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Efecto del pH en la germinacion de semillas de Tagetes lucida Cav.

Effects of pH on the germination of Tagetes lucida Cav. seeds
A. Hernandez Fernandez?, S. Herrera Monroy 2*, R. Gonzalez-Santos 3, J. M. Rivera Ramirez*

Abstract:

Mexico possesses a wide diversity of plants in the family Asteraceae, including Tagetes lucida Cav., which has cultural and medicinal
importance. Wild populations have declined due to erosion and changes in land use. pH is an indicator of soil fertility that influences
germination and plant development. The objective of this study was to determine the effect of different pH ranges on the germination
rates of two T. lucida seed accessions obtained from the germplasm bank of the Autonomous University of Querétaro. The seeds were
placed at different pH levels in a 2 factorial design, with constant humidity, temperature, and light intensity. The results were analyzed
using analysis of variance and Tukey's test in SAS, identifying significant differences (p<0.05) in germination rates and seedling
morphology, with pH values of 4, 7, and 8 being the most favorable.
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Resumen:

México posee una amplia diversidad de plantas de la familia Asteraceae, entre ellas Tagetes lucida Cav., de importancia cultural y
medicinal. Las poblaciones silvestres han disminuido debido a la erosién y al cambio en el uso de suelos. El pH constituye un indicador
de la fertilidad edéfica que influye en los procesos de germinacion y de desarrollo vegetal. El objetivo del presente estudio fue determinar
el efecto de distintos rangos de pH sobre los indices de germinacién de dos accesiones de T. lucida, obtenidas del banco de germoplasma
de la Universidad Auténoma de Querétaro. Las semillas se colocaron en distintos niveles de pH bajo un disefio factorial 2€, manteniendo
condiciones constantes de humedad, temperatura e intensidad luminica. Los resultados se analizaron mediante andlisis de varianza y la
prueba de Tukey utilizando el programa SAS, identificAndose diferencias significativas (p<0.05) en los indicadores de germinacion y en
la morfologia de las plantulas, siendo més favorables los valores de pH 4, 7y 8.
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1. Introduccién Dentro del grupo de Asteraceas, medicinales,
aromaticas y nativas de México, 26 pertenecen al
género Tagetes [4], donde se encuentra la especie
lucida, llamada localmente pericén, tarragon, Santa
Maria, hierba del diablo, caléndula mexicana, entre

otros. La especie se distribuye a lo largo de la Sierra

México es centro de origen y distribucion de un
importante acervo de plantas medicinales, que
crecen en estado silvestre, asociadas a cultivos o a
ecosistemas especificos. Asimismo, algunas de ellas
han sido cultivadas y otras preservadas en los sitios

de colecta, dado que al ser domesticadas merma la
produccién o] pierdes sus propiedades
medicinales[1]. Hasta el afio 2019 se calculaba un
aproximado de 30,000 especies de plantas
medicinales [2] de las que aproximadamente 10%
pertenecia a la familia Asteraceae y de este
porcentaje, 371 eran nativas de México [3].

Madre Occidental y la Sierra Madre Oriental [3].

Algunas caracteristicas de T. lucida es que clasifica
como una planta perenne que alcanza entre 46 y 76
cm de alto [5, 6] florece en los meses de agosto a
diciembre con vistosos ramilletes de color amarillo
(Figura 1Figura 1), ademas tiene un olor particular,
por lo que ha sido empleada desde tiempos
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ancestrales como condimento, ornamento en

rituales, con fines medicinales en bafios o infusiones
[7, 8] asi como para la extraccion de aceites
esenciales y compuestos aromaticos que poseen
efectos fungistaticos, antimicrobianos, insecticidas,
nematicidas y alelopéticos [9, 10].

Figura 1. Tagetes lucida Cav. (a), hoja (b), semilla
(c), botones florales (d, e) y flores en ramillete (f).

Por otro lado, cabe destacar que desde la Revolucion
Verde hasta la actualidad, el uso desmedido de
nutrimentos y pesticidas quimicos exdégenos ha
propiciado la degradacion de suelos [11] que a la par
del calentamiento global, el constante cambio en el
uso de la tierra asi como la extraccién intensiva de
recursos, han provocado una disminuciéon de la
biodiversidad [12] y la modificacién en la distribucién
de las poblaciones de T. lucida [3, 13], siendo
particularmente afectadas aquellas poblaciones que
se desarrollan en condiciones edafoclimaticas
especificas® y que ademas tienen una capacidad
limitada para colonizar espacios con nuevas
condiciones [3].

Una etapa critica para el establecimiento y
colonizacion de especies vegetales es la
germinacion, la cual depende de factores intrinsecos
de la semilla (especie, periodos de dormancia, edad,
composicion y grosor de la testa®, entre otros) y de
factores externos [14] regulados por el suelo de los

5 Tagetes lucida ha prosperado en bosques templados a lo largo de
las cadenas montafiosas desde México hasta Honduras, pero este
ecosistema se ha modificado debido al cambio de uso de suelos y al
desfasamiento del temporal.

ecosistemas, entre ellos la humedad disponible,
temperatura, soporte fisico y pH [15].

En el caso del pH es uno de los factores que mas
influye en los procesos edéficos, razén por la cual es
nombrado como “la variable principal del suelo”, dado
que interfiere directamente en la disponibilidad de
nutrientes [16], e indirectamente en la germinacion y
el desarrollo de especies vegetales, beneficiandolas
o afectandolas de manera diferencial. Por ello, el
presente trabajo pretende responder a la cuestién en
relacion a cudles son los efectos de la variacion del
pH en la germinacion de T. lucida, sosteniendo la
hipétesis de que la degradacion de las condiciones
fisico-quimicas del suelo causadas por la fertilizacion
inadecuada [17] han generado cambios en el pH v,
por ende, han modificado los patrones de
germinacion y de establecimiento de plantas nativas.
Por dltimo, el objetivo consisti6 en determinar el
efecto de diferentes rangos de pH sobre los indices
de germinacion de dos accesiones’ De semillas de T.
lucida.

2. Materiales y métodos

Para probar el efecto del pH sobre la germinacion de
T. lucida, se establecieron camaras humedas
irrigadas manualmente con 5 ml de soluciones
ajustadas a distintos pH (Tabla 1), usando para tal
propdsito soluciones de hidréxido de sodio (NaOH) y
acido clorhidrico (HCI) en concentraciones de 0.1 y
0.01 N, excepto en el grupo control, donde se usé
agua corriente, cuyo pH fue de 7 + 0.02. La eleccién
de los niveles de pH evaluados busco abarcar rangos
acidos, neutros y alcalinos en la escala de Arrhenius
para imitar las condiciones de pH de distintos
escenarios edaficos. Debido a que solo se pretende
evaluar el efecto del pH en la germinacion, se
mantuvieron constantes las variables de humedad,
temperatura (21 °C + 1) e intensidad luminica (ciclos
de 8 horas de oscuridad, 16 horas de luz a 1000
luxes) con base en las recomendaciones de Kumar
et al. (2021) [1].

Se probaron dos accesiones proporcionadas por el
Banco de Germoplasma de la Universidad Auténoma
de Querétaro que se resguardaron a una
temperatura de -5 °C durante 7 y 11 afios,

6 Testa: capa externa que rodea a las semillas de plantas
espermatofitas y que sirve de proteccion.
7 Unidad de conservacion que comprende semillas, que se identifica
con un cadigo alfanumérico, y que lo distingue del resto en un banco
de germoplasma.
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identificadas como H-1045 y G-521, respectivamente
(Tabla 1. Las semillas fueron colectadas en el area
conurbana del municipio de Querétaro, en las
comunidades del Herrero y Buenavista. Las cuales
se localizan en la Mesa del Centro, hacia el norte,
gue pertenece ala subprovincia de Sierras y Llanuras
del Norte de Guanajuato. Con altitudes entre 1800 y
2190 m. El clima en los sitios de colecta es semiseco-
semicdlido (BS1h); la temperatura promedio anual es
de 19 °C, con 17.4 °C en el afio méas frioy 19.7 °C en
el mas caluroso. En cuanto a la precipitacion, la
media anual es de 549 mm, siendo de 274 mm la del
afio mas seco y la del mas lluvioso cercana a los
1000 mm. La vegetacion del lugar de colecta es de
matorral xerofito [18].

Tabla 1.

Tratamientos evaluados en
semillas de Tagetes lucida Cav.

Afio de

la germinacion de

Accesion colecta Lugar de procedencia pH
Comunidad Buenavista, 2,4, 7% 8, 10,
H-104 201
045 018 Querétaro, Mex. 12
Comunidad EI Herrero, 2,4,7% 8,10,
G-521 2012 Querétaro, Mex. 12

Nota: detalles de la distribuciéon de tratamientos evaluados
donde *Grupo control de semillas irrigadas con 5 ml de agua
corriente

Durante el experimento se determiné la absorcién de
agua utilizando el método de peso seco y peso
himedo [19], asi como los siguientes indicadores:
evolucion de la germinacién (seguimiento fotografico
diario durante 10 dias), porcentaje de germinacion
t
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BGT = (SG/NTSR) * 100 1)
éc = (PRG * CRR)/100 )
VG = SGC/(AT, + -+ A,T,) ®)
g‘c = ((0.25 « MNSD)/NTSR) * 100 4)
2 PRG = (SGTr/SGTs) * 100

2 )
2

j/

CRR = (ERTr/ERTs) * 100
(6)

Donde:

SGC=numero de semillas germinadas por cAmara
SG= numero de semillas germinadas.

PGT= porcentaje de germinacion total.

IG= indice de germinacion.

CVG= coeficiente de velocidad de germinacion.
EG= energia de germinacion.

An = nimero de semillas emergidas en un nimero de
dia en particular (1,2, 3, ..., n).

Th= ndimero de dia de germinacion de semilla
después de la siembra.

MNSD= maximo numero de semillas germinadas por
dia.
NTSR= numero total de semillas en las repeticiones

PRG= porcentaje relativo de germinacion, calculado
por ecuacioén (Ecuacion 5)

CRR= crecimiento relativo de radicula, calculado por
ecuacion (Ecuacion 6)

SGTr= nUmero de
tratamiento

semillas germinadas en

SGTs= numero de semillas germinadas en el grupo
control

ERTr= elongacion de radiculas en semillas en
tratamiento

ERTs= elongacion de radiculas en semillas el grupo
control

Para evaluar las variables antes descritas, se
establecio un experimento factorial 2 con un disefio
completamente al azar, dado que éste permite
evaluar las combinaciones posibles de niveles de los
factores, reduciendo la varianza y utilizando pocas
unidades experimentales [23]. Para ello, los factores
fueron el pH y las accesiones de T. lucida. Cada
unidad experimental (k) consisti6 en una camara
himeda con 10 semillas. Los tratamientos se
establecieron en triplicado y correspondieron a los
distintos niveles de pH.

Los datos obtenidos se procesaron con el programa
SAS® version 9.0, analizadndolos mediante el
procedimiento univariado de normalidad de datos, el
test de Bartlett para homogeneidad de varianzas, el
andlisis de varianza (ANDEVA) y las pruebas de
comparacion de medias de Tukey (p=0.05); ademas,
se realiz6 un procedimiento de correlacion de
Pearson para las variables agua absorbida 'y PGT.
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3. Resultados y discusion
3.1 Agua absorbida

La cantidad de agua que una semilla puede absorber
y retener, depende de la presencia de testa, de su
permeabilidad y de la cantidad de almidén contenido
en cotiledones o estructuras de reserva [24]. Para el
caso de la familia Asteraceae, las semillas tienen una
testa compuesta en su mayoria por celulosa (30%),
lignina (15-26%), hemicelulosa (38%) y proteinas
(1.3%) [25], los cuales se degradan al exponerse a
soluciones alcalinas que contienen iones OH-
intercambiables [26], facilitando el ingreso de agua
hacia los cotiledones y embrion, en este sentido se
explica lo encontrado durante la prueba de absorcion
de agua, la cual fue mayor en semillas que fueron
sometidas a pH alcalinos (

Tabla 2).

Tabla 2. Agua absorbida por semillas de dos
accesiones de Tagetes lucida Cav.

A pesar de que el periodo de resguardo de ambas
accesiones explica el comportamiento de la
germinacion en los tratamientos control, es necesario
mencionar que ambos porcentajes son coherentes
con los reportados en otros estudios donde se evalué
la cantidad de semillas germinadas de diferentes
especies de Tagetes [29, 30] y otras especies de
plantas aromaticas [31]. En estos, el aumento del
PGT se asocié con la disminucion o pérdida del
letargo de las semillas, lo cual se debe a la seleccién
durante la domesticacion. En el caso de las
accesiones T. lucida evaluadas en este trabajo,
ocurrié lo contrario, pues se observé un bajo PGT
(Error! Reference source not found.), por lo que se
sugiere que el nivel de domesticacion de las
accesiones es bajo.

También se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) en los PGT e IG cuando las
semillas se colocaron en diferentes pH, obteniéndose
una mayor germinacion e IG en la accesion H-1045 a
pH 4, mientras que para G-521 el mayor PGT se
obtuvo a pH 12 y para el IG a pH 10 (Error!
Reference source not found.).

Tabla 3. Indicadores de germinacién de dos
accesiones de semillas de Tagetes lucida Cav.
expuestas a diferentes pH

Accesion PH YDMSH
4 7 8 10
0.96 1.003 1.31 1193 1357 184
H-1045 & d b c b 0.838
G-521 1.073 1.183 1.007 0.773 0.183 1.337 0.8377
b b b c d

Nota: *Grupos por fila con letra distinta denotan diferencias
significativas (p<0.05) determinadas mediante la prueba de
comparaciéon de medias de Tukey. YDMSH= Diferencia Minima
Significativa Honesta

Por otro lado, no se observd correlacion entre las
variables agua absorbida y PGT (r2 = -0.24 para H-
1045 y r2 = 0.009 para G-521), por lo que no hay
relacion entre la cantidad de semillas que germinan y
la cantidad de agua absorbida. Esto es consistente
con lo mencionado por la literatura [24] donde se
afirma que, durante la fase de imbibicion, la semilla
absorbe agua por fuerzas osmaticas hasta completar
su hidratacion, sin importar si esta es viable o no.

3.2 Indicadores de germinacion

Se consideré que la semilla habia germinado cuando
la radicula era visible; a partir de ese momento se
contabilizé el PGT, el cual fue mayor en la accesién
H-1045 (33% de germinacioén) que en G-251 (0%) en
el grupo control (pH = 7). Este comportamiento se
explica por el periodo de almacenamiento de las
accesiones, el cual fue mayor para G-521 pues se ha
demostrado que los materiales en resguardo en los
bancos de germoplasma pierden viabilidad con el
paso del tiempo, por lo que es nhecesaria la
regeneracion [27, 28].

Indicad  Accesi pH YDMS
or on 2 4 7 8 10 12 H
26.6 46.66 33.33 20.0 20.0
H-1045 b a* b b b 20.0b 10.07
PGT
G-521 0.00 0.00c 0.00c 000 6.67 13.33 5.26
c c b a
H-1045 0';37 0.58a 0.46a 0':8 0.3a 0.11a 211
CVG
G-521 0.00 0.00a 0.00 a 000 033 0.11a 1.92
a a a
H-1045 0'57 8.72a 1.00b 0.;1 1'89 0.49b 3.47
G
G-521 O.k())O 0.00b 0.00b 0.00 3':7 1.33b 2.26

Nota: PGT: porcentaje de germinacion total; CVG: coeficiente
de velocidad de germinacion; IG: indice de germinacion.
*Grupos por fila con letra distinta denotan diferencias
significativas (p<0,05) determinadas mediante la prueba de
comparacion de medias de Tukey. YDMSH= Diferencia Minima
Significativa Honesta.

Esto pudo deberse a que las semillas del sitio H-1045
eran mas alargadas y delgadas que las del sitio G-521

Tabla 2), por lo que la superficie de contacto con las
soluciones fue distinta, lo que provoco que la testa de
H-1045 se descompusiera con mayor rapidez a pH
acido y permiti6 que germinaran mas semillas en
comparacion con los tratamientos con pH neutro y
alcalino. Otra explicacion es que en el sitio donde se
colecté la accesion H-1045 prevalecen suelos écidggs,
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mientras que en el de G-521 prevalecen suelos
alcalinos [32], por lo que las semillas podrian estar
adaptadas para germinar en esas condiciones.

Figura 2. Comparacion del tamafio de las semillas de
Tagetes lucida Cav., accesiones H-1045 (a) y G-521

(b).

Aun cuando el PGT y el IG para semillas del sitio G-
521 fue mayor en condiciones alcalinas (PGT=13.33
% a pH=12, 1G=3.37 a pH=10), las plantulas
germinadas en estos tratamientos no prosperaron,
pues a pesar de que se observl ruptura de testa,
aparicion de radicula y cotiledones, no hubo
incremento en tamafo o algun indicio de desarrollo,
ademas se registrd6 una coloracion anormal de la
plantula, las cuales ocho dias posteriores a la
germinacion, presentaron pudriciones (Figura 3).

Figura 3. Radiculas (a, b) y (c) de la plantula de
Tagetes lucida Cav. accesion G-521, ocho dias
después de la germinacion en soluciéon a pH=12.

Las semillas de ambas accesiones expuestas a pH=8
y pH=10 lograron germinar después de tres dias,
desarrollando plantulas que, a partir del quinto
posterior a la germinacion, mostraron deformidades

en la radicula y menor tamafio con respecto a
plantulas de otros tratamientos (pH= 4, 2 y 7) asi
como una coloracién rojiza atipica (Figura 4).

Figura 4. Morfologia de plantulas de T. lucida cinco
dias después de la germinacién en soluciones a pH =
8y pH=10.

Los efectos antes descritos son consistentes con los
reportados en plantulas sometidas a estrés oxidativo,
donde los radicales libres producidos por los niveles
de pH extremos (mayores a 8) provocan un
desequilibrio metabdlico que conduce a dafio de los
acidos nucleicos y las proteinas [33]esto explica las
pudriciones, la reduccion de la germinacion, asi como
la reduccion del desarrollo de plantulas.

De igual manera, el estrés oxidativo causado por pH
alcalino promueve degradacion de la clorofila y una
baja eficiencia del fotosistema Il [33], lo que resulta en
cambios de la coloracion de estructuras vegetales
como se observé en las plantulas germinadas en pH
alcalinos (Figura 4).

En cuanto a los tratamientos de pH=2, las plantulas
mostraron deformaciones en las radiculas y
coloracién de cotiledones similares a los observados
cuando la germinacion ocurre en condiciones de
salinidad elevada (Figura 5). Es decir, radiculas
retorcidas y delgadas, degradacién de clorofilas que
conduce al decremento en actividad fotosintética,
evidenciado por coloraciones amarillentas en hojas o
tallos [34], ademas de reduccion del PGT [35].
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En las tablas Tabla 4 y Tabla 5 se muestra la energia
- de germinacion, definida como el tiempo que tardan
en aparecer radiculas en el 25% de las semillas [22].
Se observa que ambas accesiones germinaron entre
los dias tres y cinco, prolongandose hasta el dia ocho,
segun el pH al que fueran sometidas, obteniéndose
una mayor energia de germinacion el dia cuatro a
pH=4 para la accesion H-1045 y el dia cinco a pH=12
para G-521. En la accesion G-521, unicamente se
obtuvo germinacion en los tratamientos con pH
alcalino a partir del dia tres y hasta el dia cinco.

La germinacion no uniforme y la pérdida de viabilidad
se ha observado en semillas de otras especies
cuando son resguardadas por mas de 10 afios en
bancos de germoplasma [28], por lo que el
comportamiento de las accesiones evaluadas puede
deberse al efecto del pH sobre la descomposicién de
las testas, conjugado con el periodo de resguardo de
cada una (G-521 se mantuvo resguardada durante

Figura 5. Morfologia de plantulas de T. lucida  once afios, mientras que las de H-1045 solo durante
germinadas en solucion con pH 7,4y 2. siete).

Tabla 4. Energia de germinacién (EG) de semillas de T. lucida, accesion H-1045

oH Dias
3 4 5 6 7 8
2 3.33a 3.33b 0.00b 0.00 a 0.00 a 0.00b
4 1.67 a 8.33a 0.00b 0.00 a 0.00 a 1.67b
7 0.00 b* 5.00 b 3.33a 0.00 a 0.00 a 0.00b
8 0.00b 1.67b 3.33a 0.00 a 0.00 a 0.00b
10 0.00 b 3.33b 1.67 a 0.00 a 0.00 a 0.00 b
12 0.00 b 0.00 b 0.00 b 0.00 a 0.00 a 5.00 a
YDMSH 2.27 2.98 2.49 - - 2.62

Nota: *Grupos en columnas con letra distinta denotan diferencias significativas (p<0.05) mediante el test de comparacion de
medias de Tukey. YDMSH= Diferencia Minima Significativa Honesta.

Tabla 5. Energia de germinacion (EG) de semillas

de T. lucida, accesion G-521 El periodo de resguardo de las accesiones influyé en

la disminucién de los porcentajes de germinacién en
las semillas con mas afios de almacenamiento en el

oH Dias banco de germoplasma. Otro factor que interfirié con
3 4 5 6 7 8 la germinacion fue el pH, junto con la morfologle_\ de
las semillas. A su vez, la morfologia de las semillas

10 167a 0.00a* 0.00b 000a 0.00a 0.00a estuvo condicionada por su lugar de procedencia.
12 000b 0.00a 3.33a 0.00a 0.00a 0.00a Por otro lado, los tratamientos de pH no tuvieron
YDMSH  1.99 - 2.22 - - . efecto sobre el CVG, pero si sobre el PGT, el IGy la

EG de semillas de T. lucida. Ademas, se observo que
las plantulas obtenidas mostraron una morfologia
normal en el grupo control, mientras que en pH
alcalino o &cido presentaron un desarrollo similar al
de plantas expuestas a estrés oxidativo, asi como

) caracteristicas similares a las observadas en estrés
4. Conclusiones salino.

Nota: *Grupos en columnas con letras distintas denotan
diferencias significativas (p<0.05) determinadas mediante el
test de comparacion de medias de Tukey. YDMSH=
Diferencia Minima Significativa Honesta.
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Estos resultados muestran que el cambio de pH, el
sitio de colecta y el periodo de resguardo de semillas
a bajas temperaturas con condiciones de poca
humedad (como las que se propician en un banco de
germoplasma), afecta la germinacién de T. lucida por
lo que en un futuro se homogeneizaran los periodos
de resguardo, ademas se ampliaran las zonas de
muestreo de semillas para comparar los indicadores
de germinacion con el grado de domesticacion de la
especie y la distribucion de esta.
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