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RESUMEN

El palo blanco (Ipomea arborescens) es un arbol perenne perteneciente a la familia Convolvulaceae, de
importancia etnobotanicay forrajera. El objetivo del trabajo fue evaluar el porcentaje de germinacion in vitro
con tratamientos pregerminativos (escarificacion mecanica sin AG3, escarificacion mecanica y
concentraciones de 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 de AG®/mgL-!, sin escarificacion mecéanica y con las
concentraciones de AG® mencionadas, y el control sin escarificacion mecéanica ni AG?®). El disefio
experimental fue completamente al azar con arreglo factorial de 3 tratamientos, 3 repeticiones (25 semillas
cada uno) y un control, con un ANDEVA y media de Tukey-Kramer (a=0.05 %). Los resultados no mostraron
diferencias significativas en los tratamientos pregerminativos evaluados, excepto el control que no mostré
germinacién. La germinacioén fue 98.33 a 99.66 %, se presentd un 0.00 a 0.66 % de semillas anormales,
98.66 a 99.66 % de semillas normales y 0.33 a 1.00 % de semillas no germinadas. La altura promedio en
las plantulas antes del trasplante fue 8.58 cm. La sobrevivencia al trasplante en el dia 9no y 16vo fue 100%,
con altura promedio de 16.27 cm. Los resultados sefialan que, las semillas de I. arborescens requieren
tratamiento pregerminativo (escarificacibn mecanica) para germinar y perpetuar la especie en el habitat
silvestre.

Palabras clave: escarificacion mecanica, etnobotanica, planta forrajera, pregerminativo.

ABSTRACT
The palo blanco (Ipomea arborescens) is a perennial tree belonging to the Convolvulaceae family, of
ethnobotanical and forage importance. The objective of the work was to evaluate the percentage of
germination in vitro with pregerminative treatments (mechanical scarification without AG®, mechanical
scarification and concentrations of 0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 of AG3mgL-*, without mechanical scarification
and with concentrations of AG® mentioned, and the control without mechanical scarification or AG?). The
experimental design was completely randomized with a factorial arrangement of 3 treatments, 3 repetitions
(25 seeds each) and a control, with a Tukey-Kramer ANDEVA and mean (a=0.05 %). The results did not
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show significant differences in the pregerminative treatments evaluated, except for the control that did not
show germination. Germination was 98.33 to 99.66 %, there were 0.00 to 0.66 % of abnormal seeds, 98.66
to 99.66 % of normal seeds and 0.33 to 1.00 % of non-germinated seeds. The average height in the
seedlings before transplanting was 8.58 cm. Transplant survival on the 9th and 16th day was 100 %, with
an average height of 16.27 cm. The results indicate that I. arborescens seeds require pregerminative
treatment (mechanical scarification) to germinate and perpetuate the species in the wild habitat.
Keywords: mechanical scarification, ethnobotany, fodder plant, pregerminative.

INTRODUCCION

El palo blanco (Ipomoea arborescens) es un arbol que florece y fructifica en los meses
de noviembre y abril. Esta planta habita en ecosistemas de bosques caducifolios de las
cuales se distribuyen por el occidente de México extendiéndose desde los bosques
tropicales de Sonora hacia el sur de Michoacan y Morelos (Austin et al., 2005; Leodn et
al., 2006). Tiene por nombre comun palo santo, palo blanco, casahuate, entre otros.
Comunmente es utilizado como fuente de alimento para el ganado lo que genera una
baja en su poblacion (Mc Caughey-Espinoza et al., 2018; Murillo-Luke et al., 2022).

Es necesario establecer un método para la recuperacion de la especie, por ser utilizada
discriminadamente en la parte noroeste de México, como alimento en la época critica del
afo para animales domeésticos. Por ende, la biotecnologia nos ha brindado herramientas
como la germinacion in vitro. Es utilizada para conservar y micropropagar material
vegetativo en corto tiempo y en espacios reducidos (Sharry et al., 2015; Mc Caughey-
Espinoza et al., 2020).

La germinacion es un proceso que ocurre en el embrion dentro de la semilla, para crecer
y llegar a transformarse y producir una planta por medio de varios procesos metabolicos
(Castro-Zevallos & Valencia-Escobar, 2021). Este proceso se debe de llevar a cabo en
condiciones favorables como lo son nutrimentos, agua, temperatura, luz y también la
presencia de fitohormonas. Antes de la germinacion la semilla presenta un proceso de
latencia, el cual es un método de supervivencia si esta no cuenta con factores
ambientales adecuados (Varela & Arana, 2011).

La calidad de una semilla depende de su capacidad de germinar y su crecimiento aun en
condiciones no idéneos. Se debe tomar en cuenta que la semilla es un ente vivo por lo
gue hay que tratar de mantenerla viable y con su mayor potencial biolégico el mayor
tiempo posible (Tamborelli, 2021). Por ello, para garantizar una calidad de semillas en
laboratorios se siguen reglas de ISTA (International Seed Testing Association).

La escarificacion mecanica es una técnica donde se utiliza una lija en friccion directa en
la testa, del cual se puede realizar con una limadora, un papel o un corte sobre la semilla
sin dafar el embrién durante el contacto. Esto con el fin de permitir la entrada de agua
una vez que se haya sembrado para permitir la germinacién mas rapida y uniforme una
vez cultivada.
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Un tratamiento pregerminativo para inducir la germinacion es el uso de &cido giberélico
(AG?®), esta fitohormona permite la regulaciéon en el crecimiento de la planta. A bajas
concentraciones acelera el desarrollo vegetativo, y la semilla rompe la etapa de
dormancia, que como consecuencia promueve la sintesis en las enzimas de reserva para
el proceso de germinacion (Alcantara-Cortes et al., 2019).

La semilla es el principal 6rgano de reproduccién para la recuperaciéon de poblaciones en
plantas para futuros trabajos de reforestacion o conservacién (Doria, 2010), por ello es
importante realizar trabajo de investigacion sobre su comportamiento germinativo.

La especie del palo blanco no presenta historial de investigacion sobre su la calidad de
semilla, por lo que el presente objetivo de la investigacion fue determinar el porcentaje
de germinacion in vitro con diferentes concentraciones de &cido giberélico (AG3).

MATERIAL Y METODOS

La investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de cultivo de tejidos del Departamento
de Investigaciones Cientificas y Tecnolégicas de la Universidad de Sonora (DICTUS).

Especie en estudio y sitio de colecta

Se trabajo con semillas palo blanco (Ipomea arborescens). La identificacion de la planta
se realizo en el herbario de la Universidad de Sonora, que tiene un numero de catalogo
17071. Las semillas se recolectaron en el municipio de Hermosillo, Sonora localizado a
26 kildmetros. Con coordenadas 29°10°44.81” latitud norte y 110°50°’57.02” longitud
oeste, a 277 metros sobre el nivel del mar (msnm). El clima es célido, con una
temperatura media anual de 23.8°C, con un suelo de regosol y una vegetacion de
matorral arbosufrutescente (SAGARPA-COTECOCA, 2012; INEGI, 2007; SAGARPA,
2010).

Colecta de semillas y almacenamiento

Se colectaron semillas que no presentaran deterioro o con germinacion prematura. Por
lo tanto, se colectaron semillas fisiolégicamente maduras que no presentaran dafios
fisiol6gicos, mecanicos y por insectos (Figura 1) (Mc Caughey-Espinoza et al., 2020). Una
vez colectadas las semillas, se colocaron en una bolsa con cierre (ziploc), se
almacenaron a una temperatura de 4° C (Oliva et al., 2014; Mc Caughey-Espinoza et al.,
2018).
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Figura 1. Capsula (A), semillas de Ipomoea arborescens (B) y semillas escarificadas (C)

Germinacion in vitro

Para esta evaluacién se utiliz6 como medio de cultivo Woody Plant Medium (WPM)
(Trigiano & Gray, 2011); constituido de sales minerales y vitaminas (tiamina (0.1g/L), mio-
inositol (100g/L), sacarosa (30g/L) y agar (8g/L). A dicho medio se afiadié acido giberélico
(AG?®), a concentraciones de 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mgL-'. Para cada concentracion
fitohormonal se utilizaron 25 semillas (Mc Caughey-Espinoza et al., 2020). Las semillas
de palo blanco se limpiaron (eliminaron impurezas y semillas inmaduras), posteriormente
se les aplicé una escarificacion mecanica con el uso de un mini dril marca Maser, serie
364071922 con 16,000 RPM con un namero de lija 180 (Figura 1).

Se realiz6 el proceso de desinfeccion en la cdmara de flujo laminar (Marca Edge Gard
Hood), antes de realizar la siembra, con el uso de alcohol al 96 %, dejandose durante 30
min encendida una lampara de luz fluorescente de 40 W con una irradiacién de 8-10 W.
m?2.

Se utilizaron frascos tipo gerber de vidrio transparente, cajas Petri de vidrio, pinzas y
bisturi; todo el material serd previamente esterilizado en una autoclave modelo
Sterilmatic, a una temperatura de 120° C y 15 kg/cm? de presién durante 15 minutos.
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Siembra de las semillas e incubacion

Las semillas se embebieron con agua desionizada estéril, durante 1 hora antes de la
siembra, posteriormente se desinfectaron con alcohol etilico al 70 % (70 ml de C,H¢O /30
ml de H20) durante 2 minutos; y por ultimo con hipoclorito de sodio (NaClO) (CLOROX®)
al 10 % durante 10 minutos, y una gota de Tween 20; antes de proceder a la siembra se
realizaron 3 lavados con agua des-ionizada estéril para posteriormente se realiz6 la
siembra.

Una vez sembradas las semillas, estas se colocaron el cuarto de incubacién, en
condiciones controladas, a una temperatura de 25+2° C, y un fotoperiodo de 16 horas luz
con 8 horas de oscuridad y 70-75 % de humedad relativa.

Trasplante de las plantulas

Para llevar a cabo el trasplante de los frascos tipo gerber a vasos de plastico transparente
#10, se manejaron plantulas que presentaran una altura superior a 7 cm, con el proposito
de que las plantulas mostraran un crecimiento normal. Dicho trasplante se llevo a cabo
en la camara de flujo laminar. El sustrato que se utilizo fue peat moss previamente
esterilizado en una autoclave modelo Sterilmatic, a una temperatura de 120° C y 15
kg/cm? de presion durante 30 minutos. Los riegos aplicados en las vitroplantas en vasos
fueron de dos veces por semana. Las vitroplantas se dejaron en el cuarto de crecimiento
para su aclimatacion y desarrollo.

Aclimatacion y trasplante

Al tercer dia del trasplante, se realizé un orificio al vaso por la parte superior, y el resto a
los laterales, en total se realizaron 4 orificios con el fin de que las plantulas se aclimataran
paulatinamente con la entrada del oxigeno. Se utilizaron macetas negras de polietileno
con una capacidad de un kilogramo, se utilizé peat moss previamente esterilizado como
sustrato. Se dejaron en el cuarto de crecimiento para concluir con su aclimatacion y
desarrollo. Para el control de fitopatdgenos se aplicaron riegos tres veces a la semana
con Carbendazim a una concentracién de 0.375 gr/L-1.

Porcentaje de germinacién (%G)

Se evalué de acuerdo a los tratamientos pregerminativos utilizados (con escarificacion
mecanica con y sin AG3, con escarificacibn mecanica y concentraciones de 0, 0.5, 1.0,
1.5y 2.0 y por ultimo el control sin escarificacion mecéanica ni AG?), se llevé acabo de
acuerdo con la Asociacion Internacional de Ensayos de Semillas (ISTA, 2019), con la
siguiente formula:
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Numero de semillas germinadas (100)

Porcentaje de Germinacion (%G) = - -
J (%G) Numero total de semillas

Para determinar el % de semillas germinadas, plantulas normales, plantulas anormales
y % de semillas no germinadas.

% de germinacion= al numero total de semillas germinadas.

% de plantulas normales= que no cuentan con alguna malformacion (raiz y cotiledones).
% de plantulas= con malformacion (raiz y cotiledones).

% de semillas no germinadas= el total de semillas que no germinaron (semillas vanas,
contaminadas etc.).

Altura de las plantulas y Porcentaje de sobrevivencia al trasplante (PST)

Se midieron las plantulas a los 10 dias de la germinacion. con un vernier de 6” modelo
CD-6CSX (Mitutoyo Absolute). Se evaluo al dia 9 y 16 después del trasplante de las
vitroplantas de Ipomoea arborescens.

Analisis estadistico

Para evaluar el porciento de germinacién in vitro, altura de plantulas y porcentaje de
sobrevivencia al trasplante de Ipomoea arborescens, se utilizé un disefio completamente
al azar, con un arreglo factorial de 4 tratamientos, 3 repeticiones con 25 semillas cada
unay el control, se llevé a cabo un analisis de varianza (ANDEVA), con una comparacion
de medias por Tukey-Kramer P<0.05, y se llevo a cabo con el programa JMP version 17.0
(JMP Statistical Discovery LLC. 2022).

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con el andlisis estadistico con respecto a los resultados obtenidos, se
presentaron diferencias significativas al analizar los parametros evaluados mostrandose
diferente el control con el resto de las evaluaciones (Tabla 1). Cabe sefialar por los
resultados obtenidos en relacién con el control, las semillas no germinaron, por lo tanto,
las semillas de Ipomea arborescens si requieren de un tratamiento pregerminativo.

El porcentaje de semillas germinadas con los tratamientos utilizados se obtuvo de manera
general de un 98.66 % a 99.66 % con una R? de 0.152 (Figura 2), excepto el control que
sus semillas no germinaron, mientras que el porcentaje de plantulas anormales mostro
un 0.00 % a 0.66 % de germinacién con una R? de 0.159.
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Tabla 1. Germinacion in vitro de la semilla de palo blanco (Ipomoea arborescens)

Escarificacio Fitohormona % de % pléantulas % pléantulas % semillas
n mecénica AG¥mgL-! germinacion anormales normales no germinadas

- 0.00+0.00b 0.00+0.00b 0.00+0.00b 0.00+0.00b

0 98.33+1.52a 0.33+0.57a 98.33+1.52a 1.66+1.52a

0.5 99.00+1.00a 0.66+0.57a 99.00+1.00a 0.33+0.57a

1.0 98.66+1.52a 0.33+0.57a 98.66+1.52a 1.00+1.00a

15 99.66+0.57a 0.00+0.00a 99.66+0.57a 0.33+0.57a

2.0 99.33+1.15a 0.33+0.57a 99.33+1.15a 0.33+0.57a

0 99.33+0.57a 0.00+0.00a 99.33+0.57a 0.66+0.57a

0.5 98.33+1.15a 0.66+0.57a 98.66+0.57a 1.00+1.00a

1.0 99.33+1.15a 0.33+0.57a 98.66+1.57a 0.33+0.57a

15 98.66+1.15a 0.33+0.57a 99.00+1.00a 0.66+1.15a

2.0 99.00+1.00a 0.33+0.57a 99.33+0.57a 0.33+0.57a

*a, b, c literales diferentes, entre columna indican diferencias significativas (P<0.05). -No tiene tratamientos.

Figura 2. Germinacion in vitro de semillas de |. arborescens

Sin embargo, el porcentaje de plantulas anormales mostraron por debajo del 1.0 %
presentaron geotropismo negativo (Figura 3), esto no impide que las semillas no puedan
ser germinadas en oscuridad o con luz. Por otra parte, al evaluar el porcentaje de semillas
normales el andlisis arrojé un 98.33 % a 99.66 % de semillas que germinaron sin ningun
problema fisiolégico, con una R? de 0.186. Por ultimo, tenemos al porcentaje de semillas
no germinadas con 0.33 a 1.66 % con una R? de 0.208.
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Figura 3. Fototropismo negativo

Con respecto a los resultados obtenidos en esta investigacion, podemos sefialar que las
semillas de Ipomoea arborescens no requieren una estimulacion fitohormonal para su
germinacion, ya que esta especie puede tener arriba del 95 % de germinacion,
Uunicamente con el proceso de escarificacion mecanica y embebida en agua durante 1
hora y que las semillas se hayan resguardado en condiciones adecuadas de 4° C de
acuerdo con Oliva et al., (2014); Mc Caughey-Espinoza et al., (2018).

Sin embargo, Davalos & Vucko, (2020), sefialan que no es obstaculo la germinacion de
las semillas del género Ipomoea al momento de la dispersién porque no se trata de un
impedimento mecanico, sino mas bien quimico. Por lo que la imbibicibn aumenta el peso
y tamafio de las semillas, es decir, el tegumento es permeable al agua.

Cabe mencionar que para obtener porcentajes de germinacion arriba del 95 %, las
semillas de palo blanco Unicamente requieren de una escarificacion mecéanica y las
condiciones de temperatura y humedad para lograr un buen porcentaje de germinacion
adecuada. Sin embargo, la germinacion se presentd al tercer dia de la siembra
independientemente del tratamiento pregerminativo utilizado.

Davalos & Vucko, (2020), evaluaron la germinacion con escarificacion mecanica de las
semillas de Ipomoea nil (L.) Roth, y obtuvieron hasta un 79 % a las 48 horas de
embebecimiento. Resultados que son mas bajos que lo que se obtuvieron en este trabajo
con semillas de Ipomoea arborescens. Alarcon-Bravo & Torres (2016), obtuvieron el
porcentaje de germinacién en semillas escarificadas mecanicamente donde se uso lijay
obtuvieron para |. asarifolia, 1. tiliacea, I. hederifolia, I. incarnata, 1. nil, M. quinquefolia e I.
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piurensis, presentaron 100 % en la germinacion e |. alba present6 un 90 %. Por otra parte
|. parasitica con 70 %, |. amnicola con 63 %, |. aristolochiifolia con 60 %, I. wrigthii con 50
%, |. purpurea con 40 %y I. cairica con 30 %, mientras que las especies M. aegyptia, M.
umbellata e I. quamoclit presentaron un porcentaje germinativo de 25 %, 20 % y 10 %
respectivamente mientras que el control fue 0 %. Dichos resultados muestran claramente
gue la mayoria de las semillas de este género requiere un tratamiento pregerminativo
(escarificacion mecénica) para lograr germinar.

Altura de las vitroplantas

De acuerdo con el andlisis estadistico que se utiliz6, no se presentaron diferencias
significativas. La altura promedio general de las plantulas de Ipomoea arborescens fue
de 8.58 cm, con un promedio general a los 11 dias posteriores a la germinacion (figura
4). Las semillas con el tratamiento de escarificacion sus plantulas presentaron un
promedio en altura de 8.25 cm y una desviacion estandar (DE) de 0.260. Mientras que
las semillas con escarificacion mecanica y AG®/mgL-! independientemente de la
concentracion que se utilizd, mostraron un promedio de 8.78 cm y una DE de 0.260, por
altimo, las plantulas provenientes de semillas que fueron tratadas con AG3/mgL-!
independientemente de su concentracion mostraron una altura promedio de 8.73 cmy
una DE de 0.260, y una R? de 0.297.

Figura 4. Medicién de la plantula de I. arborescens

Ipomoea arborescens presentd un desarrollo muy rapido independientemente de los
tratamientos pregerminativos utilizados, por lo tanto, en corto o mediano plazo se pueden
obtener plantulas con una altura adecuada para la etapa de aclimatacion.
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En evaluaciones de otras especies en cuanto la altura de las vitroplantas en el proceso
de aclimatacion se tiene que Hernandez et al., (2019) evaluaron la especie de paprika
(Capsicum annum L.) obtuvieron alturas de 9.7 a 12.6 cm con concentracionesde 0 a 1.0
de AG3*/mgL™* con el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) con un fotoperiodo
de 16 horas de luz. Por otro lado, Herndndez-Meneses et al., (2018) obtuvieron de la
especie bromelia (Vriesea heliconioides) Kunth Hook. ex Walp de 5.4 a 7.6 cm de altura
con el medio de cultivo MS con AGz de 0 a 1uM a 16 h de luz, al igual que, Araya et al.,
(2000) estimaron la altura de plantulas de jaul (Alnus acuminata) y mostraron de 0.8 a 2.8
cm en base a diferentes concentraciones de 0 a 2.0 mg/L AG2 adicionado en el medio MS
con un fotoperiodo de 12 h. Dicho esto, en comparacion a los resultados obtenidos en
este trabajo, indica pruebas positivas de crecimiento y desarrollo en la planta con el uso
del &cido giberélico en el medio de cultivo MS en las semillas de palo blanco (Ipomoea
arborescens).

Sobrevivencia al trasplante

Las plantulas al 9no y 16vo dia después de su trasplante a vasos, de manera general
(independientemente de los tratamientos pregerminativos evaluados), fue del 100 %, esta
sobrevivencia de las vitroplantas es muy aceptable al no presentarse mortalidad en el
proceso de su adaptacion durante los 15 dias (Figura 5). No se presentaron fitopatdgenos
gue ocasionaran algun dafio o muerte a las plantulas de I. arborescens, en los vasos las
plantulas alcanzaron una altura promedio de 16.27 cm (Figura 6). Por otra parte, también
se presento una excelente adaptacion al trasplante de vasos a macetas de mostrandose
un 98 % de sobrevivencia, cabe sefalar que esta especie presenta excelente tasa de
sobrevivencia al trasplante lo que pudiera ser un indicador al momento de ser trasplantes
de plantulas con alturas idoneas en areas silvestres.

CONCLUSIONES

Las semillas de I. arborescens requieren de un tratamiento mecanico para poder germinar
por lo que estos resultados nos explican su baja presencia o abundancia en sus sitios
silvestres al obtener 0 % de germinacion en semillas sin tratamiento pregerminativo. Con
la escarificacion mecanica independientemente de la aplicacién fitohormonal (AG®) y sus
concentraciones (0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mgL-!) se puede obtener arriba de 95 % de
germinaciéon. Se lograron obtener plantulas con un promedio de 16.27 cm con una
sobrevivencia al trasplante en macetas del 98 %. Para programas de reforestacion con
esta especie en lugares idoneos es importante considerar las necesidades pre
germinativas que requiere su semilla para evitar realizar siembras directas sin resultados
favorables.
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Figura 6. Medicién de las plantulas de I. arborescens
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