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Resumen

Se evaluo el efecto de la escarificacion con cautin de
estafio en la germinacién de cinco pinos mexicanos
del Subgénero Diploxylon. La mayor parte de la
semilla de las especies de los pinos estudiados fue
recolectada en poblaciones naturales en el Ejido
de Pueblo Nuevo, Municipio de Chignahuapan,
Estado de Puebla, México, a excepcién de P. greggii
var. australis. La germinacion se realizd bajo
condiciones de laboratorio y empleando las técnicas
de escarificacion con cautin de estafio y germinadas
entre papel himedo. Se encontraron diferencias
estadisticas significativas en el porcentaje de
germinacion y el indice de Maguire para Pinus patula
var. patula, P. greggii var. australis y P. teocote a los
15 dias de germinadas; mientras que P. greggii var.
australis y P. teocote mostraron mayor germinacion a
los 22 dias. Se concluye que el uso de la escarificacion
con cautin de estafio puede contribuir a reducir el
tiempo de germinacion e incrementar el porcentaje de
germinacion en las especies recalcitrantes de pino.

Pinus, Escarificacion con cautin de estafio,
Germinacion entre papel

Abstract

The effect of soldering iron method on the
germination of five Mexican pines of the Diploxylon
Subgenus was evaluated. The majority of seeds of the
pine species studied was collected on natural
populations in the Ejido de Pueblo Nuevo,
Municipality of Chignahuapan, in Puebla State of
Mexico except for P. greggii var. australis. The study
was performed under lab conditions and the use of
soldering iron and the germination between paper
methods were tested. Statistical analysys shown
significant differences on the percent of germination
and the Maguire index for Pinus patula var. patula, P.
greggii var. australis y P. teocote to germinate after
15 days; while P. greggii var. australis y P. teocote
germinate after 22 days. We conclude that soldering
iron method can contribute to reduce the period of
time germination and increase the percentage of
germination on recalcitrant pine species.

Pinus, Soldering iron scarification, Germination
between papers
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Introduccion

Es innegable la importancia histérica que ha
representado la biodiversidad de pinos en las
poblaciones humanas de México como fuente de
madera, lefia, resina, carbon y semillas
comestibles que les representan actualmente
beneficios econdmicos anuales de ~6.7 millones
de pesos (Farjon et al. 1997; Villarreal-Ruiz et al.
2011). Ademas de proveer servicios ambientales
y productos no maderables, entre los que se
encuentran los hongos silvestres comestibles y
del cual obtienen ganancias anuales de ~1.5
millones de pesos (Villarreal-Ruiz, 2011;
Villarreal-Ruiz et al. 2011).

Desde el punto de vista de la biogeografia
global México es reconocido como un centro
secundario de diversificacion del género Pinus,
ya que contiene el ~40% de las ~120 especies que
existen en el mundo (Gernandt y Pérez-de la Rosa
2014). Por sus caracteristicas anatomicas Yy
morfolodgicas, el género Pinus se divide en dos
grupos naturales que se adscriben a los
Subgéneros: (1) Haploxylon (pinos “blandos y
“blancos”) y (2) Diploxylon (pinos “duros” y
“amarillos”), sensu Perry (1991).

Desde una perspectiva evolutiva vy
sistematica los pinos “duros” de Meéxico
concentran la mayor parte de los descendientes
de eventos ocurridos durante la especiacion del
Terciario tardio, por lo que el Subgénero
Diploxylon presenta un mayor ndmero de
especies endemicas (Farjon 1996).

Durante ese periodo evolutivo la mayoria
de pinos mexicanos se adaptaron a regimenes de
fuego naturales ciclicos, los cuales se han visto
afectados por la combinacion de los
relativamente recientes fuegos de origen
antropogénico (Rodriguez-Trejo y Fulé. 2003).
Recientemente se ha demostrado que los
mecanismos que gobiernan la expansion de los
bosques dominados por pinos en Mexico se
deben a intervalos de aridez con incendios
inducidos naturalmente (Figueroa-Rangel et al.
2008).

Dado los mecanismos adaptativos de los
pinos mexicanos a regimenes de sequia y fuegos
naturales se han registrado problemas en la
calidad germinativa en la produccion de semilla
en arboles y en las depositadas en los bancos de
semillas del suelo de algunas especies del
Subgénero Diploxylon (Bustamante-Garcia et al.
2014; Carrillo-Anzures et al. 2009).
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Por lo tanto, el estudio de la biologia
reproductiva de las especies de pinos de México
es de primordial importancia para implementar
programas efectivos de repoblacion asistida por
plantacion, usando semillas nativas. La buena
seleccion de germoplasma y plantacion con
semillas, es considerada por Ledig y Kitzmiller
(1992) como la mejor herramienta para
contrarrestar los efectos del cambio climatico, ya
que promueve la diversidad genética de las
plantaciones.

Segln Larsen (1925) ademas de la buena
seleccién del germoplasma, en algunas especies
de pinos con semillas recalcitrantes es necesario
emplear métodos mecanicos, quimicos o
térmicos para inducir la buena germinacion de
las especies a repoblar.

Dado que no existen  registros
bibliograficos del wuso del método de
escarificacion empleando el cautin de estafio en
especies de pinos del Subgénero Diploxylon, el
objetivo de este trabajo fue probar su efecto en el
tiempo de germinacion de cinco especies
mexicanas.

Materiales y Métodos
Criterios de seleccion de las especies

Se seleccionaron cinco especies de “pinos duros”
del Subgénero Diploxylon: Seccion
Montezumae: Pinus montezumae Lamb. var.
montezumae;  Seccion  Pseudostrobus:  P.
pseudostrobus  Lindl. var. pseudostrobus;
Seccion Teocote: Pinus teocote Schiede ex
Schltdl. et Cham; Seccion Patula: P. greggii
Engelm. ex Parl. var. australis Donahue et
Lopez, P. patula Schiede ex Schitdl. et Cham.
var. patula, (sensu Perry 1991; Gernandt y Pérez-
de la Rosa 2014).

La seleccion de estas especies se
fundamentd en su amplia distribucion geografica
e importancia ecoldgica y econdmica a escalas:
(1) regional en Chignahuapan-Zacatlan, Puebla
(Morales Martinez, 2010; Ramirez Herrera y
Villarreal Ruiz 2011; Salinas Cruz et al. 2017,
Tapia-Aurelio y Flores-Escobar. 2017), (2) en
México (Sanchez-Gonzalez, 2008.) y (3) a escala
mundial (Wiersemay Leon, 2016).
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Sitio de recoleccion del germoplama

El germoplasma de P. patula var. patula, P.
montezumae  var. montezumae 'y P.
pseudostrobus var. pseudostrobus y P. teocote
fue recolectado en el Ejido Pefiuelas Pueblo
Nuevo, Municipio de Chignahuapan, Puebla,
México (19°57.07" longitud N y 098°08.124
latitud W a una altitud de 2917 m s.n.m.;
georreferenciado con un geoposicinador
Garmin eTrex®, modelo personal navigator®).
El clima predominante del area de recoleccion
del germoplasma es “semifrio subhumedo con
lluvias en verano, presentando temperaturas
medias mensuales que oscilan entre los 5°C y
15 °C, con temperatura promedio anual de 13.5°
C y precipitacion de 750 a méas de 1000 mm
anuales en las partes altas” (Bastida Tapia y
Reyes Ramirez 2016).

Las tres primeras especies de pino antes
referidas coexisten en rodales naturales
himedos; mientras que P. teocote se localiza en
areas menos humedas y a una menor altitud
(2700 m s.n.m.) (Figura 1). En el caso de la
semilla P. greggii var. australis procede del
Estado de Hidalgo y fue obtenida del Banco de
Germoplasma del Postgrado Forestal del
Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,
Edo. México.
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Figura 1 Sitio de recoleccion de la semilla de las cinco
especies de pinos mexicanos del Subgénero Diploxylon
empleadas en el experimento de germinacion, usando las
técnicas de escarificacion con cautin y germinadas entre

papel.
Seleccion y procesamiento del germoplasma

Las semillas de cada especie se revisaron con
un microscopio estereoscopico (Olympus
SZX10) para seleccionar las de tamafo
uniforme y que no presentaran dafio superficial.
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Posteriormente las semillas de cada
especie se lavaron con tween 80 durante 30
minutos y se esterilizaron superficialmente con
H202 (30%) durante 20 minutos (Jarstfer and
Sylvia, 1993) y a continuacién se lavaron con
agua destilada estéril para remover el exceso de
H20.. Acto seguido se sumergieron en un vaso
de precipitado de 500 ml con 300 ml de agua
destilada esteril durante 16 h en oscuridad para
iniciar el proceso de imbibicion (Maiti, 1996).

Escarificacion con cautin de estaio

En una camara de flujo laminar horizontal
(Terlab, modelo Cam-Hor) y empleando un
microscopio estereoscopico (VELAB modelo
VE-S1), a cada semilla esterilizada
superficialmente se le aplico la técnica del
soldador de estafio de punta fina (Poulsen y
Stubsgaard, 2000), que consiste en tocar la testa
cuidadosamente hasta hacer una incision por
donde se visualice el cotileddn, evitando dafiarlo.

Prueba de germinacion entre papel

Se empled la técnica entre papel (Rao et al., 2007;
Neri-Luna et al., 2017), la cual consiste en
colocar las semillas de pino entre dos capas de
papel en rollo (Georgia-Pacofic PRO,
enMotion®) para su germinacion. El
procedimiento consistio en: (1) humedecer el
papel con agua destilada previamente auto
clavada en un ciclo de 120° durante 30 minutos,
de acuerdo con lanorma europea UNE-EN 13060
(EducarEx, 2017). (2) Las semillas de cada una
de las cinco especies de pino se distribuyeron en
hileras a intervalos regulares de 2 cm y se
cubrieron con otra hoja de papel humedo. (3) Las
semillas entre papel se envolvieron con papel
aluminio y se dejaron en condiciones de
laboratorio a 21.8+0.31°C para favorecer la
geminacién. Cuando se consider6 necesario, las
toallas de papel se mantuvieron humedas
rociandolas con agua destilada estéril.

Disefio experimental y variables evaluadas

Se utiliz6 un disefio completamente al azar, con
cinco especies de pino como tratamiento y cuatro
repeticiones de 50 semillas cada una (Espitia et
al. 2016). Después de 15y 22 dias de establecido
el experimento, se evalu6 el porcentaje de
germinacion (Xu et al., 2016) en cada una de las
especies de pino con la siguiente formula:
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%Germinacion= (G/T) X 100 1) Por otra parte, cuando la estimacion del

Donde: G= Numero total de semillas germinadas
T= Numero de semillas establecidas

Finalmente, se calcul6 el indice de Maguire
(Romero-Rangel et al. 2017) con la siguiente
formula:

Thed Ti M 2)

Donde: IM= indice de Maguire, Gi=
germinacién sencilla de la i-ésima evaluacion,
Ti= tiempo transcurrido desde el establecimiento
hasta la i-ésima evaluacion y M= tamafio de la
muestra o nimero de semillas establecidas.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd6 empleando el
programa de computo SPSS v24. Todos los datos
se verificaron para normalidad usando la prueba
de Kolmogorov-Smirnov y para homogeneidad
de varianzas se empleé la prueba de Levene. Se
utiliz6 el andlisis de varianza (ANOVA)
unifactorial para comparar medias del porcentaje
de germinacion y el indice de Maguire. Para
conocer el efecto del tiempo en el porcentaje de
germinacion por cada especie de pino se llevd a
cabo una prueba de comparacién de dos muestras
(T-test). En caso de haber diferencias
significativas, se realizd la prueba de rangos
multiples empleando la prueba de Student-
Newman-Keuls (Dytham, 2011).

Resultados

De acuerdo con los resultados de la primera
evaluacion (15 dias después del establecimiento
del experimento), se observaron diferencias
significativas (P=0.004) en la variable de
porcentaje de germinacion en las diferentes
especies de pino (Tabla 1). La capacidad
germinativa media de las semillas en P. patula
var. patula fue la mas alta, seguida por P. greggii
var. australis y P. teocote. Por el contrario, la
menor capacidad de germinacion se registré en P.
pseudostrobus  var. pseudostrobus 'y P.
montezumae var. montezumae.
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porcentaje de germinacion se realizé a los 22 dias
se observo una diferencia significativa entre
tratamientos (P<0.01) donde el valor mas alto lo
registrd P. greggii var. australis. En el caso de las
semillas de P. teocote se obtuvo la misma
capacidad germinativa que a los 15 dias. Mientras
tanto, los valores mas bajos fueron para P.
pseudostrobus  var. pseudostrobus 'y P.

montezumae var. montezumae. Es importante
resaltar que, el porcentaje de germinacion de las
semillas de Pinus patula var. patula (8.5%)
disminuyé drésticamente con respecto a la
evaluacion realizada 7 dias antes (Tabla 1).

Especie % de Germinacién
15 dias 22 dias

Pinus patula var. patula 66.5+5.5 ¢ 8.5+2.6 a
Pinus montezumae var. 13.0£3.8 a | 20.5¢15 a
montezumae
Pinus pseudostrobus var. | 27.5£5.5 ab | 39.0£6.2 ab
pseudostrobus
Pinus greggii var.
australis

Pinus teocote 54.5+4.6 bc | 54.5£10.4 b
Los valores representan 1 error estdndar de la media
(n=200). Los valores de significancia fueron calculados
empleando ANOVA con un intervalo de confianza del
95%. Medias con letras diferentes son significativamente
diferentes (P<0.01**, Student-Newman-Keuls)

58.0£17.6 bc | 61.0+15.3 b

Tabla 1 Evaluacién de los porcentajes de germinacién en
cinco especies de pinos mexicanos  del Subgénero
Diploxylon bajo condiciones de laboratorio

El andlisis estadistico de los datos
obtenidos en la primera evaluacion (15 dias)
reveld diferencias significativas en el indice de
Maguire  (P=0.004) empleando diferentes
especies de pino (Figura 2a), siendo los més altos
en P. patula var. patula (2.21), P. greggii var.
australis (1.93) y P. teocote (1.81). Por el
contrario, los valores mas bajos se registraron P.
pseudostrobus var. pseudostrobus (0.91) y P.
montezumae var. montezumae (0.43). Asimismo,
la estimacidn del indice de Maguire que se realizo
con los datos obtenidos a los 22 dias (Figura 2b)
se observOo una diferencia significativa entre
tratamientos (P<0.01) donde el valor mas alto lo
registré P. greggii australis (1.38), P. teocote
(1.23). Intermedio P. pseudostrobus var.
pseudostrobus (0.88). Mientras tanto, los valores
mas bajos fueron para P. montezumae var.
montezumae (0.46) y P. patula var. patula (0.19).
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Figura 2 Evaluacién del indice de Maguire en cinco
especies de pinos mexicanos del Subgénero Diploxylon.(a)
Sp.1=P. patula var. patula; Sp. 2= Pinus montezumae var.
montezumae;  Sp.3=  Pinus  pseudostrobus  var.
pseudostrobus; Sp.4= Pinus gregii var. australis;Sp.5=
Pinus teocote

Con la finalidad de conocer el efecto del
tiempo en la capacidad de germinacion de las
semillas de las diferentes especies de pino, los
resultados indicaron que a los 15 dias Gnicamente
P. patula var. patula se observo una difrencia
significativa (P<0.001) y se demostré que hubo
una influencia del tiempo sobre la germinacion.
En el caso de los 22 dias las semillas mostraron
baja viabilidad. no hay diferencia estadistica
(P>0.05) en el caso de P. montezumae var.
montezumae, P. pseudostrobus var.
pseudostrobus, P. greggii var. australis y P.
teocote (Tabla 2).

Especie t P |
Pinus patula var. patula |9.42954 0.0000808827
Pinus montezumae var. -1.80579 |0.120979
montezumae

Pinus pseudostrobus var. |-1.37533 |0.21817
pseudostrobus

Pinus gregii var. australis |-0.128271 |0.902126

Pinus teocote 0.0 1.0

Tabla 2 Resultados de la Prueba de t para comparar medias
de germinacién por especie con los dos tiempos (15 y 22
dias) después de tratamiento
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Discusion

Las especies de pinos seleccionadas en el estudio
son elegibles para el establecimiento de &reas
para la produccion de semillas forestales en
México de acuerdo con la convocatoria de la
CONAFOR (2011).

Por otra parte, en el caso de P. teocote, a
pesar de no ser apreciado como especie
maderable, es una especie de amplia distribucion
en México y hospedero del hongo comestible
ectomicorricico del grupo de los “matsutakes”
(Tricholoma cf. magnivelare ) por ser un
producto no maderable altamente cotizado en el
mercado internacional donde se vende en 550
dolares por kg (Villarreal Ruiz 2011).

Arriaga et al. (1994) consideran relevante
medir la capacidad germinativa media de las
semillas es en especies de pinos porgque es un
buen indicador de la calidad del germoplasma.

Conclusiones

Se concluye que el uso de la escarificacion con
cautin de estafio puede contribuir a reducir el
tiempo de germinacién e incrementar el
porcentaje de germinacion en las especies
recalcitrantes de pino.
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