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Resumen

La deforestacion es un factor antropogénico que altera los bosques. Para mitigar este fendmeno se han planteado diversas
estrategias, siendo una de estas la propagacion in vitro. En este trabajo se seleccionaron especies con potencial para el cultivo in
vitro, mediante la aplicacion de pruebas a lotes de semillas de diversas especies. La viabilidad se calculé mediante una prueba
con tetrazolio y la germinacion mediante siembra en algodon por 21 dias. Para el cultivo in vitro se empled medio WP. Se
probaron dos protocolos de desinfeccion empleando NaClO, asi como, cinco tratamientos pre-germinativos. Las semillas de
Pinus michoacana, y Retama sphaerocarpa resultaron viables (61% y 100%), sin embargo, inicamente. P. pseudostrobus 'y P.
michoacana mostraron 43.3% y 40% de germinacion. El Protocolo 1 mostré contaminacion del 100% de las muestras; el
Protocolo 2 la redujo un 20-40%. De los tratamientos pre-germinativos, inicamente la estratificacion mostrd efectividad. Se
concluye que P. michoacana, considerando tanto viabilidad como germinacion, es una especie con potencial para el cultivo in
vitro.

Palabras Clave: cultivo, desinfeccion, pinos, viabilidad, pruebas.
Abstract

Deforestation is an anthropogenic factor that alters the forests. To mitigate this phenomenon, various strategies have been
proposed, one of these being in vitro propagation. In this work, species with potential for in vitro cultivation were selected by
applying tests to seed lots of various species. Viability was calculated using a tetrazolium test and germination by sowing in
cotton for 21 days. For in vitro culture, WP medium was used. Two disinfection protocols using NaClO were tested, as well as,
five pre-germination treatments. The Pinus michoacana and Retama sphaerocarpa seeds were viable (61% and 100%), however,
only P. pseudostrobus and P. michoacana showed 43.3% and 40% germination. The Protocol 1 show 100% of samples
contamination, Protocol 2 reduced it to 20-40%. Of the pre-germination treatments, only the stratification showed effectiveness.
It is concluded that P. michoacana, considering both viability and germination, is a species with potential for in vitro culture.

Keywords: culture, disinfection, pines, viability, tests.

de cambios, resultado de las actividades del ser humano entre
los que destacan la deforestacion y cambios de uso de suelo,
asi como el impacto de afectaciones naturales o provocadas
como los incendios forestales (Romero-Sanchez, 2016).

1. Introduccion

Los bosques templados comprenden el 20% de la cobertura
forestal en México, de los cuales el 5% es ocupado por bosques
de encinos, 14% de pino y pino-encino, y el 1% por otras

coniferas (Galicia et al., 2018). Los bosques de coniferas son
ecosistemas importantes ya que se consideran centros de
diversificacion de varias especies, ademas de los servicios
ecosistémicos que aportan como el flujo de materia y energia,
estructura y paisaje, regulacion del ciclo del agua, captacion de
CO, atmosférico, entre otros. Sin embargo, a lo largo de las
ultimas décadas, este ecosistema ha sufrido una gran variedad
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En este sentido, es importante la implementacion de
estrategias que ayuden a mitigar estas problematicas y
permitan la recuperacion del ecosistema, como, la propagacion
vegetativa o germinativa que puede ser in sifu 0 ex situ
(Vargas, 2008).
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La propagacion in situ es toda practica que conlleva el
manejo de los individuos en la zona perturbada, por otra parte,
sera ex situ cuando la germinacién y desarrollo de nuevos
individuos se lleve a cabo fuera del sitio a restaurar. La siembra
en invernaderos y la propagacion en laboratorios son los
ejemplos mas conspicuos de estos tipos de propagacion (Bridg,
2000). Cuando se trabaja para regenerar y propagar plantas a
partir de células simples, tejidos y 6rganos bajo condiciones
estériles y condiciones ambientales controladas, se maneja una
forma de propagacion conocida como in vitro o
micropropagacion (Bridg, 2000).

Se han llevado a cabo estudios y trabajos relacionados con
la propagacion de especies maderables con fines de
restauracion ecologica. Para la micropropagacion se han
empleado diferentes fuentes de explantes como, por ejemplo,
los embriones maduros y cotiledones, lo que hace necesaria la
obtencion de semillas para realizar el proceso. Otras formas
para promover la regeneracion in vitro de un material de
plantas seleccionado, puede ser mediante cultivos de: 1) plantas
de semillero o plantas adultas; ii) embriones maduros o
inmaduros; iii) 6rganos aislados de la planta; iv) tejidos o
cultivo de callos a partir de tejidos originarios de explantes de
organos de la planta; v) células en suspension a partir de
cultivo de células aisladas o agregados muy pequeiios
dispersos en medio liquido; vi) protoplastos y anteras, entre
otros posibles (Perea y Navarro, 1988).

Algunos trabajos de micropropagacion de especies
maderables se han realizado en: Cupressus lusitanica
(Borchert, 1967), Eucalyptus grandis x E. urophylla (Jenq et
al., 1994), Pinus ayacahuite (Saborio et al, 1996), Pinus
caribaea Morelet. (David et al, 1995), Pinus strobus L.
(Klimaszewska et al., 2007) y Pinus taeda L. (Gupta et al.,
1999). Un problema con la micropropagacion es la clonalidad
de los individuos resultantes, y una manera de conservar la
variacion genética de las especies es utilizando semillas como
fuentes de explantes, pero en el caso de las especies
maderables, se ha observado que estas entran en una fase de
latencia lo que dificulta su propagacion, por lo tanto, el
presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la germinacion de
especies maderables para seleccionar genotipos potenciales
para su propagacion in vitro.

2. Materiales y métodos
2.1. Obtencion del material

Se valord un lote de semillas donadas del banco estatal de
germoplasma forestal de la Semarnat, estas pertenecian a las
especies Cupressus lusitanica, Pinus montezumae, P.
pseudostrobus 'y P. michoacana, ademds, se evalud una
especie arbustiva (Retama sphaerocarpa) conocida por
favorecer el establecimiento de especies de sucesion tardia
como las coniferas.

2.2. Pruebas de viabilidad
Las semillas de cada especie se colocaron en una solucion

de cloruro de tetrazolio al 0.5% a una temperatura de 30°C
durante 24 horas. Previamente se les realiz6 un ligero corte en

el tegumento para facilitar la penetracion del cloruro de
tetrazolio. Se realizaron cuatro repeticiones de 10 semillas
cada una. Al finalizar el tiempo, se retiraron las semillas de la
solucion y se les elimino el tegumento para analizar la tincion
del embrion. Se calculd el porcentaje de viabilidad con la
siguiente formula:

% viabilidad= (# semillas viables/# semillas totales) X 100
2.3. Evaluacion de germinacion

Para esta evaluacion se hidrataron las semillas en agua a
temperatura ambiente durante 24 horas, posteriormente se
colocaron 10 semillas en frascos con algodén humedo, se
realizaron tres repeticiones por especie. Se registro el
porcentaje y tiempo de germinacion de cada especie. Se
consider6 a la semilla germinada cuando mostraba la radicula.
El porcentaje de germinacion se calculd con la siguiente
formula:

% germinacion= (# semillas germinadas/# semillas totales)
X 100

2.4. Preparacion del medio de cultivo

Para el cultivo in vitro se empled medio WP (Woody Plant),
un medio considerado como de baja concentracion en sales y
empleado para el cultivo de plantas lefiosas (Lloyd y McCown,
1981), anadiendo una concentracion de sacarosa de 20 g/L, y
7 g/L de agar (el pH se ajusto a 5.7-5.8 previo a la adicion de
agar). Para reducir la oxidacion de los explantes se agregd
carbon activado a una concentracion de 3 g/L adicionado con
1 g/L PVP (polivinilpirrolidona). Posteriormente, se colocaron
20 ml de medio de cultivo por frasco y se esterilizaron a 15
libras de presion por 15 minutos. Las condiciones de
incubacion fueron de 26°C + 2°C, fotoperiodo de 12 hrs luz/ 8
hrs oscuridad.

2.5. Pruebas de desinfeccion

Se evaluaron dos protocolos de desinfeccion para la siembra
de semillas en cultivo in vitro.

Protocolo I: las semillas de las cinco especies evaluadas se
colocaron en agua comuin con unas gotas de jabon liquido
comercial durante 10 minutos para quitar impurezas.
Posteriormente se pasaron a una solucion de alcohol etilico al
70% durante 1 minuto. Se evaluaron siete tratamientos a
diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio (NaOCI al
0.5, 1y 2%), a diferentes tiempos (10 y 15 minutos) mas un
control negativo (sin agente desinfectante), cada uno con cinco
repeticiones (con cuatro semillas por frasco). A los siete dias a
partir de la siembra, se contabiliz6 el nimero de semillas que
mostraron contaminacion por algun agente patdégeno (hongo o
bacteria), con estos datos se calculd el porcentaje de
contaminacion por unidad experimental. Finalmente se obtuvo
el porcentaje de contaminacion promedio por especie.

Protocolo 2: las semillas fueron lavadas con agua corriente
tres veces, se colocaron y reposaron en una solucion de
fungicida (Captan) a una concentracion de 2 g/L por 30



1. A. Yénez-Islas et al. / Publicacion Semestral Péidi Vol. 12 No. 23 (2024) 98-103 100

minutos. Pasado el tiempo, se retiro el fungicida, las semillas se
enjuagaron con agua destilada por cinco minutos, posteriormente se
dejaron reposar en etanol al 70% por 10 minutos, al finalizar este
tiempo se procedié a colocar las semillas a diferentes tratamientos,
uno consistio en transferir las semillas a una solucion de Microdyn
(plata coloidal) a una concentracion de 2 gotas por cada 10 ml;
un segundo tratamiento consistié en afiadir NaClO al 30% a las
semillas por 20 minutos, también se utilizaron semillas sin
tratamiento desinfectante como control. Finalmente, en ambos
tratamientos se hicieron tres enjuagues con agua destilada
estéril dentro de la campana de flujo laminar. Posterior a los
siete dias a partir de la siembra, se contabilizd el namero de
semillas que mostraron contaminacion por algiin agente patogeno,
con estos datos se calculo el porcentaje de contaminacién por unidad
experimental. Al final, se calculd el promedio de contaminacion
por especie.

2.6. Tratamientos pre-germinativos

Una vez elegida la especie maderable con respecto a su
viabilidad y germinacion, se procedié a evaluar diferentes
tratamientos pre-germinativos para romper la latencia de las
semillas, estos fueron: 1) peroxido de hidrogeno al 30% por 1
h, 2) HCl 1% por 10 min, 3) hidrataciéon a temperatura
ambiente por 24 h, 4) lijado de semillas, 5) estratificacion en
algodon humedo, 6) control (sin tratamiento pre-germinativo).
Para las pruebas del tratamiento uno al cuatro, se utilizé medio
WP sin reguladores de crecimiento.

Para la estratificacion, las semillas fueron desinfectadas con
el protocolo 2 e hidratadas en agua corriente durante 24 horas
para después colocarlas entre capas de algodon humedecido
dentro de cajas en condiciones estériles. Se evalud el
porcentaje de germinacion total 20 dias después de la
aplicacion de los tratamientos.

2.7. Analisis estadisticos

Se probd la normalidad de los datos, dado que estos si
presentaban distribucion normal, se aplico un analisis de
varianza (ANOVA) para examinar las diferencias entre las
medias obtenidas por los tratamientos.

3. Resultados y Discusiéon
3.1. Pruebas de viabilidad y evaluacion de germinacion

La especie con mayor porcentaje de viabilidad fue R.
sphaerocarpa (100%), seguido de P. michoacana (61%),
mientras que, P. montezumae se ubicod como la especie con
menor viabilidad en sus semillas (37.5%).

Debido a que Retama sphaerocarpa no presentd variacion
en sus datos fue excluida del analisis de ANOVA, esta prueba
indic6 que no hay diferencias significativas entre los
porcentajes de viabilidad del resto de las cuatro especies
maderables (F=2.148; df=3, 12; p=0.1474).

En la Figura | se muestran los promedios de viabilidad, asi
como de germinacion, de las semillas de las especies tratadas.
En cuanto a viabilidad, todas muestran valores aceptables lo

cual indica que cualquiera de ellas puede ser utilizada, aunque,
Retama sphaerocarpa, P. michoacana, P. pseudostrobus y
Cupressus lusitanica presentaron los valores mas altos.

120

100

dih.l

Cupressus Pinus Pinus Pinus
lusitanica michoacana

Viabilidad y germinacion (%)
2

Retama
montezumae  pseudostrobus sphaerocarpa

Figura 1: Viabilidad l y germinacion I de las semillas.

En cuanto a germinacion, de las cinco especies evaluadas,
las semillas de P. pseudostrobus y P. michoacana mostraron
mayores porcentajes (43.3% y 40%, respectivamente) en
comparacion con el resto de las especies. En cambio, C.
lusitanica 'y P. montezumae mostraron porcentajes
relativamente bajos, siendo estos del 13.3% y 20% de
germinacion.

R. sphaerocarpa tuvo el nivel de germinacion mas bajo
(3.3%) a los 20 dias de su colocacion (Tabla 1). Sin embargo,
el resultado del ANOVA indica que no existen diferencias
significativas sobre el porcentaje de germinacion entre las
diferentes especies maderables (excluyendo los datos de R.
sphaerocarpa debido a que la germinacion fue baja) (F=1.389,
df=3.8, p=0.3149).

En un estudio hecho por Arredondo y Espinoza (2021) se
evaluo el porcentaje de viabilidad y de germinacion en un lote
de semillas de tres especies (Pinus michoacana, P.
montezumae 'y P. pseudostrobus), con un tiempo de
almacenamiento de 16 afios. El estudio mostr6 diferencias
entre los promedios de ambos porcentajes, siendo mas altos en
P. michoacana (74.34%) y mas bajos en P. montezumae
(64.66%); por otro lado, P. pseudostrobus se mantuvo con
porcentajes cercanos a P. michoacana (73.81%). Estos
resultados son similares a los obtenidos en el presente estudio,
considerando esto y debido a los altos porcentajes tanto de
germinacion como de viabilidad, las semillas de P.
michoacana y de P. pseudostrobus tienen potencial para el
cultivo in vitro.

3.2. Fase de desinfeccion

Con respecto al Protocolo 1, se obtuvo que todas las
especies de pino presentaron contaminacion por hongos (Tabla
1). Por otro lado, las semillas de Cupressus lusitanica y
Retama sphaerocarpa mostraron poca contaminacion a una
concentracion de hipoclorito de sodio al 1% por 15 minutos,
predominando generalmente bacterias, y hongos en menor
proporcion. Lesney (1989), empled la misma concentracion de
este desinfectante para esterilizar segmentos de 2 cm de tallo
de individuos juveniles de Pinus elliottii, consiguiendo un
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establecimiento aséptico, lo cual no fue posible en las semillas
de este estudio.

Tabla 1: Resultados de los tratamientos de desinfeccion para el Protocolo 1

Tiempo Porcentaje de contaminacion

NaClO (min) , C© = P P s s
usitanica _michoacana P ‘obu. Sphaerocarpa

0.5% 10 30 100 100 100 40

’ 15 20 100 100 100 40

1% 10 20 100 100 100 30

15 10 100 100 100 20

29 10 20 100 100 100 20

15 10 100 100 100 20

Control N/A 30 100 100 100 50

En brotes apicales de Pinus caribaea var. caribaea (De
Feria et al., 2008), el uso de una concentracion de NaClO al
2% durante 20 minutos, gener6 dafios en el tejido, atin cuando
se utilizo acido citrico a una concentracion de 500 mg/L para
disminuir la fenolizacion.

Las semillas de pinos durante su almacenamiento pueden
presentar hongos que deterioran su calidad, asi lo demuestran
Vazquez-Lopez et al. (2021) en un estudio realizado con
semillas de Pinus montezumae y P. greggii, donde concluyen
que el almacenamiento de semillas con alta humedad relativa
aumenta la incidencia de contaminantes fingicos.

Los microorganismos pueden escapar de los agentes
desinfectantes utilizados en cultivo in vitro ya que estos se
aplican de forma superficial; la contaminacion recurrente se
presenta cuando esta infeccion esta dentro del embrion o del
tejido, existen microorganismos que no se llegan a presentar
en las primeras fases del cultivo debido la alta presion osmotica
generada en el tren de desinfeccion, cambios de pH y el uso de
algunas hormonas en el medio que pueden llegar a inhibir su
crecimiento, mas no eliminarlos completamente, es por esto
que algunos microorganismos presentan un tiempo de
adaptacion a las nuevas condiciones de cultivo antes de
manifestar su presencia (Hernandez y Gonzalez, 2010).

El hipoclorito de sodio es un agente quimico cominmente
utilizado para la desinfeccion de diversos materiales en el
ambito doméstico, industrial y cientifico. Su utilidad recae en
su letalidad para varios microorganismos, virus y bacterias
vegetativas, sin embargo, se ha visto que es menos efectivo
contra esporas, hongos y protozoarios. En algunos estudios se
ha aplicado fungicida junto con el hipoclorito para frenar la
contaminacion por hongos (Hernandez, 2018).

Debido a la contaminacion fingica presente en los pinos,
las semillas se sometieron al Protocolo 2 (Tabla 2), donde se
elevo la concentracion de hipoclorito a la empleada por
Hernandez (2018).

Se logré disminuir la contaminacién por hongos, no
obstante, la presencia de bacterias fue persistente. De las tres
especies de pino evaluadas con este protocolo, Pinus
michoacana obtuvo un 20% de contaminaciéon de tipo
bacteriana, seguido de P. pseudostrobus (30%) y P.
montezumae (40%). Por lo tanto, para las siguientes

evaluaciones se utilizaron semillas de P. michoacana
aplicando el Protocolo 2 y empleando solucion de plata
coloidal.

Tabla 2: Resultados de los tratamientos de desinfeccion para el Protocolo 2

Porcentaje de contaminacion
oacana P. montezumae P. pseudostrobus

NaClO Microdyn ...

- 100 100 100
0,
30% 2 gotas 20 40 30
por 10ml
Control 100 80 100

En México, la plata coloidal (Pc) se usa como bactericida a
partir de un brote de cdlera ocurrido en 1993. Existen varias
presentaciones comerciales de Pc (Biopur, Microdyn,
Silverdin y Cromin) y se emplean principalmente como
desinfectantes de agua, frutas y verduras (Coutiflo-Rodriguez,
2015). Su aplicacién a las semillas, en accion conjunta con el
hipoclorito de sodio, permitié el mantenimiento de los cultivos
con una reduccion significativa de contaminacion.

No siempre se ha optado por emplear NaClO como agente
desinfectante. Lainé et al. (1988), en un estudio realizado con
semillas de Pinus oocarpa 'y Pinus patula, ocuparon peroxido
de hidrogeno al 30% para la desinfeccion de las semillas.
Vazquez-Collazo (1996) realizo varios experimentos donde se
aplicaron peroxido de hidrogeno e hipoclorito de sodio en tres
especies de pino (Pinus michoacana, P. pseudostrobus y P.
douglasiana). Aunque el peroxido no es un buen desinfectante
de la semilla de pino, a tiempos de exposicion de 40 y 60
minutos, puede reducir la presencia de microorganismos
epibidticos entre 8% y 15%.

El peroxido de hidrogeno es empleado en la agricultura para
la desinfeccion de cultivos y también para acelerar el proceso
de germinacion de semillas, el oxigeno liberado por la
descomposicion del peréxido de hidréogeno en la agricultura
queda disponible para la respiracion mitocondrial de la planta,
esa oxidacion, ademas favorece que aparezcan grietas en las
semillas duras (Khan et al., 2018).

Se sugiere realizar estudios a profundidad sobre el efecto de
estos dos ultimos agentes desinfectantes en explantes de
especies maderables para determinar si ocurre la oxidacion de
los tejidos y si existe una aceleracion en el ritmo de
germinacion de semillas cultivadas in vitro y asi poder
establecerlos como agentes viables de desinfeccion para la
micropropagacion de especies lefiosas.

3.3. Tratamientos pre-germinativos

Los tratamientos pre-germinativos no fueron adecuados
para romper la latencia en semillas de P. michoacana, excepto
al tratamiento 1 (perdxido al 30% por 1 hrs) con 5% de
germinacioén. De acuerdo con Vazquez-Collazo (1996), las
semillas de P. michoacana no presentan latencia, sin embargo,
han sido descritas como semillas ortodoxas (Hong et al.,
1996), es decir, que aguantan grandes periodos de sequia y
temperaturas bajas.
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Se infiere que puede existir algun tipo de latencia fisiologica
en las semillas de P. michoacana, ya que se observo
germinacion de las semillas, siendo del 15% a los 15 dias con
el tratamiento cinco de estratificacion.

La latencia es un fenémeno bioldgico descrito como la
incapacidad de una semilla viable para germinar, ain cuando
las condiciones son favorables y adecuadas para la
germinacion. Se cree que este mecanismo es una forma de
defensa para preservar al individuo ante condiciones no
adecuadas para el desarrollo de la plantula (Varela y Arana,
2010). No obstante, para fines de produccion de plantulas en
vivero, la latencia representa un problema, puesto que en este
escenario se requiere asegurar la germinacion de las semillas.

La intensidad de la latencia esta influenciada por varios
factores ambientales como, por ejemplo, la temperatura, la
humedad y el ambiente gaseoso; a medida que el grado de
latencia disminuye, se amplia el rango de condiciones
ambientales que permiten la germinacion. Ademas de su
dinamismo, la latencia puede ser agrupada en al menos cuatro
categorias:

A) Latencia por la cubierta de las semillas o exdgena.
Puede ser quimica, fisica o mecanica. Se refiere a cuestiones
de impermeabilidad, grosor de la testa o presencia de
sustancias inhibidoras de germinacion en la cubierta. B)
Latencia morfologica o endogena. Abarca a aquellas causas
que involucran la falta de maduracion de embriones. C)
Latencia interna o fisiologica. Ocurre cuando la latencia es
controlada internamente, en el interior de los tejidos, por
mecanismos fisiologicos. D) Latencia combinada. Diversas
combinaciones de latencia (Varela y Arana, 2010).

La mayoria de los tratamientos aplicados en este estudio son
tratamientos descritos para romper la latencia de tipo exdgena
(excepto el 5). En cambio, la estratificacion es una manera de
romper la latencia fisiologica de las semillas debido a que
disminuye en los tejidos los niveles de acido abscisico (ABA)
y de otras sustancias inhibidoras de la germinacion (Varela y
Arana, 2010), los estratos que comunmente utilizan arena,
algodon, aserrin, turba o vermiculita, conservan la humedad,
también se puede emplear en condiciones de frio o calor
(Hartmann y Kester, 1977). Basil et al., (2001) realizaron un
estudio sobre ensayos de germinacion empleando como
tratamiento pre-germinativo la estratificacion de semillas de
Pinus jeffrey, Pinus ponderosa y Pseudotsuga menziesii a
temperaturas bajas (3 a 5°C) durante 21, 40 y 60 dias. Dentro
de sus resultados destaca una variacion importante en el
promedio de germinacion entre las semillas estratificadas y las
no estratificadas, siendo las primeras las que presentaron
mayor porcentaje de germinacion a partir de los 21 dias.

El cultivo y manejo de especies forestales presenta dos
dificultades muy marcadas: la germinacion escalonada y los
porcentajes bajos de germinacion ocasionados en muchos
casos por mecanismos de latencia. Por ello, los tratamientos
pre-germinativos ofrecen una buena opcion y solucion para el
manejo de semilla, se recomienda la realizacion de estudios a
profundidad para determinar protocolos especificos para tratar
la latencia de las especies maderables.

4. Conclusion

Retama sphaerocarpa y Pinus michoacana fueron las
especies que presentaron mayor viabilidad (100 y 61%,
respectivamente), sin embargo, P. pseudostrobus y P.
michoacana tuvieron mayor germinacion (43.3 y 40%,
respectivamente).

Para la desinfeccion de semillas, el protocolo 1 es efectivo
unicamente para Cupressus lusitanica y R. sphaerocarpa
reduciendo la presencia de patogenos hasta un 10 y 20%,
respectivamente utilizando NaClO al 2% por 15 minutos. Para
las semillas de Pinus, es importante incrementar la
concentracion de NaClO al 30% mas el uso de plata coloidal
para disminuir la presencia de agentes fungicos al 20% en P.
michoacana, 30% en P. pseudostrobus y 40% en P.
montezumae.

Pinus michoacana es una especie con potencial para su
propagacion in vitro, sin embargo, se requiere romper la
latencia de las semillas para lograr su germinacion y posterior
establecimiento. Se recomienda realizar estudios y ensayos
para optimizar las fases de desinfeccion, germinacion y
establecimiento de especies maderables in vitro.
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