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RESUMEN

La granada es una planta cuyo fruto tiene una alta demanda alimenticia por su alto contenido en
antioxidantes, sin embargo, la propagacion y disponibilidad de plantas presentan diversas dificultades entre
las que se encuentran dafios por enfermedades y plagas que restringen el desarrollo de la industria de la
granada; en la actualidad se han enfocado diversos estudios para generar nuevos cultivares basado en el
fitomejoramiento y en el que es fundamental optimizar la germinacion de la semilla. El objetivo de este
estudio fue determinar el efecto de tratamientos pre-germinativos: hidratacion de la semilla (remojo 0, 24,
48y 72 h), escarificacion quimica (inmersion en HSO4 al 70 y 98% por 20 y 40 min) y la escarificacion
por temperatura (almacenamiento de la semilla a 4 y 25 °C durante 30 dias). Se calcul6 el porcentaje de
germinacion y la velocidad de germinacién de las semillas por un periodo de 30 dias. En el remojo de la
semilla a las 24 y 48 h presentaron una germinacion de 16 y 25%, respectivamente; en la escarificacion por
temperatura los tratamientos a 25 °C presentaron un 8% de germinacion tanto en papel filtro como en tierra.
Los mejores porcentajes de germinacién (87.3%) se presentaron en la escarificacion quimica (70 y 98%
H>SO4) con los mayores valores de velocidad de germinacion (0.6376-0.7591 plantas/dia). Se concluye que
el tratamiento de escarificacion quimico es el mas recomendable para obtener el mayor porcentaje de
germinacion en menor tiempo.
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ABSTRACT

The pomegranate is a plant that produces a fruit with a high nutritional demand due to its high content of
antioxidants, however, the propagation and availability of plants present various difficulties, including
damage by diseases and pests, which restrict the development of the pomegranate industry, today several
studies have focused on generating new cultivars based on plant breeding and in which it is essential to
optimize seed germination, so the aim of this research was to determine the effect of pre-germination
treatments such as the hydration of the seed (soaking for 0, 24, 48 and 72 h), chemical scarification
(immersion in H2SO4 at 70% and 98% for 20 and 40 min) and the scarification by temperature (storage of
the seed at 4 and 25° C for 30 days), the germination percentage and the germination speed of the seeds
were calculated up to 30 days. In the soaking of the seed at 24 and 48 h they showed germination of 16 and
25%, respectively; in the scarification by temperature the treatments at 25 °C showed 8% germination both
on filter paper and in soil. The best germination percentages (87.3%) occurred in chemical scarification (70
and 98% H,SO,) with the highest germination speed values (0.6376-0.7591 plant/day). Therefore, in this
work it is concluded that the chemical scarification treatment is the most recommended to obtain the highest
percentage of germination in the shortest time.

11
Recibido: 14 de enero de 2022.
Aceptado: 01 de abril de 2022.


mailto:agutierrez@ciatej.mx

Avrticulo de Investigacion Revista Mexicana de Agroecosistemas Vol. 9 (S1), 2022 11-18, ISSN: 2007-9559

Index words: Punica granatum, sulfuric acid, scarification, germination speed, temperature.
INTRODUCCION

El granado es una planta perenne en condiciones tropicales, mientras que en condiciones subtropicales se
comporta como una planta caducifolia (Aksoy and Dalkilic, 2019). Entre los principales paises productores
y exportadores del mundo se encuentran China, India e Israel, mientras que en Europa el principal productor
de granada es Espafia, en Africa, Egipto y en América de Sur destacan Per(i y Chile (Espinoza et al., 2017).
En México la produccion de granado se destacan los principales productores como; Morelos, Oaxaca,
Hidalgo, Guanajuato y Jalisco, aportando en 70% de produccion nacional (SIAP, 2019). En la actualidad,
este fruto ha cobrado importancia mundial por sus propiedades antioxidantes, mismas que le confieren
propiedades  farmacoldgicas anticancerigenas, antitumorales, antimicrobianas, antidiarreicas,
hepatoprotectivas y para el control de enfermedades renales (Assadi et al., 2019; Lavoro et al., 2021).

Por lo anterior, la demanda por la fruta de granada en el mercado va en aumento, sin embargo, los
arboles de granada y las frutas son susceptibles a enfermedades virales, bacterianas y fangicas durante su
crecimiento (Caglayan et al., 2019; Nouri et al., 2020; Caglayan et al., 2020). Recientemente se ha detectado
una enfermedad vegetal emergente, referida como muerte regresiva por Fusarium o Fusarium dieback (FD),
la cual se ha detectado en varias plantas en California y Florida. FD es causado por los efectos combinados
de un escarabajo (Scolytinae) con un complejo ambrosial Euwallacea fornicatus y su compafiero fangico
simbidtico Fusarium euwallaceae. Los escarabajos hembras crean galerias de cria en el tronco, que son
simultaneamente inoculado con Fusarium sp. El hongo invade el tejido vascular del arbol, causando la
muerte del &rbol (Chen et al., 2020).

Diferentes estudios demuestran que el complejo ambrosial, afectan a numerosas familias de arboles,
asi como especies de cultivos, madera y ornamentales. La globalizacion y los modernos medios de
transporte, han eliminado las barreras naturales que aislaban los complejos ambrosiales, facilitando la
introduccion de los mismos en nuevas areas e incrementando el riesgo latente de una nueva asociacion del
hongo (F. euwallaceae) con un escarabajo nativo que afecte diversas especies de arboles incrementando el
riesgo de infestacion (Joseph and Keyhani, 2021; Short et al., 2017), causando grandes pérdidas de plantas
susceptibles al complejo ambrosial como los arboles de granado (Punica granatum). Por lo anterior es
indispensable generar estrategias que estimulen mecanismos de defensa en plantas de granado para lograr
resistir a la enfermedad (Tripathi et al., 2019).

Para lograr lo anterior es imprescindible contar con un gran nimero de plantas, que permitan evaluar
diversas estrategias efectivas para estimular la defensa de la planta. Por lo que esta investigacion esta
enfocada a mejorar la germinacion de semillas de granado, para obtener el mayor nimero de plantas
requeridas para estudios futuros de planta-patdégeno. En general la propagacion de granado puede ser de
forma vegetativa (estacas, acodos o por cultivo in vitro) o por semilla. Las plantas generadas a partir de
semilla presentan un bajo porcentaje de germinacién por el estado de dormancia, incapacidad de una semilla
intacta y viable de germinar bajo condiciones de temperatura, humedad y concentracién de gases que serian
adecuadas para la germinacién (Da Silva et al., 2017).

La dormancia presenta cinco clases: 1. Fisioldgica (PD). 2. Morfolégica (MD). 3. La morfofisiolégica
(MPD). 4. Fisica (PY). 5. Combinada, fisiol6gica y fisica (PY+PD) (Baskin y Baskin, 2014). En el caso de
la semilla de granada se presenta la dormancia fisioldgica, en el que el endocarpo puede constituir una
barrera mecénica para la germinacion. Debido a esta condicion los tratamientos pre-germinativos son de
gran relevancia para optimizar la germinacién de semillas si estas presentan algin tipo de dormancia.

Los tratamientos pregerminativos, son todos aquellos procedimientos necesarios para romper la
dormancia de las semillas, esto es, el estado en que se encuentran algunas semillas tal que, estando vivas,
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no son capaces de germinar sino hasta que las condiciones del medio sean las adecuadas para ello (Arnold,
1996). Los métodos pregerminativos mas comunes para escarificacion son: 1. Mecénica. 2. Quimica. 3. Por
temperatura. 4. Himeda (Merino-Valdes M. et al., 2018). Por lo que el objetivo de este estudio es evaluar
diferentes tratamientos pre-germinativos que permitan acelerar y promover la germinacion de las semillas
de granado.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccion y manipulacién de semilla

Los frutos recolectados en el mes de noviembre-diciembre de 2020, los frutos se trasladaron al Laboratorio
de Biotecnologia del Instituto Tecnolégico de Tlajomulco; se extrajeron las semillas, se eliminé el arilo y
se sometieron en una solucion de 2.0% de jabon con 10% de cloro comercial durante 5 min, se enjuagaron
con suficiente agua de la llave hasta eliminar el exceso de jabon y cloro. Posteriormente se colocaron las
semillas sobre papel y se dejaron secar en condiciones de oscuridad a una temperatura de 25 °C durante 5
dias (d).

Efecto del tiempo de la escarificacion himeda (hidratacion de semilla de granado) en la germinacion

Después del proceso de desinfeccion y desecacion de las semillas de granado, estas fueron almacenadas
durante 30 dias en condiciones de oscuridad a una temperatura de 4 °C, posteriormente se lavaron las
semillas en una solucion de jabon al 2% con 5 gotas de Tween durante 10 min, en condiciones asépticas se
sometieron en una solucion de 1.0 g I* de benomilo con 0.3 g I'* de estreptomicina durante 20 min, después
se colocaron en cloro al 30% con 5 gotas de Tween durante 30 min; finalmente se colocaron en 70 °C de
alcohol durante 1 min. Cabe mencionar que después de cada tratamiento se realizaron dos lavados de agua
destilada estéril durante 1 min, posteriormente se evalué el efecto de la hidratacion de semillas como se
indica a continuacion: TR1. Control (sin remojo); TR2. 24 h de remojo; TR3. 48 h de remojoy TR4. 72 h
de remojo. Posteriormente las semillas se colocaron en un frasco con papel filtro a 25 °C en condiciones de
fotoperiodo (12h luz) y la germinacién de la semilla se evalu6 a los 30 dias.

Efecto de temperatura y sustrato en la germinacion de semillas de granado

Después del proceso de desinfeccion y desecacién de las semillas, se evalu6 el efecto del sustrato (papel
filtro, tierra) y la temperatura en el almacenamiento de la semilla durante 30 dias (4 y 25 °C), evaluando los
siguientes tratamientos: TT1. 25 °C en papel filtro; TT2. 25 °C en tierra; TT3. 4 °C en papel filtro; TT4. 4
°C en tierra. Posteriormente las semillas se germinaron a una temperatura de 25 °C en condiciones de
fotoperiodo (12 h luz) y la germinacion de la semilla se evalu6 a los 30 dias.

Efecto del &cido sulfarico en la germinacion de semillas de granado

Después del proceso de desinfeccion y desecacion de las semillas de granado, estas fueron almacenadas
durante 30 dias en condiciones de oscuridad a una temperatura de 4 °C, posteriormente se evalud el efecto
del &cido sulfdrico a diferentes concentraciones y diferentes tiempos de exposicién en la semilla en papel
filtro con los siguientes tratamientos: TAL. Control; TA2. 20 min a 70% de H,SO4; TA3. 40 min a 70% de
H,SO4; TA4. 20 min a 98% de H,SO4; TA5. 40 min a 98% de H,SO,. Posteriormente las semillas se
germinaron a 25 °C en fotoperiodo (12 h luz) y la germinacién de la semilla se evalu6 a los 30 dias.
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indice de velocidad de germinacion (IVG)

Se realizaron conteos cada tercer dia del nimero de semillas germinadas. Como criterio de germinacion se

considerd la protrusién radicular. EI célculo del IVG se realiz6 de acuerdo con la propuesta de Maguire
(1962).

Analisis estadistico

Los datos presentados corresponden a la media de cuatro réplicas, cada una con cinco semillas, se
sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA); posteriormente se realiz6 la comparacion de medias por la
prueba de Tukey (P<0.05) empleando el software MINITAB 17.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con la finalidad de acelerar e incrementar la germinacion de semillas de granado (P. granatum), en este
estudio se emplearon diferentes tratamientos pre-germinativos para buscar romper la dormancia fisica que
presentan las semillas de granado, dentro de estos tratamientos se evaluaron diferentes tiempos de
imbibicién en agua, en este tratamiento las semillas se remojaron en agua durante diferentes tiempos (Figura
1).

100 B

=

100 A aC

N
N
o
(=3

~

60

&5 00
(<Y =]

ab

Germinacion [%]
=
Germinacion [%]

Germinacion [%)]
~N

~
o

b b a a b

0 _ 0

o

TR1 TR2 TR3 TR4 T TT2 TT3 TT4 TA1 TA2 TA3 TA4 TAS
Tratamientos Tratamientos Tratamientos

Figura 1. Germinacion de semillas de granada escarificadas. A. Semillas hidratadas, germinadas en papel
filtro TR1 (0 h), TR2 (24 h), TR3 (48 h) y TR4 (72 h). B. Escarificacion de semillas por frio,
germinadas en papel filtro y tierra, TT1 (25°C por 30 dias en papel filtro), TT2 (25°C por 30 dias
en tierra), TT3 (4°C durante 30 dias en papel filtro) y TT4 (4 °C durante 30 dias en tierra). C)
Escarificacion de semillas por acido sulfurico, germinadas en papel filtro, TAL (control), TA2
(70% de H2SO4 por 20 min), TA3 (70% de H2SO4 por 40 min), TA4. (98% de H,SO, por 20 min)
y TA5 (98% de H.SO. por 40 min). L la barra gris representa la media con el error estandar y las
diferentes letras en cada gréafica denota diferencias significativas (P<0.05).

En estos tratamientos (TR1, TR2, TR3, TR4), TR2 y TR3 que corresponden a un remojo de 24 y 48 h,
los cuales presentaron 16.67 y 25% de germinacion de semillas, respectivamente; a los 30 dias, ambos
tratamientos fueron la mejor respuesta de los tratamientos de remojo, presentando diferencia significativa
comparado con los tratamientos TR1 (control) y TR4. En tanto que para los tratamientos TR1y TR4 (O y
72 h de remojo respectivamente) no se obtuvo germinacion. Es conocido que el proceso de germinacion en
semillas de granada es bajo debido a la dormancia fisica, causada por la dureza del endocarpo de la semilla
constituyendo una barrera mecanica para la germinacion (TR1). Las semillas remojadas en agua pueden
remover inhibidores quimicos que puede presentar la cubierta, asi como ablandar el endocarpo promoviendo
la germinacion de acuerdo con Hartmann (1988); como se observé en los tratamientos TR2 y TR3. Sin
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embargo, en exceso de rehidratacion de las semillas actuaria desfavorablemente para la germinacion, pues
dificultaria la llegada de oxigeno al embridn, fase 1, del proceso de germinacion (Ramon y Mendoza, 2002),
como es el caso del tratamiento T4 en el que la semilla permanecié 72 h sumergida en agua (remojo).

Durante la germinacion, las semillas embebidas en agua presentan tres fases de la actividad
respiratoria, en la primera fase la semilla absorbe agua rapidamente iniciando la respiracion, se lleva a cabo
la reparacion del material genético y de las mitocondrias e inicia sintesis de proteinas a partir de mensajeros
preformados. Durante la fase Il, se lleva a cabo la sintesis de proteinas a partir de mensajeros que se
sintetizan en la misma fase, al final la semilla completa el proceso de germinacion y de emergencia (Bewley
y Black, 1994). Comparado con otras semillas, la hidratacion de semillas en otras especies reporta
porcentajes de germinacion del 7% para variedades de semilla con endocarpo duro y hasta el 98% para
variedades con endocarpo blando (Chandra y Babu, 2010).

En la escarificacion por temperatura tanto en papel filtro como en tierra se obtuvo mejor germinacion
a 25 °C (8.3% de germinacion); mientras que a 4 °C no se presentd germinacion de la semilla hasta los 30
dias de evaluacion, aunque estadisticamente no se tienen diferencia significativa entre los tratamientos, TT1-
TT4 (Figura 1).

Por otro lado, la escarificacion por frio combinado con la escarificacion himeda (remojo de semilla a
las 24 y 48 h), asi como la escarificacion quimica con &cido sulfurico, como se mencionara mas adelante
tienen un efecto positivo en la germinacion de semillas de granado. Los resultados de esta investigacion no
coinciden con lo reportado por Rawat et al. (2010), en el que al aplicar Unicamente la escarificacién por
temperatura (4 °C durante 30 dias), presentd 91.66% de germinaciéon a los 21 dias de evaluacion,
atribuyendo este efecto a la reduccion de los inhibidores de la germinacion (Frankland and Wareing, 1962;
Bello et al., 1998).

En lo que respecta a los tratamientos por escarificacion quimico con acido sulfurico, se evaluaron
diferentes concentraciones y periodos de exposicién al agente quimico, en todos los tratamientos con &cido
sulfirico se presentaron porcentajes de germinacién iguales o mayores al 67%, el pretratamiento de 70 y
98% de acido sulfurico en semillas de granado durante 20 min presentaron 67 y 75% de germinacion de
semillas, respectivamente; a mayor tiempo de exposicion del acido sulfurico en las semillas de granado (40
min) promovio la germinacion en un 83% para ambas concentraciones del quimico. Los tratamientos de
escarificacion (ya sea quimica o mecanica) buscan disminuir el efecto de la dormancia fisica, la cual ocurre
como un proceso de proteccion de la semilla al presentar una capa impermeable o una testa muy dura. Dicha
capa obstaculiza e impone una resistencia mecanica a la emergencia de la plantula y debe ser debilitada para
que la humedad entre en contacto con el embrion y asi permitir el proceso de germinacion. Con la
escarificacion quimica se promueve una germinacion rapida y uniforme al eliminar la testa permitiendo el
adecuado proceso de embeber a la semilla (Vazquez et al., 2019).

En cuanto a la velocidad de germinacién los tratamientos con diferente tiempo de remojo (hidratacion
de semilla), aungque no presentaron diferencias significativas entre los tratamientos, el TR3 (48 horas de
remojo) mostrd tener la mejor velocidad de germinacién (0.1046 plantas germinadas/dia), seguido del
tratamiento TR2 (24 h de remojo) con un valor de 0.0465 plantas germinadas/dia. Al igual que los
tratamientos con remojo, los tratamientos de escarificacidn por temperatura tampoco presentaron diferencia
significativa en la velocidad de germinacién entre tratamientos (a temperaturas de 25 y 4 °C, ambos en
diferentes soportes-tierra y papel filtro); sin embargo, se obtuvo una mayor velocidad de germinacion
(0.0083 plantas germinadas/dia) a temperatura de 25 °C tanto en papel filtro como en tierra (TT1y TT2)
comparada con los tratamientos en los que se almacenaron las semillas a temperatura de 4 °C es estos
mismos sustratos (TT3y TT4).
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Para los tratamientos de escarificacion con acidos sulfirico en diferentes tiempos de exposicion, los
tratamientos con mayor concentracion de &cido (98%) mostraron la mejor velocidad de germinacién (0.7984
y 0.7591 plantas germinadas/dia) tanto a 20 como a 40 min. Mientras que los tratamientos con menor
concentracion de acido sulfdrico (70%) presentaron una velocidad de germinacion menor (entre 0.6376 y
0.2880 plantas germinadas/dia). En el cuadro 1 se muestran los resultados de la velocidad de crecimiento
en todos los tratamientos.

Cuadro 1. Velocidad de germinacion de semillas de granada.

Semillas hidratadas (remojo) Semillas a diferentes Semillas tratadas con acido
temperaturas

Tratamiento VG (plantas/dia) Tratamiento VG (plantas/dia)  Tratamiento VG (plantas/dia)

TR1 0.0000+0.000a TT1 0.0083+0.008a TAl 0.0000+0.000b

TR2 0.0465+0.074a  TT2 0.0083+0.008a TA2 0.2880+0.079ab

TR3 0.1046+0.081a TT3 0.0000+0.000a TA3 0.6376+0.222a

TR4 0.0000+0.000a  TT4 0.0000+0.000a TA4 0.7984+0.116a
TAS 0.7591+0.164a

TR. Semillas hidratadas, germinadas en papel filtro TR1 (0 h), TR2 (24 h), TR3 (48 h) y TR4 (72 h). TT. Escarificacion
de semillas por frio, germinadas en papel filtro y tierra, TT1 (25 °C por 30 dias en papel filtro), TT2 (25 °C por 30 dias
en tierra), TT3 (4 °C durante 30 dias en papel filtro) y TT4 (4 °C durante 30 dias en tierra). TA. Escarificacion de
semillas por acido sulfarico, germinadas en papel filtro, TA1 (control), TA2 (70% de H,SO, por 20 min), TA3 (70%
de H2SO4 por 40 min), TA4. (98% de HSO4 por 20 min) y TA5 (98% de H.SO. por 40 min). Se representa la media
con el error estandar y las diferentes letras entre columnas denotan diferencias significativas (Tukey, p<0.05).

CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos se puede afirmar que los pretratamientos de remojo y escarificacion con
acido sulfarico (98%), incrementaron los porcentajes de germinacion de las semillas de granado comparado
con el control. En esta investigacidn, se observo que el tratamiento mas viable para la germinacion de las
semillas de granado es someterlas a un proceso quimico con cido sulfdrico; en cuanto a los tratamientos
de acido evaluados para la germinacién no hay diferencia significativa entre utilizar 70 o0 98% de acido
sulfarico; sin embargo, se presenta una mayor velocidad de germinacion de las semillas que se sometieron
a una mayor concentracién de acido sulfarico.
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