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Resumen

Guaiacum sanctum L. es una especie maderable con multiples propiedades medicinales, sin embargo,
segin la Unioén Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) se encuentra amenazada,
ademads que presenta dificultades para propagarse en condiciones silvestre. El objetivo fue evaluar el
proceso germinativo in vitro de las semillas de Guaiacum sanctum. Las semillas recién recolectadas
fueron removidas asépticamente de los frutos y sembrados en el medio de cultivo Murashige y Skoog
(MS) suplementado con acido giberélico (0.0, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 2.0 mg L' de GA3). Se utilizé un
disefio completamente al azar, aplicindose ANOVA y la prueba de Tukey (P<0.05). Con 2.0 mg L' de
GA; se obtuvo 85% de germinacion final comparado con el testigo (0.0 mg L' de GA3) que presentd
13%. Existi6 diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (P<0.0001). El porcentaje
final de germinacion aument6 a medida que las concentraciones de 4cido giberélico incrementaron. La
germinacion in vitro puede ser una alternativa de propagacion y conservacion para esta especie forestal.

In vitro seeds germination of Guaiacum sanctum L.,

a species of commercial and medicinal importance

Abstract

Guaiacum sanctum L. is a timber species with multiple medicinal properties; however, it is threatened
according to the International Union for Conservation of Nature (IUCN), it presents difficulties in
propagating in wild conditions. The objective was to evaluate the in vitro germination process of
Guaiacum sanctum seeds. The freshly collected seeds were aseptically removed from the fruits and sown
in the Murashige and Skoog (MS) culture medium supplemented with gibberellic acid (0.0, 0.25, 0.5,
0.75, 1.0, 2.0 mg L' GA3). A completely randomized design was used, applying ANOVA and Tukey's
test (P<0.05). With 200 mg L' of GAj3, 85% final germination was obtained compared to the control (0.0
mg L' of GA3) which presented 13%. There were statistically significant differences between treatments
(P<0.0001). The final germination percentage increased as the concentrations of gibberellic acid
increased. /n vitro germination can be an alternative for propagation and conservation for this forest
species.
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1. Introduccion

Guaiacum sanctum L. es un arbol tropical nativo de
crecimiento lento que pertenece a la familia Zygophyllaceae.
En México es conocido cominmente como “guayacan” y
“palo santo” (Pennington y Sarukhan, 2005). Historicamente
las poblaciones de G. sanctum han sido explotadas debido al
gran potencial medicinal que tiene, pues distintas partes de la
planta se usan para tratar diferentes enfermedades (Lopez-
Toledo et al., 2008). La corteza de G. sanctum produce una
resina que posee propiedades antibidticas para curar
enfermedades de transmision sexual como la gonorrea y la
sifilis (Fuchs y Hamrik, 2010). También es utilizado como
laxante, diurético, antiinflamatorio, para el tratamiento de la
tos, tuberculosis y reumatismo (Rivers, 2017). Estudios
preliminares indican que también podria tener propiedades
contra el cancer (Lopez-Toledo et al., 2008). Ademas, G.
sanctum es una especie maderable por lo que ha sido objeto
de extraccion para uso industrial, el alto contenido de
densidad y resina de la madera le confiere propiedad
autolubricante, lo que la hace adecuada para la construccion
naval (Lopez-Toledo et al., 2011; Pennington y Sarukhan,
2005).

El uso de la flora local es muy importante para las
comunidades; sin embargo, en muchas ocasiones las plantas
se obtienen directamente de los bosques, sin que exista un
manejo o cultivo de las especies (Cayuela et al., 2006). Este
es el caso de G. sanctum, donde el aprovechamiento se
realiza de poblaciones silvestres, y aunado a la pérdida de su
habitat debido a la deforestacion asociada con el crecimiento
poblacional, la pobreza y el cambio del uso del suelo, han
ocasionado gran reduccion de su abundancia en muchos
lugares (Cayuela et al., 2006; Lopez-Toledo et al., 2011), por
lo que hoy en dia se encuentra dentro de la lista roja de
especies amenazadas de la International Union for
Conservation of Nature and Natural Resources (IUCN) y
esta catalogado en el apéndice II de la Convencion sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y
Flora Silvestre (IUCN, 2022).

Aunado a lo anterior, los estudios para G. sanctum son
escasos. Se reporta que la germinacion ex vitro es muy dificil,
no todas las semillas germinan facilmente; por lo cual se
requiere de un manejo especial que muchas veces incluye
alguin tratamiento pregerminativo, para romper la latencia de
las semillas, ademas se reporta que las semillas son
recalcitrantes (Espinoza-Ocafia y Orantes-Garcia, 2014;
Flores et al., 2008; Valverde-Cerdas et al., 2008).

Ante la pérdida acelerada de recursos fitogenéticos, se han
desarrollo métodos eficientes de conservacion ex situ,
algunos de estos procedimientos recurren a herramientas de
la Dbiotecnologia que permiten la conservacion de
germoplasma vegetal, como lo es el cultivo in vitro, con lo
que se logra la reproduccion de las plantas de forma mas
rapida y efectiva (Bopana y Saxena, 2008). Por lo
consiguiente, el objetivo de este trabajo fue evaluar la
germinacion in vitro de las semillas de G. sanctum, para
obtener informacion basica que permita iniciar con el
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establecimiento de un protocolo de cultivo in vifro como
busqueda de wuna alternativa para la propagacion y
conservacion de esta especie.

2. Materiales y métodos

2.1. Comprobacion de la viabilidad de las semillas

Con la finalidad de comprobar la viabilidad de las semillas,
se realiz6 la técnica del tetrazolio. De un lote de 1000
semillas, se tomaron 100 al azar, las cuales se dividieron en
4 grupos de 25 semillas cada uno. Las semillas se
sumergieron en agua a temperatura ambiente (25+1 °C)
durante 24 h; posteriormente con la ayuda de un bisturi se
dividieron por los cotiledones y se les agregaron tres gotas de
tetrazolio (cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio, Sigma®) al 1%.
Las semillas fueron colocadas en cajas Petri y se envolvieron
con papel aluminio para limitar su exposicion a la luz. La
incubacion se realizé en un ambiente libre de humedad y luz,
a temperatura ambiente (25+1 °C) por 24 h (ISTA, 2005); en
seguida se observaron con un microscopio estereoscopico
Carl Zeizz®, para contar el numero de semillas totalmente
tefiidas. Se determino el porcentaje de viabilidad de acuerdo
con la férmula de Hartmann y Kester (2001), la cual
considera el tono rojo como indicador de semillas totalmente
viables, mientras que las semillas libres de coloracion son
consideradas como no viables.

2.2. Desinfeccion de semillas

Las semillas presentan un arilo de color rojo (Figura 1), la
cual fue eliminada de forma manual; en seguida se lavaron
con agua destilada esterilizada y jabon comercial,
posteriormente se llevo a cabo la aplicacion de tres sustancias
preparadas previamente en agua destilada y constante
movimiento; hipoclorito de sodio comercial (Cloralex®) al
10% durante 20 min, etanol al 70% durante 5 min y por
ultimo, agrimycin-500 (estreptomicina: oxitetreciclina:
sulfato tribasico de cobre, Pfizer®) al 1% durante 20 min.
Después de la aplicacion de cada una de las sustancias se
efectuaron tres enjuagues con agua destilada estéril.

2.3. Germinacion in vitro

Se prepararon 400 tubos de ensaye de vidrio de 200 x 25 mm
(Kimax®), con 25 mL de medio de cultivo Murashige y
Skoog (MS) (Sigma®) suplementado con diferentes
concentraciones (tratamientos) de acido giberélico (GAs)
(Sigma®); 0.0, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 2.0 mg L', con 30 g de
sacarosa, 0.1 g de myo-inositol, 0.05 g de NaHPO4 y
solidificado con 2.5 g de phytagel, se esterilizaron a 1.5 kg
cm? durante 15 min. Los tubos fueron cerrados
herméticamente con tapas de baquelita de 20 x 25 cm
(Kimax®) y sellados con polietileno (Kleen Pack®). Se dejo
a prueba de esterilidad durante tres dias en la camara de
incubacion. En cada tubo se coloco una semilla, los cuales
fueron incubados, durante 60 dias, en una camara
bioclimatica a 25+1 °C, bajo luz blanca fria fluorescente (50
umol m? s1) y fotoperiodo de 16 h luz, 8 h de oscuridad.
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Figura 1. Semillas de G. sanctum, donde se muestra el arilo de color rojo caracteristico de la especie (izquierda), asi como semillas de color

negro, sin arilo (derecha).

Se evaluo el porcentaje de germinacion final (% G) para
determinar el efecto de los tratamientos en la capacidad
germinativa (proporcion de semillas capaces de germinar en
condiciones Optimas o en una condicion determinada),
también fue calculado el tiempo promedio de germinacion,
el cual se refiere al tiempo que las semillas necesitan para
germinar y germinacion acumulada, que muestra la forma en
que se incrementa la germinacion y el tiempo (dias) de inicio
de la germinacion (Hartmann y Kester, 2001).

2.4. Diserio y andlisis estadistico

Se utilizo un disefio categérico completamente aleatorizado
con un solo factor de seis niveles, con cinco repeticiones de
20 wunidades experimentales por repeticion (6x5x20),
considerado un total de 600 semillas. Para determinar las
diferencias  estadisticamente significativas entre los
tratamientos, se aplicd un andlisis de varianza (ANOVA)
simple y se realizo la prueba de Tukey para la comparacion
de medias (P<0.05).

3. Resultados y Discusion

3.1 Efectos en la progenie y proporcion de individuos
diapausicos

Las semillas de G. sanctum presentaron 100% de viabilidad.
Espinoza-Ocafia y Orantes-Garcia (2014), indicaron que las
semillas de Guaiacum sanctum recién colectadas mantienen
una viabilidad del 100%.

De acuerdo con los andlisis hubo diferencias significativas
entre los tratamientos (P<(0.0001). El mayor porcentaje de
germinacion final se obtuvo en el tratamiento 2.0 mg L' de
GA3 (85%+3.53), mientras que en las semillas a las que no
se les aplicd ninguna concentracion de acido giberélico se
obtuvo el menor porcentaje de germinacion final con 13%
(+2.73) (Figura 2). Diversos autores muestran que las
giberelinas son importantes para inducir la germinacion,

permiten el rompimiento de la latencia, por lo que son
ampliamente utilizadas para promover o inducir la
germinacion de semillas en diversas especies de plantas
(Tigabu y Odén, 2001; Siobhan y McCourt, 2003).
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Figura 2. Comparacién de medias del porcentaje de germinacion
final en los diferentes tratamientos aplicados a las semillas de
Guaiacum sanctum (N=600, F=98.38, P<0.0001).

El acido giberélico acelerd6 el tiempo en el proceso
germinativo de las semillas de G. sanctum. Con el
tratamiento 2.0 mg L' de GA3inici6 el proceso germinativo
a los seis dias después de la siembra (dds) concluyendo a los
30 dds, seguido de los tratamientos 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0 mg
L' de GAsalos 10 dds, terminando a los 36 dds y finalmente
las semillas con 0.0 mg L' de GAs iniciaron la germinacion
a los 15 dds finalizando a los 50 dds (Figura 3).

Se ha demostrado que uno de los mecanismos de accion del
acido giberélico consiste en un efecto directo sobre el
potencial de crecimiento del embrion, favoreciendo su rapido
crecimiento y desarrollo del tallo y hojas en los primeros
dias, por lo que, sin lugar a dudas, el suministro de giberelina
es necesario para iniciar la activacion o sintesis de varias
enzimas que actuaran para la nutricion durante la
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germinacion y tiempo después (Bidwell, 2000; Debeaujon y
Koornneef, 2000). La causa de la latencia de G. sanctum
parece estar relacionada con una deficiencia de giberelina en
la semilla, ya que se obtuvo un mayor porcentaje de
germinacion cuando se agregd acido giberélico al medio.
Araya et al. (2000), observaron una relacion directa entre
concentracion de 4acido giberélico y porcentaje de

germinacion en semillas de Alnus acuminata, ya que se
obtienen mayores porcentajes de germinacion cuando el
acido giberélico se emplea a altas concentraciones, con 2.0
mg L' de GA; obtuvieron 55% de germinacion final,
comparado con el testigo 25%. Cabe mencionar, que este
trabajo seria el primero en evaluar el 4cido giberélico como
promotor del proceso germinativo in vitro de G. sanctum.

e

Figura 3. Proceso germinativo in vitro de las semillas de Guaiacum sanctum con 2.0 mg L' de GA;. Seis después de la siembra (a), a los
21 dias al inicio de la germinacion mostrando emergencia del hipocotilo proyectando los cotiledones hacia arriba (b) y a los 28 dias,

emergencia de las primeras hojas (c).

4. Conclusion

Se obtuvo 85% de germinacion in vitro de semillas de
Guayacum sanctum usando 2 mg L' de GA3. La informacion
generada en este estudio puede ser util para la generacion de
un protocolo de cultivo in vitro que pueda contribuir con el
rescate de G. sanctum, considerando que es una especie
nativa de México y que se encuentra amenazada.
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