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Resumen.- La germinacion de semillas es un proceso vital de las plantas, pero enfrenta obstaculos como la dormancia
y la presencia de sustancias inhibidoras. La escarificacion, a través de tratamientos especificos, busca mejorar el
porcentaje de germinacion. El presente trabajo resume investigaciones recientes sobre diferentes sustancias y técnicas
utilizadas en la escarificacion de semillas, asi como su desarrollo, centrandose en algunas orquideas y especies
arboreas. En arboles, el uso de medios mecanicos y acidos para superar la dormancia fisica acelera la germinacion y
mejora la propagacion. Esto es esencial para la restauracion de ecosistemas degradados y la conservacion de la
biodiversidad. Las condiciones de cultivo, sustratos y factores ambientales como la luz y la temperatura son cruciales
en el desarrollo de plantulas. Por otro lado, las orquideas (Orchidaceae), a pesar de presentar dormancia fisiologica,
requieren concentraciones menores de sustancias, como agua desionizada y sacarosa, en lugar de 4cidos. Este contraste
resalta la diversidad de estrategias adaptativas. Ademas, las sustancias utilizadas varian seguin la especie. Aunque la
escarificacion ha demostrado eficacia, se necesita mas investigacion sobre el crecimiento a largo plazo y la variabilidad
genética. La micropropagacion puede ser beneficiosa para una propagacion eficiente de plantulas.
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GERMINATION OF ORCHID AND TREE SPECIES
SEEDS THROUGH SCARIFICATION

Abstract.- Seed germination is a vital process of plants, but it faces obstacles such as dormancy and the presence of
inhibitory substances. Scarification, through specific treatments, aims to improve the germination percentage. This
paper summarizes recent research on different substances and techniques used in seed scarification, as well as their
development, focusing on some orchids and tree species. In trees, the use of mechanical means and acids to overcome
physical dormancy accelerates germination and enhances propagation. This is essential for the restoration of degraded
ecosystems and the conservation of biodiversity. Growing conditions, substrates, and environmental factors such as
light and temperature are crucial in seedling development. On the other hand, orchids (Orchidaceae), despite exhibiting
physiological dormancy, require lower concentrations of substances, such as deionized water and sucrose, instead of
acids. This contrast highlights the diversity of adaptive strategies. Furthermore, the substances used vary by species.
Although scarification has demonstrated effectiveness, more research is needed on long-term growth and genetic
variability. Micropropagation may be beneficial for efficient seedling propagation.

Keywords: Dormancy, germination, orchids, scarification, tree.

Introduccion

La germinacion de semillas es un proceso fundamental en la vida vegetal; sin embargo, puede afrontar obstaculos que
desafian la habilidad de estas especies para reproducirse y persistir en su entorno natural. Los desafios abarcan desde
la dormancia fisioldgica y fisica hasta la presencia de sustancias inhibidoras en los tejidos de las semillas (Burrows et
al., 2019; Dessi et al., 2021; Jaganathan, 2018; Salazar y Ramirez, 2019; Soch et al., 2023; Sugiyama et al., 2021).

La escarificacion es esencial para mejorar la tasa de germinacion (Deltalab et al., 2023). Lo anterior es importante para
restaurar ecosistemas altamente degradados de especies nativas de arboles (Salazar y Ramirez, 2019). No obstante, la
baja disponibilidad de semillas y la falta de conocimientos sobre las mejores formas de germinar limitan la
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disponibilidad de plantulas de arboles en areas de reserva (Luera et al., 2021). Por otro lado, algunas especies de arboles
se vuelven invasoras al mostrar una amplia plasticidad, germinando en cualquier temperatura, ya sea en condiciones
de luz o de oscuridad, una vez que se rompe la dormancia fisica por escarificacion mecanica. Por tanto, la escarificacion
se vuelve un elemento clave para controlar las especies invasoras, cuando se conocen las condiciones 0ptimas para su
germinacion (Dessi et al., 2021). En general, las semillas de las especies arboreas presentan dormancia fisica, dado
que tienen una capa protectora que las mantiene en estado latente en el suelo hasta que las condiciones ambientales les
permiten comenzar a crecer y germinar en el momento adecuado (Jaganathan, 2018).

Las orquideas, al igual que las especies arboreas, se han investigado ampliamente, debido a que son plantas
ornamentales que poseen diversas formas y colores en sus flores. Asimismo, la germinacion de sus semillas no es una
excepcion, puesto que también requiere de tratamientos especificos para superar la dormancia y garantizar un
desarrollo adecuado (Deconninck y Gerakis, 2021). No obstante, la diferencia se presenta en que la escarificacion
implica el uso de soluciones desinfectantes. Esto es importante en el cultivo in vitro para prevenir el crecimiento de
microorganismos que reducen la tasa de germinacion (Katsalirou et al., 2019). Las orquideas epifitas y terrestres
establecen vinculos con varios hongos a través de sus raices; al llevar a cabo la escarificacion junto con especies de
hongos especificos, es posible aumentar la tasa de germinacion (Novotna et al., 2018; Quijia-Lamifa et al., 2023;
Rasmussen, 1992). Sin embargo, la falta de éxito en algunas evaluaciones puede deberse a que el hongo utilizado no
es apropiado para la germinacion o el desarrollo de las plantulas (Novotna et al., 2018).

La germinacion de semillas no solo es un tema de interés cientifico, sino que también tiene implicaciones econémicas
y ambientales (Soch et al., 2023). En el caso de la produccion de vainilla (Vanilla planifolia) en México, se ha
observado una disminucion debido a la falta de aplicacion de tecnologias adecuadas al cultivo. Un anélisis de
productividad a nivel internacional y nacional durante el periodo de 2003 a 2014 revela que México no logré aumentar
sus exportaciones de vainilla, atribuyendo este estancamiento a la escasa superficie cultivada (Santillain-Fernandez et
al., 2018). Un ejemplo de los desafios en la producciéon de vainilla esta relacionado con las dificultades en la
germinacion de sus semillas, lo cual impacta directamente en la produccion final. En este contexto, la escarificacion
4cida de las semillas se ha explorado como una estrategia para mejorar la germinacion (Soch et al., 2023).

Este trabajo sintetiza la informacion de publicaciones cientificas recientes sobre la escarificacion de semillas,
explorando enfoques y tratamientos utilizados para superar los desafios en la germinacion de 20 especies de orquideas
y 23 especies arboreas. Ademas, se explica la importancia de la escarificacion como herramienta esencial en la
propagacion in vitro de orquideas y se analizan los desafios y avances en este campo en constante evolucion.

Materiales y métodos

Esta revision documental presenta informacioén sobre los tratamientos de escarificacion de semillas en especies de
orquideas y especies arboreas. En su elaboracion se utilizaron articulos pertenecientes a revistas cientificas enlistadas
en el Journal Citation Reports (JCR). Ademas, se incluyen algunos articulos fundamentales publicados entre 1990 y
2015 para establecer una base solida y conocer la evolucion del tema en las Gltimas décadas. Esta revision sigui6 las
pautas del estilo APA 7, respecto a la forma de realizar las citas, la creacion de tablas y figuras. A partir del analisis de
datos y establecimiento de relaciones presentadas en tablas, se determinaron cuales son los tratamientos mas comunes
y con mayor tasa de germinacion. En un primer momento se abordaron algunas especies arboreas del mundo, con
énfasis en especies del continente americano; posteriormente, se presentaron las especies de la familia Orchidaceae.
El objetivo fue proporcionar una vision integral y actualizada de la escarificacion de semillas en estas plantas,
beneficiando a la comunidad cientifica y ptiblico con interés en este campo de estudio.

Resultados y discusion

Especies arboreas del mundo

En general, las especies de la familia Fabaceae presentan latencia fisica, caracterizada por una capa impermeable al
agua en las semillas, lo que puede dificultar la germinacion (Kuswantoro y Li’aini, 2022; Nourmohammadi et al.,
2019). Se exploraron diversos métodos para superar la dormancia fisica en las semillas de Gleditsia caspica, que
pertenece a dicha familia. Se probaron 20 tratamientos centrandose en dos aspectos: la germinacion de las semillas y
el crecimiento de las plantulas. Se descubrié que la inmersion en 4cido sulfurico concentrado al 98% durante 60
minutos fue el tratamiento mas efectivo para mejorar tanto la germinacién como el crecimiento de las plantulas, lo que
permitio que el 99-100% de las semillas germinara con éxito (Tabla 1). Ademas, se observaron mejoras en diferentes
aspectos de las plantulas, como su altura, peso de raices y brotes, tamafio de las raices, cantidad y tamaifio de las hojas,
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y grosor del cuello de las plantulas. Otros tratamientos, como la exposicion al agua fria, agua hirviendo y KNO3, no
mostraron mejoras significativas en la germinacion o el crecimiento de las plantulas (Nourmohammadi et al., 2019).

En el caso de la especie Gleditsia assamica, que también pertenece a la familia Fabaceae, se estudio la escarificacion
mecanica, que implica la realizacion de una incision en un lado de la semilla con un cortador de ufias. Se llevaron a
cabo pruebas de tincion con tetrazolio en las semillas tratadas y en las no tratadas (grupo de control), encontrando una
mejora en la absorcion del 88.42%, al paso de 48 horas, en contraste con el grupo de control sin escarificacion de
13.24%. De esta manera, se obtuvo un 96.8% en el porcentaje de germinacion final de las semillas y un aumento
significativo en el indice de velocidad de germinacion. Estos hallazgos son de importancia para la conservacion y
domesticacion de esta especie (Kuswantoro y Li’aini, 2022).

La mayoria de las acacias australianas presentan dormancia fisica pronunciada (Burrows et al., 2019; Dessi et al., 2021,
Sugiyama et al., 2021), la cual varia entre una poblacion de semillas producidas por una sola planta (Dessi et al., 2021).
Estas semillas con dormancia fisica pueden permanecer en el suelo durante mucho tiempo sin comenzar a crecer. Sin
embargo, de acuerdo con las temporadas climaticas, las condiciones ambientales como la humedad y la temperatura
apropiadas rompen la dormancia de las semillas para comenzar a germinar y crecer (Jaganathan, 2018). A pesar de que
diversos tratamientos con fuego y agua caliente eliminan la dormancia fisica rapidamente, la germinacion es tardada.
Debido a que alguna parte de la cubierta de las semillas impide el acceso de agua al embridn, lo cual explica por qué
no todas las semillas de una poblacion germinan cuando se presenta lluvia leve. Es decir, parece que una parte de la
semilla sirve como “medidor de fuego” y en otra parte como “medidor de lluvia”. Entonces podria estudiarse el
elemento que retarda el acceso del agua al embrion después de que se rompe la dormancia fisica (Burrows et al., 2019).
En contraste, se investigd como la ubicacion de las semillas de Cassia roxburghii en diferentes micrositios afecta la
pérdida de la dormancia fisica. Se descubri6 que las semillas enterradas en un sitio abierto perdian la dormancia en
mayor cantidad en comparacion con las semillas bajo una capa de vegetacion, debido a las diferencias de temperatura
entre los micrositios. Esto sugiere que la variacion en las temperaturas y las condiciones ambientales especificas de
cada micrositio influye en la capacidad de germinacion de las semillas de C. roxburghii para romper la dormancia y
formar bancos de semillas en el suelo (Jaganathan, 2018).

Para lograr la germinacion de semillas de Acacia dealbata y Acacia mearnsii, en habitats mediterraneos, se evaluaron
semillas escarificadas (las cubiertas fueron cortadas manualmente con un bisturi) y no escarificadas en diferentes
condiciones de temperatura y luz. Ambas especies germinaron mejor a 25 °C en semillas no escarificadas, con
diferencias entre poblaciones. En el caso de A. dealbata alcanz6 un maximo de 55% y A. mearnsii un 40%. Por su
parte, las semillas escarificadas germinaron mas del 95% a diferentes temperaturas, excepto a 5 °C en oscuridad. La
escarificacion fue crucial para eliminar la latencia fisica, contribuyendo al entendimiento de su comportamiento
invasivo y con ello planificar estrategias de control. Ademas, la disponibilidad de agua y las introducciones
intencionales aumentan su invasividad en la region mediterranea (Dessi et al., 2021). Por otro lado, se observo que las
semillas de Acacia koa, que provenian de fuentes de menor altitud, requieren de tratamientos de escarificacion mas
intensos para superar la dormancia fisica. Por lo tanto, hervir las semillas a 100°C fue efectivo para la imbibicion,
aunque fue perjudicial para la tasa de germinacion. La repetida exposicion al agua no reduce el porcentaje, pero si
afecta negativamente el rendimiento de las plantulas, aumentando la mortalidad temprana. Sin embargo, las semillas
que se imbibieron sin ningun tratamiento tenian porcentajes de germinacion similares a las semillas limadas
manualmente, pero producian plantulas de menor calidad. Se concluyé que los métodos de escarificacion deberian
adaptarse a la fuente de semillas especifica para maximizar el éxito en la restauracion (Sugiyama et al., 2021).

Con relacion al acido giberélico, se ha observado que su aplicacion puede ser beneficiosa para superar la dormancia
en diferentes especies vegetales (Nicolas et al., 1996; Rehman y Park, 2000; Samuel et al., 2009). En un estudio sobre
la escarificacion de la especie Givotia rottleriformis Griff, se descubrid que la degradacion de la cubierta con acido
sulfurico y el uso de acido giberélico (GA3) en combinaciéon con un medio de cultivo especifico de Murashige y Skoog
(MS) permitieron alcanzar una alta tasa de germinacion, a pesar de que esta planta tiene semillas con una larga
dormancia fisica. Ademas, las plantulas generadas in vitro y las plantas multiplicadas por micropropagacion se
trasplantaron con una tasa de éxito del 70% y el 60%, respectivamente (Samuel et al., 2009). Por otro lado, las semillas
de Fagus sylvatica presentan dormancia fisica y endogena (influenciada por factores internos) que se supera
eliminando la cubierta de la semilla y aplicando un tratamiento en frio a 4°C durante un periodo de mas de 8 semanas,
junto con acido giberélico (GA3). La aplicacion de acido abscisico (ABA) en combinacion con un tratamiento en frio
reduce la sintesis de proteinas, pero aumenta ligeramente la de ARN, evitando la liberacion de la dormancia y
manteniendo las semillas en estado no germinativo. La aplicacion de 4cido giberélico (GA3) rompe la dormancia y
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contrarresta los efectos del ABA en el ADN y proteinas, lo que indica que ABA y GA3 regulan el metabolismo de
acidos nucleicos y proteinas durante la dormancia, actuando de manera antagonica (Nicolas et al., 1996).

Las semillas de Koelreuteria paniculata Laxm sin escarificar no germinan debido a una cubierta dura e impermeable
(Rehman y Park, 2000). La eliminacion de esta cubierta ayuda a superar la dormancia fisica (Nicolas et al., 1996). La
aplicacion de acido giberélico (GA3) en concentraciones de 100, 200 y 300 ppm mejor6 la germinacion de las semillas
escarificadas mecanicamente al perforar las semillas con una aguja en el extremo del cotiledon (Tabla 1). Ademas, el
preenfriamiento en agua destilada durante 60 dias aumentd la germinacion al 44%. Las semillas enfriadas con GA3
también mostraron una mejora significativa en la germinacion, alcanzando tasas maximas después de 30 dias. Sin
embargo, se observd que un enfriamiento prolongado en GAj3 tenia efectos negativos en la germinacion. Es importante
destacar que las semillas fueron esterilizadas en su superficie en una solucion al 5% de NaOCl durante 10 min, seguido
de un enjuague con agua esterilizada antes del pretratamiento. En resumen, las semillas de K. paniculata tienen latencia
tanto exogena como enddgena, y la combinacion de GA3 y el enfriamiento ayudo a superar esta latencia en un periodo
relativamente corto (Rehman y Park, 2000).

En otro estudio, se recolectaron frutos de Prosopis juliflora en la region de la Caatinga, Brasil, y se almacenaron las
semillas. Luego, se realizaron tratamientos de escarificacion en dos grupos de semillas: aquellas con endocarpos
intactos y aquellas sin endocarpos. Los tratamientos consistieron en escarificacion quimica con acido sulfurico en
diferentes tiempos y escarificacion mecanica con papel de lija. Las semillas con endocarpo se sumergieron en H>SO4
durante 30, 60 o 90 minutos, y las semillas sin endocarpo se sumergieron en H>SO4 durante 5, 20 o 40 minutos.
Después de cada tratamiento, se enjuagaron las semillas y se esterilizaron. Las semillas se colocaron en cajas de
germinacion y se evalu6 a lo largo del tiempo, registrando el tiempo de germinacion y la sincronizacion. Las plantulas
germinadas se trasladaron a bolsas con tierra y arena. Se observo que la escarificacion con acido sulfurico aceler6 el
proceso, pero tratamientos prolongados dieron lugar a plantulas deformes (Miranda et al., 2011).

Con el objetivo de mejorar la germinacion de las semillas de Robinia pseudoacacia, Ailanthus altissima y Fraxinus
excelsior, se probaron diferentes tratamientos con acido sulfirico y agua caliente (Tabla 1). Los resultados indicaron
que el tratamiento con un 50% de acido sulftrico tenian las tasas de germinacion mas alta para las semillas de R.
pseudoacacia, A. altissima y F. excelsior, mientras que el control y los tratamientos con un 95% de acido sulfurico
tenian las tasas mas bajas, en especial en F. excelsior (Figura 1). Reducir la concentracion de acido sulfurico mejord la
germinacion al dafiar menos los embriones de las semillas y reducir la latencia, especialmente en R. pseudoacacia. En
general, el tratamiento 6ptimo fue utilizar un 50% de acido sulfurico a 3°C durante 20 dias (Deltalab et al., 2023).

Figura 1. Efecto de la escarificacion con acido sulfiirico en Fraxinus excelsior.

Control Acido sulfurico al 50% Acido sulfarico al 95%

Nota. Elaboracion propia con base a Deltalab et al. (2023).

Otro estudio describe tratamientos previos a la siembra atribuidos a la germinacion de semillas y crecimiento de
plantulas de diversas especies, incluyendo Terminalia chebula, Terminalia bellirica, Pongamia pinnata, Santalum
album'y Tamarindus indica. Se investigaron diferentes métodos de escarificacion para determinar el porcentaje, la tasa
y el periodo de germinacion. Los resultados mostraron que el tratamiento con acido sulfirico proporcioné la
germinacion mas rapida y el mayor porcentaje, seguido del tratamiento con agua de coco, mientras que la escarificacion
mecanica retrasé la germinacion. De esta manera, se recomienda el tratamiento con acido sulfurico concentrado al
10% durante una hora para la produccion a gran escala de plantulas en viveros debido a su practicidad y bajo costo
(Priyadharshini y Lekha, 2021). Sin embargo, es importante destacar que el uso de acido sulfurico concentrado tiene
impactos ambientales adversos y debe tomarse precaucion (Nourmohammadi et al., 2019).
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Alrededor del 10% de las especies de arboles a nivel mundial enfrentan riesgo de extincion, y los patdogenos
desempefian un papel creciente en dichas amenazas. La coextincion y las amenazas a los organismos asociados,
resultantes de la pérdida o deterioro de sus arboles huéspedes, son fendmenos que deben ser evaluados con mayor
profundidad (J6nsson y Thor, 2012). Un caso de esta situacion es el marchitamiento del fresno europeo (Fraxinus
excelsior), provocado por el hongo Hymenoscyphus fraxineus. Sin embargo, su extincion podria evitarse con el uso de
los embriones cigdticos (semillas) para la organogénesis auxiliar indirecta que ha demostrado ser el tipo de explante
mas efectivo para la micropropagacion. Lo anterior permite obtener muchas plantulas a partir de poco material vegetal,
con la capacidad de aclimatarse de manera exitosa por el enraizamiento (Nawrot-Chorabik et al., 2023).

La luz y agua son factores importantes para la aclimatacion de plantas, tanto silvestres y como cultivadas en
invernaderos. El estudio de estos aspectos aporta conocimientos para la conservacion de plantas en peligro de
extincion. Las plantulas silvestres demuestran una mayor resistencia a la deficiencia de agua, mientras que la intensidad
luminica afecta la fotosintesis. En contraste, en las plantulas cultivadas ocurre lo opuesto, ya que requieren una elevada
luminosidad para su saturacion, dado que han sido expuestas a altas intensidades de luz. De esta manera, las plantulas
cultivadas son capaces de realizar ajustes fotoquimicos para sobrevivir y tolerar condiciones de deficiencia de agua y
exceso de luz (Hernandez-Gonzalez et al., 2020).

La mejora de la germinacion de semillas de especies nativas es esencial para apoyar la restauracion de ecosistemas
degradados. En este contexto, las semillas de la especie Schizolobium parahyba tienen baja germinacion por su
dormancia fisica, impidiendo su propagacion. Se evaluaron los efectos de tratamientos de escarificaciéon mecanica y
acida. Se encontrd que las semillas sometidas a escarificacion mecénica tuvieron una alta germinacion, superando a
las semillas tratadas con acido. En particular, las soluciones de acido clorhidrico al 50% y 75% mostraron resultados
prometedores para mejorar la propagacion a gran escala de Schizolobium parahyba (Tablal), lo que puede ser
fundamental para la conservacion en ecosistemas degradados (Salazar y Ramirez, 2019).

Tabla 1. Comparacion de tratamientos de escarificacion en especies arboreas en el mundo.

Especie Tratamiento Porcentaje de
germinacion

R. Control (Agua destilada) 34
pseudoacacia Acido sulfurico al 95% 28
Acido sulfurico al 50% 72

Agua caliente a 95°C 48

A. altissima Control (Agua destilada) 26
Acido sulfurico al 95% 20

Acido sulfurico al 50% 60

Agua caliente a 95°C 40

F. excelsior Control (Agua destilada) 18
Acido sulfurico al 95% 12

Acido sulfarico al 50% 56

Agua caliente a 95°C 32
S. Parahyba Control 17.5
Disrupcién mecanica 92.5

Acido sulfuarico al 10% durante 5 min 50

Acido clorhidrico al 50% durante 10 min 61

Acido clorhidrico al 75% durante 5 min 64

G. caspica Control 4
Acido sulfarico 98% durante 60 min 99

KNO:s al 1% durante 48 h 7

Agua caliente a 100°C 77

K. paniculata Control 0
Perforacion con aguja + GA 100 ppm 17

Perforacion con aguja + GA 200 ppm 18

Perforacion con aguja + GA 300 ppm 15

Nota. Elaboracion propia con datos tomados de Deltalab et al. (2023), Salazar y Ramirez (2019), Nourmohammadi et al. (2019) y Rehman y Park
(2000).
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Especies arboreas en América

Un estudio se centr6 en tres especies importantes con tasas de germinacion o supervivencia de plantulas variables:
Ebenopsis ebano, Cordia boissieri y Zanthoxylum fagara. Se evaluaron los efectos de diferentes tratamientos quimicos
de semillas (acido sulfurico, acido giberélico y acido indol-3-butirico) en la germinacion, asi como los efectos en el
crecimiento de las plantulas. Se evidencio que la germinacion de E. ebano mejoro con el tratamiento de acido sulfurico,
la de C. boissieri con acido giberélico, mientras que Z. fagara fue baja en todos los tratamientos (Tabla 2). Estos
resultados sugieren que la mejora de las practicas de germinacion podria aumentar la germinacion de E. ebano en un
10 a 20% y potencialmente duplicar la germinacion de C. boissieri. No obstante, el 4cido indol-3-butirico (IBA) no
promovio la germinacién en ninguna de las especies estudiadas (Luera et al., 2021).

En el ambito de la investigacion, se ha sugerido que la escarificacion mecénica es una estrategia eficaz para estimular
la germinacion de semillas (Kuswantoro y Li’aini, 2022; Miranda et al., 2011; Rehman y Park, 2000; Salazar y
Ramirez, 2019). En un estudio, se emplearon tratamientos de escarificacion mecanica y choques con agua hirviendo
durante diferentes duraciones para promover la germinacion de las semillas de Enterolobium cyclocarpum y Piscidia
piscipula (Tabla 2). La escarificacion mecanica resultd eficaz para mejorar la germinacion de las semillas de
Enterolobium cyclocarpum, alcanzando una tasa del 92%. Respecto a las semillas de Piscidia piscipula (Figura 2), el
tratamiento de choque con agua hirviendo durante 10 segundos resultd en una tasa de germinacion del 76% (Arceo-
Gomez et al., 2022). Otras metodologias respaldan la idea de que el agua a 100°C acelera la emergencia y favorece la
obtencion de un mayor numero de plantulas en P. piscipula (Castillo et al., 2020). Por otro lado, es posible emplear la
escarificacion acida para lograr la germinacion in vitro en Piscidia piscipula, debido a las caracteristicas de sus semillas
(Figura 2).

Tabla 2. Comparacion de tratamientos de escarificacion en especies arboreas en América
Porcentaje de

Especies Tratamiento . .,
germinacion
E. ebano Control 0
Acido sulfurico durante 50 min 100
Acido gliberélico a 100 mg/L 15
Acido indol-3-butirico 0
C. boissieri Control 0
Acido sulftirico a 120 min 3
Acido gliberélico a 500 mg/L 20
Acido indol-3-butirico 0
Z. fagara Control 0
Acido sulftrico 0
Acido gliberélico 0
Acido indol-3-butirico 0
E. Control 9
Cyclocarpum Escarificacion mecéanica con bisturi 92
Agua hirviendo durante 10 s 61
P. piscipula Control 23
Escarificacion mecanica con bisturi 38
Agua hirviendo durante 10 s 76

Nota. Elaboracion propia basado en Luera et al. (2021) y Arceo-Gomez et al. (2022).

Los tratamientos de escarificacion y choques térmicos aplicados representan una prometedora solucion para superar la
dormancia fisica, lo cual podria tener un impacto significativo en la agricultura sostenible, la restauracion de
ecosistemas degradados, la investigacion botanica y la conservacion de la biodiversidad en la region de la Peninsula
de Yucatan. Estos métodos no solo facilitan la germinacién de estas especies de arboles, sino que también abren nuevas
posibilidades a la comprension y el fomento de la propagacion de plantas nativas en este ecosistema.
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Figura 2. Piscidia piscipula: a) Fruto tipo vaina b) Semillas sin tratamiento, ¢) Germinacion in vitro de semillas
después de un tratamiento acido.
7, =

Escarificacion de semillas de orquideas

Orquideas terrestres

En el ambito de la germinacion de semillas de orquideas (familia Orchidaceae) se han explorado diversos enfoques y
tratamientos para superar los desafios relacionados con la dormancia (Deconninck y Gerakis, 2021; Katsalirou et al.,
2019; Pierce et al., 2018; Rasmussen, 1992; Zale et al., 2022). Se ha observado que la relacién de los hongos y las
raices de diversas orquideas terrestres pueden influir en el proceso de germinacion (Pierce et al., 2018; Rasmussen,
1992). En Epipactis palustris las semillas necesitan ser incubadas con un hongo y sometidas a una escarificacion con
Ca(OCl); (Tabla 3). Este proceso implica la incubacion a temperatura de 20°C, seguida de una estratificacion en frio a
4-8°C durante 8-12 semanas. A pesar de que la tasa de germinacion es baja, se considera un éxito, ya que es complicado
cultivarla en condiciones in vitro. La escarificacion de la testa con hipoclorito incrementa la germinacion, pero la
mayoria de las semillas requieren incubacion a 20°C antes de responder a temperaturas frias. La presencia de un hongo
compatible resulta importante para la germinacion, lo cual coincide con el hébitat natural donde las semillas
permanecen hiimedas en el suelo durante meses antes del frio invernal. Las bajas temperaturas activan procesos
esenciales para el desarrollo de plantulas y micorrizas (Rasmussen, 1992). En la germinacion, las condiciones
ambientales y los hongos especificos del habitat de las orquideas asociadas desempefian un papel fundamental (Quijia-
Lamifia et al., 2023; Rasmussen, 1992).

Por otro lado, se examind el impacto de la enzima lacasa fiingica en la germinacion de las semillas de Anacamptis
morio. Se encontrd que la lacasa estimula de manera mas efectiva la germinacion de sus semillas en comparacion con
el método convencional de escarificacion quimica mediante lejia (NaClO) (Tabla 3). La accién de la lacasa se centra
en descomponer la lignina presente en la cubierta de la semilla, facilitando asi la absorciéon de agua. Este
descubrimiento sugiere que la técnica enzimatica de escarificacion puede ser una alternativa eficaz y menos invasiva
para mejorar la germinacion de las semillas de esta especie de orquidea (Pierce et al., 2018). La descomposicion de la
lignina por parte de la lacasa resalta la importancia de entender los procesos bioquimicos implicados en la dormancia
de las semillas y sefiala posibles innovaciones en las estrategias de propagacion y cultivo de orquideas terrestres.

En la propagacion sexual in vitro de orquideas terrestres, la desinfeccion de las semillas es crucial para prevenir
infecciones y estimular la germinacion. Se llevd a cabo una comparacion de tres métodos de
desinfeccion/escarificacion para semillas de Anacamptis laxiflora (Tabla 3). Primero, las semillas se remojaron en
solucién desinfectante de 5 a 85 minutos. Después, se sembraron en Malmgren, un medio de cultivo modificado. Se
encontrd que un tratamiento quimico prolongado mejora la germinacion y reduce infeccion, la centrifugacion no afecta,
pero ralentiza la germinacion y el pretratamiento con sacarosa y NaClO fue superior al uso de NaClO solo, ya que
estimula la germinacion de esporas en las semillas (Deconninck y Gerakis, 2021).

En otra investigacion en orquideas se evaluaron los tiempos Optimos de escarificacion para especies con capas de
semillas delgadas semipermeables (Anacamptis laxiflora) y gruesas impermeables (Himantoglossum robertianum). Se
encontrd que cuanto mas dura el tratamiento quimico, menor es el porcentaje de infeccion y mayor es el porcentaje de
germinacion en el rango de tiempos probados (Tabla 4). Un tratamiento quimico de 85 minutos con solucion de NaClO
al 0.5% resulta en una germinacién satisfactoria para ambos tipos de semillas (Katsalirou et al., 2019).
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Tabla 3. Comparacion de tratamientos de escarificacion en especies de la familia Orchidaceae

Porcentaje de

Especies Tratamiento .0
germinacion
A. morio Control (NaClO al 10% durante 10 min) 23.7
Lacasa 1 U durante 6 meses 49.8
A. laxiflora NaClO al 0.5% durante 85 min 50
NaClO al 0.5% + centrifugacion durante 85 min 19
Sacarosa + NaClO al 0.5% durante 85 min 55
V. planifolia Control (Cal clorada 66 g/L durante 30 min) 30
0.1 M HCl durante 30 min 62
50% H2SO4 durante 3 min 5
E. elongatum Control durante 48 h 14.6
Cloro 0.5% durante 6 h 58.6
Cloro 1% durante 6 h 1.3
Agua desionizada durante 24 h 100
Sacarosa 10% durante 48 h 97.3
E. Control durante 48 h 9.3
Jimbriatum Cloro 0.5% durante 6 h 2.6
Cloro 1% durante 6 h 12
Agua desionizada durante 48 h 96
Sacarosa 10% durante 24 h 98.6
E. elongatum Control durante 48 h 81.3
Cloro 0.5% durante 24 h 96
Cloro 1% durante 24 h 82.6
Agua desionizada durante 48 h 98.6
Sacarosa 10% durante 48 h 96
E. palustris Ca(OCl), por 0.5 h 9.2
Ca(OCl); por 1 h 19.8
Ca(OCl); por 2 h 28.2
Ca(OCl); por 4 h 24
Ca(OCl); por 8 h 21.8
Nota. Elaboracion propia con datos tomados de Pierce et al. (2018)(;21338()mninck y Gerakis (2021); Soch et al. (2023); Salazar Mercado et al.

En el caso de Spiranthes ochroleuca se resalta la importancia de un breve periodo de escarificacion debido a las
estrategias particulares desarrolladas por esta especie para lograr la germinacion. Estas estrategias estan relacionadas
con su delgada cubierta de semillas, la presencia de aire entre las capas, la composicién quimica especifica y su
capacidad de absorber agua. Por lo tanto, las semillas de S. ochroleuca requieren de una esterilizacion rapida (3
minutos) con hipoclorito de sodio al 10%, ya que un tiempo prolongado podria resultar en dafio o muerte de las
semillas. Para mejorar la germinacion de las semillas de S. ochroleuca, se sugiere probar diversos métodos de
preparacion. Esto incluye considerar el tratamiento ultrasénico después de una limpieza quimica inicial o el cultivo de
embriones jovenes (Zale et al., 2022). Estas estrategias alternativas podrian ofrecer enfoques mas efectivos y menos
perjudiciales para optimizar el proceso de germinacion de esta especie en particular.

En el proceso de crecimientos de las plantulas de S. ochroleuca se ha comprobado la importancia de la iluminacion y
se han identificado los sustratos Optimos para la aclimatacion de estas. Las observaciones realizadas durante este
proceso indican que las plantulas que crecen en completa oscuridad presentan signos de etiolacion, un fenomeno
caracterizado por un crecimiento anormal y alargado debido a la falta de luz (Figura 3). En plantulas cultivadas en la
oscuridad, la etiolacion se relaciona con la escotomorfogénesis. La exposicion a la luz induce la desetiolacion, marcada
por la transicion de etioplasto a cloroplasto y un cambio a crecimiento fotomorfogénico (Armarego-Marriott et al.,
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2019). Por lo tanto, se evidencia que las plantulas expuestas a la luz experimentan un crecimiento mas saludable (Zale
et al., 2022). La conexidn entre estos fendmenos destaca la importancia crucial de las condiciones luminicas en el
desarrollo adecuado de las plantulas.

Tabla 4. Porcentajes de germinacion del tratamiento con NaClO al 0.5% en las especies de A. laxiflora'y H.

robertianum
Duracién (min) A. laxiflora H. robertianum

5 9.5 25
15 15 31
25 23 40
35 34 49
45 48 57
55 60 65
65 75 72
75 85 79
85 90 84

Nota. Elaboracion propia con datos tomados de Katsalirou et al. (2019).

Figura 3. Spiranthes ochroleuca: a) Flor, b) Semillas tratadas con 0 h de luz y 24 h de oscuridad, mostrando signos
de etiolacion, ¢) Semillas tratadas con 16 h de luz y 8 h de oscuridad, sin signos de etiolacion.

Nota. Elaboracion propia a partir de Zale et al. (2022).

En el proceso de aclimatacion ex vitro, se debe prestar especial atencion a la seleccion de sustratos adecuados para
asegurar la supervivencia de las plantas en ambientes naturales, como un invernadero o hébitat natural (Zale et al.,
2022; Kang et al., 2020). Se ha observado que diferentes sustratos tienen un impacto significativo en las tasas de
supervivencia de Spiranthes ochroleuca, siendo el musgo de Nueva Zelanda (NZ) el que presenta la tasa mas alta de
supervivencia (95%) y flores (20%), mientras que la mezcla de componentes de Jardines de Longwood (LWG) muestra
la tasa mas baja de supervivencia (55%) y flores (10%) (Zale et al., 2022).

Orquideas epifitas

A medida que las semillas de Vanilla planifolia maduran, la capa exterior de la cubierta se vuelve impermeable debido
a la acumulacion de lignina y compuestos fendlicos, que inducen dormancia en las semillas (Yeh et al., 2021).
Utilizando V. planifolia como caso de estudio debido a las caracteristicas de sus semillas (Figura 4), se emplea una
combinacion de acido y soluciones de hipoclorito para romper la dormancia fisica y fisiologica de sus semillas (Tabla
3), logrando una mejora significativa en el porcentaje de germinacién (Soch et al., 2023; Yeh et al., 2021). Sin embargo,
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es preciso tener en cuenta que no se deben utilizar concentraciones fuertes de acido sulfurico, ya que esto podria causar
dafio a las semillas, impidiendo su germinacion (Yeh et al., 2021). Ademas, se ha observado que remojar las semillas
maduras de V. planifolia en una solucion de hipoclorito de sodio al 4% durante un tiempo de 80 minutos incrementa la
tasa de germinacion. Durante el desarrollo, se aprecian cambios anatomicos en las semillas que influyen en el proceso
de germinacion (Yeh et al., 2021).

Este enfoque revela una adaptacion de este tipo de semillas a la dispersion por animales, fenomeno conocido como
dispersion endozoocérica (Soch et al., 2023). En un estudio anterior, se demostré por primera vez la endozoocoria en
Vanilla, y se destacé la importancia de la escarificacion quimica de las semillas para sincronizar la germinacion. Esto
se debe a que las semillas son consumidas por aves y las capas duras de las semillas requieren la accion de los acidos
digestivos de estas (Pansarin, 2021).

En contraste, la implementacion del sistema de inmersion temporal (SIT) en explantes de V. planifolia permiti6é que
los tejidos vegetales absorban nutrientes, la cual fue evaluada mediante la variacion de frecuencias y tiempos de
inmersion para optimizar la micropropagacion. Se observo que el SIT facilito la iniciacion de raices con un éxito del
90% y demostro resultados positivos en trasplante y aclimatizacion, alcanzando una tasa de supervivencia del 90%.
Estos hallazgos presentan opciones para la multiplicaciéon a gran escala de vainilla después del proceso de
escarificacion (Ramos-Castella et al., 2014).

Las necesidades nutricionales varian entre distintas especies de orquideas, como en las semillas de Gastrochilus
matsuran, que prosperan 6ptimamente en un medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS) sin vitaminas. La adicion
de agua de coco (CW) al medio de cultivo MS propicié un incremento del 95.4% en la germinacion de las semillas de
Gastrochilus japonicus, asi como un aumento del 72.8% en las de G. matsuran. Para obtener la tasa de germinacion
mas favorable del 93% en G. matsuran, se ha utilizado una combinacion de 5% de CW, 1 uM de acido a-naftalenacético
(NAA) y 1.5 uM de acido giberélico (GA3). Ademas, la inclusion de tidiazuron (TDZ) en el medio de cultivo mejora
la formacién de protocormos y protocormos secundarios (Kang et al., 2020).

Figura 4. Vainilla planifolia: a) Flor, b) Morfologia de las semillas, ¢) Vainas en desarrollo.
-

Nota. Elaboracion propia a partir de Yeh et al. (2021).

Para mejorar la germinacion de semillas de Vanilla planifolia, se propone el uso de un medio de cultivo denominado
BM-1, en conjunto con una temperatura de 30°C para obtener resultados positivos (Soch et al., 2023). Las semillas de
V. bahiana, V. aff- odorata, V. phaeantha, V. planifolia y V. pompona se desinfectaron y escarificaron con acido sulfurico
durante 60 segundos, comparandolas con un grupo de control de semillas no escarificadas. Posteriormente, todas las
semillas se introdujeron en frascos esterilizados que contenian el medio de cultivo MS y se supervis6 el crecimiento
de las plantulas a lo largo de un afio. En todas las especies evaluadas, el proceso de germinacion inicié 3 meses después
de la inoculacién en las semillas escarificadas, mientras que, en las semillas no escarificadas, el proceso se retrasod y
comenz6 9 meses después de la inoculacion. Se observaron diferencias significativas en la germinacion entre las
semillas escarificadas y las no escarificadas, pero no se encontraron diferencias significativas entre las diferentes
especies en el grupo de semillas escarificadas (Pansarin, 2021).
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Se realizaron diversos tratamientos en semillas de Epidendrum para mejorar la prueba de tetrazolio (Tabla 3), una
técnica para evaluar la viabilidad de semillas. Se observo que el uso de agua desionizada mejoro la eficacia de la prueba
de tetrazolio (0.25%) en ciertas especies de Epidendrum: Epidendrum elongatum, Epidendrum fimbriatum y
Epidendrum microtum. Ademas, se identificd una alta correlacion entre la viabilidad y la germinacion al emplear agua
desionizada y sacarosa al 10%. Aunque los resultados fueron consistentes en ambas sustancias, se sugiere el uso de
agua destilada por consideraciones econdmicas (Salazar Mercado et al., 2020).

En un estudio donde se replicaron las fluctuaciones diarias de temperatura que ocurren en el habitat de Dracula felix,
una orquidea tropical ecuatoriana, las semillas maduras de una poblacion nativa de esta especie perdieron su viabilidad
con el tiempo y en temperaturas extremas. Aunque la germinacion fue baja en todos los tratamientos, mejor6 a 17/22
°C en comparacion con temperaturas constantes. Sin embargo, las etapas tempranas del desarrollo de las plantulas solo
se observaron en ciertos medios y condiciones de temperatura y luz. A pesar de probar hongos simbioticos, no se
mejoro6 la germinacion ni el desarrollo de las plantulas (Quijia-Lamifa et al., 2023).

En orquideas epifitas tropicales de Ecuador, como Cyrtochilum myanthum, Scaphyglottis punctulata y Stelis
superbiens, se observa una diversidad de hongos similar a las especies terrestres. La falta de éxito en el estudio de
Quijia-Lamifa et al. (2023) sugiere que no se seleccionaron los hongos apropiados para la germinacion o el desarrollo
de las plantulas. La correccion de esta eleccion podria resultar en una tasa de germinacion mas alta (Novotna et al.,
2018). Con respecto a los factores que determinan la estructura de la comunidad micorrizica, el conocimiento que se
tiene es limitado. Se ha sugerido que las poblaciones de orquideas epifitas examinadas poseen comunidades
micorrizicas especificas para cada sitio, estructuradas en torno a especies fungicas clave (Cevallos et al., 2016). Esta
informacion es crucial para encontrar la manera de conservar especies en peligro bajo diferentes condiciones climaticas
y mediante el uso de soluciones esterilizantes como hipoclorito de sodio e hipoclorito de calcio (Quijia-Lamifia et al.,
2023). Ademas, otra opcidn se encuentra en la micropropagacion, ya que ha demostrado ser una herramienta valiosa
para conservar especies en peligro. En este contexto, la propagacion controlada en condiciones de laboratorio facilita
la produccion eficiente de plantulas, un elemento relevante para su preservacion (Kang et al., 2020).

Las especies arboreas tienen mejor respuesta al acido sulftrico y acido clorhidrico, contrario, a las orquideas, que
tienen mejores respuestas de germinacion empleando agua desionizada y sacarosa (Figura 5).

Figura 5. Factores determinantes de la germinacion con base en el porcentaje de germinacion obtenido con las
sustancias empleadas para la escarificacion.

Especies arbéreas

Acido sulfurico
Acido clorhidrico
Agua hirviendo

Escarificacion mecanica
Acido gliberelico

Orquideas

Agua desionizada
Sacarosa
Hipoclorito de sodio
Hipoclorito de calcio

Hongos

Nota. Elaboracion propia.

Conclusiones

En muchas especies arboreas las semillas estan protegidas por cubiertas duras que impiden su germinacion, al evitar
la entrada de agua y nutrientes. Para eliminar esta barrera, se usan medios mecanicos o sustancias degradantes como
el acido sulfurico o el acido clorhidrico. En cambio, en las orquideas, con semillas pequenas y vulnerables a infecciones
durante la germinacion, se emplean soluciones desinfectantes para protegerlas y facilitar el rompimiento de la cubierta
de la semilla. Se ha sugerido que el agua desionizada y la sacarosa, junto a la adecuada seleccion de un hongo
compatible, son efectivas para la germinacion. El desarrollo exitoso de las plantulas en especies arbdreas depende de
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condiciones luminosas ideales, mientras que, para las orquideas, tanto la luz como la temperatura son factores clave
para el desarrollo de las plantulas. No obstante que la mayoria de las investigaciones se enfocan en la germinacion
inicial después de la escarificacion, faltan estudios disefiados a largo plazo sobre el crecimiento y desarrollo de las
plantas. La influencia de la variabilidad genética en la eficacia de la escarificacion y la adaptacion de los
procedimientos a diferentes poblaciones de plantas son areas poco exploradas. También se plantea la posibilidad de
combinar la escarificacion con técnicas como la micropropagacion para producir plantulas a gran escala.
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