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CAPACIDAD GERMINATIVA DE SEMILLAS DE Taxus globosa Schltdl.

Susana Elizabeth Ramirez Sanchez, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2012

Taxus globosa Schtdlt. es una especie de importancia no solo por encontrarse en
la NOM-059-ECOL-2010, sino, también por que produce un metabolito llamado taxol
gue es utilizado comercialmente para contrarrestar el cancer. Actualmente, su
obtencion de esta especie es complicada, pues por encontrarse dentro de la norma,
esta prohibida su extraccion; ademas su distribucibn en México es discontinua y su
semilla presenta latencia, condicion que dificulta mucho la propagacién por medio de
semilla; la germinacion es escalonada y baja (2 al 14%). Es la Unica especie de este
género en México y se considera endémica de nuestro pais y de América central. Por
lo que, en la presente investigacion se buscé evaluar las diferencias morfolégicas en
las semillas de dos regiones del pais, probar diferentes tratamientos pre-germinativos
y determinar el tipo de latencia que presenta asi como las causas que la originan. Se
evaluaron caracteres morfolégicos de la semilla como la testa, el megagametofito y el
embrion. Esta caracterizacion fisica indicd que el embribn es mas pequefio de lo
reportado en ambas regiones, que la semilla de la regién norte es 28 % mas grande
gue la semilla de la region centro y que la testa no representa un impedimento para la
imbibicién. El tratamiento pre-germinativo que mayor porcentaje de germinacion
produjo, fue el de incubacién (5 meses)-estratificacion (2 meses) (14%), seguido por el
de incubacion (5 meses)-estratificacién (2 meses)- aplicacion de GA47(12%), y por
ultimo el de incubacién (5 meses)-escarificacion N-liquido y aplicacion de GA 47 (10%).
El andlisis indico que la latencia que presenta esta especie, es de tipo morfo-fisiolégica
y es ocasionada por un embridon pequefio y la posible presencia de inhibidores del

crecimiento.

Palabras clave: Taxus globosa, germinacion, tratamientos pre-germinativos,

incubacion, estratificacion.



GERMINATION OF SEEDS OF Taxus globosa SCHLTDL.

Susana Elizabeth Ramirez Sanchez, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2012

Taxus globosa Schtdlt. is important not only for being in the NOM-059-ECOL-
2010, but also because it produces a metabolite called taxol which is used commercially
to counter cancer. Currently. obtaining this metabolite is complicated because it is
regulated by the Mexican norm, and its removal is prohibited. Besides, its distribution in
Mexico is irregular and the seed has dormancy, which makes their propagation by seed,
complicated, since germination is staggered and low (2 to 14%). It is the only species of
this genus in Mexico and is considered endemic in our country and Central America.
The present study aimed to evaluate the morphological differences using seeds from
two regions of the country, to evaluate pre-germination treatments, determine the type
of dormancy that its possible causes. Morphological characters such as seed coat, the
megagametophyte and embryo were evaluated. Physical characterization showed that
the embryo is smaller than that reported in both regions, that the seed of the northern
region is 28% larger than the seed of the central region, and the coat does not hinder
the imbibition. The pre-germinative treatments with the highest percentage of
germination were the incubation (5 months)-stratification (2 months) (14%) followed by
the incubation (5 months)-stratification (2 months) - application of GA4 / 7(12%), and
finally incubation (5 months)-N-liquid scarification and application of GA 4/7(10%). The
analysis indicated that the dormancy is morpho-physiological and caused by a small

embryo and perhaps combined with the presence of growth inhibitors.

Key words: Taxus globosa, germination, pre-germination treatments, incubation,

stratification.
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CAPITULO I

Taxus globosa, determinada por primera vez en 1838 por Diederich Franz
Leonhard von Schlechtendal (Schitdl.), es la Unica especie perteneciente al género
Taxus que se encuentra en México, distribuida principalmente en la parte norte de la
Sierra Madre Oriental (Nuevo Leén y Tamaulipas) y esporadicamente en poblaciones
de pocos individuos en San Luis Potosi, Querétaro, Hidalgo y Veracruz, asi como en la
Sierra de Juarez de Oaxaca y la Meseta Central de Chiapas en México; ademas, en la
Sierra de Minas, la Sierra de Cuchumatanes y la cadena Volcanica en Guatemala, en el
sur de El Salvador y en las Cordilleras de Celaque y Tilaran en Honduras (Zamudio,
1992). Esta conifera, conocida comunmente como romerillo, granadillo o tejo, se
distribuye sélo en barrancas muy humedas y de manera preferencial en el bosque
templado (Contreras y Luna, 2001).

Taxus globosa es una especie dioica, de lento crecimiento y porte pequefio,
usualmente de 4-6 m, rara vez hasta 11 m de altura (Zavala, 2001; Shemluck et al.,
2003). Su regeneracion natural se basa en las semillas (Zavala, 2001), las que
producen de manera escasa por arbol. La Norma Oficial Mexicana (NOM-059-ECOL-
2001) la ubica en la lista de especies que requieren “proteccion especial’. Su
predominio en areas muy remotas, bajo otros arboles como dosel protector, y cercano
a arroyos la hacen muy susceptible al aprovechamiento forestal de sus especies
asociadas y la falta de humedad. Ademas, el tejo se aprovecha en algunas localidades
por su madera dura, e incluso su follaje con fines ornamentales.

Taxus globosa produce una sustancia conocida como “taxol”, que tiene
aplicaciones médicas en distintos tipos de cancer, como el uterino, el ovarico, el de

mama, pulmén y cerebro (Ikuo et al., 2002); en el tratamiento de Alzheirmer (Adlard et
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al.,, 2000), en enfermedades del corazon y a nivel de medicina herbolaria tiene
aplicaciones como en la gonorrea, reumatismo y como agente antiviral (Barquero,
2007; Nimachow y Rawat, 2011).

El aprovechamiento comercial de la especie y las estrategias de
conservacion requieren la propagacion masiva ya sea por medios vegetativos o
sexuales. El enraizamiento de estacas en esta especie se ha realizado con éxito
(Mufioz et al., 2009); sin embargo, para mantener variabilidad genética es
necesario reproducir el Taxus por semilla. No obstante, la semilla es dificil de
germinar y se ha reportado en otras especies de Taxus que al momento de su
dispersion natural, el embrién es pequefio, de 1 0 2 mm y no ha alcanzado su
pleno desarrollo, por lo que es considerado un proembridon (Anderson y Owens,
2001; Vance y Rudolf, 2008). Se han probado varios tratamientos pre-
germinativos con un éxito relativo (Zavala et al., 2001; Nicholson y Munn, 2003);
estos ultimos lograron resultados de germinacion limitados en poblaciones de
Nuevo Leon. Las poblaciones de Taxus globosa en el norte de México son de
tamafio mucho mayor que las del centro y sur de México, que tienen tamafos
poblacionales menores a 200 arboles maduros (Soto-Hernandez et al., 2011), por
lo que es de esperarse problemas de endogamia en estas Ultimas.

En otras coniferas mexicanas con amplia distribucién natural se han
determinado amplias diferencias en la morfologia y en valores germinativos entre
poblaciones y/o regiones, lo que puede deberse a la discontinuidad geografica de
su distribuciéon (Reyes et al., 2005; Mapula et al., 2007), que provoca aislamiento

entre localidades y diferenciacion por seleccion (Wright, 1968). Por lo tanto, se
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esperaria que estas caracteristicas variaran en Taxus globosa, dado el gran
aislamiento que existe entre sus poblaciones, y que las mas pequefias, como es el
caso de las del centro del pais, son mas propensas a la endogamia, factores que en
otras especies repercuten en un menor tamafio de las semillas y en una reducida
capacidad germinativa (Mapula et al., 2007).

Con base en la importancia antropocéntrica de esta especie y las caracteristicas
tan particulares de su propagacion y distribucidén, asi como la falta de informacion
basica de T. globosa, en esta investigacion se tuvo como objetivo estudiar la morfologia
de la semilla y el comportamiento de su propagacién sexual a fin de contribuir a su

conservacion y posible desarrollo comercial.



CAPITULO I

1.1 Objetivo general

Estudiar el fendmeno de la latencia de la semilla de Taxus globosa.

1.1.2 Objetivos particulares

Estudiar y comparar morfolégicamente la semilla de Taxus globosa Schitdl. procedente

de diferentes regiones geograficas

Determinar los diferentes tipos de latencia que se presentan en la semilla de Taxus

globosa y evaluar diferentes tratamientos pre-germinativos para superarlos.

1.1.3 Hipotesis

Las semillas de Taxus globosa de las poblaciones del centro del pais difieren en

caracteristicas morfométricas a las semillas de las poblaciones del norte del pais.

La latencia de la semilla de Taxus globosa no solo se debe a la inmadurez del embrién

sino también a la presencia de inhibidores.
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2.1 Familia Taxaceae

La familia Taxaceae es la Unica familia comprendida dentro del orden
Taxales; entre sus integrantes encontramos al género Taxus, con 24 especies y
55 variedades (Spjut, 2007)

En la familia Taxaceae encontramos arboles y arbustos ramosos, caracterizados
por la casi ausencia de resina en sus estructuras. Son gimnospermas de hoja perene
gue se encuentran ampliamente distribuidas en el hemisferio norte. Crecen sobre todo
en el sotobosque de los habitats humedos, desde el bosque templado hasta los climas

subtropicales (Price, 1990); son tolerantes a la sombra.

2.1.1 Género Taxus

Krissmann (1983) presenta una clasificacion de las espécies de Taxus, que
posteriromente Spjut (2010) amplia (Cuadro 2.1). Género ampliamente distribuido en el
Hemisferio Norte; en Europa, en el Norte de Africa, Asia y América; en Espafia se le
puede ver practicamente en todas las cordilleras. En América en este ultimo continente
desde Canada, Estados Unidos y México. En nuestro pais se encuentra desde la parte
central de Nuevo Ledén y Tamaulipas, pasando por la cuenca del Golfo y el Eje
Neovolcanico Transversal, hasta Chiapas. En Centroamérica se observa hasta el sur

de Honduras (Zavala et al., 2001).
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Descripciéon morfologica del Género Taxus

Son especies dioicas; arboles o arbustos de 3 a 9 m. raramente alcanzan los 25
m. de alto, corteza escamosa, café rojiza o café oscura; bracteas o ramillas irregulares,
erectas o espadiformes (con forma de espada) de color verde amarillento o verde
olivo, hojas pectinadas y persisten hasta 4 afos, sus flores son pequefas y solitarias,
se encuentran en la parte axilar de las yemas, Las yemas femeninas dan origen a solo
un oOvulo alrededor de la bractea que al madurar y ser fecundado da origen a la
semilla. Las yemas masculinas se agrupan a lo largo de areas cercanas a las bracteas
y posteriormente dan origen a los sacos polinicos, el fruto es carnoso y es llamado
arilo, éste envuelve y protege a la Unica semilla (Cope, 1998). El tronco principal del
arbol de tejo puede llegar a ser bastante fuerte en proporcion a su altura. A menudo, el
gran diametro se obtiene por tallos multiples que se han fusionado con el tiempo. El
tejo inglés ha alcanzado una edad aproximada de 1000 afios, especialmente los

instalados en los cementerios del pais (Lewington y Parker, 1999).

Importancia del Género Taxus

La importancia econémica que tienen las especies del género Taxus en todo el
mundo es debido a que es una planta productora de un metabolito (paclitaxel o taxol),
atil en tratamiento contra el cancer. Actualmente dicho metabolito se extrae de manera
comercial de T. baccata, T. brevifolia y T. canadensis, sin embargo en la especie

mexicana no se realiza aprovechamiento de esta substancia. Taxus globosa se ha
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tratado de reproducir sin lograr el éxito necesario para la extraccion del taxol y su

comercializaciéon (Ramos-Lobato et al., 2003;).

Cuadro 2. 1 Clasificacién de los arboles de Taxus, segun Krissmann (1983) (En
Taylor y Francis, 2003).Modificado con informacion de Spjut, 2010.

Nombre comun Clasificacion Krissmann y Spjut

Tejo europeo (European yew) T. baccata L.

var. dovastoniana Leighton
var. elegantissima Hort. ex C. Lawson
var. glauca Jacques ex Carriere,
var. pyramidalis Hort. ex C. Lawson,
var.variegata Watson
T. fastigiata Lindl.
T. recurvata Hort. ex C. Lawson,
T. biternata Spjut.
Tejo Himalayan (Himalayan yew) T. wallichiana Zucc.&
var. yunnanensis (W.C. Cheng & L.K. Fu)
C.
T. Kuan.
T. contorta Griff.*
var. Mucronata Spjut.
T. fuana Nan Li & R.R.Mill*




Continuacion...
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Nombre comun

cacion Krissmann y Spjut

Tejo Chino (Chinese yew)

Tejo Japones (Japanese yew)

Tejo del Pacifico (Pacific yew)

Tejo Mexicano (Mexican yew)

T. celebica (Warb.) H.L. Li,T. chinensis
(Pilg.) Rehder.
var. chinensis
var. mairei
T. mairei (Lemee & H. Lev.) S.Y. Hu ex
T.S. Liu,
var. speciosa (Florin) Spjux
T. sumatrana (Miq.) de Laub.
T. cuspidata Siebold & Zucc.
T. caespitosa Nakai
var. latifolia (Pilg.) Spjut*x
var. angustifolia Spjuts
T. umbraculifera (Siebold ex Endl.)
C.Lawson,
var. hicksii (Hort. ex Rehder) Spjutx
var. microcarpa(Trautv.) Spjutx
var. nana (Rehder) Spjut. *
T. brevifolia Nutt. var. reptaneta Spjut
var. polychaeta Spjuts¥
T. globosa Schlechtd.
T. globosa var. floridana (Nutt. ex

Chapm.) Spjut,
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Continuacion...

Nombre comun Clasificacion Krissmann y Spjut

Tejo de Florida (Florida yew) T. floridana Nultt.
Tejo Canadiense (Canadian yew) T. canadensis Marsh. T. canadensis var.

adpressa (Carriere) Spjut,

T. canadensis var. minor (Michx.) Spjut,

Nuevas especies

China, Rusia,Nor y Sur Korea y T. biternata Spjut
Japon
T. florinii Spjutf
T. kingstonii Spjut
T. obscura Spjut,

T. phytonii Spjut
T. suffnessii Spjut

* Nuevas combinaciones *sinonimiass¥nuevas variedades,{ Sinonimos

2.1.2 Descripcion botanica y taxondmica de Taxus globosa

Taxus globosa Schlechtendal es la Unica especie perteneciente al género Taxus

gue se encuentra en México (Zavala, 2001; Spjut, 2007).

11
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Clasificacion taxonémica (IBUNAM, 2010):

Dominio: Eukarya
Reino: Plantae
Grupo: Gimnosperma
Clase: Pinopsida
Orden: Pinales
Familia: Taxaceae
Género: Taxus
Especie: globosa

Sinonimias: Taxus baccata subsp. globosa Schitdl.

2.1.3 Descripcion de las estructuras reproductivas de Taxus globosa Schitdl.

Estrobilos masculinos axilares, ubicados en la parte inferior de las ramas,
solitarios o rara vez en espigas compactas de 2 a 4, con un pedunculo corto, con 4 a 5
bracteas membranosas en la base del estrobilo, imbricadas, amarillentas; estrébilos
formados por 7 a 14 conjuntos de sacos polinicos con filamentos cortos, que surgen en
el apice del pedunculo; microspordfilas peltadas con 4-7 sacos polinicos, los cuales
presentan dehiscencia longitudinal y tejido conectivo uniendo los sacos (Contreras y
Luna, 2001; Spujt, 2007). Ovulos solitarios (no asociados en estrobilos), ubicados en

las axilas de las hojas, dispuestos en la parte posterior de las ramas, rodeados por

12
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varias bracteas membranosas, verdes, con el margen escarioso; semillas sin ala,
ovoides, de 5 a 7 mm de largo por 4 mm de ancho, de color café, con el apice
apiculado (termina en punta), cubiertas parcialmente por un arilo carnoso de color rojo
(Zamudio, 1992). El arilo facilita la dispersion de las semillas por las aves y es la Unica
parte que carece del alcaloide venenoso taxina o taxol, que es de accion paralizante y

anticoagulante (Thomas y Powart, 2003).

2.1.4 Generalidades de Taxus globosa

La especie fue descrita por Schlechtendal en 1938, como ya se menciond, y es
extremadamente rara en cultivo (Soto et al., 2000). Se encuentra incluida en el listado

de bajo proteccion especial en peligro de extincion en México (Diario oficial, 2002).

De manera general existen pocas investigaciones sobre la especie; se han
localizado algunos articulos en ecologia (Zavala, 2001; Zavala-Chavez 2002), en
contenido de taxol (Soto et al., 2000), propagaciéon (Nicholson y Munn, 2003; Mufioz et
al., 2009), y distribucion (Contreras y Luna, 2001; Garcia-Aranda et al., 2011a; Garcia-

Aranda et al., 2011b; Zavala-Chavez, 2002; Shemlukc et al., 2003).

Habita de manera escasa bajo doseles de bosques mixtos de coniferas,
generalmente en cafiadas o laderas con exposicién humeda a elevaciones desde 1300
hasta 2600 m. (Ramirez-Sanchez et al., 2011); también se le encuentra

esporadicamente en bosques mesoéfilos de montafia. Dichas condiciones la vuelven

13
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una especie rara o de distribucion discontinua y restringida. Ademas, es tolerante a la
sombra, ya que habita bajo el dosel de arboles de mayor porte y no parece prosperar y
poder competir adecuadamente sin sombra. Es una especie longeva y de lento
crecimiento, se le ubica en comunidades de bosques mixtos de coniferas al norte y
mas al sur en bosques de Pinus y Abies (Zamudio, 1992; Zavala, 2001; Zavala-Chavez,

2002; Shemluck et al. 2003).

14
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2.2 Semillas: Definicion e importancia

La semilla es un 6vulo fecundado, que dara origen a una nueva planta (Fahn,
1978). Douglas (1982) la define como un évulo maduro, que consta de una planta

embrionaria, una fuente de alimento almacenado y una testa o cubierta protectora.

Su importancia biologica radica en que las semillas contienen los recursos
genéticos recombinados, ademas de que en muchos casos estan adaptadas para la
dispersion, por lo que de ellas depende tanto la repoblacion, el desplazamiento dentro
de la misma comunidad, como la expansion a nuevos territorios u otros habitats

(Espinosa-Osornio y Engelman, 1998).

2.2.1 Formacion de la semilla

La formacioén de la semilla inicia al ocurrir la fecundacién o union de los gametos
masculino (polen) y femenino (6vulo); esta singamia ocurre cuando los gametos estan
completamente maduros y en angiospermas ocurre una doble fusién, que es conocida
como doble fertilizacion, no es asi en gimnospermas, en donde sélo se da una
fecundacion. En las angiospermas, cuando el grano de polen llega al estigma, éste
germina y emite un tubo polinico que crece a través del estigma y hasta el micropilo;,
por este tubo se conducen tres células, el nucleo del tubo y dos células espermaéticas,
la primera degenera, las otras dos entran al saco embrionario; una se fusiona con dos

nucleos polares formando un endospermo triploide (3n) y la otra se fusiona con la
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célula huevo, formando un cigoto diploide (2n) (Figura 2.1) (Copeland y McDonald,

2001).
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Figura 2. 1 Ciclo biolégico de angiospermas. (Tomado de
http://www.botanica.cnba.uba.ar/Pakete/3er/VegetaIes/6666/Espermatofitas.htmI)

En las gimnospermas, el endospermo se forma a partir del tejido del propio saco
embrionario. La nucela o megasporangio es el tejido que forma la mayor parte del 6vulo
y es digerido en parte durante el desarrollo de los tejidos del embrion y el endospermo.
La semilla estad rodeada por una capa dura y resistente derivada del integumento del
ovulo, llamada testa. En las plantas con flores se forma una segunda envoltura por el
interior de la testa llamada tegmen. Ademas, algunas semillas forman proyecciones de

la testa que favorecen la absorcion de agua en el momento de la germinacién o que
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actian como proteccién suplementaria. En casi todas las semillas, el micrépilo a través
del cual habia penetrado el tubo polinico en el 6vulo, persiste en forma de orificio
diminuto de la testa. En las plantas con flores, un peciolo o funiculo une la semilla a la
placenta por el interior de la pared del fruto. Al retirar la semilla queda una pequeia
cicatriz o hilo que sefala el punto de insercion del funiculo (Figura 2.2) (Taiz y Ziger,

2006).
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Figura 2. 2 Ciclo biolégico de gimnospermas (Pino) (Tomado de
http://www.botanica.cnba.uba.ar/Pakete/3er/Vegetales/6666/Espermatofitas.html

Después de la fertilizacién el 6vulo forma la semilla, la cual contiene al embridon

embebido en el tejido de reserva, que es llamado endospermo en las angiospermas y
17
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megagametofito en el caso de gimnospermas (Taiz y Zieger, 2006).

2.2.2 Germinacion

La germinacion puede ser definida como la emergencia del embrion de la semilla,
determinada por una variedad de actividades anabdlicas y catabdlicas, incluyendo
respiracion, sintesis de ADN, proteinas y movilizacidon de reservas después de la
absorcion de agua. La presencia de oxigeno es necesaria para permitir la respiracion
aerObica mientras exista una temperatura adecuada que favorezca los distintos
procesos metabdlicos (Desai et al., 1997). Durante la imbibicion de la semilla madura
ocurre una reactivacion de los sistemas metabdlicos existentes, complementados por la
sintesis de nuevos componentes que reanudan la expansion de las células
(alargamiento de radicula) y la division celular. ElI desarrollo de la semilla y la
germinaciéon son dos fases fisiologicas distintas del ciclo de vida de una planta; sin
embargo, ambas estan relacionados con las reservas nutritivas. El desarrollo de la
semilla es esencialmente anabdlico, se caracteriza por la sintesis y acumulacion de
reservas en los tejidos de almacenamiento. En la germinacién, en cambio, las reservas
previamente acumuladas son hidrolizadas para sostener el crecimiento inicial de la
plantula, mediante la actividad de enzimas catabolicas (Kobayashi et al., 2003).
Botanicamente, la germinacion empieza cuando la semilla seca empieza a absorber
agua y se completa cuando el embrién se alarga y la radicula es empujada a través de

la testa o cubierta de la semilla. La imbibicion o la entrada de agua es un fenbmeno
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estrictamente fisico. La emergencia de la plantula es causada por el crecimiento del
embrion, soportado por las reservas almacenadas en las semillas tales como los
triacilgliceroles, que son lipidos de almacenamiento en semillas de muchos tipos de
plantas, los cuales proporcionan energia y actian como precursores biosintéticos
durante la germinacion (Bradford y Bewley, 2003). Después de la imbibicion, el
metabolismo se reanuda rapidamente, inicialmente usando enzimas y reservas
sintetizadas durante el desarrollo y conservados en la semilla seca. Pronto nuevos
genes son transcritos, y se elaboran enzimas y nuevos componentes celulares
(Bradford y Bewley, 2003). La respiracion durante la germinacién usa la sacarosa
almacenada y una serie de compuestos que contienen galactosa llamados los
oligosacéridos serie rafinosa (Bradford y Bewley, 2003).

Desde el punto de vista fisiolégico y bioquimico, la germinaciéon se resume en las

siguientes fases:

o Rehidratacion o imbibicion

. Aumento de respiracion

o Formacién de enzimas

. Digestion enzimatica de reservas

o Movilizacion y transporte de reservas
. Asimilacion metabdlica

o Crecimiento y diferenciacion de tejidos
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Desde que se inicia el proceso de germinacion hasta que se termina, ocurren tres
fases (Figura 2.3): fase I: imbibicidn; fase Il: sintesis y reparacion de ADN; y fase Il

post-germinacion (Bewley, 1997).

Germinacion in sensu stricto Postgerminacién

Fase lll

Fase | Fase Il

Crecimiento de pléntulaé

Movilizacién de reservas:
del endospermo:

Emergencia de la radicula =i

Ruptura de la testa " e——

Movilizacion de reservas
y debilitamiento del
endospermo micropilar

Expansién del embrién \{ :
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Degradacion del ARNm Lo )
almacenado Divisién celular —-
Sintesis de ADN >

Reparacion del ADN

Contenido de humedad de la semilla y plantula

Respiracion, reparaciéon :
mitocondrial y multiplicacion ’ >

T E Imbibicién

Tiempo

Figura 2. 3 Duracién de la imbibicién y algunos eventos importantes asociados
con la germinacion y el crecimiento de la plantula. (Traducido de Bewley, 1997).

Sin embargo, existen condiciones que limitan o retrasan la germinacion y se
conoce como latencia; las semillas con latencia pueden imbibirse, llegan a la fase Il de

imbibicion, pero permanecen ahi hasta que la latencia es superada.
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2.3. Latencia en semillas

2.3.1 Definiciones

-Es la incapacidad para germinar en un momento especifico bajo la combinacién de
algunos factores ambientales (temperatura, luz/oscuridad, humedad y condiciones de
aireacion (intercambio gaseoso) que en otros casos son favorables para su
germinacién (Figueroa et al., 1996).

-Audesirk et al. (2008) denominan estado latente o latencia al fendmeno por el cual una
semilla viable no germina, aun cuando se le coloca en un sustrato himedo, aireado y a
una temperatura adecuada para que ocurran los procesos metabdlicos que conducen a
la germinacion.

-Willan (2000) cita que el término “latencia” se refiere a la condicién de una semilla
viable que impide que ésta germine en presencia de los factores que normalmente se
consideran suficientes para la germinacion: temperatura y humedad adecuada.

-Baskin y Baskin (2004) indican gue una semilla latente o “dormante” es aquella que no
tiene la capacidad de germinar bajo ninguna combinacion de factores fisicos
ambientales como la temperatura, luz/oscuridad, aun cuando estos sean favorables
para la germinacion.

Todos concuerdan en que es una supresion de la germinacién a pesar de tener las

condiciones necesarias para que ésta ocurra.
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2.3.2 Tipos de latencia

Diversos autores plantean distintas clasificaciones de latencia, sin embargo, se

debe mencionar que la clasificacion mas amplia es la de Hartmann y Kester (1988), en
la que se clasifica a la latencia causada por la cubierta de las semillas como exdgena,
y endbégena a la causada por factores internos como la inmadurez o tamafio del
embrion, al efecto quimico de sustancias producidas internamente por el mismo
embrion o contenidas en la semilla. Para este escrito se tomaré la clasificacion de
Baskin y Baskin (2004) (Cuadro 2.2) en el que se propone la clasificacion como sistema
jerarquico de cinco tipos de latencia: la fisiolégica (PD), morfolégica (MD),
morfofisiolégica (MPD), fisica (PY) y la combinacion (PY+PD), y a pesar de que no
existe una traduccién para el término “dormancy”, se utilizara el término latencia como
sinénimo de “dormancy”.
-Latencia Fisiologica (PD): Es la latencia mas comun y se presenta en semillas de
gimnospermas y angiospermas; se refiere a la inhibicion de la germinacion por medio
de algun proceso metabdlico interno y ésta se divide en latencia fisioldégica profunda,
intermedia y no profunda. Las semillas con latencia fisiol6gica, no germinan, o pueden
producir plantulas anormales; también se les ha tratado con giberelinas (GA) sin
obtener respuesta positiva, ya que requiere de incubacion oly estratificacion para
germinar, debido a que los mecanismos fisioldgicos implicados provocan la detencion
de crecimiento del embridn, que es generalmente acompafnado por la presencia de
ABA (Baskin y Baskin, 2004).

Existe un modelo de control remoto que indica que el acido absicico (ABA) es
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producido por el embridn, que induce la latencia durante el desarrollo de la semilla y el
GA promueve la germinacion en semillas no latentes; sin embargo, la cantidad de GA
requerida para la germinacion de semillas maduras es controlada por la concentraciéon
del ABA durante el desarrollo de las mismas. De acuerdo con este modelo, el ABA y el

GA no interaccionan directamente (Baskin y Baskin 2004; Le Page-Degivry, 1977).

-Latencia Morfolégica (MD): En ella es muy comun encontrar embriones no
desarrollados (en términos de tamafio), pero bien diferenciados (con cotiledones e
hipocotilo radicular). Estos embriones no son latentes fisiologicamente, simplemente
necesitan de un tiempo para crecer y germinar.

-Latencia morfo-fisiolégica (MPD): En ésta, también son comunes los embriones no
desarrollados pero en adicion, tienen un componente fisiolégico, ya que requieren de
un tratamiento para romper la latencia, por ejemplo, la combinacion de estratificacién
fria y calida; en algunos casos la latencia se puede romper con la adicion de GA (Finch-
Savage y Leubner-Metzger, 2006).

-Latencia Fisica (PY): Es causada por la impermeabilidad al agua, debida a células en
empalizada en la cubierta de la semilla que controlan la entrada del agua, pero se
puede romper con escarificacion mecanica o quimica (Baskin y Baskin, 1998; Baskin,
2003; Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006).

-Latencia combinada (PY+PD): En este caso, se combina la impermeabilidad de la

testa al agua con latencia fisiologica del embrion (Baskin y Baskin 2004).
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Cuadro 2.2. Caracteristicas de semillas con latencia fisiol6gica profunda, intermedia y

no profunda (Baskin y Baskin, 2004).

Niveles de Latencia fisiolégica Caracteristicas de la latencia en
semillas con diferentes niveles de

latencia

“Deep Physiological Dormancy” Embriones extraidos producen
(Latencia fisiol6gica profunda) plantulas anormales.
El GA no promueve germinacion.
Las semillas requieren entre tres y
cuatro meses de estratificacion fria

para germinar.

Intermediate Physiological Dormancy” Embriones extraidos producen
(Latencia fisiolégica intermedia) plantulas normales.
El GA promueve germinacién en
algunas especies.
Las semillas requieren entre dos y tres
meses de estratificacion fria para
romper la latencia.
El almacenamiento en seco puede

acortar el periodo de estratificacion

“‘Nondeep Physiological Dormancy” Embriones extraidos producen
(Latencia fisiolégica no profunda) plantulas normales.
El GA promueve germinacion.
Dependiendo de las especies, la
estratificacion fria (0-10°C) o la calida
(215°C) rompe la latencia.
Las semillas pueden madurar después

en almacenamiento en seco.

24



CAPITULO 11

2.3.3 Rompimiento de latencia

Los tratamientos pregerminativos son todos aquellos métodos necesarios para

romper la latencia de las semillas, como se mencionan a continuacion.

)] Estratificacion:

Procedimiento que se utiliza para romper la latencia fisioldgica, que consiste en
colocar las semillas entre estratos humedos, cominmente arena, turba o vermiculita,
en frio o calor. La estratificacion en frio es aquella donde se mantienen las semillas a
temperaturas bajas (3 a 10 °C), asemejando a las condiciones de invierno, por un

periodo que oscila entre 20 y 60 dias, llegando inclusive hasta 120 dias.

i) Escarificacion

Un gran numero de especies forestales no germinan debido a que la testa o
cubierta seminal es dura e impide la entrada de agua (latencia fisica, Figura 2.4), y la
semilla no germina al menos que ésta sea escarificada. Asi, la 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.
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_ i I'ET.'-u"-J'u.'Jr._

Testa de la semilla

Figura 2.4. Corte longitudinal de una semilla de testa dura (Poulsen y
Stubsgaard, 1995).

La escarificacion se subdivide en dos:

a) Mecanica:

Consiste en raspar la cubierta de las semillas con lijas, limas o quebrarlas con un
martillo o pinzas. Si es a gran escala, normalmente se utilizan maquinas especiales
como tambores giratorios recubiertos en su interior con papel lija, o combinados con
arena gruesa o grava. En el caso de grandes cantidades de semillas, se puede utilizar
una hormigonera con grava 0 arena en su interior, o bien un tambor forrado en su

interior con material abrasivo (por ejemplo lija).
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b) Quimica:

La escarificacion quimica consiste en remojar las semillas por periodos breves (5
minutos a 2 horas), en compuestos quimicos. Durante el periodo de tratamiento las
semillas deben agitarse regularmente con el fin de obtener resultados uniformes. El
tiempo de tratamiento varia segun la especie. Al final del tratamiento se escurre el
compuesto quimico y las semillas se lavan con abundante agua para eliminar el resto.
Por ejemplo, las semillas secas se colocan en recipientes no metalicos y se cubren con
acido sulfarico concentrado en proporcion de una parte de semilla por dos de acido por
un tiempo especifico dependiendo de la especie, por ejemplo para Leucaena se ha
aplicado H,SO4 al 5% por 10 minutos con buen resultado (Razz y Clavero, 1996).
También el uso de hormonas es recomendable dependiendo de la especie y las mas

utilizadas son las giberelinas.

iii) Lixiviacion:

Las semillas son remojadas en agua corriente con la finalidad de remover los
inhibidores quimicos presentes en la cubierta. Este tratamiento también es empleado
con el objetivo de ablandar la testa. El tiempo de remojo puede ser de 12, 24, 48 y
hasta 72 h, y en algunos casos, cambiandoles el agua con cierta frecuencia (Hartmann
y Kester, 1988; Sanchez et al., 2001). Por ejemplo, en semillas de Acacia magnium

Willd., se ha comprobado que la germinacion aumenta progresivamente hasta un 5 %,
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cuando las semillas se sumergen en agua a 30°C y hasta un 91 %, cuando se

sumergen en agua a 100°C (Schelin et al., 2004).

2.3.4 Métodos quimicos para romper latencia

2.3.4.1 Fitorreguladores u hormonas vegetales

El crecimiento y desarrollo de las plantas esta regulado por un equilibrio entre las
hormonas estimulantes del crecimiento (auxinas, giberelinas y citocininas) y las
hormonas inhibidoras del crecimiento (acido abscisico y jasmonatos; Cuadro 2.3) y
otras como el etileno, aunque no se revisara en este apartado. La importancia de las
hormonas en el desarrollo y crecimiento de las plantas se fundamenta en que éstas
participan practicamente en la regulacién de todos los procesos del ciclo vital, desde la
germinacion de las semillas hasta su maduracién en el interior del fruto. Pero la
comprensién de sus mecanismos de accion es compleja, dado que a menudo una sola
hormona puede afectar muchas respuestas no relacionadas aparentemente, y a la vez

un mismo proceso puede estar regulado por diversas hormonas (White et al., 2000).
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Cuadro 2. 3. Fitohormonas implicadas en la germinacién de semillas (Bewley y
Black, 1994, Bishopp et al., 2006, Bradford y Bewley, 2003).

Hormona Qué son? Biosintesis Acciones Transporte

Auxina Son derivados En meristemos Elongacion, Tropismos, Basipétalo,
inddlicos apicales de Division y diferenciacion Acropétalo.
relacionados con tallos y raices, celular Dominancia apical
el acido indol hojas jovenes Disminuye senescenciay la No hay transporte
acético (AIA. Sin y frutos en maduracién de frutos. transversal.
embargo existen desarrollo. Aumenta la sintesis de
algunos También  en etileno.
compuestos hojas maduras
fenoxiacéticos, y apices de
benzoicos 0 raices, aunque
picolinicos con en menor
actividad proporcion.
auxinica.

Giberelina Son acidos En 6rganos Aumenta crecimiento (su Las giberelinas se
carboxilicos reproductores  déficit produce plantas encuentran en el
diterpenoides (flores, enanas). Aumenta floema (también
tetraciclicos, se semillas elongacion. Rompe la pueden pasar al
las denomina inmaduras, latencia. Papel primordial en xilema).
acidos giberélicos embriones germinacion. El transporte es en

germinando) Revierte planta adulta en todas las
En tejidos juvenil. Floracion direcciones.
vegetativos Partenocarpia Reduce
(apices, tallos, desarrollo de fruto, vy
raices, y hojas maduracién. Vernalizacion.
jovenes)
Citoquininas Derivan de la Tiene lugar Aumentan la divisibn y Se sintetizan en el

adenina o de
aminopurinas.

Las diferentes
cadenas laterales
se unen al

nitrégeno.

Pueden
presentarse
como: bases
libres (que
constituyen las

formas activas de
las citoquininas),
0 bien
ribonucleésidos,

ribonucleétidos y
glicésidos (que se
activan por
conversion a la
forma de base
libre);

principalmente
en el citosol de
las células de
meristemas
apicales de
raiz, y también
en embriones
jovenes de
maiz y hojas
jévenes en
crecimiento y
desarrollo.

diferenciacion celular.
Rompen el letargo
(dormicién).  Retardan el
envejecimiento.

Antisenescentes (pueden
incluso anular el efecto de las
hormonas senescentes).

Regulan la sintesis de
pigmentos fotosintéticos en
los cloroplastos. Mantienen la
sintesis de proteinas.
Floracion y diferenciacion de
la flor.

apice de laraiz y en
las hojas.

Se encuentran en el
xilema y el floema.
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Hormona Qué son? Biosintesis Acciones Transporte
Acido abscisico Esun Se localiza Menor crecimiento  Se puede
(ABA) serquiterpenoide (15  principalmente en (con excepciones) y transportar de
atomos de C) conun los plastidos elongacion. Mayor  célula a célula
anillo de 6 C. (70% en abscision de por el floema.
cloroplastos) y 10  6rganos. Mayor
% en citosol de envejecimiento.
todos los Respuesta
drganos. gravitrépica. Mayor
latencia = menor
germinacion. Anula
el efecto de las
giberelinas. Induce
cierre estomatico
Jazmonatos Derivan del acido Presentes en Inhiben la Via floema
linolénico (un acido toda la planta, elongacion de las
graso no saturado) con mayor raices, la
liberado desde los actividad en germinacion y
fosfolipidos de tejidos en crecimiento de

membrana por
accion de lipasas.
Poseen un anillo de
ciclopentanona
sustituido en C2 y
C3. Los
metiljasmonatos son
altamente volatiles.

crecimiento como
apices de tallos,
hojas jovenes,
frutos inmaduros
y extremos de
raices.

semillas. Inhiben la
germinacion de
semillas de avena 'y
lechuga. La
formacion de
yemas florales y la
biosintesis de
carotenoides.
Promueven la
formacién de raices
adventicias.
Promueven la
biosintesis del
etileno. Promueven
la elongacion de la
cafa de azucar.
Promueven la
senescencia y
abscision de hojas.
Promueven el
cierre de estomas
en condiciones de
estrés. Promueven
la degradacion de
la clorofila

Actualmente, se acepta que la accion de las hormonas sobre cada proceso no
ocurre por una via independiente, sino que la sintesis de algunas hormonas esta

modulada por otras y la sefalizacién incluye a menudo elementos compartidos
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(Gazzarini y McCourt, 2003). De hecho, se propone que las interacciones no guardan
un orden jerarquico, sino que serian mas similares a una tela de arafia en la que las
lineas y nodos representarian las distintas hormonas y su efecto inductor o represor
sobre otros genes o0 procesos. La oscilacion global de esta red es mas importante que
la funcion de cada nodo individual, dado que todos los nodos trabajan en conjunto para
dar la oscilacion correcta (Gazzarini y McCourt, 2003).

Un ejemplo clasico de interaccion entre hormonas es el efecto antagonico del &cido
abscisico (ABA) y las GAs sobre la germinacion de las semillas (Figura 2.5, Koornneef
et al., 1985), pero con el paso del tiempo se han descubierto muchas mas
interacciones, tanto a nivel de sintesis (las auxinas inducen la sintesis de GAs en
diversas especies, y también ayudan a mantener los niveles de brasinoesteroides
(BRs) en Arabidopsis), como de sefializacion (mutantes de sefializacion por etileno
tienen sensibilidad alterada a citoquininas (CKs) o ABA, segun el gen mutado)

(Holdsworth et al., 2001).

Balance hormonal entre Giberelinas y acido abscicico
en los procesos dormancia-germinacion

—

Giberelinas>ABA — ABA>Giberelinas

NP L

Germinacion Dormancia
favorecida favorecida

Figura 2.5. Balance entre giberelinas y ABA en semillas. (Koornneef et al., 1985,
citado en Holdsworth et al., 2001,).
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2.3.4.2 Giberelinas

Las giberelinas son diterpenoides, acidos derivados del hidrocarburo heterociclico
ent-Kaureno. Existen dos tipos de formas libres (Figura 2.6): las que tienen 20
Carbonos (C) (inactivas) y las de 19 C (originadas por la pérdida de 1 C en
determinada posicion). Para que sean activas deben cumplir dos condiciones: tener 19
C y tener una hidroxilacion en la posicion 3. Se pensaba que las giberelinas de 20 C
tenian actividad, pero no por si mismas, ya que tienen que degradarse e hidroxilarse en

el C3 (Silva et al., 2001).

Formas conjugadas: Tipicamente se forman conjugados con glucidos, de modo que no

tienen actividad.

-\UH

) o L A | &
"o T"' COOH 4 o\, h i
fc-:h \ o,

Figura 2.6. Formas libres de giberelinas y su precursor (Avila, 2003).GA; y GA3

son giberelinas activas

Las giberelinas (GA) tomaron su nombre del hongo de donde fueron extraidas

originalmente (Gibberella fujikuroi (Sawada) Wollenw. (1931)). En el reino vegetal se ha
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establecido que existen aproximadamente 120 diferentes tipos de giberelinas, las
cuales se fueron numerando a medida que se fueron descubriendo. Las diferencias
entre ellas consisten en ligeros cambios en el nimero de carbonos o grupos oxidrilos.
En las plantas se han identificado cerca de 65 giberelinas, mientras que 12 estan
exclusivamente en el hongo Gibberella; en semillas de manzano se han encontrado 24
distintas giberelinas (Figura 2.7). En condiciones de estrés para la planta, algunas
giberelinas se asocian con azlcares y con ello pierden efectividad. De las distintas
giberelinas, la GA3 ha sido la méas estudiada por su alta efectividad y presencia en los
tejidos vegetales; sin embargo, la GA; es reconocida como la mas activa de todas. A la

GA; se le conoce como Acido Giberélico (Hasan, 2002).

Proplastid

geranylgeranyl ent-copalyl ent-kaurene
diphosphate (GGDP) diphosphate (CDP) * KO?
ER membrane i ROz
. leb\ -
COM GA130x “coH CHO KAO S5
GA5‘3 (R=0H) GA1o-aldehyde ent-kaurenoic acid

Cytoplasm l /

GApp (R=H) ——=—=  GAg (R=H) — = GAy(R=H) ——

GAs3 (R=OH) —»—»—>»  GAyp (R=OH) — > GA;(R=OH) —
GA200x GA3ox GA2ox

Figura 2.7. Ruta de biosintesis del Acido giberélico (GAs). Las enzimas que
catalizan las distintas reacciones estan sefaladas en negrita, y los
compartimentos subcelulares donde tienen lugar las reacciones se muestran a la
izquierda de la figura. ent-copalil fosfato sintasa, CPS; ent-kaurenosintasa, KS;
ent-kaureno oxidasa, KAO; GA 13-oxidasa, GA130x; GA 20-oxidasa, GA200x; GA
3-oxidasa, GA3ox; GA 2-oxidasa, GA2ox. (Olszewski et al., 2002).
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El metabolismo de las GAs se conoce con mas detalle que el de auxinas, ya que
se han identificado las enzimas que catalizan todos los pasos de la ruta de sintesis, asi
como los responsables de los primeros pasos del catabolismo (Olszewski et al., 2002).
La biosintesis se puede dividir en tres fases: 1) la biosintesis de ent-kaureno en los
proplastidios; 2) la conversion de ent-kaureno a GAi, mediante citocromo P450
monooxigenasas microsomales, y 3) la formaciéon de GAs de 20 y 19 atomos de
carbono (C20 y C19) en el citoplasma (Olszewski et al., 2002). Se han identificado
numerosas GAs en plantas superiores, hongos y bacterias, pero sélo unas pocas son
biologicamente activas (GA1, GAsz, GA,y GA;) (Olszewski et al., 2002). Las demas son

mayoritariamente intermediarias de la ruta o productos del catabolismo.

La Figura 2.7 describe la ruta de biosintesis que conduce a la formacion de GA;y
GA4. Los ultimos pasos de la ruta de biosintesis son los mas importantes a nivel de
regulacién, y consisten en oxidaciones sucesivas, catalizadas por las dioxigenasas
dependientes de 2-oxoglutarato GA20-oxidasas (GA200x) y GA 3-oxidasas (GA30x), y
dan lugar a GA; y GA,. Las GA 2-oxidasas (GA20x) catalizan la 2B-hidroxilacion que
convierte a estas GAs en las formas inactivas GAszs y GAs. La cantidad de GAs
bioactivas se puede modular regulando la velocidad de su sintesis y de su degradacion.
Este balance, ademas, esta regulado por mecanismos de retroalimentacion negativa y
positiva: la expresion de las GA20-ox y GA3-0x es regulada negativamente por GAS,
mientras que la expresion de las GA2-ox es inducida por GAs (Olszewskiet al., 2002).
En Arabidopsis, las GA 20-oxidasas estan codificadas por al menos 5 genes (figura 2.8)

(AtGA20-0x1 a AtGA20-0x5); las GA 3-oxidasas estan codificadas por al menos cuatro
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genes (AtGA3-ox1l a AtGA3-ox4), y las GA 2-oxidasas estan codificadas por al menos
siete genes (AtGA2-ox1 a AtGA2-0x8, AtGA2-0x5 es un pseudogén) (Hedden y Phillips,

2002, Schomburg et al., 2003).

c D
———
—— MM
—_— -
Baja concentracidn de ] ] ]
giberelinas Alto nivel de giberelinas

(B)
(A)

1]
ﬁ Respussts de ganss 2 E Respussta da ganes
QTR

gibsrslinas 2 giberslinas

Figura 2.8. Mecanismo molecular de la accion de las GAs en arroz. (A) En
presencia de bajas concentraciones de GAs, la proteina SLR1, probablemente
formando un complejo con factores de transcripcion dependientes de GAs,
mantiene reprimida la expresién de los genes de respuesta a GAs. (B) En
presencia de concentraciones elevadas de GAs, GA se une directamente al
receptor GID1, y el complejo GID1-GA interacciona con SLR1. El complejo
SCFGID2 es reclutado para SLR1, y ser degradado en el proteasoma. La
degradacién de SLR1 elimina la represion de los genes de respuesta a GAs.
Factores de transcripcion dependientes de GA, GA-TF; modificacién
desconocida, +mod; membrana nuclear, MN; homélogo 1 de Cullin en Oryza
sativa, OsCUL1; homologo 15 de ASK1 en Oryza sativa, OsSKP15; ubiquitinacion,
+ub. (Bishopp et al., 2006.)
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2.3.4.3 El 4&cido abscisico (ABA)

El &cido abscisico (Figura 2.9) es un inhibidor, cuyo precursor es el
isopentenildifosfato. Este derivado carotenoide tiene dos isOmeros cis y trans,
interconvertibles entre ellos en la planta; y dos enantiomeros R-S que no son
interconvertibles (Bradford, 2004). La funcionalidad de esta hormona recae sobre la
cadena lateral de cinco carbonos. Se sintetiza en los plastidios, fundamentalmente en
los cloroplastos. Un aumento en la concentracion de esta hormona en la hoja como
respuesta a un estrés hidrico causa el cierre de estomas, disminuye la transpiracion,
inhibe el crecimiento de la planta y el desarrollo de las semillas y los frutos (Bradford,

2004).

COOH
wOH

'

Figura 2.9. Acido absicico (S)-5-(1-hidroxi-2,6,6-trimetil-4-oxo-1-ciclohexil)-3-metil-
cis, trans-penta-2,4-dienoico (Bradford, 2004).

Hay un momento en el desarrollo embrionario en el que cesa la divisién celular y las
células empiezan a crecer y a acumular sustancias de reserva. Este momento coincide

con un incremento en el contenido de ABA de la semilla. Hay evidencias que sugieren
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que el ABA estéa involucrado en la detencion del ciclo celular, ya que es capaz de
inducir la expresion de un inhibidor de quinasa dependiente de ciclinas, el ICK1
(Simpson et al., 2004).

El embrién en esta etapa de la embriogénesis se hace tolerante a la desecacion,
en parte por la sintesis de proteinas LEA, y pierde hasta el 80% de su contenido en
agua. Aunque el ABA tiene un papel fundamental en la regulacion de la latencia, hay
otros factores que participan en su control, como las proteinas ABI1, ABI2, ABI3 y
ERA1 como se ha estudiado en Arabidopsis (Simpson et al., 2004).

Mediante andlisis genéticos se ha demostrado que son importantes para la expresion
génica especifica de la semilla ABI3/VP1, ABI4, ABI5, LEC1, LEC2 y FUS3 (McCarty et
al.,, 1991; Giraudat et al., 1992). Algunos de ellos regulan la respuesta a ABA
(ABI3/VP1, ABI4 y ABI5) y otros regulan principalmente la transicion de la
embriogénesis a la germinacién (LEC1, LEC2, FUS3), aunque esta distincion no es
clara porque ABI3/VP1 reprime también la germinacion (Holdsworth et al., 2001). Se
han descrito interacciones genéticas entre los mutantes abi3/vpl, abi4 y abi5, lo que
sugiere que estos 3 factores de transcripcién pueden controlar la expresion génica
especifica de semilla o inducible por ABA mediante la formacion de un complejo

(Finkelstein y Lynch, 2000).
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La ruta siguiente se ha dilucidado en algunos estudios (Fig. 2.10).

ABI-1 VPl

L\

ABA wesmmp: AB|S sl | [\ wesss——fp Tolerancia al

estres

PKABA

Semilla

GA =i su.'—|t GAMyB -h-a-,a.milasa-hgerminada
- cGM

. \ Célula programada
\ para morir
N\,

Elongacion

Figura 2.10. Ruta molecular del ABA y la Giberelina (Bishopp et al., 2006).

2.4 Métodos de anédlisis morfoldgicos

Para estudiar la morfologia del embrion se han utilizado métodos destructivos
como la diseccion de semilla y su observacion al microscopio, sin embargo el avance
de la tecnologia ha permitido implementar otros métodos no destructivos como el

andlisis de imagenes o las radiografias.

2.4.1 Andlisis de imagenes

Este analisis permite recoger datos de manera automatica a partir de imagenes y
realizando la cuantificacion de algunas de sus variables (Kruse, 2000). La aplicacion

requiere de un computador, una camara o escaner (McDonald et al.,, 2001) y un
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procesador digital de imagenes. Dicho analisis se puede usar con distintos fines, uno
de ellos es la identificacion de objetos, pues después del procesamiento, las imagenes
son transformadas a lenguaje alfa numérico. Los datos generan informacion
cuantitativa de elementos béasicos que diferencian y dan significado a cada variable

(Verdugo et al., 2007).

En experiencias con vegetales se ha determinado una alta correlacion entre los
datos obtenidos del analisis de imagenes con las mediciones manuales (Sako et al.,
2001). Otras aplicaciones en semillas particularmente de cereales son la inspeccién y
clasificacion (Sapirstein et al., 1987). También se ha descrito como metodo
complementario a la microscopia en semillas pequefias llamadas semillas polvo
(Glasbey y Horgan, 1995; Verdugo et al., 2007). También se aplica en la evaluacion de
la efectividad en tratamientos sanitarios sobre testas, la estimacion de calidad,
dimensiones y evaluacion de dafos, y la separacién e identificacion de semillas de
diferentes especies (Kruse, 2000), discriminacion de variedades (Dehghan-Shoar et al.,
1998), madurez y caracterizacion de atributos fisicos mediante métodos no destructivos

(lllipronti et al., 1997).

Las variables frecuentemente evaluadas en la descripcion morfologica de semillas
mediante analisis de imagenes se centran en aspectos biométricos como la longitud, el
area y el ancho (lllipronti et al., 1997; Dehghan-Shoar et al., 1998), la forma (Sahoo et
al., 2000) y peculiaridades morfologicas (Dehghan-Shoar et al., 1998). Hay informes de
mediciones especificas en testas como estudio del color, textura (Sahoo et al., 2000;

Leyva et al., 2002) y aspectos tridimensionales o de caracterizacion (Garcia y Estrada,
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1999). Esta técnica puede ser aplicada para la identificacion de diferentes especies de
semillas considerando las caracteristicas morfolégicas propias de cada una (Sako et

al., 2001).

2.4.2 Métodos radiograficos

Otra técnica utilizada para conocer el estado fisico de las semillas es la de rayos
X. Hace mas de 70 afios que se utilizaron por vez primera las radiografias para
determinar la calidad de las semillas (Lundstrom, 1903; Kamra, 1964; Willan, 1991). El
estudio de Simak y Gustafson (1953) destaco la importancia de la técnica de rayos X
como método de diagnostico en el andlisis de las semillas arbéreas. En las pruebas de
rayos X se utilizan diversos agentes de contraste o radiopacos que se han aplicado con

éxito a especies de Pinus y Picea (Simak, 1957; Kamra, 1963a, b; Willan, 1991).

El método de rayos X permite detectar las semillas vacias y las estructuras
seminales que presentan dafio mecanico, un desarrollo interno anormal, medicién del
grosor de la cubierta y la evaluacion de la viabilidad de la semilla cuando se combina
con un agente de contraste. Por lo tanto, se puede relacionar ésta con la capacidad de
germinar, ademas de que ayuda a determinar el estado de desarrollo del embrion, la
presencia de insectos, y la deteccion de poliembrionia (Willan, 1991). La radiografia es
un método de analisis no destructivo que puede ser utilizado en semillas con un alto
valor. La dosis de radiacion varia con la especie, pero es relativamente baja (alrededor
de 2 rads), por lo que su efecto sobre la semilla y la planta que se originara de ella es
practicamente nulo y no causa dafios mecanicos, fisiologicos o genéticos (Kamra,

1964).
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RESUMEN

Taxus globosa Schitdl. es la Unica especie del género Taxus que se encuentra en
México y esta protegida por el Gobierno Mexicano. Su corteza y hojas contienen taxol,
un compuesto de gran valor por su funcibn como anticancerigeno. Su regeneracién
natural es por semillas, que germinan de manera escasa y presentan latencia. El
presente estudio se hizo para conocer la variacidbn morfolégica existente en las semillas
de Taxus globosa y determinar si la latencia es causada por algun factor fisico. Se
utilizaron semillas procedentes de dos regiones de México: norte (Nuevo Ledn) y centro
(Hidalgo y Querétaro). Se midieron las dimensiones de la semilla (largo, ancho, area,
perimetro y proporcion embrion-megagametofito) mediante andlisis de imagenes, asi
como peso volumétrico y peso de 1000 semillas. Para evaluar las caracteristicas fisicas
de la testa, las semillas se escarificaron con &cido sulfurico durante 5, 10, 15, 20, 25y
30 min y después se les aplicé una prueba de viabilidad con tetrazolio; también se
midié la dureza de la testa y la velocidad de imbibiciébn. Se encontraron diferencias
geograficas en el tamafo de la semilla (28 % mas grande en la regiéon norte); la
proporcién de embribn-megagametofito fue de sélo 4 % en el norte y de 3 % en el
centro; la semilla de ambas regiones solo soporté 5 min en H,SO,4, y la testa en las
semillas del norte es mas dura que en las del centro (1.29 vs. 0.86 kg cm™). La semilla
del norte absorbe mas agua que la del centro. La semilla no necesita escarificacién
para ablandar la testa. EI embriébn en T. globosa se considera subdesarrollado y
posible causa de la latencia de la semilla.

Palabras clave: Taxus globosa, dureza de testa, imbibicion, variacion

morfoldgica.
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3.1 INTRODUCCION

Taxus globosa Schitdl.,, comunmente llamado tejo, romerillo o granadillo, es la
Unica especie del género Taxus que se encuentra en México; la corteza y hojas de esta
conifera contienen taxol (Shemluck et al., 2003), una sustancia util en el tratamiento de
varios tipos de céancer (Barquero, 2007; Soto et al.,, 2000). El gobierno Mexicano
considera a T. globosa en la categoria de especie rara para su proteccion por lo
restringido de su distribucién natural (SEMARNAT, 2010). Habita en los bosques
mesofilo de montafia y de pino en zonas aisladas, barrancas hiumedas y pendientes
pronunciadas (Zavala, 2001), en los Estados de Nuevo Leo6n, Tamaulipas, San Luis
Potosi, Querétaro, Hidalgo, Veracruz, Oaxaca y Chiapas en México; también se
encuentra en Guatemala, El Salvador y Honduras (Zamudio, 1992; Shemluck et al.,
2003). A pesar de su importancia ecolégica y medicinal, existen pocos estudios de T.
globosa en los que se aborden aspectos de demografia en una localidad (Zavala,
2002), contenido de taxol en corteza y hojas (Soto et al., 2000) o germinacién de la
semilla (Zavala, 2001; Nicholson y Munn, 2003). Se ha tratado infructuosamente de
reproducirla por semilla (Zavala, 2001; Nicholson y Munn, 2003), pero solo se ha tenido

éxito con métodos vegetativos (Mufioz-Gutiérrez et al., 2009).

La funcion primordial de la semilla en cualquier especie es producir nuevos
individuos. La variacién en el tamafio de la semilla se considera importante porque
puede proporcionar a la plantula la habilidad para establecerse en un mosaico de
micrositios con condiciones bidticas y abibticas diversas (Bonfil, 1998). Se ha reportado

gue la semilla de T. globosa presenta latencia (Zavala, 2001; Shemluck et al., 2003),
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caracteristica que segun Bewley y Black (1994) puede ser de origen mecanico,
fisiologico o morfolégico. Segun Masa-Aki et al. (2007), el conocimiento de la anatomia
de la semilla de cualquier especie puede proporcionar informacion sobre las causas de
la latencia y como eliminarla. Si bien en otras especies del género Taxus se han
encontrado embriones inmaduros (Forbis et al, 2002), en T. globosa no se han hecho
estudios anatomicos que confirmen dicha aseveracion, y la descripcion disponible de la
anatomia de su semilla es muy general. En poblaciones de la region de Mineral del
Chico, Hidalgo, Zavala (2002), midié6 Unicamente el peso de la semilla en diferentes
grados de madurez.

El tamafio de la semilla se correlaciona positivamente con la germinacion y el
crecimiento de las plantulas en algunas especies forestales, pues las semillas grandes
logran un mayor incremento inicial en altura que las obtenidas de semillas pequefas,
debido a que poseen mas tejido de reserva como fuente de alimento inicial para el
embrion, y proveen nutrientes por mas tiempo (Bonfil, 1998). Stanton (1984) menciona
qgue las semillas grandes de algunas especies forestales pueden germinar mas y con
mayor vigor que las pequefias. En especies maderables como Cecropia obtusifolia
Bertol. (Tenorio-Galindo et al., 2008) y no maderables como Stenocerus beneckei
(Ehrenb.) Buxb. (Ayala—Cordero et al., 2004) se encontraron variaciones en tamafio y
peso de la semilla fisiologicamente madura, variaciébn que tiene repercusiones tanto
ecoldégicas como econdémicas. Munive-Martinez et al. (2008) analizaron la variacién de
semillas en Pinus ayacahuite var. veitchii Shaw, mediante variables de peso, longitud y

ancho, y encontraron diferencias significativas entre regiones, y concluyeron que estas

55



CAPITULO 111

caracteristicas sirven como base para incrementar el tamafio de la semilla mediante
mejoramiento genético.

En el caso del T. globosa se propone usar el tamafio de la semilla como una
estrategia de seleccion temprana para un programa de mejoramiento genético. Por lo
anterior, el presente trabajo se realizé con el objetivo de comparar las caracteristicas
morfolégicas externas e internas de la semilla de Taxus globosa procedentes de dos

regiones geograficas, y cuantificar la dureza y grado de permeabilidad de la testa.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Recoleccion de semilla

La semilla se recolectd en 11 localidades, cinco de ellas en el Estado de Nuevo
Ledn, region norte, y seis en los Estados de Hidalgo y Querétaro, region centro (Cuadro
3.1, Figura 3.1). La semilla se obtuvo directamente de la copa de los arboles durante
septiembre a noviembre de 2007, cuando el arilo tenia un color rojo. Las semillas
recolectadas fueron empaquetadas y rotuladas con datos de sitio y fecha. Se hicieron
lotes masales al agrupar la semilla por regiébn. En muestras de semillas completas
tomadas al azar se hizo la evaluacién morfolégica de semillas con y sin arilo; en las

semillas sin arilo también se hizo una caracterizacion fisica y un analisis anatémico.
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Cuadro 3. 1 Ubicacién de las poblaciones de Taxus globosa Schlitdl.

muestreadas.
Localidad Municipio, Estado Latitud Longitud Altitud
N @) (m)

Regién Norte:

El Tejocote Santiago, N.L. 25°19'20"  100°15'30" 1970
Cafiada La Trinidad Santiago, N.L. 25°14'49"  100°09'20" 1361
Yerbabuena Zaragoza, N.L. 230°55'31" 990°47'58" 2100
La Encantada Zaragoza, N.L. 23°55'20" 990°48'20" 2385
La Tinaja Zaragoza, N.L. 23°53'25" 99°47'29" 2580
Region Centro:

Los Granadillos Pinal de Amoles, Qro. 21°12'40" 99°41'00" 2400
Cafiada de Agua Fria Pinal de Amoles, Qro. 21°08'14" 99°41'06" 2570
Los Zorrillos Mineral El Chico, Hgo. 20°13'16" 98°43'08" 2400
Los Corrales Mineral El Chico, Hgo. 20°12'13" 98°43'33" 2550
Los Ayacahuites Mineral El Chico, Hgo. 20°12'25" 98°43'10" 2630
Pueblo Nuevo Mineral El Chico, Hgo. 20°11'04" 98°40'42" 2530

3.2.2 Descripcion morfolégica externa de la semilla completa

La descripcién morfolégica externa de las semillas y el arilo se realiz6 mediante
analisis de imagenes digitales (Media Cybernetics, 1997); se usaron 100 semillas
completas, para comparar el arilo entre las regiones; las imagenes se obtuvieron con
un escaner marca Epson 3170® a color, con una resolucién de 2400 dpi. A las mismas

semillas se les retird el arilo y se escanearon nuevamente. Con las imagenes obtenidas
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se determiné area, longitud, ancho y perimetro de la semilla sin arilo (Garcia y Estrada,

1999), con apoyo del programa analizador de imagenes Imagetool® 3.0 para Windows.
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Figura 3. 1 Ubicacién geografica de los sitios de recoleccién de la
semilla de Taxus globosa Schltdl.

3.2.3 Descripcion de estructuras internas de la semilla

Para identificar las estructuras internas de la semilla se hizo una prueba
topogréfica de 2, 3, 5 cloruro de trifeniltetrazolio (Sigma®) (ISTA, 2005) en una muestra

de 25 semillas por region, sin arilo y pre-acondicionada mediante un remojo en agua
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destilada durante 24 h. Las semillas fueron disectadas longitudinalmente y puestas en
una solucioén de cloruro de tetrazolio (0.1 %) durante 8 h. Luego se colocaron bajo la
lente de un microscopio estereoscopico (Olimpus®), conectado a una computadora,
para digitalizar las imagenes; se elimind el exceso de agua para evitar brillos que
pudieran afectar la imagen. De estas semillas se extirparon embriones que también

fueron fotografiados.

Para estimar el area, la longitud, el ancho y el perimetro del megagametofito y del
embrion se utilizaron otras 25 semillas por region, preacondicionadas como se indico
anteriormente y disectadas longitudinalmente; cada semilla se fotografié por separado
con el procedimiento ya descrito; las imagenes obtenidas se analizaron con Imagetool®
3.0 para Windows. Con base en la cantidad total de pixeles representados por el
megagamentofito y el embridén en cada imagen, se obtuvo la proporcion que representa

la superficie de estas estructuras con respecto a la semilla entera.

3.2.4 Caracterizacion fisica de la semilla

En esta caracterizacion se estim6 el peso de 1000 semillas (P1000S), a partir de
ocho repeticiones de 100 semillas sin arilo por cada region, segun el método propuesto
por la ISTA (2005). Ademas se evalué el peso volumétrico (PV) de semilla sin arilo, en
5 mL de semilla medidos con una probeta de 10 mL, y posteriormente se valord su
masa; en este procedimiento se realizaron cuatro repeticiones por region. Los pesos se

obtuvieron con una balanza analitica Ohaus®.
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3.2.5 Evaluacion de caracteristicas fisicas de la testa

Con la finalidad de verificar las caracteristicas fisicas de la testa como posible
barrera para la entrada de agua y salida de la radicula, se hicieron tres pruebas en las
muestras de ambas regiones. La primera prueba consistid6 en la escarificacion con
acido sulfarico concentrado (H,SO,, grado reactivo), a dos repeticiones de 25 semillas,
con tiempos de 0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 min; posteriormente se verifico la viabilidad de
la semilla con una prueba de tetrazolio (ISTA, 2005). La segunda prueba fue la
evaluacion de la dureza en lotes de 25 semillas con cuatro repeticiones, mediante un
texturometro Universal marca Force Five Mod FDV-30®, en kg cm™. La tercera fue una
prueba de imbibicién en una muestra de 50 semillas con dos repeticiones; las semillas
se colocaron en 200 mL de agua destilada, volumen gue se mantuvo constante, a una
temperatura entre 15y 23 °C, y se registro el peso total de las muestras cada 24 h en

una balanza analitica.

3.2.2.6 Analisis estadistico

Las variables de las pruebas de caracterizacion fisica, los pesos de 1000
semillas y volumétrico, asi como los de la caracterizacion morfolégica, se analizaron

por medio de la prueba de t de Student, con muestras apareadas y a = 0.01, con el

programa XLSTAT (http://www.xIstat.com/) complemento de EXCEL. Para la
comparacion entre regiones geograficas en cuanto a las caracteristicas de la testa, se

utilizé un anélisis de varianza y una prueba de Tukey con el programa estadistico SAS®
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(SAS Institute, 1998). Los datos de la curva de imbibicion, que mostraron la cinética de
entrada del agua en la semilla, se analizaron mediante una regresion logaritmica con

respecto al tiempo, con su respectiva R?.

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Descripcion morfolégica externa de la semilla completa

La semilla de T. globosa esta cubierta por un arilo carnoso y mucilaginoso de
color rojo en estado maduro (Figura 3.2), que tiene una abertura en su parte inferior,
por la cual se puede ver la semilla; una vez retirado el arilo se observa a la semilla
desnuda. Las imagenes obtenidas permitieron analizar las semillas de manera rapida y
confiable, en las cuales se detectaron diferencias significativas entre regiones (Cuadro
3.2), ya que las provenientes de la regién norte superaron a las del centro en todas las
variables medidas (P < 0.05), tanto en semilla con arilo como sin arilo. Estas diferencias
se atribuyen al aislamiento geografico que existe entre las poblaciones, que pudo
haber ocasionado un proceso de diferenciacion morfolégica, como se ha demostrado
en otras especies (Mapula-Larreta et al., 2007; Mehes et al., 2009). El reducido tamafio
de las poblaciones de la region centro del pais (Hidalgo y Querétaro), puede estar
ocasionando endogamia y por tanto, reduccion en el tamafio de las semillas como la

reportada por Mosseler et al. (2000) en poblaciones de Picea rubens.
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(bc)

@
‘(bn)
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Figura 3.2. Semilla completa de T. globosa (con arilo) de la regién centro (ac)
y region norte (an). Semilla de T. globosa sin arilo, de la regién centro (bc) y

norte (bn).

En estas especies se ha encontrado que las poblaciones de sitios mas
extremosos, como es el caso de las semillas del norte, generalmente producen semillas
de mayor tamafio, como un mecanismo para aumentar la cantidad de reservas
(Donahue y Lopez-Upton, 1996; Mapula-Larreta et al., 2007). Lo anterior podria indicar
que las semillas del norte generan plantas mas vigorosas (Stanton, 1984). Igualmente
T. globosa podria estar en un proceso de sub-especiacién o extincion, ya que el flujo
génico disminuye y provoca cambios genéticos que pueden beneficiar o no a la especie
(Ledig, 1986). Para corroborar lo anterior es necesario realizar estudios ecoldgicos mas

detallados asi como de genética de poblaciones.
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Cuadro 3. 2 Comparacion de medias (T de Student) de las variables de
morfologia externa en la semilla de dos regiones de Taxus globosa Schitdl.

de México.

Variables Regién Norte Regién Centro
Promedio CV (%) Promedio CV (%) Significancia

Semilla
completa
Area (mm?) 77.48 19.61 64.61 17.40 o
Longitud (mm) 10.37 9.85 9.53 8.88 o
Ancho (mm) 9.54 13.47 8.81 9.48 o
Perimetro (mm) 36.32 9.93 33.03 9.48 o
Semilla sin arilo
Area (mm?) 23.82 9.62 19.15 12.32 *
Longitud (mm) 6.57 7.81 6.18 11.64 *
Ancho (mm) 4.72 6.53 4.04 10.83 o
Perimetro (mm) 19.79 6.75 17.85 10.84 *

**Diferencias con nivel de probabilidad de 0.01; CV = coeficiente de variacion

3.3.2. Descripcioén de la morfologia interna de la semilla

En las proporciones que representan el megagametofito y el embriébn con
respecto a la semilla completa no se encontraron diferencias significativas entre
regiones. En otros estudios con especies del género Taxus se ha observado que el
embridén ocupa 10 % del total de la semilla (Forbis et al., 2002). En el presente estudio
los embriones de T. globosa representan solo 3 y 4 % del tamafio de la semilla en las
regiones centro y norte del pais, respectivamente (Cuadro 3.3), por lo que se puede
decir que en general el embrién en T. globosa es pequefio y subdesarrollado. Forbis et

al. (2002) reportan que el embridon del género Taxus es el mas pequefio de las
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gimnospermas. Esta informacion es valiosa, pues puede estar relacionada con el tipo
de latencia que presenta la semilla, ya que si el embrion no estd completamente
desarrollado hasta el punto en que ocupe la longitud total de la semilla y sea capaz de
romper la testa para emerger, no lograra germinar; esto coloca a T. globosa como una
especie que presenta latencia morfoldgica, que segun Forbis et al. (2002) ocurre en
especies poco evolucionadas a las que llama plantas ancestrales.

En las variables de area, largo, ancho y perimetro de las semillas (Cuadro 3.3)
se encontraron diferencias (P < 0.01) entre ambas regiones. Si estas diferencias tienen
relaciébn con procesos bioldégicos como germinacion, crecimiento y desarrollo de
plantulas, podrian servir como base para el establecimiento de una estrategia de
seleccion temprana. Sin embargo, estos resultados son preliminares y se requieren
més estudios para determinar si el tamafio de la semilla es una caracteristica

importante para la supervivencia de las poblaciones de esta especie.
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Cuadro 3. 3 Comparacion de medias (t de Student) de las variables de

morfologia interna en semillas de dos regiones de T. globosa Schltdl. de

México.

Region Norte Region Centro
Variables Promedio CV (%) Promedio CV (%) Significancia
Megagametofito
Area (mm?) 12.49 12.74 9.07 18.14 ok
Longitud (mm) 4.60 5.81 4.08 11.76 o
Ancho (mm) 3.49 7.77 2.85 8.65 o
Perimetro (mm) 17.87 17.71 12.75 16.95 b
Embrion
Area (mm?) 0.760 0.21 0.569 0.26 *
Longitud (mm) 1.925 0.12 1.701 0.17 *
Ancho (mm) 0.569 0.11 0.470 0.15 b
Perimetro (mm) 4.649 0.13 4.146 0.18 Ns

Proporcidén respecto a la

semilla completa (%)

Embrién 3.23 17.42 4.4 15.07 Ns
Megagametofito 58.11 5.24 57.81 6.74 Ns

**Significativo con nivel de probabilidad de 0.01; ns = no significativo.

3.3.3 Descripcidén de estructuras internas de la semilla

La semilla, como gimnosperma, posee tres estructuras basicas (Figura 3.3),

testa, megagametofito y embridon. La parte externa de la testa esta compuesta por una
serie de capas de tejido, presumiblemente exotesta, mesotesta y endotesta; al
absorber agua la exotesta se desprende facilmente; bajo estas capas se encuentra la

testa lignificada. EI megagametofito, de consistencia granulosa y color blanco, se
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encuentra protegiendo al embrién cuyo tejido blanco es mas consistente que el del
megagametofito y posee un suspensor que dificilmente se tifie al ponerse en contacto

con la solucion de tetrazolio, por ser tejido muerto.

1T mm
]
A B
Figura 3. 3. Corte longitudinal de semilla (A) de Taxus globosa Schitdl.
procesada con cloruro de tetrazolio; T = testa, M = micrépilo; Meg =

megagametofito; Cav = cavidad embrionaria; E = embriéon; (B) Embrion
disectado y tefiido con cloruro de tetrazolio; S = suspensor; EE = eje
embrionario; C = cotiledones.
3.3.4 Caracterizacion fisica de la semilla
El peso de 1000 semillas fue mayor en las procedentes de la region norte (P <
0.01; Cuadro 3.4). Datos similares se han observado en otras especies; por ejemplo,
Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco en donde Mapula-Larreta et al. (2007) reportan
mayor peso de conos y semillas de poblaciones en Chihuahua, Coahuila y Nuevo Leén
gue en las de Veracruz, Hidalgo y Puebla.

En otras coniferas, como Pinus monticola Douglas ex. D. Don. y P. strobus L., se

ha encontrado reduccién del peso de las semillas en poblaciones de Canada, atribuida
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a la fragmentacion del habitat, ya que la fragmentacién disminuye el flujo génico y
reduce la diversidad genética (Mehes et al., 2009). En México, Donahue y Lopez-Upton
(1996) y Juéarez et al. (2006) encontraron amplias diferencias entre poblaciones del
norte y centro del pais en cuanto a caracteristicas morfoldégicas de conos, semillas,
hojas y plantulas de Pinus greggii Engelm. y Pseudotsuga menziesii, lo que fue
atribuido a la fragmentacion del habitat, al tamafio reducido de las poblaciones y a la
deriva génica que como consecuencia puede reducir el tamafio de las semillas. Esto se
observo en las areas de estudio, ya que las poblaciones del centro se constituyen con
10 a 200 individuos y la region norte con 1,000 a 5,000 individuos por poblacion; otro
fendmeno que puede estar involucrado es la fragmentacion del habitat, aplicable a la
regioén centro, ya que las poblaciones estan conformadas por pequefios manchones de

arboles en cafiadas contiguas en la zona, particularmente en el Estado de Hidalgo.

Cuadro 3. 4 Caracteres fisicos de la semilla de Taxus globosa Schltdl. procedente
de dos regiones geogréaficas de México.

Dureza
Region P1000S (g) CV (%) PV (kghL') CV (%) (kg cm™) CV (%)
Norte 44.31 a 2.63 45.95ns 5.45 1.29467 a 0.13
Centro 34.87 b 4.25 47.05ns 2.13 0.86618 b 0.42
DMS 0.124 0.40298

Medias con letras iguales dentro de columnas, no son estadisticamente diferentes
(Tukey, 0.05). DMS = diferencia minima significativa; ns = no significativo; CV =
coeficiente de variacion; PI000S = peso de mil semillas; PV = peso volumétrico.

Melzack y Watts (1982) reportaron un peso de 56.6 g por 1 000 semillas para Taxus

baccata L. en la region oriental de Inglaterra, y mencionaron que son las semillas mas
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pequeiias encontradas en esa zona, y las compararon con semillas de Polonia y
Holanda, cuyos valores son de 59 y 77 g por 1 000 semillas, respectivamente. Las
semillas del centro de México (34.9 g) estan por debajo de los valores reportados hasta

ahora para Taxus globosa.

La semilla presenta su mas alto nivel de vigor y potencial germinativo cuando
alcanza la madurez fisioldgica. En este estado la semilla tiene el maximo peso seco por
haber acumulado la méxima cantidad de reservas nutritivas, y el embrion,
presumiblemente, ha completado su desarrollo (Ohto et al., 2007). Por ello, una semilla
relativamente pequefia con un alto peso volumétrico, tiene igual calidad fisiol6gica que
una semilla relativamente grande (Rodriguez et al., 1998). En este estudio se encontrd
que las semillas de la regién centro tienen un promedio ligeramente mayor de peso
volumétrico que la regién norte (47.05 vs. 45.96 kg hL™?), pero sin diferencias
estadisticas (a = 0.01), por lo que se puede concluir que la semilla del centro tiene igual
calidad fisiologica que la semilla del norte. Sin embargo, para este estudio no se

realizaron pruebas de vigor ni de capacidad germinativa.

3.3.5 Caracteristicas fisicas de la testa

En la prueba de escarificacion con acido sulfarico concentrado (H,SOg4, grado
reactivo) a distintos tiempos, se encontrd que la semilla no soporta un tiempo mayor a 5
min (Cuadro 5), puesto que en periodos mas prolongados pierde viabilidad. Este dato

proporciona un primer indicio de que la testa no es obstaculo para la germinacion, pues
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se logré6 romper o dafiar en algun grado y se permitid la imbibicidn; es decir, la
germinacién no ocurrié por razones inherentes al embridon. En el género Prosopis,
D’Aubeterre et al. (2002) reportaron un alto porcentaje de germinacion al aplicar a la
semilla, H,SO,4 durante 5 o 10 min. En contraste, la semilla de T. globosa de las dos
regiones mexicanas solo soportd la inmersiéon en &cido sulfarico por 5 min sin perder
viabilidad. No obstante, se encontraron diferencias (P < 0.01) entre regiones en dureza
de la semilla (Cuadro 4), prueba en la que las semillas del norte superaron a las del

centro (1.29 vs. 0.86 kg cm™).

Cuadro 3. 5. Tratamiento de escarificaciéon con H,SO4 en
semillas de Taxus globosa Schltdl. procedentes de dos regiones
de México.

Tratamiento

(tiempo en minutos) Region Norte Region Centro
Testigo Viable Viable
5 Viable Viable
10 No viable No viable
15 No viable No viable
20 No viable No viable
25 No viable No viable
30 No viable No viable

En condiciones naturales, las semillas con cubiertas muy duras germinan sélo
hasta que la testa se ablanda, lo que se consigue a través de su degradacion
bioquimica por digestion de los animales, o accién de microorganismos, habitantes

naturales del ambiente o por los efectos fisicos del pisoteo (Moreno et al., 2006). Se
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esperaria entonces que al tratar de emerger el embrién, la testa no sea un impedimento
ni para la entrada del agua ni para la emision de la radicula. Algunas semillas de otras
especies son impermeables al agua. T. globosa no parece tener ese problema, ya que
las semillas mostraron imbibicion plena con s6lo 24 h de remojo (Figura 3.4). El patron
de imbibicion fue similar entre las dos regiones, aunque las semillas de la region norte
absorben agua en menos tiempo; a las 132 h se detiene la imbibicién, para las dos
regiones. También se puede inferir que el potencial hidrico de la semilla es lo

suficientemente negativo para permitir la entrada del agua en el proceso de imbibicién.

----- Norte = — Centro
y =5,3217In(x) + 22,531
R?2=0,6189

Lo y = 4,8366In(x) + 20,986
94 2
R2=0,6323

% de agua/peso seco

5
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264

Horas de imbibicion

Figura 3. 4. Curva de imbibicion de semillas de Taxus globosa Schitdl.
procedentes de dos regiones geogréaficas de México.
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El grosor de la testa y el nUmero de capas de células que la componen juegan
un papel importante en el proceso de absorcién de agua (Dominguez-Dominguez et al.,
2007). La semilla de T. globosa cuenta con varias capas de cuticula que forman la
exotesta, y en esta investigacion se observé que ademas de absorber el agua, también

la retienen.

El papel de la testa es fundamental en la incorporacion de agua por la semilla;
ésta y su permeabilidad estan relacionadas con el intercambio gaseoso (Bewley y
Black, 1994). El efecto de la testa sobre el embridon puede ser quimico -por ejemplo, por
la presencia de inhibidores fendlicos- o0 mecénico al impedir el flujo necesario de agua y
oxigeno para la germinacion (Moreno et al., 2006). De acuerdo con la curva de
imbibicién obtenida, a partir de las 24 h aumento la entrada de agua, por lo que permite
deducir que la testa de Taxus globosa no impide la absorcion de agua, de modo que la
latencia de la semilla reportada por Nicholson y Munn (2003) probablemente se deba a

gue el embrion esta subdesarrollado o inmaduro.
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3.4 CONCLUSIONES

Las variables morfolégicas y las caracteristicas fisicas analizadas en la semilla de
Taxus globosa muestran diferencias significativas entre regiones geograficas, ya que
son distintas en tamafio (28 % mas grande en la regidon norte). Esta especie presenta
un embrion subdesarrollado o latencia de tipo morfoldgico, que dificulta la germinacién
de la semilla; la proporcion de embribn-megagametofito fue de sélo 4 % en el norte y
de 3 % en las del centro. Las semillas provenientes de ambas regiones no requieren de

escarificacion, ya que no poseen una testa dura e impermeable al agua.
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4.1 INTRODUCCION

En todas las plantas es importante la propagacion, y ésta adquiere mayor
relevancia en especies de interés economico con dificultades para multiplicarse, sobre
todo via sexual (semillas). Identificar las principales condicionantes para la propagacion
de una especie con problemas de reproduccion es fundamental; este es el caso de
Taxus globosa Schitdl.,, especie que se encuentra en la lista de especies bajo
proteccion especial por el gobierno mexicano (SEMARNAT, 2010). Este arbol produce
una sustancia quimica conocida como “taxol”, que es utilizado como un farmaco

importante en el tratamiento del cancer (Wani et al., 1971; Shoeb, 2006).

El tejo, como comunmente le llaman a las plantas del género Taxus, se
encuentra distribuido esporadicamente, desde la parte templada humeda del centro de
Nuevo Ledn y Tamaulipas, y el oriente del eje Neovolcanico Transversal, el norte de
Oaxaca y sur de Chiapas, hasta el sur de Honduras en Centroamérica (Soto et al.,
2000; Zavala, 2001; Zavala et al., 2001). Existen pocos estudios en esta especie y no
se cultiva (Zavala, 2001, 2002; Soto et al., 2011). Por otro lado, en las regiones donde
crece se observa que produce muy poca semilla, lo que constituye otro factor que limita
los estudios sobre esta conifera.

La dificultad de germinar semillas de T. globosa es parcialmente reportada por
Zavala (2001) y Nicholson y Munn, (2003); dichos trabajos refieren tratamientos pre-
germinativos con relativo éxito y sin lograr resolver el problema de latencia, condicién
gue presentan las semillas viables y provoca que la germinacion no se lleve a cabo a

pesar de que existan las condiciones ambientales favorables. Sin embargo, al mismo
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tiempo esto le confiere a la especie una “ventaja” para poder germinar a distintos
tiempos, permitiendo asi su supervivencia en su hébitat natural. Existen varios tipos de
latencia, sin embargo la latencia que presenta T. globosa no se ha definido, pues el
embridn se reporta como inmaduro o pequefio (Ramirez-Sanchez et al., 2011), y a esta
condicién Nikolaeva (2001) la clasifica como latencia o dormancia morfologica. Aunado
a esto, en otras especies del mismo género se reporta la presencia de inhibidores,
condicién denominada como latencia o dormancia fisiolégica (Le Page-Degivry, 1977,
Bewley y Black, 1994; Chien et al., 1998; Baskin y Baskin, 1998, 2004; Finch-Savage y
Leubner-Metzger, 2006), y que probablemente también T. globosa posee. Problemas
similares se reportan en algunos géneros de coniferas como Juniperus, Pseudotsuga y
Abies (Forbis et al., 2002).

A pesar de que se ha logrado reproducir vegetativamente a T. globosa (Mufioz et
al., 2009), en trabajos de restauracion o mejoramiento genético es necesaria la
propagacion masiva con alta diversidad genética que se logra con la reproduccion
sexual, por lo que es deseable lograr una buena germinacion de sus semillas, eliminar
la latencia asi como la heterogeneidad de la emergencia de plantulas, lo que conlleva a
un problema econdémico. Para garantizar una germinacion rapida y uniforme, es
necesario estudiar los mecanismos que provocan la latencia de la semilla, asi como los
posibles tratamientos que puedan eliminarla. Nicholson y Munn (2003) aplicaron
tratamientos pregerminativos con relativo éxito en T. globosa y Ramirez-Sanchez et al.
(2011) y determinaron que la testa no es una barrera impenetrable para la imbibicion;
en especies como Taxus chinensis var. mariei Lemée & Léveillé este problema se ha

abordado mediante el cultivo in vitro sin obtener resultados favorables (Liu et al., 2011).
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Al respecto, Chee (1994) cultivd embriones cigoéticos de T. brevifolia Nutt., T. baccata
L., T. baccata var. stricta L., y de T. cuspidata L. logrando germinacion de 14, 14, 17y
11%, respectivamente, e indica que el crecimiento es mas rapido por este medio que
de manera natural. En esta investigacion se estudié de manera sistematica la forma de
romper la latencia en semillas de T. globosa, mediante la combinacion de tratamientos
pregerminativos con alternancia en temperatura y promotores del crecimiento (GA4r),
monitoreando el efecto de éstos sobre el desarrollo del embrion; ademas, se cultivaron
embriones cigaoticos in vitro, con el fin de observar si las cubiertas retrasan el desarrollo
del embrion, y al mismo tiempo, determinar el tipo de latencia presente y qué

tratamientos pregerminativos pueden eliminarla.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Material vegetal

Se recolectd semilla de T. globosa en 11 localidades, cinco de ellas en el estado
de Nuevo Leodn, México (region Norte), y las otras seis en los estados de Hidalgo y
Querétaro, México (region Centro) (Figura 1). La semilla se recolecté en cantidad
variable directamente de la copa de los arboles durante los meses de septiembre a
noviembre de 2007, cuando el arilo presentaba un color rojo, indicando que estaba
madura. Las semillas obtenidas fueron empaquetadas en bolsas de plastico y
etiquetadas. Para fines del estudio, se hicieron lotes masales agrupando la semilla por

region.
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4.2.2 Viabilidad

Previo a los tratamientos de germinacion, se estimo la viabilidad de las semillas,
mediante una prueba de cloruro de tetrazolio al 0.1 % (Sigma®) (ISTA, 2005). Se
tomaron dos muestras de 25 semillas por regidon con dos repeticiones. La misma
prueba se repitio al finalizar la evaluacion de la germinacién con las semillas que no

germinaron.

Nuevo Le6n

ka T"n;‘idj.El Tejocote

Yerbgbuena

Hidalgo

Los Corrales

Pueblo‘Nuevo

s Ayacahuites Los Zorrillos

Figura 4.1 Sitios de recoleccion de la semilla de Taxus globosa Schltdl.
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4.2.3 Tratamientos pre-germinativos

Debido a que los arboles de esta especie producen muy poca semilla, cada
tratamiento se evalud utilizando 25 semillas con cuatro repeticiones (100 semillas en
total). Antes de aplicar los tratamientos, las semillas fueron lavadas y desinfestadas con
una solucion al 1.5 % de hipoclorito de sodio y 25 % de etanol, con una permanencia
de 15 min; posteriormente fueron enjuagadas con agua destilada.

Los tratamientos fueron el resultado de la combinaciéon de incubacion,
estratificacion, uso de hormonas y escarificacion, basandose en los trabajos de Chien
et al. (1998), Nicholson y Munn (2003) y Vance y Rudolf (2008); se incluy6 también el
KNO3; como promotor quimico de la germinacion, que ha sido utilizado tanto en
hortalizas como en pinaceas (Céardenas, 2011). La incubacion consistié en exponer las
semillas por cinco meses a un fotoperiodo de 12 horas con luz fluorescente,
proporcionando 736 pmol de fotones/m?/s™ y un termoperiodo de 15°C en la noche y
23°C en el dia. La estratificacion se hizo a una temperatura de 3°C por dos meses y en
los tratamientos de hormonas se utilizé una solucién a 500 ppm de las giberelinas GAy7
(Sigma ®) en una concentracion de 500 ppm. La escarificacion de las semillas se llevo
a cabo por tres métodos: 1) por inmersion en 100 mL de nitrégeno liquido (N2) vy
extraccién inmediata a temperatura ambiente; 2) por inmersion durante 20 minutos en
agua (H.0) a una temperatura de 70°C; y 3) por inmersién durante 4 minutos en una
solucion de acido sulftrico concentrado (H,SO4 a 98%) durante 4 minutos.

Los 13 tratamientos aplicados fueron los siguientes: 1) testigo; 2) incubacion; 3)
incubacion-estratificacion; 4) aplicacion de GAy7-incubacion; 5) incubacién-

estratificacion- aplicacion de GA47; 6) incubacion-escarificacion con Nj-aplicacion de
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KNOg3; 7) incubacidn-escarificacion con Ny—aplicacion de GAy7; 8) incubacion-
escarificacion con Np; 9) incubacion-escarificacion con H,O a 70 °C-aplicacion de
GA47; 10) incubacion-escarificacion con H,O a 70 °C; 11) incubacion-escarificacién con
H,SOs-estratificacion-aplicacion de GA47; 12) estratificacion; y 13) incubacion-

aplicacion de KNOg .

4.2.4 Prueba de germinacion

Cada lote de semillas previamente desinfectado se colocd sobre papel sanita®
hamedo en cajas de plastico, en una camara de germinacion (Lab Line Instruments
Serie 798-001) con el régimen de fotoperiodo y de temperatura indicado anteriormente.
La prueba de germinacion, incluyendo los pre-tratamientos, duré 13 meses; todos los
tratamientos iniciaron al mismo tiempo y en su momento fueron colocados en la camara
de germinacion desde el inicio y posteriormente, conforme termindé cada uno de los
tratamientos pre-germinativos, se incorporaron a dicha camara, en donde se
mantuvieron hasta el final del ensayo. Las semillas se consideraron germinadas
cuando la radicula presentaba una longitud de 2 mm (Chien et al., 1998). Una vez
iniciada la germinacion se hicieron conteos cada semana. Se determiné el porcentaje
de germinacion y la velocidad de germinacion (IVG) mediante el indice de Maguire
(1962), y se reportan las medias, asi como el tiempo medio para alcanzar la

germinacion maxima (TM) propuesto por Edmond y Drapala (1958).
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4.2.5 Crecimiento embrionario

Al inicio de los tratamientos pre-germinativos y tres meses después se tomo una
muestra de semillas de cada uno de ellos para evaluar el crecimiento del embridn
mediante un analisis de imagenes no destructivo. Se utilizé un tamafio de muestra de
25 semillas hidratadas por tratamiento, aunque fue necesario eliminarles el agua
excedente lo suficiente para que las imagenes salieran nitidas; aun asi, las semillas
medidas variaron de 16 a 25 por tratamiento. Se tomé una radiografia por tratamiento
con un Faxitron X-Ray V.30 proporcionado por la CONAFOR-Jalapa, Ver., con una
exposicién de 26 kv por 3 seg y con. En la imagen obtenida se midié el largo del
embrién (LE) con el software del Faxitron X-Ray V. 30. Posteriormente, las semillas
fueron reincorporadas a su tratamiento. Una vez obtenidas las imagenes, solo se

analizaron los tratamientos en los que se obtuvo germinacién (T1, T3, T4, T5, T6y T7).

4.2.6 Cultivo In vitro de embriones

Del lote de semillas recolectado para la region norte, por ser el lote mas
numeroso (en el norte las poblaciones de Taxus son mas grandes), se reservaron 320
semillas para esta prueba y se dividieron en dos grupos (lixiviado sin estratificar y
estratificado) con 4 dosis de GAs [0 (Testigo), 1, 100 y 500 ppm], para un total de 40
semillas por tratamiento. Las semillas se desinfestaron con un fungicida (Fungimicin®)
y un bactericida (Ridumil®) con dosis de 1 y 3 g, respectivamente, por cada 5 L de
agua, dejando reposar las semillas en esta solucion por 24 h; posteriormente fueron
enjuagadas con agua destilada y colocadas en hipoclorito de sodio al 3 % por 10 min;

al terminar, se lavaron tres veces con agua esteéril. El grupo de lixiviado sin estratificar
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(s Est/L) se sometidé al chorro del agua por 24 h; mientras que el grupo de estratificado
sin lixiviar (Est/sL) se mantuvo a temperatura constante de 3 °C durante 48 h y un dia
més a 21 °C; posteriormente todas las semillas fueron disectadas para extraer el
embrion y sembradas en medio sélido MS con las diferentes dosis de GA; Se
colocaron 10 semillas por frasco de cultivo (unidad experimental) y un total de cuatro
frascos (40 semillas) por tratamiento, en un disefio completamente al azar. Se evaluo el
porcentaje de embriones germinados (EG) por unidad experimental, considerandolos
asi una vez que se aprecié una coloracion verde y un alargamiento de 1 mm; las
mediciones se iniciaron a la semana de haber realizado la siembra en medio MS y se

continuaron por treinta dias.

4.2.7 Andlisis estadistico

Para evaluar el efecto de los tratamientos pre-germinativos sobre el porcentaje y
velocidad de germinacién de las semillas, se realizé un andlisis de varianza de una via,
debido a que la semilla de una de las regiones geogréaficas no germind. Previo al
anélisis, el porcentaje de germinacién se transformé con la funcién arco seno v((%/
100)), mientras que las variables IVG y TM se analizaron con los valores originales. El
analisis estadistico se realizé con el PROC GLM de SAS V.9 (SAS 1998) y en los
casos donde se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos se
utilizé la prueba de comparacién de medias de Tukey (P < 0.05).

Para determinar si hubo diferencias significativas entre tratamientos en el

alargamiento del embrion durante los tres primeros meses de incubacion, se realizé un
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andlisis de varianza con el PROC ANOVA, considerando cada embrion como una
repeticion; en este andlisis solo se incluyeron los tratamientos en los que hubo
germinacién de semillas. Para determinar el crecimiento del embrion se utilizaron los
datos de longitud del embrion en las imagenes tomadas en las dos fechas de muestreo
(al inicio y a los 3 meses de aplicados los tratamientos). Para comparar las medias de
los tratamientos se utilizo la prueba de Medias Tukey (P < 0.05). En cuanto al cultivo in
vitro de embriones, el andlisis estadistico para evaluar el efecto de los tratamientos en
el porcentaje de germinacion consideré6 un disefio factorial 2x4 en disefio
completamente al azar, con cuatro repeticiones. Al igual que en los casos anteriores,

para comparar las medias entre tratamiento se realiz6 una prueba de Tukey (P < 0.05).

4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1 Viabilidad, tratamientos pre-germinativos y prueba de germinacion

La viabilidad de las semillas fue de 98 % para la region norte y de 60 % para la
region centro, y no se encontraron semillas vanas. A pesar de que el estudio dur6 13
meses Yy todas las semillas muestreadas contenian un embrién, ninguna semilla de la
region centro germiné. Es posible que el nulo porcentaje de germinacién en las semillas
de la regién central de México se asocie a un nivel alto de endogamia, fenbmeno que
es comun en poblaciones pequefias y aisladas, caracteristicas que se observaron al
realizar el muestreo en esta zona. En otras especies forestales mexicanas con
poblaciones pequefias y fragmentadas como Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco se

han encontrado niveles de diversidad genética reducida (Cruz-Nicolas et al., 2008), alta
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proporciébn de semillas vanas, semilla de menor tamafio, bajos porcentajes de
germinacion y algunas plantas albinas o mutantes, a diferencia de la zona norte del
pais (Juarez et al., 2006; Mapula et al., 2007). Ramirez-Sanchez et al. (2011) realizaron
un estudio previo en el mismo lote de semillas utilizado para esta investigacion, y se
determind que las semillas de T. globosa del centro del pais son 28 % mas pequeiias
(P = 0.05) que las de la regién norte.

La endogamia también podria afectar el desarrollo del embrion y/o la profundidad
de la latencia, ocasionando que la semilla de estas requiera de un tratamiento distinto a
los aplicados en el estudio. Sin embargo, para corroborar que la endogamia es la causa
principal de la nula germinacion de las semillas, es necesario realizar estudios
especificos sobre la diversidad genética de estas poblaciones y el nivel de parentesco
entre los individuos machos y hembras de las poblaciones. Por otra parte, los
resultados obtenidos pueden obedecer simplemente a que las condiciones brindadas a
las semillas bajo tratamiento de las poblaciones del centro, no fueron las adecuadas y
requieran un tratamiento diferente, o condiciones ambientales (fotoperiodo,
temperatura, etc.) distintas, o un mayor tiempo de incubacion. Garcia-Aranda (2011)
menciona que la especie de T. globosa de la region norte es T. globosa var. floridana,
lo que podria indicar un comportamiento ecotipico distinto, con adaptacion y
requerimientos ambientales diferentes para la 6ptima germinacion de la semilla, por lo
que los tratamientos aplicados no ocasionaron resultados similares en la semilla de las
dos regiones. Estas posibles diferencias adaptativas dan pauta para continuar la
investigacion del desarrollo y condiciones de germinacion de las semillas de esta

region geografica.
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En cuanto a la germinaciéon en semilla de la region norte (Figura 4.2), se encontrd
que el valor significativamente mayor fue con el tratamiento 3 (incubacién-
estratificacion) aunque no se encontraron diferencias estadisticas entre éste y los
tratamientos 5 (incubacion-estratificacion-AGy7) y 7 (incubacidn-escarificacion con N»-

AGy).

16
14
12
10

% de Germinacion

o N b~ OO ©

TL T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T1l T12 T13
Tratamientos

Figura 4. 2 Porcentaje de germinacion en semillas de T. globosa
Schltdl. procedente de la zona norte de México. Barras verticales,
representan el error estandar (ES). Diferentes letras indican diferencias
(P £0.05).

Esos resultados indican que la incubacion-estratificacion aplicada promovi6 que el
embrion madurara, alcanzando el tamafio adecuado para poder germinar (Le Page-
Degivri, 1973; Camacho-Morfin, 1994; Nonogaki y Bradford, 2007). Ramirez-Sanchez
et al. (2011) reportan que en semilla recién recolectada, la proporcién del embrién en
relacion al volumen total de la semilla es del 4 % para la semilla del norte y del 3 %

para la semilla del centro, y en promedio una longitud de 1.92 y 1.72 mm
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respectivamente; en esta investigacion se encontraron diferencias (P < 0.05) en ambos
casos, Yy son los valores mas pequefos reportados para el género Taxus (en promedio
ocupa el 10 % del volumen de la semilla) (Forbis et al., 2002); este tamafio de embridn
tan reducido le impide a las semillas germinar en cantidades mayores. Aunado a lo
anterior, se reporta la presencia de inhibidores del crecimiento en la semilla de otras
especies del género (Le Page-Degivri, 1973; Chien et al., 1998); aunque en este
estudio no se contemplo la deteccion de estas substancias, se esperaria que algunos
de los tratamientos en los que se adicion6 GA o0 se sometié a estratificacion,
ocasionaran una reduccion de ellas, como registra Chien et al. (1998), en donde
observd un decremento en la concentracion de acido absicico (ABA) después de
someter a las semillas de Taxus mairei a una estratificacion a 5°C durante 12 meses
(de 8,888 a 536 pg por semilla).

Con base en lo anterior, se decidi6 combinar tratamientos y observar las
respuestas, por lo que se probd el tratamiento (5) de incubacién-estratificacion-
aplicacién de GA47, que ocasiond un porcentaje de germinacion (13%) como el del
tratamiento (7) incubacion-escarificacion con N, -aplicacion de GA47 (12%). Se
esperaba que la adicién de la giberelina elevara el porcentaje de germinacion, pero no
ocurrié de esa manera; por lo anterior, se sugiere explorar la posibilidad de aplicar el
GA antes de la estratificacion, con el fin de que la semilla esté expuesta a la giberelina
por mas tiempo. En relacion con el tratamiento (7), es posible que la escarificacion con
el nitrogeno liquido haya ocasionado rupturas en la testa de la semilla (Garcia et al.,
2003) y al adicionar la giberelina se logré la germinacion (12%) similar a la observada

en el tratamiento 3 (Incubacién-estratificacion) (14%).
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Cuadro 4. 1 Comparacion de medias del indice de velocidad de germinacion
(IVG) en semillas de Taxus globosa Schltdl. sometidas a diferentes

tratamientos pre-germinativos.

Tratamiento Descripcion IVGT

1 Testigo 0.0035 bc
2 Incubacion 0.0000c¢
3 Incubacion-estratificacion 0.0113 a
4 Aplicacion de GAy7-incubacion 0.0027 ¢
5 Aplicaciéon de GA47-incubaciéon 0.0112 a
6 Incubacién-escarificacion con Nj-aplicacion de KNO3 0.0042 abc
7 Incubacion-escarificacion con Np-aplicacion de GA47 0.0107 ab
8 Incubacién-escarificacion con N 0.0016¢
9 Incubacién-escarificacion con H,O-aplicacién de GA4; 0.0000c
10 Incubacién-escarificacion con H,O 0.0026 ¢
11 Incubacion-escarificacion con H,SO4-estratificacion-GA47 0.0008 ¢
12 Estratificacion 0.0017 c
13 Incubacién-aplicacion de KNOg . 0.0009 ¢

Valores con la misma letra dentro de la columna no difieren estadisticamente, Tukey (P < 0.05).
t: indice de Maguire, 1968.
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En cuanto al indice de velocidad germinativa (IVG) (Cuadro 4.1), los valores
mayores se obtuvieron a la par con los porcentajes de germinacion altos, observandose
diferencias (P =< 0.05) entre estos; con el contraste de que en el tratamiento 7
(Incubacidén-escarificacion con N»- aplicacion de GAy7) se alcanz6 una velocidad de
germinacion mayor que en el tratamiento 5 (incubacidn-estratificacion-aplicacion de
GAy7), presumiblemente por la escarificacion con nitrdgeno liquido (shock térmico), ya
que la temperatura desciende drasticamente y fragmenta la testa, permitiéndole
germinar, como lo mencionan Garcia et al, (2003). El tiempo medio para alcanzar la
germinacion maxima (TM) fue de 266 dias (aproximadamente 9 meses) para el
tratamiento 3 (incubacién-estratificacion), de 220 dias (aproximadamente 7 meses)
para el tratamiento 5 (incubacion-estratificacion-aplicacion de GA47) y de 250 dias
(aproximadamente 8 meses) para el tratamiento 7 (Incubacion-escarificacion con No-
aplicacion de GA47).

A pesar de que para la especie se han reportado valores de germinacion
relativamente bajos, en este estudio se logré reducir el tiempo de germinacion a siete
meses pues casi de manera inmediata al salir de la estratificacion, en el caso del
tratamiento 5 (Incubacion-estratificacion con GAy47) inicid la emergencia radicular, a
pesar de esto, se requiere mas investigacion, para reducir los tiempos a 7 meses. En el
caso de Chien et al. (1998) obtuvieron 81 % de germinacién en Taxus mairei después
de 8 y 10 meses de exponer la semilla a tratamientos de incubacion-estratificacion. Por
su parte, y aunque no se proporcionan detalles precisos de la metodologia

experimental y de las condiciones de incubacién, Nicholson y Munn (2003) reportan un
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34% de germinacion en una muestra de 50 semillas de T. globosa después de nueve
meses de incubacién usando temperaturas alternas.

El tiempo medio para alcanzar la germinacion méaxima (TM) fue de 266 dias para
el tratamiento 3 (incubacion-estratificacion), de 220 dias para el tratamiento 5
(incubacion-estratificacion-aplicacion de GA47) y de 250 dias para el tratamiento 7
(Incubacidén-escarificacion con Ny-aplicacion de GAy47) sin que existieran diferencias
entre ningun tratamiento para esta variable. Los tratamientos anteriores son los que
obtuvieron diferencias significativas (P < 0.05) con respecto al resto; a dos de ellos, el 5
y 7 se les aplico giberelina en forma exdgena, como un promotor efectivo del
rompimiento de la latencia y de la germinacion en T. globosa, sin obtener altos

porcentajes de germinacion.

Los resultados para el testigo (Figura 4.2) muestran que de manera natural el
embridén va rompiendo las barreras metabdlicas y fisioldgicas impuestas, en un tiempo
relativamente prolongado que rebasa los ocho meses; al momento de la recolecciéon de
las semillas éstas parecen estar “maduras”, pues muestran el arilo en color rojo; sin
embargo, esto no necesariamente es un indicativo de que la semilla se encuentre
fisiologicamente madura y con la capacidad para germinar. A pesar de que se
obtuvieron bajos porcentajes de geminacion, para la especie son significativos, pues
representan una oportunidad de supervivencia. La germinacién escalonada de manera
natural, da la oportunidad a las especies de lograr una mayor supervivencia a través

del tiempo, promoviendo la formacion de un banco de semillas en el suelo y
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previniendo la germinaciéon en condiciones no Optimas para la especie (Nikolaeva,

2001).

4.3.2 Crecimiento embrionario

El crecimiento embrionario (LE) fue monitoreado con una prueba no destructiva,
aunque no en todos los casos se pudo observar claramente el embrion (Figura 4.3); en
los casos en que éste fue visto nitidamente, se tomaron las mediciones y lo anterior se
relacionod con el resultado obtenido en la germinacién, por lo que solo se muestran los
tratamientos que tuvieron diferencias significativas en germinacion. Se obtuvieron
diferencias (P < 0.05) entre tratamientos, encontrando al tratamiento 3 (incubacion-
estratificacion) como el que obtuvo un mayor alargamiento en sus embriones (Figura
4.4), lo que explica parcialmente la mayor germinacién en dicho tratamiento; sin
embargo, la menor tasa de alargamiento la obtuvo el testigo y también mostré
germinacion aungue baja, lo que indica que el embrién, una vez alcanzado el tamafio o
maduracion necesarias para germinar, lo hara teniendo las condiciones optimas. El
mayor alargamiento se asocié con un mayor porcentaje de germinacion; se observo
gue la incubacién es determinante para que se inicie el desarrollo embrionario, pues es
un embridn pequefio y las cubiertas que lo protegen le impiden desarrollarse

libremente, por lo que su crecimiento es relativamente lento.
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Figura 4. 3 . Semillas de Taxus globosa sometidos a tratamientos
pregerminativos, mostrando embriones a los tres meses de incubacion.
Imagenes tomadas mediante rayos X con Faxitron X-Ray V.30 proporcionado por
el CONAFOR-Jalapa, Ver.

1,5

alongitud promedio ( mm)

1 3 4 5 6 7

Tratamientos

Figura 4. 4 Alargamiento promedio de los embriones después de tres meses de
incubacion en diferentes tratamientos pre-germinativos.
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4.3.3 Cultivo in vitro de embriones

Como ya se habia mencionado, esta prueba solo se aplicé al lote de semillas de
la regidn geografica del norte. La respuesta en medio de cultivo in vitro se observo a
las dos semanas de haberse realizado la siembra y hasta los 30 dias. Los resultados
obtenidos no mostraron diferencias (P < 0.05) entre tratamientos de estratificacion
[estratificacion sin lixiviado (Est/sL) y lixiviado sin estratificacion (L/sEst)]; sin embargo
si hubo diferencias (P < 0.05) entre las dosis de GA3z (Cuadro 4.2); la dosis de 1 ppm de
GA3 ocasion6 un mayor porcentaje de germinacion (27.5 % en promedio de los dos

tratamientos de estratificacion/lixiviacion).

Cuadro 4. 2 Porcentaje de germinacion en embriones cultivados in vitro de Taxus
globosa Schltdl. estratificados., estratificados sin lixiviar (Est/sL) y lixiviados sin

estratificar con lixiviado (s Est/L).

Variable Sin AG; 1 ppm AG; 50 ppm AG; 100 AG;

Est/sL SEst/L Est/sL SEst/L Est/sL sEst/L Est/sL SEst/L

Germ (%) 0 0 30a 25 ab 17.5 ab 12.5ab 15 ab 75Db

Error estandar 0 0 0.408 0.866 0.479 0.629 0.866 0.479

Valores promedio dentro de la hilera, con diferente letra indican diferencias entre ellos
(p =0.05).

Se encontrd que la combinacion de una menor cantidad de GAs y tratamiento de
estratificacion, pueden tener un efecto positivo en la germinacién in vitro de embriones,

ya que como se ha citado anteriormente, la estratificacién ayuda a bajar los niveles de
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acido absicico, y aunado a que el embrién recibe la dosis directa de GA3, se logra una

respuesta mas satisfactoria.

4.3.4 Implicaciones

Baskin &Baskin (2004) mencionan que existen cinco tipos de latencia; el tipo que
corresponde a la semilla de T. globosa es el de latencia morfoldgica, por tener un
embrién pequefo y/o indiferenciado; sin embargo, los embriones con este tipo de
latencia no tienen latencia fisiologica y la semilla de Taxus globosa si la presento, por lo
que esta especie cae en la clasificacion de “latencia morfo-fisiolégica”, en la que,
aunado al embridon pequefio o indiferenciado, se presenta un componente fisiol6gico
(ABA) que provoca la latencia. Por lo tanto, en este caso es necesaria la aplicacion de
tratamientos pre-germinativos para poder eliminar la latencia fisiolégica. Baskin &
Baskin (2004) clasifican a su vez a la latencia morfo-fisioloégica en ocho tipos, y a T.
globosa le corresponde el tipo de intermedia simple, pues necesita de incubacion (el
periodo en el cual el embrién se desarrolla) y estratificacion con la aplicacion de GA
para promover la germinacion. A este tipo de latencia, Nikolaeva (2001) le denomina
latencia enddgena, y también maneja la profundidad de estas, concordando con Baskin
y Baskin (2004).

En otras investigaciones con distintas especies de Taxus (Chien et al., 1998;
Zarek, 2007; Hosseini, et al., 2011), se ha observado que el cultivo in vitro resuelve el
problema de la latencia, pues al parecer otras especies de Taxus presentan testa

impermeable, lo que también impide la germinacion, no asi en el caso de T. globosa.

97



CAPITULO IV

Sin embargo, al retirar la testa y el megagametofito, se obtuvo germinacion de
embriones in vitro, observandose que en ellas radica el mecanismo para entrar en
latencia. Se observo que en T. globosa el embridon debe crecer hasta casi ocupar la
longitud completa de la semilla para poder germinar en una prueba normal de
germinacién, como la aplicada para los tratamientos pre-germinativos, durante la
primera etapa de esta investigacion (Figura 4.5), no asi en cultivo in vitro, lo que explica

en parte la rapida germinacion en estas condiciones.

Bajo este tipo de cultivo la etapa crucial es la de aclimatacion de las plantulas a su
medio habitual, sin embargo Hosseini et al. (2011) han logrado avanzar proporcionando
otra linea de investigacion, en donde se agrega una etapa de cultivo en hidroponia

para alargar la vida de las plantulas al término del periodo de cultivo in vitro.

a b C

1 mm

Figura 4.5. Semilla disectada mostrando embriones en el tratamiento 3
(incubacion-estratificacion), (a) inicio del tratamiento, 0 dias, (b)180 dias y
(c) a 270 dias con tratamiento pre-germinativo.

98



CAPITULO IV

En esta investigacion se evalud la adicion de GA47 y GA3z en diferentes etapas del
ensayo, encontrando que los dos tipos de GA tienen respuestas favorables; sin
embargo, los resultados de estos ensayos deben dar pauta para realizar mas
investigacion con ambas hormonas y lograr estandarizar un método para una buena
germinacion ya sea in vitro o de manera normal. En el caso de T. baccata no fue
necesario agregar GA; el medio MS fue suficiente para lograr la germinacion de

embriones bajo cultivo in vitro (Zarek, 2007; Hosseini et al., 2011).

En cuanto a la regionalizacion de la semilla (Norte y Centro) es necesario
continuar investigando el estado actual de las poblaciones, sobre todo las del Centro,
pues el hecho de no lograr la germinacion de las semillas colectadas en ellas, es un
indicativo de que hay algunos problemas con el proceso reproductivo en dichas
poblaciones que podrian aumentar las amenazas de permanencia que ya enfrentan en
su habitat natural o bien que en efecto se ha dado una especiacion como lo menciona

Garcia-Aranda et al. (2011); de ser asi, se debe documentar ampliamente este hecho.
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4.4 CONCLUSIONES

La latencia que presenta la semilla de T. globosa es de tipo morfo-fisiologica
intermedia. El tratamiento de incubacién a 23°C temperatura por 5 meses seguida de
un periodo de estratificacion a 3°C durante 2 meses es el que dio mejores resultados,
con un 14 % de germinacion en las semillas de T. globosa de la region norte. Estos
tratamientos deben complementarse con la aplicacién de giberelinas GA47 al inicio del
periodo de estratificacion para obtener un mayor porcentaje de germinacion en semillas

completas.

El cultivo in vitro de embriones de T. globosa resuelve el problema de latencia en la
semilla; sin embargo, para que este método sea Util en la practica, es necesario
resolver también el problema de aclimatacion de las plantulas al moverlas de las

condiciones in vitro a las condiciones de crecimiento en el vivero o invernadero.
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CAPITULO V

5.1 DISCUSION GENERAL

Las semillas son el mas importante y con frecuencia el Unico medio de
reproduccion y dispersion de las plantas, ya que son responsables de la permanencia
de la vegetacion en la tierra. Las semillas tienen la capacidad para permanecer en
estado de latencia, mecanismo que evita la rapida y homogénea emergencia de
plantulas, promueve la formacion de un banco de semillas en el suelo, y favorece la
conservacion de la variabilidad genética (Nikolaeva, 2001); sin embargo, la latencia en
semillas de plantas de importancia econdmica provoca grandes problemas al complicar
su produccién en sistemas cultivados. La semilla de Taxus globosa Schitdl. presenta
latencia, y por las evidencias bibliograficas y las experimentales obtenidas en la
presente investigacion, se descarta la posibilidad de latencia impuesta por las
cubiertas, pues la imbibicion ocurre de manera normal (Ramirez-Sanchez et al., 2011);
lo contrario ocurre en T. baccata, pues Hosseini et al. (2011) reportaron que la testa es
impermeable al agua, lo que le da a T. globosa particularidad en los tratamientos que

se apliquen.

La latencia que presenta la semilla de T. globosa es mas bien de tipo morfoldgico,
debido a que el embrion es muy pequefio (4% del volumen total) y no tiene el potencial
para germinar; necesita periodos largos y calidos de incubacion para que termine su
desarrollo; esta semilla también presenta latencia fisioldgica porque el metabolismo de
la semilla produce ABA que impide la germinacion. La caracterizacion como latencia de
tipo intermedio se refiere a que dentro del sistema de clasificacion de Baskin and
Baskin (2004), este tipo de latencia requiere de estratificacion por un periodo
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relativamente largo, que va de 2 a 3 meses (0 - 3°C), y la adicion de GA no remplaza la
estratificacion, pero promueve la germinacion después de someter las semillas a
estratificacion; ademas, en las semillas de otras especies de Taxus se ha reportado la
presencia de acido abscisico (Chien et al., 1998; Le Page-Degivry, 1973, 9177). En
este caso se tiene una latencia combinada, pues presenta embrion pequefio con
presencia de inhibidores y requiere de tratamientos pre-germinativos para poder

romperla.

Para esta investigacion se tomaron muestras de semillas de dos zonas de la
Republica Mexicana. La zona norte que comprendié cinco poblaciones naturales en el
estado de Nuevo Leodn, con una amplitud elevacional de los 1360 hasta los 2580 m, y la
zona centro que comprendi6 seis poblaciones naturales de los estados de Querétaro e
Hidalgo, con un intervalo altitudinal de los 2400 a los 2630 m. En esta ultima zona se
observo que las poblaciones son pequefias (menor a 100 individuos) y discontinuas. La
discontinuidad de estas poblaciones puede estar indicando fragmentacion en ellas,
tendientes a un comportamiento de metapoblaciones (Mosseler, 1995). Esto apunta a
cierto nivel de aislamiento de las mismas y por lo tanto, a un limitado intercambio
genético entre ellas, lo que conlleva a un posible problema de endogamia, que podria
explicar el menor tamafio y peso de las semillas, asi como la reducida capacidad
germinativa (de hecho, la semilla de las poblaciones de la regién centro de México
presentd 0% de germinacion), encontrados en el presente estudio. Esta situacion
coincide con los resultados que se han encontrado en otras especies de coniferas con
poblaciones pequefas y asiladas entre si (O'Connell et al., 2006; Mapula-Larreta et al.,

2007), En la regién sur, T. globosa produce relativamente poca semilla, y la viabilidad
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obtenida en este estudio fue del 60%. Durante la recoleccion de las semillas se
observaron excretas conteniendo semillas enteras de T. globosa, lo cual indica que
algunas de ellas pasan por el tracto digestivo de animales y solo se consume el arilo;
en otros casos se observaron semillas rotas y vacias, presumiblemente por aves o
pequefios roedores que se alimentan de ellas, contribuyendo a reducir el niumero de
semillas disponibles en el banco de semillas. Las poblaciones de T. globosa, como de
otras especies de Taxus se reducen debido a que aves y pequefios mamiferos se
alimentan de las semillas (Garcia et al., 2005; Vance et al., 2008), lo cual también se

observo durante la colecta de la semilla para la presente investigacion.

Debido a los problemas que presentan las semillas de la zona centro, los
tratamientos aplicados para romper la latencia fueron insuficientes, pues por su
condicién, posiblemente causada por efectos de la endogamia, la germinacién de las
semillas se dificulta, lo cual indica que se debe realizar investigacion en torno a la
posible poca variabilidad genética en las poblaciones y su efecto en el comportamiento

germinativo de las semillas que alli se producen.

Por otro lado, se observd que las poblaciones de tejo en el norte son de mayor
tamafio, continuas y con arboles de mayor porte, lo que también confirma Garcia-
Aranda et al., (2011); las semillas obtenidas en esta region resultaron de mayor tamafio
y peso (28%) que las del centro, por lo que la aplicaciéon de tratamientos para romper la
latencia produjo mejores resultados en ellas (hasta un 14%), aunque no los que se

esperaban, por lo que es necesario realizar mas investigacion en este aspecto.
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El tratamiento pre-germinativo que mejor comportamiento presentd fue el que
incluyé un periodo de incubacion en temperaturas de 23 °C por 5 meses seguido de un
periodo de estratificacion a 3°C por 2 meses (T3); con esta combinacion de condiciones
ambientales se promovio el crecimiento del embridn en la primera parte (incubacion), y
en la segunda se redujo el nivel de ABA (estratificacion), lo que permitid que el nivel de

giberelinas aumentara y provocara la germinacion de las semillas.

En los tratamientos en los que se utiliz6 como primera fase la incubacién, se
obtuvieron resultados similares entre ellos con solo pequefias variantes, como la
adicion de GA al final de la estratificacion, y aunque se esperaba un porcentaje mayor
de germinacion, este resultado posiblemente podria mejorarse al incrementar el tiempo
de exposicion de la semillas al GA, o modificar el periodo y condiciones de incubacion
asi como la aplicacion de otras temperaturas, pues por ser una especie con

particularidades y poco estudiada, las posibilidades de investigacién son amplias.

De manera general se observd que la estratificacion fue necesaria para romper la
latencia y en los casos en que ésta se sustituyé con la escarificacion con nitrégeno
liquido (N2), el descenso brusco de temperatura coadyuvé a fragmentar la testa y se
observé una rapida emergencia radicular casi de manera inmediata después de aplicar
el N liquido, lo que no ocurrié al aplicar similar tratamiento sin escarificacion de la testa
con N liquido. La giberelina debe adicionarse con la intencién de que la semilla absorba
la mayor cantidad de ella, ya que puede aplicarse como un complemento a la
escarificacion con nitrégeno liquido, esto cuando la germinacion es en la semilla

completa.
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En el cultivo in vitro de embriones se observé mayor germinacion con la adicién
de GA;3; (1 ppm), por lo que este método puede reducir el tiempo de los tratamientos
pre-germinativos; en T. baccata no fue necesario la adicién de ningin promotor, ya que
se obtuvo buena germinacién (62%) en medio MS adicionado con carbén activado y en
oscuridad (Zarek, 2007), En otra investigaciéon, Hosseini et al. (2011) cultivaron
embriones de T. baccata in vitro obteniendo germinaciones altas (100%) en medio MS,
y continu6 con un periodo de aclimatacién en cultivo, hidroponico, encontrando que la
combinacion de ambos métodos es favorable para acortar el tiempo de germinacion en
semillas de especies como T. baccata; sin embargo, habria que superar el periodo de
aclimatacién de hidroponia a suelo al usar este tipo de técnicas de propagacion de

plantas.
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5.2 CONCLUSIONES GENERALES

Las diferencias significativas encontradas entre regiones geograficas en los
caracteres morfoldgicos y fisicos de la semilla sugieren una mayor calidad de las
semillas de Taxus globosa recolectadas en la region norte. Las cubiertas seminales no
representan un impedimento para la entrada de agua en las semillas de Taxus globosa
de las dos regiones muestreadas. A pesar de los diferentes tratamientos pre-
germinativos utilizados, no fue posible hacer germinar la semilla obtenida de la region
centro; en cambio, en la semilla de la region norte si hubo un efecto positivo de algunos

tratamientos sobre la germinacién de las semillas.

Con base en el comportamiento de los tratamientos aplicados, se concluye que en
las semillas de la zona norte se deben aplicar tratamientos pre-germinativos

combinados, como la incubacion y estratificacion.

Por las caracteristicas de la especie y el poco trabajo realizado en la misma, éste
se considera como un estudio que permitira reorientar la investigaciéon en torno a la
modificacién de algunos factores, en aquellos tratamientos donde se usan periodos de
incubacion y/o de estratificacion para generar métodos mas efectivos que permitan

eliminar la latencia en la semilla de Taxus globosa.
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