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|. RESUMEN

El género Opuntia es uno de los mas representativos y diversos de la familia
Cactaceae. México alberga 104 especies y variedades, siendo uno de los iconos mas
importantes de la cultura mexicana. Sin embargo es uno de los menos estudiados en
los aspectos de su germinacion. El objetivo del presente estudio fue evaluar la
germinacion de cuatro especies de Opuntia (O. matudae, O. oligacantha, O.
leiascheinvariana y Opuntia sp.). Para O. matudae se trabajé con semillas de cuatro
procedencias y para O. oligacantha con dos. Se emplearon dos tratamientos
pregerminativos: acido sulfarico por 5 min y escarificacion mecanica, mas un testigo.
Para cada ensayo se realizaron tres réplicas con 30 semillas cada una. Se comparé el
tipo de siembra, en el cual las semillas después de los tratamientos se sembraron bajo
condiciones de invernadero en una mezcla de tepojal, tezontle y tierra negra (2:1:1), e
in vitro en medio de cultivo MS al 50% bajo temperatura constante (25+2°C). El
experimento se evalu6 diariamente durante cuatro meses. La germinacion se considero
al aparecer la radicula. Las variables que se analizaron fueron el porcentaje final de
germinacion, el tiempo de latencia y la velocidad de germinacién para cada especie y
localidad. Los resultados demostraron que la escarificacion mecanica fue el mejor
tratamiento para incrementar los porcentajes de germinacion (excepto O.
leiascheinvariana <4%), aunque éste solo fue significativo en O. matudae. La
escarificacion quimica no incremento significativamente los porcentajes de germinacion
en ninguna especie (£18%). El tiempo de latencia y velocidad también se favorecieron
significativamente con el empleo de la escarificacion mecanica en las cuatro especies.
En O. matudae se presentaron diferencias significativas entre localidades de
procedencia, no asi para O. oligacantha. La siembra in vitro solo incremento
significativamente los porcentajes de germinacion en O. matudae (235%). El tiempo de
latencia en O. matudae y O. leiascheinvariana se redujo significativamente in vitro que
en invernadero. Para la velocidad de germinacion solo O. leiascheinvariana presento
diferencias significativas a favor de la siembra in vitro (1.20). Se observé que las
semillas presentaron latencia innata relacionada con una inmadurez fisiolégica, ademas
de una cubierta seminal dura que constituye una barrera para la imbibiciébn asi como

para la expansion y crecimiento del embrion.

[1]
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[I. INTRODUCCION

México ha sido sefialado reiteradamente como un pais megadiverso por su alta
diversidad biolégica. En su territorio estan representados casi todos los tipos de
vegetacion del planeta. Se ha calculado que nuestro pais contiene alrededor del 10%
de la flora del mundo y ocupa el cuarto lugar a nivel mundial en diversidad de especies
de plantas vasculares con alrededor de 25,000 a 35,000 especies (Magafa y Villasefior,

2002; Gallegos-Vazquez y Mondragdn-Jacobo, 2011).

Dentro de esta gran diversidad biolégica entre las especies mas notables que
caracterizan el paisaje de las zonas é&ridas del pais se distingue, junto con los
magueyes, los mezquites y las yucas, un fascinante grupo vegetal: la familia Cactaceae
(Bravo-Hollis, 1978). En el continente americano se reconocen dos principales centros
de diversidad floristica de esta familia, uno ubicado en Norteamérica particularmente
México y el segundo en Sudamérica involucrando parcialmente a Bolivia, Brasil,
Argentina y Peru (Arias, 1993). En México esta familia destaca por su amplia
representatividad tanto a nivel genérico como especifico lo que la ha llevado a

colocarse en el quinto lugar en diversidad del pais (Rzedowski, 1983; Arias, 1993).

Actualmente muchas de las especies de esta familia estan sujetas a presiones
de colecta y a la destruccion de su habitat, por lo general la mayoria de sus especies
poseen una combinacion de caracteristicas biolégicas y ecoldgicas que las hacen
vulnerables a los efectos de factores de perturbacion. Bajo condiciones naturales las
cactaceas tienen tasas de crecimiento bajas y ciclos de vida frecuentemente largos
(Gibson y Nobel, 1986) y por lo general el reclutamiento de nuevos individuos en sus
poblaciones es muy bajo, por lo que después de un evento de perturbacion, la habilidad
gue tengan para establecerse demograficamente pueda verse limitada. Por lo tanto uno
de los desafios mas importantes es generar informacion basica indispensable sobre la
biologia de estas especies, incluyendo aspectos genéticos, ecoldgicos y reproductivos,

entre otros (Hernandez y Godinez, 1994).

En este aspecto los estudios de germinacion son de vital interés ya que proveen
informacion ecofisiologica basica sobre los requerimientos para la propagacion por

semilla y el desarrollo y subsecuente establecimiento de plantulas, siendo ésta la fase

(2]
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mas critica en el ciclo de vida de las plantas (Rojas-Aréchiga, 1995). La propagacion
por semilla constituye un método de reproduccién fundamental para mantener la
diversidad genética de las poblaciones y las especies (Rojas-Aréchiga y Vazquez-
Yanes, 2000). Los requerimientos minimos para la germinacion y el establecimiento de
cactaceas pueden aplicarse a la reproduccion de especies que tengan algun valor
comercial o que se encuentren en peligro de extincion (Rojas-Aréchiga, 1995), también
el conocimiento acerca de la fisiologia de su germinacion puede aplicarse para la
reforestacion de zonas aridas naturales o desertificadas (Martinez-Cardenas et al.,
2006). En la familia Cactaceae varias especies se encuentran en alguna categoria de
riesgo y sin embargo los estudios sobre los aspectos de su germinacion adn son

insuficientes (Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000).

El género Opuntia se encuentra ampliamente distribuido en la Republica
Mexicana y constituye uno de los iconos mas representativos del pais, existen
evidencias de su uso desde hace mas de 9000 afios. México tiene la mayor diversidad
y abundancia de especies y cultivares por lo que se le considera como centro de origen
y diversificacion del género. Desde el punto de vista econdmico-social sus multiples
caracteristicas nutritivas, terapéuticas, quimicas, industriales, ecologicas y simbdélicas
entre otros, hacen del nopal el recurso natural mas importante para los habitantes de
las zonas aridas de México (Méndez-Gallegos y Garcia-Herrera, 2006). Sin embargo, a
pesar de su importancia hay pocos estudios sobre los aspectos de su germinacion. Por
lo anterior en la presente investigacion se aborda el estudio de la germinacién de cuatro
especies de este género, con el fin de generar informacidon sobre esta etapa de su ciclo

de vida.

3]
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1. ANTECEDENTES
3.1 La familia Cactaceae

La familia Cactaceae comprende cuatro subfamilias de plantas perenes: Pereskioideae,
Opuntioideae, Cactoideae y Maihuenioideae (Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995; Anderson,
2001). Son endémicas del continente americano en el que se encuentran distribuidas
desde Canada hasta la Patagonia en Argentina (Bravo-Hollis, 1978; Arias, 1997).

Las cactaceas pertenecen a un grupo de plantas suculentas que se pueden
identificar por la presencia de aréolas en sus tallos. Las aréolas son la caracteristica
distintiva de la familia. Son estructuras de aspecto algodonoso de donde surgen fibras
lanosas (tricomas), cerdas (espinas setosas), espinas, flores y frutos. Es una yema de
tejido meristematico, esto es, un grupo de células no diferenciadas con la capacidad de
dar lugar a cualquier tipo de tejido (Arreola, 1997).

Esta familia comprende aproximadamente 110 géneros y 2000 especies, en
México se encuentran representadas con 52 géneros y con 850 especies, lo que
representa la mayor variedad floristica para los paises americanos (Arias, 1993; Bravo-
Hollis y Scheinvar, 1995). Asimismo Hernandez y Godinez (1994) estiman que el nivel
de endemismo se encuentra representado por 78% a nivel genérico y 73% a nivel
especifico. Mientras que Guzman et al. (2003) reconocen para el pais 913 taxones
entre especies (669) y subespecies (244) agrupadas en 63 géneros. De los cuales 25

géneros, 518 especies, y 206 subespecies son endémicos para México.

Las cactaceas las podemos encontrar desde el nivel del mar hasta los 4000
metros de altura. La gran mayoria se encuentran distribuidas principalmente en las
regiones aridas y semiaridas donde se distribuyen alrededor del 70 % de las especies,
sin embargo también se han diversificado en las regiones tropicales y subtropicales,
como son las selvas altas perennifolias, las selvas medianas o bajas caducifolias, las
regiones templadas y frias, asi como en las estepas patagonicas (Bravo-Hollis, 1978;
Arias, 1997; Olalde, 2001).

Estas especies han desarrollado diversas adaptaciones que les han permitido
enfrentar las adversas condiciones climaticas de las zonas aridas. La mayoria de sus

caracteristicas morfoldgicas vy fisioldgicas estan relacionadas con un uso muy eficiente

[4]
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del agua (Becerra, 2000). Generalmente estan muy desarrollados sus tejidos de
almacenamiento (parénquima) lo que les permite conservar agua y nutrientes (Arreola,
1997). Su forma globosa y robusta disminuye la superficie de la planta expuesta al sol
(Becerra, 2000). La eliminacion de hojas reduce al maximo la superficie de contacto con
el ambiente (Arreola, 1997). Las espinas protegen el cuerpo de la planta al formar una
coraza contra depredadores, condensan la humedad, aisla a las plantas de la accion
nociva del medio y facilitan la propagacion vegetativa (Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995;
Becerra, 2000). La cuticula gruesa e impermeable evita la perdida de agua por
transpiracion. Las raices crecen extendiéndose alrededor de las plantas cerca de la
superficie y a poca profundidad (Vazquez-Yanes, 1997). Presentan metabolismo CAM
lo que les permite fijar durante el dia la luz solar en forma de uniones quimicas de alta
energia, pero es hasta la noche cuando realizan el intercambio de gases (Ezcurra,
1997).

Las cactaceas poseen habitos muy diversos la gran mayoria son terrestres. Las
hay de gran porte arboreo como Carnegia gigantea (saguaro), arbustivas como algunas
especies de Opuntia, epifitas como Epiphyllum y Rhipsalis, candelabriformes como
Myrtillocactus (garambullo) y columnares como Neobuxbaumia (Bravo-Hollis, 1978;
Arreola, 1997). Algunas son globosas como Mammillaria, rastreras como Stenocereus
eruca y cactos diminutos como Ariocarpus. Pocas familias vegetales poseen tanta
diversidad de formas y dimensiones como las cactaceas (Ledn de la luz y Valiente-
Banuet, 1994).

El uso de las cactaceas en México ha sido muy variado, el consumo de tallos y
frutos como alimento es probablemente el uso mas comun que los antiguos pobladores
dieron a estos vegetales (Becerra, 2000). Practicamente todas las partes de las plantas
han sido utilizadas para el consumo humano. Entre la poblacion indigena y rural han
sido un recurso alimenticio muy importante. Ademas distintas especies se han
aprovechado para diversos fines como en la elaboracién de jaleas, mermeladas, jugos,
jarabes, en ceremonias religiosas, cercos vivos, como fuente de obtencién de
mucilagos, gomas, pectinas, textiles, sustancias quimicas, medicinales, entre otros y
como ornamento cuyo uso quiza sea el mas comun (Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995;
Becerra, 2000).
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3.2 Género Opuntia

Scheinvar et al. (2009) reportan que el género Opuntia fue descrito por Joseph Pitton de
Tournefort (1656-1708), antes de que Lineo publicara su obra Species Plantarum.
Posteriormente el nombre Opuntia fue retomado por Philip Miller (1754), quien describid
las especies conocidas entonces y es considerado el autor del género.

El género Opuntia pertenece a la subfamilia Opuntioideae y la mayoria de las
especies que aqui se agrupan tienen tallos suculentos de forma cilindrica o aplanada
(cladodios) y poseen hojas deciduas en los estados tempranos de su desarrollo. La
caracteristica mas importante de la subfamilia son la presencia de gléquidas (aguates)
gue aparecen en casi todas las aréolas de los tallos, flores y frutos, también se
caracterizan por presentar semillas que tienen una consistencia dura y por estar

rodeadas por un arilo y su flor es rotada (Guzman, 1997).

Opuntia se encuentra distribuido en todo el continente Americano, y de forma
naturalizada se desarrolla en diversas partes del mundo (Pimienta, 1990; Barbera,
1999).

En México la subfamilia Opuntioideae se encuentra representada por los géneros
Pereskiopsis, Opuntia, Nopalea y Grusonia. Opuntia (nopales) es el género mas
representativo de esta subfamilia (Bravo-Hollis, 1978; Guzman, 1997). Existen cerca de
300 especies de este género. En México Bravo-Hollis (1978) registr6 104 especies y
variedades y es comun encontrarlo en las planicies aridas del centro y norte del pais,
creciendo en diferentes climas, suelos, altitudes y tipos de vegetacion, ya que también
se ha reportado su existencia en climas tropicales y subtropicales (Pimienta, 1990;
Scheinvar, 1999). Sin embargo su mayor distribucidon se encuentra en las zona aridas y
semiaridas por lo que se ha llegado a considerar como su posible centro de origen
(Pimienta, 1990). México se considera como un importante centro de diversificacion de

este género (Méndez-Gallegos y Garcia-Herrera, 2006; Scheinvar et al., 2009).
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3.3 Importancia biolégicay econémica del género Opuntia

Las especies de Opuntia son componentes dominantes de la flora mexicana, donde los
nopales pueden ser parte destacada del paisaje y formar vastas extensiones de terreno
denominadas nopaleras. Se ha considerado que las nopaleras son de los ecosistemas
mas diversos de las zonas aridas, por ejemplo en los estados de Chihuahua, San Luis
Potosi y Zacatecas (Mandujano et al., 2002). Se estima que las nopaleras naturales
ocupan un area cercana a los tres millones de hectéreas, de las cuales el 60% se
localiza en Zacatecas, San Luis Potosi y Jalisco (Pimienta, 1990).

Opuntia es un género de rapida adaptacion a diversas condiciones climaticas y
edaficas, entre sus principales funciones se pueden mencionar que son utilizadas para
proteger el suelo de la erosion y restauracion de los ya degradados, esta cactacea ha
jugado un papel ecologico relevante al frenar la degradacién de los suelos deforestados
en las zonas aridas del pais (Pimienta, 1997). En Meéxico por problemas de
desertificacion afo tras afio se incrementa la superficie de las zonas aridas y
semiaridas, donde los nopales son una alternativa para implementar programas de
recuperacion y reforestacion de tierras degradadas (Scheinvar et al., 2009). Otra
funcidn potencial es como planta alternativa para combatir la contaminacién como
captadora de CO; ante el alto grado de perturbacion ambiental por ser una de las pocas
especies que pueden establecerse con éxito en superficies deterioradas o0 suelos poco
fértiles, por su capacidad de consumir grandes cantidades de CO, por la noche
(Pimienta, 1997). Asi mismo constituye una fuente de alimento basico para un gran
numero de especies, en el norte del pais los frutos y tallos son elementos importantes
en la dieta de pecaries, venados, pavos silvestres y tortugas del desierto. Ademas
brindan proteccion a la fauna silvestre que habita las zonas aridas (Pimienta, 1997;
Hernandez, 2006).

Las especies de Opuntia han adquirido importancia como fuente de diversos
productos y funciones. Los cladodios jévenes son consumidos como verdura
principalmente en México y sur de Estados Unidos de América y por su alto contenido
en agua, fibra, vitamina C y sus bajas cantidades de carbohidratos, son comparables

con otras hortalizas como la lechuga y zanahoria (Pimienta, 1997). Su uso se remota a
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las antiguas civilizaciones mesoamericanas que colectaban los brotes tiernos de las
plantas silvestres y que constituyé un factor clave para la transformacion de sus
comunidades recolectoras a sedentarias (Scheinvar et al., 2009). El cultivo de nopal
para la produccion de tuna es uno de los usos mas importantes de esta planta en
México y otros paises, los frutos para consumo fresco tienen un mercado potencial
internacional en Estados Unidos y Europa en donde se les considera un producto
exotico y su valor nutricional es comparable con la manzana, pera, naranja, fresa y
durazno, por sus altos contenidos en vitamina C y azucares (Pimienta, 1997). Como
forraje constituye un recurso de emergencia importante para proveer al ganado de
alimento durante la época de sequia en la zonas aridas del norte de México, sus
cladodios presentan altos niveles de palatabilidad y digestibilidad, asociados con un alto
contenido de agua que reduce la necesidad de suministrar agua a los animales
(Pimienta, 1997; Barbera, 1999). Son plantas en las cuales se desarrolla la grana de la
cochinilla (Dactylopius coccus) y de la cual se obtiene el carmin que es un colorante
rojo y que representa una alternativa natural a los colorantes sintéticos ya que se utiliza
ampliamente en la industria alimenticia y cosmética (Saenz, 2006). Como fuente de
energia varias especies son empleadas para la obtencion de lefia, para la produccion

de etanol y biogas (Varnero y Garcia, 2006).

En México la superficie cultivada de nopal abarca cerca de 240 mil hectareas, de
las cuales 150,000 se destinan para la obtencién de forraje, 72,500 para la produccion
de tunas y xoconostles, 10,500 para la cosecha de nopal verdura y 10,000 como

substrato para la produccién de la grana cochinilla (Flores, 2004).

En la medicina tradicional diversas grupos étnicos han empleado estas especies
contra diversas afecciones (dolor, inflamacién, tos, fiebre etc.) y actualmente diversos
estudios han demostrado su eficiencia en tratamientos contra la diabetes, gastritis y
obesidad (Pimienta, 1990). Ademas de ser ampliamente utilizadas en la industria
cosmética para la elaboracion de cremas, shampo, astringentes, jabones, adhesivos,
gomas, fibras, obtencion de mucilago para la industria alimenticia, entre otros (Barbera,
1999).
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3.4 Semillas y mecanismos de dispersion en Opuntia

La semilla es el principal 6rgano reproductivo de la gran mayoria de las plantas
superiores. Es una unidad reproductiva compleja que se forma a partir del Ovulo
generalmente después de la fertilizacion (Vazquez-Yanes et al., 1997). Esta
desempefia una funcién fundamental siendo la estructura portadora, protectora y
dispersora del material genético. Es la fase en el ciclo de vida de la planta que esta
mejor adaptada para resistir las condiciones ambientales adversas (Bewley y Black,
1986; Pérez-Garcia y Martinez-Laborde, 1994).

En Opuntia las semillas maduras se encuentran formadas por las siguientes
estructuras: testa, embrion (formado con cotiledones grandes y curvos), endospermo,
perispermo, funiculo, hilo y micrépilo (Bravo-Hollis, 1978, Pimienta, 1990). En general la
cubierta seminal de estas semillas es muy dura, ya que ademas de las células de la
testa que presentan paredes celulares gruesas y grandes cantidades de taninos, cuenta
con varias capas de células que provienen del funiculo, el cual rodea al ovulo y
posteriormente a la semilla desde etapas tempranas de su desarrollo (Flores, 1973,

Olvera-Carrillo, 2001) endureciéndose al madurar.

Las distintas especies presentan variaciones en la forma, tamafo y en color de la
testa. Por ejemplo las semillas de Opuntia imbricata son lisas, de 2.5 a 3.5 mm de
diametro, O. parryi presenta semillas grandes de 4 a 6 mm, blanquecinas e
irregularmente anguladas (Bravo-Hollis, 1978), las de O. ficus-indica son de 4 a 7 mm,
rugosas y de color grisaceo (Barthlott et al., 1997 citados en Hernandez-Aguilar, 2007),
mientras que O. joconostle posee semillas pardas, reniformes y ligeramente aplanadas,

con 3.22 mm de longitud (Sanchez-Venegas, 1997).

Por otra parte la dispersion es un mecanismo importante en el ciclo de vida de
las plantas ya que es indispensable contar con un agente que tome las semillas
producidas y las deposite en sitios seguros, donde los recursos estén disponibles para
el 6ptimo desarrollo de las plantulas y que a su vez aleje las semillas de la planta madre
a fin de evitar competencias por recursos entre padres e hijos (Valiente-Banuet y
Arizmendi, 1997). Ademas tiene un papel primordial en la sobrevivencia y adaptaciéon

de las especies (Olvera-Carrillo, 2001).
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Las semillas que son dispersadas por animales (aves y mamiferos) se
caracterizan por tener testas gruesas que pueden resistir los 4cidos estomacales como
en Opuntia. La dispersion por hormigas u otros insectos también es un modo muy
comun, en este caso los animales llevan las semillas a sus nidos donde si escapan a la
depredacion pueden encontrar condiciones 6ptimas para su germinacion, Opuntia es
uno de los pocos géneros que presenta este tipo de dispersion (Rojas-Aréchiga y
Vazquez-Yanes, 2000).

3.5 Germinacioén

La germinacion de la semilla comprende una serie de procesos que comienzan con la
imbibicion de agua y culmina con la emergencia de la radicula a través de las cubiertas
(Azcon-Bieto y Talon, 1993). Hartmann y Kester (1995) definen la germinacion de una
semilla como la reanudacion del crecimiento activo del embrion, que resulta en la
ruptura de las cubiertas de la semilla. La primera manifestacion de una germinacion

exitosa es usualmente la emergencia de la radicula (Vazquez-Yanes et al., 1997).

Para que la germinacion pueda tener lugar, deben establecerse tres condiciones.
Primera, la semilla debe ser viable. Segundo, las condiciones internas deben ser
favorables para la germinacion, esto es debe haber desaparecido cualquier barrera
fisica 0 quimica para la germinacion. Tercera, la semilla debe estar expuesta a
condiciones ambientales favorables, siendo factores esenciales la disponibilidad de
agua, temperatura apropiada, provision de oxigeno y en ocasiones luz (Hartmann y
Kester, 1995).

La germinacién es el resultado de una secuencia de cambios bioguimicos,
morfoldgicos vy fisioldégicos que van sucediéndose de una forma escalonada desde la
absorcion de agua, hasta el crecimiento de la radicula. Normalmente se distingue en el
proceso germinativo tres fases sucesivas (Pérez-Garcia y Martinez-Laborde, 1994;

Hartmann y Kester, 1995).

Fase | o de imbibicidén: Se caracteriza por una intensa absorcion de agua por los
tejidos que forman la semilla. En esta fase la absorcién de agua por imbibicién causa su
hinchamiento y la ruptura final de la testa (Pérez-Garcia y Martinez-Laborde, 1994;

Vazquez-Yanes et al., 1997).

[10]



® Efecto de dos tratamientos pregerminativos y dos tipos de siembra: invernadero e in vitro sobre la
: germinacion de cuatro especies de Opuntia (Cactaceae)

Fase Il o de activacion: Durante esta fase, tienen lugar en la semilla profundas
transformaciones metabdlicas. En esta fase se reduce considerablemente la absorcion
de agua por la semilla e incluso puede detenerse debido al equilibrio que hay entre el
potencial hidrico de la semilla y el potencial hidrico del ambiente. Los principales
eventos metabodlicos que ocurren en esta fase estan relacionados con el inicio de la
actividad enzimatica y del metabolismo respiratorio, translocacion y asimilacion de las
reservas alimentarias en las regiones de crecimiento del embrion, reparacion de DNA,
sintesis de proteinas etc, las semillas latentes en esta fase también son
metabdlicamente activas (Bewley y Black, 1994; Pérez-Garcia y Martinez-Laborde,
1994; Vazquez-Yanes et al., 1997).

Fase Ill o de crecimiento: Representa la Ultima etapa en el proceso de
germinacion y corresponde con el inicio en la semilla de cambios morfoldgicos visibles,
en concreto con la elongacion de la radicula. Fisiolégicamente esta fase se caracteriza
por un constante incremento de la absorcion de agua y de la actividad respiratoria

(Pérez-Garcia y Martinez-Laborde, 1994).

La germinacion marca la transicion del estado relativamente seguro del embridn
latente dentro de la testa, a una forma metabdlicamente activa y vulnerable de la planta,
la plantula (Rojas-Aréchiga, 1995). Por ello la germinacion de las semillas y el
establecimiento de las plantulas son fases criticas en el ciclo de vida de las plantas,
durante esta etapa se presenta una mortalidad muy alta, pues muestran una gran
vulnerabilidad a la influencia de condiciones bidticas y abioticas desfavorables
(Angevine y Chabot, 1979 citados en Ruedas et al., 2000).

3.6 Factores que intervienen en la geminacién

Los factores externos o ambientales mas importantes son: la disponibilidad de agua,
temperatura adecuada y luz que puede afectar la germinacién de algunas especies
(Meyer et al., 1976). Los factores internos mas importantes son la latencia y viabilidad
gue estan determinadas genéticamente aunque pueden ser modificados por factores
ambientales (Rojas-Aréchiga, 1995). Aunque en una semilla determinada cada una de

esas condiciones puede tener un efecto diverso a los otros, con mas frecuencia el
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comienzo de la germinacion, puede ser determinado por la interaccion de ellos
(Hartmann y Kester, 1995).

3.6.1 Humedad

La absorcién de agua por parte de la semilla es el primer paso de la germinacion sin el
cual este proceso no puede producirse (Azcon-Bieto y Talon, 1993). El agua es
primordial pues las semillas generalmente se encuentran deshidratadas (excepto las
semillas recalcitrantes) por lo que tienen que absorber una buena cantidad antes de
qgue se inicie la germinacion (Bidwell, 1979). El agua desencadena una secuencia de
cambios metabdlicos, que incluyen la activacion del proceso respiratorio, la sintesis
proteica y la movilizacién de las reservas (Meyer et al., 1976; Azcon-Bieto y Talon,
1993). Hasta el momento de la emergencia de la radicula, el agua llega al embridn a
través de las paredes celulares de la cubierta seminal. Después de la imbibicion la
absorcion de agua decrece, la germinacion prosigue y comienzan los procesos

irreversibles que llevan al crecimiento y desarrollo (Bidwell, 1979).

3.6.2 Temperatura

Los cambios que ocurren durante la germinacion comprenden procesos metabdlicos
gue se producen en estrecha relacion con la temperatura expresandose en la
capacidad germinativa o en la velocidad de germinacion (Vazquez-Yanes et al., 1997).
Su efecto se debe a su capacidad para influir sobre las enzimas que regulan la
velocidad de las reacciones bioquimicas que ocurren en la semilla tras su rehidratacion.
Las temperaturas compatibles con la germinacién varian mucho de unas especies a
otras. Sus limites suelen ser muy estrechos en semillas de especies adaptadas a
habitats muy concretos, y mas amplios en semillas de especies con una amplia

distribucion ecoldgica (Pérez-Garcia y Martinez-Laborde, 1994).

Las exigencias de temperatura para la germinacion de las semillas generalmente
se consideran con relacion a tres puntos: minimo, maximo y éptimo. La temperatura
minima es aquella por debajo de la cual la germinacion no se produce, la maxima es la

temperatura mas alta en la que puede producirse la germinacién y la Optima es la
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temperatura mas favorable en la cual se consigue el mayor porcentaje de germinacion

en el menor tiempo posible (Hartmann y Kester, 1995).

Los intervalos de temperatura en los que se produce la germinacion en cada
especie pueden estar determinados por diversos factores como el lugar de procedencia
de las semillas, las diferencias genéticas presentes entre individuos de la misma
especie y la edad de las semilla (Cervantes, 1986). En cactaceas se ha observado que
el rango de temperaturas para la germinaciéon es muy amplio siendo el mas favorable
entre los 17 y 34°C y el optimo frecuentemente a 25°C, se ha observado que en
algunas especies la germinacion se puede reducir hasta un 50% cuando la temperatura
decrece o0 aumenta 9°C de su valor optimo (Nobel, 1988).

Algunas de las primeras investigaciones acerca del efecto de la temperatura
sobre la germinacién fueron hechas por Zimmer (1965) (citado en Rojas-Aréchiga y
Vazquez-Yanes, 2000) quien trabajo con temperaturas diurnas y nocturnas sobre la
germinacion de Astrophytum myriostigma y de sus resultados concluyd que a 10°C la
germinaciéon no se produce, entre 15 y 25°C se obtienen los porcentajes mas altos de
germinacion y arriba de 30°C la germinacion se reduce considerablemente. Semillas de
Mammillaria magnimamma sometidas a dos tratamientos de temperatura constante
(15°C y 25°C) no mostraron diferencias significativas sobre el porcentaje final de
germinaciéon (Ruedas et al., 2000). Hernandez-Aguilar y Collazo-Ortega (2007)
evaluaron la respuesta germinativa de Astrophytum myriostigma bajo temperaturas
constantes (15, 20, 25 y 30°C), encontrando un incremento en la germinacion con el
aumento de la temperatura, siendo la mejor a 25°C. Por otro lado Rojas-Aréchiga et al.
(2008) evaluaron la respuesta germinativa de Obregonia denegrii y Turbinicarpus
valdezianus bajo temperatura constante (25°C) y alternante (15/25°C) encontrando que
la germinacion se ve favorecida a temperatura constante. Coincidiendo con lo reportado
por Olvera-Carrillo et al. (2003) para Opuntia tomentosa. Mientras que Serna (2012)

reporta para Myrtillocactus geometrizans una temperatura optima de 20°C.

3.6.3 Luz

No todas las semillas requieren de luz para germinar; algunas no son afectadas y otras

son inhibidas por la luz. De acuerdo a la respuesta de las semillas a la luz, éstas se han
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clasificado en: fotoblasticas positivas (semillas que necesitan de luz para germinar),
fotoblasticas negativas (semillas cuya germinacion se inhibe total o parcialmente por la
luz) e indiferentes (no presentan cambios en la germinacion cuando se exponen a la luz
u oscuridad) (Bidwell, 1979; Vazquez-Yanes et al., 1997). La exigencia de luz para la
germinaciéon de muchas semillas es presuntamente un mecanismo que impide la
germinacion de semillas pequefas enterradas muy profundamente, tanto que agotarian
sus reservas antes de alcanzar la superficie y volverse autétrofas (Bidwell, 1979).
Muchas semillas no germinan bajo el dosel vegetal del bosque porque la luz que llega
al suelo es insuficiente para estimular la germinacion, ya que la luz que llega al suelo es
pobre en rojo y rica en rojo lejano, mientras que en lugares abiertos ambas longitudes
de onda llegan en igual proporcion debido a que la luz no ha sido filtrada por un dosel

vegetal (Vazquez-Yanes et al., 1997).

Las semillas sensibles a la luz presentan una cromoproteina perceptiva a la
composicion espectral de la luz, este pigmento denominado fitocromo posee dos formas
fotoconvertibles una inactiva (Pr) y otra activa (Pfr), la conversion de Pr a Pfr por lo
general se lleva a cabo bajo el efecto de luz roja y la reaccion opuesta ocurre bajo el
efecto de rojo lejano. La longitud de onda del espectro correspondiente al rojo es
promotor de la germinacion, mientras que la correspondiente al rojo lejano la inhibe.
Esta reaccidon de conversion en ambos sentidos esta relacionada con la induccion y la
inhibicidn de la germinacion. La cantidad de fitocromo activo presente en una semilla en
el momento de su liberacion determinara si ésta puede germinar en la oscuridad o si

requerird de luz para iniciar el proceso (Vazquez-Yanes et al., 1997).

En cactaceas se han observado distintas respuestas a las calidades de luz
Zimmer (1969 citado en Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000) trabajo con diversas
especies de cactaceas y encontré que algunas germinaban en la oscuridad, mientras
gue otras variaban la intensidad de luz que requieren para germinar. Hernandez-Aguilar
y Collazo-Ortega (2007) encontraron que las semillas de Astrophytum myriostigma son
indiferentes a la luz. En cambio las semillas de Melocactus curvispinus son fotoblasticas
positivas indicando que el factor luminico es un factor indispensable para la
germinaciéon de esta especie (Pascacio-Villafan y Ortega, 2009). Rojas-Aréchiga et al.

(1997) sugieren que los requerimientos de luz pueden estar asociados a la forma de
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vida de las cactaceas debido a los efectos maternos inducidos por la temperatura ya
gue las especies barreliformes estudiadas por ellos (Echinocactus platyacanthus,
Ferocactus flavovirens, Ferocactus robustus y Ferocactus recurvus) fueron fotoblasticas
positivas, o que sugiere que estas especies pueden germinar sobre la superficie del
suelo donde la temperatura es alta y la luz es mas abundante, mientras que las
especies columnares (Pachycereus hollianus, Cephalocereus chrysacanthus vy
Neobuxbaumia tetetzo) fueron indiferentes a la luz, lo que sugiere que estas especies

generalmente germinan cuando la temperatura no es tan alta y la luz es escasa.

3.6.4 Oxigeno

La mayor parte de las semillas requieren para su germinacion un medio suficientemente
aireado que permita una adecuada disponibilidad de oxigeno. La semilla seca muestra
generalmente una escasa actividad respiratoria, aumentando el consumo de oxigeno
después de iniciada la imbibicién (Azcon-Bieto y Talén, 1993). El metabolismo durante
los estadios iniciales de la germinacion puede ser anaerobio cambiando a aerobio, tan
pronto la testa se rompe y el oxigeno se difunde en su interior (Bidwell, 1979). La
aireacion es necesaria para la germinacion pues el embrion necesita disponer de
oxigeno suficiente para la obtencion de energia imprescindible para mantener sus

actividades metabolicas (Pérez-Garcia y Martinez-Laborde, 1994).

3.7 Latencia y viabilidad

Muchas semillas maduras fracasan en la germinacién aun en el caso de ser favorables
todos los factores ambientales. En tales semillas la reanudacion del crecimiento por el
embrién se encuentra detenido por condiciones existentes en las mismas semillas
(Meyer et al., 1976). Se dice entonces que la semilla se encuentra en estado de

latencia.

La latencia, es el estado en el cual una semilla viable es incapaz de germinar
aunque se la cologue en condiciones adecuadas de humedad, temperatura y
concentracion de oxigeno idoneas para hacerlo (Garcia et al., 2006; Diaz, 2010). La
viabilidad es el periodo de tiempo durante el cual las semillas conservan su capacidad

para germinar (Garcia et al., 2006).
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La naturaleza de la latencia y la duracién de la viabilidad varian enormemente

entre las diferentes especies y ambientes (Vazquez-Yanes y Orozco-Segovia, 1984).

La latencia seminal es un mecanismo de defensa que tiene una importancia
critica para la supervivencia de las plantas frente a condiciones ambientales
desfavorables. Algunas semillas presentan mecanismos que impiden a la semilla
germinar inmediatamente después de caer al suelo aunque las condiciones ambientales
sean apropiadas. Este requisito, que implica un periodo de desarrollo posterior entre la
caida de la semilla y su germinacién se denomina postmaduracién, asociado a su vez

con la formacién de un banco de semillas (Bidwell, 1979; Rojas-Aréchiga y Batis, 2001).

Entre los principales mecanismos que causan latencia en la semilla o la
prolongan se encuentran, factores ambientales (exigencia de luz para la germinacion:
positiva 0 negativa y altas temperaturas), factores internos (testa de la semilla que
impide el intercambio gaseoso o la expansion del embrion, inmadurez del embridn,
presencia de sustancias inhibidoras), mecanismos de cortometraje (postmaduracion,
desaparicion de sustancias inhibidoras, sintesis de promotores de crecimiento) entre
otros (Bidwell, 1979).

Se han definido varios tipos de latencia, Harper (1957 citado en Vazquez-Yanes

et al., 1997) reconocio tres tipos: innata, inducida e impuesta.

La latencia innata o enddgena: se presenta cuando el embridn cesa de crecer y
la semilla aun no se ha dispersado. Este tipo de latencia se origina durante el proceso
de desarrollo o maduracion de las semillas. La presencia de inhibidores quimicos en el
embridn, la inmadurez de este, o la presencia de cubiertas o testas duras son las
principales causas de este tipo de latencia. Su duracion puede ser muy variable segun
la especie, incluso puede variar entre las semillas de un mismo individuo. Este tipo de
latencia previene la germinacion de las semillas dentro de la planta madre y de aquellas
gue han sido dispersadas alrededor de ella y puede romperse con periodos de
postmaduracién, tratamientos de estratificacion, escarificacion, hormonas, entre otros

(Vazquez-Yanes et al., 1997; Pimienta-Barrios et al., 2006).

Latencia inducida o secundaria: se produce cuando las semillas estan en

condiciones fisiolégicas para germinar y se encuentran en un medio que presenta
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alguna caracteristica desfavorable, como poco oxigeno, concentraciones mayores de

CO,, temperatura alta, entre otros (Vazquez-Yanes et al., 1997).

Latencia impuesta o forzada: se presenta en semillas aptas para germinar en
condiciones de humedad y temperatura adecuadas, pero que continlan latentes por
falta de luz, requerimientos especiales de oxigeno o de otro factor. Este tipo de latencia
esta controlada por las presiones fisicas del ambiente que rodean a la semilla

(Vazquez-Yanes et al., 1997).

En la naturaleza diversos factores pueden actuar para poner fin a la latencia,
entre los que se encuentran exposiciones prolongadas a periodos de frio, condiciones
de humedad en presencia de oxigeno (estratificacién), calor intenso, paso a través del
intestino de aves o mamiferos, abrasion fisica (escarificacion) o ataque por hongos.
Todos estos requerimientos aseguran que la semilla germine hasta que halle

condiciones adecuadas para el crecimiento (Bidwell, 1979).

La latencia es una adaptacion que presentan las semillas para enfrentar las
duras condiciones de su ambiente natural y es de gran valor para la sobrevivencia de
las especies pues puede prolongar la viabilidad de las semillas al evitar la germinacion
en periodos desfavorables (Koller, 1969; Jurado y Flores, 2005). Constituye una
manera de repartir o distribuir la germinacion en el tiempo y espacio, el hecho de que la
germinacion se lleve a cabo en diferentes tiempos y en diferentes lugares dependiendo
de los factores que puedan romper la latencia, incrementa la probabilidad de

sobrevivencia de los individuos (Fenner, 1985; Bewley y Black, 1994).

En muchas plantas de ambientes aridos o semiaridos donde la mayoria de las
especies de cactaceas se distribuyen, el proceso de germinacién ha evolucionado hacia
su inhibicion o retraso en espera de condiciones favorables para el establecimiento de
las plantulas (Flores-Martinez et al., 2008). En las semillas de cactaceas la presencia

de latencia innata y forzada ha sido detectada (Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000)

3.8 Germinacién en cactaceas

Muchas cactaceas tienen como requerimientos germinativos el efecto del nodricismo

esto es que la germinacion y sobrevivencia ocurra bajo la copa de arbustos y arboles
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denominados plantas nodrizas. Estas tienen la capacidad de modificar el microambiente
por debajo de su copa y favorecer la germinacion y el desarrollo plantular ya que
protege a las semillas y a las plantulas de la radiacion solar directa, de temperaturas
extremas y da una mayor humedad al reducir la evaporacion del suelo (Valiente-Banuet
y Arizmendi, 1997). Se ha demostrado este efecto en varias especies de cactaceas por
ejemplo entre Neobuxbaumia tetetzo y la planta nodriza Mimosa luisana en el Valle de
Tehuacan, Puebla (Valiente-Banuet y Ezcurra, 1991), en Pachycereus pecten-
aboriginun asociado con Cassia spp. en su lugar de distribucion (Vega-Villasante et al.,
1996), o como en Opuntia tomentosa ya que Olvera-Carrillo (2001) encontré una mayor
germinacion en sitios protegidos de la radiacion solar excesiva y con mayor humedad.

No todas las semillas de cactaceas germinan facilmente algunas requieren de un
tratamiento de escarificacion para romper la latencia y poder germinar, por ejemplo
inmersion en acido por diferentes periodos de tiempo para simular el paso de las
semillas por el tracto digestivo, lavados para eliminar la presencia de sustancias
inhibidoras, escarificacion mecanica que simula el desgaste de la testa por la accion de
particulas del suelo, periodos de estratificacion y postmaduracion, entre otros (Vazquez-
Yanes et al., 1997; Mondragdn-Jacobo y Pimienta-Barrios, 1999; Rojas-Aréchiga y

Vazquez-Yanes, 2000).

Se ha observado que la escarificacion quimica incrementa el porcentaje de
germinacién en algunas especies. Corona y Chavez (1982) estudiaron en Echinocactus
grandis y E. grusonii el efecto de un tratamiento pregerminativo con acido sulfurico
concentrado y con nitrato de potasio al 0,2 % lo que redujo el tiempo de obtencién de
plantulas. Potter et al. (1984) observaron un incremento en el porcentaje de
germinacién de Opuntia edwardsii, O. phaecantha var discata y O. lindhheimeri al
escarificar las semillas con acido sulfarico concentrado de 30 a 90 min. Godinez (1991)
realiz6 un estudio con ocho especies de cactaceas, evaluando el efecto del acido
clorhidrico a diferentes concentraciones y obteniendo porcentajes de germinacion altos.
Flores-Martinez y Manzanero (2003) encontraron un incremento en el porcentaje de
germinacién de Mammillaria kraehenbuehlii y M. oteroi con 5 min de acido sulfurico y
clorhidrico. Rosas-Lépez y Collazo-Ortega (2004) observaron para Echinocactus

platyacanthus el requerimiento de un tratamiento pregerminativo con acido sulfarico o
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clorhidrico concentrado. Navarro y Juarez (2006) observaron que la germinacién de
Mammillaria zephyranthoides se increment6 (52%) con acido sulfdrico concentrado por
1.5 min, sugiriendo que en campo las semillas requieren del paso por el tracto digestivo
de algun herbivoro para poder germinar. También Navarro et al. (2008) reportaron
100% de germinacion en M. hamata con &cido sulfurico por 2 min. Asi como Luna
(2005) quien encontré un mayor incremento en la germinacion de Opuntia streptacantha
con 3 min en &cido sulfarico. Por el contrario Alvarez y Montafia (1997) no encontraron
diferencias significativas en la germinacién de Cephalocereus chrysacanthus, C.
hoppenstedtii, Ferocactus latispinus, Stenocereus stellatus y Wilcoxia viperina después
de someter las semillas por una hora a diferentes concentraciones de &cido clorhidrico.
Resultados similares obtuvieron Navarro y Deméneghi (2007) en Mammillaria
pectinifera. Por otra parte Martinez-Cardenas et al. (2006) encontraron que el acido

giberelico promovio la germinacion de Stenocereus griseus y de Escontria chiotilla.

Los tratamientos de escarificacion mecanica también pueden tener resultados
favorables sobre la germinacion de algunas especies. Moreno et al. (1992) reportan que
Sclerocactus mariposensis germina mejor con escarificacion mecanica. Ochoa (1992) y
Sanchez-Venegas (1997) mencionan que la germinaciéon de Opuntia joconostle puede
ser inducida y acelerada mediante ruptura parcial de la testa. Asi como Guedes et al.
(2009) quienes para O. ficus-indica también mencionan el efecto favorable de este
tratamiento. Contrario a lo reportado por Mandujano et al. (2005) ya que en O. rastrera

los porcentajes de germinacién no mejoraron con ningun tratamiento de escarificacion.

Algunas especies como O. compressa y O. macrorhiza necesitan un periodo de
estratificacion para obtener porcentajes altos de germinacién (Baskin y Baskin, 1997).
En otras se han detectado sustancias inhibidoras en la testa como en Melocactus
curvispinus subsp. caesius (Arias y Lemus, 1984), Stenocereus gummosus (Ledn de la
Luz y Dominguez-Cadena, 1991) y O. joconostle (Sanchez-Venegas, 1997) las cuales
necesitan ser lavadas por ciertos periodos de tiempo para obtener porcentajes altos de
germinaciéon. Asi como también en algunas otras especies el requerimiento de un
periodo de postmaduracion ha sido detectado como en O. joconostle (Barriga, 1994), O.
rastrera (Mandujano et al., 1997), O. ficus-indica (Altare et al., 2006) y O. tomentosa
(Rosas, 2011).
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IV. JUSTIFICACION

El género Opuntia es uno de los mas representativos e importantes de nuestro pais,
tanto desde el punto de vista econémico como ecoldgico, sin embargo hay carencia de
informacion sobre los aspectos de su germinacion, debido a que principalmente el
método de propagacion convencional es a través del uso de cladodios (o0 vegetativa).
Por lo tanto es necesario generar informacion que ayude a entender este aspecto de su
biologia. Los estudios sobre germinacion proporcionan informacion relacionada con los
procesos de viabilidad, latencia y longevidad de las semillas. Estos datos son de interés

para la conservacion y manejo sustentable de los recursos vegetales.
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V. OBJETIVOS
5.1 General

®,

% Contribuir al conocimiento de la respuesta germinativa de cuatro especies del

género Opuntia: O. matudae, O. oligacantha, O. leiascheinvariana y Opuntia sp.

5.2 Particulares

°

Evaluar el efecto de dos tratamientos de escarificacion (quimica y mecanica) en

la respuesta germinativa en cuatro especies de Opuntia.

% Evaluar la respuesta germinativa de cuatro especies de Opuntia, bajo

condiciones de invernadero.

% Evaluar la respuesta germinativa de cuatro especies de Opuntia, en condiciones

in vitro.

% Evaluar y comparar la germinacion de cuatro localidades de procedencia de O.

matudae.

% Evaluar y comparar la germinacion de dos localidades de procedencia de O.

oligacantha.

VI. HIPOTESIS

% Las semillas del género Opuntia presentaran latencia, lo cual retardara el
proceso germinativo, por lo tanto la técnica de escarificacibn mecanica y quimica

incrementara el porcentaje final y la velocidad en la germinacion de las especies.

% Las localidades de procedencia de O. matudae y O. oligacantha no mostraran

diferencias en sus requerimientos germinativos.

% El medio de cultivo MS (50%) asi como una temperatura constante (25°C)

favorecera la germinacion en las especies estudiadas.

[21]



Efecto de dos tratamientos pregerminativos y dos tipos de siembra: invernadero e in vitro sobre la
germinacion de cuatro especies de Opuntia (Cactaceae)

VIl. MATERIALES Y METODOS
7.1 Material vegetal

Las semillas de las especies y de las localidades con las que se trabajé contaban con 2
afios de edad, son productoras de xoconostles y provienen de material que fue
colectado y donado por el Dr. Clemente Gallegos Vazquez del Centro Regional
Universitario Centro Norte (CRUCEN), Universidad Autbnoma Chapingo (UACH). En el
cuadro 1 se muestran los datos de colecta de las especies proporcionadas por el Dr.

Clemente Gallegos (com. personal).

Cuadro 1. Relacion de especies de Opuntia y procedencias.

Especie Nombre Lugar de latitud longitud Altitud
procedencia
(msnm)
Opuntia matudae Municipio de Sain
rojo sainero Alto. Zacatecas 23°33'7.26” 103°12°3.18” 2125
subsp purpurea
O. matudae cuaresmefio  Villade Tezontepec. 19°53 017  98° 48 42” 2318
Hidalgo
O. matudae cueron Municipio de Sain 23°32°07” 103°13°03” 2173
Alto. Zacatecas
O. matudae el sitio El sitio, Pinos. 21°57°16.6” 101°3577.1” 2198
Zacatecas
O. oligacantha borrego Villa de Tezontepec. 19° 53’ 01” 98° 48’ 42’ 2318
Hidalgo
O. oligacantha apastillado Municipio de Sain 23°33°37.8” 103°12'17” 2104
Alto. Zacatecas
O. leiascheinvariana matizado Villa de Tezontepec. 19°53' 01”7  98° 48’ 42” 2318
sp. nov* Hidalgo
O. sp xoconostle Villa de Arriaga. 1950
de castilla S.L.P

* Especie nueva en proceso de publicacion
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7.2 Limpieza de semillas

Con el fin de eliminar residuos de pulpa del fruto en las semillas, se procedio a lavarlas
con agua corriente, posteriormente se secaron a temperatura ambiente y se
almacenaron en bolsas de papel hasta su posterior germinacion (Figura 1). Para cada
una de las especies y localidades de procedencia se formaron lotes de 540 semillas.
Que a su vez se dividieron en dos lotes de 270 cada uno para los experimentos de la

siembra en invernadero e in vitro.

Figura 1. Limpieza de semillas.

7.3 Aplicacion de los tratamientos

Cada lote de 270 semillas se dividid en tres lotes de 90 semillas cada uno, a los cuales

se les aplicaron dos tratamientos pregerminativos y un testigo de la siguiente forma:

1. Tratamiento testigo o control en el cual las semillas se pusieron a germinar sin

ningun tratamiento pregerminativo.

2. Escarificacion quimica: las semillas fueron sumergidas en acido sulfurico (H2SO,)
concentrado por 5 minutos bajo agitacion constante para uniformizar la accion
corrosiva del &cido y posteriormente se enjuagaron con agua destilada para

retirar los restos del acido.

3. Escarificacion mecanica: se utilizé un cortaufias nuevo, limpio y desinfectado y
se practico un pequeiio corte en el arilo lateral cerca de la region del micrépilo en

cada una de las semillas, teniendo cuidado de no dafar el embrioén.

Para cada tratamiento de escarificacion y testigo se hicieron tres replicas con 30
semillas cada uno (Cuadro 2), después las semillas se desinfestaron como se detalla a

continuacion.
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7.4 Desinfestacion de semillas

Después de aplicar los tratamientos las semillas se lavaron en una solucion jabonosa
por 10 min, posteriormente se sumergieron en etanol al 70% por 1 min y finalmente se
sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio (Cloralex) al 30% por 20 min en
agitacion constante. Las semillas testigo también fueron desinfestadas de la misma
forma. Después de la desinfestacidn las semillas de cada especie y de cada localidad

se sembraron en condiciones de invernadero e in vitro como se detalla a continuacion.

7.5 Siembra en invernadero

El sustrato que se emple6 para la siembra en invernadero consistio de una mezcla de
tepojal, tezontle y tierra negra en una proporciéon de 2:1:1, el cual fue previamente
cernido con tamiz de 1.3 cm de abertura y se esterilizd en una autoclave a 120°C y 1.5

atmosferas de presion por 17 min.

Para cada tratamiento de escarificacion y testigo se realizaron tres repeticiones
con 30 semillas cada una. Tanto para las especies como para las localidades (Cuadro
2). La unidad experimental empleada fue una charola de plastico con tapa (domo), a la
cual se le agrego el sustrato estéril y se colocaron con ayuda de pinzas de diseccion
previamente desinfectadas 30 semillas en cada unidad acomodadas ordenadamente en
hileras de 5 x 6 (Figura 2), al final el sustrato se humedecié con agua destilada. El riego
de las charolas se realiz6 cada tres o cinco dias dependiendo la cantidad de humedad
gue se observara en cada unidad experimental con el fin de evitar que el sustrato se
secara. Todas las unidades experimentales se colocaron en el invernadero de

propagacion del Programa Docente de Cactologia del Jardin Botanico del IB-UNAM.

{ R )

i

LS

Figura 2. Semillas y unidad experimental de la siembra en invernadero.
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7.6 Siembrain vitro

El medio de cultivo que se empled en la siembra in vitro fue el medio Murashige y
Skoog (MS) al 50% de macronutrientes y micronutrientes, sin reguladores de
crecimiento vegetal y adicionado con sacarosa (30 g/L), el pH se ajusté a 5.7 y el
agente gelificante que se empleé fue el agar bacteriolégico BD Bioxon (8.5 g/l) (Anexo
1).

Una vez elaborado el medio de cultivo MS 50% éste se repartié en frascos de
vidrio con 70 ml de medio en cada frasco, después se esteriliz6 en una autoclave a

120°C y 1.5 atmésferas de presion por 17 minutos.

La siembra de las semillas se realiz6 en condiciones estériles dentro de una
campana de flujo laminar, todo el material e instrumental empleado durante la siembra
de las semillas fue debidamente esterilizado en autoclave. Dentro de la campana de
flujo laminar, las semillas después de la desinfestacion (jabdn, etanol 70% y cloro 30%)
se enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril a fin de eliminar restos de las

soluciones utilizadas para la desinfestacion.

La unidad experimental para la siembra in vitro fue un frasco de vidrio con 30
semillas en cada uno (Figura 3) para cada tratamiento de escarificacién y testigo se

realizaron tres repeticiones con 30 semillas (Cuadro 2).

Todas las unidades experimentales se mantuvieron en la camara de incubacién
del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Jardin Botanico del Instituto de

Biologia de la UNAM, con temperatura constante de 25 + 2°C.

Figura 3. Unidad experimental de la siembra in vitro.
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Cuadro 2. Namero de semillas y repeticiones por tratamiento para cada especie y localidad.

Especie No. semillas Numero de repeticiones
por repeticion invernadero / in vitro
O. matudae
rojo sainero 30 3 testigo, 3 mecanica, 3 quimica
cuaresmefio 30 3 testigo, 3 mecanica, 3 quimica
el sitio 30 3 testigo, 3 mecanica, 3 quimica
cueron 30 3 testigo, 3 mecanica, 3 quimica
O. oligacantha
apastillado 30 3 testigo, 3 mecanica, 3 quimica
borrego 30 3 testigo, 3 mecanica, 3 quimica
O. leiascheinvariana 30 3 testigo, 3 mecanica, 3 quimica
Opuntia sp 30 3 testigo, 3 mecanica, 3 quimica

En la figura 4 se muestra el diagrama de flujo del método general. Después de la
siembra de las semillas tanto en el invernadero como in vitro, éstas se revisaron
diariamente para observar y cuantificar la cantidad de semillas que habian germinado.
En ambas condiciones se consideré que una semilla germindé cuando se observo la

emergencia de la radicula. El experimento se sigui6 diariamente durante cuatro meses.

7.7 Disefio experimental

El disefio experimental para Opuntia matudae fue un arreglo factorial de 4 localidades
de procedencia x 3 (dos tratamientos de escarificacion y un testigo) x 2 tipos de siembra
(invernadero e in vitro) x 3 repeticiones (cada una con 30 semillas), teniéndose un total
de 72 unidades experimentales. Para O. oligacantha el disefio experimental fue un
arreglo factorial de 2 localidades de procedencia x 3 (dos tratamientos de escarificacion
y un testigo) x 2 tipos de siembra (invernadero e in vitro) x 3 repeticiones (cada una con
30 semillas), teniéndose un total de 36 unidades experimentales. Para O.
leiascheinvariana el disefio experimental fue un arreglo factorial de 1 especie x 3 (dos
tratamientos de escarificacion y un testigo) x 2 tipos de siembra (invernadero e in vitro)
x 3 repeticiones (cada una con 30 semillas), teniéndose un total de 18 unidades
experimentales. Por ultimo para Opuntia sp el disefio experimental fue similar al de O.
leiascheinvariana teniéndose un arreglo factorial de 1 x 3 x 2 x 3, obteniéndose también

un total de 18 unidades experimentales.
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Semillas

[ 0. matudae ][ O. leiascheinvariana ] [ Opuntia sp ] [ 0. oligacantha ]

)

[ rojo sainero ][ cuaresmefio ][ el sitio ] cueron borrego ] [ apastillado

(o)

[ Desinfestacion ]

Invernadero in vitro
tepojal, tezontle, tierra negra MS 50%
2:1:1

Figura 4. Diagrama de flujo del método general.

7.8 Variables de germinacion estudiadas

Se midieron las siguientes variables de acuerdo a Gonzales-Zertuche y Orozco-Segovia
(1996):

Tiempo de latencia: Tiempo necesario para el inicio de la germinacion.

Porcentaje de germinacion final: Muestra el numero final de semillas germinadas o el

porcentaje final de germinacion en cada tratamiento.
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Velocidad de germinacion: Muestra el nimero de semillas germinadas inversamente
relacionado con el tiempo y el nimero de semillas germinadas por dia. Con base en la

siguiente formula:

2 N
Cv= —— *100
> (nit)

Donde CV= coeficiente de velocidad, n;j= nimero de semillas germinadas el dia i,
ti = namero de dias despues de la siembra. Es una medida de la distribucion de la

germinacion en el tiempo en relacion con el nimero de semillas germinadas.

7.9 Andlisis de datos

Los datos obtenidos como porcentajes de germinacion para cada réplica se
transformaron a la funcion arcoseno para cumplir con los supuestos de normalidad. El
analisis estadistico que se realizé fue un ANDEVA multifactorial para evaluar el efecto
del tratamiento pregerminativo, el tipo de siembra y las localidades de procedencia en
O. matudae y O. oligacantha. Para O. leiascheinvariana y Opuntia sp se realizaron
ANDEVAS de una via. Cuando se registraron diferencias significativas en el analisis de
varianza se realiz6 un analisis de comparaciones multiples de Tukey. Cuando los datos
no cumplieron con los supuestos de normalidad se realizaron analisis no paramétricos
de Kruskall-Wallis y las comparaciones se hicieron visualmente con diagramas de
cajas. El programa estadistico que se empleo fue STATISTICA ver 10. El nivel de
significancia del ANDEVA, la prueba de Tukey y de Kruskall-Wallis fue P < 0.05.
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VIIl. RESULTADOS
8.1 Porcentaje final de germinacion
8.1.1 Opuntia matudae

En la figura 5 se muestra la grafica de los porcentajes finales de germinacion obtenidos
para las cuatro localidades de procedencia de esta especie que fueron sembradas en
condiciones de invernadero, donde se muestra la respuesta obtenida en los dos
tratamientos pregerminativos comparados con el testigo. De manera general se observo
qgue las semillas testigo presentaron bajos porcentajes de germinacién con un maximo
de 8.8% (el sitio) y un minimo de 3.33% para el resto de las demas localidades. La
escarificacion mecéanica fue el mejor tratamiento para incrementar la germinacion, ya
gue fue en éste donde se alcanzaron los mayores porcentajes, aunque estos
igualmente fueron bajos ya que el maximo porcentaje alcanzado solo fue del 38.8% en
el sitio y el minimo fue del 7.77% en cueron. Con el tratamiento de escarificacion
guimica se observd que este solo incrementd ligeramente la germinacidon en
comparacion con el testigo en (rojo sainero, cuaresmefio y el sitio), este dltimo con un
maximo de 18.88%, en tanto que el minimo fue del 2.2% en cueron, porcentajes que a

su vez fueron inferiores a los obtenidos con la escarificacion mecanica.

El andlisis de varianza registré diferencias significativas entre localidades de
procedencia (F24=10.564; p=0.00013), entre tratamientos (F(24=29.343; p=0.0000),
pero no en la interaccion localidad-tratamientos (F24=1.3683; p=0.26729). La prueba
de Tukey reveldé que entre localidades cueron present6 los porcentajes mas bajos de
germinacion y se diferencio de rojo sainero y el sitio, mientras que el sitio presento los
mayores porcentajes de germinacion diferenciandose de cuaresmefio y cueron (Anexo
2). Entre tratamientos la escarificacion mecanica se diferencié significativamente tanto
del testigo como de la escarificacion quimica y estos ultimos tratamientos no se

diferenciaron entre si (Anexo 3).

Las figuras 7a, 8a, 9a, y 10a muestran las curvas de germinacién acumulada con
respecto al tiempo para cada una de las localidades de procedencia de esta especie,

sembradas en condiciones de invernadero.
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Por otra parte en la figura 6 se muestran los resultados obtenidos en las pruebas
de germinacion para las cuatro localidades de procedencia de esta misma especie que
fueron sembradas bajo condiciones in vitro. En este tipo de siembra se observé que a
diferencia del invernadero las semillas testigo presentaron porcentajes nulos de
germinacion al igual que con el tratamiento de escarificacion quimica en donde solo
para rojo sainero se alcanz6 un 3.33%. El tratamiento de escarificacion mecénica fue
determinante para incrementar la germinacion en este tipo de siembra ya que fue en
este tratamiento donde se obtuvieron los mayores porcentajes de germinacion y que en
general para las cuatro localidades fueron superiores a los registrados en invernadero,
ya que el maximo porcentaje obtenido fue de 62.22% (el sitio) y en invernadero el
maximo no excedi6é del 38.88% (el sitio), mientras que el menor porcentaje registrado
fue del 35.5% (cueron). Las figuras 7b, 8b, 9b, y 10b muestran las curvas de
germinacion acumulada para cada una de las localidades de esta especie sembradas

en esta condicion.

Debido a que en el testigo y en el tratamiento de escarificacion quimica se
obtuvieron porcentajes nulos de germinacion, éstos se descartaron del andlisis
estadistico. Sin embargo para conocer si habia diferencias significativas entre el tipo de
siembra (invernadero-in vitro) se realizé un analisis comparando solo al tratamiento de
escarificacion mecanica. Este indicd que hay diferencias significativas entre localidades
de procedencia (F16=4.2095; p=0.02251), entre el tipo de siembra (F,16=17.073;
p=0.00078), pero no en la interaccion localidad-siembra (F16=0.1991; p=0.89541). La
prueba de Tukey reveld que entre localidades solo (cueron) y (el sitio) se diferenciaron
significativamente entre si, siendo las localidades donde se registraron los menores y
mayores porcentajes de germinacion respectivamente (Anexo 4). Para el tipo de
siembra la germinacion in vitro se diferencié significativamente de la siembra en

invernadero siendo esta en donde se obtuvo la mejor respuesta germinativa (Anexo 5).
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Figura 5. Porcentaje final de germinacion en semillas provenientes de cuatro
localidades de O. matudae sometidas a dos tratamientos pregerminativos y sembradas
bajo condiciones de invernadero.
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Figura 6. Porcentaje final de germinacion en semillas provenientes de cuatro
localidades de O. matudae sometidas a dos tratamientos pregerminativos y sembradas
bajo condiciones in vitro.
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Figura 7. Porcentaje de germinacion acumulada de semillas de O. matudae subsp.
purpirea “rojo sainero” (Sain Alto, Zacatecas), sometidas a dos tratamientos

pregerminativos y sembradas bajo condiciones de a) invernadero y b) in vitro.
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Figura 10. Porcentaje de germinacién acumulada de semillas de O. matudae “cueron”
(Sain Alto, Zacatecas), sometidas a dos tratamientos pregerminativos y sembradas bajo
condiciones de a) invernadero y b) in vitro.
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8.1.2 O. oligacantha

La figura 11 muestra los porcentajes finales de germinacion obtenidos en las dos
localidades de procedencia de esta especie que se sembraron en invernadero.
Igualmente se registraron bajos porcentajes de germinacion ya que las semillas testigo
solo alcanzaron un 7.77%. El tratamiento de escarificacibn mecéanica incremento la
germinacién con un maximo de 24.44% y con el tratamiento de escarificacién quimica
solo se registr6 un 16.66%. Se observé que apastillado presentd los mayores
porcentajes de germinacion en los tratamientos y borrego los mas bajos. Sin embargo
el andlisis de varianza indic6 que no hay diferencias significativas entre localidades
(F1,12=2.2456; p=0.15983), entre tratamientos (F(,12=1.0946; p=0.36587), ni en la
interaccion localidad-tratamientos (F(2,12=0.6461; p=0.5434).

En condiciones in vitro (Figura 12) el comportamiento germinativo fue similar al
registrado en O. matudae, con porcentajes nulos de germinacion en las semillas testigo
y con el tratamiento de escarificacion quimica. Igualmente la escarificacion mecéanica
resultd ser el mejor tratamiento para incrementar la germinacion en este tipo de
siembra, cuyos porcentajes obtenidos en ambas localidades fueron superiores a los
registrados en invernadero con un maximo de 58.88% (apastillado). La comparacion
invernadero-in vitro igualmente no registro diferencias significativas entre localidades
(F18=4.5281; p=0.06552), en el tipo de siembra (F,=3.7943; p=0.08885), ni en la
interaccion localidad-siembra (F1,8=0.1964; p=0.66936).

Las figuras 13a y 14a muestran las curvas de germinacion acumulada de las dos

localidades de procedencia de esta especie sembradas en invernadero.

Las figuras 13b y 14b muestran las curvas de germinacion acumulada de las dos

localidades de esta especie sembradas in vitro.
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Figura 11. Porcentaje final de germinacion en semillas provenientes de dos localidades
de O. oligacantha sometidas a dos tratamientos pregerminativos y sembradas bajo
condiciones de invernadero.
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condiciones in vitro.
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Figura 13. Porcentaje de germinacion acumulada de semillas de O. oligacantha
“apastillado” (Sain Alto, Zacatecas), sometidas a dos tratamientos pregerminativos y
sembradas bajo condiciones de a) invernadero y b) in vitro.
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Figura 14. Porcentaje de germinacion acumulada en semillas de O. oligacantha
“borrego” (Villa de Tezontepec, Hidalgo), sometidas a dos tratamientos pregerminativos
y sembradas bajo condiciones de a) invernadero y b) in vitro.
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8.1.3 O. leiascheinvariana

En esta especie se registraron los porcentajes de germinacibn mas bajos
independientemente de los tratamientos pregerminativos y del tipo de siembra, ya que
estos porcentajes no excedieron del 4.4%. En condiciones de invernadero los
resultados obtenidos fueron de 2.22% para las semillas testigo, de 4.44% con
escarificacion mecanica y de 3.33% para el tratamiento de escarificacion quimica
(Figura 15a). El andlisis de varianza no encontré diferencias significativas entre
tratamientos (F(,6=0.086; p=0.91790).

En in vitro solo se registré 2.22% de germinacion y solo con el tratamiento de
escarificacion mecanica, para el testigo y la escarificaciéon quimica los resultados
obtenidos fueron nulos (Figura 15b). El analisis de varianza tampoco encontr
diferencias significativas entre el tipo de siembra (Fa4= 0.1708; p=0.70053). A
diferencia de O. matudae y O. oligacantha en esta especie ademas se obtuvieron altos

porcentajes de contaminacion en el medio de cultivo (40%).

Las figuras 16a y 16b muestran las curvas de germinacion acumulada para esta

especie en ambos tipos de siembra.
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Figura 15. Porcentaje final de germinacién en semillas de O. leiascheinvariana
sometidas a dos tratamientos pregerminativos y sembradas bajo condiciones en a)
invernadero y b) in vitro.
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8.1.4 Opuntia sp.

La figura 17a muestra los resultados obtenidos en las pruebas de germinacion para
esta especie que se sembré en condiciones de invernadero. En el lote testigo se
registro 18.88%, de 24.44% con el tratamiento de escarificacion mecanica y de 6.66%
con escarificacion quimica. El analisis de varianza indico diferencias significativas entre
tratamientos (F(2,6=10.985; p=0.00987). La prueba de Tukey revel6 que la escarificacion
guimica se diferencié del testigo y de la escarificacion mecanica, siendo este
tratamiento en donde se obtuvieron los porcentajes mas bajos de germinacién, y que
entre el testigo y la escarificacion mecanica no hay diferencias significativas (Anexo 6).
En condiciones in vitro al igual que en las otras especies solo se obtuvieron resultados
para el tratamiento de escarificacion mecanica con un maximo de 17.77% y que
contrario a lo observado en O. matudae y O. oligacantha este no fue superior a lo
registrado en invernadero (Figura 17b). En el analisis de varianza tampoco se encontrg
diferencias significativas entre el tipo de siembra (F1,4=0.0057; p=0.37482). Al igual que
en O. leiacheinvariana uno de los factores limitantes en la siembra in vitro fue la

contaminacion (40%).

Las figuras 18a y b muestran las curvas de germinacion acumulada para esta especie.
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Figura 17. Porcentaje final de germinacion en semillas de Opuntia sp sometidas a dos
tratamientos pregerminativos y sembradas bajo condiciones de a) invernadero y b) in
vitro.
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Figura 18. Porcentaje de germinacion acumulada en semillas de Opuntia sp.
“xoconostle de castilla”, sometidas a dos tratamientos pregerminativos y sembradas
bajo condiciones de a) invernadero y b) in vitro.
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8.2 Tiempo de latencia

8.2.1 O. matudae

En el cuadro 3 se muestra el tiempo de latencia o el nimero de dias requeridos para el
comienzo de la germinacién en las cuatro localidades de O. matudae. De manera
general se observo que las semillas testigo requirieron de tiempos largos después de la
siembra para el comienzo de la germinacién. El mayor tiempo registrado fue de 91 dias
en rojo sainero y el minimo de 56 en cueron. Se observé que el tratamiento de
escarificacion mecéanica fue determinante para reducir este tiempo en rojo sainero,
cuaresmefio y el sitio, con un minimo de 5 dias para rojo sainero y un maximo de 21.6
en cuaresmefio. Estos tiempos fueron significativamente menores a los registrados para
el testigo (Figura 19). Para estas mismas localidades se observd que la escarificacion
guimica redujo el tiempo de latencia en comparacion con las semillas testigo, sin
embargo estos tiempos también fueron largos con un maximo de 67.6 dias en rojo
sainero y un minimo de 33 para el sitio, valores que a su vez fueron mayores a los
obtenidos con la escarificacibn mecéanica. En cueron se observaron tiempos muy
similares entre si aun con la aplicacion de los tratamientos, registrandose un menor

tiempo con la escarificacion quimica.

Cuadro 3. Promedio del tiempo de latencia (dias) en semillas provenientes de cuatro
localidades de O. matudae sembradas bajo condiciones de invernadero y sometidas a
dos tratamientos pregerminativos.

INVERNADERO
Nombre Tratamiento pregerminativo
comuin testigo escarificacion | escarificacion
mecanica quimica

rojo sainero 91 5 67.6
cuaresmeno 63.6 21.6 59

el sitio 63.6 5.3 33

cueron 56 54.3 50
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El andlisis de varianza registrd diferencias significativas entre localidades
(F324=10.331; p=0.00015), entre tratamientos (F(24=88.001; p=0.0000) y en la
interaccion localidad-tratamiento (F(6,24)=13.996; p=0.0000). La prueba de Tukey
revel6 que entre localidades la diferencia se encontré entre el sitio y todas las demas
(rojo sainero, cuaresmefio y cueron) y que estas Ultimas no se diferenciaron entre si
(Anexo 7). Esto debido a que el sitio registrdé los menores tiempos de latencia sobre
todo en el tratamiento de escarificacion quimica. Entre tratamientos la prueba de Tukey
formo tres grupos indicando que tanto las semillas del lote testigo, las de escarificacion

mecanica y quimica se diferenciaron significativamente entre si (Anexo 8).

Figura 19. Emergencia de radicula en rojo sainero, cuaresmefio y cueron respectivamente, sembradas
bajo condiciones de invernadero.

En el cuadro 4 se muestran los valores obtenidos en el tiempo de latencia para
las cuatro localidades de esta misma especie que se sembraron en condiciones in vitro.
En el tratamiento de escarificacion mecanica se observo que para rojo sainero y el sitio
se requirieron de mas dias para que comenzaran a germinar en comparacion con lo
registrado en invernadero, sin embargo para cuaresmefio y cueron este tiempo se
redujo. En el tratamiento de escarificacion quimica se observé que en rojo sainero hubo

una reduccion en el tiempo de latencia.
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Cuadro 4. Promedio del tiempo de latencia (dias) en semillas provenientes de cuatro
localidades de O. matudae sembradas bajo condiciones in vitro y sometidas a dos
tratamientos pregerminativos.

IN VITRO
Nombre Tratamiento pregerminativo
comun testigo | escarificacion | escarificacion
mecanica quimica
rojo sainero 0 15.5 17
cuaresmeno 0 17.3 0
el sitio 0 7 0
cueron 0 21.3 0

La comparacion invernadero-in vitro indicO que hay diferencias significativas
entre localidades (F,16=31.344; p=0.00000), en el tipo de siembra (F(,16=6.1881;
p=0.02427) y en la interaccion localidad-tipo de siembra (F s 16=14.100; p=0.00009). La
prueba de Tukey reveldé que entre localidades la diferencia se encontré entre cueron
siendo esta en donde se registraron los tiempos de latencia mas largos, y el resto de las
demas (rojo sainero, cuaresmefio y el sitio), y que entre estas ultimas solo cuaresmefio
y el sitio se diferenciaron significativamente entre si, siendo esta Ultima en la que se
registraron los tiempos de latencia mas bajos (Anexo 9). En el tipo de siembra la
germinacion in vitro se diferencio significativamente del invernadero, esto se debid ya
gue a pesar de que solamente en cuaresmefio y cueron se observo una reduccién en el
tiempo de latencia, en cueron este tiempo se redujo considerablemente a mas de la

mitad en este tipo de siembra (Anexo 10).
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8.2.2 O. oligacantha

En el cuadro 5 se muestran los valores obtenidos en el tiempo de latencia para las dos
localidades de esta especie sembradas en condiciones de invernadero. Igualmente se
observaron tiempos largos para el inicio de la germinacion en las semillas testigo con
un maximo de 85 dias en apastillado, valores que se redujeron significativamente con el
tratamiento de escarificacion mecéanica con un minimo de 5.6. A su vez el tratamiento
de escarificacion quimica al igual que lo observado en O. matudae redujo los tiempos
de latencia en comparacion con el testigo. Sin embargo estos tiempos fueron mucho

mayores que con el tratamiento de escarificacion mecénica.

Cuadro 5. Promedio del tiempo de latencia (dias) en semillas provenientes de dos
localidades de O. oligacantha sembradas bajo condiciones de invernadero y sometidas
a dos tratamientos pregerminativos.

INVERNADERO
Nombre Tratamiento pregerminativo
comun testigo escarificacion escarificacion
mecéanica quimica
apastillado 85 5.6 58
borrego 67 12.3 47

El andlisis de varianza registrd diferencias significativas entre localidades
(F1,12=8.9830; p=0.01113), entre tratamientos (F12=232.98; p=0.0000) y en la
interaccion localidad-tratamiento (F(2,12=7.7604; p=0.00687). La prueba de Tukey reveld
gue entre localidades, borrego se diferencié de apastillado, presentando los tiempos de
latencia mas bajos, ya que a pesar de que en el tratamiento de escarificacion mecanica
se registré6 un mayor tiempo de germinacion que en apastillado, en las semillas testigo y
con escarificacion quimica estos valores fueron significativamente menores que en
apastillado (Anexo 11). Entre tratamientos la prueba de Tukey formé tres grupos
indicando que tanto el testigo, el tratamiento de escarificacion mecanica y la

escarificacion quimica se diferenciaron significativamente entre si (Anexo 12).
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A su vez en el cuadro 6 se muestran los valores obtenidos para las dos
localidades de procedencia de esta especie sembradas en condiciones in vitro,
observandose en ambos casos que los tiempos de latencia fueron mayores que los
registrados en invernadero con un maximo de 16.6 dias en borrego (Figura 20).

Cuadro 6. Promedio del tiempo de latencia (dias) en semillas provenientes de dos
localidades de O. oligacantha sembradas bajo condiciones in vitro y sometidas a dos
tratamientos pregerminativos.

IN VITRO
Nombre Tratamiento pregerminativo
comun testigo escarificacion escarificacién
mecénica quimica
apastillado 0 12.3 0
borrego 0 16.6 0

La comparacién invernadero-in vitro indic6 que no hay diferencias significativas
entre localidades (F(18=1.1266; p=0.31949), en el tipo de siembra (Fg=1.1266;
p=0.31949), ni en la interaccion localidad-tipo de siembra (F1,5=0.0293; p=0.86832).

Figura 20. Emergencia de radicula en borrego y apastillado, sembradas bajo condiciones in vitro.
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8.2.3 O. leiascheinvariana

En esta especie se registraron los mayores tiempos de latencia en comparacion con las
otras especies evaluadas. En condiciones de invernadero los resultados obtenidos
después de la siembra fueron de 108 dias para las semillas testigo, de 73.3 para la
escarificacion mecanica y de 70 con el tratamiento de escarificacion quimica. La prueba
de Kruskall-Wallis revel6 que hay diferencias significativas entre los tratamientos
(H2,9=6.0540; p=0.0485), observandose en el diagrama de cajas (Anexo 13) que tanto
el tratamiento de escarificacibn mecénica como el de escarificacibn quimica se
diferenciaron del testigo, reduciendo los tiempos de latencia, sin embargo estos tiempos

también fueron muy largos y similares entre si.

En condiciones in vitro el tratamiento de escarificacion mecéanica igualmente
registré tiempos muy largos después de la siembra para que comenzaran a germinar
sin embargo este tiempo fue menor que lo registrado en invernadero con 46 dias. El
analisis de varianza indicé que hay diferencias significativas entre el tipo de siembra
(F1,4=13.979; p=0.02014) y la prueba de Tukey reveld el efecto significativo de la

siembra in vitro en comparacion con el invernadero (Anexo 14).

8.2.4 Opuntia sp.

Para esta especie los valores obtenidos en el tiempo de latencia en condiciones de
invernadero fueron de 74 dias para las semillas testigo, de 17.3 para el tratamiento de
escarificacion mecanica y de 61.3 en el tratamiento de escarificacion quimica. El
analisis de varianza reveld6 que hay diferencias significativas entre tratamientos
(F26=26.391; p=0.00106). La prueba de Tukey reveld que la escarificacion mecanica
se diferenci6 del testigo y de la escarificacion quimica y que estos ultimos tratamientos

no se diferenciaron entre si (Anexo 15).

En condiciones in vitro se observé un mayor tiempo de latencia en comparacion
con lo registrado en invernadero con 20.3 dias en el tratamiento de escarificacion
mecanica. El andlisis de varianza indicd6 que no hay diferencias significativas entre el
tipo de siembra (F(1,4=0.4378; p=0.54434).
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8.3 Velocidad de germinacién
8.3.1 O. matudae

El cuadro 7 muestra los valores obtenidos en el coeficiente de velocidad de Kotowski
para las cuatro localidades de O. matudae que se sembraron en condiciones de
invernadero. De manera general los maximos valores se registraron con el tratamiento
de escarificacibn mecénica con un maximo de 1.41 en el sitio y un minimo de 1.13 en
cueron. Los valores més bajos se obtuvieron en las semillas testigo con un minimo de
0.94 en rojo sainero y un maximo de 1.13 en cueron. En el tratamiento de escarificacion
guimica los valores en general fueron superiores al testigo con un minimo de 1.03 para
rojo sainero y un maximo de 1.18 en el sitio, pero en general estos valores fueron

inferiores a los obtenidos con el tratamiento de escarificacion mecanica.

Cuadro 7. Promedio del coeficiente de velocidad de Kotowski en semillas provenientes
de cuatro localidades de O. matudae sembradas bajo condiciones de invernadero y
sometidas a dos tratamientos pregerminativos.

INVERNADERO
Nombre Tratamiento pregerminativo
comin testigo escarificacion | escarificacion
mecanica quimica

rojo sainero 0.94 1.34 1.03
cuaresmeno 1.07 1.20 1.07

el sitio 1.06 141 1.18

cueron 1.13 1.13 1.17

El andlisis de varianza registr6 diferencias significativas entre localidades
(F324=8.4715; p=0.00052), entre tratamientos (F24=52.334; p=0.0000) y en la
interaccion localidad-tratamiento (F 24=10.607; p=0.0000). La prueba de Tukey reveld
gue entre localidades el sitio se diferencid significativamente del resto de las demas
(rojo sainero, cuaresmefio y cueron) y que estas ultimas no se diferenciaron entre si

(Anexo 16). Y entre tratamientos la prueba de Tukey formo tres grupos indicando que
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tanto el testigo, el tratamiento de escarificacion mecénica y quimica se diferenciaron

significativamente entre si (Anexo 17).

Por otra parte en el cuadro 8 se muestran los valores del coeficiente de velocidad
obtenidos para las cuatro localidades de esta especie que se sembraron bajo
condiciones in vitro, obteniéndose un minimo de 1.27 en cuaresmefio y un maximo de

1.39 para el sitio.

Cuadro 8. Promedio del coeficiente de velocidad de Kotowski en semillas provenientes
de cuatro localidades de O. matudae sembradas bajo condiciones in vitro y sometidas a
dos tratamientos pregerminativos.

IN VITRO
Nombre Tratamiento pregerminativo
comun testigo escarificacion | escarificacion
mecénica quimica

rojo sainero 0 1.34 0
cuaresmeno 0 1.27 0

el sitio 0 1.39 0

cueron 0 1.30 0

La comparacion invernadero-in vitro reveld que hay diferencias significativas
entre localidades (F16=10.060; p=0.0005), pero no en el tipo de siembra
(F1,16=3.7929; p=0.6924), ni en la interaccion localidad-tipo de siembra (Fs,16=2.3850;
p=0.1073). La prueba de Tukey indicé que entre localidades el sitio se diferencié de
cuaresmefio y cueron, siendo el sitio en donde se obtuvo la mayor velocidad, y que
cueron se diferencio significativamente de rojo sainero y el sitio, siendo cueron en

donde se registré la menor velocidad (Anexo 18).
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8.3.2 O. oligacantha

El cuadro 9 muestra los valores obtenidos en la velocidad de germinacién para las dos
localidades de procedencia de esta especie que se sembraron en condiciones de
invernadero. Registrandose igualmente los maximos valores en el tratamiento de
escarificacion mecénica con un minimo de 1.43 en apastillado y un maximo de 1.45 en
borrego. Asimismo el tratamiento de escarificacién quimica registrd valores superiores a

los obtenidos en el testigo, pero menores que con la escarificacion mecanica.

El andlisis de varianza no registré diferencias significativas entre localidades
(F(1,12=3.6700; p=0.7953), pero si entre tratamientos (F(12=54.247; p=0.0000), la
interaccion  localidad-tratamientos  tampoco fue significativa (F(,12=0.52414;
p=0.60502). La prueba de Tukey revel6 que entre tratamientos la escarificacion
mecanica se diferencio significativamente del testigo y de la escarificacion quimica y

gue entre estos ultimos no hay diferencia significativa entre si (Anexo 19).

Cuadro 9. Promedio del coeficiente de velocidad de Kotowski en semillas provenientes
de dos localidades de O. oligacantha sembradas bajo condiciones de invernadero y
sometidas a dos tratamientos pregerminativos.

INVERNADERO
Nombre Tratamiento pregerminativo
comun testigo escarificacion escarificacion
mecanica quimica
apastillado 0.98 1.43 1.06
borrego 1.05 1.45 1.17

Por otra parte en el Cuadro 10 se muestran los valores obtenidos en la velocidad
de germinacion para las dos localidades de procedencia de esta especie que se
sembraron en condiciones in vitro. Observandose que estos valores fueron ligeramente

menores a los registrados en invernadero.
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Cuadro 10. Promedio del coeficiente de velocidad de Kotowski en semillas
provenientes de dos localidades de O. oligacantha sembradas bajo condiciones in vitro
y sometidas a dos tratamientos pregerminativos.

IN VITRO
Nombre Tratamiento pregerminativo
comun testigo escarificacion escarificacién
mecanica quimica
apastillado 0 1.38 0
borrego 0 1.38 0

La comparacion invernadero-in vitro no encontro diferencias significativas entre
localidades (F(1,5=0.02211; p=0.8854), tipo de siembra (F,=0.88940; p=0.3732), ni en
la interaccion localidad-tipo de siembra (F(1,5=0.02824; p=0.8707).

8.3.3 O. leiascheinvariana

Para esta especie los valores obtenidos en el coeficiente de velocidad fueron de 0.87
para las semillas testigo, de 1.02 para el tratamiento de escarificacion mecanica y de
1.03 para la escarificacion quimica. El analisis de Kruskall-Wallis registro diferencias
significativas entre tratamientos (H2,9=5.6579; p=0.0591). En el diagrama de cajas se
observa al testigo por debajo de los tratamientos con la menor velocidad. En la
escarificacion mecanica y quimica no se observan diferencias presentando velocidades

muy similares entre si, pero ligeramente mayores al testigo (Anexo 20).

En condiciones in vitro se observo un incremento en la velocidad de germinacién
con un valor de 1.20 para el tratamiento de escarificacion mecanica, el analisis de
varianza registro diferencias significativas entre el tipo de siembra (F4=17.083;
p=0.0144). La prueba de Tukey revel6 que la siembra in vitro se diferencio del

invernadero siendo esta en la que se obtuvo la mejor velocidad (Anexo 21).
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8.3.4 Opuntia sp.

Para esta especie los valores que se obtuvieron en el coeficiente de velocidad para las
semillas testigo fueron de 0.99, de 1.23 con el tratamiento de escarificacion mecanica
observandose el efecto favorable de este tratamiento para incrementar la velocidad en
comparacién con el testigo, y de 1.09 con el tratamiento de escarificacién quimica. El
analisis de varianza registro diferencias significativas entre tratamientos (F¢=11.358;
p=0.0091). La prueba de Tukey indicé que la escarificacion mecanica se diferencié del

testigo, pero no del tratamiento de escarificacion quimica (Anexo 22).

En condiciones in vitro en el tratamiento de escarificacion mecanica se obtuvo un
valor de 1.32. No se encontraron diferencias significativas entre el tipo de siembra
(F(1'4):3.1515; p201505)
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IX DISCUSION

9.1 Porcentaje final de germinacion

Entre las especies de la familia Cactaceae es frecuente la produccion de semillas que a
su vez pueden alcanzar porcentajes de germinacion que oscilan del 0 hasta el 100%,
bajo diversas condiciones que facilitan el establecimiento (Navarro y Deménegui, 2007).
En el presente estudio los resultados obtenidos en las pruebas de germinacion para las
cuatro especies de Opuntia en general fueron bajos, lo cual contrasta con lo reportado
para otras especies de cactaceas que han mostrado porcentajes de germinacion
relativamente altos (280%) en cuanto se cumple con el requisito de humedad y luz
(Flores-Martinez et al., 2008; Pascacio-Villafan y Ortega, 2009; Serna, 2012).

Los bajos porcentajes de germinacion obtenidos en las semillas que no se
sometieron a los tratamientos pregerminativos indica la presencia de latencia. En la
naturaleza este mecanismo es una estrategia de adaptacion que presentan las plantas
frente a condiciones ambientales impredecibles como las que se presentan en las
zonas aridas o semiaridas (Jurado y Flores, 2005), donde las condiciones ambientales
pueden no ser favorables para la germinacion inmediatamente después de la dispersion
de la semilla (Hartmann y Kester, 1995). En especies de Opuntia la latencia se ha
relacionado con la presencia de una cubierta seminal dura y lignificada que constituye
una barrera mecanica para la expansion del embrién y emergencia de la radicula
(Ochoa, 1992; Mondragén-Jacobo y Pimienta-Barrios, 1999; Olvera-Carrillo, 2001;
Altare et al., 2006). Esta caracteristica le provee a la semilla de ciertas ventajas como
es la proteccion contra la abrasidon que produce el suelo asi como de factores
ambientales adversos, sin embargo también limita la germinacion (Flores, 1973;
Mondragon-Jacobo y Pimienta-Barrios, 1999). En algunos estudios con este género se
han utilizado diversos tratamientos para promover la germinacion de estas semillas, los
cuales han incluido escarificacibn mecénica, escarificacibn mecanica e inmersion en
acido giberelico, inmersion en agua a temperaturas cercanas a los 100°C por diferentes
periodos de tiempo, inmersién en acido sulfarico concentrado, entre otros, sin embargo
los resultados obtenidos han sido muy diversos entre las diferentes especies estudiadas

(Mondragén-Jacobo y Pimienta-Barrios, 1999).
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Con respecto a los tratamientos pregerminativos utilizados, los resultados
demostraron que la escarificacion mecanica fue el mejor tratamiento para incrementar
la germinacion en la mayoria de las especies, tanto en la siembra en invernadero como
en in vitro (excepto O. leiascheinvariana), y aunque estadisticamente este tratamiento
solo fue significativo en O. matudae, se observo que en O. oligacantha (apastillado y
borrego) y Opuntia sp este tratamiento incrementd ligeramente la germinacién en
comparacién con el testigo, lo cual sugiere la presencia de latencia innata asociada con
la dureza de la cubierta seminal. Estos resultados coinciden con lo reportado por Ochoa
(1992) quien registr6 5% de germinacion en semillas no tratadas de O. joconostle
observando un incremento en la germinacion después de aplicar un tratamiento de
escarificacion mecanica (42%). Guedes et al. (2009) reportaron un mayor porcentaje de
germinacion en O. ficus-indica después de escarificar mecanicamente las semillas
(80%) en comparacion con el testigo (20%), indicando que este tratamiento fue el mas
eficiente para superar la latencia en esta especie. Asimismo Rosas (2011) obtuvo un
mayor porcentaje de germinacion en semillas almacenadas y enterradas de O.

tomentosa después de remover la valva (regidon cerca del micropilo).

En condiciones naturales las semillas que presentan cubiertas seminales duras
germinan solo después de que sus testas se han debilitado o fracturado ya sea por
intemperismo, por el efecto de fluctuaciones extremas de temperaturas en la superficie
del suelo o por degradacion microbiana, entre otros (Vazquez-Yanes et al., 1997;
Pimienta-Barrios et al., 2006). En algunas especies de Opuntia se ha observado el
efecto favorable de los hongos presentes en el suelo para fracturar y erosionar la
cubierta seminal para favorecer la germinacion (Olvera-Carrillo, 2001; Rosas, 2011). La
ingestion de semillas por animales (aves y mamiferos) es otro mecanismo que
promueve la germinacion de semillas con testas duras. Estos organismos a su vez
pueden dispersar las semillas lejos de la planta madre por medio de regurgitacion o
defecacion, algunas veces en sitios favorables para la germinacion y el establecimiento

(Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000; Pimienta-Barrios et al., 2006).

El tratamiento de escarificacion quimica mostré6 un ligero incremento en los
porcentajes de germinacion comparados con el testigo, sin embargo en ningun caso fue

significativo. Estos resultados coinciden con lo reportado para otras especies de
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cactdceas que no mostraron un aumento significativo después de escarificar las
semillas con acido (Vega-Villasante et al., 1996; Alvarez y Montafia, 1997; Ruedas et
al., 2000). Sin embargo para especies de Opuntia los resultados obtenidos han sido
contrastantes. En invernadero Sanchez-Venegas (1997) reporto 10% de germinacion
en O. joconostle con 12 y 45 min en acido sulfdrico. Mientras que Luna (2005) report6
40% de germinacion en O. streptacantha después de escarificar las semillas con &cido
sulfarico por 3 min, observando que tiempos mayores de 5 y 10 min reducen este
porcentaje. A su vez Guedes et al. (2009) en O. ficus indica obtuvieron (<60%) de
germinacion en semillas tratadas por 10 min en acido sulfdrico. Mientras que Potter et
al. (1984) reportaron 83% de germinacién en O. discata y 34% en O. lindheimeri
después de escarificar la semillas con &cido sulftrico por 30 min. Mandujano et al.
(2005) reportaron que la inmersion en acido sulfarico por periodos prolongados de
tiempo fue perjudicial para O. rastrera. Lo que demuestra que los resultados son muy
variables y especificos para cada especie. En el presente estudio posiblemente el
tiempo de inmersidén en el acido sulfarico (5 min) no fue suficiente para desgastar la
dura cubierta seminal de la semilla por lo que se sugiere futuros estudios en donde se
evallen mayores tiempos de exposicion en el acido. Sin embargo se ha sugerido en
algunas especies de Opuntia que el paso de las semillas por el tracto digestivo de aves
o mamiferos no interviene en el proceso germinativo y que solo se restringe a su
dispersion (Mandujano et al., 1997; Olvera-Carrillo, 2001). Esto en virtud de su gran

tamafo y dureza de la cubierta seminal (Flores, 1973).

En algunas semillas el embrion no se encuentra totalmente desarrollado al
momento de su dispersion, por lo que necesitan un periodo de tiempo para terminar de
completar su maduracién, siendo este periodo de postmaduracion (afterripening) muy

variable de especie a especie (Rojas-Aréchiga y Batis, 2001).

En Opuntia la inmadurez del embrién ha sido otro factor que se ha observado
provoca latencia en las semillas de sus especies. Potter et al. (1984) menciona que en
O. lindheimeri y O. edwardsii la germinacion mejor6 cuando las semillas se
almacenaron por un afio sugiriendo la necesidad de un periodo de postmaduracion. A
su vez Barriga (1994) encontré que la germinacion de O. joconostle bajo diferentes

tratamientos pregerminativos, increment6 en un 20% en semillas almacenadas por dos
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afios que recientemente colectadas. También Mandujano et al. (1997) mencionan que
la germinacion de O. rastrera se incrementa con el envejecimiento de las semillas ya
gue en semillas frescas la germinacién no se produce y estudios posteriores revelaron
gue un periodo de postmaduracién es la mejor o la Unica via para superar la latencia en
esta especie (Mandujano et al., 2005). En este sentido el incremento en la capacidad
germinativa con el transcurso del tiempo indica la perdida de una latencia enddégena
(innata), causada por un inadecuado balance hormonal en la semilla después de su
dispersion (Villiers, 1972 citado en Osuna et al., 1997). En este aspecto las semillas de
las especies evaluadas contaban con 2 afios de edad y posiblemente este tiempo no
fue suficiente para terminar de completar su maduracién ya que a pesar de que la
escarificacion mecanica fue el mejor tratamiento para incrementar la germinacion estos
porcentajes fueron bajos y en ningun caso fueron superiores al 62%, sobre todo en
Opuntia sp. y en O. leiascheinvariana que presentaron los porcentajes mas bajos de
germinacion, esta ultima con <4%, lo cual posiblemente esté asociado con el nivel de
madurez de las semillas y que estas requieren de mayor tiempo para terminar de
completar su maduracién, implicando la presencia de latencia innata asociada con la
inmadurez fisiologica del embridn. Y que coincide con lo reportado por Rosas (2011)
guien menciona que dos afios de almacenamiento no fueron suficientes para completar
la maduracion del embrién en O. tomentosa, implicando la presencia de una inmadurez
fisioloégica. En condiciones naturales la inmadurez es un mecanismo que previene la
germinaciéon hasta después de que el invierno haya pasado (Bewley y Black, 1986). Asi
mismo, el requerimiento de un periodo de postmaduracion puede permitir a las semillas
formar un banco en el suelo, ya que este requerimiento es una caracteristica de las

semillas que los forman (Rojas-Aréchiga y Batis, 2001).

9.2 Tipo de siembra: invernadero e in vitro

Al comparar el tipo de siembra se observo que en condiciones in vitro solo se obtuvo
resultados con el tratamiento de escarificacibn mecénica y que en general estos
porcentajes de germinacion fueron mayores a los registrados que en el invernadero en
O. matudae (rojo sainero, cuaresmefio, el sitio y cueron) y aunque estadisticamente

solo esta especie registro diferencias significativas en este tipo de siembra, también se
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observé en O. oligacantha (apastillado y borrego) un mayor incremento en los
porcentajes de germinacién con respecto a los obtenidos en invernadero bajo esta

condicion.

En algunas especies de cactaceas se han registrado porcentajes altos de
germinacion cuando se siembran en condiciones in vitro (Zamora, 2007; Martinez-
Cardenas et al., 2009). De acuerdo a los resultados obtenidos en O. matudae y O.
oligacantha estos son contrarios a lo reportado por Gomez et al. (2006) quienes
observaron que el porcentaje de germinacion de Myrtillocactus geometrizans no difirié
entre la germinacion in vitro con medio MS y en sustrato compuesto de tezontle fino,
gravilla y tierra negra (2:2:1), obteniendo porcentajes similares de germinacion (87%) en
ambas condiciones. Sin embargo coincide con lo reportado por Yafez (2011) quien
reporté para Mammillaria bombycina mayores porcentajes de germinacién en medio MS
al 50% (92.13%) en comparacion con la siembra realizada en sustrato tierra-tepojal
(1:1) con 38%. Asi como Mendoza (2007) quien reportd un mayor porcentaje de
germinacion en Astrophytum ornatum en medio MS al 50% (82.2%) que en agua con
agar (75.5%). El efecto favorable de este tipo de siembra observado en O. matudae y
O. oligacantha puede ser atribuido a las condiciones que se generan ya que en
condiciones in vitro hay disponibilidad suficiente de agua en el medio de cultivo, hay
una alta concentracion de humedad relativa, ademas de que existen condiciones de
temperatura controladas (Zamora 2007; Yafez, 2011). En este aspecto uno de los
elementos mas importantes en la germinacion es la temperatura ya que su efecto se
expresa en la capacidad germinativa o en la velocidad de germinacion (Vazquez-Yanes
et al., 1997). En este sentido la temperatura registrada en el cuarto de incubacion fue
constante (25+2°C) y que de acuerdo con Nobel (1988) es la temperatura optima de
germinacién para cactaceas. Por lo que posiblemente este elemento esté relacionado
con el incremento en los porcentajes de germinacidon de estas especies en este tipo de
siembra, ya que se ha observado que las temperaturas constantes favorecen la
germinacién en algunas especies en comparacion con temperaturas fluctuantes (Rojas-
Aréchiga et al., 2008). Olvera-Carrillo et al. (2003) obtuvo para O. tomentosa una mayor
germinacién bajo temperaturas constantes que alternantes. Sin embargo en

condiciones de invernadero a diferencia de lo observado en in vitro, para las cuatro

[59]



® Efecto de dos tratamientos pregerminativos y dos tipos de siembra: invernadero e in vitro sobre la
: germinacion de cuatro especies de Opuntia (Cactaceae)

especies se registrd germinacion en las semillas testigo y con el tratamiento de
escarificacion quimica aunque estos porcentajes fueron muy bajos. Lo cual
posiblemente también esté relacionado con el efecto de la temperatura ya que en el
invernadero las semillas estuvieron expuestas a fluctuaciones de temperatura a lo largo
del dia registrandose en promedio temperaturas minimas de 8°C y maximas de 39°C y
gue pudieron haber influido para fracturar las duras cubiertas seminales de las semillas,
ya que la temperatura puede influir para fracturar semillas con testas duras (Pimienta-
Barrios et al., 2006).

De manera general la siembra in vitro favorecio el incremento en la germinacion
en O. matudae y O. oligacantha, sin embargo para Opuntia sp. y O. leiascheinvariana
no se observo un incremento en los porcentajes de germinacion cuando se sembraron
en esta condicion lo cual posiblemente se debié al nivel de contaminacion que se
presentd, o bien por presentar un mayor nivel de inmadurez. Sin embargo al final del
experimento se observo que las plantulas de todas las especies sembradas in vitro
presentaron una mayor altura, un mayor grosor de los tallos y un mejor desarrollo de la
raiz (obs. personal) en comparacion con las obtenidas en invernadero, lo cual
posiblemente se debié a una mayor disponibilidad de nutrientes en el medio de cultivo y
gue puede ser un factor importante para la obtencion de plantulas vigorosas, sin
embargo como se mencion6 anteriormente uno de los factores limitantes fue la
contaminacion debido posiblemente a errores en la manipulacion del material vegetal o
por requerir mayores tiempos de desinfestacion, por lo que se sugiere incluir el empleo
de fungicidas o bactericidas en el medio de cultivo a fin de garantizar un menor nivel de

contaminacion.

9.3 Tiempo de latencia y velocidad de germinacion

Las semillas que no se sometieron a los tratamientos pregerminativos en las cuatro
especies, presentaron tiempos largos después de la siembra para que comenzaran a
germinar y que es contrario a lo reportado para otras especies de cactaceas que
germinan a los pocos dias después de la siembra sin ningun tratamiento (Flores-
Martinez et al., 2008; Pascacio-Villafan y Ortega, 2009). En estos casos en condiciones

naturales es evidente el mecanismo de una rapida germinacion en cuanto se presentan
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condiciones adecuadas de humedad y temperatura. En Opuntia el largo tiempo
requerido para el comienzo de la germinacion indica que las duras cubiertas seminales
son un factor limitante para su imbibicion. En condiciones naturales este mecanismo de
latencia puede ser una ventaja ya que puede prevenir a las semillas de responder a
lluvias intermitentes que no proporcionen suficiente humedad para el establecimiento y
crecimiento de las plantulas (Rojas-Aréchiga, 1995), de manera que la germinacién se
lleve a cabo después del desgaste de la cubierta seminal y de una disponibilidad

apropiada de agua.

En general la escarificacibn mecénica fue el mejor tratamiento para reducir
significativamente los tiempos de latencia para las cuatro especies y con el tratamiento
de escarificacion quimica se observo que aunque éste no influyé para incrementar los
porcentajes de germinacion, si redujo los tiempos de latencia en comparacion con el
testigo y aunque este tratamiento solo fue significativo en O. matudae, O. oligacantha y
O. leiascheinvariana en Opuntia sp también se observo el efecto favorable de este
tratamiento. En cuanto a la velocidad de germinacion de manera general en las cuatro
especies, la escarificacion mecanica fue el mejor tratamiento para incrementarla
significativamente. Estos resultados coinciden con lo reportado por Ochoa (1992) quien
observo en O. joconostle una reduccion en el inicio de la germinacion después de
escarificar mecanicamente las semillas (5 dias) en comparacion con el testigo (21 dias),
obteniendo igualmente un incremento en la velocidad de germinacion en semillas
escarificadas (1.50) que en el testigo (0.2). Asi como Rosas (2011) quien observé una
reduccion en el numero de dias para el comienzo de la germinacién en O. tomentosa

después de remover la valva (region cerca del micropilo).

En cuanto a las diferencias observadas en el tipo de siembra (invernadero e in
vitro) con la variable tiempo de latencia los resultados fueron contradictorios ya que
para O. oligacantha (apastillado y borrego) y para Opuntia sp no se encontraron
diferencias significativas en el tipo de siembra, sin embargo se observdé en estas
especies un mayor tiempo de latencia en in vitro que en invernadero y que coincide con
Rosas-Lépez y Collazo-Ortega (2004) quienes en Polaskia chichipe y Echinocactus
platyacanthus obtuvieron un retraso en la germinacién en medio MS al 50 y 100% que

en agua con agar. Lo cual posiblemente este asociado con la presencia de sales en el
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medio de cultivo que puede hacer mas lenta la imbibicion y por ende retardar el proceso
germinativo (Mendoza, 2007). Sin embargo para O. matudae y O. leiascheinvariana se
obtuvieron diferencias significativas a favor de la siembra in vitro ya que a pesar de que
en O. matudae (rojo sainero) y (el sitio) igualmente se obtuvieron mayores tiempos de
latencia en in vitro que en invernadero, para cuaresmefio, cueron y para O.
leiascheinvariana se obtuvo lo contrario con mayores tiempos de latencia en el
invernadero que en in vitro, lo cual posiblemente este asociado con un mayor nivel de
deshidratacion de estas semillas en el invernadero y que requieren de mayor tiempo
para el inicio de la germinacion. En cuanto a la velocidad en general no se encontraron

diferencias significativas en el tipo de siembra (excepto en O. leiascheinvariana).

9.4 Localidades de procedencia

En O. matudae se obtuvieron diferencias significativas entre localidades de
procedencia, tanto en el porcentaje final de germinacion, en el tiempo de latencia asi
como en la velocidad. Se observo que el sitio fue quien presento la mejor respuesta
germinativa en las variables antes mencionadas y cueron la menos favorable. Para las
dos localidades de O. oligacantha también se observaron diferencias en estas
variables, aunque estadisticamente no fueron significativas. Asi mismo entre las cuatro
especies estudiadas los resultados obtenidos fueron muy variables, lo cual se reflejo en
las diferencias observadas en la capacidad germinativa donde el mayor porcentaje de

“*

germinacion fue del 62% (O. matudae “el sitio”) y el menor del 2% (O.
leiascheinvariana). Estas diferencias pueden ser atribuidas a la variabilidad genética
gue presentan las especies, asi como también podria estar asociado con las
condiciones ambientales que predominan en cada localidad, por ejemplo: las
variaciones climaticas de temperatura y humedad, las variaciones microclimaticas
derivadas de aspectos fisiograficos, la calidad de luz, asi como las caracteristicas
especificas del lugar, elementos que tienen gran influencia durante el desarrollo de la
semilla por lo que pueden existir variaciones entre cosechas de semillas de una

especie, segun la época y el lugar de colecta (Vazquez-Yanes et al., 1997).
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X. Conclusiones y Recomendaciones

X/
°e

Las semillas de las cuatro especies evaluadas de Opuntia (O. matudae, O.
oligacantha, O. leiascheinvariana y Opuntia sp) presentaron latencia innata
asociada con la dureza de la cubierta seminal y con una posible inmadurez

fisiologica del embrién, cumpliendo asi la primer hipétesis planteada.

Los porcentajes finales de germinacién, tiempo de latencia y velocidad se vieron
favorecidos por la aplicacién de los tratamientos pregerminativos en las cuatro

especies, siendo el mas favorable el tratamiento de escarificacion mecanica.

En O. matudae se obtuvieron diferencias significativas entre localidades de
procedencia en las tres variables evaluadas, no asi para las localidades de O.

oligacantha, por lo que la segunda hipétesis planteada se cumplié parcialmente.

La siembra in vitro solo increment6 significativamente el porcentaje final de
germinacion en O. matudae. No asi en O. leiascheinvariana, Opuntia sp y O.
oligacantha, aunque en esta Ultima también se observo un incremento en esta

condicion. Por lo que la tercera hipotesis planteada se cumplié parcialmente.

La siembra in vitro registrd diferencias significativas en el tiempo de latencia en O.
matudae y O. leiascheinvariana, obteniéndose menores tiempos que en el
invernadero, sin embargo para O. oligacantha y Opuntia sp. no se registraron
diferencias en el tipo de siembra, aunque los tiempos de latencia fueron

ligeramente mayores en in vitro.

La siembra en invernadero e in vitro no mostrd diferencias significativas en la
velocidad de germinacion en ninguna de las especies, excepto en O.

leiascheinvariana en donde fue ligeramente mayor en in vitro.

Para futuros trabajos experimentales se recomienda evaluar la germinacién con
semillas de diferentes edades. Trabajar con mayores tiempos de exposicion en
acido sulfurico, asi como implementar un protocolo de desinfestacion que incluya

el empleo de fungicidas y bactericidas.
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XIl. ANEXOS

Anexo 1. Tabla de composicion del medio de cultivo Murashige y Skoog (1962).

COMPONENTES MS 100% (g/l) MS 50% (g/l)

KNOs 0.950

MgSO.. 7H,0 0.185

CaCl,. 2H,0O 0.220

H3BO3 0.0062 0.0031

ZnS0O,. 7TH,O 0.0086 0.0043

CuSO0O,. 5H,0 0.000025 0.0000125

0.00083

FeSO,. 7H,0O 0.0373 0.0186

VITAMINAS

Tiamina-HCL 0.0001 0.00005

INOSITOL

SACAROSA
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Anexo 2. Analisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en el porcentaje final de
germinacion en cuatro localidades de procedencia de O. matudae. Localidad 1: rojo sainero, 2:

cuaresmefio, 3: el sitio y 4: cueron. En rojo se resaltan los resultados significativos.

Tukey HSD test; variable Porcentaje (Spreadsheetl)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 40.443, df = 24.000

Localidad {1} {2} {3} {4}

Cell No. 18.808 17.615 26.698 9.8635
1 1 0.978238 0.065385 0.030700
2 2| 0.978238 0.027701 0.071897
3 3| 0.065385 0.027701 0.000207
4 4| 0.030700 0.071897 0.000207

Anexo 3. Analisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en el porcentaje final de
germinacion con el empleo de tres tratamientos pregerminativos en O. matudae. Tratamiento 1:

testigo, 2 escarificacibn mecénica, 3 escarificacion quimica.

Tukey HSD test; variable Porcentaje (Spreadsheetl)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 40.443, df = 24.000

Tratamiento {1} {2} {3}
Cell No. 10497 | 29.460 | 14.781
1 1 0.000129 | 0.244932
2 2|{ 0.000129 0.000146
3 3| 0.244932 | 0.000146

Anexo 4. Andlisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en la comparaciéon
invernadero-in vitro sobre el porcentaje final de germinacion en cuatro localidades de

procedencia de O. matudae. Localidad 1: rojo sainero, 2: cuaresmenio, 3: el sitio y 4: cueron.

Tukey HSD test; variable Porcentaje (Spreadsheetl)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 96.893, df = 16.000

Localidad {1} {2} {3} {4}

Cell No. 40.951 38.220 45.605 26.271
1 1 0.962365 0.844775 0.084381
2 2| 0.962365 0.576413 0.194378
3 3| 0.844775 0.576413 0.017315
4 4f 0.084381 0.194378 0.017315
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Anexo 5. Analisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en el porcentaje final de
germinacion sobre el tipo de siembra, en la comparacion invernadero-in vitro en O. matudae.

Siembra 1: invernadero, 2: in vitro.

Tukey HSD test; variable Porcentaje (Spreadsheet.
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 96.893, df = 16.000

Siembra| {1} {2}
Cell No. 29.460 | 46.064
1 1 0.000911
2 2(0.000911

Anexo 6. Analisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en el porcentaje final de
germinacion con el empleo de tres tratamientos pregerminativos en Opuntia sp. Tratamiento 1:

testigo, 2: escarificacion mecanica y 3: escarificacion quimica.

Tukey HSD test; variable Porcentaje (Spreadsheetl)
Approximate Probabilities for Past Hoc Tests
Error: Between MS = 15.343, df = 6.0000

Tratamiento {1} {2} {3}
Cell No. 25.620 | 29411 | 14.956
1 1 0.503126  0.036297
2 2|| 0.503126 0.009705
3 3|l 0.036297  0.009705

Anexo 7. Analisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en el tiempo de latencia en
cuatro localidades de procedencia de O. matudae. Localidad 1: rojo sainero, 2: cuaresmefio, 3:

el sitio y 4: cueron.

Tukey HSD test; variable Dias (Spreadsheetl)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 77.750, df = 24.000

Localidad {1} {2} {3} {4}

Cell No. 54.556 48.111 34.000 53.444
1 1 0.424747 0.000408 0.993211
2 2| 0.424747 0.012020/ 0.582186
3 3| 0.000408 0.012020 0.000648
4 4 0.993211 0.582186 0.000648
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Anexo 8. Andlisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en el tiempo de latencia con
el empleo de tres tratamientos pregerminativos en O. matudae. Tratamiento 1: testigo, 2:

escarificacion mecanica y 3: escarificacion quimica.

Tukey HSD test; variable Dias (Spreadsheet:
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 77.750, df = 24.000

Tratamiento {1} {2} {3}
Cell No. 68.583 | 21.583 | 52.417
1 1 0.000129 0.000544
2 2|[0.000129 0.000129
3 3[0.000544/0.000128

Anexo 9. Andlisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en la comparacion
invernadero-in vitro sobre el tiempo de latencia en cuatro localidades de procedencia de O.

matudae. Localidad 1: rojo sainero, 2: cuaresmefio, 3: el sitio y 4: cueron.

Tukey HSD test; variable Dias (Spreadsheetl)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 37.875, df = 16.000

Localidad {1} {2} {3} {4}

Cell No. 10.333 19.500 6.1667 37.833
1 1 0.084889 0.651926/ 0.000187
2 2| 0.084889 0.008588| 0.000649
3 3| 0.651926 0.008588 0.000186
4 4 0.000187/ 0.000649 0.000186

Anexo 10. Analisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en el tiempo de latencia

sobre el tipo de siembra en la comparacién invernadero-in vitro en O. matudae. Siembra 1.:

invernadero, 2: in vitro.

Tukey HSD test; variable Dias (Spreadsheet.
Approximate Probabilities for Post Hoc Test:
Error: Between MS = 37.875, df = 16.000

Siembra| {1} {2}
Cell No. 21.583 | 15.333
1 1 0.024408
2 2[0.024408
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Anexo 11. Andlisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en el tiempo de latencia
en dos localidades de procedencia de O. oligacantha. Localidad 1: apastillado y 2: borrego.

Tukey HSD test; variable Dias (Spreadsheetl)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS =29.444, df =12.000

Localidad {1} {2}
Cell No. 49.778 42.111
1 1 0.011292
2 2| 0.011292

Anexo 12. Andlisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en el tiempo de latencia
con el empleo de tres tratamientos pregerminativos en O. oligacantha. Tratamiento 1: testigo, 2:

escarificacion mecanica y 3: escarificacion quimica.

Tukey HSD test; variable Dias (Spreadsheet:
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 29.444, df = 12.000

Tratamiento {1} {2} {3}
Cell No. 76.000 | 9.3333 | 52.500
1 1 0.000190/0.000201
2 2(0.000190 0.000190C
3 3[/0.000201/0.00019C

Anexo 13. Diagrama de cajas para ubicar las diferencias significativas en el tiempo de latencia
con el empleo de tres tratamientos pregerminativos en O. leiascheinvariana. Tratamiento 1:

testigo, 2: escarificacibn mecanica y 3: escarificacion quimica.

Boxplot by Group
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110
105
100
95
90 r
85 1

80 T

75

Dias

70t ——
65
60 ; * N O Mean
! 2 g [] Mean+SE
Tratamiento T MeantSD

[77]



. Efecto de dos tratamientos pregerminativos y dos tipos de siembra: invernadero e in vitro sobre la ‘
germinacion de cuatro especies de Opuntia (Cactaceae)

Anexo 14. Andlisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en el tiempo de latencia
sobre el tipo de siembra, en la comparacion invernadero-in vitro en O. leiascheinvariana.

Siembra 1: invernadero y 2: in vitro.

Tukey HSD test; variable Dias (Spreadsheet.
Approximate Probabilities for Post Hoc Test:
Error: Between MS = 80.167, df = 4.0000

Siembra| {1} {2}
Cell No. 73.333 | 46.000
1 1 0.020310
2 2[0.02031C

Anexo 15. Andlisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en el tiempo de latencia
con el empleo de tres tratamientos pregerminativos en Opuntia sp. Tratamiento 1: testigo, 2:

escarificacion mecanica y 3: escarificacion quimica.

Tukey HSD test; variable Dias (Spreadsheet:
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 100.56, df = 6.0000

Tratamiento {1} {2} {3}
Cell No. 74.000 | 17.333 | 61.333
1 1 0.001283 0.336519
2 2/0.001283 0.004258
3 30.336519 0.004258

Anexo 16. Andlisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en la velocidad de
germinacion en cuatro localidades de procedencia de O. matudae. Localidad 1: rojo sainero, 2:

cuaresmefio, 3: el sitio y 4: cueron.

Tukey HSD test; variable velocidad (Spreadsheetl)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS =.00286, df = 24.000

localidad {1} {2} {3} {4}
Cell No. 1.1080 | 1.1210 | 1.2240 | 1.1492
1 0.954122 0.000753/0.378852
2(0.954122 0.002367/0.682534
3[0.000753/0.002367 0.031939
4{0.378852 0.682534/0.031939

AIWIN
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Anexo 17. Andlisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en la velocidad de
germinacion con el empleo de tres tratamientos pregerminativos en O. matudae. Tratamiento 1:
testigo, 2: escarificacion mecéanica y 3: escarificacion quimica.

Tukey HSD test; variable Velocidad (Spreadsheetl)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS =.00286, df = 24.000

Tratamiento {1} {2} {3}
Cell No. 1.0585 1.2749 1.1184
1 1 0.000129| 0.029622
2 2| 0.000129 0.000129
3 3| 0.029622 0.000129

Anexo 18. Andlisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en la comparacion
invernadero-in vitro sobre la velocidad de germinacién en cuatro localidades de procedencia de

O. matudae. Localidad 1: rojo sainero, 2: cuaresmefio, 3: el sitio y 4: cueron.

Tukey HSD test; variable velocidad (Spreadsheetl)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS =.00453, df = 16.000

localidad {1} {2} {3} {4}
Cell No. 1.3440 | 1.2423 | 1.4031 | 1.2171
1 0.078918 0.448959/0.022586
2(0.078918 0.003966/0.914369
3[/0.448959 0.003966 0.001173
4[0.022586/0.914369/0.001173

Alw(N

Anexo 19. Andlisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en la velocidad de
germinacion con el empleo de tres tratamientos pregerminativos en O. oligacantha. Tratamiento
1: testigo, 2: escarificacion mecanica y 3: escarificacion quimica.

Tukey HSD test; variable Velocidad (Spreadsheetl)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS =.00541, df =12.000

Tratamiento {1} {2} {3}
Cell No. 1.0199 1.4435 1.1216
1 1 0.000190 0.080475
2 2| 0.000190 0.000200
3 3[ 0.080475 0.000200
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Anexo 20. Diagrama de cajas para ubicar las diferencias significativas en la velocidad de

germinacion con el empleo de tres tratamientos pregerminativos en O. leiascheinvariana.

Tratamiento 1: testigo, 2: escarificacion mecanica y 3: escarificacion quimica.
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Anexo 21. Andlisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en la velocidad de

germinacion sobre el tipo de siembra, en la comparacion invernadero-in vitro en O.

leiascheinvariana. Siembra 1: invernadero y 2: in vitro.

Tukey HSD test; variable velocidad (Spreadsheet
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS =.00280, df = 4.0000

siembra| {1} {2}
Cell No. 1.0283 | 1.2069
1 1 0.014630
2 2[0.01463C

Anexo 22. Analisis de Tukey para ubicar las diferencias significativas en la velocidad de

germinacion con el empleo de tres tratamientos pregerminativos en Opuntia sp. Tratamiento 1:

testigo, 2: escarificacibn mecanica y 3: escarificacion quimica.

Tukey HSD test; variable velocidad (Spreadsheet
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS =.00383, df = 6.0000

tratamiento {1} {2} {3}
Cell No. .99850 | 1.2382 | 1.0974
1 1 0.007744/0.20417C
2 2(0.007744 0.071150
3 3[/0.20417C 0.071150C
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