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Resumen:

Antecedentes: La testa de las semillas constituye una barrera mecanica que puede inducir latencia fisica al limitar la absorcion de agua. La
semilla de P. coulteri tiene testa dura, relacionada con porcentajes bajos y tiempos prolongados de germinacion, una desventaja para especies
en peligro de extincion. En este estudio se evaluo el efecto de tratamientos pre-germinativos sobre la dindmica de germinacion de semillas de P.
coulteri almacenadas por mas de diez afios.

Hipétesis: Los tratamientos pre-germinativos mejoran la dindmica de germinacion de P. coulteri.

Especie de estudio: Pinus coulteri D.Don.

Sitio y afios de estudio: Baja California 2010-2011, Colegio de Postgraduados Campus Montecillo 2023-2024.

Meétodos: Se emplearon 432 semillas bajo un diseflo experimental completamente aleatorizado con arreglo factorial 2 x 3 x 2 (hidratacion x
escarificacion x peroxido de hidrogeno), establecidas en condiciones de laboratorio e invernadero. La capacidad germinativa se analizé con un
modelo lineal generalizado, y la dindmica mediante la funcion de Hill.

Resultados: Aunque no se observaron diferencias significativas en la capacidad germinativa entre condiciones, el laboratorio presentd una
germinacion mas rapida, mientras que el invernadero mostré mayor uniformidad. La escarificacion, la aplicacion de peroxido de hidrogeno y su
interaccion con la hidratacion fueron los factores mas relevantes para mejorar la germinacion.

Conclusiones: Algunos tratamientos pre-germinativos favorecen el proceso germinativo, y que el registro en laboratorio permite mayor pre-
cision para caracterizar la dindmica. Ademas, las semillas de P. coulteri mostraron alta viabilidad tras largos periodos de almacenamiento.
Palabras clave: Capacidad germinativa, conservacion, dinamica de germinacion, latencia, almacenamiento.

Abstract

Background: Seed coats act as mechanical barriers and can induce physical dormancy by limiting water absorption. Pinus coulteri seeds
have a hard seed coat, which is associated with low germination percentages and extended germination periods—an ecological disadvantage for
endangered species. This study evaluated the effect of pre-germination treatments on the germination dynamics of P. coulteri seeds stored
for over ten years.

Hypotheses: Pre-germinative treatments improve the germination dynamics of P. coulteri.

Studied species: Pinus coulteri D.Don.

Study site and dates: Baja California (2010-2011); Colegio de Postgraduados, Montecillo Campus (2023-2024).

Methods: A total of 432 seeds were used in a completely randomized factorial experimental design (2 x 3 x 2: hydration x scarification x hy-
drogen peroxide), established under laboratory and greenhouse conditions. Germinative capacity was analyzed using a generalized linear model,
and germination dynamics were fitted with the four-parameter Hill function.

Results: Although no significant differences in germinative capacity were observed between conditions, seeds germinated faster in the labora-
tory, while the greenhouse showed greater uniformity. Scarification, hydrogen peroxide application, and the hydration x hydrogen peroxide
interaction were the most relevant factors in improving germination.

Conclusions: Some pre-germination treatments favor the germination process, and laboratory conditions offer greater precision for character-
izing germination dynamics. In addition, P. coulteri seeds exhibited high viability after long-term storage.

Keywords: Germinative capacity, conservation, germination dynamics, dormancy, long-term storage.
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Tratamientos pre-germinativos en semillas de Pinus coulteri D.Don

a semilla ocupa una posicion critica en la historia de vida de las plantas, ya que es el medio por el cual

se genera un nuevo individuo, y el éxito de su establecimiento esta determinado por las caracteristicas

fisiologicas y bioquimicas de la semilla (Bewley et al. 2013). Cuando las semillas alcanzan su madurez

y son liberadas, algunas quedan en estado quiescente y otras entran en estado de latencia, estas ultimas
mantienen su viabilidad hasta que existen condiciones favorables para germinar; sin embargo, cuando la latencia se
prolonga en exceso, la capacidad de germinacion eventualmente puede verse afectada de manera negativa (Bewley
et al. 2013, Graeber ef al. 2014, Lopez del Egido et al. 2019).

En coniferas, la latencia fisica es comun y es generada por la cubierta de la semilla que actia como barrera pro-
tectora del embrion, pero también limita el acceso del agua, de modo que la imbibicién y el inicio de los procesos
fisiologicos de la germinacion no se activan (Barnett 1998, Bewley et al. 2013, Iralu et al. 2019). En Pinus pinceana
Gordon, la cubierta de la semilla prolonga considerablemente la latencia, de tal manera que para mejorar la germi-
nacion es necesario removerla (Ramirez-Herrera et al. 2008). En algunas especies, la remocion mecanica de la testa
es necesaria para no extender la latencia y evitar que los procesos celulares sufran dafios que afectan negativamente
la viabilidad y capacidad de germinacion (Demir et al. 2022).

Dependiendo del tipo de latencia, se pueden utilizar diferentes tratamientos pre-germinativos, los cuales pueden
incrementar el porcentaje de semillas germinadas, disminuir el tiempo de germinaciéon y mejorar la uniformidad
de ésta, lo que ayuda a reducir tiempo y costos de produccion e incrementar la probabilidad de éxito de las plantas
producidas (Maciel et al. 2022). Entre los métodos mas utilizados para estos fines se encuentra la escarificacion y la
aplicacion exogena de promotores de germinacion.

La finalidad de la escarificacion es romper la latencia fisica, aumentar la permeabilidad de la testa y mejorar la
uniformidad de la germinacién. Los métodos de escarificacion son de tipo mecanico, térmico y quimico (Ardiarini et
al.2021). Las semillas escarificadas por el método de lijado de testa se embeben mas rapidamente porque la cubierta
se vuelve permeable al permitir con facilidad el paso del agua (Rostami & Shasavar 2009, Han et al. 2022), especial-
mente cuando la semilla permanece mas tiempo en el agua.

Otro método para estimular la germinacion es la aplicacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus
siglas en inglés), que influyen en los procesos bioquimicos de la semilla y embrion (Wojtyla et al. 2016). En Pinus
roxburghii Sarg. la imbibicion de las semillas en peréxido de hidrogeno (/,0,) al 1 % v/v durante 24 horas en tres
temperaturas diferentes, increment6 la capacidad de germinacion respecto a los testigos (Ghildiyal et al. 2007).
Varios autores sefialan que el H,0, acta directamente como un mensajero dentro de la red fito-hormonal, regulando
el catabolismo del acido abscisico (ABA) y promoviendo la biosintesis de giberelinas (GA) durante la imbibicion
de la semilla (Liu et al. 2010, Arc ef al. 2013). Ademas, se considera una molécula de sefializacion involucrada en
la germinacion de semillas ortodoxas (Wojtyla ef al. 2016). En este sentido, la aplicacion exogena de H,0, en bajas
concentraciones (1-3 %) ha demostrado tener efecto positivo en la germinacion de semillas de diversas especies
(Ghildiyal et al. 2007, Ghildiyal et al. 2009, Gniazdowska et al. 2010, Ishibashi et al. 2013, Chaudhuri et al. 2013,
Zhang et al. 2014, El-Maarouf-Bouteau & Bailly 2016).

En el estudio de la regeneracion de especies forestales, especialmente en aquellas en peligro de extincion, es fun-
damental comprender los factores que influyen en la germinacion y el establecimiento exitoso de plantulas. Tradicio-
nalmente, la germinacion se evalia bajo condiciones controladas de laboratorio, lo cual permite estimar el potencial
fisiologico de las semillas en un ambiente libre de estrés (Bewley et al. 2013). Sin embargo, estas condiciones no
representan completamente los escenarios reales en los que ocurre el establecimiento natural, por lo que es impor-
tante considerar la dindmica de emergencia en ambientes mas cercanos al natural, como el invernadero.

Un aspecto relevante es conocer si la condicion experimental (laboratorio o invernadero) influye en la respuesta
de las semillas a diferentes tratamientos pre-germinativos y con ello fortalecer el disefio de protocolos de propa-
gacion de planta para fines de restauracion o de conservacion (El-Kassaby et al. 2008, Iralu et al. 2019, Kavanova
et al. 2023).

Pinus coulteri D.Don es una especie que se distribuye de manera natural desde las montafias costeras del cen-
tro y sur de California en Estados Unidos hasta el norte de Baja California en México (Minnich 1987, Minnich e¢
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al. 2015, Farjon 2010, Chardon ef al. 2015). De manera general, crece en rodales aislados en elevaciones varia-
das y tolera suelos pobres (Krugman & Jenkinson 1974). En Baja California esta representada por seis poblacio-
nes y de acuerdo con los criterios de la NOM-059 (SEMARNAT 2010) esta considerada en peligro de extincion.
Su semilla es grande, de tamafo similar a la semilla de Pinus lambertiana Douglas y Pinus sabiniana Douglas
ex D. Don.; mide entre 10 a 18 mm de largo y entre 7 a 10 mm de ancho (Farjon 2010) y con la cubierta gruesa
y dura, a la que se ha considerado como una caracteristica adaptativa de las especies de pino en ecosistemas con
frecuencia regular de fuego (He ef al. 2016). La dispersion de semilla se da principalmente por roedores como
Dipodomys agilis Gambel, Chaetodipus californicus Merriam y Peromyscus maniculatus Wagner, que mueven
la semilla lejos del arbol madre y se estima que son responsables de una parte importante del establecimiento
de plantulas (Borchert et al. 2003). Esta barrera fisica de la cubierta puede prolongar o retardar considerable-
mente la germinacién (Bewley et al. 2013). Poco se sabe sobre la latencia fisica que podria imponer la testa en
las semillas de P. coulteri y la implicacion en su capacidad de germinacion (Krugman & Jenkinson 1974). En
este trabajo las semillas de esta especie fueron sometidas a varios tratamientos pre-germinativos con el objetivo
de evaluar el efecto individual y combinado de la escarificacion mecdnica, la aplicacion de /,0, y la inmersion
prolongada en agua sobre la capacidad y dinamica de la germinacion. Con el incremento de la permeabilidad
de la testa causada por la escarificacion, la hidratacion y la sefializacién promotora del H,0, en los procesos de
germinacion, se espera que al menos uno de estos tratamientos mejore la capacidad y velocidad de germinacion
en semillas de esta especie, en condiciones de laboratorio e invernadero, esta comparacidon permitira conocer la
dindmica de germinacion y de emergencia para obtener una vision integral del comportamiento de las semillas
y de las condiciones que favorecen su establecimiento, proporcionando informacion para el manejo y conservacion
de la especie.

Materiales y métodos

Material biologico. Se utilizé semilla recolectada de arboles localizados en la poblacion de Santa Catarina, municipio
de Ensenada, Baja California, entre las coordenadas 31°41°59.25” de latitud Norte y 115° 45°48.01” longitud Oeste,
con elevacion de 1,070 m snm. De acuerdo con la clasificacion bioclimatica de Macias-Rodriguez et al. (2014), esta
poblacién se encuentra en el bioclima Mediterrdneo Xérico ocednico (MEXO) en el piso Termomediterraneo con
formaciones vegetales de tipo chaparral y Mesomediterraneo donde se presenta la formacion Pinar del Mediterraneo
(PIME). La precipitacion media anual de esta poblacion para la década 2011-2020 se estimd en 176 mm y la tem-
peratura media anual de 16.3 °C (ClimateNA v. 7.50; Wang ef al. 2016).

Desde la recoleccion de la semilla hasta la realizacion del experimento pasaron al menos 12 afios, durante este
tiempo, la semilla estuvo almacenada en bolsas plasticas y en refrigeracion a 4 °C en las instalaciones del Depar-
tamento Forestal de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), en Saltillo, Coahuila, y posterior-
mente fueron trasladadas, al Colegio de Postgraduados Campus Montecillo, en las bolsas plésticas colocadas dentro
de una caja de carton, en un tiempo de 24 h. Los experimentos se establecieron en las instalaciones del laborato-
rio de biotecnologia del Posgrado en Ciencias Forestales del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Estado
de México.

Previo a la aplicacién de tratamientos, se realizo la limpieza y seleccién de semillas llenas por el método de
inmersion, para separar las semillas llenas (precipitadas) de las semillas vacias (flotantes), después de mantener las
semillas en un vaso de precipitado con agua destilada estéril durante 18 horas. El porcentaje de semillas llenas se
obtuvo con la siguiente formula:

Numero de semillas llenas
% = - - x 100
Numero total de semillas

Tratamientos y diserio experimental. Los tratamientos pre-germinativos se aplicaron a las semillas llenas 24 h después
de su separacion.
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Se utilizé el disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial; incluy6 tres factores que gene-
raron 12 tratamientos: 1) hidratacion de las semillas, en dos periodos de tiempo, 24 y 48 h, se llevd a cabo con la
inmersion de semillas en bolsas de gasa dentro de vasos de precipitado de 1 L con la solucion correspondiente al
tratamiento; 2) inmersion de semillas en solucion de H,0, al 0, 2'y 3 %, la dilucion de H,0, se hizo a partir de H,0,
grado reactivo (30 %); y 3) escarificacion, semilla lijada y semilla sin lijar, el lijado se hizo a baja presion (hasta
visualizar la division de apertura de la testa) en direccion al micrépilo, con lija de grano medio para madera marca
Fandeli® (Tabla 1).

Tabla 1. Formulacion de tratamientos pre-germinativos para semillas de Pinus coulteri D.Don establecidos en laboratorio e invernadero.

Factores Tratamiento
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Hidratacion 24 24 24 24 24 24 48 48 48 48 48 48
(horas)

Concentracion 0 0 2 2 3 3 0 0 2 2 3 3
de H,0,

Escarificacion si no si no si no si no si no si no

El experimento se estableci6 en dos condiciones: 1) en laboratorio, bajo condiciones controladas en una cdmara de
germinacion, donde se registré la germinacion perse definida como la protrusion visible de la radicula, y 2) en inver-
nadero, se realizo la siembra directa de la semilla en sustrato a una profundidad de 0.5 cm, donde se consideré como
germinacion exitosa la emergencia completa de la plantula sobre la superficie del sustrato. Si bien las definiciones
de germinacion y emergencia difieren operacionalmente, el enfoque estadistico uniforme permite comparar tenden-
cias en porcentaje, velocidad y uniformidad entre las condiciones, entendiendo la emergencia como una extension
fenologica posterior a la germinacion.

Para cada tratamiento se usaron 18 semillas, que se separaron en tres repeticiones de seis semillas cada una. En
total se utilizaron 432 semillas ya que el experimento se establecio en dos condiciones diferentes: laboratorio e inver-
nadero. Para el lijado, las semillas se separaron en dos grupos: 1) 216 semillas lijadas y 2) semillas sin lijar. Ense-
guida, se aplicaron los tratamientos de hidratacién y H,0, y cada uno de los grupos se dividi6 en seis subgrupos de
36 semillas, los cuales se envolvieron en bolsitas de gasa. Por un lado, tres de estos grupos se llevaron a hidratacion
durante 24 h en: 1) agua destilada estéril, 2) H,0, a 2 %, y 3) H,0, a 3 %; mientras que los otros tres grupos se
sometieron a hidratacion durante 48 h con los mismos tres tratamientos de /,0,. E1 50 % de las semillas sometidas a
los tratamientos se establecieron en la condicion de laboratorio y el otro 50 % en la condicion de invernadero.

Establecimiento en laboratorio. En una campana de flujo laminar, las semillas sometidas a los 12 tratamientos se
colocaron en cajas tipo Magenta®, seis semillas por caja (unidad experimental) y tres repeticiones por cada uno de los 12
tratamientos; por lo que en total se utilizaron 36 cajas. Previamente, al interior de cada caja se colocaron toallas de papel
absorbente Servitoalla® para mantener la humedad, y se etiquetaron con el codigo del tratamiento y nimero de repeticion.
Una vez que las semillas tratadas se establecieron en la Magenta correspondiente, se colocaron aleatoriamente en una
camara de germinacion, en la que se controlaron las horas Iuz (12 horas) y temperatura (16 y 24 °C). Para mantener
humedas las toallas, cada dos dias se aplic6 agua destilada estéril y cada 10 dias se aplico una solucién de Captan® en una
concentracion de 1 gL' de agua, como preventivo de ataques fiingicos. En esta condicion se consideré como germinacion
exitosa cuando la radicula alcanz6 al menos el tamatfio del largo de la semilla.

Establecimiento en invernadero. Las semillas destinadas para sembrar en invernadero se colocaron en el almacigo

(140 x 60 cm), con la mezcla de sustrato a base de peat moss®, perlita y vermiculita en proporcion 3:1:1. En el
almacigo se delimitaron 36 cuadrantes (11 x 16 cm), simulando el espacio de una caja magenta. De igual manera se
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distribuyeron los tratamientos al orden de la cdmara de germinacion. Para llevar un control adecuado se colocaron
etiquetas en cada cuadrante, correspondientes al dato de tratamiento y repeticion. El riego fue ligero y se realizo cada
tercer dia y se hicieron aplicaciones de Captan® a 1 gL' de agua cada 10 dias como preventivo de enfermedades fun-
gicas. La temperatura varié de 18 hasta 41 °C, con humedad relativa (HR) superior a 80 % que se midieron con un
termohigrometro Extech®. En esta condicion se considerd como germinacion exitosa al momento en que la plantula
emergio del sustrato.

Obtencion de datos y andlisis estadisticos. La evaluacion de la germinacion se llevo a cabo durante 48 dias, registrando
las semillas germinadas (laboratorio) o plantulas emergidas (invernadero), cada dos dias.

La capacidad germinativa se analiz6 a través de un analisis de varianza, para lo cual los datos originales de semillas
germinadas se ajustaron a un modelo lineal generalizado (GLM), asumiendo una distribucion binomial, con la funcién
de enlace /ogit en Rstudio, con la finalidad de detectar si existe significancia estadistica en el efecto de la condicion,
tratamiento y la interaccion condicion x tratamiento:

Yijk=,u+Ci+Tj+CiTj+Eeijk (D)

donde Yijk es la capacidad germinativa, u es la media general, C, es el efecto de la condicion 1, ..., i — ésima, 7, es el
efecto del tratamiento 1, 2, 3... j — ésimo, C, 7, €8 la interaccion entre la condicion y el tratamiento.

Con base en los resultados obtenidos del andlisis de varianza, se hizo un segundo anova, para cada condicioén por
separado, para identificar el factor o factores que tuvieron efecto significativo en la capacidad germinativa, ajustando
los datos al siguiente modelo:

Yijkl=,u+Hi+Pj+Ek+Hin+HiEk+PjEk+Eijkl )

Donde Y, es la capacidad germinativa, u es la media general, A, es el nivel i — ésimo del tiempo de hidratacion, P, es
nivel j — ésimo de concentracion de peroxido, E, es el nivel k — ésimo de lijado, H.P, es la interaccion entre los niveles
del factor hidratacion y los niveles del factor concentracion de peroxido de hidrogeno, HE, es la interaccion entre
los diferentes niveles del factor hidratacion y los niveles de escarificacion, PE, es la interaccion entre los diferentes
niveles de peroxido de hidrégeno y los niveles del factor escarificacion, y €u ©8 el error experimental para cada
condicion del ensayo.

Para el analisis de la dindmica de la germinacién los datos obtenidos de la condicion de laboratorio y la condicion
de invernadero se ajustaron mediante la Funcion de Hill de cuatro pardmetros (FH4P) con el paquete germination-
metrics (Aravind ef al. 2023) del software Rstudio. Esta funcion permite la caracterizacion del proceso en diferentes
momentos durante la prueba y es adecuada para describir procesos biologicos como la germinacion (El-Kassaby et

al. 2008). Germinationmetrics permite ajustar la curva acumulativa a la funcion de Hill y estimar asi los parametros
b

asociados a dicha funcion: Y = yo + p bai R Donde Y es el porcentaje de germinacion acumulada en el tiempo x
(cada dos dias en el presente estudio), y, es el intercepto en el eje y (< 0), a es la asintota o porcentaje maximo de ger-
minacion acumulada, que es equivalente a la capacidad de germinacion, b es un parametro matematico que controla
la forma y la pendiente de la curva de germinacion, cuanto mayor sea el valor de », mas pronunciado sera el aumento
hacia la asintota a 0 G, y menor sera el tiempo entre el inicio de la germinacion y la germinacion maxima, y c es la
“mitad del nivel de activacion maximo” medido en dias y representa el tiempo requerido para que germine el 50 %
de las semillas viables o 7', (El-Kassaby et al. 2008).

La FH4P se ajust6 para cada unidad experimental con base en los valores acumulados de germinacion. Se realizd
un ANOVA con los pardmetros estimados para las tres repeticiones de cada tratamiento, incluyendo a) el tiempo
en germinar 5 % de las semillas viables (Lag,,,), b) el tiempo en germinar 50 % de las semillas viables (7)), y ¢) el
valor de la uniformidad de germinacion (U.,,) , que es el intervalo de tiempo de germinacion entre 25y 75 % de
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las semillas (El-Kassaby et al. 2008). Cuanto mas bajo es el valor de Lag,, , U..,, y T;,, mas vigoroso es el lote de
semillas.

Para probar la hipotesis de que los tratamientos pre-germinativos aplicados mejoran la dindmica de germinacion
de P, coulteri, los valores acumulados obtenidos para cada repeticion de los tres parametros derivados de las curvas de
germinacion (Lag,,, T;, y U,,,,) se ajustaron al modelo 1 para conocer el efecto de la condicion, el tratamiento y
la interaccion de estos en los parametros de la dinamica de germinacion. Por otro lado, con el modelo 2 de anova
se evaluo el efecto de cada factor y de sus interacciones para cada condicion por separado. Para la comparacion de

medias de cada parametro se realiz6 una prueba de Tukey con un o = 0.05.
Resultados

El 100 % de las semillas estuvieron llenas, de las cuales 44 % no germinaron o tuvieron germinacion anormal (falta
de desarrollo radicular, emergencia de cotiledones antes que de raiz) que impidi6 el desarrollo de las plantulas (ISTA,
2018). Sin embargo, la semilla mantiene el porcentaje de germinacion por arriba del 50 %, lo cual es aceptable para
semillas de pino de acuerdo con los resultados registrados por Houskova et al. 2021.

Efecto de la condicion del ensayo en la capacidad y dinamica de germinacion. La condicion en que se realiz6 la
germinacion no tuvo un efecto significativo en la capacidad germinativa de las semillas (Tabla 2), con valores pro-
medio de 69 % en laboratorio y 64 % en invernadero (Figura 1A), por lo que para fines practicos de produccion de
planta es indistinto usar cualquiera de las dos condiciones.

Tabla 2. Valores de p de los factores condicion, tratamiento e interaccion condicion x tratamiento en el modelo 1, para la capacidad

germinativa (G

max-

), retraso (Lag,, ), Ty, y U, en semillas de Pinus coulteri D.Don.

Pr>F

Efecto G Lag,, T U

max 50 7525

Condicion (Laboratorio-Invernadero) 0.3437 5.534e-07 3.5e-07  0.00365
Tratamiento (1-12) 0.0272 0.15158 0.17401  0.2672
Interaccion (Condicion x tratamiento) 0.0008 0.01413 0.00175 0.1851

A diferencia de los resultados obtenidos en la capacidad germinativa, la condicién de germinacion, si afecto de
manera significativa los tres parametros estimados de la dindmica de la germinacion (Lag,,, T,,y U.,,,) (Tabla 2). En
laboratorio, la germinacion al 5y 50 % de las semillas viables fue 10 y 8 dias, respectivamente, mas rapido que en el
invernadero (Figura 1B, C); pero la germinacion fue mas uniforme en invernadero que en laboratorio (Figura 1D). Se
debe considerar que la germinacion en el laboratorio se evaliia con mayor precision, ya que se registra directamente
la emision de la radicula, mientras que en el invernadero es la emergencia de la plantula sobre el sustrato (dias
después de la emision de la radicula). Esto permite observar mayor uniformidad del proceso en invernadero, sin
embargo, la capacidad de distinguir el momento en que aparece la radicula hace que los resultados obtenidos para las
variables (Lag,,, T;, y U.,,,) en laboratorio sean mas precisos.

Los tratamientos pre-germinativos también tuvieron un efecto significativo en la capacidad germinativa, pero
no en los parametros estimados de la dinamica de germinacién (Tabla 2). Sin embargo, dado que se encontrdé una
interaccion significativa de los tratamientos pre-germinativos con la condicion de germinacion en la capacidad ger-
minativa y en dos de los parametros de la curva de germinacion (Tabla 2), se analizé el efecto de los factores involu-
crados en los tratamientos pre-germinativos en cada condicion por separado.

Efecto de los factores de los tratamientos y su interaccion en la capacidad y la dinamica de germinacion en cada
condicion. El factor Hidratacion (H) no tuvo efecto significativo para ninguna de las variables en ninguna condicion.
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Figura 1. Diferencia de medias para: A) capacidad de germinacion en laboratorio (1) e invernadero (2), B) dias para germinar el 5 % de las semillas
(Lag,,,), C) tiempo para llegar al 50 % de germinacion de semillas viables en ambas condiciones (7 ), y D) el tiempo en germinar entre en 25 y €l 75 %

de semillas viables (U.

525) d€ Pinus coulteri en condiciones de laboratorio (1) e invernadero (2).

El factor Peroxido de Hidrogeno (P) solo tuvo efecto significativo en las variables G, , Lag,,, T,y en la condicion
de invernadero; mientras que, el factor Escarificacion (E) tuvo efecto significativo para las variables G, , Lag,,., T},
en la condicion de laboratorio. En cuanto a las interacciones, H x P fue significativa para 7,y U,,,, en laboratorio,
ypara G, _eninvernadero; H % E no fue significativa para ninguna variable y P x E resulté significativa para Lag,,,

en invernadero (Tabla 3).

Efecto del factor peroxido de hidrogeno.- A diferencia de la condicion de laboratorio, en invernadero, la aplicacion de H,0,
en una concentracion del 2 o 3 % mejor6 la germinacion en un 35 % (Figura 2A), permitié acelerar el inicio de la germi-
nacion, reduciendo el valor de Lag;, en 6 dias (Figura 2B) y redujo el tiempo a 7', en 8 dias, respecto al testigo (Figura 2C).

Tabla 3. Valores de p de los factores hidratacion, perdxido, escarificacion e interacciones en el modelo 2, para la capacidad germinativa (G, ), retraso
(Lag,), T,y U,;,; en semillas de Pinus coulteri D. Don., en condicién de laboratorio e invernadero.

Efeeto Laboratorio Invernadero
Pr>F Pr>F
G, Lag,, T, U, G, Lag,, T, U,

Hidratacion (H) 0.6483 0.9549 0.6851 0.9779 0.6255 0.1088  0.5713 0.1908
Peroxido (P) 0.1191 0.1697 0.0627 0.2043 <0.0001 0.0002 0.0024 0.5752
Escarificacion (E) <0.0001 0.0289 0.0068 0.9558 0.7912 0.1010  0.7649 0.1012
HxP 0.6526 0.7496 0.0224 0.0105 0.0205 0.0658  0.0699 0.6132
HxE 0.2479 0.9984 0.3244 0.2668 0.8269 0.6118  0.8252 0.8026
PxE 0.5945 0.3715 0.2434 0.8587 0.5163 0.0188 0.0773 0.4156
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Efecto del factor escarificacion.- En condiciones de laboratorio, la escarificacion con el lijado de semillas alcanzd
una germinacion del 80 %, donde las semillas lijadas superaron en 30 % a las no lijadas (Figura 3Aa). El tiempo para
alcanzar 5 % de semillas germinadas (Lag,,) se redujo en 12 dias en las semillas lijadas (Figura 3B); mientras que
para alcanzar el 50 % de germinacion de las semillas viables (7',,) disminuyo siete dias en promedio, con respecto a
las semillas no escarificadas (Figura 3C). Este resultado sugiere que romper la barrera fisica que forma la testa per-
mite un inicio mas rapido de la germinacion de la semilla de P. coulteri.
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Figura 2. Efecto de la concentracion de perdxido de hidrogeno (%) en A) capacidad germinativa, B) retraso de la germinacion (Lag,,) y C) tiempo a

germinar el 50 % de semillas viables (7)) de Pinus coulteri, en condicion de invernadero.

Efecto de la Interaccion de los factores Hidratacion x Peroxido de hidrégeno.- En invernadero, el efecto del H,0,
sobre la capacidad germinativa de la semilla resultd mas efectivo cuando aument6 el periodo de hidratacion de 24 a
48 h; mientras que en ausencia de H,0, disminuy6 en mas de 30 % (Figura 4A), particularmente cuando la semilla
permanecid mas tiempo en agua. Este efecto se debe posiblemente a un agotamiento del oxigeno disponible cuando
la hidratacion es prolongada (Yasin 2016). La aplicacion de 2 0 3 % de H,0, proporciona oxigeno adicional, lo que
permite que la capacidad germinativa se mantenga a pesar del periodo de hidratacion. La combinacién de una con-
centracion de 2 % de H,0, con 48 h de hidratacion proporcion6 la mayor capacidad germinativa (83 %) de la semilla
en este ensayo.

En laboratorio, la interaccion H x P modifico el valor de 7, el efecto 24 h de hidratacion al 0y 2 % de H,0, no fue
diferente de hidratar 48 h con una concentracion del 3 %, sin embargo, se obtuvo un valor menor de T, (tiempo mas
corto) con hidratacion durante 48 h sin H,0, (Figura 4B). En relacion con la uniformidad, al aumentar el periodo de
hidratacion de 24 h a 48 h, sin la aplicacion de H,0,, aument6 la homogeneidad de la germinacion (i.e., se redujo el
valor de U_,.), mientras que al aplicar 2 % de H,0, se redujo de manera significativa con la hidratacion a 24 h; en
cambio, cuando se agregé 3 % de H,0,, el aumento en el periodo de hidratacion no afecto la uniformidad de germi-
nacion (Figura 4C).

Efecto de la Interaccion de los factores Peroxido de hidrogeno x Escarificacion.-La interaccion peroxido de hidrogeno
x escarificacion fue significativa para la variable Lag,, en la condicion de invernadero, disminuyendo entre 22y 16
dias el tiempo al inicio de la germinacion en semillas sometidas a concentraciones de 2 'y 3 % de H,0, indistinta-
mente del nivel de escarificacion de las semillas (Figura 5). En esta condicion la escarificacion de la semilla no es
relevante si no se combina con la aplicacion de H,0,. Sin embargo, un retraso a la germinacion de 16 dias es mucho
tiempo comparado con otros tiempos como el obtenido al escarificar la semilla en condiciones de laboratorio, ya que
el valor de Lag,,, fue de 6.5 dias.
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Figura 3. Efecto de la escarificacion (semillas lijadas y no lijadas) en A) germinacion, B) retraso al inicio de la germinacion (Lag,,,), C) tiempo en ger-
minar €l 50 % de semillas viables (7)) de Pinus coulteri, en condicion de laboratorio.
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Figura 4. Efecto de la interaccion de los factores hidratacién y concentracion de peroxido de hidrogeno (%) (H x P) en: A) capacidad germinativa en
condicion de invernadero, B) tiempo en germinar el 50 % de semillas viables T, y C) uniformidad de la germinacion en condicion de laboratorio en

semillas de Pinus coulteri.
Discusion

Se conoce que el deterioro de las semillas ocurre aun bajo condiciones de almacenamiento controlado, ya que el
tiempo es uno de los principales agentes en el proceso de envejecimiento natural de las semillas (Thirusendura &
Saraswathy 2017). En estudios con semillas de pino se ha encontrado que después de dos afios de almacenamiento,
las semillas gradualmente empiezan a perder su capacidad de germinacion, debido a procesos de oxidacion y
degradacion de elementos nutritivos, como los acidos grasos (Manjarrez-Juarez et al. 2017, Mendoza-Hernandez et
al. 2024). Sin embargo, esto puede variar segiin la condicién de almacenamiento, calidad de semilla y la especie en
cuestion (Barnett & Varela 2004, Ozel et al. 2022).

Efecto de la condicion del ensayo en la capacidad y dinamica de germinacion. La aplicacion de algunos tratamientos
pre-germinativos mejora significativamente la capacidad de germinacion de semillas de pino (Ghildiyal et al. 2009,
Javanmaer & Kouchaksaraei 2017, Nawrot-Chorabik et al. 2021, Song et al. 2023, Qu et al. 2023).
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Al efecto de los tratamientos también se le suma el efecto de la condicion donde se establece la prueba de germi-
nacion, ya que los entornos controlados como un laboratorio o un invernadero permiten una manipulacién precisa
de la temperatura y la luz. Por un lado, en laboratorio se observa el proceso de germinacion per se, lo cual permite
la deteccion de problemas como malformaciones, poliembrionismo y albinismo; ademas de llevar un mejor control
de enfermedades. Diversos experimentos indican que las pruebas de germinacion en laboratorio con control de tem-
peratura, luz y humedad pueden dar lugar a mejores resultados en la germinacion de diversas especies de coniferas
(Castro et al. 2005, Kueppers et al. 2017, Javanmaer & Kouchaksaraei 2017, Nawrot-Chorabik et al. 2021, Qu et
al. 2023). Por otro lado, en invernadero no es necesario hacer el traslado de las semillas germinadas de un lugar a
otro, evitando el dafio mecanico de la raiz y en consecuencia evitar el riesgo de muerte de la plantula; pero cuando la
semilla no germina quedan espacios vacios en los contenedores, lo que representa un costo en el proceso de produc-
cion de planta (Maciel et al. 2022), sin embargo, comparado con el éxito de germinacion en un ambiente natural, en
invernadero se tienen mejores resultados (Nawrot-Chorabik et al. 2021, Kavanova et al. 2023, Qu et al. 2023).

Efecto de los factores de los tratamientos y su interaccion en la capacidad y la dinamica de germinacion en cada
condicion. El efecto del factor hidratacion durante 24 o 48 h por si solo, no tuvo un efecto significativo en la mejora
de la capacidad y velocidad de germinacion de semillas de P. coulteri, asi como se ha reportado para otras especies
como Pinus sylvestris L. (Houskova et al. 2021). Por otro lado, el factor peréxido de hidrégeno (P) al 3 % en P,
coulteri, al igual que en otras especies de pino como P. roxburgii (Ghildiyal et al. 2007, 2009) y P. taeda L., ademas
de mejorar el porcentaje de germinacion, también funcioné como desinfectante (Barnett & Varela, 2004). Un efecto
similar se report6 en semillas de P. elliottii Engelm, P. echinata P. Mill. y P. palustris P.MIill. para las que la aplicacion
de H,0, al 30 % durante una hora result6 en porcentajes de germinacion y desinfeccion mayores (Barnett & Varela
2004). Se ha reconocido que el H,0,, como molécula ex6gena, rompe la latencia de la semilla ya que promueve la
expresion génica y regula los niveles oxidativos en el proceso; por lo que su uso es 1til para mejorar el tiempo y
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Figura 5. Efecto de la interaccion P x E en el retraso de la germinacion (Lag;, ) en la condicion invernadero, en semillas de Pinus coulteri.
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capacidad de germinacion (Chu et al. 2022). Mientras que el factor escarificacion, en semillas de P. pinceana, P.
Lambertiana Douglas ex R. Taylor & R.Phillips, y P. sylvestris, para las que se reportan resultados similares a los
encontrados en el presente estudio, es indispensable para romper la latencia de la semilla, permitir la entrada del
agua y activar el proceso de germinacion (Ramirez-Herrera ef al. 2008, Shen & Cho 2021, Nawrot-Chorabik et al.
2021). Otro efecto con resultados favorables en la capacidad y dindmica de emergencia de plantulas de nuestra espe-
cie de estudio fue la interaccion de los factores Hidratacion x Peroxido de hidrogeno (H x P) que es consistente con
los resultados reportados para semillas de P. faeda, en las que también en condicion de invernadero, la hidratacion
por 24y 48 horas con 3 % de H,0, mejoro significativamente la emergencia de plantulas (Barnett & Varela 2004).
Finalmente, la interaccion de los factores Perdxido de hidrogeno x Escarificacion (P x E), refuerza los resultados
obtenidos con cada factor por separado, acentuando la efectividad de su aplicacion en semillas de P. coulteri.

Estos resultados, revelan que la viabilidad de la semilla es buena, a pesar del tiempo que ha estado en almace-
namiento (mas de 10 afios), lo que coloca a P. coulteri entre las especies de pino cuya semilla tiene la capacidad
de conservar su viabilidad durante periodos largos de tiempo, por ejemplo 10 afios, como P. banksiana Lamb., P.
halepensis Mill., P. nigra J.E.Amold y P. strobus L. o incluso mayor como P. lambertiana o P. contorta Douglas
ex Loudon (Krugman & Jenkinson 1974). Por otro lado, la dindmica de germinacién se modifico con el ambiente
utilizado para realizar el ensayo; el tiempo y velocidad de germinacidon son més precisos en la prueba de laboratorio;
ya que la germinacion de las semillas es un proceso dinamico, por lo que su resultado debe estar determinado por el
tiempo, la velocidad y la homogeneidad (Hernandez-Anguiano et al. 2018, Kumar et al. 2023). Los resultados del
Lag,,, T,y U, nos dan informaciéon muy importante para la toma de decisiones en la eleccion del tratamiento
adecuado para mejorar la germinacion de semillas de P. coulteri.

Los tratamientos pre-germinativos probados modificaron la capacidad germinativa de semillas de P. coulteri. Es
necesario usar diferentes tratamientos para estimular la germinacion de acuerdo con la condicion donde se establezca
la prueba; ya que depende de esta la efectividad del tratamiento. La escarificacion de la semilla de P. coulteri se reco-
mienda bajo condiciones de laboratorio; mientras que, la aplicacion de H,0, solo 0 en combinacion con hidratacion
por 48 h para invernadero. El tiempo para el inicio de la germinacion es mas corto en condicion de laboratorio, asi
como el tiempo en alcanzar el 50 % de germinacion de las semillas, aunque con menor uniformidad que al evaluar la
emergencia de plantulas en invernadero. Para especies en peligro de extincion como P. coulteri es preferible realizar
la germinacion en laboratorio y posteriormente establecer la semilla germinada en contenedores para garantizar la
produccién de planta de calidad y con mayor probabilidad de éxito al establecer en campo, esta practica permite un
uso eficiente de semillas. Ademas, las semillas de P. coulteri mostraron alta viabilidad tras largos periodos de alma-
cenamiento, lo que representa una ventaja para la conservacion in situ o ex situ de la especie.
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