacién es favorable (Pfeiffer, 1934;
Morphet y Hall, 2000). Delgado-Sanchez et al., (2011) observaron que las semillas
gue fueron inoculadas con los hongos de la cubierta funicular (Penicillium
chrysogenum, Phoma sp., Trichoderma harzianum y T. koningii) germinaron en un
67%, mientras que las semillas esterilizadas no germinaron, lo que sugiere que los
hongos estan involucrados en el rompimiento de la latencia de O. streptacantha.
Sin embargo, las semillas de O. tomentosa, ademas del debilitamiento de la
cubierta seminal en el suelo, requieren de un tiempo de postmaduracion, la

pérdida de la latencia y la formacién de la valva (Olvera-Carrillo et al., 2009b). .
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CONCLUSIONES

Las semillas de Opuntia tomentosa presentan una latencia compleja, que les
permite realizar una germinacion exitosa en el ambiente heterogéneo y estresante
del Pedregal de San Angel, caracterizado por una estacionalidad climatica, que se
expresa con marcadas alternancias de temperatura durante la época seca,
aunadas a la carencia del agua suficiente para la sobrevivencia y el
establecimiento de las plantulas resultantes, asi como una variedad amplia
variedad de microambientes que se forman en el sustrato volcanico. Por lo
anterior, las semillas de O. tomentosa requieren de un conjunto de caracteristicas
morfolégicas y funcionales que evite su germinacion ante cualquier evento

esporadico de lluvia.

En este estudio, a diferencia de la temperatura, el enterramiento tuvo un efecto
positivo sobre el porcentaje de germinacion de las semillas de O. tomentosa; por
el contrario, el sitio de enterramiento (sitio expuesto y sitio sombreado) no provoco
una diferencia significativa en la germinacion. La remocion de la valva fue
determinante para aumentar de manera significativa el porcentaje de germinacion
en todos los tratamientos; y, en las semillas control, disminuir el tiempo de inicio

de la germinacion.

Se observo la presencia de hongos en la cubierta funicular de las semillas que
fueron enterradas asi como fracturas tanto en los flancos funiculares como en la
region hilo-micropilo. La facil remocién de la valva en las semillas enterradas

sugiere que el enterramiento acelerd la formacion de esta estructura descrita por
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Orozco-Segovia et al. (2007); por el contrario, las semillas que permanecieron en
el laboratorio, a pesar de presentar fracturas en la cubierta funicular, ésta no se

encontro debilitada al tratar de remover la valva y continuaron sin germinar.
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