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Resumen

El osmoacondicionamiento es un tratamiento de presiembra el cual consiste en remojar las
semillas en. una‘solucion con potencial osmotico conocido, ésta permite la imbibicion y la
activacion del metabolismo: pregerminativo de las semillas pero no la-germinacion.
Beaucarnea gracilis (Nolinaceae) es un arbol suculento endémica de la zona semiarida de
Tehuacéan, Puebla, es considerado como especie amenazada par la Norma Oficial Mexicana de
Ecologia Ecol.059. 2010 por lo cual estudios: sobre su germinacion y establecimiento
contribuiran con la preservacion de la especie. Es asi que se realizo el presente estudio a fin de
evaluar el efecto. del osmoacondicionamiento sobre la calidad fisiolégica de semillas de
Beaucarnea gracilis. Los bioensayos de osmoacondicionamiento se realizaron con KNOs,
KCI, NaCl y-PEG-8000 a 0, -5, -10, 15 y -20 atm de presion osmotica durante 0, 24, 48, 72,y
96 horas de imbibicion, posteriormente se almacenaron durante.0, 7, 30, 60, 90 y 180 dias de
presiembra para evaluar si el beneficiado de las semillas se mantiene con el paso del tiempo.
Se realizaron pruebas de germinacién estandar con 30 semillas con 4 repeticiones, en cadmara
de germinacion a 35°C y 16 haras luz. Después del tratamiento, el porcentaje y velocidad de
germinacion respondieron de manera diferente en funcion del agente osmotico,.su poteneial,
duracion del tratamiento y periodo de almacenaje.- Los resultados-més sobresalientes muestran
que el osmoacondicionamiento con KCI a -5 atm durante 72h, KNOz a=5 y -10 atm durante
24 h 'y PEG 8000 a -10 atm durante 24h, mejoraron la calidad fisiologica de la semilla de
Beaucarnea gracilis, efecto que persistio hasta“por 180 dias después del tratamiento. Los

tratamientos han demostrado-mejorias en el porcentaje”y uniformidad_de, la~.germinacion,



ademas de la sobrevivencia y calidad mﬂff 6gica de las plantulas, asi mismo los datos

/ %pecie puede germinar y establecerse en




Abstract

Seed priming .is a pregerminative technique for improving seed germination and vigor, it
involves imbibition of seeds in water under contrelled conditions to initiate early events of
germination followed by drying the seed back to its initial moisture content, in order to have a
control on germination. Beaucarnea gracilis (Nolinaceae) is an-endemic-succulent tree from
the semiarid zone of Tehuacan, Puebla, considered as a threatened species by NOM Ecol 59
(2010). Studies related on‘germination as well as on seedling establishment will contribute to
its conservation. This study evaluated the effect of osmopriming under KNO3, KCI, NaCl
and PEG 8000 at 0, -5,-10,-15 and -20 atm., on the physiological quality of Beaucarnea
gracilis seeds, with-"0, 24, 48, 72 and 96 imbibition hours, then dried and stored during 0, 7,
30, 60 ,90 and~.180 days in order to evaluate this as a pregerminative treatement.
Germination proves were .done with 30 seed per treatment with four repetitions under a
germination chamber stated with 35°C and 16 light hours. After treatment germination
percentage as well as germination rate were evaluated for each osmotic agent, imbibitions, and
dried period. To know the difference between treatments ANOVA analysis was applied. The
results show that osmopriming with a 24 hour imbibition with KCL-5 and-10.atm., as well-as
with PEG 800 at -10 atm~ improved the physiological category of the Beaucarnea gracilis
seed, the effect continued after 180 days of treatment. The esmopriming pretreatment showed
an increase on rate and final germination, improved survival:and morphological look of
seedlings. The data obtained ‘will contribute to the knowledge of seeds treated in saline

conditions it happens with the soils from arid lands.
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1 INTRODUCCION

1.1 Tratamientos de pre siembra

Los agricultores han utilizado en el transcurso de los afios, diferentes tratamientos que aplican
a las semillas-antes de su siembra y que con el tiempo, se han tomado como-técnica comun, al
realizar una revision de estas experiencias se llega a la conclusion de que*las semillas
remojadas en agua y después secadas a temperatura ambiente con tiempo suficiente, germinan

mas rapido que las semillas no tratadas.

La alta competitividad en el mercado, aunado a la demanda de cultivos méas rentables ha
propiciado que “los. tratamientos de pre siembra, con el fin de mejorar el desarrollo de las
semillas en el campo se hayan incrementado recientemente, pero son escasos los trabajos que
se realizan para especies no comerciales (Giménez Sampaio et.al., 1991; Pifia Espejel et al.,
2010 a). Los estudios en semillas de especies de interés comercial han mostrado que los
tratamientos pregerminativos incrementan la viabilidad y longevidad de las semillas (Butler et

al., 2009).

Por ello, en los Gltimos afios la practica de los tratamientos, pregerminativos-ha alcanzado-un
amplio desarrollo, convirtiéndose en un procedimiento casi normal para un grupo de especies,
principalmente horticolas como: zanahoria, cebolla, jitomate, chile, mel6n, pepino-y-brécoli

(Giménez Sampaio et al., 1991; Pifia Espejel et. al., 2010 b).



El osmoacondicionamiento o seed priming, se puede definir como un tratamiento de pre
siembra que proporciona agua suficiente a las semillas para activar el metabolismo

pregerminativo pero.no para germinar.

Este tratamiento de hidratacion parcial de las semillas puede lograrse con el-uso de soluciones
bioquimicamente inertes como el polietilénglicol (PEG), o con-compuestos-bioactivos y

pueden ser fundamentalmente usados con tres propésitos (Heydecker et al., 1973):

1.-Revigorizar semillas envejecidas, es decir semillas que tienen un tiempo prolongado de

almacenamiento (seed revigorization)

2.-Acondicionar semillas-para acelerar y uniformar la germinacién (seed priming)

3.-Robustecer semillas para incrementar la resistencia de las plantas-a condiciones adversas

del medio (seed hardening).

Segun Hegarty (1978), el efecto del osmoacondicionamiento de semillas depende
fundamentalmente del grado de hidratacion que alcancenlas semillas, la temperatura y
duracién del tratamiento, la cantidad de semillas tratadas en un mismo lote, el-agente osmético
que se utilice para el tratamiento y el método de secado que-se use posteriormente a la

imbibicion.

En la historia del mejoramiento de la calidad de los cultivos se harealizado constantemente un
mejoramiento genético mediante la seleccion.de hibridos con las caracteristicas deseadas y que

provienen de cruzas realizadas por el agricultor;"hoy en dia también se pueden aplicar diversos



tratamientos a las semillas para mejorar el comportamiento germinativo, como es el uso de
soluciones osm@ticas con el fin de mejorar la calidad germinativa de las semillas de varias

especies comerciales.

El uso de.soluciones osmoticas como tratamiento pre-germinativo, se basa en el concepto de
transporte celular que se lleva a cabo de manera natural en el sistema semilla-solucién. En.este
sistema el flujo de agua se establece con base en las diferencias de potenciales osmoticos e
involucra tanto osmosis como difusién hasta llegar a un equilibrio del sistema dependiendo del
potencial y presion osmotica tanto de la solucién como.de la semilla (Rojo Hernandez 2005,

Reino Molina 2005).

Otros tratamientos-considerados de importancia como pre-germinativos son los relacionados
con la fitosanidad vegetal, asi el uso de fungicidas, bactericidas e insecticidas entran dentro del

concepto (Giménez Sampaio et al., 1991).

En las disciplinas de la Fisiologia Vegetal y.la Biotecnologia de Semillas se han desarrollado
diferentes metodologias que pueden evaluar la viabilidad y vigor de las semillas, asi como las
condiciones adecuadas para almacenarlas y con ello, prolongar su viabilidad. Con ello se
pretende demostrar-y obtener lotes de semillas de alto vigor que produciran mas plantulas
normales,-con. tasas elevadas de crecimiento con-la consecuente-mejora de los cultivos asi
como de las cosechas. Dentro de los parametros de los bioensayos realizados para evaluar el
vigor de las semillas se debe considerar_la velocidad de' germinacion, el numero y las
caracteristicas de las plantulas obtenidas .asi como: su.apariencia, malformaciones y la

velocidad de crecimiento (Poulsen 1993;-Reine-Molina 2005).



Entre los ensayos de viabilidad utilizados mas frecuentemente se encuentran la evaluacion de
radiografias con rayos X, la prueba con tetrazolio y el ensayo de germinacion estandar. Este
ultimo es el mas simple ya que consiste en colocar las semillas sobre papel filtro humedecido
con agua destilada, dentro de cajas Petri que se colocan dentro de una camara de incubacion
con luz y temperatura controlada. La protrusion de laradicula es el criterio que-se utiliza para
determinar si una semilla ha germinado y los resultados se emiten como porcentaje de semillas

germinadas (Poulsen, 1993, Reino Molina 2005, Rojo Hernandez 2005).

El osmoacondicionamiento (o priming en Inglés) es un- tratamiento-de presiembra en el cual
las semillas se.sumergen momentaneamente en'una solucién con un potencial osmotico
conocido; la semilla realiza la imbibicion y la activacion del metabolismo pregerminativo,
pero no se permite la emergencia de la radicula a través de la cubierta seminal, es decir no se
presenta-la germinacion de. la semilla. Posteriormente la semilla que se deseco nuevamente a
su humedad original debera pasar por otro periodo de hidratacién, el cual reactivara el

metabolismo para llegar hasta el evento final de la germinacion (Fig. 1).

Durante el osmoacondicionamiento se llevan a cabo una serie de.cambios dentro de la semilla
tales como.la sintesis de proteinas a partir de mRNA preexistente, reparacion y formacion de
mitocondrias, reparacion de ADN, entre otras que se muestran en la Figura 2 (Anuradha et al.,
2010). La cantidad de agua absorbida durante el osmoacondicionamiento es similar a la
absorbida en la germinacion normal pero la tasa de absorcion es-mas lenta y controlada

(Campos-Alvarez et al., 2002; Lopez y'Piedrahita 1990 y Sharifi y Pouresmael 2006).
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Figura 2. Patron de absorcion de agua por la semilla y los eventos metabdlicos que ocurren durante el seed priming.
(Modificado de Anuradha et al., 2010)



Heydecker et al., (1975) dividen esta técnica en cuatro tipos de tratamientos que son:

I Hidroacondicionamiento: implica sumergir-las semillas en agua durante un tiempo

determinado y luego secarlas para la posterior siembra.

Il Osmoacondicionamiento: implica sumergir las*semillas en soluciones “con alto peso
molecular que controlen la cantidad de agua durante la imbibicién como el ‘polietilénglicol
(PEG) el cual ha “sido recomendado como compuesto ideal para el tratamiento
osmoacondicionante ya que no penetra las membranas celulares, no presenta caracteristicas
toxicas, ademas de mantener casi constante la molaridad de la solucién y cuando estan
presentes en -pequefias. cantidades, permite un recambio gaseoso aceptable del medio

(McDonald 2000;-Parmar y Moore 1968)

111 Haloacondicionamiento: consiste en sumergir semillas en soluciones salinas con bajo
peso molecular como: KsPOs, KNO3, NaCl, MgSOs. A estas soluciones se les atribuye la
promocion de la germinacion por sus propiedades osmoticas y no a sus propiedades quimicas
(Thanos y Georghiou, 1988). A diferencia de los componentes como el PEG, pueden afectar
las-estructuras celulares de las semillas, potencialmente presentan un efecto nutricional y por.

consiguiente, se altera-su viabilidad (Bradford, 1995; Khan et'al., 1983). .

IV Acondicionamiento Matrico: controla la hidratacion de las semillas usando sustratos
solidos con potencial hidrico bajo como vermiculita, peat moss (turba canadiense).y arcilla.
Con el acondicionamiento matrico aplicado a hortalizas se han obtenido los mejores resultados

para el incremento de-la-germinacion con relacion al acondicionamiento-osmaético, aunque las



diferencias fisiologicas que producen en las semillas ambos tratamientos han sido poco

evaluadas (Khan 1992).

1.2 Relevancia del beneficiado osmotico

El beneficio del .esmoacondicionamiento se observa en forma de una germinacién rdpida y
uniforme (Fig. 3), después de;la remocion del agente osmoacondicionador, (Campos-Alvarez

et al., 2002).

Bajo este tipo de tratamientos el proceso germinativo puede ser detenidoy mantenerse en un
tiempo que sera definido segunla especie de semilla que sea tratada, asi como también el tipo
de osmoacondicionante utilizado. Cada semilla se puede desecar y continuar posteriormente
con el proceso _germinativo;, la interrupcion temporal se realiza cuando las semillas son
retiradas del-medio.acuoso o del medio conteniendo el osmoacondicionante. El secado de la
semilla debe realizarse cuidando de no dafiar al embridn, asi como también durante su
posterior rehidratacion, tratando de no ocasionar ninguna alteracién fisioldgica ni metabdlica
qgue tenga consecuencias desfavorables que alteren su crecimiento y que no aceleren el

envejecimiento de las semillas.

La utilidad del beneficiado osmético, se observa sobre la viabilidad, longevidad y vigor de las

semillas asi_.como.de las plantulas producidas.

1.3 Utilidad del Osmoacondicionamiento

El osmoacondicionamiento ‘ha probado:su utilidad en. diferentes espéecies y con el se logra

adelantar etapas del proceso. de ‘germinacion y detenerlo en el estadio.conveniente. La



germinacion parcial controlada permite que en el campo las semillas germinen rapidamente.
Al acelerar la germinacion también se acelera la emergencia de plantulas por lo que el cultivo
progresa con rapidez yse reducen el riesgo de plagas. y enfermedades antes de la emergencia
de las plantulas. En resumen el osmoacondicionamiento confiere mayor precocidad a las

semillas, esto reduce la pérdida de plantulas y propieia cultivos con mayor preduccion.

100+

Semillas tratadas Semillas no tratadas

Ly

70

Desviacién estandar del 50%
de germinacién

Germinacion (%)
g

304

204

104

T L] L) ) LJ L] L) L] L)

&0 60 70 80 a0

= -
ol
=
]
et
=
&

Tiempo (horas)

Figura 3. Curva de germinacién.con y sin tratamiento de priming, en la cual se aprecia que las semillas tratadas aumentan la
tasa y velocidad de germinacion. (Modificado de Gerhard Leubner 2006)

1.4 Descripcion del area de estudio
Se localiza en el valle de Zapotitlan, ubicado en la zona semiarida-Poblano-Oaxaquefia dentro
de las coordenadas 18° 20' de latitud"Norte y 97° 28' de longitud Oeste, se reconocen cuatro

principales unidades fisondmicas: matorral espinoso, tetechera, cardonal e izotal (Zavala



1982). Presenta una superficie de 484 km?, su elevacion es de 1280 a 2720 msnm, su clima es
seco con una precipitacion anual de alrededor de 400 mm con lluvia entre mayo y agosto,
algunas veces en septiembre, las temperaturas maximas pueden ser de 40°C en el verano y las
minimas en el invierna. cerca a los 0° C, con una temperatura promedio anual entre los 18° a

22°C.

Las principales actividades productivas desarrolladas en la region, comprenden agricultura de
temporal con cultivos principalmente- de maiz, se realiza la practica de huertos familiares,
plantaciones de maguey y de nopal, plantaciones de pitayas y la ganaderia. Las actividades
comerciales mas importantes se centran en tres aspectos, la creacion de talleres de artesanias

de marmol y 6nix; la explotacion.de sal gema y granjas avicolas (Montoya, et al., 2003).

Es una de lasregiones donde se concentra el grupo indigena llamado Popolocas. EI nombre es
un peyorativo puesto por los mexicas, cuyas traducciones van-desde “tartamudos” hasta “poco
inteligentes”. Esta, ha sido una cultura considerada como. poco desarrollada y ha permanecido
fuera del interés académico pues no hay vestigios.de zonas arqueoldgicas monumentales. Sin
embargo, esta caracteristica se debea la situacion geografica y a la inestabilidad social y

politica resultado de constantes invasiones (Gamez, 1999).

1.5 Descripcion-de-la especie

El género Beaucarnea (Nolinaceae) forma parte de las monacotiledoneas arborescentes con
base globosa o conica y con hojas acomodadas-en' rosetas, estas plantas son de crecimiento
lento, dioicas, con inflorescencias de arreglo_panicular-donde cada fruto especializado para la

dispersion eolica resguarda una semilla.



Una revision sistematica relativamente actualizada reconoce 11 especies de las cuales 10 se
encuentran en México y al.menos 8 son endémicas, se consideran como amenazadas o0 en
peligro de extincion. (Anoenymous 1994); Beaucarnea congesta L. Hernandez., Beaucarnea
goldmanii_ Rose., Beaucarnea ' gracilis Lem.,»-Beaucarnea hiriartiae L. ,Hernandez.,
Beaucarnea pliabilis: var. pliabilis (Baker) Rose.,.. Beaucarnea pliabilis:var. petenensis
(Lundell) L. Hernandez, Beaucarnea purpusii Rose, Beaucarnea-recurvata Lern, Beaucarnea
santamariana L. Hemandez, y Beaucarnea stricta Lem., susdistribucion llega hasta Guatemala
y Belice con Beaucarnea guatemalensis Rose,  que es considerada como endémica de

Guatemala (Hernandez, 1993; 2001).

En la porcion semiarida del sur-oeste del pais, este tipo de plantas son muy llamativas y por
ello utilizadas como planta de ornato y también son apreciadas en los ambientes calidos y

templados subhumedos ademas de las zonas secas templadas de eSta region en nuestro pais.

Localmente se les reconoce con diferentes nombres comunes, pero en general se les denomina:
pata de elefante o “ponytail palm” su término en lengua inglesa. Las especies de este género se
han albergado en jardines botanicos,. principalmente en el extranjero. En México se utilizan
sus hojas en la elaboracion de cestos, techos de casa, cordeles y como una planta de ornato, de
algunas especies las flores son usadas como alimento, otros usos-que se le da es la elaboracién
de artesanias y de adornos ceremoniales a partir de las hojas, el valor-comercial de plantas
adultas hoy dia se ha incrementado tanto en el mercado nacional como en el internacional

(Hernandez-Sandoval et al., 2012).
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Debido a las caracteristicas geograficas, variabilidad y distribucion geografica, asi como el uso
que se le da antropocéntricamente al géenero, lo convierten en un recurso fitogenético de gran
valor para el pais. Desafortunadamente el uso actual y la explotacion generan una merma en
las poblaciones naturales debido a que los ejemplares son extraidos de su ambiente ademas de
sus semillas lo que se traduce en una disminucién importante en la diversidad genética lo_que

vuelve a estas especies vulnerablesa la extincion (Hernandez-Sandoval et al., 2012).

Esta situacion despierta el interés de los investigadores por conocer mas acerca de este género
ademas de disefar estrategias.y planes de manejo para la conservacion de las especies del
género. Las especies de' Beaucarnea en México presentan un rango de distribucion
relativamente corto, siendo algunas endémicas como Beaucarnea gracilis, Beaucarnea
recurvata y Beaucarnea pliabilis. Estan distribuidas en montafias semiaridas y regiones secas
tropicales, en el Noreste, Centro y Sureste de México y en el Norte-de-Centro América. Estas
especies crecen en suelos con déficit de nutrimentos, pobres y rocosos, de roca caliza y
volcanica, sobre riscos 0 montafias con pendientes inclinadas. (Cardel et. al., 1996; Fuentes et

al., 2006).

Beaucarnea gracilis, es un arbol suculento endémico de 'la zona semiarida de-Tehuacan
Puebla, y forma parte de la comunidad vegetal conocida .como izotal,-donde predomina. Llega
a medir de 6 hasta 12 m de altura, la corteza es rugosa, de color gris a gris obscuro, con placas
de 1 a 3cm de grosor, sus ramas son gruesas con patron pseudodicotomico, el tronco
caracteristicamente se encuentra engrosado en la base formando un cono con una

circunferencia de 2 a 7.m, sus hejas son longitudinales, miden de 25 a 50-cm-de"largo por 0.3 a
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0.7mm de ancho, de color verde palido con superficie acanalada y rugosa, el margen es color
verde palido con puntos rojizos, microcerrulado con dientecillos persistentes, sus flores son
pequefias acomodadas en-paniculas de color amarillo palido a naranja, pueden producir hasta
30 inflorescencias de £1.5 m de longitud con + 2;500 frutes por inflorescencia. Los frutos
son redondeados a elipsoides.con tres alas, color amarillo-paja y las semillas-son elipsoides a
globosas con tres l6bulos con apices irregulares y testa color marran rojizo (Garcia-Suérez, et
al., 2002; Hernandez-Sandoval et al., 2012). La especie es dioica a poligamodioica con
fecundacion cruzada, florece anualmente y . sirve como fuente -de alimento para
aproximadamente 46 especies de insectos y como_hospedero de muchas especies de epifitas

como bromeliaceas (Cardel et al., 1997).

Debido a la alta demanda comercial de esta especie' se han usado metodologias como el
cultivo de tejidos para-la propagacién de la misma y'esto ha dado resultados favorables pero
son pocos los trabajos realizados con semillas (Diaz Austria, 1998; Garcia Suérez y Serrano

1996; Osorio y Mata 2005).

2 ANTECEDENTES

Se han empleado diferentes metodologias en la propagacién de Beaucarnea-gracilis Lem. En
algunas de ellas la germinacion de semillas se realiza en cajas Petri con papel filtro o en agar
al 4% para mantener la humedad relativa. EI manejo de la escarificacidn .puede ser variado
implicando el uso de diferentes concentraciones de acido sulfurico, lija e inmersion en agua.

En un estudio se encontro que.las semillas germinadas en-agar fueron muy sensibles a
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contaminacion por hongos y bacterias; las semillas escarificadas con &cido sulfurico al 90 y
100% germinaron al 100% -en tres dias, la escarificacion con lija tuvo una germinacion de
99% en agar y. 98.5% en papel filtro después de diez dias; las semillas sumergidas en agua
durante 24h siniescarificar germinaron el 100% después.de diez dias (Cardel et al., 1997,

Valiente-Banuet, 2001).

La utilidad de los medios nutritivos para la germinacion ha sido investigada’ profusamente.
Una primera aproximacién ha sido utilizar. la germinacion de semillas en medio Murashige y
Skoog (MS) para la obtencion de plantulas <5 cm (Diaz Austria; 1998) o de 7 cm de altura
(Osorio y Mata,.2005) como fuentes de explante. En estos estudios es claro el efecto que
tienen los reguladores del crecimiento vegetal bencil-adenina (BA), bencil-adenina-purina
(BAP) y é&cido indolacético (AlIA) sobre la progresion de los explantes indicando que la
germinacion permite la-abtencion de material de caracteristicas adecuadas. En ambos estudios,
la-germinacion fue irregular pero alcanzando porcentajes superiores al 80% después de

periodos que abarcan entre los 5y 30 dias.

Los altos niveles de germinacion en condiciones de laboratorio contrastan notablemente con el
bajo establecimiento de plantulas observado en el campo. Esto puede atribuirse-al-potencial
hidrico del suelo durante la etapa de establecimiento; .caracteristicas-edaficas de la zona,

depredacion y pastoreo.

Las plantulas y cortes transversales de plantulas forman ‘brotes bajo la_accién principalmente
de BA a los 30 dias. Sin embargo; es comun que se observen tejidos oxidados durante las

primeras semanas e incluso, explantes necréticos (Osorio y Mata, 2005).
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A pesar de que se ha tratado de hacer la micropropagacion de B. gracilis a partir de tejidos
adultos diferenciados, [los' resultados son poco promisorios. EI uso de ramas y tratar de
implementar la propagacion por estacas, no ha dado resultado (Hernandez- Sandoval, et. al.,

2012).

En otra vertiente de los estudios de la propagacion de B. gracilis, se ha estudiado el efecto.del
potencial hidrico del suelo 'y la temperatura en la germinacion de semillas (Flores y Briones,
2011). La tasa y velocidad de germinacion aumentan cuando el potencial hidrico del suelo
disminuye; el porcentaje de germinacion a los 15 dias fue de casi dos 6rdenes de magnitud

mayor cuando se adicionan 15 — 21ml de agua al suelo y se mantuvo una temperatura de 26°C.

Otro de los factores que podrian afectar la germinacion es la exposicién luminosa. Nuestro
grupo ha estudiado- la germinacién de B. gracilis sin tratamientos pre germinativos en
presencia y ausencia de luz obteniendo un 28.2% .y 25% respectivamente de éxito

germinativo, indicando que es una especie fotoblastica indistinta (Garcia Suarez et al., 2002).

3. JUSTIFICACION

Las poblaciones nativas-.de Beaucarnea gracilis se localizan en areas ecologicamente
restringidas.-Estasse-encuentran en estado critico debido-a la ‘continua destruccion de sus
habitats ya sea por la agricultura, construccion de caminos, urbanizacién, por el.pastoreo de
cabras. Asi como la continua extraccion«de-plantas de diferentes edades desde semillas,
plantulas e incluso plantas maduras con propositos comerciales, que-son vendidas en México y

otros paises debido principalmente por su uso ornamental y fabricacion artesanal de cestos,

14



abanicos y techos a partir de sus hojas (Cardel et al., 1997; Hernandez, 1993; Soler y Soler

2004).

La tasa de sobrevivencia de semillas y plantulas es baja debido a factores tanto bidticos como
abioticos y dependiendo del estado fisiologico de la planta. Las semillas son depredadas por
roedores o arrastradas por el agua de lluvia. Las plantulas-son depredadas por cabras-o mueren
por la falta de agua; las inflorescencias son dafiadas por parasitos, hormigas o por aves y
murciélagos que las consumen-por su contenido deliquidos, al igual que las infrutescencias. El
aumento de la poblacion no se produce facilmente ya sea por causas naturales (principalmente
la poca disponibilidad de .agua), actividades de pastoreo u otros factores asociados a las

actividades humanas.

Todo lo anterior muestra diferentes'causas que evitan que la especie tenga un reclutamiento
adecuado para la sobrevivencia de la especie (Hernandez-Sandoval et al., 2012). Con base en
lo anteriormente mencionado ‘es que se encuentra incluida dentro de la Norma Oficial
Mexicana ECOL 059, donde se considera a esta especie como amenazada, lo que obliga a la
realizacion de estudios de propagacion con el fin de la conservacion de este recurso natural, su
adecuado manejo podria contribuir a aumentar las poblaciones de la especie-ademas de dar-la

posibilidad de aumentar l0s bajos ingresos de los pobladores de la-region (Cardel et al., 1997).

4 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cudl es el mejor osmoacondicionante para-incrementar el porcentaje y la uniformidad de la

germinacion de semillas de Beaucarnea gracilis?
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5 HIPOTESIS

El osmoacondicionamiento incrementa la viabilidad y sincroniza la germinacion, al someter
las semillas ‘a diferentes osmoacondicionantes se conocera el tratamiento que favorezca la

germinacion rapida y homogéneade fas mismas.

6 OBJETIVOS

1) Evaluar el efecto del'acondicionamiento osmotico del PEG, KNO3, KCl y NaCl sobre
la calidad germinativa de las semillas de Beaucarnea gracilis.

2) Determinar el osmoacondicionante méas adecuado para incrementar, acelerar y
uniformizar la germinacion de las semillas de Beaucarnea gracilis.

3) Determinar el osmoacondicionante méas adecuado para incrementar el tiempo de
almacenamiento en que las semillas de Beaucarnea gracilis conserven el efecto del

acondicionamiento.

7-MATERIAL Y METODOS

7.1 Colecta de semillas

A partir delas observaciones- directas y seguimiento- del desarrollo de-inflorescencias e
infrutescencias del sitio reconocido localmente como el “Santuario del Sotolin”, localizado a 4
Km al Sur-Sureste del poblado. de Zapotitlan-de las Salinas; se-colectaron 11 infrutescencias

con caracteristicas de desarrollo cercanas-a-la dispersion provenientes cada una de un arbol

distinto y separados por una distancia de al' menos 3 metros. Las semillas se obtuvieron de los
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frutos por extraccion manual. Después de contar y pesar por separado las semillas de cada
individuo, se hizo una coleccion de todas las semillas‘obtenidas. A partir de ellas, se hicieron
lotes de 30 semillas para cada uno de los tratamientos y-determinaciones. Antes de iniciar los
tratamientos de beneficiado, fue necesario determinar la viabilidad y la dependencia de la

germinacionatla luz.

7.2 Prueba de fotoblastismo

Se realizaron pruebas de fotoblastismo probando diferentes longitudes de onda: luz azul (430
nm), verde (560 nm), amarilla (600 nm), rojo (680 nm), rojo lejano (700 nm), blanca y
obscuridad. Esto se realiz6 envolviendo las cajas de Petri que contenian las semillas en papel
celofan del color correspondiente, excepto para luz blanca donde no se uso papel celofan, para
luz rojo lejano se utilizé una combinacion de 5 papeles combinando los colores: rojo, azul,
rojo, azul,/rojo, y para la obscuridad se empled papel aluminio.para cubrir la caja de la luz
afiadiendo un lote méas de obscuridad adicionado con é&cido giberélico (500 mg/l). A fin de

determinar el fotoblastismo y viabilidad de las semillas.

7.3 Bioensayos de osmoacondicionamiento

El'disefio de los bioensayos de osmoacondicionamiento fue utilizando una estrategia factorial
en donde se utilizaron-_lotes de ‘semillas provenientes de los 11 individuos sefialada
anteriormente-y distribuidas de manera aleatoria. Como factores a evaluar se-utilizaron el
osmoacondicionante (4 sustancias, incluyendo. agua -destilada), la presion osmotica del
osmoacondicionante (5 presiones), tiempo.de-imbibicion (con 3.\variables y un testigo) y el de

almacenaje (con 5 variables y un testigo).-En-todos 10s easos, se-evaluo la germinacion diaria
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una vez iniciada la siembra. Los parametros indicadores fueron el porcentaje de germinacién

final y la germinacion porcentual media (G50).

7.4 Hidroacondicionamiento:

La evaluacion del efecto del hidreacondicionamiento se-realizo embebiendo lotes de semillas
en agua destilada por periodos de 0, 24, 48 y 72 horas, posteriormente se secaron sebre papel
absorbente y almacenaron dentro de una gaveta por 0, 7, 30, 60, 90 y 180 dias,como periodos

de almacenamiento.

7.5 Osmoacondicionamiento y haloacondicionamiento:

Para la evaluacion del. efecto de los tratamientos de osmoacondicionamiento y
haloacondicionamiento, se-embebieron lotes de semillas en soluciones de PEG, KNOgz, KCI, y
NaCl de -5, -10;--15 y -20 atm de presion osmotica, -durante 0, 24, 48 y 72 h. Posterior al
tratamiento las semillas-fueron secadas sobre papel absorbente a temperatura ambiente y

almacenadas en una gaveta por-periodos de almacenamiento de 0, 7, 30, 60, 90 y 180 dias.

7.6 ajuste de potenciales osméticos.

Las soluciones de PEG 8000 se ajustaron al potencial. osmoético requerido siguiendo la

metodologia-propuesta por Mitchel (1983):

[PEG]={4 - (5.16 ¥.T — 560 ¥ + 16) / (2)] / [2.58 T —.280]

Donde:

T= Temperatura de preparacién de la solucion en °C
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Y= Potencial osmotico requerido en bares

[PEG]= Kilogramos de PEG-por litro de agua destilada.

Las soluciones de KNOs, KCI, y NaCl se ajustaron al potencial osmotico requerido siguiendo

la metodologia propuesta por.Wiggans y Gardner (1959):

G = (PVm) /(RT)

Donde:

G = Gramos de soluto a utilizar

P = Presion osmdtica deseada (atm)

V = Volumen en litros

m = Peso molecular del soluto

R = Constante igual a 0.0825 atm 1 mol-1 °K-1

T = Temperatura a la que se prepara la solucion (°K).

En todos los casos, las condiciones de imbibicion. fueron utilizando frascos de vidrio cerrados
con una superficie adsorbente en la cual se encontraba el agente osmoacondicionante.-Para
evitar evaporaciones excesivas se mantuvieron en.un lugar fresco y de humedad constante

dentro del cuarto de germinacion.
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El almacenamiento se realizd en bolsas de papel individuales para cada tratamiento. Las

condiciones de almacenamiento fueron en un lugar seco y fresco dentro del laboratorio.

Las pruebas de germinacion se realizaron en cajas Petri con papel absorbente y humedad
constante ~durante todo el experimento, colocando 30 semillas por tratamiento ‘con 4
repeticiones, las cajas se colocaron dentro de una camara de_germinaciéna-35 + 1° C,-16/8

horas luz/oscuridad durante 21 dias.

Con los datos obtenidos se realizo-un andlisis de varianza ,general- de una sola via y
posteriormente se realiz6 la'prueba de Tukey (oc='0.05) cuando fue necesario con el uso del

paquete estadistico NCSS 2007.

8 RESULTADOS

8.1 Colecta de semillas.

Beaucarnea gracilis presentd un porcentaje-considerable (>70%) de semillas viables en las
diferentes cdpsulas de las infrutescencias utilizadas, estas fueron consideradas como testigo al
no tener ningun tratamiento previo a la siembra. El peso promedio de cada una de las semillas

fue de 18 mg. (Fig.5a)

8.2 Prueba de fotoblastismo

Algunas semillas presentan un impedimento para germinar que puede serroto por luz, de tal
forma que al aplicar un determinado tipo de luz las semillas germinan. En este experimento se

corrobord que no hay un. efecto-significativo de los diferentes tipos de luz sobre el porcentaje
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de germinacién de las semillas de Beaucarnea gracilis. La germinacion de estas semillas se da

tanto en luz como en la obseuridad (Fig. 4).

Se determind que las semillas son viables y son fotoblastlcas indistintas, ‘es decir: germinan
tanto en qu como en obscurldad Esta prueba se realizd con la finalidad de determlnar la

viabilidad de las semillas y Ias condiciones de luz necesarias para una germinacion adecuada.

Germinacion con diferentes filtros de luz
84
82
o 80
2 78
g 74
s 72
X 70
68
66
Blanco bs. Obs.YA. G. Rojo Verde Azul Rojo lejano

Figura 4. Porcentaje de germinacion de las semillas bajo las diferentes calidades luminicas, asi mismo para la determinacion

de la viabilidad de las semillas.

8.3 Bioensayos de osmoacondicionamiento

8.3.1 Hidroécondicionamiento

En general el hidroacondicionamiento es un ‘tratamiento efectivo para acondicionar las
semillas, ya que el porcentaje-y la velocidad de germmacmn aumentan. Sin embargo, este
beneficio dura poco tlempo ya que el porcentaje como la veIomdad de germinacion disminuye

al prolongar el periodo de almacenamiento de las semillas (Fig. 5).
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Agua destilada/ 24h

Almacenaje
c 100 -+
2 80 - =—&—0 dias
.g 60 - ={i—7 dias
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Figura 5. Efecto del hidroacondicionamiento sobre la germinacion de semillas de B. gracilis.
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8.3.2 Osmoacondicionamiento

Las figuras 6 a 9 muestran las curvas de germinacion, de las semillas de B. gracilis sometidas
a tratamientos con PEG; con las distintas presiones-osmoticas, periodos de imbibicion y

periodos de almacenamiento.

En general las semillas tratadas con PEG tienen un periodo prolongado,de beneficiado, al
aumentar el tiempo. de imbibicion y/o la presion osmotica las semillas pierden viabilidad y
vigor en un cierto grado pero este' no es tan dréstico, no obstante se obtienen resultados
favorables respecto al porcentaje y velocidad de germinacion en determinadas combinaciones

con este reactivo.

Este tratamiento.aparentemente es adecuado ya que el porcentaje de germinacion y el vigor
permanecen-casi eonstantes en todos-los periodos de tiempo excepto a los 180 dias pero este

cambio no es tan drastico.

Testigo (semillas sin tratamiento)

100 -+

60 -

40 -
0 e Testigo

% de germinacion

1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 1415 16 17 18 19 20 21
Dias postsiembra

Figura 5a. Curva de germinacion de las semillas sin tratamiento. G50 = 8 dias. Porcentaje de germinacion = 77 %.
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PEG/-5/24h

Almcenaje
c 100 -
8 80 - =o—0 dias
.g 60 - ==7 dias
£
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g 20 - == 60 dias
°\° 0 L 90 d,
123 456 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 & 1as
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()]
< 207 g =60 dias
o - e } . _giliant
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0 Hi-{-{Im —~= )
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Figura 6. Efecto del osmoacondicionamiento de -5 atm de presion osmética con los diferentes periodos de imbibicion sobre

la germinacidn de semillas de B. gracilis.
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PEG/-10/24h

Almacenaje
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Figura 7. Efecto del osmoacondicionamiento de -10 atm de presién osmdtica con los diferentes periodos de imbibicién sobre

la germinacidn de semillas de B. gracilis.
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PEG/-15/24h

Almacenaje
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Figura 8. Efecto del osmoacondicionamiento de -15 atm de presion osmatica con los diferentes periodos de imbibicion sobre

la germinacidn de semillas de B. gracilis.
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PEG/-20/72h
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Figura 9. Efecto del osmoacondicionamiento de -15 atm de presion osmética con los diferentes periodos de imbibicion sobre

la germinacidn de semillas de B. gracilis.
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8.3.3 Haloacondicionamiento

Las figuras 10 a 21 muestran el comportamiento germinativo de las semillas que fueron
tratadas con los diferentesreactivos: KCI (Fig. 10 —13), KNOs (Fig.14 — 17) y NaCl (Fig. 18 —
21), las distintas presiones osm@ticas, los yperiodos de imbibicion Y. almacenaje

correspondientes.

En las figuras 10 — 13 se puede apreciar que al aumentar la concentracion de KCI y/o el
tiempo de imbibicién de las semillas éstas se ven.afectadas por el tratamiento presentando una
disminucion, segun el caso, el porciento de germinacion, la velocidad de germinacion o ambas
variables. El efecto adverso del KCI se puede apreciar desde el tratamiento con una presion

osmotica de -5 atmosferas.

Basado en las curvas de germinacidn de las figuras 14 - 17 se puede ver que los tratamientos
con KNOs mantienen el beneficiado durante los primeros 30 dias, no obstante con el paso del
tiempo se puede observar una disminucion en el porcentaje y velocidad de germinacion de las
semillas. Aparentemente el dafio que sufren las semillas no es tan notorio como en el caso de

los tratamientos con KCI.

En las figuras 18— 21 se puede apreciar que el tratamiento con NaCl es el mas desfavorable
para las semillas.de Beaucarnea gracilis, al igual que en los demés-tratamientos el porcentaje
y velocidad de germinacion se ven afectadas al aumentar la presion osmotica y/o el tiempo de
imbibicion. Al parecer este reactivo es el'menos-confiable para osmoacondicionar las semillas
ya que probablemente les ocasione dafios mas-que beneficios a las mismas por ello la pérdida

de velocidad y porciento de-germinacion-de las-semillas.
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Figura 10. Efecto del haloacondicionamiento de -5 atm de presion osmética con KCl y los diferentes periodos de imbibicion

sobre la germinacion de semillas de B. gracilis
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Figura 11. Efecto del haloacondicionamiento de -10 atm de presidon osmética con KClI y los diferentes periodos de imbibicion

sobre la germinacion de semillas de B. gracilis
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Figura 12. Efecto del haloacondicionamiento de -15 atm de presion osmotica con KClI y los diferentes periodos de imbibicion

sobre la germinacion de semillas de B. gracilis.
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Figura 13. Efecto del haloacondicionamiento de -20 atm de presion osmoética con KClI y los diferentes periodos de imbibicion

sobre la germinacion de semillas de B. gracilis.
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Figura 14. Efecto del haloacondicionamiento de -5 atm de presion osmoética con KNOsz y los diferentes periodos de

imbibicion sobre la germinacion de semillas de B. gracilis.
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Figura 15. Efecto del haloacondicionamiento de -10 atm de presidn osmética con KNOs y los diferentes periodos de

imbibicion sobre la germinacion de semillas de B. gracilis.
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Figura 16. Efecto del haloacondicionamiento de -15 atm de presion osmética con KNOs y los diferentes periodos de

imbibicidon sobre la germinacion de semillas de B. gracilis.
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Figura 17. Efecto del haloacondicionamiento de -20 atm de presion osmética con KNOs y los diferentes periodos de

imbibicion sobre la germinacion de semillas de B. gracilis.
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Figura 18. Efecto del haloacondicionamiento de -5 atm de presion osmdtica con NaCl y los diferentes periodos de imbibicién

sobre la germinacion de semillas de B. gracilis.
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Figura 19. Efecto del haloacondicionamiento de -10 atm de presion osmotica con NaCl y los diferentes periodos de

imbibicidn sobre la germinacion de semillas de B. gracilis
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Figura 20. Efecto del haloacondicionamiento de -15 atm de presion osmoética con NaCl y los diferentes periodos de

imbibicidn sobre la germinacién de semillas de B. gracilis
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Figura 21. Efecto del haloacondicionamiento de -20 atm de presién osmotica con NaCl y los diferentes periodos de

imbibicidn sobre la germinacién de semillas de B. gracilis.
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Para determinar los tratamientos optimos que favorecen una rapida y homogénea germinacion

de semillas éstos se agruparon en tres categorias segun el porcentaje final de germinacion:

Optimos (86 — 100%), suboptimos (71 — 85%) y marginales (<70 %). (Tabla 1)

Tabla de grupos de tratamientos basada en el porcentaje de germinacion.
Optimos. (86— 100%) Subéptimos. (71 —85%) Marginales. (< 70%)
PEG/-15/24 + PEG/-5/24 PEG/-5/72
PEG/-10/24 * 7.14 PEG/-20/24 PEG/-10/72
KNOs/-20/24 PEG/-5/48 PEG/-15/72
KNOs/-15/24 PEG/-10/48 PEG/-20/72
KNOs/-10/24 * 6.25 PEG/-15/48 KCl/-20/48
KNOs/-5/24  * 5.79 PEG/-20/48 KCl/-10/72
KNOs/-5/48  + H20/24 KCl/-20/72
KNOs/-15/48 H20/48 NaCl/-10/48
KCl/72/-5 * 6.28 KNOs/-20/48 NaCl/-15/48
KCl/-15/48 KNOs/-10/48 NaCl/-20/48
KCl/48/-5 + KNO3/-5/72 NaCl/-5/72
KCl/24/-15 + KNOs/-10/72 NaCl/-10/72
KCl/-10/24 KNOs/-15/72 NaCl/-15/72
KCl/-5/24 KNOs/-20/72 NaCl/-20/72
H20/72 KCl/-20/24 13
15 KCl/-10/48

KCl/-15/24

NaCl/-5/24

NaCl/-10/24

NaCl/-15/24

NaCl/-20/24

NaCl/-5/48

23

Tabla 1. Clasificacion de los tratamientos respecto al porciento final de germinacién agrupadas por
categorias (0ptimos, suboptimos y marginales).

*: Mejores tratamientos con indice de velocidad de germinacion.

+: Tratamientos con un buen porcentaje de germinacién pero bajo indice de velocidad de

germinacion (recomendables).

A los tratamientos considerados optimos segun la tabla 1 se les realizo un andlisis de varianza

para determinar si existen diferencias significativas en el porcentaje de germinacion.
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Este analisis mostro que hay 8 tratamientos que tienen diferencias significativas en solo uno o

ningun periodo de almacenaje.

Poulsen (1993) menciona que el porcentaje final de germinacion de un lote de semillas no es
suficiente para-determinar el grado de calidad que tienen las semillas de una-especie, por tanto
se deben realizar andlisis de vigor que son los mas adecuados para evaluar-las diferencias
respecto a calidad germinativa en lotes de semillas que poseen un alto’ porcentaje de
germinacién final. En un lote de semillas, las-mas vigorosas germinan mas réapido en
cualquier condicion de siembra. Esto es una ventaja paralas plantas y el establecimiento de la
futura poblacion de la especie a tratar. Para definir el vigor de un lote de semillas, entre otros
pardmetros, se utiliza el potencial para una rapida y uniforme emergencia y desarrollo de
plantulas normales en una amplia gama de condiciones ambientales ya que la velocidad de

germinacion es una expresion directa del vigor (Van de Venter, 2000).

De estos 8 tratamientos se determind el indice de velocidad de germinacion propuesto por
Maguire (1962), que es uno de los mas utilizados y se expresa como numero de semillas

germinadas por dia. Su formula.de célculo es:

. G, G, G G = G,
IVG ="l g =N
N, | |V, N. N\ &= N.

Posteriormente se realiz6 nuevamente un analisis de varianza de una sola via para determinar

qué tratamiento es el que presenta elindice de velocidad mas alto, y qué-otros tratamientos no
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son diferentes estadisticamente respecto al tratamiento con mayor indice de velocidad (Tabla

1).

Estos fueron: PEG a -10 atf por 24 horas de imbibicion, KCla -5 atm por 72 horas de
imbibiciéﬁ y kNOg é -5 y -10 atm por 24 horés de imbibiéic’)n, los-cuales se muestran a
continuacioén y se hace la corﬁparacic’)n contra el testigo para evidenciar queén verdad-hay un
efecto benéfico sobre la velocid-ad y porcentaje de germinagion de las semillas cuando no son

tratadas. (Fig. 22 — 25) -
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Figura 22. Comparacion del tesiiéo contra el osmoacondicionamiento con PEG por 24h-y -10 atm de presion osmética donde
se aprecia que_la velocidad y porcentaje de germinacion es favorecido cuando. las-semillas son tratadas y estos“son

estadisticamente diferentes.
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Figura 25. Comparacion del testigo contra.el haloacondicionamiento con KNOs por 24h y -5 atm de presion osmdtica donde

se aprecia que la“velocidad y porcentaje de germinacion es favorecido cuando las semillas son tratadas y estos son
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Adicionalmente se realizaron tablas (Tablas 2 —4) donde se muestra el tiempo en dias para
aleanzar el G50 para cada. osmoacondicionante, presic')ri osmdtica utilizada, tiempo de

imbibicién y almacenaje y se marca a que categorfa pertenece segin la Tabla 1.

-=
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Tabla 2. Se muestra el tiempo (dias) para alcanzar el G50 a los distintos tiempos de almacenaje, osmoacondicionantes

empleados y presiones osmaticas con 24 horas de imbibicidn. Testigo 8 dias.

0 dias de 24horas de 0 atm. -5 atm. -10 atm. -15 atm. -20 atm.

almacén imbibicion
KCl 14° 7+ 8+ 9+ 9°
KNOs; 7* 7* 7+ 7+
NaCl 13° 7° 10° 8°
PEG 6° 6* 6+ 6°

7 dias de

almacén
KCl 7° 7+ 7+ 8+ 9°
KNOs; 6 * 6 * 7+ 7
NaCl 6° 7° 7° 8°
PEG 8° 8* 8+ 7°

30 dias de

almacén
KCl 11° 6* 11+ 10 + 10°
KN O3 8* 8* 8+ 8+
NaCl 7° 7° 9° 9°
PEG 7° 6 * 7+ 7°

60 dias de

almacén
KCl 10° 9+ 12+ 11+ 12°
KNOs; 9* 9 * 10+ 10+
NaCl 12° 11° 11° 11°
PEG 9° 7* 7+ 8°

90 dias de

almacén
KCl 11° 12 + 10+ 14 + 15°
KNOs 10 * 10 * 10+ 10+
NaCl 14 ° 12° 13° 14 °
PEG 11° 7* 10+ 10°

180 dias de

almacén
KCl 11° 12 + 13+ 10+ 7°
KNOs 12 * 10 * 9+ 13+
NaCl 7° 11° 15° 7°
PEG 9° 7* 14 + 7°

* Meijores. + Recomendables. + Optimos. ° Subéptimos. Marainales
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Tabla 3. Se muestra el tiempo (dias) para alcanzar el G50 a los distintos tiempos de almacenaje, osmoacondicionantes

empleados y presiones osméticas con 48 horas de imbibicién.

0 dias de 48 horas de | 0 atm. -5 atm. -10 atm. -15 atm. -20 atm.
almacén imbibicién
KCl 10° 8+ 9° 8+ 8
KNOs 7+ 6° 7 £ 7°
NacCl 8° 8 10 15
PEG 5° 6° 6° 7°
7 dias de
almacén
KCl 8° 9+ 8° 8+ 10
KNOs 7+ 7° 7+ 8°
NacCl 6° 9 8 6
PEG 7° 7° 7° 7°
30 dias de
almacén
KCl 6° 8+ 10° 10+ 10
KNO3 8+ 8° 10+ 9°
NacCl 7° 11 9 9
PEG 8° 7° 9° 8°
60 dias de
almacén
KCl 6° 11+ 11° 11+ 13
KNO3 12 + 10° 10+ 10°
NacCl 9° 10 12 14
PEG 9° 8° 11° 9°
90 dias de
almacén
KCl 10° 13 + 14 ° 14 + X
KNO3 11+ 12° 12 + 10°
NacCl 13° 7 13 15
PEG 10° 12° 11° 11°
180 dias de
almacén
KCl 10° 12 + 7° 9+ X
KNO3 10 + 12° 10+ 7°
NaCl 14 - X 15 X
PEG 13° 12° 7° 7°

* Meijores. + Recomendables. + Optimos. ° Subéptimos. Marainales
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Tabla 4. Se muestra el tiempo (dias) para alcanzar el G50 a los distintos tiempos de almacenaje, osmoacondicionantes

empleados y presiones osmaticas con 72 horas de imbibicion.

0 dias de 72horas de 0 atm. -5 atm. -10 atm. -15 atm. -20 atm.

almacén imbibicidn
KCl 7+ 7* 11 7° 7°
KNO; 6° 6° 8° 8°
NaCl 8 11 6 7
PEG 6 7 8 7

7 dias de

almacén
KCl 7+ 6 * 9 6° 6°
KNO; 8° 9° 11° 9°
NaCl 8 7 9 8
PEG 10 10 10 10

30 dias de

almacén
KCl 10+ 9 * 10 11° 12°
KNO; 7° 8° 12° 11°
NaCl 16 14 14 8
PEG 9 9 9 11

60 dias de

almacén
KCl 10+ 9 * 10 10° 10°
KNOs 10° 14 ° 13° 11°
NaCl 14 19 X 14
PEG 11 11 11 13

90 dias de

almacén
KCl 12 + 9 * 19 12° 10°
KNO; 10° 11° 14° 11°
NaCl X X X 18
PEG 12 12 11 11

180 dias de

almacén
KCl 12 + 9 * X 14 - X
KNO; 13° 12° 16° 17°
NacCl X X X X
PEG 12 11 12 12

* Meijores. + Recomendables. + Optimos. ° Subéptimos. Marainales
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9 DISCUSION

9.1 Presiembra

La siembra de una semilla puede parecer una accion sencilla ya que consiste en cavar un hoyo,
introducir-la semilla, cubrir con tierra, regar y esperar a que germine,sin considerar que
existen otros aspectos del entorno'que pueden afectar dicho proceso. Estos:son los efectos de
los factores externos tanto bidticos (hongos, bacterias, . insectos), comao abioticos (luz,
temperatura, agua, humedad relativa, medio ambiente gaseoso), a los que se expondra y que

podrian limitar o incluso inhibir su germinacion y posterior crecimiento y desarrollo.

No todas las semillas ‘germinan de inmediato después de desprenderse de la planta madre,
particularmente -para el caso de las semillas de los arboles y arbustos pueden tener la
capacidad de retrasar su germinacion y hacerlo en periodos del afio donde las condiciones
naturales favorezcan la supervivencia de las plantulas, desarrollando latencias o dormancias en
sus semillas. Otras presentan cubiertas de sus testas tan duras que requieren de la abrasion para
poder germinar y en la naturaleza-esto puede lograrse debido al paso a través del tracto
digestivo de aves u otros animales que se alimentan de sus frutos. Es asi que se observé que
muchas.semillas sufren tratamientos de presiembra en la naturaleza y que es factible aplicarlos

bajo condiciones controladas en el laboratorio y en los campos agricolas (Taiz y Zeiger, 2006)

Si bien puede ser que ciertas-semillas no requieran de ningun-tratamiento de pregerminacion
como es el caso de la siembra directa, otras-si o requieren, .como son el caso de las semillas
que requieren estratificacion ;donde’ se_da-una . rehidratacion-lenta y que permitird una

germinacion mas homogénea y la escarificacién-donde se adelgaza la cubierta exterior de las
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semillas con tratamiento de agua a 90°C y posterior inmersion de agua a temperatura ambiente

provocando un choque térmico.

Durante la germinacion de:la semilla tres aspectos deben de cuidarse: i) las sustancias de
reserva, ii) la nutricion y iii) el vigor de su embrion.- (Giménez Sampaio., et al., 1991; Rojo

Hernandez, 2005)

9.2 Efecto de los agentes osmoticos

Tres de los cuatro agentes osmaticos utilizados KCI, PEG 8000 y NKOs superaron al testigo
en el porcentaje de germinacion como se muestra en las Figuras.4 — 21 comparados con la
Figura 0, particularmente.en los tratamientos a 24 horas y a 48 horas de imbibicion, no asi
para el de 72 horas; las Tablas 2 - 4 muestran el tiempo en que las semillas tratadas con los 4
osmoacondicionantes alcanzan el G50, se observa que estos tres agentes osmaticos (KCI, PEG
8000 y NKOs ) mejoran-el tiempo de obtencion del G50 asi como los tiempos de imbibicion
de 24 y 48 horas conservan esta propiedad. Es asi que las semillas osmoacondicionadas con
KNOs3, PEG 8000 y KCI mejoraron la tasa de germinacion en méas de 25%, reducen el nimero
de semillas latentes (no germinadas) y se reducen de 24 a 72h el tiempo para alcanzar el G50

con respecto al testigo.

De los osmoacondicionantes utilizados el NaCl no mostro los resultados-esperados ni en
velocidad ni en porcentaje de germinacidn, reduciendo el porcentaje de germinacion hasta en

un 30% de las semillas con respecto al testigo.
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9.3 Potenciales osmoéticos

Como se observa en las Figuras 4 — 21, con 24 horas de imbibicion en la solucion y con
presiones osmaticas de -5 atm y.-10 atm hay diferencias significativas entre las variables
evaluadas correspondientes a este factor (presion esmotica). A una menor presion osmotica
(-15 atm y -20 atm) la germinacion de las semillas disminuye con respecto al testigo y a.los

otros tratamientos para Beaucarnea gracilis.

Los potenciales osmoticos de -5 atm 1y -10 atm, mostraron mayor porcentaje de germinacion,
asi como también mostraron una mayor rapidez-en la_germinacion que se visualiza en la

obtencion del G50 en un tiempo menor. (Tablas 2— 4)

El potencial osmatico de —10 atm, obtuvo el mayor porcentaje de germinacion con PEG y 24
horas de imbibicion. Asi mismo bajo esta presion osmética del PEG, se obtuvieron los
mayores porcentajes de semillas germinadas, ademas de lograr el G50 en el periodo mas corto,
que fue de 6 dias. Estos resultados difieren de los de Marin Sanchez et al., (2007a) quienes
obtuvieron resultados positivos para semillas de. cebolla con su tratamiento de agua
(hidroacondicionadas), es decir, con potenciales méas altos que con las semillas con
tratamiento osmotico, esto tal vez debido a las caracteristicas bioldgicas propias de la especie
estudiada. Rehman-et-al., (1997) determinaron que para semillas de diez especies de Acacia
coinciden-en-que-al-aumentar el tiempo de imbibicion de.las semillas-en la solucion osmatica o
aumentar la concentracion de.sales de la misma, las semillas sufren dafios_que se ven

reflejados en el vigor y viabilidad de las mismas, coincidiendo con el trabajo de Khan (1997).

Flores y Briones (2011) hacen-constar que para B. gracilis un potencial osmatice menor a cero

(- 6 atm), promueve una tasa de germinacion mayor, concordando con nuestra obtencion de
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germinacion entre -5 atm y - 10 atm donde obtuvimos los mayores porcentajes de germinacion

en comparacion con el uso de agua destilada.

9.4 Periodo de acondicionamiento osmotico

En el tratamiento de imbibicién de 24 horas con “los cuatro -osmoacondicionantes se
observaron los mejores resultados en cuanto a la velocidad de germinacion que en"promedio
para KCI fue de 9.87 dias, de 8.62 dias para el KNOs, para PEG 8000 de 7.95 dias y NaCl de
9.96 dias. Después de tratar por 48 horas las semillas, bajé la velocidad de germinacion siendo
de 10.06 dias para KCI, KNOs 8.99 dias, PEG 8000 8.49 diasy NaCl 10.49 dias. A las 72
horas de imbibicion, con excepcion del KCl.a 9.74 dias para los otros tres osmo
acondicionantes, ‘se-redujo aun mas el porcentaje de germinacion asi como la velocidad para
alcanzar el G50 siendo para el KNOs 10.74 dias, PEG.8000 10.58 dias y en el NaCl 11.25
dias. Rehman et al.. (1997) reportan que un- periodo de -acondicionamiento osmatico
prolongado dafia las semillas donde se demuestra que con, periodos prolongados existe el
riesgo de que los iones de los ‘agentes osmoticos penetren la semilla y el embrién (Rojo
Hernandez 2005); por su parte Binang et al. (2012) consideran que al osmoacondicionar
semillas de arroz variedad NERICA obtuvieron la mejor calidad fisioldgica con 24 horas de
tratamiento y~PEG 6000 como. osmoacondicionante. Al prolongar el periodo de
osmoacondicionamiento Sang et al. (2008) en semillas de pastos costero, Piedrahita-(1998)
con semillas de Pinus patula observaron que se incrementan los porcentajes de germinacion
asi como la velocidad coincidiendo estos-resultados con el presente estudio, demostrando asi
que el proceso de imbibicion con osmoacondicionamiento-activa el'metabolismo al penetrar el

agua de manera controlada para especies provenientes de distintos ecosistemas.
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9.5 Periodos de almacenamiento

El acondicionamiento osmatico de las semillas es una técnica que mejora el proceso de
germinacion; sin embarge, reduce el periodo de almacenamiento, lo que representa una
limitante de esta tecnologia. Wolkers et al., (1999) comentan que el almacenamiento para
semillas osmoacondicionadas es el resultado de interacciones complejas entre factores fisicos
y bioguimicos que desestabilizan las proteinas y que se incrementa la-susceptibilidad del ADN
a sufrir dafios durante el almacenamiento debido a que se‘modifica la cantidad de proteinas
que codifica (Boubriak et al., 2000 y-Chiatante y Onelli, 1993). Gurusinghe y Bradford (2001)
coincidieron con lo sefialado_anteriormente e indicaron que las semillas de varias especies
osmoacondicionadas durante periodos cortos reducen su tiempo de almacenamiento. En esta
investigacion se demostré que al prolongar el tiempo de almacenamiento de las semillas, su
calidad fisiolégica - fue perdiéndose, reflejada en la disminucién de la viabilidad y vigor de las
semillas como se observa en la columna de almacenamiento de las Tablas 2 - 4, donde se
observa que a mayor tiempo la velocidad de germinacion disminuye. No obstante algunos
tratamientos, a pesar del paso del tiempo, conservan una calidad fisioldgica de las semillas
similar al ser poco notoria la pérdida de vigor y viabilidad al-someterlas a germinacién como

se observaenla Tablal - 4.

Los periodos de almacenamiento de 90 y 180 dias mostraron el més bajo. porcentaje de
germinacion y por consecuencia el mayor porcentaje de semillas latentes 0 muertas en
comparacion con los periodos cortos de almacenaje. Estos resultados concuerdan.con los de
Atherton y Faroque (1983), quienes observaron que., los. efectos benéeficos del

acondicionamiento osmético pueden perderse durante el almacenamiento y difieren de los de
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Marin Sanchez et al (2007b) con semillas de tomate verde, donde observaron que al prolongar
el almacenamiento de las semillas, obtuvieron los mejores resultados, pero es de importancia
sefialar que atribuyen sus-resultados a que las semillas carecen de un embrién maduro, por lo
que es necesario un periodo de almacenamiento para que éste llegue a su madurez y la semilla

pueda germinar adecuadamente.

9.6 Interacciones

9.6.1 Agente osmatico x potencial osmético.

En esta interaccion se observo que tanto el potencial -osmatico .como el reactivo utilizado
tienen un efecto sobre las variables evaluadas, el NaCl no resultd ser un buen agente osmotico
para las semillas de B. gracilis ya que las semillas que fueron tratadas con esta sal tuvieron un
pobre desempefio-tanto en velocidad como en el porcentaje de germinacion con respecto al
testigoy los demés agentes osmoacondicionantes. Los mayores porcentajes de germinacion e
indices de velocidad se obtuvieron en las semillas tratadas con PEG 8000, a -10 atm, en
comparacion con los demas agentes osméticos y el‘testigo, estos resultados concuerdan con el
trabajo de Parera y Cantliffe (1994) quienes mencionaron que.el polietilénglicol tiene ventajas
sobre-las sales inorganicas al ser una substancia inerte y no producir efectos toxicos en.el
embrion, debido a que por ser tan grande la molécula del PEG-8000 no puede entrar en la

semillaregulando el paso del agua.

9.6.2 Agente osmotico x periodo de almacenamiento.

Se observaron diferencias significativas'para los porcentajes de germinacion y la obtencion del

G50 en la relacion agente osmdtico/periodo de almacenamiento. Independientemente del
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agente osmotico utilizado con el paso del tiempo de almacenamiento baja el porcentaje y

velocidad de germinacion.

La baja en la tasa de germinacion y velocidad para obtener el G50 es menos evidente en los
tratamientos-con'PEG 8000 a --10 atm con 24 horas de imbibicion y con KNOs a -5-atm y
-10 atm por 24 horas, como sé muestra en las Figuras 4 - 21 y tablas 2 - 4, con su- posterior
almacenamiento, es decir, estos 0smoacondicionantes mostraron el mayor porcentaje e indice
de velocidad de germinacion a través del tiempo:sin perder el beneficiado, en comparacion

con el resto de las combinaciones y el testigo.

9.6.3 Agente osmotico x periodo de acondicionamiento.

La interaccion “agente -osmoético por periodo de acondicionamiento muestra diferencias
significativas para las variables evaluadas. EI mayor porcentaje de germinacion se observé en
los tratamientos con KNOsz y PEG 8000 durante 24 horas y KCI durante 72 horas en
comparacion con el testigo y el resto de los tratamientos. Basado en la Tabla 1 donde se
observan los tratamientos considerados como.Gptimos se observa que el periodo de imbibicion
0 acondicionamiento idoneo para las semillas de Beaucarnea gracilis es de 24 horas cuando
se-utiliza PEG 8000, KNOs y KCI como agentes easmoacondicionantes.en comparacion con
los periodos de 48-y. 72 horas. Para el osmoacondicionante NaCl, ningun periodo de
imbibicion fue-favorable, coincidiendo con Rehman et. al., (1997) donde -observa que este

osmoacondicionante dafia a las semillas.

9.6.4 Periodo de almacenamiento x periodo de acondicionamiento.

Se observaron disminuciones-para‘el porcentaje de germinacion y el tiempo-en alcanzar el
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G50. Cada periodo de almacenamiento responde diferente a cada periodo de imbibicion
obteniéndose un mayor porcentaje de germinacion con cada tratamiento a un tiempo
especifico de ‘almacén segun el- osmoacondicionante. Para cada osmoacondicionante la

respuesta ante los periodos de almacenamiento varia asi como también a la presion'empleada.

Como se observa en la Tabla 1 las semillas osmoacondicionadas de 24 a 48 horas.y
almacenadas de 0 a 60 dias presentan un mejor desempefio respecto al porcentaje y velocidad
de germinacién en comparacién con' las semillas que fueron embebidas por periodos més
largos de tiempo o almacenadas durante 90 y 180 dias. El tratamiento con KCI por 72 horas a
-5 atm de presion osmotica es una excepcion ya que a pesar de haber prolongado el periodo de
imbibicion, aln“presenté un alto porcentaje e indice de velocidad de germinacién. Sin
embargo, no puede decirse que el KCI sea el osmoacondicionante méas recomendable porque
su indice de velocidad de germinacién no es el mas,adecuado.en comparacion con el PEG

8000 y KNOs.

9.6.5 Agente osmdtico x potencial osmatico X periodo de acondicionamiento x periodo de
almacenamiento.

Haciendo una comparacién entre todas las variables, esta interaccién nos permite detectar con
precision el-efecto conjunto de los tratamientos sobre las variables estudiadas. La semilla de
Beaucarnea gracilis osmoacondicionada con PEG 8000 por 24 horas a -10-atm, KNO3 por 24
horas a -5 atm y -10 atm y KCI por 72 horas a -5 atm mostraron el mejor comportamiento en
porcentaje y velocidad de germinacidn durante todos los periodos de~almacenamiento,
superaron al testigo y a los demas tratamientos en las variables estudiadas como se observa en

la Tabla 1.
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Bewley y Black (1982) remarcan que la ventaja que le confiere el osmoacondicionamiento a
las semillas es que el lento paso del agua a traves de lacubierta seminal le da tiempo suficiente
para activar el metabolismo pregerminativo y reparar aquellas estructuras que estén dafiadas
como las membranas celulares y no perder substancias solubles en agua como aminoacidos,
carbohidratos, proteinas, entre otras que son necesarias para una adecuada germinacion y

desarrollo de las plantulas.

En la mayoria de los. tratamientos se observé mayor calidad fisiol6gica en semillas
acondicionadas que en el testigo, teniendo un mejor desempefio las semillas tratadas que las
no tratadas como se observa en las Tablas 2 - 4. + Szafirowska et al., (1981), coinciden con que
el osmoacondicionamiento mejora la movilidad de las reservas de la semillas hacia el embrién,
lo cual influye en'la uniformidad y velocidad de germinacion., asi como también McDonald
(2000), considera que el acondicionamiento osmético es -exitoso en especies de semilla
pequefia como zanahoria, pimienta, apio, tomate, cebolla y lechuga, al grado de convertirse en
un procedimiento casi normal para éstas; Giménez Sampaio et al., (1991) trabajando con
semillas de chile ancho quien demuestra el buen desempefio de los osmoacondicionantes y

Pifia Espejel et al., (2010 a) demuestran datos similares para una especie de Agave.

Este tratamiento-logra un avance en el proceso de germinacion. La finalidad de esta préactica es
la activacion controlada de las fases iniciales de la germinacion, tanto para acelerarla asi como

para mejorar la uniformidad y-el establecimiento de las plantulas que se obtengan.
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10 CONCLUSIONES

X/
L X4

X/
L X4

Las semillas osmoacondicionadas de Beuacanrea gracilis, con KNOz, PEG 8000 y
KCI mejoraron la tasa de-germinacion en mas de 25%, redujeron el nimero de semillas

latentes (ne germinadas) con tiempo de imbibicion de 24 horas.

El NaCl, como osmoacondicionante para B. gracilis no se comporté idoneo, el

porcentaje de germinacion se redujo hasta en un 30%.con respecto al testigo.

A una menor presion osmotica (-15 atm y -20 atm) la germinacion de las semillas

disminuye con respecto al testigo 'y a los otros tratamientos para Beaucarnea gracilis.

De todos “los petenciales osmaticos utilizados, el de —10 atm, obtuvo el mayor

porcentaje de germinacion con PEG y 24 horas de imbibicién.

Al aumentar el tiempo de imbibicion de las semillas a la solucion osmotica o aumentar
la concentracién de sales de la misma, las semillas sufren dafios que se ven reflejados

en el vigor y viabilidad.

Al prolongar el tiempo de almacenamiento de las semillas, reducen su calidad
fisioldgica, lo cual se refleja en la disminuciéon de la velocidad y poreentaje de

germinacién de las semillas.

Los mayores porcentajes de germinacion e indices de velocidad se obtuvieron en las
semillas tratadas con PEG 8000-a -10-atm; en comparacion con los demas agentes

osmoticos 'y el testigo.
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X/
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X/
L X4

X/
L X4

Independientemente del agente osmotico utilizado, con el paso del tiempo de

almacenamiento, baja el porcentaje y velocidad de germinacion.

Comparando el osmoacondicionante por periodo de almacenamiento se obtiene el
mayor porcentaje de germinacion en los tratamientos con KNOsy PEG 8000 durante
24 horas y KCI durante’ 72 horas en comparacion-con el testigo y el resto-de-los

tratamientos.

Las semillas almacenadas de 0 a 60 dias wy.-esmoacondicionadas de 24 a 48 horas

presentan un mejor desempefio respecto al porcentaje y velocidad de germinacion.

La semilla de Beaucarnea gracilis osmoacondicionada con PEG 8000 por 24 horas a
-10 atm, KNOszpor. 24 horas a -5 atm y -10 atm y KCI por 72 horas a -5 atm mostraron
el mejor-comportamiento en, parcentaje y velocidad de germinacion durante todos los

periodos de almacenamiento, superando al testigo y los demas tratamientos.

El mejor tratamiento respecto al porcentaje final y velocidad de germinacion es el

tratamiento con PEG 8000 por 24 horas a -10 atm.
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