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Resumen

La propagacion generativa (reproduccion sexual a partir de semillas) en condiciones
de cultivo in vitro, representa una alternativa prometedora para la conservacion ex
situ de especies en riesgo, al permitir el desarrollo de protocolos de propagacion
masiva y el rescate de germoplasma de dificil regeneracion natural. En este
contexto, la sobreexplotacion, la pérdida de habitat y el lento ritmo de regeneracion
natural han contribuido a que Guaiacum unijugum (Zygophyllaceae) vy
Pseudosmodingium barkleyi (Anacardiaceae) sean incluidas en la lista de especies
amenazadas de la UICN. Ante la ausencia de protocolos especificos de germinacién
para ambas especies, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar la eficiencia
de germinacion bajo la aplicacion de diferentes tratamientos pre-germinativos,
medios de cultivo y concentraciones hormonales, asi como analizar el
comportamiento de aclimatacion y supervivencia de las plantulas en sustrato.

Se empled un disefio experimental factorial. En P. barkleyi se probaron los medios
Agar-agua (A.A.), Agar-agua con ANA (A.A/ANA), Murashige & Skoog (MS) y
Murashige & Skoog con ANA (MS/ANA), combinados con tratamientos pre-
germinativos de humo y control. En G. unijugum se evaluaron los medios Agar-agua
(A.A.) y Murashige & Skoog (MS), con y sin escarificacion. Las semillas fueron
incubadas en camara de crecimiento a 25 °C, con un fotoperiodo de 12 h luz/12 h
oscuridad.

Aunque el estudio de G. unijugum no conté con réplicas ni analisis estadistico
formal, los resultados aportan informacion relevante sobre su comportamiento
germinativo, alcanzando un 100 % de germinacion a los 23 dias en el medio Agar-
agua con tratamiento de escarificacion, y un indice de velocidad de germinacion
(IVG) de 0.15, sin obtencion de plantulas para la etapa de aclimatacién. En P,
barkleyi, se registréo un 75 % de germinacion a los 16 dias en el medio Agar-agua
con el tratamiento pre-germinativo de humo, con un IVG de 0.63. Durante la fase de
aclimatacion, las plantulas de P. barkleyi provenientes del medio MS con tratamiento
de humo mostraron el mayor crecimiento, con una altura promedio de 8.8 cm vy el

mayor porcentaje de supervivencia (20 %).



Abstract

Generative propagation (sexual reproduction from seeds) under in vitro culture
conditions represents a promising alternative for the ex-situ conservation of
endangered species, enabling the development of mass propagation protocols and
the rescue of germplasm that is difficult to regenerate naturally. In this context,
overexploitation, habitat loss, and the slow rate of natural regeneration have
contributed to the inclusion of Guaiacum unijugum (Zygophyllaceae) and
Pseudosmodingium barkleyi (Anacardiaceae) on the IUCN Red List of Threatened
Species. Given the lack of specific germination protocols for both species, this study
aimed to evaluate germination efficiency under different pre-germination treatments,
culture media, and hormone concentrations, as well as to analyze the acclimatization
and survival behavior of the seedlings in the substrate. A factorial experimental
design was used. In P. barkleyi, the following media were tested: Water agar (WA),
Water agar with NAA (WA/NAA), Murashige & Skoog (MS), and Murashige & Skoog
with NAA (MS/NAA), combined with pre-germination smoke treatments and a
control. In G. unijugum, Water agar (WA) and Murashige & Skoog (MS) media were
evaluated, with and without scarification. Seeds were incubated in a growth chamber
at 25 °C, with a photoperiod of 12 h light/12 h dark.

Although the study of G. unijugum lacked replicates and formal statistical analysis,
the results provide relevant information on its germination behavior, achieving 100%
germination at 23 days on water agar with scarification treatment, and a germination
rate index (GRI) of 0.15, without obtaining plantlets for the acclimatization stage. In
P. barkleyi, 75% germination was recorded at 16 days on water agar with the pre-
germination smoke treatment, with a GRI of 0.63. During the acclimatization phase,
the P. barkleyi plantlets from the MS medium with smoke treatment showed the
greatest growth, with an average height of 8.8 cm and the highest survival rate
(20%).
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| Introduccion

La propagacion de plantas por medio de la germinacion de semillas es de gran
importancia debido a que interviene en gran parte en el mantenimiento de la
diversidad genética de las especies, contrario a lo que ocurre con los métodos de
propagacion asexual o vegetativa (Amador-Alférez et al., 2013). La propagacion
generativa (reproduccion sexual a partir de semillas) en cultivo in vitro da la
posibilidad de desarrollar nuevas alternativas para la conservacion ex situ de la
diversidad bioldgica, obteniendo protocolos de propagacién masiva de especies en
peligro de extincién, que presentan poblaciones extremadamente pequefas o con
limitaciones para su reproduccion al permitir disponer de individuos en periodos de
tiempo relativamente cortos y facilitar la manipulacion del material vegetal
(Bohorquez-Quintero et al. 2016, Garcia-Aguila et al., 2007).

Esta necesidad se torna aun mas critica debido a la pérdida de biodiversidad
causada por actividades humanas, que afecta de manera irreversible los
ecosistemas y, en ultima instancia, a la propia especie humana. Factores como la
degradacion ambiental, la fragmentacion de habitats y el cambio climatico han
reducido la abundancia de numerosas especies, como lo evidencian las Listas Rojas
de Especies Amenazadas, subrayando la urgencia de implementar estrategias

efectivas de conservacion y restauracion ecoldgica (Llano et al., 2017).

En este contexto la sobreexplotacion, junto con la pérdida de habitat y un lento ritmo
de regeneracién, son las amenazas que han llevado a la inclusion en la lista de
especies amenazadas a Guaiacum unijugum, de la familia Zygophyllaceae
endémica de la Region del Cabo de Baja California y debido a su rareza se sabe

poco sobre la biologia basica de la especie (McCauley et al., 2010).

Asi mismo, Pseudosmodingium barkleyi de la familia Anacardiaceae esta presente
en Guerrero y Puebla. Es endémica del municipio de Eduardo Neri en el estado de

Guerrero (Jiménez-Ramirez et al., 2003; Aguilar-Ortigoza et al., 2004). En habitats
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donde el deterioro esta sujeto a las actividades mineras y los incendios naturales o

provocados (Martinez-Salas et al., 2020).

No existen protocolos de germinacién especificos para Guaiacum unijugum y
Pseudosmodingium barkleyi, por lo tanto, el presente trabajo buscé establecer la
técnica de propagacion generativa, después de 2 meses y 6 afos de
almacenamiento respectivamente en el banco de germoplasma del Herbario y
Jardin Botanico Universitario-BUAP, evaluando la respuesta de germinacion en
distintos tratamientos en el medio de cultivo, asi como conocer el proceso de
aclimatacion de estas especies que es un punto critico para la supervivencia de

ambas especies.

Il Antecedentes

2.1 Semillas

Las semillas son la unidad de reproduccién sexual de las plantas y tienen la funcién
de multiplicar y perpetuar la especie a la que pertenecen, siendo uno de los
elementos mas eficaces para que esta se disperse en tiempo y espacio. Esta
desempena una funcién fundamental en la renovacion, persistencia y dispersion de
las poblaciones de plantas, ademas de la regeneracion de los bosques y sucesion

ecoldgica (Doria , 2010).

La diversidad en estructura interna y externa de las semillas se relacionan en gran
parte, con una amplia gama de formas de dispersion y germinacion. Estas
variaciones morfoldgicas incluyen diferencias de tamano, forma, color y textura de
la testa (Pérez-Rozo, 2006).

La morfologia de la semilla consta de diferentes partes, donde cada una cumple una
funcion especializada (Figura 1):
e El embridn es la nueva planta contenida en la semilla, esta formado por un eje

embrionario (de la Cuadra , 1992).
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e La radicula, es la parte del embridn que emerge primero, se convertira en la
raiz de la planta (Varela & Arana, 2010).

e La plumula, yema embrionaria que se desarrolla para formar el brote, incluye
al tallo y las hojas de la planta (Courtis, 2013).

e Elhipocdtilo, es la zona intermedia de los cotiledones y radicula, esta estructura
dara origen al tallo de la planta que emergera a la superficie (de la Cuadra ,
1992).

e Epicdtilo, tejido que se ubica entre los cotiledones y la radicula este dara origen
a la parte aérea de la plantula (Osuna-Fernandez, et al. 2016; Zevallos-Pollito,
et al. 2003).

e El cotiledon, es una estructura que se encuentra unida al eje embrionario y
consta de una o dos hojas unidas (de la Cuadra, 1992).

e Testa, capa protectora que envuelve y protege al embriéon (Osuna-Fernandez
et al., 2016).

Cotiledon

Figura 1. Partes de la semilla

Las semillas se clasifican en funcion de su tolerancia a la desecacion para el
almacenamiento. De acuerdo con el deterioro que las semillas, se han clasificado

en semillas ortodoxas y recalcitrantes:
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e Las semillas ortodoxas pueden deshidratarse a bajos contenidos de
humedad (5% o menos) sin sufrir dafio; su longevidad se incrementa al
disminuir el contenido de humedad y la temperatura de la semilla almacenada
(Osuna-Fernandezet al. 2016), se dispersan y se conservan luego de
alcanzar un bajo porcentaje de humedad (Doria , 2010).

e Semillas recalcitrantes: son sensibles a la desecacion, se deben mantener
entre un 15% y 50% de humedad en condiciones de almacenamiento (INAB,
2021), se dispersan junto con los tejidos del fruto (carnoso) con altos

contenidos de humedad (Osuna-Fernandez et al., 2016).

No existe registro sobre la clasificacion de la tolerancia a la desecacién de
Guaiacum unijugum y Pseudosmodingium barkleyi. No obstante, en la familia
Anacardiaceae, muchas especies presentan semillas con capacidad ortodoxa
(Baskin & Baskin , 2022), es decir, toleran la desecacion y mantienen viabilidad bajo
almacenamiento seco y frio, ejemplo de esto es Tapirira obtusa, las semillas fueron
sometidas a secado con cloruro de magnesio (secado lento) o gel de silice (secado
rapido), en un ambiente cerrado, hasta alcanzar contenidos de humedad del 40%,
30%, 20% y 10%. El proceso de secado lento no influye en la germinacion de las
semillas de Tapirira obtusa, independientemente del entorno en el que se
produjeron. El proceso de secado rapido resulta en una pequefia reduccion de la
germinacién de las semillas de Tapirira obtusa. Las semillas de Tapirira obtusa no
presentan sensibilidad a la desecacion (Souza Pereira et al., 2012).

En Anacardium othonianum (Anacardiaceae), los aquenios se recolectaron con un
contenido de agua del 12 % (peso fresco) y se secaron en gel de silice hasta
alcanzar 10, 8, 6 y 4 %. La desecacion en gel de silice hasta el 4% no dafio las
estructuras internas de los aquenios, y no se observaron reducciones en el volumen
ocupado por el embrién ni en el rendimiento fisiolégico de los aquenios sometidos
a desecacion, se considera a esta especie como ortodoxa (Abadia da Silva et al.,
2017).
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2.2 Propagacioén generativa

La propagacion de plantas por medio de la germinacion de semillas es de gran
importancia debido a que interviene en gran parte en el mantenimiento de la
diversidad genética de las especies, contrario a lo que ocurre con los métodos de

propagacion asexual o vegetativa (Amador-Alférez et al., 2013).

La propagacion generativa, entendida como la reproduccion de plantas mediante
semillas, representa un proceso esencial para la conservacion de la diversidad
genética, especialmente en especies nativas. Este método genera individuos
genéticamente diferentes, lo que favorece la variabilidad y la capacidad de
adaptacién de las poblaciones vegetales frente a cambios ambientales (Hartmann
et al., 2011). Sin embargo, en muchas especies nativas, particularmente aquellas
con alto valor ecologico o en riesgo de extincion, la propagacion generativa enfrenta
importantes limitaciones. Estas incluyen la baja viabilidad o longevidad de las
semillas, la presencia de latencia (dormancia) fisiolégica o fisica, y condiciones
ambientales poco favorables para la germinacion natural (Baskin & Baskin, 2014).
En este contexto, se han explorado estrategias complementarias, como la
propagacion in vitro, el uso de reguladores de crecimiento y la modificacion de
condiciones fisicoquimicas del medio para superar las barreras germinativas y

facilitar la conservacion ex situ de estas especies (George et al., 2008).

2.3 Germinacion

La germinacion es un conjunto de procesos que se llevan a cabo en la semilla,
consiste en el desarrollo del embrién hasta formar una plantula, que sea capaz de
valerse por si misma y finalmente convertirse en una planta adulta (de la Cuadra,
1992, Doria , 2010). Se llevan a cabo tres etapas para la germinacion: Primera es
la de imbibicién, en esta se produce la absorcidon de agua causando que la semilla
se hinche y la testa se rompa (Doria , 2010) Segunda es el inicio de la actividad
metabdlica y enzimatica. Tercera etapa es la de crecimiento y division celular, en
esta etapa se provoca la emergencia de la radicula, esta fase continda con el
desarrollo de la plantula (Osuna-Fernandez et al., 2016; Doria, 2010).
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La germinacion de las semillas se divide en dos tipos:

La germinacion epigea, esta se presenta cuando los cotiledones quedan
expuestos sobre la superficie del suelo por la elongacién del hipocétilo
(Baskin et al., 2014).

La germinacion hiopgea es cuando el hipocotio no se alarga por encima de
la superficie, por lo que los cotilodones permanecen por debajo de la

superficie (Osuna-Fernandez et al., 2016; Baskin et al., 2014).

Para lograr una germinacién exitosa es necesario tomar en cuenta los principales

factores (Osuna-Fernandez et al., 2016):

La absorcion de agua es la mas importante, para ello es importante que la
semilla cuente con disponibilidad de agua para poder germinar. Sin embargo,
el exceso de agua puede inhibir la germinacion y la falta de agua puede
provocar un déficit hidrico (Osuna-Fernandez et al., 2016).

La temperatura, cabe destacar que para cada especie existe un rango, este
queda definido por una temperatura minima y maxima, considerando la
temperatura 6ptima la idénea para la germinacion (Pita-Villamil & Perez-
Garcia, 1998).

El efecto de la luz es también un factor importante, este dependera de la
intensidad y duracion de la luz, ya que en muchos casos las semillas
germinan bajo la luz o en la oscuridad (Osuna-Fernandez et al., 2016; de la
Cuadra, 1992).

Sin embargo, muchas especies no logran germinar, aun cuando se presentan

condiciones favorables, esto se debe a que las semillas se encuentran en estado

de latencia o no son viables (Doria , 2010).
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2.4 Tratamientos pre-germinativos.

La mayoria de las semillas no germinan inmediatamente después de la maduracion,
debido a que entran en un estado de latencia de duracion (semanas, meses, afos)
variada segun la especie; el cual incapacita a la semilla a germinar, necesitando
condiciones especificas de temperatura, humedad y concentracién de gases que
serian adecuadas para la germinacion (Baskin & Baskin, 2014). La latencia se
establece durante la formacién de la semilla, y posee una importante funcién que
consiste en restringir la germinacion en la planta madre antes de su dispersién en
el campo. Ademas, se considera que la latencia es una adaptacion que contribuye
a la supervivencia del individuo, ya que restringe la germinacién cuando los factores
ambientales (falta o exceso de agua, altas o bajas temperaturas, exposicion a la luz
u oscuridad inadecuada, falta de oxigeno) son desfavorables para el desarrollo de
la plantula (Varela & Arana, 2010).

La salida del estado de latencia requiere, en determinados casos, algunos estimulos
ambientales, tales como luz o bajas temperaturas. En otros casos, la testa de las
semillas constituye una barrera impermeable al agua y a los gases o ejercen una
resistencia fisica a la expansion de la radicula, que impide la germinacién (Doria ,
2010).

Por lo tanto, los tratamientos pre-germinativos, son todos aquellos procedimientos
necesarios para romper la latencia de las semillas; esto es, el estado en el que
encuentran algunas semillas, que no son capaces de germinar sino hasta que las
condiciones del medio sean las adecuadas. Entre los métodos mas empleados en
especies pertenecientes a la familia Anacardiaceae y en especies del género

Guaiacum se encuentran: (Varela & Arana, 2010):
e Estratificacion: Este tratamiento se utiliza para romper la latencia fisioldgica,

y consiste en colocar las semillas entre estratos que conservan la humedad,

comuUnmente arena o bien turba o vermiculita, en frio o calor.
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Escarificacion: es cualquier proceso que rompa, raye, altere mecanicamente
o ablande las cubiertas de las semillas para hacerlas permeables al agua y a
los gases. Esta a su vez se clasifica en dos tipos:
o Escarificacion mecanica: Consiste en raspar la cubierta de las semillas
con lijas, limas o quebrarlas con un martillo o pinzas.
o Escarificacion quimica: es un proceso artificial que consiste en remojar
las semillas por periodos breves de tiempo en compuestos acidos,

como el acido sulfarico o acido clorhidrico (Sanchez-Soto et al., 2017).

Hormonas de crecimiento vegetal: Existen compuestos quimicos organicos
naturales que estimulan la germinacién, entre los mas usados estan: nitrato
de potasio, tiourea, etileno, acido giberélico (GA3), citoquininas, entre otros.
Estos compuestos se emplean a diferentes concentraciones y tiempos de
exposicién, dependiendo de cada especie.

Tratamiento pre-germinativo de humo: es una técnica que consiste en
exponer a las semillas a compuestos derivados de la combustién, de manera
que se estimula la germinacién de las semillas. (Cuello-Revetria et al., 2019).
Imbibicién: es el proceso de toma de agua por parte de la semilla, esta se da
mediante la inmersion de las semillas en soluciones osmoéticas o en
cantidades determinadas de agua durante cierto periodo de tiempo (Aguilar-
Ortigoza & Sosa, 2004) (Pérez Mendoza et al., 2016).

Este tipo de tratamientos pre-germinativos son muy importantes en estudios de

germinacion de semillas ya que de esta manera se logra obtener y aumentar los
porcentajes de germinacion, no hay un unico tratamiento pre-germinativo
universalmente empleado, ya que la eleccién de la técnica mas adecuada depende
de las caracteristicas morfoldgicas vy fisiolégicas de cada especie (Varela & Arana,
2010).

Los estudios de germinacion en especies del género Guaiacum muestran la

aplicacién de tratamientos pre-germinativos, ejemplo es el aplicado en Guaiacum
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sanctum, donde se demostré que esta especie presenta latencia fisica provocada
por la testa y el arilo que contienen los compuestos inhibidores de la germinacion,
por lo que se empled el tratamiento pre-germinativo de escarificacibn mecanica y
quimica para remover estas estructuras, una vez retiradas se alcanzaron
porcentajes de hasta el 100% de semillas germinadas, cabe aclarar que las semillas
utilizadas en este estudio eran semillas recién recolectadas (Taylor , 1966). En
Guaiacum coulteri se utilizaron semillas de frutos maduros cosechados y
almacenados a temperatura ambiente (= 25 °C) y humedad relativa menor a 50%,
utilizaron tres tratamientos pre-germinativos: 1) escarificacion con lija para madera
donde se obtuvo un 86.7% semillas germinadas, 2) inmersién en acido sulfurico
(H2S04) por periodos de tiempo 1 min donde se obtuvo 75% semillas germinadas,
5 min 80% semillas germinadas y 10 min 85% semillas germinadas 3) imbibicion
en agua caliente a una temperatura de 60°C por 10 min obteniendo un 51.1%

semillas germinadas (Sanchez-Soto et al., 2017).

En Guaiacum angustifolium, con el tratamiento pre-germinativo de estratificacion,
se evaluo el efecto de la temperatura siendo el porcentaje de germinacion obtenido
del 87 %y 92 % con temperaturas de 25°C y 30°C (Everith , 1983). Las semillas de
G. sanctum logran germinar cerca del 80% en temperaturas de 20°C o 25°C
(Gonzalez-Rivas, et al. 2009). Con las semillas de Guaiacum officinale, se utilizo el
tratamiento pre-germinativo de inmersién en acido sulfurico (H2SO4) por un periodo
de 7 min y la imbibicién en agua por 24 hrs, estos tratamientos fueron eficientes en

un 90% de germinacién (Pérez, 1996).

En lo que respecta a los tratamientos pre-germinativos utilizados en especies de la
familia Anacardiaceae, como es el caso de Schinus areira son los siguientes: (1) y
(2) Testigos con y sin exocarpo respectivamente; (3) y (4) Agua a 80° C y
enfriamiento gradual por tres dias, con y sin exocarpo respectivamente; (5) Lijado;
(6) Lijado e inmersidbn en agua a temperatura ambiente por tres dias; y (7)
Escarificacion con mortero y agua a 80° C por tres dias. El tratamiento con mayor

porcentaje de germinacion (35%) fue la aplicacion de agua caliente a 80° C sin
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exocarpo e imbibicion durante tres dias, este mismo tratamiento con exocarpo
muestra un valor muy bajo de porcentaje de germinacion (4%). La aplicacion de
ljado sobre el mesocarpo resulté ineficiente con un bajo porcentaje de germinacién
(10%) debido a que no eliminé la cubierta pastosa tornando ineficiente el
tratamiento. (Zapater et al., 2018). Otro estudio realizado con esta especie es el de
métodos de escarificacion donde los tratamientos utilizados fueron: 1) testigo; 2)
escarificacion mecanica, 3) escarificacion fisica (agua a temperatura de ebullicion);
4) escarificacion quimica (acido sulfurico). Las semillas se incubaron en cajas de
Petri sobre papel de filtro. Se registraron los siguientes porcentajes de germinacién
para los diferentes tratamientos: 1) 12 %, 2) 22 %, 3) 18 % y 4) 36 %. Se observa
que los mayores porcentajes de germinacion se obtienen cuando las semillas son
tratadas con acido sulfurico (Tapia et al., 2011).

En Schinus johnstonii se utilizaron los siguientes tratamientos pre-germinativos: 1)
semillas sin exocarpo este se retiré6 de manera manual, se obtuvo un porcentaje del
15% de semillas germinadas, 2) semillas desnudas con escarificacion mecanica con
un 22% de semillas germinadas, 3) semillas desnudas con escarificacion quimica
mediante la inmersion de las semillas en acido sulfurico al 10% durante 5 min con
un 5% de semillas germinadas, 4) semillas desnudas( sin exocarpo) en remojo en
agua a temperatura ambiente (24°C) durante 4 dias se obtuvo un 7% de semillas
germinadas y 5) semillas desnudas con exposicion al humo, realiz6 con un
ahumador, con material vegetal seco encendido en su interior, y una bolsa plastica
como receptaculo del mismo. Las semillas se introdujeron en la bolsa y se
mantuvieron por 5 minutos bajo condiciones de saturacién donde se obtuvo un 12%
semillas germinadas (Diaz-Arias et al., 2020).

Otra especie que ha sido sometida a tratamientos pre-germinativos es Anacardium
excelsum (familia Anacardiaceae) donde las semillas fueron sometidas a diferentes
tratamientos, como lo son: escarificacion mecanica con lija, escarificacion mecanica
con bisturi, escarificacién quimica con HCI por 5 y 10 minutos, ademas de eso se
contd con un testigo, se obtuvo un mayor porcentaje de semillas germinadas
mediante el tratamiento de escarificacidén con bisturi (60%), seguido del tratamiento

de sumergir en solucién de HCI por 5 minutos (40%). En los tratamientos donde
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hubo un menor numero de semillas germinadas fueron el testigo y la escarificacion
con lija, mostrando no tener un efecto apreciable sobre el rompimiento de la
dormancia en las semillas. El agua destilada en conjunto con el agua caliente y la
solucion de HCI por 10 minutos, presentaron similares porcentajes en cuanto a la

germinacion (20%).

De acuerdo con la revision de los pre-tramientos de germinacion de la especie
Guaiacum unijugum y Pseudosmodingium barkleyi es nula.

2.5 Medios de cultivo

El cultivo in vitro de tejidos vegetales se define como el crecimiento aséptico de
plantas, o partes de estas, en recipientes de vidrio o plasticos, con medios de
cultivos artificiales y mantenidas en condiciones controladas de luz y temperatura
(Suarez-Padrén, 2020). Para el desarrollo de un medio de cultivo es necesario
seleccionar adecuadamente los componentes a usar ( Gomez & Batista, 2006). Lo
ideal de la siembra de cultivos vegetales es promover la toti potencialidad de las
células no diferenciadas, este procedimiento es posible gracias a la preparacién
especifica de un medio de cultivo que contenga los macronutrientes (N, P, K, S, Ca,
Mg, Si), micronutrientes (Fe, Mn, Cu, Zn, Mo, B, Na) vitaminas y sacarosa,

necesarios para el desarrollo de la planta (Alcantara-Cortes et al., 2017).

Se han empleado diversos medios de cultivo para la propagacion de especies
vegetales, por ejemplo: Knudson C; este medio es rico en azucares y nutrientes (
Otero-Ospina & Bayman, 2009), White es un medio que contiene menos sales
inorganicas y menor concentracion de nitrogeno, medio de cultivo Vacin y Went; es
un medio que se utiliza para el cultivo in vitro de orquideas, el Agar- Agua (AA) es
un medio soélido que no contiene nutrientes , cuya funcion principal es proporcionar
una superficie estable para la germinacién de semillas sin influencia de nutrientes
externos. Aunque, sin lugar a duda uno de los medios de cultivo mas recomendado
para la siembra de tejidos vegetales con fines de investigacion cientifica es el medio
Murashige & Skoog (MS) este medio contiene una mayor cantidad de sales
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inorganicas incluyendo nitratos y amonio, ademas de vitaminas (Starling & Dodds,
1983; Roca & Mroginsky, 1993).

Hasta la fecha, no se han reportado estudios sobre la germinacién en medios de
cultivo in vitro para Pseudosmodingium barkleyiy Guaiacum unijugum. No obstante,
se ha trabajado en el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) suplementado, con
semillas de Guaiacum sanctum donde se obtuvo un 13% de semillas germinadas
(Orantes-Garcia et al., 2023).

Los medios de cultivo han sido utilizados en especies de la familia Anacardiaceae,
como es el caso de Schinus fasciculata, las semillas se sembraron en medio agar-
agua. El porcentaje de germinacion a los 3 dias de la siembra fue de 40% y a los 7
dias alcanzo el 84%. Alos 20 dias las plantulas se trasplantaron a medio MS en dos
diluciones: un cuarto (MS %) y un medio (MS 2). En las plantulas cultivadas en
ambas diluciones de MS se observé la regeneraciéon de un brote por explanto. El
94% de los brotes en MS V4, en el medio con mayor concentracion de sales (MS %)
el numero de brotes con hojas alcanzo el 100 % (Freire et al., 2014).

En Pistacia terebinthus (Anacardiaceae), se pusieron a germinar las semillas en tres
medios diferentes de germinacion: WP (Lloyd y McCown, 1980), MS (Murashige y
Skoog, 1962) y C2D (Cheé y Pool, 1987) en oscuridad a 5°C. Se obtuvo una
germinacién muy alta en los diferentes medios, llegando al 100% en el medio MS,
WP 58% y C2D 83% (Garcia et al., 2010).

En Schinopsis balansae las semillas se sembraron en un medio de agar-agua
(medio AA). Se obtuvo un 69 % de germinacion en medio agar-agua a los siete dias
de la siembra, las plantulas obtenidas se trasplantaron a dos diluciones del medio
MS (100 y 50 %), no se observaron diferencias significativas entre las diluciones del
medio MS en el numero de hojas, la longitud de vastago y la longitud de la raiz
primaria (Alzugaray et al., 2013).

En este contexto, el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) ha demostrado ser

particularmente eficaz, debido a su alta concentracion de nutrientes. Ademas, al ser
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suplementado con reguladores de crecimiento, dicho medio favorece

significativamente los porcentajes de germinacion (Orantes-Garcia et al., 2023).

2.6 Reguladores de crecimiento (RC)

Los reguladores de crecimiento (RC) son compuestos de origen natural o sintético
que, incluso en bajas concentraciones, desempefan un papel fundamental en la
regulacion de diversos procesos metabdlicos y fisioldgicos en las plantas. Estos
compuestos intervienen en multiples etapas del desarrollo vegetal, tales como la
germinacién de semillas, enraizamiento, movimientos y elongacion celular,
floracién, maduracion de frutos, senescencia, asi como en la respuesta y adaptacion
a condiciones de estrés bidtico y abidtico. Hasta la fecha, se han identificado diez
principales tipos de reguladores de crecimiento: auxinas, citoquininas, giberelinas,
acido abscisico, etileno, acido salicilico, poliaminas, acido jasmonico,
brasinoesteroides y estrigolactonas. Cada uno de estos compuestos cumple

funciones especificas (Méndez-Delgado, 2023; Borjas-Ventura et al., 2020).

En trabajos previos en el Banco de Germoplasma de Semillas del HIBU-BUAP,
como el de Melissa Gomez Islas, sobre Germinacion de Croton rosarianus y
Pseudosmodingium barkleyi dos especies endémicas en estado decreciente
pertenecientes al estado de Puebla tesis que se encuentra en proceso, se observo
el problema del desarrollo del sistema radicular en P. barkleyi por tal razon se decidio
en este trabajo utilizar una hormona de crecimiento vegetal (Auxinas) en alguno de
los medios para estimularla, y poder evaluar el efecto de este durante la

germinacion.

Las auxinas son reguladores del crecimiento que pueden promover el alargamiento
y division celular in vivo a concentraciones tan bajas como 0.01 ymol/L (Amador-
Alférez et al., 2013). El Acido 1-naftalenacético (ANA), es una auxina sintética cuya
aplicacién tanto en viveros como en la produccion a campo, ha mostrado la

capacidad de inducir el proceso de enraizamiento en diferentes cultivos, tales como
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forestales, frutales y ornamentales (Burgos et al., 2009; Amador-Alférez et al.,
2013).

2.7 Amenazas

Los factores que se han identificado como amenazas para la biodiversidad y
causales directos de la extincion de especies varian segun el grupo taxonémico,
pero entre ellos se cuentan: la destruccién de sus habitats (por incendios, cambios
de uso de suelo), la contaminacion, la sobreexplotacion, la introduccidn de especies
exoticas, el cambio climatico (Martinez-Meyer, et al., 2014). Ademas de la mineria
de cielo abierto (o de tajo abierto) la cual es una actividad industrial de alto impacto
ambiental, social y cultural, esta consiste en remover la capa superficial del suelo
para hacer accesibles los extensos yacimientos de mineral de baja calidad
(Sanchez-Salinas et al., 2014).

Guaiacum unijugum es una especie de la familia Zygophyllaceae endémica de
México, que se localiza en Baja California Sur con solo 3 poblaciones las cuales
son: 12. Boca de la Vinorama, 22. Bahia los Frailes, 32 Costa Azul, siendo esta ultima
la mas afectada debido a que esta cerca del arroyo el cual sirve de calzada y que
esta sujeto a la remocion de grava, siendo un ejemplo de las especies cuyas
poblaciones al no tener un uso antropogénico han sido afectadas por la destruccién
del habitat, colocandola en categoria de peligro critico de extincién (CR, por sus
siglas en inglés) de acuerdo con la Lista Roja de la Union Internacional para la

Conservacion de la Naturaleza (IUCN, por sus siglas en inglés) (IUCN, 2018).

Cabe resaltar, por el uso maderable que tienen algunas especies como Guaiacum
sanctum, entre otras, todas las especies de Guaiacum estan incluidas en la lista del
2003 en el Apéndice Il de la Convenciéon sobre el Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Faunay Flora Silvestres (CITES) debido a la incapacidad

de diferenciar la madera entre diferentes especies (McCauley et al., 2010).
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Otro ejemplo de especies que se ven afectadas por la destruccion del habitat y por
falta de tener un uso antropogénico es Pseudosmodingium barkleyi de la familia
Anacardiaceae, la cual también es una especie endémica a México que se
distribuye en Guerrero y Puebla contando con alrededor de menos de 2 500
individuos los cuales estan experimentando un declive continio debido a las
amenazas del habitat como son el cambio de uso del suelo, la fragmentacion de los
ecosistemas por actividades mineras e incendios frecuentes, por lo que se prevé
que en el futuro se produzca una reduccién de individuos maduros de al menos el
20%, colocandola en peligro de extincion (EN) de acuerdo con la IUCN (Martinez-
Salas et al., 2020).

Por él, creciente deterioro del que han sido objeto las especies vegetales, surge la
necesidad de crear estrategias enfocadas en la conservacion y recuperacion de

especies (Rodriguez-Gonzalez, 2006).

Il Justificacion

La acelerada erosion de los recursos fitogenéticos representa una amenaza critica
para la biodiversidad, especialmente en regiones mega diversas como México. En
respuesta, se han optimizado estrategias de conservacion ex situ, destacando entre
ellas el uso de técnicas biotecnoldgicas como el cultivo in vitro, que permite la
propagacion generativa bajo condiciones ambientales controladas, favoreciendo la
germinacién y establecimiento de especies con altos niveles de riesgo como son

Guaiacum unijugum y Pseudosmodingium barkleyi.

IV Hipétesis

La evaluacidon de la propagacion generativa mediante semillas en especies
clasificadas en categoria de riesgo de extincion, bajo condiciones ambientales
controladas, permitird incrementar significativamente su tasa de germinacién vy
establecimiento, esperando que Guaiacum unijugum alcance su mayor porcentaje
de germinacién cuando las semillas sean sometidas al tratamiento de escarificacion
siendo colocadas en medio Murashige & Skoog (MS). De manera similar, se espera

que Pseudosmodingium barkleyi presente la maxima germinacion cuando las
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semillas sean sometidas al tratamiento de humo siendo colocadas en medio con

Auxina, obteniendo el mayor numero de plantas aclimatadas, para su posterior

resguardo en los bancos de germoplasma en condiciones in vitro como ex vitro del

Herbario y Jardin Botanico Universitario

V Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar la eficiencia de germinacion de Guaiacum unijugum y Pseudosmodingium

barkleyi, especies en categoria de riesgo, bajo la aplicacion de diferentes

tratamientos pre-germinativos, medios de cultivo y concentracion hormonal, con el

fin de obtener informacidn basica sobre su biologia germinativa

4.2 Objetivos particulares

Comparar el éxito de germinacion de las especies amenazadas Guaiacum
unijugum y Pseudosmodingium barkleyi en dos medios de cultivo distintos
(Murashige & Skoog y Agar-agua).

Evaluar el éxito de germinacion de las especies amenazadas Guaiacum
unijugum 'y Pseudosmodingium barkleyi mediante la aplicacion de
tratamientos pre-germinativos especificos. Evaluar la viabilidad de las
semillas de Guaiacum unijugum y Pseudosmodingium barkleyi después de
un periodo de almacenamiento, con el propésito de determinar el efecto del
tiempo de conservacién sobre su capacidad germinativa .

Conocer el comportamiento de aclimatacion de plantulas de Guaiacum
unijugum y Pseudosmodingium barkleyi en sustrato, con el fin de evaluar su

adaptacioén y supervivencia en condiciones ex vitro.
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VI Materiales y métodos

6.1 Caso A: Ensayo de Germinacion de Guaiacum unijugum Brandegee

6.1.1 Descripcion biolégica de G. unijugum

Guaiacum unijugum es una especie endémica y rara de México, perteneciente a la
Familia Zygophyllaceae, localizada en Baja California Sur, cuenta con 3 poblaciones
las cuales son: 12. Boca de la Vinorama, 22. Bahia los Frailes, 32 Costa Azul; habita
en matorrales espinosos xerofilos-sarcocaulescentes; G. unijugum es un arbusto de
ramificacion divaricada que crece hasta unos 2 m de altura en dunas costeras y
lavados arenosos, tiene pequefas hojas pinnadas compuestas con generalmente
uno o raramente 2 pares de foliolos, produce flores de cinco meras con pétalos de
color azul claro a mediados del verano, los cuales maduran hasta convertirse en
una capsula de color marron amarillento, una semilla arilada de color naranja rojizo
(McCauley et al., 2010; IUCN, 2018).

La actividad humana (tala clandestina, construccion de infraestructura hotelera y
residencial, la agricultura y ganaderia) parece ser la principal amenaza de la perdida
de individuos en sus sitios de distribucién, por lo tanto, la especie ahora se
encuentra en el apéndice Il de CITES y en la Red List de la IUCN en categoria de
Peligro Critico (PC) ademas de su naturaleza micro endémica debido al pequefio
numero de individuos y poblaciones, la lenta tasa de crecimiento y regeneracion, y
los bajos niveles de diversidad genética, a pesar de esta situacion no ha sido
evaluada en la NOM-059 (SEMARNAT, 2010, Fuentes y Samain, 2018)

Se utilizaron semillas de Guaiacum unijugum, de 2 accesos (20230128 y 20230129)
almacenadas durante 2 meses, a 5 °C en el Banco de Germoplasma de Semillas
(BGC) del HJBU-BUAP.

6.1.2 Tratamientos pre-germinativos y medios en las semillas de G. unijugum

Con la finalidad de evaluar el tratamiento pre-germinativo y el medio de cultivo se

llevd a cabo un disefio factorial. Por lo tanto, como tratamiento pre-germinativo fue:
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escarificacion fisica (ESC), antes de efectuar la escarificacidén se retir6 el arilo de
manera manual con pinzas, con un Dremel modelo 3000, se lijo la semilla con la
intensidad minima hasta observar un cambio de color en la testa y un testigo/control
(C), como medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) y Agar-agua (A.A).. La unidad
experimental de cada tratamiento conté con 15 semillas por tratamiento (Tabla 1).
Se utilizé esta cantidad porque fue la recolectada y donada. Se considerd germinada

la semilla cuando tuvo una longitud de 0.5 cm.

Tabla 1. Disefio experimental para evaluar el tratamiento pre-germinativo y el
medio de cultivo de Guaiacum unijugum

Agar-agua (A.A) Control e Porcentaje de germinacién (PG).
Escarificacion e indice de velocidad de
Murashige & Skoog (MS) | Control germinacion (IVG).
Escarificacion
.

Previo a la preparacién del medio MS, se hicieron los calculos para la concentracion
de la solucién requerida (Tabla 2). En un vaso de precipitado, se colocaron todos
los componentes y con una bala magnética se mezclo todo. Se afora la solucién con
agua destilada a la cantidad requerida. Se ajusta el pH del medio a 5.7+0.1 con
ayuda de un potenciémetro, se calibra con buffers de 4 y de 7 para una medicion

optima del medio. Se vierte el agar y se agita hasta que se disuelva.
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Tabla 2. Componentes (Fe: stock de hierro, CaCl22H20: cloruro de calcio di
hidratado), concentracion y cantidad para la preparacién del medio Murashige &

Skoog (MS).

Componente Concentracion Cantidad 1L
Macroelementos 10 x 100 mL
Microelementos 100 x 10 mL

Fe-EDTA 100 x 10 mL
Vitaminas 10 mL
CaClz22H20 10 x 100 mL
Sacarosa 30 gr
Agar 9gr
pH 5.7

Para la preparacion del medio Agar-agua 1 % se afora la cantidad requerida con
agua destilada.

Finalmente, en cada frasco tipo Gerber, previamente esterilizados se colocan-25 mL
de medio de cultivo, se tapan y etiquetan. Posteriormente se esterilizan en la
autoclave a 121°C por 15 min. Una vez pasado el tiempo se dejan enfriar y se espera
3 dias para verificar que no presente algun microorganismo previamente a la
siembra.

Antes de sembrar las semillas en los medios estas se sometieron a un protocolo de
desinfeccion que consistio en un lavado durante 10 min con agua y jabon, tallando
con un cepillo, seguido de una solucién antifungica Captan al 1 % durante 20 min.
En una campana de flujo laminar se colocaron en Etanol 70 % durante 15 min,
seguido de Hipoclorito de sodio al 15 % con 1 gota de Tween 20 durante 15 min, se
realizaron dos lavados con agua destilada estéril, posteriormente se colocaron en
Cloruro de mercurio 1 % durante 5 min y finalmente tres lavados con agua destilada
estéril. Todos los enjuagues se realizaron en agitacién constante. En condiciones
asépticas, en una campana de flujo laminar, las semillas fueron colocadas, dos por
frasco y una semilla en un frasco en medio MS y A.A. Todos los frascos fueron
rotulados y colocados en una camara de germinacion a 25°C * 1 y fotoperiodo de
12 hr luz/oscuridad por un periodo de 34 dias. El monitoreo de la germinacién se

realiz6 de manera periddica tres veces por semana, especificamente los lunes,
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miércoles y viernes. En cada una de las evaluaciones se registro el numero de
semillas germinadas, considerando como semilla germinada aquella en la que se
observo la emergencia de la radicula. Evaluando el porcentaje de germinacion vy

velocidad de germinacion.

6.1.3 Analisis de datos de la Germinacion de G. unijugum

Se realiz6 un analisis descriptivo de las variables porcentaje de germinaciéon (PG) e
indice de velocidad de germinacion (IVG) con el propésito de caracterizar el
comportamiento germinativo de Guaiacum unijugum. Cabe mencionar que no
existieron repeticiones por el numero limitado de semillas, por lo que la grafica

obtenida no pudo interpretarse estadisticamente.
El porcentaje de germinacién (PG) se calcul6 mediante la suma de las semillas
germinadas divididas entre el numero total de semillas puestas a germinar y el

resultado se multiplicé por 100 (Caroca et al., 2016).

X semillas germinadas

Ecuacion 1. PG = x100

Total de semillas
indice de velocidad de germinacion (IVG). Determinado seguin Ecuacién 2 dénde: ni

es el numero de semillas germinadas en el intervalo de tiempo ti y > ti es el periodo

en dias desde la siembra hasta el dia final del experimento (Ranal & Santana, 2006).

Ecuacion 2: IVG = Sni/(31)],

6.1.4 Aclimatacion de las plantulas de G. unijugum

Una vez germinadas las semillas, sin importar el pretratamiento y medio de cultivo
se retiraron del medio con pinzas y con delicadeza para evitar dafiar la plantula. La
raiz se lavd con cuidado esto con la finalidad de evitar que quedaran residuos del
medio, se trasplantoé con la mano y guantes 1 plantula por cavidad en charola de 50
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cavidades con sustrato en proporcion 1:1:1 de perlita, cacahuatillo y Peat Moss, las
plantulas fueron marcadas con una etiqueta, se taparon con domo y fueron
ingresadas a un cuarto de crecimiento con temperatura constante de 25°C + 1y
fotoperiodo de 12 hr luz/oscuridad. Por un periodo de 20 dias, se evalud la altura,
diametro del tallo, este dato fue tomado con un Vernier digital de la marca Truper

de cada plantula.

6.2 Caso B: Ensayo de Germinacion de Pseudosmodingium barkleyi Miranda

6.2.1 Descripcion biolégica de P. barkleyi

Pseudosmodingium barkleyi es una especie endémica de México perteneciente a la
Familia Anacardiaceae, localizada en el estado de Guerrero, en el area del Cafion
del zopilote y en el estado Puebla en el municipio de Jolalpan. Habita en bosques
tropicales caducifolios con suelos carsticos en un rango de altitud de 600 a 1 000
m; P. barkleyi es un arbusto o arbol pequefo, glabro o minimamente pubescente,
ramas engrosadas de color oscuro, con frecuencia provistas de cicatrices foliares
semejantes a tubérculos. Las hojas son alternas, imparipinnadas a menudo
aglomeradas en los apices de las ramillas. Presenta flores pequefias y numerosas
sostenidas por pedicelos delgados, agrupadas en fasciculos a modo de
inflorescencias pseudoracemosas o paniculadas; las semillas son reniformes,

comprimidas (Rzedowski et al., 1999; Martinez Salas et al., 2020).

La mineria y los incendios frecuentes ocurren en toda su zona de distribucién, lo
que ha reducido su area de ocupacion (AOQO), ademas el numero total de individuos
maduros se estima en menos de 2,500, los cuales estan experimentando un declive
continuo, por lo tanto, esta especie se cataloga en la Lista Roja de la [UCN en peligro
de extincion (EN) (Martinez Salas, et. al, 2020, Red de Herbarios Mexicanos, 2025)

6.2.2 Tratamientos pre-germinativos y medios en las semillas de P. barkleyi

Se establecio un disefio experimental factorial completo 224, debido a que se evalud
el medio de cultivo y el tratamiento pre-germinativo de humo (H) y un control (C),
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ademas de 4 medios de cultivo los cuales fueron: 1) agar con agua (AA), 2) agar
agua con auxina en cantidad de 0.0005 mg/L (AA/ANA), 3) Murashige & Skoog
(MS); 4) Murashige & Skoog con auxina en cantidad de 0.0005 mg/L (MS/ANA), la
unidad experimental de cada tratamiento fue de 30 semillas, con cuatro
repeticiones, por lo tanto, se usaron 120 semillas por repeticion, dando un total de

960 semillas usadas por todo el experimento (Tabla 3).

Los medios fueron colocados en una camara a temperatura constante de 25°C £ 1
y fotoperiodo de 12 hr luz- oscuridad. Por un periodo de 43 dias, evaluando el
porcentaje de germinacion y velocidad de germinacion tres veces por semana,

especificamente los lunes, miércoles y viernes.

Tabla 3. Disefio experimental para evaluar el medio de cultivo y tratamiento
pregerminativo de Pseudosmodingium barkleyi para ensayo de germinacion.

Medio Tratamiento Variables evaluadas
Agar-Agua Control e Porcentaje de germinacion
(AA/C) (PG) %
Humo e indice de velocidad de
(AA/H) germinacion (IVG)
Agar-Agua + ANA Control e Altura de la plantula
Humo e Diametro de la plantula
Murashige & Skoog Control * Supervivencia
(MS/C)
Humo
(MS/H)
Murashige & Skoog +ANA | Control
Humo

Finalmente, en cada frasco previamente esterilizados se colocan 25 mL de medio

de cultivo se tapan y etiquetan. Posteriormente se esterilizan en la autoclave a
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121°C por 15 min. Una vez pasado el tiempo se dejan enfriar y se espera 3 dias

para verificar que no presente algun microorganismo previamente a la siembra.

Previo a colocar las semillas en los medios de cultivo, se llevo a cabo el tratamiento
pre-germinativo de humo, este consistio en recolectar hojas (50g) y ramas secas
(50 g), se colocaron en un ahumador de acero, con un trozo de ocote se prendio
fuego, una vez prendido el fuego se tap6é el ahumador, se bombeo hasta que
empez6 a salir humo, se colocé en la boquilla del ahumador el frasco que contenia

solo las semillas, se cerro el frasco y se dejaron reposar por 40 min (Figura 2).

A

Figura 2. Prueba de humo: hojas y ramas secas dentro del ahumador , se prendi6
fuego, se prendio el fuego: a) humo colectado del ahumador, b) frasco con las
semillas con el humo colectado.

Antes de efectuar los ensayos, las semillas se sometieron a un protocolo de
desinfeccion después de haberlas sometido a la prueba de humo, este protocolo
consistié en un lavado durante 45 min con agua y jabdn, seguido de agua destilada
con dos gotas de Tween 80 durante 30 min, Captan al 1 % mas dos gotas de Tween
20 durante 30 min, pasado el tiempo se da un lavado con agua destilada. En una
campana de flujo laminar se colocaron en Cloruro de mercurio 1% durante 8 min y
finalmente tres lavados con agua destilada estéril. Todos los enjuagues se realizaron
con un agitador orbital a 150 rpm. En condiciones asépticas, dentro de una campana
de flujo laminar fueron colocadas 5 semillas por frasco en cada uno de los medio

Murashige & Skoog (MS) y Agar-agua.
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Con el objetivo de estimular el crecimiento radicular de las semillas germinadas de
los medios que no tenian ANA (AA/C, AA/H, MS/C y MS/H) cuando la radicula tuvo
una longitud promedio de 1 cm, fueron colocadas en medio MS con la auxina ANA
(0.0005 mg/L), pasado 15 dias de haber sido colocadas fueron trasplantadas a suelo

para la fase de aclimatacion.

6.2.3 Aclimatacion de las plantulas de P. barkleyi

Después de que la radicula de las semillas alcanzé alrededor de 2 cm de longitud,
se consideraron aptas para el trasplante a suelo en charolas de 50 cavidades, se
trasplantaron 34 plantulas del tratamiento Agar-agua/Control, 29 plantulas del
tratamiento Agar-agua/Humo, 16 plantulas del tratamiento MS/Control y 14 plantulas
del tratamiento MS/Humo colocando una plantula por cavidad, con sustrato relacion
1:1:1 de perlita, cacahuatillo y Peat Moss los cuales se colocaron dentro de una
cuarto de crecimiento con temperatura constante de 25°C * 1 y fotoperiodo de 12
hr luz/oscuridad. Por un periodo de 10 semanas, considerando la altura, este dato
fue tomado a partir de la base del tallo (en el suelo) hasta el punto mas alto de la
planta y el diametro del tallo, estos datos fueron tomados con un Vernier digital de
la marca Truper. Se aplico un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias para evaluar
el efecto del medio, el tratamiento y su interaccion para altura, diametro con el
programa Minitab y Excel.

La supervivencia se tomé la proporcion de plantulas vivas respecto al total inicial
sembrado en el medio de cultivo, expresado en porcentaje (%). Se aplicé un analisis
de varianza (ANOVA) de dos vias para evaluar el efecto del medio, el tratamiento y

su interaccion para altura, diametro con el programa Minitab y Excel.

6.2.4 Analisis de datos de la Germinacién de P. barkleyi

El porcentaje de germinacion (PG) por tratamiento se calculé mediante la suma de
las semillas germinadas/divididas entre el numero total de semillas puestas a
germinar y el resultado se multiplicé por 100 (Caroca et al., 2016).

iError! No se encuentra el origen de la referencia.
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X semillas germinadas

x100

Ecuacion 3. PG = .
Total de semillas

indice de velocidad de germinacion (IVG). Determinado segun Ecuacién 2 dénde: ni
es el numero de semillas germinadas en el intervalo de tiempo ti y > ti es el periodo

en dias desde la siembra hasta el dia final del experimento (Ranal & Santana, 2006).

Ecuacion 4: IVG = Sni/(31)],

Se aplicd un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias para evaluar el efecto del
medio, el tratamiento y su interaccion para IVG y PG con el programa Minitab y

Excel.

VIl Resultados

7.1 Resultados del Ensayo de Germinacion de Guaiacum unijugum

7.1.1 Germinacion de G. unijugum

De los ensayos que se llevaron a cabo en los medios de cultivo Agar-agua (AA) y
Murashige & Skoog (MS) con el tratamiento pre-germinativo de escarificacion se

consideré como semilla germinada cuando la radicula emergio (Figura 3).

&

Figura 3. Semillas germinadas al 4to dia después de la siembra de Guaiacum
unijugum a: Agar-agua, b: Murashige & Skoog (Ms)
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Las semillas de Agar-agua/control y Agar-agua/escarificacion empezaron a
germinar al cuarto dia de haber sido colocadas, observando una germinacion de
tipo epigea. Siendo el medio Agar-agua/control el que obtuvo el mayor porcentaje
de germinacion con un 100 % de semillas germinadas en el dia 23. Por otro lado,
las semillas de Agar-agua/escarificacion obtuvo un porcentaje del 93 % en el dia 31.
Las semillas de Murashige & Skoog (MS)/control y Murashige & Skoog
(MS)/escarificacion empezaron a germinar al cuarto dia de haber sido colocadas.
Siendo el medio Murashige & Skoog (MS)/escarificacién el que obtuvo un porcentaje
de germinacion del 86 % en el dia 19. Por ultimo, el Murashige & Skoog (MS)/control
obtuvo un 80 % de semillas germinadas en el dia 16 siendo el valor maximo de

germinacion en este tratamiento (figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de germinacién de Guaiacum unijugum de los tratamientos
A.A/C 100 %, A.A/ESC 93 %, MS/ESC 86 %, MS/C 80 %.

El anadlisis descriptivo de las variables evaluadas muestra un comportamiento
uniforme en la germinacion de Guaiacum unijugum. El porcentaje de Germinacioén
(PG) mostré una media de 1.28 con una desviacion estandar de 0.30, lo cual sugiere
una mayor variabilidad en comparacion con el IVG. Los valores de mediana (1.30)
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y moda (1.57) confirman una tendencia hacia porcentajes altos de germinacion. El
coeficiente de asimetria (-0.63) indica una ligera inclinacion hacia valores
superiores, mientras que la curtosis negativa (-0.61) sugiere una distribucién mas

aplanada, con una dispersion leve alrededor del promedio.

Los resultados del indice de velocidad de germinacién (IVG) nos arrojan que el
medio A.A/C tiene un indice de 0.15, el medio A.A/ESC un 0.14, el medio MS/ESC
un 0.13 y el medio MS/C un 0.12. El analisis descriptivo presentd una media de 0.14,
con una mediana y moda de 0.15, lo cual indica una distribucion centrada y
homogénea de los datos. La desviacion estandar (0.04) fue baja, evidenciando poca
variabilidad entre repeticiones y una germinacion relativamente constante. El
coeficiente de asimetria (-0.82) sefiala una ligera asimetria negativa, es decir, la
mayoria de los valores se concentraron hacia los valores mas altos de IVG.
Asimismo, la curtosis positiva (0.61) indica una distribucion cercana a la normal, sin
presencia de valores extremos. En conjunto, estos resultados reflejan una velocidad

de germinacién estable y consistente entre los tratamientos y medios evaluados.

7.1.2 Aclimatacion de las plantulas de G. unijugum

Conforme las plantulas fueron creciendo en el medio de cultivo, se manifestaron
sintomas de enfermedad en las estructuras vegetales (Figura 5), el 90% de las
plantulas estaban enfermas, por lo que no lograron desarrollarse, por ende, no
lograron ser colocadas en sustrato para la aclimatacion y terminaron por morirse en
el medio de cultivo. No se obtuvieron datos de trasplante, o que impidié que se

tomaran datos de altura y diametro.
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Figura 5. Desarrollo de sintomas de enfermedad en Guaiacum unijugum: a) puntos
negros en cotiledones, b) puntos negros en hojas, ¢) hoja desprendida del tallo
perdiendo color hasta secarse.

7.1.3 Discusion del ensayo de germinacioén y aclimatacion de Guaiacum
unijugum

Los resultados de este ensayo demuestran que esta especie logra germinar en un
periodo de 4 dias a partir de la siembra tanto con el tratamiento sin escarificacién
como en el tratamiento de escarificacion, siendo las semillas que fueron colocadas
en el medio agar-agua, las que obtuvieron los porcentajes mas altos de
germinacion, siendo el tratamiento sin escarificacion el que obtuvo 100 %, por lo

que esta especie no necesita de un tratamiento pre-germinativo para germinar.

Cabe aclarar que Guaiacum sanctum y Guaiacum coulteri fueron colocadas en
toallas absorbentes humedecidas, por lo que solo se tomaron los datos de
porcentaje de germinacion con el tratamiento de escarificacion. EI método de
escarificacion en Guaiacum unijugum no influye en el porcentaje de germinacion,
ya que con este método se obtienen porcentajes de germinacién de 86% y 80%.
Estos resultados difieren de lo encontrado en Guaiacum sanctum; una vez que se
remueve el arilo, alrededor del 100 % de las semillas logran germinar en un periodo
de 2 a 5 dias con el tratamiento pre-germinativo de escarificacién, mientras que en
el testigo no germinaron (Taylor , 1966). Las semillas de Guaiacum unijugum
presentaban un periodo de almacenamiento de dos meses previo a su siembra, a

diferencia de las semillas de Guaiacum sanctum, las cuales fueron utilizadas
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inmediatamente después de su recoleccion, esta diferencia en el tiempo de
almacenamiento podria influir en el comportamiento germinativo. En Guaiacum
coulteri en las semillas sin escarificar se obtuvo el menor porcentaje de germinacién
con 10%, mientras que las semillas lijadas germinan al segundo dia obteniendo un
porcentaje de germinacion del 86.7% (Sanchez-Soto et al., 2017), este porcentaje
es similar al obtenido en este trabajo con el tratamiento de escarificacién en el que
se obtuvo un 86%, esto puede deberse a que tanto a las semillas de G. coulteri 'y
G. unijugum se les retiro el arilo. Se ha descrito que en condiciones naturales existen
semillas de G. sanctum en las que el arilo, por lo general, se deteriora rapidamente
y es facil de remover (Taylor, 1966; Wendelken & Martin, 1987). Por lo que la
remocion del arilo se sugiere como un tratamiento pregerminativo alternativo, retiro
debido a que esta se presenta como una estrategia eficaz para el proceso de

germinacion.

En general, el analisis descriptivo en Porcentaje de Germinacién (PG) e indice de
Velocidad de Germinacion (IVG), ambos indicadores evidencian que las semillas de
G. unijugum presentan una alta capacidad germinativa y una velocidad de

emergencia uniforme, sin requerir un tratamiento pre-germinativo especifico.

7.1.4 Conclusion del ensayo de germinacién y aclimatacion de Guaiacum
unijugum

Los resultados obtenidos muestran que Guaiacum unijugum posee un alto potencial
germinativo in vitro, alcanzando hasta un 100 % de germinacién en el medio Agar-
agua sin escarificacidon. A pesar de que el estudio no conté con réplicas ni rigor
estadistico, los datos generados proporcionan informacion valiosa para comprender
el comportamiento germinativo de la especie y constituyen una base inicial para
futuros estudios. Ademas, la viabilidad observada en las semillas después de dos
meses de almacenamiento sugiere que podrian clasificarse como semillas
ortodoxas. En conjunto, estos resultados representan un primer acercamiento al

establecimiento de protocolos de propagacion in vitro.
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7.2 Resultados Caso B: Ensayo de germinacion de P. barkleyi

7.2.1 Germinacion de P. barkleyi

El inicio de la germinacioén en el medio Agar-agua con y sin ANA fue a los 5 dias de
colocadas en el medio tanto en el control como con el tratamiento de humo.
Obteniendo el maximo porcentaje de germinacion en el medio Agar-Agua sin
hormona a los 16 dias con el tratamiento de Humo y a los 17 dias en el control. En
lo que respecta al medio Agar-Agua con ANA control y tratamiento de humo fue a
los 22 dias (Figura 6).
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Figura 6. Germinacién para el medio Agar-Agua de Pseudosmodingium barkleyi.

Por otro lado, el inicio de la germinacién en el medio Murashige & Skoog (MS) con
y sin ANA en el tratamiento control fue en el dia 7, obteniendo el maximo porcentaje
de germinacién en el dia 22. En lo que respecta al medio Murashige & Skoog
(MS)/ANA con tratamiento pre-germinativo de humo el inicio de la germinacioén fue
en el 12 obteniendo el punto mas alto en el dia 16 (Figura 7).
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Figura 7. Germinacién para el medio Murashige & Skoog (MS) de
Pseudosmodingium barkleyi.

El medio A.A/H, fue el que obtuvo el mayor porcentaje de germinacion con un 75 %
(X=42.53, 0?= 499.05) de semillas germinadas, seguido por el medio A.A/C con un
porcentaje de 73 % (X=41.45, %= 496.5). El medio MS/H con un porcentaje de
germinacion de 44 % (x=18.02, o= 88.08), seguido por el medio MS/C 40 %
(X=17.68, 0%= 214.8), el medio A.A/ANA/H con un 37 % (Xx=21.05, %= 177.06), el
medio A.A/ANA/C con un 35 % (X=21.93, o= 167.26), el medio MS/ANA/C 16 %
(X=8.76, 0= 119.93), por ultimo, el medio MS/ANA/H con un 5 % (X=4.33, g%= 42.19)
siendo el medio con menor porcentaje de germinacion (Figura 8). De acuerdo con
el andlisis estadistico para el porcentaje de germinacién (PG), existen diferencias
estadisticamente significativas entre los medios evaluados (F= 40.40; p= 1.03 x
107"°) significa que el tipo de medio influye, el tratamiento no present6é un efecto
significativo (F= 0.17; p= 0.67) no tuvo efecto detectable por si solo. Asi mismo la
interaccion entre medio y tratamiento no mostrd una significancia estadistica (F=
0.28; p= 0.84), es decir, el efecto del tratamiento no depende del tipo de medio

utilizado, ni el medio modifica la respuesta del tratamiento.
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Figura 8. Porcentaje de germinacion de Pseudosmodingium barkleyi: A. AIC 73 %,
MS/C 40 %, A. AIANA/C 35 %, MS/ANA/C 16 %. A.A/H 75 %, MS/H 44 %, A
A/ANA/H 37 %, MS/ANA/H 5 %.

La mayor velocidad de germinacidén la presenta el medio Agar-agua con el
tratamiento pre-germinativo de humo con 0.63 (Xx=0.17, o= 0.04), seguido por el
medio agar-agua control con 0.56 (x=0.20, ¢%= 0.06), el medio agar-agua control
con la auxina ANA con 0.44 (x=0.12, o= 0.02), el medio agar-agua humo con la
auxina ANA con 0.38 (x=0.13, 2= 0.02), el medio Murashige & Skoog (MS) con
humo con 0.37 (x=0.10, ¢%= 0.02), el medio Murashige & Skoog (MS) control con
0.28 (x=0.07, 6=0.01), el medio Murashige & Skoog (MS) con la auxina ANA con
0.25 (x=0.03, 0%= 0.02), siendo el medio Murashige & Skoog (MS) con el tratamiento
pre-germinativo de humo el que menor indice presenta 0.17 (x=0.05, ¢?= 0.03). El
analisis estadistico para el indice de velocidad de germinacion (IVG) nos indica que
se encontré diferencia significativa entre los medios utilizados (F= 5.09; p= 0.001),
el tratamiento no mostré un efecto significativo (F= 0.19; p= 0.88), lo que sugiere
que este factor no influyé de manera relevante. Asi mismo la interaccién entre medio

y tratamiento no mostro una significancia estadistica (F= 0.22; p= 0.88) lo que indica
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que el efecto de cada factor es independiente. Esto quiere decir, que el medio y el
tratamiento actuan por separado, de modo que el efecto de un tratamiento es el

mismo sin importar el medio en el que se aplique.

7.2.2 Evaluacion del crecimiento de las plantulas de P. barkleyi

- Altura

La altura de las plantulas se registro inicialmente antes del trasplante y nuevamente
después de diez semanas de aclimatacion, se observo una disminucién en la altura
de las plantulas correspondientes a los tratamientos A.A/C, A.A/H y MS/C, lo que
podria atribuirse al proceso de aclimatacion de las nuevas condiciones ex vitro,
donde el crecimiento se presentd de manera lenta. En contraste, las plantulas
provenientes del tratamiento MS/H mantuvieron un desarrollo mas favorable,
alcanzando una altura final promedio de 8.4 cm, evidenciando una mejor respuesta
al trasplante. Asimismo, el analisis estadistico mostro diferencias significativas entre
los medios de cultivo, siendo el medio MS/H el que presenté el valor promedio mas
alto (X= 8.99; o%= 2.70), lo que indica una respuesta superior y con mayor
variabilidad en comparacién con los demas tratamientos. En cambio, los medios
A.A/C, A.A/H y MS/C mostraron valores promedio mas bajos (X = 3.18; 2.68 y 6.75,

respectivamente), reflejando un crecimiento limitado (Figura 9).
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Figura 9. Medida inicial y final en el crecimiento de altura en plantulas de
Pseudosmodingium barkleyi, provenientes de los diferentes tratamientos.

Se observaron diferencias notables entre los tratamientos y medios de cultivo
evaluados. Los valores promedio registrados indican que las plantulas cultivadas en
el medio A.A presentaron una altura promedio de 2.93 mm, mientras que aquellas
desarrolladas en el medio MS alcanzaron un valor superior de 7.87 mm,
evidenciando un crecimiento mas favorable en este ultimo. Dentro de los
tratamientos, el uso de Humo mostré un incremento en la altura promedio (8.99 mm
en MS/H) en comparacion con los tratamientos con Control (6.75 mm en MS/C). El
analisis de varianza (ANOVA) reveld diferencias significativas para el medio (F=
51.61; p=1.88 x 1078), lo que indica que el medio aplicado influy6 significativamente
en la altura de las plantulas. En contraste, el tratamiento no presentd un efecto
significativo (F=1.60; p= 0.21), mientras que la interaccion entre medio y tratamiento
mostré una tendencia cercana a la significancia (F= 3.96; p= 0.05), lo que sugiere

una posible influencia combinada entre ambos factores.
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- Diametro

El diametro de las plantulas se registré inicialmente antes del trasplante y
nuevamente después de diez semanas de aclimatacién las plantulas de los
tratamientos A.A/C, A.A/H y MS/C fueron las que tuvieron una disminucién en su
diametro, lo que podria atribuirse al proceso de aclimatacion de las nuevas
condiciones ex vitro, donde el crecimiento se presentd de manera lenta. Siendo las
plantulas provenientes del medio MS/H las que aumentaron un diametro superior a

los demas medios con un diametro final de 1.30 mm (Figura 10).
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Figura 10. Crecimiento de diametro en plantulas de Pseudosmodingium barkleyi,
provenientes de los diferentes tratamientos.

Asimismo, en el analisis estadistico se observaron diferencias entre los tratamientos
y medios de cultivo. Los valores promedio mostraron que las plantulas cultivadas en
el medio Murashige y Skoog (MS) presentaron un mayor diametro, con 0.878 mm
en el tratamiento Control (C) y 1.122 mm en el tratamiento con Humo (H), en

comparacién con las plantulas desarrolladas en el medio A.A, que registraron
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promedios inferiores de 0.452 mm y 0.502 mm, respectivamente. El analisis de
varianza (ANOVA) evidencié diferencias significativas para el medio (F= 42.85; p=
1.30 x 1077), lo que indica que los medios ejercieron un efecto determinante sobre
el diametro de las plantulas. En contraste, el tratamiento no mostré diferencias
significativas (F= 3.38; p= 0.07), y la interaccion entre medio y tratamiento tampoco
resulto significativa (F= 1.47; p= 0.23).

7.2.3 Supervivencia de plantulas de P. barkleyi

La supervivencia de la plantula trasplantada en suelo se tomé a las 10 semanas. El
medio MS/H (6 plantas vivas) fue el que registré el mayor porcentaje de
supervivencia con un 42 %, seguido por los medios A.A/C (4 plantas vivas) con un
11% y MS/C (4 plantas vivas) con un 25 % de supervivencia en las plantulas. El
porcentaje de supervivencia mas bajo registrado es el medio A.A/H (2 plantas vivas),

conun 7 % (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de supervivencia de plantulas de Pseudosmodingium
barkleyi aclimatizadas en sustrato en los diferentes medios, MS/H 42 %, A.A/C
11%, MS/C 25 %, A AIH 7 %.
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El andlisis de varianza (ANOVA) para la variable de supervivencia mostro
diferencias estadisticamente significativas entre los medios (F= 13; p= 0.0015), lo
que indica que el medio aplicado tuvo un efecto relevante sobre el porcentaje de
supervivencia de las plantulas. En contraste, el tratamiento de cultivo no presenté
diferencias significativas (F= 0; p= 1), lo que sugiere que el tipo de tratamiento no

influyé de manera considerable en esta variable.

7.2.4 Discusion del ensayo de germinacién y aclimatacion en P. barkleyi

Las semillas de Pseudosmodingium barkleyi mostraron una respuesta germinativa
temprana, iniciando la emergencia de la radicula a los cinco dias de haber sido
colocadas en el medio con el tratamiento pre-germinativo de humo. Este
comportamiento coincide con lo observado en Schinus johnstonii (Anacardiaceae),
en la cual las semillas sometidas al tratamiento con humo fueron las primeras en
germinar dentro de los diez dias, en comparacién con otros tratamientos como la
escarificacion mecanica y el remojo a los que fueron sometidas las semillas de esta
especie (Diaz-Arias et al., 2020). La rapida respuesta germinativa observada
sugiere que los compuestos presentes en el humo actuan como inductores
fisiolégicos que estimulan los procesos metabdlicos asociados a la germinacion.
Asimismo, el uso del medio Agar-agua, en combinacién con el tratamiento de humo,
demostré ser efectivo, alcanzando un 73 % de semillas germinadas. Este resultado
respalda la evidencia de que el medio Agar-agua constituye un entorno favorable
para la germinacion en especies de la familia Anacardiaceae. En Schinus
fasciculata, se observé un 40 % de germinacion a los tres dias y un 84 % a los siete
dias al emplear este mismo medio (Freire et al., 2014). De manera similar, en
Schinopsis balansae se reporté un 69 % de germinacién en medio Agar-agua a los
siete dias de la siembra (Alzugaray et al., 2013). Esto sugiere que el medio Agar-
agua, por su composicion simple y capacidad para mantener condiciones 6ptimas
de hidratacion y oxigenacion, favorece la activacion de los procesos fisiologicos de

germinacion.
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Caso contrario lo observado en el medio Murashige & Skoog (MS) donde la
germinaciéon de P. barkleyi fue lenta. En este medio, el inicio de la germinacion en
el tratamiento control ocurri6é hasta el séptimo dia, alcanzando un 40 % de semillas
germinadas (MS/C), mientras que el tratamiento con humo (MS/H) presenté un
porcentaje ligeramente superior del 44 %. Estos valores contrastan notablemente
con los obtenidos en el medio Agar-agua, donde se registraron porcentajes de
germinaciéon de hasta 73 %. Estos resultados difieren en Pistacia terebinthus
(Anacardiaceae), especie en la que las semillas germinaron exitosamente en
diferentes medios de cultivo WP (LIoyd & McCown, 1980), MS (Murashige & Skoog,
1962) y C2D (Cheé & Pool, 1987) alcanzando incluso un 100 % de germinacion en
el medio MS a los 40 dias (Garcia et al., 2010). Esta diferencia puede atribuirse a la
variabilidad fisiologica entre especies, asi como a las diferencias en las condiciones
experimentales y en la composicién del medio. El bajo porcentaje de germinacion
observado en el medio MS podria explicarse por su alta concentracion de sales
minerales, macro y micronutrientes, las cuales pueden generar un ambiente
osmotico desfavorable para la imbibicidon y la activacion metabdlica inicial de las
semillas. A estos nutrientes del medio MS se les atribuye la disminucion del vigor y
retardo de la germinacion (Rodriguez et al., 2014). Por tanto, los resultados sugieren
que la complejidad del medio MS no necesariamente favorece la germinaciéon de P.
barkleyi. Esto resultado es congruente con lo observado en el analisis estadistico,
donde se identificaron diferencias estadisticamente significativas tanto en el
porcentaje de germinacion como en el indice de velocidad de germinacion (IVG), lo
que indica que el tipo de medio ejerce una influencia determinante en el proceso

germinativo.

En los medios que contenian la auxina ANA se observo la formacién de callos, cabe
aclarar que los callos generados en este trabajo no son de interés, dado que no era
el objetivo de este trabajo, sin embargo, la apariciéon de estos nos indica que la
concentracion de la auxina ANA (0.0005 mg/L) es alta, ya que estos se forman por
la alta concentracion de nutrientes en el medio de cultivo y la combinacién de un

aporte elevado de macronutrientes y la presencia de auxinas, estimulan la division
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celular desorganizada lo que conduce a la formacion de tejidos callosos (George et
al., 2008; Momoko et al., 2013). El uso de la auxina (ANA) no incrementé los
porcentajes de germinacion ni la velocidad de emergencia de las plantulas. De
hecho, los tratamientos con ANA mostraron menores valores en ambas variables, lo
cual sugiere que la presencia de auxina podria interferir con el equilibrio hormonal

requerido durante la fase inicial de germinacién (Taiz & Zwiger, 2002).

En las plantulas obtenidas de Pseudosmodingium barkleyi se observé un desarrollo
favorable en los medios Murashige y Skoog (MS) en comparacion con los medios a
base de Agar-agua, lo que sugiere que la composicion nutricional del medio MS
promueve un crecimiento vigoroso durante la etapa de aclimatacion. Este
comportamiento coincide con lo reportado en otras especies de la familia
Anacardiaceae, como Schinus fasciculata, en la cual las plantulas obtenidas de la
germinacién fueron trasplantadas a medios MS en diferentes diluciones (4 y %)
mostraron una regeneracion eficiente de brotes, alcanzando un 94 % y 100 % de
formacion de brotes con hojas, respectivamente (Freire et al., 2014). De manera
similar, en Schinopsis balansae donde las plantulas obtenidas fueron trasplantadas
a medios MS evaluando el efecto de dos diluciones del medio MS (100 % y 50 %),
sin encontrarse diferencias significativas en el nimero de hojas, longitud de vastago
ni longitud de raiz primaria, aunque ambas concentraciones favorecieron el
desarrollo normal de las plantulas (Alzugaray et al., 2013). En conjunto, estos
resultados respaldan la tendencia observada en P. barkleyi, donde el medio MS
proporcion® condiciones adecuadas para el crecimiento y la supervivencia,
posiblemente debido a su equilibrio de macro y micronutrientes que favorecen la

regeneracion y diferenciacion de tejidos durante la fase de desarrollo in vitro.

En cuanto a la variable de altura, el analisis estadistico revel6 diferencias
significativas entre los medios de cultivo, destacando el medio Murashige y Skoog
(MS) por presentar los mayores valores promedio. Este resultado puede atribuirse
a que el medio MS, al poseer una formulacion completa de sales minerales y una

adecuada proporcion de macro y micronutrientes, favorece un crecimiento mas
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vigoroso durante la etapa de desarrollo de las plantulas (George et al., 2008). En
contraste, los tratamientos no mostraron diferencias significativas entre si vy
registraron una disminucién progresiva en la altura, posiblemente asociada a la
pérdida de turgencia del tallo durante las semanas de aclimatacion. Esto sugiere
que la composicion nutricional limitada del medio Agar-agua reduce el potencial de
crecimiento, al no proveer los elementos esenciales para mantener la expansion
celular y el desarrollo de tejidos (Bhojwani & Razdan, 1996). Aunque la interaccién
entre medio y tratamiento no resulto significativa, mostré una tendencia cercana a
la significancia, indicando una posible influencia combinada del medio nutritivo y el
tratamiento pre-germinativo sobre el crecimiento. En conjunto, estos resultados
evidencian que el medio MS suplementado con el tratamiento pre-germinativo de
humo (MS/H) promovié un desarrollo mas favorable en la altura de las plantulas,
reflejando un efecto positivo en la aclimatacion y el vigor general. De manera similar,
los resultados obtenidos para el diametro del tallo mostraron diferencias
significativas entre los medios de cultivo, siendo nuevamente el medio MS/H el que
presento los mayores valores promedio. Este incremento en el grosor del tallo esta
relacionado con una mayor resistencia mecanica y una mejor capacidad de
transporte vascular, lo cual contribuye a una aclimatacion mas exitosa (Hartmann et
al., 2011). En contraste, los tratamientos A.A/C y A.A/H mostraron una disminucién
en el diametro, probablemente debido a la pérdida de turgencia y al menor aporte

de nutrientes en el medio Agar-agua.

En este contexto, es importante destacar que, aunque el medio Murashige & Skoog
(MS) favorece un crecimiento mas vigoroso durante las etapas de aclimatacion, no
necesariamente estimula la germinacion inicial de las semillas. Esto se debe a que
su alta concentracion de sales y nutrientes puede generar un potencial osmaético
elevado, limitando la imbibicién y el intercambio gaseoso requeridos para la
activaciéon metabdlica de la germinacién (George et al., 2008). En cambio, medios
mas simples como el Agar-agua proporcionan un entorno menos iénico y mas
equilibrado, que facilita la absorcion de agua y la respiracion de la semilla durante

las primeras fases del proceso germinativo. Por tanto, mientras que el medio MS
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resulta mas adecuado para el crecimiento y desarrollo posterior de las plantulas, el
medio Agar-agua ofrece condiciones mas apropiadas para la germinacion y la

emergencia inicial de Pseudosmodingium barkleyi.

Respecto a la supervivencia, los resultados mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre los medios de cultivo, lo que indica que el tipo de medio tuvo un
efecto determinante sobre el porcentaje de supervivencia de las plantulas. Se
observo una tendencia hacia mayores porcentajes en los tratamientos que utilizaron
el medio Murashige y Skoog (MS), siendo el tratamiento MS/H el que alcanzo la
mayor supervivencia (20%). En contraste, el medio Agar-agua con tratamiento de
humo (A.A/H) registrd el porcentaje mas bajo (7%), lo que evidencia que la
supervivencia de las plantulas depende principalmente del medio de cultivo, mas
que del tratamiento pre-germinativo aplicado. Estos resultados destacan la
relevancia del medio nutritivo en el mantenimiento de la viabilidad y en la capacidad
de adaptacién de las plantulas durante las etapas iniciales del desarrollo in vitro. La
baja supervivencia general observada podria estar relacionada con la sensibilidad
fisioloégica de Pseudosmodingium barkleyi durante las primeras fases de crecimiento
y aclimatacion. Este fendmeno puede deberse a que las condiciones de cultivo in
vitro, aunque controladas, no siempre replican los factores ambientales especificos
del habitat natural de la especie. Ademas, la composicion idnica del medio MS, si
bien favorece el crecimiento, puede resultar excesiva para plantulas jovenes,
generando estrés osmotico o desbalances metabdlicos que limiten su
supervivencia. Por otro lado, los bajos porcentajes en el medio Agar-agua podrian
atribuirse a la escasa disponibilidad de nutrientes, lo que impide el desarrollo
sostenido de tejidos y la formacion de estructuras funcionales. Asi, la limitada
supervivencia tanto in vitro como potencialmente en su habitat sugiere que la
especie presenta una sensibilidad fisiolégica que podria contribuir a su estatus de
riesgo, resaltando la necesidad de continuar con estudios de optimizacion de
medios de cultivo y protocolos de aclimatacion que mejoren su propagacion y

conservacion ex situ (Sarasan et al., 2006).
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7.2.5 Conclusion del ensayo de germinacion y aclimataciéon de P. barkleyi

La informaciéon obtenida en este estudio con semillas de Pseudosmodingium
barkleyi resulta de relevancia para el establecimiento de un protocolo de cultivo in
vitro orientado a su conservacion in situ y ex situ. Los resultados evidenciaron que
la germinacion puede lograrse en ambos medios evaluados, destacando el
tratamiento con Agar-agua’/humo, que alcanzo un 75 % de germinacion, seguido por
el tratamiento Agar-agua/control con un 73 %. Estos resultados confirman que los
medios simples, como el Agar-agua, proporcionan condiciones mas favorables para
la imbibicidn y emergencia inicial de las plantulas, mientras que el medio Murashige
y Skoog (MS), aunque menos eficiente para la germinacién, favorece el crecimiento
y desarrollo posterior gracias a su mayor disponibilidad de nutrientes. Asimismo, se
demostrd que las semillas mantienen su viabilidad incluso después de seis afos de
almacenamiento, conservando su capacidad de germinar y formar plantulas viables.
Finalmente, la adicién de acido naftalenacético (ANA) a una concentracion de
0.0005 mg L™ promovio la formacion de callos, por o que su uso no se recomienda
en etapas de germinacion, dado que puede interferir con el desarrollo normal de las

plantulas.

VIl Conclusién general

La propagacion generativa mediante el uso de semillas constituye una estrategia
esencial para la conservacién de especies en categoria de riesgo, como Guaiacum
unijugum y Pseudosmodingium barkleyi. Este enfoque no solo permite la aplicaciéon
y desarrollo de técnicas adecuadas de propagacion, sino que también contribuye al
conocimiento de la biologia germinativa y de los requerimientos especificos de cada
especie. La comprension de estos factores posibilita optimizar las condiciones del
medio de cultivo y mejorar significativamente las tasas de germinacién y
establecimiento de plantulas, fortaleciendo las estrategias de conservacion in situ'y
ex situ. En este estudio, G. unijugum alcanzé hasta un 100 % de germinacién en el
medio Agar-agua sin necesitar un tratamiento pre-germinativo, evidenciando la
eficacia de este medio para promover la imbibicién y la emergencia inicial de las

plantulas. De manera similar, en P. barkleyi, el medio Agar-agua favorecio las etapas
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iniciales de germinacion, mientras que el medio Murashige y Skoog (MS), aunque
menos eficiente para la germinacion, promovidé un crecimiento y desarrollo mas
vigoroso de las plantulas gracias a su mayor disponibilidad de nutrientes. En
conjunto, estos resultados confirman la importancia de seleccionar adecuadamente
los medios de cultivo y los tratamientos pregerminativos segun las caracteristicas
fisiolégicas de cada especie, con el fin de establecer protocolos eficientes de

propagacion.
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