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Resumen

Ferocactus pilosus [(Galeotti ex Salm-Dyck) Werdermann] es una cactacea conocida como
biznaga, la cual muestra crecimiento lento y se encuentra catalogada como una especie en riesgo
de extincion. El objetivo del presente estudio fuel el realizar un ensayo in vitro con el fin de estudiar
el efecto de tratamientos quimicos y reguladores de crecimiento, como promotores de la
germinacion de semillas colectadas en dos afios consecutivos. Los productos quimicos que se
estudiaron fueron el H.SO4 y H202 y como los fitoreguladores AGs, AIA y ANA, bajo diferentes
tiempos de inmersidn y concentracion, respectivamente. La asignacion de tratamientos fue bajo un
disefio completamente al azar. Durante 30 dias se registrd nimero de semillas germinadas cada 2
dias y se determino la germinacion estandar. Se utilizo la regresion logistica para estudiar el efecto
de los factores de estudio sobre la proporcién de semillas germinadas. La germinacion estandar de
la biznaga es 82% con el tratamiento H2SO4, mientras que la germinacion de la semilla inicia entre
2y 6 dias después de la siembra en ambos afios y la fase logaritmica representativa se tiene entre
8 y 20 dias con H2SO4 en 2015. Las semillas de biznaga muestreadas el afio 2016 muestran mayor
lentitud para cubrir la fase inicial de la germinacion, cubierta en 16 dias. La aplicacion de H2SO4
acortd 4 dias el tiempo de germinacién y aumentd 82% la germinacion estandar, mientras que el
H20 mantuvo constante la germinacion estandar (£50%) y el tiempo de respuesta de la germinacion
se localiz6 entre 6 y 10 dias de la siembra in vitro.

Palabras clave: Ferocactus pilosus, H20., H>SOs, germinacion estandar, regulador de
crecimiento, tiempo de germinacion.
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Las zonas aridas ocupan ca. la tercera parte de la superficie del planeta y estan representadas por
zonas hiper-aridas, aridas, semi-aridas y subhtimedas, con una diversidad de suelos, fauna, flora,
balance de agua y actividad humana. Existen 2 900 especies de Cactaceas a nivel mundial (Bravo-
Hollis y Schneivar, 1999), mientras que el continente americano agrupa 2000 especies (Jiménez,
2011). De estas, 1500 especies se desarrollan en ca. 56% del territorio mexicano (Hernandez,
2006), con 73 y 78% de endemismo genérico y especifico (Guzman et al., 2003) y 35% estan
amenazadas (Hernandez y Godinez, 1994).

En ésta situacion estd la biznaga cabuchera [Ferocactus pilosus (Galeotti ex Salm-Dyck)
Werdermann], distribuida en Coahuila, Durango, Nuevo Leon, San Luis Potosi, Tamaulipas y
Zacatecas (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991). La cual, esta sometida a presion intensa por
la colecta y destruccion de su habitat (Alanis y Velazco, 2008), que la ha obligado a modificar
estructura y densidad poblacional. Ademas, su propagacion es limitada, es vulnerable a
depredadores y depende de nodrizas, compite con otras especies, sufre ataque de patégenos y es
afectada por temperatura, humedad, luminosidad y suelo (Lara et al., 2016). En consecuencia, es
una especie en riesgo y bajo proteccion especial (DOF, 2010), por lo que es necesario recuperar y
conservar sus poblaciones.

El conocimiento ecoldgico y biologico de F. pilosus es escaso: reproduccion sexual poco
explorada, tasa de germinacién lenta, establecimiento pobre de plantulas y crecimiento lento
(Mandujano et al., 2007). Por ello se ha explorado la reproduccién sexual en condiciones
controladas, mediante el uso de compuestos quimicos y reguladores del crecimiento. De ésta
manera, Ferocactus ha logrado 70 a 90% de germinacién de la semilla inmersa 1.5 min en HCI
(Navarro y Gonzélez, 2007), que también acelera la tasa germinativa de F. histrix (Navarro et al.,
2008). También alcanz6 80% de germinacion estandar al sumergir la semilla en acido giberélico
(Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000). Por el contrario, los acidos indol acético y
naftalenacético no promueven la germinacion de F. histrix y F. latispinus (Amador-Alférez et al.,
2013).

La propagacion por semilla de la biznaga convendria para la obtencion de individuos con mejores
caracteristicas genéticas (Ortiz-Hernandez y Carrillo-Salazar, 2012), por lo que, se sugiere
aumentar conocimiento en la germinacion de semillas (Sanchez-Villegas y Rascon-Chu, 2017),
etapa critica para la sobrevivencia de F. pilosus. El objetivo de este trabajo fue demostrar que la
aplicacion de productos quimicos y reguladores de crecimiento vegetal, representan un medio
eficaz para incrementar la velocidad y germinacion estandar de semillas de Ferocactus pilosus
colectadas en dos afios consecutivos.

La colecta de fruto se realizo en el ejido Estanque de los Walle, Miquihuana, Tamaulipas, México
(23° 34’ 157 latitud norte y 99° 51° 24” longitud oeste), a 1 560 msnm. El clima es seco,
precipitacion anual de 350 a 500 mm y temperatura media de 17 a 19 °C. El suelo es Regosol
calcarico (Rc) de origen aluvial (SPP-INEGI 1983). Entre la vegetacion predomina Yucca filifera,
Larrea tridentata y Agave lechugilla (Mora-Donjuan et al., 2014). La seleccién de individuos para
colecta de fruto se hizo de acuerdo a nimero (<10) y longitud de vastagos (<1.5 m), en julio de
2014. Aleatoriamente se eligieron 50 frutos fisiolégicamente maduros que fueron mantenidos entre
4y 5°C por 30 dias.
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La extraccion de semillas se realizd6 manualmente: la pulpa se comprimio contra una malla de 1
mm de abertura, con enjuagues constantes de agua potable. Enseguida fueron distribuidas sobre
papel de estraza hasta secado total, a temperatura ambiente de laboratorio (25 °C) y conservadas
en sobres encerados hasta octubre de 2015. Ese mismo afio se hizo otra colecta de frutos con el
mismo protocolo de 2014, y las semillas fueron preservadas hasta octubre de 2016. La seleccion
de las semillas se realizé considerando los pardametros de morfologia, color de la testa, sin dafio
aparente y la viabilidad, siendo esta Gltima medida con la prueba de precipitacion/flotacion en agua
destilada reportada por Emongor et al. (2004).

Las pruebas de germinacion se llevaron a cabo en condiciones de asepsia en la campana de flujo
laminar (ESCO, modelo AVC-4D2). Las semillas se sometieron a un proceso de limpieza que
consistid en inmersion durante 10 min en alcohol al 70% (Purex, México), seguido de tres lavados
con agua desionizada esteéril en cajas Petri con agitacion de 5 min. Luego se sumergieron en una
solucion de hipoclorito de sodio al 15% (Cloralex, Alen, México) por 5 min, después se lavaron en
agua desionizada estéril como se menciono anteriormente.

El secado se efectud en papel absorbente antes de iniciar con los tratamientos pre-germinativos
los cuales consistieron en 1) reactivos quimicos: a) inmersion en peréxido de hidrogeno (H203)
al 3.34% durante 10, 20 y 30 min en 2015 y 2016; b) acido sulfarico (H2SO4) al 97.3% por 5, 10
y 15 min en ambos afios; y 2) reguladores de crecimiento vegetal (RCV): a) acido giberélico
(AGs3); b) acido indol acético (AlA) y; c) acido naftalenacético (ANA). En estos ultimos, las
semillas estuvieron inmersas por 30 min en concentraciones de125, 250 y 500 ppm en ambos afio
de colecta. El tratamiento testigo consistié en remojar las semillas en agua desionizada estéril
por 30 min. La combinacion de los tratamientos permitié obtener 16 en total para ambos afios de
colecta.

El primer experimento de germinacion se establecié en octubre de 2015. Las cajas Petri fueron
esterilizadas en autoclave (All American, 1941X, USA) a 1 atm. de presion por 30 min. Cada
caja Petri represento a la unidad experimental y estuvo integrada por 25 semillas y repetida cuatro
veces. Las cajas fueron incubadas a un cuarto de cultivo con humedad relativa de 70% y
temperatura de 25 +2 °C, fotoperiodo de 16 h luz (30 umol m?2s™?) por 8 h oscuridad, emitida por
lamparas fluorescentes de luz fria (Illux, T5 Mod. 1, 4 100 °K, 50 W/120 V). La humedad en las
cajas Petri se mantuvieron afiadiendo 10 ml de agua desionizada estéril cada 48 h durante 25 dias,
para recuperar el agua consumida o perdida, después de realizar el recuento de semillas
germinadas.

Se considerd semilla germinada, al exhibir ruptura de testa y emergencia de radicula de 1 mm
(ISTA, 2011). El segundo experimento germinativo se realiz6 en septiembre de 2016 siguiendo
el mismo procedimiento que en 2015. El analisis estadistico comprendio la regresion logistica
0 regresion binaria con el fin de estudiar el efecto de los factores de estudio: compuestos
quimicos y fitoreguladores, tiempo de inmersidn, concentracion y afios de colecta sobre la
proporcion de germinacién. Para ello se usé el procedimiento GENMOD del programa SAS
ver. 9.1.3 (SAS, 2007). EI modelo probabilistico que se supone para modelar el nimero de
semillas germinadas fue el de la Distribucion Binomial, con una funcion de liga logaritmica
(Myers et al., 2002).
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El modelo utilizado es:

P(Y =1|x)

o0 1 Py =1]%)

=B, + B, X, +...+[3pxp

Donde: P(Y =1|x) es la probabilidad de que una semilla germine dado los factores de estudio ( x),
Y= variable binario (1 germinar, 0 no germinar), 8, +p,x, +...+f,X, es una funcion que refleja el

efecto de factores X;y Bison los parametros asociados.

El test de chi-cuadrado (x?) verifico diferencias especificas entre tratamientos. La eleccion del
mejor tratamiento se realizd mediante contrastes ortogonales conforme el procedimiento
GENMOD (De Menezes et al., 2016).

La latencia es una estrategia que las semillas tienen para asegurar su germinacién cuando las
condiciones ambientales lo permitan, sin embargo, esta puede romperse mediante el uso de
compuestos quimicos o0 RCV (Flores y Jurado, 2011) que ayudan a la imbibicion del agua y
activacion del metabolismo celular. EI andlisis del estimador de méaxima verosimilitud de la
regresion logistica, para el afio de 2015 indic6 que acido sulfurico fue el compuesto que presentd
mayor porcentaje de germinacion (82%) de biznaga (p< 0.01) en comparacion a los demas
tratamientos incluyendo el testigo (Cuadro 1, Figura 1). Asimismo, en 2015 el acido sulfarico como
tratamiento pre-germinativo de la semilla de biznaga, mejoré el tiempo de germinacion al iniciar
en el 6° dia y posteriormente estabilizarse hasta alcanzar 82% de germinacion; no obstante este
comportamiento fue diferente en los tratamientos restantes donde la germinacion inicio al 9° dia 'y
se estabilizo después del 20° dia alcanzando 59% de germinacion.

Cuadro 1. Analisis de la estimacion del parametro de maxima verosimilitud en la prueba de
distribucién binomial por efecto de compuestos quimicos y fitoreguladores en la
germinacion estandar de semilla de biznaga en dos afios.

. 2015 2016
Tratamientos
VE EE X2 VE EE X2

H20: -0.09 0.17 0.3 -0.71 0.12 315"
H2SO4 0.39 0.13 8.99" -0.53 0.11 235"
AG3 -0.06 0.17 0.13 -0.71 0.12 315"
AlA 0.05 0.15 0.14 -1.21 0.17 46"
ANA 0.27 0.19 2.8 -0.47 0.1 20.6 "
H.O -0.59 0.11 26.2° -0.17 0.04 159"

VE-= valor estimado; EE= error estandar; x>= Chi cuadrada; "= significativo (a< 0.05).

Este tipo de respuesta podria deberse al fendmeno bioldgico que normalmente ocurre en las
semillas que germinan bajo condiciones ambientales de aridez (Jurado y Flores, 2005). Es decir,
que la germinacion de la semilla expresaria la dependencia al agua edafica retenida entre las
particulas del suelo, minima pero fundamental en comparacion con la requerida por otras especies
de plantas (Loustalot et al., 2014). La mayor respuesta germinativa se debe a la escarificacion de
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la testa por la accion corrosiva del acido sulfurico (Flores y Jurado, 2011), situacion morfoldgica
que favorece el flujo del agua para acelerar la imbibicién y el proceso germinativo (Navarro y
Gonzalez, 2007).
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Figura 1. Efecto de pre-tratamientos quimicos y reguladores de crecimiento en la germinacion
estandar de semillas de Ferocactus pilosus muestreadas en 2015 y 2016. Las lineas indican
la desviacion estandar.

Se ha observado que entre la dieta alimenticia de especies como Neotoma sp., Scelophorus sp.,
Corvux corax, Melanerpes aurifrons y Campylorhynchus brunneicapillus estan los frutos de
biznaga o cabuches (observacion personal) y que a su vez contribuyen a la accion dispersora
(endozoocorica) de semillas. Por lo que, la inmersion de la semilla en &cido sulfarico simula el
proceso de escarificacion que ocurre en el tracto digestivo de esos y otros vertebrados, favoreciendo
de esta manera la germinacion (Escobar y Huerta, 1999).

En 2016, la germinacion de las semillas tratadas con compuestos pre-germinativo inicio
aproximadamente el 2% dia de la siembra, pero con lenta respuesta germinativa hasta el 18"° dia.
El RCV, &cido giberélico presentd mayor porcentaje de germinacion (48%) que los tratamientos
restantes (p< 0.01) y el testigo (Cuadro 1). El efecto diferencial de AGs en la respuesta germinativa,
fue ligeramente superior con 9% mayor al testigo (39%) y se mantuvo desde el inicio de la
germinacion. Este mismo efecto fue reportado en semillas de F. acanthodes, F. wislizeni,
Echinocereus viridiflorus (Deno, 1994), Stenocereus griseus (Martinez-Cardenas et al., 2006) y en
el caso de Harrisia fragrans, a concentracion mayor (1000 ppm) de AGs (Dehgan y Pérez, 2005)
obtuvo mejor respuesta en el porcentaje de germinacion.

En este sentido, el AGs mejora la germinacion a traves de la hidrolisis del almidon en el
endospermo y promueve la divisién celular en los tejidos meristematico. Se ha sugerido que puede
reemplazar a otros estimulos como la luz y temperatura para iniciar la germinacion (Sanchez-
Villegas y Rascon-Chu, 2017) e incrementa la respuesta germinativa en semillas con algun tipo de
latencia, que presentan barreras fisiologicas o que han permanecido almacenadas por largos
periodos de tiempo (Amador-Alférez et al., 2013).
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Las diferencias observadas en los porcentajes de germinacion entre los afios 2015 y 2016 para
H2S04 (Figura 2) se atribuye a variaciones en el espesor de las testas de las semillas, lo que
permitiria mayor o menor resistencia a la escarificacion por este compuesto y/o presencia de
semillas con grados de latencia polimérfica dentro de un mismo fruto o una latencia a nivel de
embrion (Sanchez et al., 2015). Se ha documentado que el H>S04 en soluciones diluidas estimula y
acelera el tiempo de germinacion, debido a que ablandece las membranas del tegumento de semillas
que puede estar suberizado o impregnado de sustancias que las hacen impermeables al agua y
oxigeno.
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Figura 2. Germinacién acumulada de semillas de Ferocactus pilosus muestreadas en 2015, 2016 y pre-
tratadas con compuestos quimicos y reguladores de crecimiento.

Estas variaciones en la respuesta germinativa positiva, se ha reportado en especies de Mammillaria
zephyranthoides (Navarro y Juarez 2006), M. myxtax (Navarro et al., 2010) y M. mainiae (Sanchez-
Villegas y Rascon-Chu, 2017). Otro efecto debido al uso de compuestos con propiedades de
escarificacion, es la inactivacion de enzimas relacionadas con la germinacion (Martinez-Cérdenas
et al., 2006). En este estudio, se detectd que un tiempo de inmersion mayor a 10 min en H2SOg,
causoé necrosis y muerte de la radicula recién emergida; por lo que se sugiere reducir la
concentracion y el tiempo de inmersion de F. pilosus en H.SO4 a 1.5 min (Navarro y Gonzélez,
2007).
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Los compuestos pre-germinativos aplicados en semillas de F. pilosus en ambos afios, disminuyeron
el tiempo de germinacién de aproximadamente de 10 a 3 dias con respecto al testigo (Figura 1y
2). El espesor y la composicién quimica de la testa pueden interferir en la permeabilidad del agua
en la semilla y afectar la germinacion; esta interferencia se ha reportado en semillas de cactaceas
(Navarro y Demeéneghi, 2007), donde el término de latencia fisica se utiliza para referirse a la
ausencia de germinacion como resultado de la impermeabilidad del agua debido a la testa. Se ha
sugerido que F. pilosus presenta memoria de hidratacion (Contreras-Quiroz et al., 2016a).

Es decir, después de que las semillas se dispersan en el campo, permanecen en la superficie del
suelo expuestas a ciclos de hidratacion discontinuos siendo factor clave en la dinamica de las
plantas del desierto, como estrategia adaptativa para aplazar la germinacién en zonas aridas donde
las condiciones climéticas son impredecibles, con precipitacion pluvial anual menor a los 500 mm
y que precipitaciones en un lapso temporal reducido puede llegar a producir un efecto fisioldgico
en semillas con diferente grado de latencia sincronizando su germinacion de forma acumulada
(Contreras-Quiroz et al., 2016a, 2016b).

Por lo cual, una ventaja de la semilla es acelerar la germinacion, debido al corto tiempo que la
superficie del suelo puede retener humedad. El tiempo y porcentaje de germinacién parece ser
similar a lo que ocurre al usar H.SO4 0 aplicacidn continua de H2O, del mismo modo que responde
con hidratacion discontinua (Contreras-Quiroz et al., 2016a). Por lo que las semillas de biznaga
bajo condiciones naturales requieren de un dispersor para ablandar la testa (jugos gastricos) y
aprovechar la escasa agua de lluvia retenida en las particulas del suelo para germinar (Loustalot et
al., 2014; Sanchez-Villegas y Rascon-Chu, 2017).

Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio la respuesta germinativa de las semillas es
variable; sin embargo, el compuesto quimico H2SO4 favorece la germinacién hasta 82%, mientras
que el RCV, GAs proporciona 48% de germinacion, ligeramente mayor que el testigo.
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