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1. RESUMEN

El arnica (Heterotheca inuloides Cass.) y el hinojo (Foeniculum vulgare P. Mill.) son plantas
ampliamente utilizadas en la medicina tradicional mexicana debido a sus propiedades
registradas a lo largo de la historia, las cuales han sido comprobadas por numerosos
estudios. En afos recientes el interés por este tipo de plantas se ha incrementado tanto por
recolectores, productores, instituciones y consumidores. Sin embargo, la obtencién del
recurso por parte de los productores a menudo se ve afectada debido a que la semilla no
es almacenada adecuadamente por lo que pierde viabilidad; ademas su cultivo carece de
una estandarizacion, ocasionando que sea necesario recurrir a la recoleccién de las plantas
en su habitat natural. La propagacién de la semilla es por lo tanto un método para la
reproduccion de plantas muy eficaz que permite obtener plantas de calidad en el menor
tiempo posible y una mejor conservacion de semillas viables en condiciones controladas.
En este estudio se evaluaron las caracteristicas morfofisioldgicas de semillas recién
colectadas de ambas especies (peso, tamafio, contenido de humedad y viabilidad), su
permeabilidad y la respuesta al almacenamiento de semillas a tres temperaturas diferentes
(-20 °C, 7 °C y temperatura ambiente: 26 °C) por 3, 6, 9 y 12 meses durante los cuales se
realizaron pruebas de viabilidad (con tetrazolio), germinacién y contenido de humedad para
determinar condiciones adecuadas de almacenamiento. Para la semilla de hinojo se evalué
su respuesta al almacenamiento en frio (estratificacion) por 3 y 6 meses. También se
determiné la respuesta fotoblastica de las semillas de ambas especies en cuatro
condiciones luminicas (luz blanca, luz roja, luz roja lejana y oscuridad) y se les aplico
acondicionamiento o priming osmotico, térmico y hormonal (auxinas y giberelinas) para

evaluar su respuesta germinativa.

Las semillas de ambas especies se caracterizaron como ortodoxas y permeables, por lo
que no se recomienda su escarificacion. En cuanto a la semilla de H. inuloides: se determiné
que el peso de mil semillas fue de 0.8972 g, con un contenido de humedad de 3.6 £ 0.87%
y que su viabilidad fue cercana al 100%. Las semillas germinaron mejor en agar que en
papel absorbente. Se presentaron diferencias significativas entre los tiempos vy
temperaturas de almacenamiento y el contenido de humedad promedio se mantuvo en
general por debajo del 5%. No obstante, en todas las condiciones de almacenamiento
evaluadas se mantuvo un contenido de humedad adecuado para poder almacenar las
semillas durante al menos 12 meses, sin embargo, se observé una disminucion a los 9

meses de almacenamiento a temperatura de -20 °C. Se recomienda a los productores



almacenar las semillas de arnica en el refrigerador (7 °C) en lugar de mantenerla a
temperatura ambiente. Se encontraron diferencias significativas en cuanto a los
tratamientos de fotoblastismo pero las semillas germinaron en todas las condiciones, por lo
que se considera fotoblastica indiferente y en cuanto a tratamientos de priming, los mejores
resultados de capacidad y velocidad de germinacion se obtuvieron con el
acondicionamiento osmatico (-3atm y -6atm), termopriming a temperatura ambiente (26 °C)

y el hormopriming con giberelinas (GA50 y GA100).

En cuanto a la semilla de F. vulgare: se determiné que el peso de mil semillas fue de 3.63
g, con un contenido de humedad de 4.7 + 0.31% y que la maxima viabilidad obtenida fue
de la colecta de San Gregorio Atlapulco, Xochimilco con 63 + 0.53% de viabilidad. Las
semillas germinaron mejor en papel absorbente que en agar. El contenido de humedad se
mantuvo por debajo del 5% y se presentaron diferencias significativas entre temperaturas
de almacenamiento; no obstante, en el tiempo de 6 meses se observo un ligero aumento
en el contenido de humedad de las semillas. En cuanto a la viabilidad después del
almacenamiento se encontraron diferencias significativas entre tratamientos de
temperatura y tiempo de almacenamiento y las semillas recién colectadas presentaron el
mayor porcentaje de viabilidad. La germinacién de las semillas recién colectadas fue similar
alade 3y 6 meses; la de 9y 12 meses fue significativamente menor. La respuesta
germinativa difirid del porcentaje de viabilidad registrado después del almacenamiento a los
9y 12 meses, tal vez la semilla presente un tipo de latencia que impide que germine en su
totalidad a pesar de ser viable. Se recomienda almacenar las semillas en frio (7 °C) o a
temperatura ambiente. La estratificacién no favorecié a la conservacion de semillas de
hinojo durante 3 y 6 meses ya que hubo pérdida de viabilidad al término de estos periodos
de almacenamiento. Se observé una respuesta similar en todas las condiciones luminicas,
sin embargo, la semilla de hinojo es indiferente a la calidad de luz pero sensible a su
cantidad. Los tratamientos de priming que arrojaron mejores resultados fueron el
hidropriming, termopriming a temperatura ambiente y el hormopriming con giberelinas
(GA50 y GA100). De la misma manera que con H. inuloides, el tratar las semillas con
giberelinas fue un tratamiento muy efectivo para eliminar la latencia y mejorar la velocidad

de germinacion en estas especies.



2. INTRODUCCION

Las plantas han sido utilizadas por los seres humanos a través de los tiempos como fuente
de alimentos, de productos cosméticos y medicamentos. También son el fundamento de
algunos sistemas médicos tradicionales muy elaborados, con miles de afios de existencia
en diferentes paises de mundo. Estos sistemas tradicionales de medicina desempefian
actualmente un papel esencial en la atencién médica, hasta el punto de que la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud) estima que el 80% de los habitantes del mundo en la
actualidad confia principalmente en la medicina tradicional para resolver problemas basicos
de salud (Pamplona, 2006) .

En México alrededor de 5000 especies de plantas con flores (aproximadamente 1.5% de la
flora total) tienen atributos medicinales, es decir que mas o menos una de cada siete
especies posee alguna propiedad curativa. Sin embargo, se estima que la validacion
quimica, farmacoldgica y biomédica de los principios activos que contienen se ha llevado a

cabo solo en el 5% de estas especies (Ocegueda et al., 2005)

En México como en otros paises, llamados del Tercer Mundo, las plantas medicinales son
un componente basico y un recurso de bajo costo para la poblacién (Torres, 1999). Sin
embargo, el deterioro de las comunidades vegetales pone en riesgo la desaparicion de este
recurso, asi como del conocimiento que de ellas manejan solo personas mayores que
resguardan este saber, el cual se ha transmitido oralmente de padres a hijos y que se puede
llegar a perder por factores de transculturacion (Barquin y Zamora-Martinez, 1991). Por
estos factores que amenazan las especies de interés médico y la gran importancia que
éstas tienen a lo largo de la historia y dentro de las comunidades, se promueve el uso de

alternativas para su mejor produccion, como lo es la propagacion.

La propagacién de plantas es tan antiguo como la civilizacion: desde el principio, los
agricultores y jardineros han observado las diferentes formas de propagacion que se dan

en la naturaleza y las han adaptado con el fin de incrementar sus cultivos (Toogood, 1999).

La mayoria de las plantas, y en concreto las utilizadas por el hombre como plantas
cultivadas, utilizan semillas para reproducirse. Por medio de éstas se ha logrado aprovechar
un gran numero de plantas, como fuente de alimento, para la propagacién de especies
maderables y asi usarlas para construccion, de ornato o por sus propiedades medicinales.
No obstante, en muchas ocasiones, las semillas, tras su maduracioén y dispersion, no son

capaces de germinar, ya sea porque son latentes o bien porque las condiciones



ambientales no les son favorables. En este caso, las semillas comienzan a deteriorarse lo
que se manifiesta por la progresiva pérdida de su capacidad de germinar (viabilidad) y de
dar lugar a plantulas sanas y vigorosas. El tiempo que tardan las semillas en perder su
viabilidad es variable y depende de factores tanto externos (temperatura ambiental), como

internos (contenido de humedad y genotipo, entre otros.) (Pérez y Pita, 2001).

Dada la importancia de estos aspectos en el ambito de la fisiologia y tecnologia de semillas,
se procura desarrollar diferentes protocolos para evaluar la viabilidad y vigor de las semillas,

asi como lograr condiciones de almacenamiento que aseguren una mayor longevidad.

El arnica mexicana (Heterotheca inuloides Cass.) y el hinojo (Foeniculum vulgare P. Mill.)
son especies de gran interés medicinal en el ambito nacional debido a sus diferentes

propiedades que han sido registradas a lo largo de la historia.

H. inuloides (Asteraceae) es una planta endémica mexicana que tiene un amplio uso
medicinal, frecuentemente es cultivada en huertos familiares y su cosecha se realiza en

época de floracion.

F. vulgare (Apiaceae), es una planta originaria de la regién sur meridional de Europa pero
debido a su amplia utilizacion y cultivo la podemos encontrar creciendo en comunidades
silvestres en Asia, Norte América y toda Europa. Es una hierba con un olor caracteristico
anisado. En el pais se encuentra distribuida ampliamente en forma de maleza y es utilizada
principalmente en la medicina tradicional por su accion digestiva y carminativa, también lo
recomiendan contra la diarrea, malestares estomacales y hepaticos, cdlicos, afecciones de

las vias urinarias y para favorecer la secrecion lactea.

El estudio de la germinacion y almacenamiento de las semillas de ambas especies permitira
introducirlas al cultivo y evaluar la posibilidad de mantenerlas almacenadas para en un

futuro contar con cultivos estandarizados y optimizar la produccion del recurso.



3. ANTECEDENTES

3.1. Plantas medicinales

Las plantas tienen un papel importante en la vida de cualquier organismo animal ya que
condicionan su estado de salud mediante dos clases de componentes quimicos,
denominados metabolitos primarios y metabolitos secundarios. Los metabolitos primarios
son sustancias que no ejercen una actividad farmacoldgica directa sobre las funciones del
organismo animal, pero le son imprescindibles para mantener su vida. Los vegetales que
los elaboran y que constituyen la base nutritiva directa de los animales herbivoros, e
indirecta, a través de éstos, de los carnivoros, reciben el nombre de plantas alimenticias.
Sin embargo, las plantas medicinales son aquellos vegetales que elaboran productos
llamados metabolitos secundarios, que son sustancias que ejercen una accién
farmacoldgica, beneficiosa o perjudicial sobre un organismo vivo. Su utilidad primordial, a
veces especifica, es servir como droga o medicamento que alivie la enfermedad o
restablezca la salud perdida; es decir, que tienden a disminuir o neutralizar el desequilibrio
organico que es la enfermedad. Constituyen aproximadamente la séptima parte de las

especies existentes (Munoz, 2002).

Todas las culturas han adquirido conocimiento de las plantas o de los 6rganos vegetales
usados en medicina. Los mas antiguos documentos escritos, con aproximadamente 6000
afios de antigiledad, incluyen descripciones de plantas utilizadas como medicinales en esa
época. En un principio este conocimiento era un derecho del brujo de la tribu e inclusive se
llegaron a establecer ritos y creencias relativos a la recoleccién. Se creia que existian
personas con capacidades superiores para reconocer las plantas medicinales, las

venenosas o ambas (Fonnegra y Jiménez, 2007).

El uso de las plantas con fines curativos, como se ha visto, se remonta al principio de la
historia de la humanidad. El hombre recurria a la naturaleza en busca de su alimento y de
su salud. Por medio de aciertos y errores aprendid a conocer las plantas que lo curaban;
este conocimiento se transmitié de generacion en generacién y fue incrementandose con

la experiencia (Hernandez y Gally, 1981).

El aprovechamiento de las plantas sin duda comenzo6 con la continua experimentacion de
materiales vegetales diversos y con observacion de otros animales, que de acuerdo a sus

caracteristicas Unicas ofrecian agradables aromas, sabores en los alimentos, alivio del dolor
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y cura de enfermedades. Hasta el siglo XIX, las plantas y algunos productos de origen
animal y mineral fueron los unicos medicamentos empleados por el hombre en los paises
occidentales, y siguen siendo hoy en dia la unica fuente terapéutica utilizada en numerosas

zonas del mundo (Heywood, 1999).

En los ultimos anos, el interés por las hierbas aromaticas y medicinales se ha incrementado
en los recolectores, productores, industrias transformadoras, instituciones publicas y/o
privadas y consumidores. Lo anterior obedece a las caracteristicas aromaticas, terapéuticas
y de conservacion que tienen estas plantas, asi como a su uso en productos de nutricion,
fitoterapia, aromaterapia, entre otras aplicaciones. Es importante destacar que los
principales sectores industriales que utilizan hierbas aromaticas y medicinales son en orden
de importancia: el medicinal o herbolario, el alimentario y el perfumero-cosmético
(Heywood, 1999).

3.2. Situacién de las plantas medicinales en México

En el pais, las plantas medicinales constituyen uno de los principales recursos terapéuticos
tanto en el medio rural como suburbano, donde los servicios de atencion médica son
escasos, acentuandose en las poblaciones mas alejadas de las cabeceras municipales y

de los centros urbanos (Osuna et al., 2005).

En México las cualidades especiales de las plantas como remedio para combatir todo tipo
de enfermedades se remonta a tiempos prehispanicos. Se han identificado hasta 5,000
especies que tienen aplicaciones curativas, las cuales son comunmente utilizadas por mas
de 60 grupos étnicos (Gonzélez-Stuart y Rivera, 2009). La herbolaria medicinal
prehispanica dio cabida a la formacién de un orgullo nacional, dado por el conocimiento
botanico que los curanderos mexicas mostraron tener, de esto han sido prueba
innumerables obras como la de Francisco del Paso y Troncoso, Fray Bernardino de

Sahagun y Francisco Hernandez (Olivas, 1999).

En el ambito nacional, la comercializacién de plantas medicinales y aromaticas endémicas
funciona por tradicion en mercados locales y pueden ser de gran importancia econémica
en el ambito internacional por la amplia gama de principios activos. Se estima que en el
“Mercado Sonora” de la Ciudad de México, se venden diariamente 10 toneladas de plantas
curativas y 116 toneladas a nivel nacional (Mufieton, 2009). En lo que se refiere a la
recoleccién de plantas aromaticas y medicinales, se ha documentado que mas del 85 % de

las especies que se comercializan en los mercados locales y tiendas naturistas provienen
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de la recoleccidn silvestre, que no cuentan con programas de manejo y carecen de control
por parte de dependencias gubernamentales como la Secretaria del Medio Ambiente y
Recursos Naturales (SEMARNAT) y la Comisién Federal para la Proteccién contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS). Otra de las caracteristicas del mercado nacional de las plantas
medicinales y sus derivados es que el 75 % de ellas provienen de comunidades indigenas

y rurales de la region centro-sur de la Republica Mexicana (Gonzalez-Stuart y Rivera, 2009).

A la fecha, estados como Morelos, Baja California Sur, Baja California, Estado de México,
Nayarit, Oaxaca, Puebla y Tlaxcala, son los principales productores de hierbas aromaticas
de exportacion que cumplen con los protocolos de Buenas Practicas Agricolas o
certificacién organica. En estos estados se pueden encontrar pequefios productores y
empresas productoras de hierbas finas aromaticas para actividad culinaria y medicinal que
se destinan al mercado de exportacién. El principal destino es el mercado de Estados
Unidos de América y otros destinos donde prevalece la cultura del consumo de alimentos

organicos (Pérez, 2009).

La Red Mexicana de Plantas Medicinales y Aromaticas (REDMEXPLAM), fomenta
proyectos comunitarios a pequefa escala bajo el concepto de conservacién ecoldgica,
manejo sustentable y comercio justo. También se identifican empresas que elaboran
extractos fluidos y secos para la industria herbolaria y cosmética que utilizan material

vegetal tanto nacional como extranjero (Gutiérrez y Betancourt, 2011).

Con respecto a las hierbas aromaticas y medicinales que forman parte del grupo de
productos no tradicionales en México, y que son las mas demandadas, se encuentran: la
albahaca, el arnica, el cebollin, la jamaica, el eucalipto, la manzanilla, la menta, el orégano,
el romero, la sabila y la valeriana. Estas tienen una participacion del 6.1 % en el valor total
de la produccién destinada tanto al mercado nacional como al internacional, cuyos
principales destinos son los paises de la Unién Europea, Estados Unidos de América,
Canada y Japon, que concentran cerca del 60 % de la produccion mundial, debido a la

tendencia hacia productos saludables, seguros y exéticos (Zamorano y Rios, 2004).

Las problematicas de salud y la dificil obtencion de medicamentos sintéticos han llevado a
la humanidad a la busqueda de la medicina tradicional, actualmente es un hecho,
mundialmente admitido y practicado, que el aprovechamiento industrial de estas plantas ha

de basarse en el cultivo mecanizado de especies, asi también, se busca su conservacion
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mediante métodos de propagacion ya que el uso intensivo de estas puede llegar a afectar

de manera negativa las poblaciones silvestres por su extraccion desmedida.
3.3. Propagacion

La propagacion de plantas implica el control de dos tipos de desarrollo del ciclo biolégico
diferentes: el sexual y el asexual. La funcién de cualquier tipo de técnica de propagacion de
plantas es conservar un genotipo o una poblacién de genotipos especificos, que produzcan
la clase de planta que en particular se desea. Desde el inicio de la civilizacién, los
agricultores y jardineros han utilizado sus observaciones sobre la reproduccion de las
plantas en la naturaleza para desarrollar diferentes técnicas de propagacion. La
reproduccion de plantas se produce mediante semillas (reproduccion sexual) o a través de

métodos vegetativos (reproduccion asexual) (Toogood, 1999).

La semilla tiene caracteristicas estructurales, anatdmicas y metabdlicas que le permiten
enfrentar al medio ambiente y el lugar que ocupan en el ciclo de vida de las plantas hace
que tengan importancia vital, por lo que es importante estudiarles desde diversos enfoques
(entre ellos, el bioquimico, el morfologico y el ecofisiolégico), tanto para conocerlas desde
el punto de vista de la ciencia basica, como para implementar el uso de especies nativas
en programas de conservacion, reforestacion, manejo y restauracion de los ecosistemas

que ocupan (Marquez et al., 2013).

La propagacion por semilla es uno de los principales métodos en la reproduccién de plantas
y uno de los mas eficientes y mas utilizado en la propagacion de plantas cultivadas
(Hartmann y Kester, 1994).

3.4. Germinacién y factores que la afectan

La germinacién es un proceso por el cual el embridon pasa de un estado de vida quiescente
en que se encuentra la semilla, a un estado de vida activa. Es resultado de una serie de
acontecimientos metabdlicos que van sucediendo consecutivamente desde la absorcion de
agua por parte de la semilla, hasta que inicia el crecimiento de la radicula. El proceso ocurre
cuando el embrion se hincha y la cubierta de la semilla se rompe. La radicula de la planta
es generalmente la primera parte del embridon que emerge o que sale de la cubierta seminal,
y formara a la forma la raiz primaria. En etapas posteriores emergera el epicotilo y

comenzara a desarrollarse el vastago de la planta (Pérez y Martinez, 1994).
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En 1957, Evenari dividio el proceso de germinacion en tres fases: a) En la fase | ocurre la
imbibicién, que consiste en la absorcion del agua necesaria para la rehidratacién de las
células, asi como para el transporte de solutos y para que ocurran reacciones enzimaticas.
b) En la fase Il se produce la activacion del metabolismo (o germinaciéon sensu stricto),
donde ocurre la sintesis de acidos nucleicos y proteinas. También se incrementan las
actividades enzimaticas, asi como la degradacion inicial de las reservas. c) Finalmente, en
la fase Il tiene lugar la emergencia de la radicula (crecimiento visible), concluyendo el

proceso germinativo, ya que el crecimiento subsecuente se considera un proceso separado.
Factores que afectan la germinacién

El éxito del proceso de germinacién depende de una serie de factores internos como la
latencia y la viabilidad, los cuales estan determinados genéticamente, aunque pueden ser
modificados por requerimientos ambientales necesarios para la germinacion, en los cuales
se consideran esenciales el agua, la temperatura, la disponibilidad de oxigeno y en algunos
casos, la luz. En ausencia de alguno de estos factores, la mayoria de las semillas se
mantendrian en un estado quiescente, entendiéndose como quiescencia al estado de
suspension de crecimiento impuesto por condiciones ambientales desfavorables (Herrera
et al., 2006).

3.4.1. Factores externos

e Agua: el agua es un elemento que se encuentra en una disponibilidad cambiante
en condiciones naturales, y es sumamente importante en el proceso de germinacion
ya que las semillas no pueden germinar sin la presencia de agua porque es un
recurso clave para activar el metabolismo y crecimiento de las células de los tejidos
en la semilla (Kigel, 1995). La disponibilidad de agua cambia dependiendo el tipo de
suelo, que determina su absorcion, retencién y filtracién. Muchas especies germinan
unicamente después de fuertes lluvias o incluso de varias precipitaciones, y aun asi
algunas no lo logran debido a que requieren mayor humedad (Mayer y Poljakoff-
Mayber, 1989; Kigel, 1995). La cantidad de agua que entra a la semilla y la velocidad
ala que lo hace no dependen unicamente de las caracteristicas de la semilla, como
la permeabilidad de su cubierta, la composicion quimica de sus reservas, su tamano
y contenido de humedad (CH), sino que también esta determinada por condiciones
ambientales como la humedad del aire, la temperatura, la humedad y salinidad del

suelo (Vazquez—Yanes et al., 1997; Méndez et al., 2008).
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Temperatura: la temperatura es un factor determinante en el proceso de
germinacion ya que a pesar de tener suficiente agua, las semillas no pueden
germinar si la temperatura no es la adecuada (Baskin y Baskin, 1988; Mayer y
Poljakoff-Mayber, 1989). Es un factor que regula la germinacion ya que actua sobre
las enzimas que intervienen en estos procesos, afectando tanto la tasa como el
porcentaje final de germinacion (Bewley y Black, 1994).

Los requerimientos de temperatura no son necesariamente constantes ya que suele
variar con el tiempo o interactuar con algun otro factor ambiental como la luz
(Hartmann y Kester, 1994). Muchas semillas requieren una alternancia periddica de
temperaturas, similar a la que ocurre en la naturaleza diariamente, pues existen
diferencias entre el dia y la noche, este rango varia segun la estacion del ano, la

latitud y también en funcién del microambiente (Fenner y Thompson, 2005).

Luz: la luz es un factor de gran importancia ecoldgica y existen una gran variedad
de respuestas en la germinacion de semillas con respecto a la luz ya que ésta
promueve o inhibe la germinacién en algunas especies, lo cual estara en funcion de
la longitud de onda (calidad), asi como de la intensidad y su duracion (irradiancia).

Para el estudio de la germinacion es importante la relacion entre la cantidad de luz
roja (660 a 770 nm) y luz roja lejana (770 a 800 nm) que prevalece en el interior de
las comunidades vegetales y la relacion entre estas dos longitudes de onda indica
la existencia o no de una cubierta vegetal y su continuidad. La germinacién regulada
por luz esta controlada por una familia de pigmentos fotosensibles conocidos como
fitocromos. Estos pigmentos funcionan como receptores de las sefiales luminosas y
las integran a una cadena de transduccion que concluye con la activacién o la
inhibicion de la germinacién, de esta manera se observa si una semilla es
fotoblastica o no (Vazquez-Yanes, 1997). La exposicion a la luz roja provoca que el
fitocromo cambie a una forma activa denominada Pfr, la cual estimula la
germinacion; mientras que la exposicion a la luz roja lejana induce la forma alterna
del fitocromo llamada Pr, la cual inhibe la germinacién. La germinacion puede ser
inhibida no solo por la aplicacion de luz rojo lejano, sino también de luz blanca en

algunas semillas (Bewley y Black, 1994; Fenner y Thompson, 2005).
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3.4.2. Factores internos

La latencia y la viabilidad son factores internos que influyen en la germinacion ademas de

los factores fisicos ya mencionados.

e Latencia: una semilla se considera latente o en latencia cuando no tiene la
capacidad de germinar en un periodo de tiempo especifico bajo cualquier
combinacion de factores ambientales fisicos normales que son favorables para su
germinacion (Baskin y Baskin, 2004). Sin embargo, definir latencia es dificil porque
ésta solo puede ser medida mediante la ausencia de germinacion.

La latencia se puede presentar de dos maneras: primara, la cual se origina durante

la maduracion de la semilla y esta regulada por mecanismos internos fisicos o

fisiolégicos que restringen la germinacion; y la latencia secundaria, la cual se

presenta en semillas que originalmente no presentaban latencia, pero debido a

condiciones de estrés o un ambiente desfavorable para la germinacion se induce el

estado latente en éstas (Cunha-Dias, 2005).

Baskin y Baskin (2004) propusieron un sistema de clasificacion que incluye cinco

clases de latencia.

1) Latencia fisiolégica: es la mas abundante, encontrada en gimnospermas y
angiospermas y la que mas prevalece en la naturaleza; a su vez ésta se divide
en tres niveles: profunda, intermedia y no profunda.

Profunda: los embriones de estas semillas no crecen o producen plantulas
anormales; el tratamiento con giberelinas no rompe su latencia y varios meses
previos de estratificacion fria o caliente son requeridos para que la germinacion
pueda suceder.

No profunda: es la que mayormente se encuentra. Los embriones de estas
semillas producen plantulas normales; el tratamiento con giberelinas asi como
un tratamiento de estratificacion pueden romper este tipo de latencia
dependiendo la especie.

Intermedia: los embriones producen plantulas normales, el tratamiento con
giberelinas promueve la germinacién en algunas especies y el tratamiento de
estratificacion a dos a tres meses puede romper este tipo de latencia.

2) Latencia morfolégica: es evidente en semillas con embriones inmaduros pero ya
diferenciados, estos embriones no son latentes fisioldgicamente pero se

requiere tiempo para su maduracion y germinacion.
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3) Latencia morfofisiologica: también se presenta en semillas con embriones
inmaduros, pero adicionalmente se presentan componentes fisiolégicos que
originan la latencia, por lo que se requieren en ciertos casos tratamientos de
estratificacion y/o de giberelinas para promover la germinacion.

4) Latencia fisica: es causada por cubiertas de semillas impermeables al agua y
puede romperse mediante escarificacion mecanica o quimica.

5) Latencia combinada: se presenta en semillas con cubiertas impermeables mas

latencia fisiologica en el embrion.

Viabilidad: La viabilidad se determina como el nimero de semillas de un lote que
estan vivas y pueden llegar a convertirse en plantas capaces de reproducirse en
condiciones de campo adecuadas. Las semillas deben tener una viabilidad alta al
inicio del almacenamiento y mantenerla durante el mismo. Las semillas con
viabilidad inicial alta sobreviviran también mas tiempo en el almacenamiento. La
viabilidad se reduce lentamente al comienzo y luego rapidamente a medida que la
semilla envejece. Es importante saber cuando ocurre esta reduccidén para tomar
acciones y poder regenerar los lotes almacenados. El deterioro excesivo conducira
a la pérdida del material (Rao et al., 2007). Este es uno de los factores intrinsecos
mas importantes, se refiere al periodo de tiempo durante el cual las semillas
conservan su capacidad germinativa, es decir, el tiempo efectivo de vida de una
semilla dentro de su periodo de longevidad; sin embargo, una semilla viable, al no
estar en presencia de condiciones adecuadas, puede no germinar (Jann y Amen,
1977). Diferentes factores pueden afectar la viabilidad de la semilla, por ejemplo, la
capacidad de la planta madre de producir semillas viables, dafios causados por
depredadores o patégenos y las condiciones ambientales como alta humedad o
calor. La edad de la semilla también afecta su salud y capacidad germinativa, las
semillas son organismos vivos y con el tiempo sus células mueren y no pueden ser
reemplazadas. El tiempo que una semilla es viable puede ser influenciado por
ambos factores, genéticos y ambientales. Algunas semillas pueden permanecer
viables en condiciones éptimas por muchos afios mientras que otras solo por un
ciclo de temporada (Morad, 2013).

Un método rapido para determinar la viabilidad de las semillas es la prueba de
tetrazolio. Esta prueba se basa en una reaccion bioquimica por parte de la enzima

succinato deshidrogenasa mitocondrial de células vivas con la sal de tetrazolio, la
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cual consiste en la reduccion del tetrazolio, formandose un compuesto rojo llamado
formazan. La actividad de esos sistemas enzimaticos decrece paralelamente con la
viabilidad de las semillas; por lo tanto, una coloracién rojo intensa es indicadora de
la presencia de células vivas del embrién. En cambio, la falta de coloraciéon o
coloracién rosa palido son indicativas de la muerte o poca viabilidad de las células
embrionarias. Dicha reaccion ocurre dentro de las células y dado que el pigmento
rojo que se forma es insoluble, no hay difusion del color rojo a las otras células; por
lo tanto, las zonas viables que toman color rojizo se delimitan de las zonas muertas

que mantienen su color original (Moreno, 1984).

Hormonas vegetales: las hormonas son mensajeros quimicos para la
comunicacién entre células, tejidos y 6rganos, que a su vez actuan sobre el
crecimiento y el desarrollo de las plantas dependiendo de la cantidad presente, de
su ubicacion y de la sensibilidad del tejido a determinada hormona, siendo la
concentracién una caracteristica de suma importancia, ya que un cambio en ésta
puede desencadenar en una reaccion (Davies, 2004).

1) Acido abscisico (ABA): regulador positivo de la induccién de latencia y regulador
negativo de la germinacion. El desarrollo de las semillas ortodoxas es
completado por la maduracion y desecacion de mismas, una acumulacién de
compuestos, la disminucién del contenido de agua y acumulacion de ABA que
puede ser de origen embrionario o de tejidos de la planta madre y en muchas
plantas esta relacionado con la tolerancia a la desecacion y la induccién y
mantenimiento del estado de latencia (Kucera et al., 2005).

2) Giberelinas (GA): rompen latencia, promueven la germinacion y contrarrestan
los efectos del ABA. La biosintesis de giberelinas durante el desarrollo de
semillas de varias especies lleva a la acumulacién y almacenamiento de
precursores de GA o GA bioactivas y su sintesis durante esta etapa parece no
estar relacionada con el establecimiento de latencia primaria. ABA y GA actuan
en diferentes momentos y sitios durante la vida de la semilla, ABA induce
latencia durante la maduracion y GA juega un rol en el rompimiento de latencia
y promocion de la germinacion (Kucera et al., 2005).

Se han propuesto dos funciones de las giberelinas en la germinacion.
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Primero, las GA incrementan el potencial de crecimiento del embridn y segundo,
las GA son necesarias para superar la restriccion mecanica conferida por la
cubierta de las semillas, debilitando los tejidos que rodean a la radicula.

3) Auxinas: las auxinas parecen desempefan su accion durante la embriogénesis,
proporcionando informacién posicional para la coordinacién de un patrén celular
correcto de la etapa globular en adelante. Datos moleculares y genéticos apoyan
la accién esencial de las auxinas en la formacién de un patron apical-basal
durante la embriogénesis pero se sabe poco acerca del rol de las auxinas

durante la germinacion de las semillas (Kucera et al., 2005).

3.5. Lasemillay su almacenamiento

Desde el inicio de la Agricultura, el almacenamiento de semillas ha sido una practica
habitual de los agricultores, ya sea para su siembra o su uso como alimento. No obstante,
no es hasta mediados del siglo XX cuando se comienzan a establecer instituciones
dedicadas, de forma sistematica, a la conservacion a largo plazo de semillas. En ellas las
semillas desecadas se almacenan en recipientes herméticos y en camaras a bajas
temperaturas (Pérez y Pita, 2001). Sin embargo, dado que no todas las semillas son
capaces de resistir la desecacién y las bajas temperaturas, se distinguen dos grandes

grupos:

Semillas ortodoxas: se determind con el nombre de ortodoxas a las semillas que tienen la
caracteristica de poder germinar y producir plantulas normales después de haberse
sometido a un proceso de secado posterior a la colecta, en el cual el contenido de humedad
se reduce hasta un 10% y 5% y, una vez desecadas las semillas, es posible almacenarlas
a bajas temperaturas en recipientes herméticos por largos periodos de tiempo (Roberts,
1973).

Semillas recalcitrantes: las semillas recalcitrantes son aquellas que deben mantener un
contenido de humedad relativamente alto para poder mantenerse viables ya que sufren
dafo o muerte al desecarlas a contenidos de humedad menores al 30% y no pueden ser
almacenadas por mas de unas semanas 0 meses, asi mismo no resisten el almacenamiento
a bajas temperaturas, por debajo de los 15 °C. Suelen ser semillas de plantas tropicales y
subtropicales, algunas de gran importancia econémica. (Roberts, 1973; Bewely y Black
1994; Magnitskiy y Plaza, 2007).
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Existe un tercer grupo de semillas llamadas intermedias. A las semillas intermedias también
se les puede reducir el contenido de humedad pero sus componentes son intolerantes a
bajas temperaturas. Por lo tanto no pueden ser almacenadas por tiempos prolongados
como las semillas ortodoxas, cuya viabilidad en teoria puede conservarse indefinidamente,
sin embargo, hay casos de semillas intermedias donde su viabilidad puede prolongarse por

varios afios, de acuerdo con la especie (Orozco y Sanchez, 2013) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteristicas que definen a las semillas con base en su comportamiento en
almacenamiento. (Orozco y Sanchez, 2013).

Comportamiento en CH Condiciones Condiciones en las

almacenamiento inicial Optimas de gue se deben
almacenamiento deshidratar
CH

Humedad

Temperatura Temperatura

residual (°C) atmosférica (°C)
(%)
Ortodoxas Bajo <10 <-15 10-13 20
Templadas Alto 10-12.5 >0<5 40 - 50 20
Intermedias Tropicales Alto >5
Templadas Alto >0<5 >70 20
Recalcitrantes  Tropicales Alto =l >5

La longevidad de las semillas es el lapso en el que mantienen su viabilidad (funcionalidad
que les permite germinar con las condiciones apropiadas para ello). Las caracteristicas
intrinsecas de las semillas determinan en primera instancia su duracion, aunque ésta puede
ser modificada por las condiciones ambientales en las que se encuentren. Por este motivo
se ha definido como longevidad ecoldgica al tiempo en el que las semillas permanecen
viables en condiciones naturales, y como longevidad potencial, al tiempo en el que pueden
permanecer viables en condiciones artificiales: a) circunstanciales (almacenadas en
cualquier sitio, ajeno a su ambiente natural, y sujetas a variaciones ambientales); b)
subdptimas, en un laboratorio o almacén con condiciones ambientales relativamente
controladas y c¢) éptimas de almacenamiento para prolongar la viabilidad al maximo tiempo
posible, de acuerdo con las caracteristicas inherentes a las especies, es decir, su

desempeno en condiciones de almacenamiento (Orozco y Sanchez, 2013).
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En el campo de los recursos fitogenéticos, el comportamiento fisiolégico en
almacenamiento de las semillas de una especie y su longevidad determinan como
conservarlas para su uso. Al ser un método practico y econémico, el almacenamiento de
las semillas es preferido para conservar el 90% de las seis millones de especies mantenidas
en colecciones ex situ en todo el mundo (Rao et al., 2007). Para las semillas ortodoxas,
éste es el principal método de conservacién y muchas de las técnicas para conservar este
tipo de semillas se han ido perfeccionando durante varias décadas e incluyen el secado de
las semillas para lograr un contenido de humedad bajo (3-7% de peso fresco, dependiendo
de la especie) y el almacenamiento en recipientes herméticos a diferentes gradientes de
temperatura (FAO/IPGRI, 1994). El mantenimiento de la viabilidad y de la integridad
genética de las semillas es el principio basico en el almacenamiento de las mismas al crear
bancos de germoplasma. La calidad y sostenibilidad de cualquier esfuerzo de conservacion
de recursos genéticos depende de como se procesan y conservan las semillas. Manejar las
semillas de formas inapropiadas contribuye al deterioro de éstas e incrementan los costos

de conservacion.

Existen pruebas para evaluar el estado de la semilla recién colectada para determinar si es
posible su almacenamiento, algunas de las mas importantes son la determinacion del

contenido de humedad y pruebas de viabilidad.

El contenido de humedad de las semillas es la cantidad de agua que hay en una semilla. El
agua esta presente tanto en forma libre como combinada con los compuestos quimicos de
las células, como carbohidratos y proteinas. Es uno de los factores mas importantes que
afectan las semillas. El efecto de la humedad sobre el mantenimiento de la calidad de
semillas tiene aun mayor importancia. Semillas secas y sanas pueden ser mantenidas bajo
almacenamiento apropiado por muchos mas afios; en tanto, semillas humedas se pueden
deteriorar en tan s6lo unos cuantos dias (Luz, 2002). El contenido de humedad se puede
determinar mediante varios métodos, sin embargo, el método mas preciso para
determinarlo es el de secado en horno, por medio del cual se elimina el agua de las semillas
por la accion del calor, en condiciones controladas. Este método destruye las semillas y

solo se debe realizar cuando sea imprescindible (Rao et al., 2007).

Un método de almacenamiento de la semilla que funciona para acelerar el proceso de
germinacion es la estratificacion. La estratificacion es un método de tratamiento de semillas
en letargo, en el cual las semillas embebidas en agua son sometidas a un periodo de

enfriamiento para que se efectue la posmaduracion del embrién (Moreno, 1984). Este
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tratamiento consiste en colocar las semillas entre estratos que conservan la humedad,
comunmente arena, turba o vermiculita, en frio o calor y es utilizado para romper la latencia
fisioldgica. La estratificacion fria consiste en mantener las semillas a temperaturas bajas (4
a 19 °C) asemejando a las condiciones de invierno, por un periodo que va de 20 a 60 dias,
a veces hasta 120 dias (Ordonez 1987; Garcia, 1991).

3.6. Acondicionamiento o priming

El priming o acondicionamiento de la semilla es un tratamiento que permite iniciar el proceso
de germinacién en el laboratorio, es el mejor método de mejora fisiologica de la semilla. Las
reacciones basicas necesarias para germinar ocurren en el laboratorio bajo alta humedad
y condiciones ideales de temperatura. Después, la humedad de las semillas se baja a un
nivel justo debajo del que es necesario para la germinacion real, pero bastante para que el
proceso continue (Harris Moran Seed Company, 2014). La técnica del priming de semillas
ha sido utilizada en muchos paises y numerosas pruebas se han realizado para evaluar el
rendimiento del priming en algunos cultivos. La mayoria de los agricultores afirman que los
cultivos con priming previo crecen vigorosamente, florecen y maduran mas rapido y
producen frutos mas grandes y con mejor rendimiento (Harris et al., 2001). Un aspecto en
comun que comparten las técnicas de priming es que todas ellas incluyen la entrada de
agua controlada a la semilla. Los procesos metabdlicos asociados con el priming son
ligeramente diferentes, esto con respecto a como se manifiestan durante la germinacion,
donde la absorcion de agua no es controlada. Ademas, las sales usadas durante el priming
provocan diferentes respuestas subcelulares especificas (Varier et al., 2010). Se ha
observado que el priming induce la sintesis de ADN en la radicula de células de tomate (Liu
et al.,, 1997) y en otras especies, incluyendo el maiz (Garcia et al., 1995). Por ejemplo, se
ha observado que el osmopriming activa procesos relacionados con el ciclo celular, ademas
de contribuir a una rapida germinacion de la semilla mediante el desarrollo del embrién,
reduciendo asi la restriccion mecanica que tiene el endospermo (Mayer y Poljakoff-Mayber,
1989). También existen enzimas como las amilasas, proteasas y en algunos casos lipasas,
que juegan un papel vital en el crecimiento y desarrollo del embrion. Cualquier incremento
en la actividad de estas enzimas resultara en un crecimiento vigoroso y buen
establecimiento del cultivo y se ha demostrado que algunos tratamientos de priming afectan

la actividad de estas enzimas en la germinacion de semillas de diferentes especies.
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Existen varias técnicas de priming para mejorar la germinacién, el crecimiento y el

desempenio del cultivo. Algunas de ellas son el hidropriming, osmopriming, termopriming y

hormopriming.

Hidropriming: esta es una alternativa de bajo costo que consiste en remojar la
semilla en agua antes de la siembra. Este tratamiento pre-siembra permite a la
semilla almacenar agua e iniciar con la primera fase de la germinacion, en la cual
se inician actividades metabdlicas mientras las siguientes fases de la germinacion
aun estan inhibidas (Pill y Necker, 2001). Esta imbibicion de agua previa no es
rentable en algunas especies de plantas, ya que la rapida hidratacion puede causar
la pérdida de nutrimentos esenciales en la semilla, lo que termina dafiandola.
Osmopriming: en esta técnica, las semillas son remojadas por un cierto periodo de
tiempo en soluciones de azucares, sales inorganicas, polietilenglicol (PEG), glicerol,
sorbitol o0 manitol seguido de un secado antes de la siembra. El osmopriming no sélo
acelera la germinacion de la semilla sino que también promueve un mejor
desempeno del cultivo en condiciones salinas 0 no salinas. Este tratamiento con
poca agua permite una hidratacién parcial de la semilla, asi comienzan algunos
procesos pre-germinativos pero la germinacion es inhibida (Bennett et al., 1992;
McDonald, 2000; Pill y Necker, 2001).

Numerosos cambios bioquimicos se han reportado en semillas tratadas con
osmopriming, por ejemplo, en el tomate se facilita la absorcion de agua, acelerando
de esta manera la velocidad de germinacion (Argerich, 1989). También se ha visto
que induce la sintesis de ADN nuclear en células de la radicula y activa procesos
relacionados con el ciclo celular en el tomate (Liu et al., 1997) y otras plantas
incluyendo el maiz y el poro.

Termopriming: este tipo de priming consiste en embeber las semillas en agua a
diferentes gradientes de temperatura y aplicar un secado posterior a la imbibicion.
La temperatura regula la germinacion en tres formas: 1) determinando la capacidad
y porcentaje de la germinacién; 2) eliminando la latencia primaria o secundaria; y 3)
induciendo una latencia secundaria (Bewley y Black, 1994). La temperatura éptima
para la germinacion para la mayoria de las semillas que no estan en latencia es de
25 a 30 °C. Sin embargo, los rangos de temperatura para la germinacion dependen
en gran medida de (1) el periodo del afio en que la planta completa su ciclo de vida
y (2) el origen geografico de la especie (Besnier, 1989). De hecho, las bajas

temperaturas pueden romper la latencia en algunas semillas (plantas lefiosas y
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cereales), y son necesarias para la germinacion a temperaturas mas altas (Bewley
y Black, 1982). En algunas semillas las altas temperaturas pueden reducir la latencia
o inducir una latencia secundaria en otras. Por lo tanto, la respuesta de las semillas
a estas condiciones puede ser esencial para la regeneracion de comunidades
después de una perturbacion.

Hormopriming o priming hormonal: el hormopriming es un tratamiento que se da
embebiendo las semillas en diferentes hormonas o reguladores de crecimiento que
tienen un impacto directo en el metabolismo de la semilla. Los siguientes
reguladores son usados comunmente para el hormopriming: acido abscisico,
auxinas, giberelinas, citocininas, etileno, poliaminas y acido salicilico.

Por ejemplo, se ha observado que semillas de trigo con priming de acido giberélico
incrementan su rendimiento y tolerancia salina mediante la modulacion de la
homeostasis hormonal junto con alteraciones de la absorcion de iones y su
acumulacion entre brotes y raices (Igbal y Ashraf, 2013). Existe un papel importante
de las fitohormonas exdgenas aplicadas en semillas para la respuesta de las plantas
al estrés salino, esto se observo en semillas de trigo previamente tratadas con acido
ascorbico y acido salicilico, este tratamiento incrementa la capacidad del trigo para
crecer bajo estrés salino, mientras que el tratamiento con ABA no fue efectivo en
este caso (Afzal et al., 2006).
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3.7. Arnica Heterotheca inuloides Cass.

3.7.1. Informacion taxondmica (Tropicos, 2017).
Reino: Plantae
Phylum: Magnoliophyta
Clase: Equisetopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Heterotheca
Nombre Cientifico: Heterotheca inuloides Cass.
Autor del nombre: Cassini, Alexandre Henri Gabriel de

Publicada en: Dictionnaire des Sciences Naturelles, ed. 2, 51: 460. 1827.

El arnica mexicana (Heterotheca inuloides) (Fig. 1) representa una de las especies
vegetales endémicas de nuestro pais que mas se utilizan en la medicina tradicional.
Diversas fuentes la ubican entre las plantas mexicanas mas frecuentemente empleadas
con fines medicinales, en particular, para el tratamiento de procesos inflamatorios y para

otros padecimientos relacionados (Martinez, 1979).

En la medicina tradicional mexicana se utilizan varias plantas de diferentes especies y
familias botanicas que comparten el nombre comun “arnica”, nombre asociado con varias
especies utilizadas en la medicina tradicional europea y cuya especie representativa es
Arnica montana. Se han registrado un total de 58 especies pertenecientes a 8 familias con
el nombre de arnica en México, no obstante, la familia con mas especies conocidas como
arnica es Asteraceae con 48. Algunos miembros de este complejo de plantas medicinales
difieren en sus caracteristicas botanicas pero en algunos casos comparten aplicaciones
similares en la medicina tradicional, siendo H. inuloides la especie mas utilizada (Rodriguez-
Chavez et al., 2017).

Otros nombres por los cuales se le conoce a Heterotheca inuloides son: arnica de campo,

arnica de monte, arnica del pais, cuauteteco, cuateteco, falsa arnica, hornilla, tabaco de las
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montanas, remen, riemn, acahual, akawtomitl, acahua, acahualli y xochihuepal (Argueta y
Gallardo, 1994).

Fig. 1. Heterotheca inuloides Cass. A) Inflorescencia; B) semillas (aquenios).

3.7.2. Descripcion boténica

Hierba de hasta 1,0 m de altura; tallos erectos, estriados con pubescencia piloso-hispida,
una porcion de los pelos glandulosos; hojas simples, alternas, pilosas, margen entero a
aserrado; flores en cabezuelas, sobre pedunculos hasta 8 cm de largo; receptaculo plano
o casi plano de unos 2 cm de ancho, desnudo; involucro anchamente campanulado a
hemisférico, bracteas numerosas, lineales a subuladas, graduadas con las exteriores mas
cortas, las interiores de 9 cm a 13 mm de largo, piloso-hispidas, flores dimorfas, simpétalas,
de color amarillo; las periféricas femeninas, de 25 a 40 ligulas, de 8 mm a 15 mm de largo;
las del disco bisexuales, tubulares de 40 a 150; aquenios dimorfos; los de las flores liguladas
triquenios, de 2 mm a 4 mm de largo, glabros o poco pubescentes, vilano ausente o en
forma de corona breve; los de las flores del disco obovadas u oblanceolados, de 2 mm a 5
mm de largo, sericeos, cerdas o escamitas exteriores de 0,3 mm a 0,6 mm de largo, cerdas

interiores del vilano de 4 mm a 7 mm de largo, blanquecinas o rojizas (FHEUM, 2001). Se
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encuentra distribuida en Chihuahua, Durango, Guerrero, Guadalajara, Michoacan, Hidalgo,

Morelia, Oaxaca, Puebla, Distrito Federal y el Estado de México (Osuna et al., 2014).
3.7.3. Usos medicinales

Sus principales usos son para aliviar contusiones y heridas cutaneas, para lo cual se emplea
en forma de infusién o compresas por sus conocidos efectos antinflamatorios, analgésicos
y antimicrobianos. El primer registro de sus propiedades después de la Conquista fue hecho
en 1552 en el Codice Badiano; sin embargo, no fue hasta 1846 cuando se crea la Primera
Farmacopea Mexicana, que pretendia unificar la practica farmacéutica en todo el territorio,
buscando utilizar las plantas de origen nacional en mayor proporcién que las de origen
extranjero (Schifter et al., 2009).

El cocimiento se aplica en las contusiones; para las heridas e infecciones el cocimiento de
las ramas o de la planta entera se aplica localmente, y para las Ulceras estomacales se
hierve la planta completa y se administra oralmente. Se utiliza como analgésico en casos
de dolor de Ulcera, de estémago o de la boca del estémago, de pulmdn (por pulmonia), de
pecho, muscular, renal o de reumas. La infusion de la planta se bebe como agua de tiempo,
o0 se emplea en fomentos calientes si se padece dolor de muelas. Para problemas
gastrointestinales, como ardores de estdmago, gastritis o Ulceras, se bebe el cocimiento,
ya sea en ayunas o despueés de cada alimento. Para tratar ulceras del higado se toma la
infusién de las flores y hojas durante un mes, o mas tiempo si contindan las molestas;
asimismo, se usa cuando se siente la boca amarga, en casos de disenteria, piorrea, falta
de apetito, para el higado, limpiar el estdmago y descongestionar la vesicula. En afecciones
respiratorias, como bronquitis, tos, pulmonia o dolor de pulmén, se toma la infusion de la
planta junto con cuachalalate, durante nueve dias. Hay personas que dicen que también es
util para darla a niflos que se orinan en la cama, en padecimientos de los rifiones, irritacion

de la vejiga, contra el cancer, para los nervios y para el lavado de ojos (Osuna et al., 2014).
3.7.4. Investigaciones realizadas

Al igual que el Arnica montana, el arnica mexicana ha demostrado poseer propiedades
terapéuticas equivalentes.

Investigaciones realizadas por Kubo y colaboradores (1994), establecieron que los
sesquiterpenos 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno y 7-hidroxicadaleno aislados del arnica
mexicana presentan una potente actividad antibacteriana, contra bacterias Gram positivas.

Ademas el 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno muestra actividad bactericida contra
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Sthaphylococcus aureus resistente a la penicilina. Por otra parte, tiene propiedades
anticancerigenas, anti-epilépticos, anti-inflamatorios, anti-oxidantes, antiespasmédicas,
anti-ulceras, coleréticas, diuréticas e inhibicion de la fertilidad. Se ha demostrado que los
flavonoides son capaces de inhibir la biosintesis de prostaglandinas y del éxido nitrico que
estan implicados en la inflamacién, asi mismo son los responsables de la produccion de
una gran cantidad de mediadores proinflamatorios, proteina C reactiva o moléculas de
adhesion. Algunos estudios han demostrado que los flavonoides tienen un efecto inhibitorio
de la adhesién molecular a nivel endotelial, disminuyendo asi el riesgo de lesion
aterosclerdtica. El efecto analgésico y antiinflamatorio en modelos in vitro e in vivo también
ha sido evaluado con diferentes compuestos bioactivos del arnica. El 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadaleno inhibié la expresion in vitro de COX-1 y COX-2 catalizada por la biosintesis
de prostaglandinas, asi como el edema inducido con aceite de crotdn en un modelo animal,
también se ha identificado un posible mecanismo de accion mediante receptores
serotoninérgicos 5-HT periféricos (Rocha et al., 2010); otro reporte sefala que el cariolan-
1-9 B-diol, dicadenol y la quercetina también poseen efecto antiinflamatorio con efectos

secundarios minimos (Delgado et al., 2001).

El Arnica montana a diferencia de H. inuloides ha sido ampliamente estudiada debido a su
uso ancestral que fue transmitido desde Europa al resto del mundo. A pesar de sus
similitudes morfoldgicas y usos tradicionales similares, estudios fotoquimicos han revelado
que tienen metabolitos diferentes. Hoy en dia es bien conocido que los compuestos
responsables de la actividad anti-inflamatoria de los extractos de A. montana son las
lactonas sesquiterpénicas y tienen varias contraindicaciones y efectos secundarios que no
se presentan en H. inuloides. Cuando es administrada por via oral y en dosis altas, puede
ocasionar fuertes dolores de cabeza, aborto, delirio, convulsiones, y en ocasiones
envenenamientos mortiferos (un pufiado de hojas puede ser suficiente) (Waizel-Bucay y
Cruz, 2014).

Se ha observado que las semillas de Arnica montana tienen latencia al ser colectadas, ya
que se obtiene una capacidad germinativa baja al sembrarlas inmediatamente en contraste
con la capacidad germinativa mucho mas alta que se obtiene al paso de un afo de la
colecta, sin embargo, esta capacidad germinativa disminuye considerablemente al paso de
dos afos (Varban et al., 2012).
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A la fecha no existen publicaciones de germinacién de semillas de H. inuloides, lo que hace
de este trabajo un recurso de suma importancia para los productores de plantas medicinales

en México y futuros estudios relacionados con fitomedicamentos y quimica de la especie.

3.8.  Hinojo Foeniculum vulgare P. Mill.

3.8.1. Informacién taxonémica (Tropicos, 2017).
Reino: Plantae
Phylum: Magnoliophyta
Clase: Equisetopsida
Orden: Apiales
Familia: Apiaceae
Género: Foeniculum
Nombre Cientifico: Foeniculum vulgare P. Mill.
Autor del nombre: Miller, Philip

Publicada en: The Gardeners Dictionary: . . . eighth edition Foeniculum no. 1.
1768.

El hinojo representa la Unica especie del genero Foeniculum (Fig. 2). Se distribuye en zonas
templadas de todo el mundo y es nativa de la zona meridional de Europa, en especial la
costa del mar Mediterraneo, donde crece en estado silvestre. Es una planta herbacea
perenne y aromatica, cultivada generalmente para su empleo en gastronomia (Chadwick,
1976).
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Fig. 2. Foeniculum vulgare P.Mill. A) Umbelas; B) frutos-semillas (esquizocarpos).

3.8.2. Descripcion botanica

Planta herbacea perenne de 0.9 a 2 m de alto; tallo erecto, sdlido, estriado y ramificado;
hojas sobre peciolos de 7 a 14 cm, claramente envainantes en la base, lamina de 30 a 40
cm de largo, finamente pinnado-disectadas, los segmentos de 4 a 40 mm de largo,
filiformes; la inflorescencia son umbelas compuestas de 15 a 40 umbélulas (pequefas
umbelas) soportadas por pedunculos, los pedicelos que sostienen a las umbelas son
desiguales, de 1 a 6 cm de largo, cada umbélula con 18 a 25 flores, los pedicelos que
sostienen a las flores son delgados, desiguales, de 1 a 10 mm de largo; flores pequenas de
simetria radial, amarillas, caliz diminuto unido al ovario, los pétalos son 5 libres, anchos, el
apice angostado, lo estambres son 5 alternados con los pétalos y presentan ovario infero;
los frutos-semillas son esquizocarpos, oblongo-ovados, de 3.5 a 4 mm de largo,
comprimidos lateralmente, formados por 2 mericarpos cada uno con una semilla. Tiene olor
a anis (Hickman, 1993; Munz, 1973; Wunderlin, 1998).

3.8.3. Usos medicinales

Estimulante, carminativo y contra cdlicos. Las propiedades medicinales que popularmente
se la atribuyen a esta planta son para resolver trastornos del aparato digestivo, como bilis,
célicos biliares, colicos estomacales, corajes, diarrea, mala digestién, gases, malestares
estomacales, vomito y para abrir el apetito. Pero el uso medicinal mas frecuente es para el
dolor de estdmago, del cual se hace referencia principalmente en la zona centro de la

Republica Mexicana: La Ciudad de México y el Estado de México, Morelos, Guanajuato,
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Hidalgo, Puebla y Tlaxcala, aunque también se encuentra referido en los estados de

Michoacan y Durango.

También se emplea en otros padecimientos, como la tos, para la descongestion de las vias
respiratorias, el dolor menstrual y el “susto” de las madres en lactancia; el dolor de piernas,
la alferecia de los nifios, la regulacion de la presion arterial, la infeccién de rifiones, la
reduccion del peso, para tratar el insomnio, los nervios alterados y males de ojo; como

estimulante lactégeno, dolor de cuerpo y dolor “por aire” (Osuna et al., 2014).

Las partes y forma mas empleadas para el tratamiento de todos los padecimientos
mencionados son las ramas, con o sin flor, preparadas en cocimientos administrados por
via oral. Combinada con hierba del golpe y canela contra el célico, o con hierba maestra o
ajenjo para la bilis. Para los nervios se prepara un cocimiento con flor de manita
(Chiranthodendron pentadactylon), tila (Ternstrienua spp.), azahar de naranjo y de limén
(Citrus spp.), toronjil rojo y blanco (Agastache mexicana), toronjil chino o azul
(Dracocephalum moldavica) y menta (Mentha piperita), que se administra como agua de

tiempo (Osuna et al., 2014).

En diversos lugares de la Republica Mexicana se utiliza en el tratamiento de la esterilidad
asi como para desinflamar los érganos internos por medio de frotaciones con hierbas de
naturaleza fresca: floripondio, hoja de mirto, de flor roja, flor azul, cogollos de naranjo e
hinojo. Estas plantas se desmenuzan con las manos y se les agrega clavo de olor molido,
que se moja con alcohol y con esto se rocia muy bien el cuerpo del paciente, dejandole
reposar para que después la partera efectué la tradicional limpia. Se tiene registrada como
maleza en Baja California, Chiapas, Coahuila, Jalisco, Oaxaca, Querétaro, Sinaloa, Sonora

y Veracruz (Osuna et al., 2014).
3.8.4. Investigaciones realizadas

Las investigaciones sobre Foeniculum vulgare han mostrado que es una planta medicinal
muy importante y ampliamente utilizada en tratamientos para aliviar generalmente
problemas gastrointestinales y ha sido manejada desde hace mucho tiempo sin ningun
efecto adverso documentado, al contrario, los estudios que se han generado hasta la fecha
indican que el hinojo posee diversos beneficios a la salud y es un importante constituyente
en la gastronomia de paises como Francia e Italia. Se ha visto que los extractos de hinojo
poseen diferentes propiedades farmacologicas como: anti alergénico, analgésico,

antiinflamatorio, antioxidante, antibacterial, anticancerigeno, anti estrés y actividad
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citotoxica. Entre los varios compuestos encontrados en las plantas de hinojo, los aceites
esenciales y los compuestos fendlicos son considerados como los mas importantes y con
mayor actividad bioldgica, responsables de la mayoria de los efectos farmacologicos.
Ademas los beneficios a la salud observados también son acreditados a la presencia de
compuestos volatiles, flavonoides, acidos grasos y aminoacidos. Los mejores y mas
amplios estudios estan enfocados en las propiedades antioxidantes, antimicrobianas y los
efectos estrogénicos en varios modelos experimentales (Badgujar et al., 2014; Kooti et al.,
2015). Se ha registrado actividad analgésica y reduccion de la percepcion del dolor en
ratones tratados con extracto etandlico de frutos de hinojo (Mascolo et al., 1987; Tanira et
al., 1996). Igualmente se tiene registrada actividad antimicrobiana mediante el uso de
aceites esenciales extraidos de los frutos que inhibieron el crecimiento in vitro de especies
de Alternaria, Aspergillus flavus, A. nidulans, A. niger, Cladosporium herbarum,
Cunninghamella echinulata, Helminthosporium saccharii, Microsporum gypseum, Mucor
mucedo, Penicillium digitatum, Rhizopus nigricans, Trichophyton roseum, T. rubrum,
Candida albicans, Escherichia coli, Lentinus lepideus, Lenzites trabea, Polyporus versicolor,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, sin embargo, no se ha tenido efecto
en especies de Aspergillus (Shama y Singh, 1979; Dikshit y Husaim, 1984; Janssen et al.,
1986). Los estudios futuros deben enfocarse en encontrar los mecanismos de accion

responsables de los multiples efectos benéficos.

Se tiene registrado que el uso de sustancias bioestimuladoras en bajas concentraciones
aplicadas a las semillas tienen una influencia positiva en la germinacioén de las mismas y
que las semillas germinan completamente en 10 a 14 dias dependiendo principalmente del

clima después de la siembra (Neacsu et al., 2015).

Referente a estudios de germinacién se han obtenido buenos resultados en cuanto a
capacidad germinativa al exponer las semillas a priming osmético con PEG6000 (-0.9 MPa)
y una aceleracién en la germinacién cuando las semillas se tratan con K.SO4 (-0.3 MPa) y

diferentes concentraciones de NaCl (Neamatollahi et al., 2009).
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4. JUSTIFICACION

H. inuloides y F. vulgare son plantas ampliamente utilizadas en el pais y con creciente
demanda debido a sus propiedades registradas, tanto medicinales como culinarias, por lo
que se requieren estudios de almacenamiento y acondicionamiento de la semillas de ambas
especies para optimizar y estandarizar su cultivo y las condiciones necesarias para
almacenar semillas el mayor tiempo posible y asi obtener plantas de buena calidad en poco

tiempo.
5. HIPOTESIS

El almacenamiento de las semillas a bajas temperaturas y con un contenido de humedad
por debajo del 5% permitirda conservar mejor la viabilidad y capacidad germinativa de las

mismas.

El acondicionamiento o priming de semillas incrementara la respuesta germinativa, la
velocidad de germinacion y la sobrevivencia de plantulas con respecto a las semillas que
no sean tratadas como se ha visto en estudios anteriores de Neacsu et al., 2015 y de
Neamatollahi et al., 2009.

La respuesta germinativa a los diferentes tratamientos de fotoblastismo permitira determinar
si las semillas son fotosensibles 0 no y establecer en qué condiciones luminicas se obtienen

mejores resultados.
6. OBJETIVOS
General

Evaluar las caracteristicas morfofisiologicas de las semillas de Heterotheca inuloides y

Foeniculum vulgare que promuevan su germinacion y su propagacion por semilla.
Particulares

e Medir el peso, longitud, contenido de humedad y evaluar la viabilidad y
permeabilidad de las semillas recién colectadas.

e Evaluar la respuesta fotoblastica de las semillas de ambas especies.

e Evaluar la viabilidad, contenido de humedad y respuesta germinativa de las semillas
de ambas especies, almacenadas durante un afo (almacenamiento en seco y

estratificacion).
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e Evaluar la respuesta germinativa de las semillas de ambas especies con

hidropriming, termopriming, osmopriming y hormopriming.

7. MATERIALES Y METODOS
7.1. Colecta

Se utilizaron diferentes lotes de semillas de arnica mexicana (Heterotheca inuloides).

e Un lote fue proporcionado por el M. en C. Andrés Fierro Alvarez, obtenido del predio
“Las Animas” de la UAM-Xochimilco ubicado en Tulyehualco, al sur de la Ciudad de
México.

e Un lote por productores de Cuajimalpa colectado en 2015.

e Un lote de semillas colectadas por la Dra. Reyna Osuna en el Jardin Xochitlalyocan
de Plantas Medicinales del CIBAC de la UAM-Xochimilco en 2015.

De la misma forma, las semillas de hinojo (Foeniculum vulgare) que se utilizaron fueron

lotes que corresponden a fechas y lugares de colectas distintos en la Ciudad de México.

e Un lote colectado en 2011 y en 2014 de San Gregorio Atlapulco, Xochimilco.

¢ Un lote colectado en Topilejo en Septiembre de 2014.

7.2. Selecciéon del material

Para tener un lote homogéneo, se seleccionaron visualmente las semillas que se
encontraran en buen estado en comparacion con aquellas que presentaran alguna

anormalidad (tamafio, color, dano fisico, inmadurez).
7.3. Caracteristicas morfofisioldgicas

Para determinar el tamano promedio, 50 semillas de H. inuloides y 50 semillas de F. vulgare
se midieron con vernier por los ejes longitudinal y transversal y se tomé el peso de mil

semillas para cada una de las especies.
7.4. Contenido de humedad

Para cuantificar el contenido de humedad de las semillas, 10 lotes de 10 semillas c/u se
colocaron en 10 cajas de aluminio con tapa, posteriormente se introdujeron en una estufa

durante 17 horas a 105 °C para la determinacién del contenido de humedad con base en la
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diferencia de peso (Gordon, 1991; Moreno, 1984). Para obtener el porcentaje de humedad
se peso: a) la caja vacia con tapa, b) la caja con tapa con las semillas y c) la caja con tapa

con las semillas secas.
El porcentaje de humedad se obtuvo mediante la siguiente formula:

2—P3

“pz—p1

%H

Donde:

e P1: peso en gramos de la caja vacia con tapa.
e P2: peso en gramos de la caja con tapa conteniendo las semillas humedas.
e P3: peso en gramos de la caja con tapa conteniendo las semillas secas (después

del secado en la estufa).
Posteriormente se promediaron los resultados de las 10 cajas.
7.5. Viabilidad

La viabilidad de las semillas se evalu6é mediante la prueba de tetrazolio. 100 Semillas recién
colectadas de cada especie se colocaron en imbibicién en agua destilada durante 24 horas,
posteriormente se extrajeron cuidadosamente los embriones de las semillas para
embeberlos en frascos ambar con tetrazolio (cloruro de 2, 3, 5-trifenil tetrazolio) al 1% en
buffer de fosfato de potasio monobasico (KH2PO4) y fosfato de sodio dibasico (NazHPO4) y
se observaron 24 horas después (10 lotes de 10 embriones c/u). Al transcurrir las 24 horas
se extrajeron los embriones de los frascos y se observaron al microscopio estereoscépico,
considerando como viables las que tuviesen el eje embrionario completamente tefido de

rojo como se muestra en la figura 3. (Moreno, 1984).

35



Fig. 3. Embriones de H. inuloides, A) viables y B) no viables. Embriones de F. vulgare,
C) viables y D) no viables.

7.6. Germinacion

El porcentaje de germinacion de la semilla de arnica e hinojo se evalud utilizando cajas Petri
con dos sustratos: agar (agar-agar purificado y sin inhibidores para microbiologia,
MERCK®) al 2% y papel absorbente humedecido con 4ml de Captan al 0.2% para

determinar en cual de los dos se obtenia mejor respuesta germinativa.

La siembra para la germinacién de semillas en todos los tratamientos posteriores se realizoé
en el sustrato donde se obtuvo la mejor respuesta germinativa (agar o papel), siempre con
24 horas de imbibicién previa en agua destilada a excepcion de los tratamientos de priming

que incluyen la imbibicion en otras sustancias como adelante se explica.

- Agar: previo a la siembra, las semillas se desinfectaron superficialmente lavandolas
con detergente liquido comercial (6 gotas por cada 10ml de agua destilada) durante
10 minutos; posteriormente, se desinfectaron con bactericida Microdyn® (plata
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ionizada al 0.048%) (6 gotas por cada 100ml de agua destilada) y con hipoclorito de
sodio (NaOCI) (Cloro comercial) al 30% (v/v) (6% cloro activo) adicionado con 5
gotas de Tween 80 por cada 100ml de solucion durante 15 minutos cada uno.
Finalmente, se enjuagaron dos veces en 10ml de agua destilada (5min c/u), y en
condiciones asépticas (campana de extraccion) un tercer enjuague con 10ml de

agua destilada estéril (5min). Todo el proceso se realizé en agitacidén constante.

Proceso resumido:
1. 100ml agua + 6 gotas de jabén liquido por 10 min.
2. 100ml agua + 6 gotas de Microdyn® por 15 min.
3. 100ml de cloro comercial (1:3) + 5 gotas de Tween 80 por 15 min.
4. 2 enjuagues en 100ml de agua destilada 5min c/u.
5. 1 enjuague en 100ml de agua estéril por 5min
(Modificado de Olguin-Santos, 2012).

- Papel absorbente: la siembra se realizé colocando las semillas en cajas de Petri de
plastico con tres discos de papel absorbente humedecido con 5 ml de una solucion
de Captan al 0.2%, posteriormente se colocaron dos discos de papel absorbente

humedecidos con 5ml de la solucién de Captan sobre las semillas (Fig. 4. B).

Después de ser sembradas, las cajas fueron selladas alrededor con pelicula adherible para
evitar la deshidratacion y fueron colocadas en una incubadora a 25 °C con un fotoperiodo

12/12. La germinacion se registré diariamente.
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Fig. 4. A) Aspecto de las semillas de F. vulgare en agar; B) caja de Petri con papel absorbente para la
germinacion de las semillas.

7.7. Permeabilidad

Se tomé el peso seco de 100 semillas de ambas especies y posteriormente fueron
embebidas en agua destilada en frascos ambar (10 lotes de 10 semillas cada uno) para ser
pesadas en los siguientes tiempos: 5min, 10min, 15min, 30min, 1h, 2h, 6h, 12h, 24h, 48h y
72 h'y determinar su permeabilidad con base en el aumento de peso por la entrada de agua

a las semillas.

Con base en los resultados de este ensayo se determind si era necesaria la escarificacion

mecanica o quimica con acido clorhidrico (HCI) o acido sulfurico H2SOa4.
7.8. Almacenamiento

Las semillas de ambas especies se almacenaron en tubos Eppendorf con algodén (Fig. 5)
cubiertos de aluminio en tres condiciones de temperatura (-20 °C, 7 °C y temperatura
ambiente: 26 °C) por 3, 6, 9 y 12 meses, durante los cuales se realizaron pruebas de
viabilidad, germinacién y contenido de humedad como se explicé anteriormente (Hong y
Ellis, 1995).

Se almacenaron 450 semillas de arnica de la colecta de Cuajimalpa 2015 para cada
condicion de tiempo y temperatura, divididas en 3 tubos Eppendorf con 150 semillas cada
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uno (50 semillas para prueba de contenido de humedad; 50 para prueba de viabilidad y 50

para prueba de germinacion).

Se almacenaron 360 semillas de hinojo de la colecta de San Gregorio Atlapulco 2014 para
cada condicion de tiempo y temperatura, divididas en 6 tubos Eppendorf con 60 semillas

cada uno.

Se colocaron 450 y 360 semillas respectivamente, debido al porcentaje de semillas vanas

que posiblemente se encontraran en la muestra.

Fig. 5. Pruebas de almacenamiento de semillas de F. vulgare en las diferentes
condiciones de temperatura en tubos Eppendorf con algoddn.

7.9. Estratificacion

Se almacenaron 330 semillas de hinojo en bolsas de gasa cubiertas con vermiculita
previamente esterilizada e hidratada con 100 ml del fungicida Captan al 0.2% para 3y 6
meses durante los cuales se realizaron pruebas de viabilidad, de germinacién y de
contenido de humedad (Hong y Ellis, 1995) (Fig.6). Las bolsas se almacenaron a 7 °C.

Debido a la poca disponibilidad de semillas en buen estado, este tratamiento no se pudo

realizar para H. inuloides.
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Fig. 6. A: Prueba de estratificacion de semillas de F. vulgare almacenadas en bolsas de gasa; B:
vermiculita humedecida con Captan donde se almacenaron las bolsas de gasa con semillas.

7.10. Fotoblastismo

Para determinar la respuesta fotoblastica se colocaron 100 semillas de cada especie a
germinar en cajas Petri para cada una de las siguientes condiciones luminicas (luz blanca,
luz roja, luz roja lejana y oscuridad). En las condiciones de luz roja y roja lejana se utilizaron
cajas de plexiglas que filtran la luz a las longitudes de onda deseadas y con los siguientes
valores de irradiancia foténica: luz roja 4 umol/m?/s, luz roja lejana 0.09 umol/m?/s y luz
blanca 33.2 ymol/ m?/s y para la condicion de oscuridad las cajas Petri se forraron con
aluminio. A las semillas de ambas especies se les realizé una desinfeccion previa (explicada
anteriormente) e imbibicién de 24 horas en oscuridad. La siembra de las semillas fue en el
sustrato preferente determinado por la prueba de agar vs papel y el registro diario de

germinacion se realizo bajo luz verde de seguridad.
7.11. Priming o acondicionamiento

Se realiz6 la preparacion osmética, térmica y hormonal en las semillas en contraste con un

grupo control como a continuacion se describe (Modificado de Jisha et al., 2013).
Osmopriming

Se tomaron semillas de ambas especies (10 lotes de 10 semillas c/u) para embeberse en
dos soluciones osmoticas de manitol (-3atm, -6atm) y agua destilada por 24 horas a
temperatura ambiente (26 °C). Posteriormente se extrajeron las semillas de las soluciones

y se pusieron a secar en estufa durante 48 horas a 30 °C. Al transcurrir el tiempo de secado
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se sembraron las semillas de ambas especies en su sustrato preferente y se colocaron en

la incubadora a 25 °C con un fotoperiodo 12/12 para registrar la germinacién diariamente.

Nota: para preparar 100mL de manitol a -3atm se pesaron 12.5g y para -6atm se pesaron
25g.

Priming con hormonas de crecimiento.

Las semillas de ambas especies (10 lotes de 10 semillas c/u) se embebieron durante 24
horas a temperatura ambiente con los diferentes tratamientos. Los tratamientos con auxinas
se prepararon a partir del producto Radix® T3000 (liquido de 1 L), mientras que los de

giberelinas se prepararon con BIOGIB® 10PS (de 10mg) (Anexo1).

1. Radix® T3000 - 50ppm
2. Radix® T3000- 100ppm
3. BIOGIB® 10PS - 50ppm
4. BIOGIB® 10PS - 100ppm

Las semillas se mantuvieron en las soluciones por 24 horas en frascos ambar. Al término
de las 24 horas se extrajeron de las soluciones y se sembraron en el sustrato preferente y
fueron colocadas en la incubadora a 25 °C con un fotoperiodo 12/12. La germinacién se

registré diariamente.
Termopriming

Se tomaron semillas de ambas especies (10 lotes de 10 semillas c/u) y se embebieron en
agua destilada en frascos ambar a distintas temperaturas (ambiente: 26 °C, 7 °C y 35 °C)
durante 24 horas. Posteriormente las semillas se secaron en estufa a 30 °C durante 48
horas. Al transcurrir el tiempo de secado, las semillas de ambas especies se sembraron en
el sustrato preferente y se colocaron en la incubadora a 25 °C con un fotoperiodo 12/12

para registrar la germinacion diariamente.
Hidropriming

Se tomaron semillas de ambas especies (10 lotes de 10 semillas c/u) para embeberse en
agua destilada a temperatura ambiente: 26 °C en frascos ambar por 24 horas. Al trascurrir
este tiempo se colocaron las semillas a secar en estufa durante 48 horas a 30 °C. Al

transcurrir el tiempo de secado se sembraron las semillas de ambas especies en su sustrato
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preferente y se colocaron en la incubadora a 25 °C con un fotoperiodo 12/12 para registrar

la germinacion diariamente.

Para los tratamientos de priming con mejores resultados se calculd la velocidad de

germinacion con la siguiente formula (Paniagua et al., 2015):
VG=(SG(1))/1+(SG(2)-SG(1))/2+....+(SG(n)-SG(n-1))/n
Donde SG(n) = niumero de semillas germinadas al conteo n

En la siguiente figura se muestra el método general con las distintas pruebas realizadas:

Morfofisiologia Almacenamiento Estratificacion Imbibicion
« Peso * 5% de humedad Semillas secas en 5, 10, 15, 30 y 60 min,
« Tamaifio » Temperatura vermiculita himeda 2,4,6,12,24y72h.
« Contenido de ambiente (26 °C), con Captan al 0.2%
humedad refrigerador (7 °C) (7°0) Escarificacién No escarificacion
(17 horas, 105°C) y -20°C (3,6,9y 12 meses) = (H2S04, HCL o
« Viabilidad (3, 6,9y 12 meses) mecénica)

—— * Germinacién
* Germinacion

R * Viabilidad Germinacion
* Viabilidad » Contenido de I
* Contenido de humedad
humedad Agar Papel absorbente
Fotoblastismo (LR, * Osmopriming
LRL, Osc, LB) * Termopriming

* Hormonal
« Hidropriming

Fig. 7. Método seguido para la realizacién del trabajo.

7.12. Analisis estadistico

Con todos los resultados obtenidos en porcentaje de germinacion, viabilidad y contenido de
humedad se evalud si cumplian con los criterios de homocedasticidad (Cochran, Bartley y

Hartley) y distribucién normal para realizar ANDEVAs (Statgraphics).

En caso de cumplir con los criterios anteriores, los resultados se analizaron con ANDEVAs
y pruebas de rango multiple de Tukey (p<0.05).

Los resultados que no cumplieron con los criterios anteriores, se analizaron con la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis y prueba de Dunn para identificar los tratamientos que

causaron las diferencias significativas (p<0.05).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1. ARNICA

8.1.1. SEMILLAS RECIEN COLECTADAS
Tamafo

El tamano promedio de las semillas fue de 3.58 £ 0.03 mm en el eje longitudinal y 1.11 %
0.009 mm y en el eje transversal. Se determind que la semilla es no endospérmica y tiene
un tamano promedio reportado de 2 a 4 mm de largo (Osuna et al., 2014) lo que concuerda
con el tamano promedio obtenido en la medicion de este trabajo (3.58 + 0.03 mm) (Fig. 8 'y
9).

Fig. 8. Semilla no endospérmica (aquenio) de H. inuloides.
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Fig. 9. Embriones extraidos de semillas de H. inuloides.

Peso de mil semillas
El peso de mil semillas fue de 0.8972 g.

El peso de mil semillas es un dato importante en el cultivo de plantas para el calculo de las
semillas necesarias para sembrar y evaluar su produccién en un determinado espacio de
terreno. Se ha reportado un peso promedio de mil semillas de H. inuloides de 0.5864¢g
(Jardin Botanico de Kew), sin embargo, en el presente trabajo se obtuvo un peso mayor
(0.8972q), dicha diferencia puede deberse a que, como se ha observado, un porcentaje de
las semillas pueden tener o no vilano (estructura de la semilla para la dispersion), tener

embriones inmaduros o estar vanas, lo que afecta el peso final.
Contenido de humedad
Se obtuvo un 3.6 + 0.87% de humedad en la semilla de la colecta del predio “Las Animas”.

Al presentar un porcentaje de contenido de humedad inferior al 5%, es posible almacenar
las semillas ya que poseen el contenido de humedad requerido para clasificarlas como

semillas ortodoxa (Hong y Ellis, 1995).
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Viabilidad con tetrazolio

Se obtuvo un 0% de viabilidad en el lote del predio Las Animas. Este lote fue descartado
para las pruebas posteriores de germinacién y almacenamiento, unicamente se utilizé para
la prueba de imbibicion, en la cual no es necesario que el embrién sea viable para observar

la entrada de agua a la semilla.

Se obtuvo un 100% de viabilidad en el lote de Cuajimalpa 2015 con un 33% de semillas
vanas, es decir, sin embriones y por lo tanto se consideran inviables. Con esta colecta se
realizaron las pruebas de almacenamiento, condiciones de germinacion y eleccion de

sustrato.

La colecta del Jardin Cibac de 2015 obtuvo un 99% de viabilidad sin semillas vanas. Esta

colecta fue utilizada para las pruebas de fotoblastismo y priming.

Las semillas del predio Las Animas resultaron todas inviables a pesar de que la mayoria de
las semillas no fueron vanas, lo que sugiere que el estado fisiolégico de las plantas madre
en el momento de la floracién (agua, luz, nitrégeno) pudo ser muy pobre, lo que influyé en
el posterior estado de los aquenios generados, de igual manera el almacenamiento previo
de los mismos, el cual se pudo efectuar en condiciones de humedad y temperatura
inadecuadas fue un factor que deterior6é la longevidad de las semillas, ya que no se
utilizaron las semillas recién colectadas. En cambio, la alta viabilidad de los lotes de
Cuajimalpa y del Jardin Cibac refleja plantas con requerimientos fisiolégicos suficientes
para generar semilla de buena calidad, sin embargo, en Cuajimalpa se observa un gran
porcentaje de semillas vanas, que se generan principalmente por factores genéticos y

ambientales como, por ejemplo, la falta de polinizadores.

Cuadro 2. Porcentaje de viabilidad de semillas recién colectadas de
H. inuloides de diferentes sitios de colecta.

Sitio de colecta Porcentaje de viabilidad
Predio “Las Animas” ‘ 0%
Cuajimalpa 2015 ‘ 100%

Jardin Cibac 2015 ‘ 99%
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Germinacion Agar vs. Papel Absorbente

Se obtuvo un 97% de germinacion final en agar y un 96% en papel. Al paso de diez dias

de registro no se observaron mas semillas germinadas (Fig. 10).

A pesar de que el porcentaje final de germinacion fue similar, en la curva se observa que
la germinacion en papel siempre se mantuvo por debajo de la germinacién en agar, por lo
tanto, se seleccion6 el agar como el sustrato preferente de las semillas para las pruebas
de germinacion posteriores. El agar proporciona una humedad elevada y constante para
las semillas, a diferencia del papel, donde al no sellar de forma hermética las cajas Petri,

la humedad no fue constante.

agar =—il—papel
100 T | \
90
80
70
60
50

40

GERMINACION (%)
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20

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TIEMPO (DIiAS)

Fig. 10. Curva de germinacion de semillas de H. inuloides en agar y papel de la colecta de
Cuajimalpa de 2015 + error estandar (e. e).

Permeabilidad

Al concluir las 72 horas de imbibicion el peso promedio final de las semillas de arnica de la
colecta de Las Animas fue de 0.02898 g en comparacion con el peso promedio inicial de
0.00965 g. El analisis estadistico mostré que en los primeros 30 minutos de imbibicién
ocurrié una entrada de agua significativamente diferente al resto de los demas tiempos de
imbibicion (P=0.0, Kruskal-Wallis) (Fig. 11). Las semillas son permeables y por lo tanto, no

es necesaria la escarificacion. Se observé que para la semilla de H. inuloides, la entrada de
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agua significativa ocurre hasta los treinta minutos del experimento, después de los cuales
no existen diferencias significativas con respecto a la medicion de los pesos anteriores. La
cantidad de agua que ingresa durante la imbibicion depende de la naturaleza de la semilla
y, dado que la entrada de agua ocurre muy rapidamente, se intuye que la testa no
representa una barrera para la absorcion de agua, al contrario, facilita la absorcion de ésta
y permite que ocurra una rapida imbibicion, tanto asi que el peso seco de la semilla (0.00965
g) se triplico al término de 72 horas de imbibicion (0.02898 g), aunque se ha observado que
en muchas otras semillas la cantidad de agua que ingresa es relativamente poca, no
excediendo de 2 a 3 veces el peso seco de la semilla. De igual manera se sugiere que la
semilla tiene alto contenido proteico en sus sustancias de reserva ya que las proteinas

tienen una alta afinidad por el agua (Lira, 1994).

0.035 A B

0.03

0.025

0.02

PESO (g)

0.015
0.01
0.005

0  5min 10min 15min 30min 1hr 2hrs 4hrs 6hrs 12hrs 24hrs 48hrs 72hrs
TIEMPO

Fig. 11. Curva de imbibicion de 72 horas de semillas de H. inuloides de la colecta de Las
Animas * e. e. Se observa que la entrada de agua los primeros 30 minutos (A) es
significativamente diferente a la entrada de agua durante los tiempos siguientes (B).
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8.1.2. ALMACENAMIENTO
Contenido de humedad

Se presentaron diferencias significativas entre los tiempos de almacenamiento (P= 0.0040,
Kruskal-Wallis) (Fig. 12, Cuadro 3).

Durante el periodo de almacenamiento evaluado, el contenido de humedad promedio se
mantuvo generalmente por debajo del 5%. Hubo diferencias significativas entre las
temperaturas de almacenamiento y el menor porcentaje fue registrado en la temperatura
de -20 °C (P=0.0203, Kruskal-Wallis). Sin embargo, en todas las condiciones de
almacenamiento evaluadas se mantuvo un contenido de humedad adecuado para poder

almacenar la semilla durante al menos 12 meses.

B Ambiente m7°C ®-20

CONTENIDO DE HUMEDAD (%)
D

0 3 6 9 12
TIEMPO (MESES)

Fig. 12. Contenido de humedad de semillas de H. inuloides recién colectadas y almacenadas
durante 3,6, 9y 12 meses + e. e. Letras diferentes denotan diferencias significativas (a= 0.05).
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Cuadro 3. Contenido de humedad de semillas de H. inuloides recién colectadas y alos 3, 6,9y 12
meses de almacenamiento + e. e.

3 meses 6 meses 9 meses 12 meses Recién
colectada

Ambiente (26 °C) | 4.17£0.31% 549+091%  156+01% 241£0.22% 3.6+0.87%

7 °C 4.41£0.61% 5+0.83% 3.84£0.45%  3.46 £ 0.46%
-20 °C 59+0.96% 1.62+0.28% 1.49 £ 0.26% 2.1+0.34%
Viabilidad

Después de 12 meses de almacenamiento se mantuvo la viabilidad con respecto de las
semillas recién colectadas, sin embargo, se observé una disminucion a partir los 9 meses
de almacenamiento a la temperatura de -20 °C, por lo que periodos largos de

almacenamiento a esta temperatura no son recomendables

Existen diferencias significativas en cuanto al tiempo de almacenamiento y temperaturas
de almacenamiento (P= 0.2500, Kruskal-Wallis) y las semillas recién colectadas presentan
el mayor porcentaje de viabilidad con respecto al resto de semillas almacenadas
(temperatura ambiente, 7 °C y -20 °C) (P= 4.1499x10°, Kruskal-Wallis). (Fig.13, Cuadro 4).

49



B Ambiente m7°C ®-20

100
90
80
70
60

50

VIABILIDAD (%)

40

30

20

10

0 3 6 9 12
TIEMPO (MESES)

Fig. 13. Porcentaje de viabilidad de semillas de H. inuloides recién colectadas y almacenadas durante
3,6,9y 12 meses + e. e. Letras diferentes denotan diferencias significativas (a= 0.05).

Cuadro 4. Porcentaje de viabilidad de semillas de H. inuloides recién colectadasy alos 3,6,9y 12
meses de almacenamiento + e. e.

3 meses 6 meses 9 meses 12 meses Recién
colectada
Ambiente (26 °C) | 78%3.7%  86%2.4% 64 + 8.1% 82+ 3.7% 100%
7°C 76 £2.4% 92+3.7% 90% *+ 2.4% 84 +2.4%
-20 °C 90 £ 3.1% 86% = 5% 52% + 3.7% 58 +3.7%
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Germinacion

Después de 12 meses de almacenamiento se observd que se mantuvo la capacidad
germinativa respecto a las semillas recién colectadas en la temperatura de almacenamiento
de 7 °C (refrigerador), a diferencia de las condiciones de temperatura ambiente (donde hubo
una porcentaje de germinacion menor a los 3 y 9 meses) y -20 °C donde conforme avanzo
el tiempo de almacenamiento, disminuyd la capacidad germinativa (Fig.14, Cuadro 5). Esta
respuesta coincide con los resultados obtenidos en la viabilidad, donde el almacenamiento

a 7 °C (refrigerador) fue la condicion mas favorable.

Se encontraron diferencias significativas entre los tiempos y temperaturas de

almacenamiento con respecto a la semilla recién colectada (P= 0.3421, Kruskal-Wallis).

Con base en estos resultados se podria recomendar a los productores almacenar la semilla
de arnica en el refrigerador (7 °C) en lugar de mantenerlas a temperatura ambiente para

conservar su viabilidad al menos por un afo.

H. inuloides presenté porcentajes de germinacion altos en las semillas recién colectadas y
almacenadas durante un afio en contraste con lo que se ha reportado para la semilla de
Arnica montana (Varban et al., 2012), cuya capacidad germinativa es muy baja en las
semillas recién colectadas (45 y 38%), al menos a los 4 meses después la colecta, lo que
explica que pueden estar en un periodo de latencia posterior a su dispersion. En este
aspecto es recomendable utilizar las semillas de H. inuloides para una produccion inmediata
a la fecha de colecta, ademas de que la capacidad germinativa de las semillas recién
colectadas de H. inuloides es mucho mas alta (casi 100%) comparada con la reportada en

experimentos anteriores con Arnica montana de Varban et al., 2012.
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Fig. 14. Curvas de germinacion de semillas de H. inuloides recién colectadas y almacenadas
durante 3,6,9y 12 meses + e. e.
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Cuadro 5. Capacidad germinativa (Ymax) de semillas de H. inuloides recién colectadas vy
almacenadas durante 3, 6,9y 12 meses t e. e.

Letras distintas denotan diferencias significativas (a= 0.05).

3 meses 6 meses 9 meses 12 meses Recién
colectada
. .89 +2.49 +6.79 + 69 97 £+ 2.1%
Ambiente (26 °C) 58 + 5.8% 96 +2.4% 76 +6.7 % 84 + 6% o
bc a abc abc a
o 82 +3.7% 86 +2.4% 98 +4.4% 90+ 3.1%
7 °C
abc ab a abc
o 74 +6.7% 70 +4.4% 50% 68 £ 5.8%
-20 °C
abc abc (o] abc

Se tiene reportado para tres especies de margaritas: Schoenia filifolia, Rhodanthe
chlorocephala y Craspedia sp. (Asteraceae), originarias de Australia, que el
almacenamiento a menos de 18 meses y a bajas temperaturas (5 y 15 °C) aumenta el
contenido de humedad, reduce la viabilidad y no promueve la germinacion, mientras que el
almacenamiento a altas temperaturas (25 y 38 °C) disminuye el contenido de humedad,
mantiene la viabilidad y promueve la germinaciéon por lo que se concluye que el
almacenamiento en seco a altas temperaturas es importante para romper latencia en
semillas de Asteraceae de algunas zonas aridas (Peishi et al., 1999). Esto discrepa de los
resultados encontrados en este estudio en los cuales el almacenamiento a 12 meses en
frio conservé un contenido de humedad adecuado, la viabilidad y la capacidad germinativa
de H. inuloides, pero a temperaturas aun mas bajas (-20 °C) se ve disminuida la viabilidad
y la capacidad germinativa, lo cual puede relacionarse con sus zonas de distribucion que

no corresponden a zonas aridas sino templadas.

Las semillas de margaritas utilizadas en un experimento realizado por Peishi et al. (1999)
no germinaron inmediatamente después de su dispersién en primavera, sino hasta las
lluvias de otofio y el almacenamiento a altas temperaturas promovio la germinacion
simulando las altas temperaturas del verano en zonas aridas. De esta manera, se sugiere

que la semilla de H. inuloides no presenta ningun tipo de latencia aparentemente
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relacionada con su dispersion y el clima prevaleciente en su area de origen y se ve
favorecida al ser almacenada a bajas temperaturas obedeciendo la generalidad de que las
semillas ortodoxas prefieren un almacenamiento en frio y seco para reducir su deterioro, no
obstante, el almacenamiento a temperaturas muy frias (-20 °C) disminuyen a largo plazo la
viabilidad y capacidad germinativa, por lo que si se desea almacenar las semillas a corto

plazo (maximo 3 meses) se recomienda temperaturas por debajo de los 0 °C.

La velocidad de germinacion (VG) mas alta fue la del control (68.5), es decir, la de la semilla
recién colectada que también obtuvo la mayor capacidad germinativa (97%), seguida por el
tratamiento de 6 meses a temperatura ambiente (72.7), cuya viabilidad y capacidad
germinativa también fueron las mas altas, no obstante, en general, las velocidades mas
altas de germinacion fueron obtenidas en la temperatura de 7° C, concordando con lo antes
mencionado de que es la condicién recomendada para el almacenamiento de las semillas
de H. inuloides ya que a esta temperatura se obtienen mejores resultados a largo plazo
(Cuadro 6).

Cuadro 6. Velocidad de germinacion maxima (VG) para la semilla de H. inuloides entre tratamientos
de almacenamiento y condiciones de temperatura.

Tiempo Tratamiento Velocidad de germinacion

Vi€

3 meses Ambiente (26 °C) 31.2
7°C 43.1

-20 °C 42.7

Ambiente (26 °C) 72.7

7°C D))

-20 °C 35.8

9 meses Ambiente (26 °C) 20.8
7°C 51.9

-20 °C 21.2

12 meses Ambiente (26 °C) 43.2
7°C 46.3

-20 °C 30.4

68.5

Estudios recientes han reportado que las semillas con un tamafo relativamente grande
tienen una gran cantidad de reservas para promover una rapida germinacion y generar una
plantula de buen tamafio, con mejor tolerancia a la sombra y al dafio fisico (Leishman et al.,
2000). Sin embargo, en H. inuloides, a pesar de tener semillas pequenas, se observo una

velocidad de germinacioén alta y se alcanzo la capacidad germinativa maxima (Ymax) en
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muy poco tiempo (10 dias), por lo que la semilla debe tener gran cantidad de reservas para
la germinacion, esto concuerda con lo visto en la prueba de imbibicién en donde se observo
que la entrada de agua a la semilla ocurre en poco tiempo y se triplicé el peso seco de la

misma, por lo que se sugiere que tiene un gran contenido proteico.
8.1.3. FOTOBLASTISMO

Se observd un alto porcentaje de germinacién en las cuatro condiciones luminicas, siendo
la luz roja en la que se presenta el mayor porcentaje (99%) y la luz blanca el menor (87%).
Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos y las semillas germinaron
en todas las condiciones, por lo que la semilla se considera fotoblastica indiferente (P=0.07,
Kruskal-Wallis). (Fig.15, Cuadro 7).

1.2~

1.0- I

Capacidad germinativa
[ ]

0.6-

LB LR RL 0S
Tratamientos de luz

Fig. 15. Grafica de caja del efecto de tratamientos de luz sobre la capacidad germinativa de

semillas de H. inuloides. Los puntos rojos sefialan el promedio por tratamiento, letras distintas
denotan diferencias significativas (a = 0.05).
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Cuadro 7. Capacidad germinativa (Ymax) de semillas de H. inuloides sometidas a diferentes
condiciones luminicas  e. e.

Tratamiento Porcentaje de germinacion
Luz roja 99 + 1.4%
Luz rojalejana 89 +2.6%
Oscuridad 95 + 2.6%
Luz blanca 87 + 3.9%

Se observé un alto porcentaje de germinacion de las semillas en cualquier condicion

luminica evaluada, lo que demuestra una respuesta fotoblastica indiferente.

Se ha observado en estudios previos (Afolayan et al., 1997), que en otras especies de uso
medicinal de la familia Asteraceae como H. aureonitens, la oscuridad tiene un efecto
negativo en la germinacion y en cambio con luz blanca las semillas germinan un 10% mas
aproximadamente, lo que contrasta con lo visto en este estudio. Se sugiere que el estimulo
de luz en esta especie con semillas pequenas es ecolégicamente efectivo ya que la
germinacion a una gran profundidad del suelo puede resultar en la muerte de la planta
debido a una reserva endospérmica insuficiente. Esta relacion entre los requerimientos de
luz y el tamafo de la semilla ha sido reportado anteriormente para varias especies de
arboles y plantas herbaceas de Europa y América Central (Milberg et al., 2000; Pearson et
al., 2002; Jankowska- Blasczuk y Daws, 2007).

Debido a que en H. inuloides la calidad de luz no afectd significativamente la capacidad
germinativa a pesar de ser una semilla pequefia, no endospérmica, con una rapida entrada
de agua a la semilla y rapida germinacién, se especula que contiene un embridn rico en

reservas para la germinacion, el desarrollo y supervivencia de la plantula.
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8.1.4. PRIMING

Los tratamientos de priming con los mejores resultados fueron el osmopriming de -3atm y
-6atm, el termopriming a temperatura ambiente y el hormopriming con giberelinas en ambas

concentraciones, 50ppm y 100ppm.
Osmopriming

Entre los dias de germinacion se observo que la diferencia significativa se presento6 en los
primeros 3 dias de germinacion, los cuales difieren y forman un grupo aparte del resto de
los dias (P=0, Kruskal-Wallis).

En cuanto a tratamientos hubo una diferencia significativa observada en el hidropriming
(agua) con una menor germinaciéon en comparacion a -3atm y -6atm, dentro de los cuales
no existen diferencias significativas (P= 0.0089, Kruskal-Wallis) (Fig.16, Cuadro 8).
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Fig. 16. Curvas de germinacion de semillas de H. inuloides sometidas a diferentes tratamientos de
priming osmatico + e. e.
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Cuadro 8. Capacidad germinativa (Ymax) de semillas de H. inuloides sometidas a diferentes
tratamientos de priming osmético t e. e.

Osmopriming

-3atm -6atm Hidropriming

94 +1.4% 94 +2.6% 80 + 6.6%

La salinidad es uno de los factores abidticos que mas afecta la produccion de cultivos en
areas aridas y semiaridas. La germinacién de la semilla y el crecimiento de la plantula son
etapas muy sensibles a la salinidad y este estrés causa cambios fisioldgicos y bioquimicos
adversos en la semilla que estd germinando. Esta salinidad puede retrasar o inhibir la
germinacion por varios factores como la reduccion de agua disponible, cambios en la
movilizacidon de sustancias de reserva y afectar la organizacién estructural de las proteinas
(Ibrahim, 2016).

Se ha reportado para algunas especies de la familia Asteraceae que el priming osmdético
con diversos reactivos a altas concentraciones como NaCl, CaCl2 y ZnSO4 no favorece la

velocidad de germinacion y la capacidad germinativa maxima como lo hace normalmente
el hidropriming, es decir, la salinidad en altas concentraciones en el medio no promueve
una mejor germinacion en algunas especies (Nasiri et al., 2014; Amoo-Zad-Khalili et al.,
2013; Mirloffi et al., 2015).

En el presente trabajo el hidropriming presenté una menor capacidad germinativa que las
semillas tratadas con otro tipo de priming osmético por lo que se sugiere que el manitol a
bajas concentraciones es una mejor alternativa para este tipo de priming en semillas de la
familia Asteraceae a diferencia de otras sustancias que aumentan la salinidad del medio.
Esto coincide con un estudio realizado por Afzal et al. (2011) con semillas de Tagetes spp.,
en el cual éstas fueron tratadas con manitol al 2, 4 y 6% por 24 horas y con un secado
posterior a 30 °C. El tratamiento con manitol al 2 y 4% arrojéo mejores porcentajes finales
de germinacion (>80%) comparado con las semillas no tratadas (<50%) y las semillas
tratadas con manitol al 6% (<80%) por lo que es posible que este tipo de osmopriming a
bajas concentraciones promueva una mejor difusion del agua a la semilla y por lo tanto una

mejor capacidad germinativa y desarrollo de plantulas en comparacion con semillas no
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tratadas como se observa en este estudio para H. inuloides y en general para la familia

Asteraceae.
Termopriming

Se encontraron diferencias significativas entre los dias de germinacién, conformandose dos

bloques, uno entre los dias 1-5 y otro entre los dias 6-10 (P=0, Kruskal-Wallis).

Entre los tratamientos cada uno difiere significativamente de otro, siendo el mas favorable
el de temperatura ambiente (26 °C), seguido de 7 °C y finalmente 35 °C con el menor

porcentaje de germinacion (P=0, Kruskal-Wallis) (Fig. 17, Cuadro 9).
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Fig. 17. Curvas de germinacion de semillas de H. inuloides sometidas a diferentes tratamientos
de priming térmico t e. e.
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Cuadro 9. Capacidad germinativa (Ymax) de semillas de H. inuloides sometidas a diferentes
tratamientos de priming térmico t e. e.

Termopriming
35°C 7°C Ambiente (26 °C)

38+4.1% 77 +2.8% 95 +2.2%

La temperatura es uno de los factores criticos que determinan el éxito o fracaso en el
establecimiento de una planta. Como se ha observado en otros estudios de germinacién a
diferentes temperaturas en semillas de la familia Asteraceae, existe un rango de

temperaturas en la cual la semilla responde mejor.

Afolayan y colaboradores en 1997, reportaron que la semilla de Helichrysum aureonitens
(Asteraceae) responde mejor en un rango de 25-30 °C y que a 35 °C la semilla tiene un
pobre desempefio reportando un 1% de capacidad germinativa, por lo que esta semilla es
muy sensible a altas temperaturas. Esto concuerda con lo visto para H. inuloides en donde
la capacidad germinativa de la semilla expuesta a altas temperaturas se vio afectada

negativamente aunque no tan drasticamente como en H. aureonitens.

De la misma manera Zarghani et al. (2014) reportaron para semillas de cinco especies de
la familia Asteraceae un rango de germinacién éptimo que va de 15-35 °C, siendo sélo dos
especies las unicas que germinaron a temperaturas superiores a 35 °C y ninguna de las
dos superando el 25% de capacidad germinativa. Se menciona que la baja capacidad
germinativa a altas temperaturas es asociada a altas concentraciones de acido abscisico,
que inhibe la germinacion actuando sobre la absorcion de agua debido a que previene el

debilitamiento de la pared celular (Schopfer y Plachy, 1985).
Hormopriming

Se observd que la germinacion fue acelerada con este tratamiento al encontrar que entre
los dias de germinaciéon hay dos bloques, uno conformado por los dias 1-2 y otro
conformado por los dias 3-10 (P=0, Kruskal-Wallis).

Se observé que entre tratamientos las giberelinas tuvieron mejores resultados y aceleraron

la germinacion con respecto a las auxinas y el control (hidropriming). Entre concentraciones
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de giberelinas no existen diferencias significativas (50 ppm o 100 ppm) (P=0, Kruskal-
Walllis) (Fig. 18, Cuadro 10).
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Fig. 18. Curvas de germinacion de semillas de H. inuloides sometidas a diferentes tratamientos de
hormopriming + e. e.

Cuadro 10. Capacidad germinativa (Ymax) de semillas de H. inuloides sometidas a diferentes
tratamientos de hormopriming + e. e.

Hormopriming
GA50 GA100 Aux50 Aux100 Hidropriming
88 £ 2.8% 95 +1.7% 77 £4.7% 58 + 6.2% 80 + 6.6%

Las fitohormonas son sustancias quimicas que actuan en concentraciones bajas y afectan
la funcion de diferentes tipos celulares, tejidos u érganos. La imbibicion de semillas en
concentraciones adecuadas de hormonas vegetales ha mostrado ser un método exitoso
para el crecimiento de algunas especies de plantas, aumentando su reserva nutrimental

debido al aumento de actividades fisiolégicas y proliferacion de la raiz (Afzal et al., 2005).
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Se ha comprobado que el acido giberélico (GA), particularmente GAs juega un rol muy
importante en la regulacion de la germinacion de las semillas. Las giberelinas pueden
reemplazar el requerimiento de factores ambientales que se requieren para la germinacion
en semillas latentes, incluyendo la luz y la temperatura (Da Silva et al., 2005) y de acuerdo
con Benech-Arnold y Sanchez (2004) un incremento en los niveles de GA en la semilla
puede estimular procesos metabdlicos en el embrion y en el endospermo que

desencadenen la germinacion.

H. inuloides presentd una aceleracién en la germinacion y mayor capacidad germinativa en
el tratamiento con giberelinas. Esto concuerda con estudios previos de semillas de la familia
Asteraceae tratadas con GAs, como el realizado por Ha (2014) en donde reporta para dos
especies de la familia Asteraceae que el tratamiento a las semillas de Brunonia australis
con giberelinas acelera la germinacion y rompe una latencia impuesta en ciertas semillas
de colectas recientes que presentan baja capacidad germinativa, del mismo modo en este
estudio se realiz6 un tratamiento a las semillas de Rhodanthe floribunda obteniendo un
porcentaje de germinacion final mucho mas alto (60%) en semillas tratadas con GAs
100mg.L™" respecto a semillas sin tratamiento (5%) por lo que el priming con giberelinas es
altamente recomendable en semillas de la familia Asteraceae que presenten algun tipo de
latencia por ser de una colecta reciente (como las semillas de A. montana por ejemplo) o

para acelerar y optimizar su capacidad germinativa.

Se observd en este trabajo que las semillas de H. inuloides no presentan esta latencia por
ser de una colecta reciente, sin embargo, su capacidad germinativa y velocidad de
germinacion se ve favorecida al ser tratada con giberelinas, aunque deben realizarse mas

estudios a diferentes concentraciones para determinar cual es la concentracion optima.

Las auxinas por otro lado no afectaron de manera positiva la velocidad y capacidad
germinativa en H. inuloides por lo que no es recomendable su uso para esta especie. Las
auxinas parecen jugar un papel mas activo en la embriogénesis y aunque los datos
moleculares y genéticos recientes apoyan un papel esencial de las auxinas en la formacion
de un patrén basal-apical durante la embriogénesis, a nivel molecular hacen falta estudios
que diluciden el papel de las auxinas durante la germinacion de la semilla (Fischer-Iglesias
y Neuhaus, 2001; Teale et al., 2005).
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Tratamientos de priming con mejores resultados

Los osmopriming de -3atm y -6atm fueron los tratamientos con los que se obtuvo mejor
capacidad germinativa para H. inuloides, ambos con el 94% de germinacion final. De igual
manera, con el tratamiento de giberelinas en ambas concentraciones la capacidad
germinativa final fue alta, especialmente a 100ppm (95%) y ademas acelerd la velocidad de
germinacion con respecto a los demas tratamientos. Por ultimo, la siembra con
termopriming a temperatura ambiente mostré ser un tratamiento efectivo en comparacion a
35°Cya7°C.

Las velocidades de germinacion mas altas fueron las registradas para giberelinas en ambas
concentraciones, asimismo, a los 4 dias de registro se alcanzé la capacidad germinativa
maxima en ambas concentraciones, siendo el tratamiento en alcanzar su capacidad

germinativa maxima en el menor tiempo (Cuadro 11).

Cuadro 11. Velocidad de germinacion maxima (VG) de semillas de H. inuloides entre tratamientos
de priming con los mejores resultados.

Tratamiento Velocidad de germinacion (VG)
V72 \ V96 \ V120 \ Vi44 V168 V192 V216 V240
31.8 | 356 | 36.8 | 37.6

3atm

T. ambiente

Ga50

Jatm
6atm ‘
|
|
|

Gal100

Cuadro 12. Capacidad germinativa (Ymax) de semillas de H. inuloides entre tratamientos de priming
con los mejores resultados * e. e.

Mejores
tratamientos

-3atm -6atm Ambiente (26 °C) GA50 GA100
94 +1.4% 94 +2.6% 95+2.2% 88 +2.8% 95+1.7%
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8.1.5. RECOMENDACIONES A LOS PRODUCTORES

e Las semillas de H. inuloides obtuvieron buenos porcentajes de germinacién en
ambos sustratos utilizados, papel y agar, no obstante, en agar se alcanza la maxima
capacidad germinativa en menor tiempo, por lo que es preferible el uso de este
sustrato si es posible.

e Las semillas resultaron ser permeables por lo que no se requiere ningun método de
escarificacion.

¢ El contenido de humedad, la viabilidad y la capacidad germinativa se mantuvieron
en porcentajes altos en relacion con las semillas recién colectadas cuando fueron
almacenadas en frio (7 °C) durante un afo, sin embargo, si las semillas no se
quieren almacenar por largos periodos de tiempo o no se cuenta con un refrigerador,
guardarlas a temperatura ambiente (26 °C) es la opcién mas viable.

e Las semillas de arnica son fotoblasticas indiferentes pero su capacidad germinativa
se ve ligeramente beneficiada al ponerlas a germinar en luz roja y oscuridad.

e Al aplicar a las semillas un tratamiento pre-germinativo con manitol a -3atm o -6atm
se mejoran la capacidad y la velocidad germinativa.

¢ De igual manera, con un tratamiento de acido giberélico (BIOGIB® 10 PS) a 50 o
100 ppm se mejora significativamente la capacidad y la velocidad germinativa.

¢ No se recomienda colocar las semillas a germinar a temperaturas muy altas o muy
bajas, es mejor colocarlas a germinar a temperatura ambiente (26 °C) o

temperaturas cercanas a ésta.
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8.2.  HINOJO

8.2.1. SEMILLAS RECIEN COLECTADAS
Tamarfo

El tamafio promedio de la semilla fue de 5.02 + 0.08 mm en el eje longitudinal y 1.99 + 0.02
mm en el eje transversal. Se determind que es una semilla endospérmica que se desarrolla
en frutos indehiscentes de nombre esquizocarpo; se ha reportado su tamano en un rango
de 3.5 a 6 mm de largo (Osuna et al., 2014), dentro del cual se encuentra el tamafo
promedio obtenido en este trabajo (Fig. 19 y 20).

Fig. 19. Frutos-semilla endospérmica (esquizocarpo) de F. vulgare.
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Fig. 20. Embriones extraidos de semillas de F. vulgare.

Peso de mil semillas

El peso de mil semillas fue de 3.63 g En F. vulgare se reportd el peso de mil semillas de
3.5784g (Jardin Botanico de Kew), el cual se acerca mucho al obtenido en este trabajo,
cuya variacion puede deberse a embriones inmaduros y semillas inmaduras o semillas

vanas.
Contenido de humedad

Se obtuvo un 4.7 + 0.31% de humedad en la semilla de la colecta de San Gregorio Atlapulco,
Xochimilco de 2014.

De la misma manera que la semilla de arnica, la semilla de F. vulgare presentd un
porcentaje de contenido de humedad inferior al 5%, por lo tanto es posible almacenar la
semilla ya que posee el contenido de humedad requerido para clasificarla como semilla
ortodoxa (Hong y Ellis, 1995).
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Viabilidad

Se obtuvo un 63 + 0.53% de viabilidad en la colecta de San Gregorio Atlapulco, Xochimilco
de 2014. Este lote presentd el mayor porcentaje de viabilidad, por lo tanto, se utilizé para

las pruebas de almacenamiento y germinacion.

Se obtuvo un 52 + 0.37% de viabilidad en la colecta de Topilejo 2014. Este lote se utilizd
para la prueba de germinacion agar vs papel debido a que no se contaba con suficiente

material del lote de San Gregorio Atlapulco para realizarla.

La baja viabilidad obtenida para las semillas de F. vulgare de ambos lotes expresa lo antes
reportado para la semilla de hinojo, a la cual se le estima de 3 a 4 afios de viabilidad en
almacenamiento en condiciones éptimas al igual que otras semillas de plantas cultivadas
que presentan frutos de tipo esquizocarpos como la zanahoria (Daucus carota, 4 afos) y
algunas especies del genero Malva (2 anos) (Giaconi y Escaff, 2006) y dado que la semilla
fue recolectada en 2014, es natural que su viabilidad haya bajado considerablemente, esto
aunado a las condiciones subéptimas de su almacenamiento previo a la entrega en el

laboratorio y la calidad de la planta madre.
Germinacion Agar vs. Papel

Para la colecta de Topilejo 2014 se obtuvo un 4.2 + 1.7% de germinacion en agar en
comparacion con el papel absorbente, donde se obtuvo un 9 £ 2.7% de germinacion
(Cuadro 13). Se determind que el papel es el sustrato preferente y se procedié a realizar la
prueba de viabilidad con tetrazolio a las semillas que no germinaron en agar para determinar
posibles causas del bajo porcentaje de germinacion. Se obtuvo 15.39 + 0.27% de viabilidad,
en donde las semillas inviables incluyen aquellas que no se tifieron, semillas vanas,

embriones inmaduros o semillas podridas

Cuadro 13. Capacidad germinativa (Ymax) de semillas de F. vulgare de la colecta de
Topilejo en agar y papel + error estandar (e. e).

Sustrato Porcentaje de germinacion
Agar ‘ 4.2 +£1.7%
Papel absorbente ‘ 9+27%
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Permeabilidad

El peso promedio final de la semilla de hinojo de la colecta de San Gregorio Atlapulco fue
de 0.09428 g en comparacién con el peso promedio inicial que fue de 0.03231 g. El analisis
estadistico mostré que la primera hora de imbibicion es significativamente diferente al resto
de los tiempos de imbibicion (P=0.0, Kruskal-Wallis) (Fig. 21).

Para las semillas de F. vulgare se observé que el peso inicial (0.03231 g) casi se triplicé al
término del tratamiento (0.09428 g), por lo que la semilla es permeable, no requiere
escarificacion y tiene un alto contenido proteico como antes se mencion6 con la semilla de
H. inuloides, sin embargo, la entrada de agua significativa se registré una hora después de
la imbibicién, lo que sugiere que la cubierta a pesar de ser permeable, no permite una
difusién tan rapida del agua comparada con la de H. inuloides, cuya velocidad maxima de

imbibicion ocurrid a los 30 minutos.

0.12 A B

0.1

0.08

0.06

PESO (g)

0.04

0.02

0 5min 10min 15min 30min 1hr 2hrs  4hrs  6hrs 12hrs 24hrs 48hrs 72hrs
TIEMPO

Fig. 21. Curva de imbibicidon de 72 horas de semillas de F. vulgare de la colecta de San Gregorio
Atlapulco, Xochimilco + e. e. Se observa que la entrada de agua la primera hora (A) es
significativamente diferente a la entrada de agua durante los tiempos siguientes (B).
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Al término de la prueba se procedid a sembrar las semillas en 10 cajas Petri de plastico con
10 semillas cada una, con papel absorbente y 4ml de Captan al 0.2% para observar la

respuesta germinativa. Se registro la germinacion diariamente (Fig. 22).
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Fig. 22. Curva de germinacién posterior a la imbibicién de semillas de F. vulgare de la colecta de
San Gregorio Atlapulco, Xochimilco t e. e.

Al paso de 14 dias de registro no se presentd mas respuesta germinativa, por lo tanto, se

obtuvo un 60% de germinacion.

8.2.2. ALMACENAMIENTO
Contenido de humedad

Durante el periodo de almacenamiento evaluado, el contenido de humedad promedio se
mantuvo generalmente por debajo del 5%, se encontraron diferencias significativas entre
temperaturas de almacenamiento y en el tiempo de 6 meses se observo un ligero aumento
en el contenido de humedad con respecto a la semillas recién colectadas (ANDEVA y
Tukey; P<0.05) (Fig. 23, Cuadro 14).

Tiempo: F= 12.20 P= 0.0001; Tratamientos F=7.70 P= 0.0001
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Fig. 23. Contenido de humedad de semillas de F. vulgare recién colectadas y almacenadas
durante 3,6, 9y 12 meses + e. e. Letras diferentes denotan diferencias significativas (a= 0.05)

Cuadro 14. Contenido de humedad de semillas de F. vulgare a los 3, 6, 9 y 12 meses de
almacenamiento t e. e.

3 meses 6 meses 9 meses 12 meses Recién

colectada

Ambiente (26 °C) | 2.9%0.33% 4.29+041% 34£0.28% 3.87:0.19% 4.7£0.31%
7°C 45+014% 587+022% 3.72+042% 3.75+0.21%

-20 °C 3.37+£0.28% 5.89%£0.33% 4.99+£05% 3.62x0.15%
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Con base en estos resultados, las tres condiciones de almacenamiento mantuvieron un

adecuado contenido de humedad durante el afio de evaluacion.

El aumento en el contenido de humedad a los 6 meses puede deberse a un error en la
manipulacion de los tubos Eppendorf y al aumento de la humedad relativa en el aire a la

hora de la manipulacién de las semillas.

El contenido de humedad de la semilla en todos los tratamientos disminuyé un poco al
terminar los 12 meses de almacenamiento con respecto al de la semilla recién colectada,
esto se contrapone con lo reportado por Rubim et al. (2013) en cuyo estudio se almacenaron
semillas de hinojo durante un afio en contenedores de vidrio sellados de la misma manera
que los tubos Eppendorf, en frio y a temperatura ambiente, sin embargo, el contenido de
humedad inicial (10.69%) en ambas condiciones no difiere tanto del contenido de humedad
posterior a un ano de almacenamiento (10.51% a temperatura ambiente y 10.73% en frio)
por lo que tal vez los contenedores de vidrio mantienen un contenido de humedad mas

estable que los tubos Eppendorf de plastico.
Viabilidad

Se encontraron diferencias significativas entre temperaturas de almacenamiento, sin
embargo, las semillas recién colectadas mostraron el mayor porcentaje de viabilidad y en
el tiempo de 9 meses se presentd un porcentaje de viabilidad mas uniforme en las tres
temperaturas de almacenamiento con respecto a los demas tratamientos de tiempo.
(P=0.0087, Kruskal-Wallis) (Fig. 24, Cuadro 15).
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Fig. 24. Porcentaje de viabilidad de semillas de F. vulgare recién colectadas y almacenadas durante
3, 6,9y 12 meses + e. e. Letras distintas denotan diferencias significativas (a= 0.05).

Cuadro 15. Porcentaje de viabilidad de semillas de F. vulgare recién colectadasy a los 3,6, 9y 12
meses de almacenamiento t e. e.

3 meses 6 meses 9 meses 12 meses Recién
colectada
Ambiente (26 °C) 44 + 3.7% 58 + 3.3% 61+3.7% 37 +£3.3% 63 + 0.53%
7°C 55+5.2% 42 + 4 4% 60 +2.9% 50 + 3.9%
-20 °C 41 £ 5.5% 38+ 3.3% 61+3.1% 69 + 5.6%
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Las semillas de F. vulgare son factibles de almacenarse durante un afo con una
disminucion considerable de viabilidad y al igual que las semillas de H. inuloides, se podria
recomendar a los productores su almacén en el refrigerador ya que a temperatura ambiente

se observoé la mayor disminucion en la viabilidad después de 12 meses de almacenamiento.

Se ha observado que semillas de F. vulgare conservan cierto porcentaje de viabilidad hasta
por 5 anos, sin embargo, existen diferencias en la capacidad germinativa de la semilla
dependiendo su edad, es decir, las semillas de colectas mas recientes presentan
porcentajes de germinacion y viabilidad mas altos y esto es atribuido al deterioro natural de
las semillas almacenadas a temperatura ambiente (Torres et al., 1989) y no se recomienda
almacenarla mas de 3 a 5 afios ya que pierden velocidad de germinacion y esto es
indeseable para los productores. También se ha visto que existe un tiempo limite para el
almacenaje de las semillas de hinojo. Montezuma-de-Carvalho et al., (1987) reportaron que
las semillas de hinojo colectadas del medio silvestre no germinan después de 8 afios
almacenadas a temperatura ambiente y mencionan que las semillas de hinojo almacenadas
inapropiadamente presentan porcentajes de germinacion deficientes, sin embargo, la
pérdida gradual de su viabilidad también es influenciada por otros factores como la

humedad relativa en el aire.
Germinacién

La germinacion de las semillas recién colectadas fue similar ala de 3y 6 meses. Lade 9y
12 meses fue significativamente menor y se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos de temperatura y tiempos de almacenamiento (P=0.31, Kruskal-Wallis) (Fig.
25, Cuadro 16).
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Fig. 25. Curvas de germinacién de semillas de F. vulgare recién colectadas y almacenadas

durante 3,6,9y 12 meses t e. e.
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Cuadro 16. Capacidad germinativa (Ymax) de semillas de F. vulgare recién colectadas y almacenadas
durante 3, 6, 9y 12 meses * e. e. Letras distintas denotan diferencias significativas (a= 0.05).

3 meses 6 meses 9 meses 12 meses Recién
colectada
o) o) 0, o) 0,
Ambiente (26 °C) 58 + 5.3% 78 +3.9% 18 + 3.6% 65 + 4% 60 + 3.3%
abc a d abc abc
7 oG 50 +6.5% 78 +2.5% 36 +4.5% 44 + 3.7%
abcd a cd bcd
o 63 +5.8% 75+ 4% 41 + 5% 35+4.3%
-20 °C
abc ab cd cd

Lo visto en este estudio en cuanto a dias que requiere la semilla de F. vulgare para alcanzar
su maxima capacidad germinativa concuerda con lo antes reportado por Neacsu et al.,
(2015), en donde mencionan que la semilla de hinojo tiene un periodo de germinacién

maximo de 10 a 14 dias, después de los cuales las semillas han germinado completamente.

Cuando la semilla es almacenada a temperatura ambiente y en frio (7 °C) se tiene una
mejor capacidad germinativa que a -20 °C. Se han encontrado resultados similares por
Rubim et al., (2013) en donde se almacenaron semillas de hinojo a 15.7 °C y a temperatura
ambiente (21.6 °C — 28.6 °C), las cuales presentaron mayores porcentajes de germinacion
posterior al almacenamiento en 15 °C, no obstante, el material en el cual son almacenadas
las semillas tiene un papel muy importante ya que en este estudio las semillas almacenadas
en contenedores de cristal tuvieron mucho mejor capacidad germinativa y viabilidad que las

almacenadas en bolsas de algodoén y bolsas de papel.

Bezerra et al. (2004) también encontré que las semillas de Moringa oleifera Lam guardadas
en botellas recicladas de PET conservaron un porcentaje de germinacion similar cuando
son almacenadas en condiciones controladas de frio durante un ano con respecto a la
semilla antes del almacenamiento. Sin embargo, cuando son almacenadas a temperatura
ambiente durante el mismo periodo la germinacion de las semillas es reducida en un 78%.
Por lo que la temperatura en la cual se almacenen las semillas afecta de manera diferencial
dependiendo la semilla, sin embargo, el almacenamiento en frio, como se ha visto en F.

vulgare y en otras especies, contribuye a la reduccion de la velocidad de procesos
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degenerativos de la semilla, aunque manteniendo un porcentaje de germinacién
considerable durante un afio de almacenamiento, no obstante, el almacenamiento a
temperatura ambiente en este trabajo no redujo la capacidad germinativa de F. vulgare tan
drasticamente como el reportado por Bezerra et al. Estos resultados también concuerdan
con los reportados por Torres (2005), quien verificd que las semillas de sandia (Citrullus
lanatus (Thunb.) mantuvieron una gran calidad fisiologica cuando son almacenadas en
condiciones controladas de frio, comparadas con las que son almacenadas en condiciones

ambientales no controladas durante un ano.

Se observdo que las semillas germinaron mejor a los 3 y 6 meses después del
almacenamiento en las tres condiciones, por lo que se especula que puede existir algun
tipo de latencia que impida una éptima germinacion a pesar de ser viables, no obstante, la
respuesta germinativa difiri6 del porcentaje de viabilidad registrado después del
almacenamiento a los 9 y 12 meses, en los cuales la viabilidad presenté porcentajes
similares a la semilla recién colectada y la capacidad germinativa disminuyé
considerablemente. Con estos resultados se piensa que puede existir algun impedimento
fisiolégico o morfofisiologico en el embrién que impida germinar a la semilla en algunas

ocasiones a pesar de ser viable y no existir latencia.

Con lo visto anteriormente se podria almacenar la semilla hasta 6 meses en frio o
temperatura ambiente para tener un porcentaje de germinacion alto comparado con la

semilla recién colectada.
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La velocidad de germinacion (VG) mas alta fue a los 6 meses (11.9) a temperatura
ambiente, que de igual manera presenta la capacidad germinativa mas alta junto a la
registrada a 7° C. Al igual que la capacidad germinativa, las velocidades de germinacion

disminuyeron después del almacenamiento a 9 y 12 meses.

Cuadro 17. Velocidad de germinacidon maxima (VG) para la semilla de F. vulgare entre tratamientos
de almacenamiento y condiciones de temperatura.

Tratamiento Velocidad de germinacion

6 meses Ambiente (26 °C)

.
-20°C 9.5

__

__

12 meses Ambiente (26 °C)

-20 °C 6.9

(Control B

8.2.3. ESTRATIFICACION

3 Meses
Viabilidad

Posterior a los 3 meses de estratificacion se obtuvo un 14 + 0.37% de viabilidad, el cual es
muy bajo, ademas de que las semillas presentaban una leve putrefaccion, y en aquellas
que lograron germinar dentro de las bolsas se apreciaba una radicula débil y en muchos

casos muerta (Fig. 26).
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Fig. 26. Semillas de F. vulgare con putrefaccion parcial posterior a 3 meses de estratificacion, se
observan semillas germinadas con radiculas débiles o muertas.

Contenido de humedad

Se obtuvo un 33 £ 1.4% de humedad en las semillas que no germinaron después de 3

meses en estratificacion.
6 meses
Viabilidad

Después de 6 meses del tratamiento, las semillas presentaron en su mayoria putrefaccion.
A 34 semillas se les extrajeron los embriones para la prueba de viabilidad teniendo como
resultado embriones diminutos y muertos (Fig. 27) y una nula tincién en aquellos que
lograron extraerse integros, por lo tanto se obtuvo un 0% de viabilidad después de 6 meses

de estratificacion.
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Fig. 27. Comparativa de un embridon extraido posterior a la estratificacion 6 meses (izquierda) y un

embridn extraido sin estratificacion previa (derecha).

Las semillas germinadas a los 6 meses de estratificacion presentaron en su totalidad

radiculas muertas y en estado de putrefaccion.

Un estudio realizado por Tahaei et al., (2016), en el cual se realiz6 una prueba de
estratificacion a semillas de F. vulgare por 15 dias presentd porcentajes de germinacion
mas altos (36. 86%) que la semilla recién colectada (26.54%) y que los vistos en
tratamientos de estratificacion a 30 y 45 dias, en los cuales el porcentaje de germinacién
disminuy6 considerablemente (16.21% y 11.18% respectivamente). En el presente estudio,
la estratificacion a 3 meses (90 dias aproximadamente) no fue favorable ya que las semillas
y plantulas presentaron un leve estado de putrefaccion y debilidad, mientras que a los 6
meses las semillas y las plantulas no fueron viables por lo que no es recomendable realizar
el tratamiento de estratificacion a fechas prolongadas o superiores a 3 meses, mientras que
la estratificacion a corto plazo parece promover la germinacion de la semilla y romper
latencia. La estratificacién podria ser entonces favorable en tiempos cortos para la semilla

de hinojo, aspecto que valdria la pena corroborar.
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8.2.4. FOTOBLASTISMO

Se observo una respuesta similar en todas las condiciones luminicas, sin embargo, la luz
blanca present6 una diferencia significativa con respecto a las demas condiciones (P=0.01,
Kruskal-Wallis) (Fig. 28, Cuadro 18). La semilla de F. vulgare es indiferente a la calidad de
luz al germinar de forma similar en todas las condiciones luminicas pero es sensible a la

cantidad de luz (33.2 ymol/ m?/s) al verse disminuida su capacidad germinativa en luz

blanca.
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Fig. 28. Gréfico de caja del efecto de los tratamientos de luz sobre la capacidad germinativa de
semillas de F. vulgare. Los puntos rojos sefialan el promedio por tratamiento, letras distintas
denotan diferencias significativas. (a = 0.05).
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Cuadro 18. Capacidad germinativa (Ymax) de semillas de F. vulgare sometidas a diferentes
condiciones luminicas t e. e.

Tratamiento Porcentaje de germinacion
Luz roja 36 +5.3%
Luz roja lejana 36 +6.9%
Oscuridad 41+ 53%
Luz blanca 15 + 4.8%

Se ha visto que las semillas de F. vulgare germinan mejor en obscuridad. Como reporto
Thomas (1994), en cuyo estudio se germinaron semillas de hinojo en condiciones de luz y
oscuridad, teniendo un mayor porcentaje y velocidad de germinaciéon en oscuridad y a
temperaturas que oscilan entre los 15 — 30 °C, siendo el rango con mejores resultados el
de 20 a 25 °C. De la misma manera en un trabajo previo de Guy (1979), se observé que las
semillas de hinojo presentaron mayor porcentaje de germinacion en completa oscuridad
(+8%). Sin embargo esto contrasta con lo reportado por Damato et al., (1994) en donde se
colocaron a germinar semillas de hinojo en luz y oscuridad teniendo como resultado un 3%
mas de germinacién en luz y sugieren que la respuesta a la luz esta bajo control genotipico

como se ha observado en Radicchio rosso y otras especies (Pimpini et al., 1993).

Como se ha mencionado, existe una relacién entre el tamafo de la semilla y su respuesta
a la luz para la germinacién. Dado que se observa que esta semilla germina de mejor
manera en oscuridad, se sugiere que el fruto-semilla de hinojo tiene un gran contenido de
reservas para la germinacion, sin embargo, la germinacién se puede ver afectada por

elementos externos o también tener latencia.
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8.2.5. PRIMING

Se observd que entre los tratamientos de acondicionamiento a las semillas, los que dieron
mejores resultados fueron las giberelinas al 50 ppm y 100 ppm y el termopriming a
temperatura ambiente, mientras que el osmopriming presenté los porcentajes de

germinacion mas bajos.
Osmopriming

Entre los dias de germinacion no se observo un incremento en la aceleracion de la misma,
se observan dos bloques, uno que se conforma por los dias 1-5 y otro por los dias 6-14
(P=0, Kruskal-Wallis).

Existen diferencias significativas entre los tratamientos, siendo el hidropriming el que
presentd el mejor resultado y con las concentraciones de -3atm y -6atm la germinacion no
fue favorecida (P= 6.1479x10°8, Kruskal-Wallis) (Fig. 29, Cuadro 19).
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Fig. 29. Curvas de germinacién de semillas de F. vulgare sometidas a diferentes tratamientos
de priming osmético * e. e.
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Cuadro 19. Capacidad germinativa (Ymax) de semillas de F. vulgare sometidas a diferentes
tratamientos de priming osmdtico * e. e.

Osmopriming

-3atm -6atm Hidro

12 +2.8% 10 £ 3.6% 24 + 3.8%

El hidropriming es el tipo de priming mas simple al consistir en hidratar las semillas con
agua destilada y minimizar el uso de quimicos. Varios autores han descrito efectos positivos
del priming a semillas unicamente con agua (Harris et al., 1999, 2002, 2004; Rashid et al.,
2002). Se ha visto que las plantulas de semillas tratadas uUnicamente con hidropriming
emergen mas rapido y crecen mas vigorosas que aquellas que no son tratadas (Rashid et
al., 2002; Arif et al., 2005; Miraj, 2005) y a pesar de que no se obtuvo un porcentaje de
germinacion considerablemente alto, el hidropriming muestra ser un tratamiento eficiente a
la semilla de F. vulgare por encima del tratamiento con manitol. De la misma manera Sedghi
et al., (2010) reportaron que las semillas de hinojo tratadas con manitol presentaron los mas
bajos porcentajes y velocidades de germinacion en comparacion con las semillas tratadas
con otros tipos de priming como son las giberelinas, agua destilada y NaCl. Del mismo
modo, las plantulas emergidas de semillas tratadas con manitol presentaron la menor
longitud de radicula y plumula, por lo que no es conveniente aplicar este tratamiento a
semillas de hinojo. Sin embargo, el tratamiento a semillas de otras especies con manitol ha
demostrado ser un tratamiento efectivo que provee mejores porcentajes de germinacion en
contraste con semillas no tratadas y aquellas que son tratadas con hidropriming, esto se ha
visto en semillas de garbanzo (Cicer arietinum) y quimbombé (Abelmoschus esculentus)
(Sarwar et al., 2006, Besma et al., 2014).

A pesar de que en el presente estudio, el osmopriming con manitol no resulté6 adecuado
para la semilla de hinojo, se ha observado que el tratamiento pre-germinativo a la semilla
con otro tipo de priming osmético con NaCl, PEG y K2SO4 ha beneficiado su capacidad y

velocidad germinativa (Neamatollahi et al., 2009).
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Termopriming

Entre los dias de germinacion se observan dos bloques que se conforman uno por los dias
1-5 y otro por los dias 6-14, sin una aceleracién en la germinacion considerable (P=0,
Kruskal-Wallis).

Hay diferencias significativas entre los tratamientos, siendo la temperatura ambiente la mas
favorable, seguido de la temperatura a 35 °C y finalmente la temperatura a 7 °C con

porcentajes muy bajos de germinacién (P=0, Kruskal-Wallis) (Fig. 30, Cuadro 20).
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Fig. 30. Curvas de germinacién de semillas de F. vulgare sometidas a diferentes tratamientos
de priming térmico + e. e.
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Cuadro 20. Capacidad germinativa (Ymax) de semillas de F. vulgare sometidas a diferentes
tratamientos de priming térmico t e. e.

Termopriming

35 °C 7°C Ambiente (26 °C)
33+6.4% 4 +1.4% 43 £ 2.6%

Como se ha mencionado, la temperatura es un factor muy importante que regula la
germinacion ya sea determinando la velocidad y capacidad germinativa, eliminando latencia
primaria o secundaria o también induciendo latencia secundaria. Sin embargo, los rangos
de temperatura para la germinacién de las semillas dependen en gran medida en el periodo
del afio en el cual las plantas completan sus ciclos vitales y el lugar geografico de donde
son originarias las especies (Besnier, 1989). No obstante, esto no aplica a algunas especies
ya que existe la combinacién de un gran niumero de factores naturales e interacciones en

el ecosistema y esto hace que la germinacién se vea afectada de diferentes maneras.

Existen semillas de diferentes especies originarias de paises Mediterraneos que
generalmente no necesitan una temperatura especifica que promueva la germinacion,
aunque muchas de ellas usualmente prefieren altas temperaturas (Kérner, 2003; Billings y
Mooney, 1968). De la misma forma, se observd que la semilla de hinojo germina mejor a
temperatura ambiente pero a 35 °C hay una respuesta un poco menor y a bajas
temperaturas la germinacion tampoco se ve favorecida. Sin embargo, esto contrasta con
un estudio de Thomas (1994) en el que reportd para tres variedades de semilla de F. vulgare
que temperaturas por encima de los 30 °C no favorecen la germinacion y que la temperatura
Optima para la germinacién de esta semilla oscila entre los 20 y 25 °C. De cierta forma este
rango de temperaturas podria considerarse dentro de la temperatura ambiente del valle de

México por lo que en este aspecto concuerda con este estudio.

La semilla de F. vulgare ha demostrado un buen porcentaje de germinacion a diferentes
temperaturas, como reporta Damato et al. (1994), en cuyo experimento las semillas con un
tratamiento a 35 °C no presentaron germinacién, no obstante, la temperatura éptima para
la germinacién fue de 25 °C lo que concuerda también con los resultados obtenidos en este
estudio, sin embargo, también se obtienen buenos resultados de germinacién a 15, 20 y 30
°C.
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Heidari et al., (2014) de igual manera reportd para el hinojo que la semilla presenta un
amplio rango de temperaturas en las cuales germina adecuadamente dependiendo la
variedad de la especie (12 - 35 °C) y esta puede ser una caracteristica prometedora para
que el hinojo se adapte bien y se cultive en varias regiones e incluso en diferentes fechas
de siembra. Sin embargo, la respuesta de la planta a la temperatura en otros estadios de
crecimiento también debe ser estudiada.

Hormopriming

Se observd una aceleracion en la germinacion en el dia dos con respecto a los demas
tratamientos, por lo que este tratamiento de priming presenté los mejores resultados. Entre

dias se conformaron dos bloques, uno por los dias 1-2 y otro por los dias 3-14.

Las giberelinas arrojaron mejores resultados en cuanto a germinacion, sin embargo, entre

50ppm y 100ppm no hubo diferencias significativas (P=0, Kruskal-Wallis).
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Fig. 31. Curvas de germinacién de semillas de F. vulgare sometidas a diferentes tratamientos de
hormopriming + e. e.
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Cuadro 21. Capacidad germinativa (Ymax) de semillas de F. vulgare sometidas a diferentes
tratamientos de hormopriming + e. e.

Hormopriming
GA50 GA100 Aux50 Aux100 Hidro
43 +7.5% 41 +£6.1% 28+4.7% 21+4.2% 24 +3.8%

El uso de giberelinas en la germinacién ha brindado muchos resultados favorecedores para
distintas especies y de la misma manera que en H .inuloides, las aplicacion de giberelinas
exbégenas a la semilla resultdé ser un buen tratamiento de priming en contraste con las

auxinas.

Las giberelinas son capaces de afectar la germinacién de la semilla promoviendo el
crecimiento celular y su desarrollo. Las interacciones entre las hormonas vegetales y los
genes de las plantas afectan el proceso de germinacion de la semilla. En consecuencia, es
posible regular la germinacién de las semillas mediante la modificacion de la expresion de
genes (Miransari y Smith, 2009; Miransari y Smith, 2014; Liu et al., 2013). También las
giberelinas son capaces de activar semillas en latencia. A pesar de que las giberelinas no
controlen la latencia, con el hormopriming se puede aumentar la velocidad de germinacién
mediante el incremento de la actividad de la enzima a-amilasa, resultando en la mejora del
metabolismo del almidén y la solubilidad del azucar (Afzal et al., 2002; Afzal et al., 2008;
Duran-Paramo et al., 2014; Misawa y Susuki, 1982).

Thomas (1994) reporta que en varias semillas la latencia esta asociada a altas temperaturas
y oscuridad, pero esta latencia se puede romper mediante el tratamiento con giberelinas.
Asimismo reporta que a pesar de que el hinojo es diferente ya que germina mejor en
oscuridad que en luz, su germinacion, que es inhibida a altas temperaturas puede verse
beneficiada mediante el uso de GA47, indicando que las giberelinas parecen estar
directamente involucradas en un control de la germinacion de semillas foto-inhibidas y, en
general, que el priming a semillas de hinojo con giberelinas es muy efectivo en cuanto a

velocidad y porcentaje de germinacion sin efectos adversos en el desarrollo de la plantula.

Se sabe que en Apiaceae la aplicacion de giberelinas (GA3) acelera considerablemente la
velocidad de germinacion en condiciones de salinidad (Atia et al., 2009). De la misma forma,

la aplicacion de GA exdgena puede ser efectiva para mitigar los efectos de la salinidad en
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el medio para la germinacion de varias especies como Zygophyllum simplex, Arthrocnemum
indicum L. y Prosopis juliflora. (Khan et al., 1998; Khan et al., 2002; El-Keblawy et al., 2005).

De igual manera, el acido giberélico parece jugar un rol fundamental en el proceso de
germinacion especialmente en la liberacion de carbohidratos y proteinas para ser
degradados por enzimas en condiciones de estrés salino (Baes y Arechiga, 2007).
Adicionalmente, Kim y Park (2008) reportaron que el estrés salino se puede evitar mediante
la actividad de genes inducidos por el acido giberélico en el proceso de germinacion de

semillas.

Asi como se observé en este estudio, Sedghi et al., (2010) reportaron para semillas de F.
vulgare y Calendula officinalis tratadas con GA3, que su capacidad germinativa, velocidad
de germinacion y desarrollo de plantula se ven beneficiados en contraste con semillas que
no son tratadas. Se menciona igualmente que el GAs incrementa la sintesis de enzimas
hidroliticas en la capa aleurona y por la actividad de estas enzimas los compuestos
almacenados se convierten en transferibles (sacarosa y glucosa) y son trasladados al
embrién. Un factor vital para la trasferencia de reservas es su solubilidad en agua que es
disminuida cuando existe estrés salino y un tratamiento con giberelinas es esencial para

evitar este tipo de problemas.

Dado que no existié ningun tipo de estrés salino en este estudio, la actividad de las
giberelinas de acelerar las reacciones metabdlicas en la semilla no se vio afectada y se
manifestd con una velocidad y capacidad germinativa altas en comparacion con los demas

tipos de priming.

De la misma manera que con las semillas de arnica, en F. vulgare el tratamiento con auxinas
no arrojo diferencias significativas con el grupo control por lo que parecen actuar en
procesos morfogénicos posteriores a la germinaciéon como se ha visto en otras especies,

aunque se especula que a altas concentraciones pueden perjudicar el proceso germinativo.
Tratamientos de priming con mejores resultados

El hormopriming con giberelinas a ambas concentraciones (50ppm y 100ppm) obtuvo la
mejor capacidad germinativa ademas de una aceleracion en la germinacion con respecto a
los demas tratamientos. El termopriming a temperatura ambiente también mostré alta

capacidad germinativa (43%) al igual que el tratamiento con giberelinas, sin embargo, éste
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no acelerd la germinacion de la misma manera y el osmopriming en general obtuvo bajos

porcentajes de germinacion, siendo el hidropriming el mas alto con 24%.

De la misma manera que se vio con H. inuloides, en F. vulgare las giberelinas presentaron
los mejores resultados en cuanto a velocidad de germinacion. Sin embargo, en todos los
tratamientos de priming con mejores resultados, se alcanzé la capacidad maxima de

germinacion a los 7 dias después de la siembra (Cuadro 22).

Cuadro 22. Velocidad de germinacion maxima (VG) de semillas de F. vulgare entre tratamientos de
priming con los mejores resultados.

Tratamiento Velocidad de germinacion (VG)

V24 V48 ‘ V72 | V96 | V120 | Vi44 | V168 V264 V288 | V312 V336
Hidro 0 1.8 | 56 | 58 6.1 6.2 . . . . . . .
1 25|58 73| 85 |104 112|112 |11.2 | 11.2 |11.2 | 11.2 |11.2 | 11.2

Ambiente
(26°C)
Ga50 8 |10.5|135| 17 | 176 | 179 | 18.2 | 18.2 | 18.2 | 18.2 | 18.2 | 18.2 | 18.2 | 18.2

Ga100 3 55 | 88 (126 13.1 | 13.7 | 13.9 | 13.9 | 139 | 13.9 | 139 | 13.9 | 13.9 | 13.9

Cuadro 23. Capacidad germinativa (Ymax) de semillas de F. vulgare entre tratamientos de priming con los
mejores resultados * e. e.

Mejores

tratamientos
Hidro Ambiente (26 °C) GA50 GA100
24 + 3.8% 43 + 2.6% 43 +7.5% 41 +6.1%

89



8.2.6. RECOMENDACIONES A LOS PRODUCTORES

e Las semillas de F. vulgare germinaron considerablemente mejor en papel
absorbente que en agar, asi que se recomienda este sustrato o uno como éste, que
mantenga la humedad constante y bien cubiertas a la semillas.

o La semilla resulté ser permeable por lo que no se requiere ningin método de
escarificacion.

¢ El contenido de humedad, la viabilidad y la capacidad germinativa se conservan con
porcentajes considerablemente menores al de las semillas recién colectadas al ser
almacenadas durante un afio, se recomienda almacenar en frio (7 °C) o a
temperatura ambiente (26 °C) y utilizar las semillas recién colectadas en lapsos de
3 a 6 meses para conservar su calidad y obtener buenos porcentajes de germinacion
después de la colecta y/o almacenamiento.

e Las semillas resultaron ser fotoblasticas indiferentes, sin embargo, son sensibles a
la cantidad de luz, por lo que es preferible colocarlas a germinar en oscuridad o en
sitios con poco flujo foténico.

e No se recomienda utilizar manitol como tratamiento pre-germinativo o colocar las
semillas a germinar a temperaturas bajas, es preferible la temperatura ambiente (26
°C).

o El tratamiento a las semillas con acido giberélico (BIOGIB® 10 PS) a 50 o 100 ppm

mejora significativamente la capacidad y la velocidad germinativa.
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9. CONCLUSIONES

Las semillas de H. inuloides germinan mejor y mas rapido en agar que en papel absorbente,

por el contrario, las semillas de F. vulgare germinan mejor en papel absorbente que en agar.

Las semillas de ambas especies se caracterizaron como ortodoxas y permeables por lo que

no es necesario escarificar las semillas.

La viabilidad de las semillas recién colectadas de H. inuloides fue alta pero se presentan
muchas semillas vanas en todas las colectas, mientras que la viabilidad de semillas de F.

vulgare se encontrd por debajo del 65% en todas las colectas.

En general, las tres condiciones de almacenamiento (Ambiente, -20 °C y 7 °C) permitieron
conservar un contenido de humedad menor al 5% por lo que las semillas de ambas especies

pueden almacenarse durante un afio.

La viabilidad y la capacidad germinativa de las semillas de ambas especies se mantuvieron
durante 9 y 12 meses respecto a la de las semillas recién colectadas, siendo las semillas
de F. vulgare mas susceptibles a la perdida de viabilidad y capacidad germinativa después

del almacenamiento de un ano.

El almacenamiento en frio (7 °C) conserva de mejor manera el contenido de humedad,
viabilidad y mantiene la capacidad germinativa de las semillas de H. inuloides durante al

menos 12 meses.

El almacenamiento en frio (7 °C) y a temperatura ambiente favorece la conservacion de la
viabilidad y mantiene un contenido de humedad adecuado para F. vulgare. Sin embargo, la

semilla puede contener un tipo de latencia que le impida germinar a pesar de ser viable.

La estratificacion de semillas de F. vulgare a 3 meses 0 mas reduce considerablemente su
viabilidad y capacidad germinativa, por lo que no se recomienda la aplicacién de este

tratamiento para esta especie.

Las semillas de ambas especies respondieron como fotoblasticas indiferentes, sin embargo,
la semilla de F. vulgare germina mejor en condiciones de oscuridad asi que puede ser

sensible al flujo foténico.
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El priming de semillas con giberelinas (50 y 100pp) resulté ser el mejor tratamiento pre-
germinativo para ambas especies ya que aumento la velocidad de germinacién y capacidad

germinativa.

El osmopriming con manitol a -3atm y -6atm es un buen tratamiento pre-germinativo para

las semillas de H. inuloides pero no se recomienda para F. vulgare.

En ambas especies se obtienen altos porcentajes de germinacién al colocar las semillas a

germinar en temperaturas cercanas al ambiente (26 °C).
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11. ANEXOS

1. Fichatécnica del producto comercial Radix® T3000.

LEA ESTE DOCUMENTO ANTES DE USAR EL PRODUCTO Y
CONSULTE A UN PROFESIONAL EN CIENCIAS AGRICOLAS

252
RADIX

FICHA TECNICA
RADIX® T 3000

REGULADOR DE CRECIMIENTO VEGETAL TIPO 1
LIQUIDO
DESCRIPCION DEL PRODUCTO:
I_!AD!XQ T 3000, es un producto regulador de crecimiento vegetal, formulado en liguido soluble, que contiene
Acido Indol-3-Butirico al 0.3 % como ingrediente activo, siendo la auxina mas eficaz en la promocion de la
iniciacion de la formacion de raices adventicias o laterales.

ANALISIS GARANTIZADO:

Acido Indol-3-butirico (4-(1 H-indol-3-yl)butyric acid) —— -0.3%
Ingredientes Inerte 99 7%

Un litro de RADIX® T 3000 contiene el equivalente a 3 gramos de AIB puro.

Presentacion: Caja de 15X1 litro.
FORMA DE ACCION:

El Acido Indol-3-Butirico ingrediente activo de RADIX® T 3000, es un regulador de crecimiento vegetal, una
auxina presente en la naturaleza (p. gj. Arabidopsis Thaliana, y Salix), que regula |a iniciacion y el crecimiento
de las raices laterales, modificando la arquitectura del sistema radicular de las plantas. El Acido Indol-3-
Butirico puede ser absorbido por cualquier parte de las plantas. Actlia por si mismo y a través de su
transformacion en Acido Indol-3—Acético, que también regula el crecimiento de las raices.

Se recomienda su aplicacién en hortalizas de trasplante o siembra directa; granos, forrajes, frutales, forestales
y pastos; para estimular el desamollo general de las plantulas v acelerar el restablecimiento de la plantacion
después del trasplante y/o siembra por medio de la induccion de desarrollo de raices laterales.

En el proceso agricola del trasplante de plantulas de hortalizas, sucede un fendmenoc similar a la propagacian
vegetativa por enraizado de esquejes. Esto es, durante el trasplante, cerca de |a totalidad de las raices que ha
desarrollado la plantula en el invemadero mueren y se degradan, dando paso a la iniciacion de raices
laterales que parten desde la base del tallo, para formar un sistema de radicular practicamente nuevo,
similarmente al enraizado de esguejes.

La aplicacion de RADIX® T 3000, después del trasplante induce artificialmente 1a regeneracion y crecimiento
de las raices, anticipadaments a la respuesta natural del vegetal, acelerando su restablecimiento vy
contramestando el deterioro que se presenta por el trasplante, logrando por este medio un menor dafio por la
exposicion de 1as raices y por 1as condiciones del medio ambiente. Al restablecer y renovar el sistema
radicular mas rapidamente ¥ con una mejor estructura, se incrementa el vigor y la fortaleza general de la
planta, disminuyendo los efectos negativos que acomparian al trasplante.
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El rendimiento de |a cosecha esta relacionado con la sanidad, cantidad y calidad de la biomasa radicufar. La
causa mas frecuente del deterioro en el desarrollo de Ias raices, se debe a niveles inadecuados de humedad,
la alteracion de las cualidades del suelo y su infestacion por plagas y enfermedades.

La oportuna aplicacion RADIX® T 3000, asi como las buenas practicas sanitarias disminuyen el detimento del
sistema radicular, induciendo el crecimiento y la formacion de nuevas y mas numerosas raices, gue alcanzan
mayor profundidad v cobertura radial, aumentando la capacidad de la planta para la absorcion de nutrientes y
humedad, en una zona mas amplia del susio.

La arquitectura superior del sistema radicular artificialmente inducido con RADIX® T 3000, promueve el mejor
desarrollo general de las plantas, produciendo cosechas de mayor calidad, uniformidad y cantidad.

RECOMENDACIONES DE USO: Usese en los cultivos aqui recomendados
CULTIVO Dosis EPOCA METODO
1L =in dilucion Tratamiento de Ia “semila” e .
) (3000 ppm) Antes de Ia plantacion. Aspersinn s s base del exquee
AGAVE (Agave tequilana) T en00L a
e e A Aplicar cada 4 meses Aplicacion al suelo “drench™ 100 c.c./planta
(30 ppm)
ks m:ﬁmma : n% o Tratamiento de Ia “semilla” Inmersion de ta “semilla® por ¥ hora.
AJO (Allium sativam) ppm : ) = —
30 dias despues de la Aplicacion foliar o a traves de nego por
1 L por Ha =
siembra goteo.
CEBOLLA (Alium cepa), 250 Ha 30 dias después de la Aplicacion foliar o a través de riego por
ZANAHORIA (Daucwus carota) po siembra goteo.

BANANO (PLATANO) (Musa
paradisiaca)

41 en 120 L de agua
{100 ppm}

Aplicar cada 4 meses

Aplicacion a sobre &l como o
al suelo “drench” 80 a 100 c.c. por planta.

BROCOLI {Brassica oleracea

En invernaderc de

Antes de la siembra.

- germinacion: : - Humedecer el sustrato con la solucion
var. italica), 160 cc.a20L de Tt e A lies ol y antes de llenar las charolas.
COL (var. viridis) agua (24 ppm) auatrato.
COLIFLOR{var. Bofrytis),
LECHUGA (Lactuca safiva) 182 LncrHa 7 a 13 dias después de Aplicacion foliar o a través de riego por
PO traspiante. goteo.
CALABAZA (Cucurbita pepo)
PEPINO (Cucumis safivus), 1a2LporHa 7 a 13 dias despuss de Aplicacion foliar o a traves de riego por

MELON (Cucumis mela) Y
SANDIA (Citrullus lanatus)

trasplante.

gotea.

CHILE, PIMIENTO {Capsicum

annum), TOMATE (Licopersicum

4 L por Ha en cuatro
aplicaciones de 1L

Aplicacicones a los: 10, 40,
130y 190 dias después

Aplicacion foliar o a través de riego por

escutentum) por Ha cada una de trasplante. L o
CEBADA {Hordeum vulgare), . -
MAIZ (Zea mays), TRIGO . wﬁwnnhmma_mwhﬂwﬂm_wm% Aplicacién foliar o a través de riego por
( Trticum aestivum), bt 3 u_.__um:_nmm goteo.
SORGO{Sorghum vulgare), etc. -
ESPARRAGO (Azparagus : Aplicacion foliar o a través de riego por
officinalis) 1 L por Ha Aplicar cada 4 meses goteo.
- 1L en 200 L de agua : Inmersion de los esquejes (estolones)
FRESA (Fragaria f.mmnm___ (15 ppm) Antes de la siembra en la solucion per 2 & 8 Hr.
FRAMBUESA (Rubus idasus),
ZARZAMORA(Rubus Alos 30, 90, 150y 210 L X A z
fructicosus) 1 L por Ha dias despuss de Ia Aplicacion foliar o a traves de nego por

plantacion.

goteo.

PAPA (Solanum tubsrosum)

1 Len 200 L de agua
(15 ppm)

Tratamiento de “semilla”

Aspersion sobre la “semilla” o
inmersion instantanea de “semilla”.

1 L por Ha

30 a 45 dias después de la
siembra

Aplicacion foliar o a través de riego por
gotea.
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CULTIVO DOSIS EPOCA METODO
FRUTALES:

AGUACATE (Persea 1Len 1L de agua Prop ion de esquej | ion instantanea del corte basal
americana), MANZANO (Malus (1200 ppm). porta-injertos o “patrones”. de los esquejes en la solucion.
domestica), MANGO (Mangif

indica)
NOGAL (Juglans regia), 2a4 L porHa. Aplicar cada 3 a 4 meses. | Aplicacion foliar o a través de riego por goteo.
VID (Vitis vinifera),
CAFE (Coffea arabica)
CACAD (Theobroma cacac) 4Len200L de agua Aplicacion cada 4 meses. Aplicacién al suelo “drench” 100 c.c./planta
Citiricos (60 ppm).
PAPAYO (Carica papaya) | - e’}gg‘;;r:f 30U | jicar cada 30 @ 60 dias. | Aplicacion al suelo “drench® 180 c.c fplanta
PASTOS, CESPED, ALFALFA 1L porHa aplicar cada 30 a 60 dias. Aplicacion foliar o a traves de riego por
aspersion.
PIfIA (Ananas comesus) 5L porHa 30 a 45 dias despues de la Aplicacion foliar o a traves de riego por

siembra

aspersion.

PLANTAS DE ORNATO

1L en 100 L de agua
(30 ppm)

10 a 15 dias después del
trasplante cada 60 dias

Aplicar en "drench” de 50 a 100 c.c.
de la solucion por planta

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS DE USO:

INCOMPATIBILIDAD:

Incompatikzle con compuestos halogenados. No se ha demostrado incompatibilidad con otres agroguimicos.
Solo deberd mezclarlos con productos registrados en los cultivos autorizados. Se recomienda efectuar
pruebas a pequefia escala para comprobar resultados antes de efectuar aplicaciones masivas. RADIX™ T
3000 es estable en rangos de Phde 4 a2 11.

FITOTOXICIDAD: Este producto no ha presentado fito-toxicidad a las dosis recomendadas.

TOXICIDAD: Toxicidad del producto comercial:

Grupo IV. Productos que no tienen u ofrecen algin peligro.
LD50 Oral Aguda: = 2000 mg/Kg
LD50 Dérmica: = 2000 mg/Kg.

Indice de irritacion ocular: 6 (En una escala de 0 - 110)

INTERVALO ENTRE LA ULTIMA APLICACION Y LA COSECHA: Sin restriccion.

INTERVALO DE REINGRESO AL AREA TRATADA: Sin restriccion.

LiMITE DE TOLERANCIA DE RESIDUQS: Exento de limite de tolerancias EPA.

REGISTRO CICOPLAFEST: RSCO-3184/X11/94

FABRICANTE ¥ FORMULADOR:
INTERCONTINENTAL IMPORT EXPORT, S.A.DE C.V. .
LIBRAMIENTO SUR KM. 3.5. SALAMANCA, GUANAJUATO, MEXICO C.P. 36881

TEL.: 52 (464) 742-50. FAX: 52 (464) 741-87

E-MAIL: contacto@interie.net

Pagina Web: www.interie.net
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2. Fichatécnica del producto comercial BIOGIB® 10PS.

1de1

anysta Lifescence. FICHA  TECNICA
BIOGIB

ESPECIFICACIONES DE AGROINSUMOS
TIPO DE AGROINSUMO: Regulador de crecimiento vegetal

MEXICO

DESARROLLO TECHICO Julip, 2014

NOMBRE COMERCIAL: BIOGIB® 10 PS
pH DE LA FORMULACION:

6.0 a 8.5 (solucion al 5%)
% EN PESO

COLOR: SOLUBILIDAD EN AGUA:
Blanco o crema claro Soluble

PRINCIPALES COMPUESTOS DE LA FORMULACION:

Acido giberélico

FAMILIA QUIMICA:
Acidos organicos
FORMULA QUIMICA:
C1sHz0g

MODO DE ACCION: BIOGIB™ es un estimulante de crecimiento vegetal hecho a base de acido giberélico (GA3) que favorece el
crecimiento vegetativo mediante la division ylo elongacion celular, en las regiones meristematicas, promoviendo el desarollo y
crecimiento de la planta. Induce el amarre y crecimiento de frutos.

FORMULACION: Poivo

COMPOSICION PORCENTUAL:

Acido giberélico (GAz) ..o
Diluyentes y acondicionadores . oA
TOWED ..o e e e e amee e

CATEGORIA DE PELIGRO:
Mo aplica

RESIDUALIDAD:
No es Residual

NUMERO DE REGISTRO:

RSCO-0038/1195

USOS AUTORIZADOS:

diametro de baya de 10 a 15 mm.

Cultivos Dosis y época de aplicacion Efectos
De 15 a 375 gramos de BIOGIBY 10 PS por ha durante la
floracion, apligue cuando la mayoria de los racimos estén al | Para disminuir el amarmre
Uva Flame sin 80% de floracion. reduciendo costos de raleo y
semilla De 100 a 240 gramos de BIOGIB® 10 PS por ha después del | acelerar la maduracion.
raleo del racimo o cuando las bayas midan un promedio de 6 a | Aumenta el tamafio de los frutos.
8 mm vy la segunda aplicacién durante los préximos 5 a 10 dias.
De 160 a 400 gramos de BIOGIE® 10 PS por ha cuando las
bayas midan de 4 a 5 mm de diametro. La primera aplicacion =
Uva Perlette después del raleo del racmo y la segunda dentro de los E:;':s ?‘gcf‘m”g Ll e
proximos 7 dias. (Si la segunda aplicacion ocurre a mas de 14 )
dias se reducira el efecto potencial)
100 gramos de BIOGIE®™ 10 PS por ha en una aplicacion de 800 =
UvaSuperior | a 1,000 Iha dos semanas después del raleo natural con un | AUMeNta el tamano de la baya y

reduce el adelgazamiento de esta.

Uva Thompson sin
semilia

De 40 a 80 gramos de BIOGIB® 10 PS por ha antes de la
floracion cuando los racimos tengan un largo de 83 13 em.

De 160 a 400 gramos de BIOGIB® 10 PS por ha después del
raleo del racimo cuando las bayas midan de 4 a 5 mm de
diametro o dos aplicaciones de igual cantidad, la primera dentro
de 2 a 2 dias despugs del ralec haciendo la segunda aplicacién
dentro de las dos proximas semanas.

Alargamiento de los racimos y
reduccion del costo de raleo.
Aumento de tamafio en uvas y
racimos.

Uva Thompson sin
semilla para pasas

De 20 a 30 gramos de BIOGIB® 10 PS por ha cuande la
mayoria de los racimos estén en el 60 al 80% de floracion.

Disminuye el amarre de las bayas,
obfiene mejor calidad de pasas,
acelera la maduracion y reduce la
pudricion.

10 gramos de BIOGIB 10 PS por 100 litros de agua, al inicio

Para incremento del tamafio de

Fresa del crecimiento de frutos y repita la misma dosis entre 15 a 20 fulos
dias. '

Frambuesa De 50 a 60 gramos de BIOGIE® 10 P5 por ha, al inicio del | Para incremento del tamafio de
Zarzamora crecimiento de frutos y repita la misma dosis de 15 a 20 dias. frutos.

RECOMENDACIONES
ESPECIFICAS:
Lea detenidamente |a etiqueta
del producto y siga las
indicaciones de uso.

PRESENTACIONES
COMERCIALES:

Frascode 100

RESPONSABLE DEL PRODUCTO:
Arysta LifeScience México, SA de CV.
Blvd. Jesis Valdés Sanchez No. 2369
Col. Europa, C.P. 25290. Saltillo, Coahuila de Zaragoza,

Tel. D1 844 438 05 00.

México.
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