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E_n los tltimos 40 afios la deforestacion y degradacion de ecosistemas ha sido uno de

los problemas mas graves de las zonas forestales. La tarea de evaluacion y andlisis
del fenémeno de deforestacion es compleja, ya que tiene origenes y causas maltiples
que responden a la gran variacién de condiciones biofisicas y socioeconémicas del
pais, entre las que destacan la sobrepoblacidn, los incendios forestales, las plagas, las
enfermedades y la falta de semillas, sobre todo en la reforestacion de este tipo de areas
degradadas.

Algunas semillas de especies forestales, ademas de ser usadas como alimento
por el hombre y la fauna silvestre, constituyen la materia prima de los programas de
produccion de plantas destinadas a labores de reforestacion y forestacion, asi como
para el establecimiento de plantaciones comerciales de alto rendimiento.

En México, como en otros paises, es evidente el incremento en la produccién de
plantas de calidad, es decir, que cuente con caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas
que permitan el establecimiento, crecimiento y desarrollo vigoroso de éstas en el sitio,
propiciando una mejor calidad de plantacion y, con ello, una mayor sobrevivencia.

Es importante mencionar que los programas de plantaciones forestales requieren
del suministro anual y permanente de semillas. Sin embargo, las masas arboladas de
coniferas no mantienen una produccién constante. Por tal motivo es necesario contar
con una reserva de semilla en la cantidad y calidad necesarias, para aquellos afios en
que no se presenta produccion.

Los programas nacionales de reforestaciéon requieren de semilla con las
caracteristicas basicas de calidad fisioldgica, genética, fisica y fitosanitaria deseadas
para la produccion de planta, para lo cual se requiere un control continuo de los
pardmetros de calidad anteriormente mencionados, en las distintas etapas del proceso
comprendido desde su recoleccion hasta la siembra.

La eficiencia y el éxito de la produccién de planta en vivero, y su establecimiento
en campo, dependen en gran medida de la calidad de la semilla que se utiliza, por lo

que es necesario realizar ensayos al respecto, en términos de sus caracteristicas.
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La aplicacion de estos ensayos debe ser confiable, uniforme y reproducible,
y que permita obtener informacién necesaria para conocer la calidad de un lote,
especialmente cuando se considera a la semilla como un articulo de comercio o
intercambio.

La capacidad de las semillas para germinar y producir una plantula normal
es uno de los principales atributos a considerar para evaluar su calidad. Entre las
caracteristicas principales que determinan el nivel de un lote de semillas estan:
calidad genética, sanidad, pureza, germinacion, contenido de humedad, peso de 1,000
semillas, ausencia de dafio mecanico, dormancia, composiciéon quimica, etc. Estas
caracteristicas mencionadas para su manejo se han agrupado en cuatro componentes:
genético, fisioldgico, sanitario y fisico, y la suma de estos componentes es lo que otorga

la calidad de una semilla.



ANALISIS FISICOS

La determinacion de la calidad de este componente permite conocer las caracteristicas
fisicas que indican el grado de impurezas del lote, lo que refleja las condiciones de
produccion en campo y la eficiencia de la colecta; ademas, muestra la efectividad en

algunos procesos de beneficio o acondicionamiento.

Muestreo
Los muestreos pueden y deben realizarse tantas veces como sean necesarios y en el
momento adecuado. El tipo de muestra y los analisis a realizar dependen de la especie,
etapa y factor que deseen controlar, haciéndose esto en referencia a un lote, el cual se
entiende como un drea, cantidad o volumen especifico de semillas, semillas a granel
o envasadas, que sea identificado fisicamente y que corresponda a una sola especie.
Es considerado un requisito para analisis confiables de semillas, es un procedi-
miento que da como resultado una muestra representativa; por lo tanto, el muestreo es
el hecho de obtener, mediante un proceso sistematico y al azar, la cantidad de muestra
representativa de un lote, considerando los siguientes tipos de muestras (Ver cuadro 3):
Muestra primaria: pequefias porciones de semilla tomadas de uno o més recipientes

que conforman un mismo lote.

Muestra compuesta: todas las muestras primarias combinadas y mezcladas tomadas

del lote de semillas.

Muestra remitida o de envio: es una porcion de la muestra compuesta y que sera

enviada al laboratorio.

Muestra de trabajo: una porcion de la muestra remitida o de envio sobre la cual se

realizaran las pruebas en el laboratorio.

Objetivo: la finalidad del muestreo es la obtenciéon de muestras de un tamario adecuado
y que sean representativas del lote de semillas del cual se desea conocer la calidad, en

cuanto al porcentaje de semilla pura, germinacion, etc.
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El muestreo es una herramienta fundamental para conocer la condicién de un lote de
semillas, al obtener muestras de un tamafio adecuado y que sean representativas de
ese lote.
Materiales y equipos
« Caladores tubulares de diferentes didmetros y longitudes.

o Recipientes con boca ancha y tapa hermética, cubetas o

charolas de tamario apropiado.
o Bolsas de tela, papel o polietileno.
o Etiquetas.
e Marcadores y cinta.

o Balanza granataria.

Procedimiento: en sacos estibados, introducir suavemente el calador o sonda
muestreadora, con el orificio hacia abajo y en un angulo de 30 grados con respecto de

la horizontal.

En sacos no estibados y en recipientes de boca ancha que se abren, se introduce la sonda
muestreadora con los orificios cerrados y, una vez que se alcance el fondo del saco o
recipiente, se da un giro de 180 grados, se abren los orificios para obtener la muestra,
se cierran los orificios, se saca la sonda y el contenido se coloca en un recipiente.

La muestra es etiquetada y enviada al laboratorio.

Figuras 1y 2. Muestreo con sonda, de Agave asperrima 'y Pinus cembroides.



Figuras 3 y 4. Muestreo con sonda, de Pinus maximartinezzii.

Intensidad de muestreo: esto corresponde al numero de muestras primarias que
se deben tomar de un lote de semillas para formar la muestra compuesta. Para este
proceso es necesario conocer el nimero de recipientes por lote, o bien, el volumen del
granel, ya que el nimero de muestras primarias dependen del tamaio del lote (Ver

cuadros 1y 2).

Cuadro 1. Intensidad minima de muestreo para lotes en contenedores
de 15 kg a 100 kg (ISTA 2012).

Numero de contenedores Numero minimo de muestras primarias que deben tomarse
1 a 4 contenedores 3 muestras primarias de cada contenedor
5a8 2 muestras primarias de cada contenedor
9al5 1 muestra primaria de cada contenedor
16 a 30 15 muestras primarias de todo el lote
31a59 20 muestras primarias de todo el lote
60 0 mas contenedores 30 muestras primarias de todo el lote

Para el caso de lotes de semillas en recipientes menores a 15 kg, éstos se combinaran
en unidades de muestreo no superiores a los 100 kg.
Por ejemplo, si tenemos un lote de 500 kg contenido en 50 recipientes de un peso

de 10 kg cada uno, debemos hacer unidades de muestreo de tal manera que no rebasen
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los 100 kg, es decir, tendriamos cinco unidades con 10 recipientes en cada unay, para

saber el nimero de muestras, se toma la referencia del cuadro 1.

Cuadro 2. Intensidad minima de muestreo para lotes de semilla a granel (ISTA 2012).

Tamaiio del lote de semilla Numero de muestras primarias a tomar

Superior a 500 kg Al menos 5 muestras primarias

Una muestra primaria de cada 300 kg, pero no menor a

501 a 3,000 kg 5 muestras

Una muestra primaria de cada 500 kg, pero no menor

3,001 a 20,000 kg de 10 muestras

Una muestra primaria de cada 700 kg, pero no menor a

20,001 kg en adelante 40 muestras

Muestreo a mano: este método es a veces el mas satisfactorio, cuando trabajamos con
muestras de semillas caracterizadas como Chaffy o brozosas; algunos ejemplos son:
Atriplex canescens, Chilopsis linearis, Tecoma stans, Jacaranda mimosifolia, Swietenia
humilis, Tabebuia rosea, Eysenhardtia spp., Fraxinus spp. y Hura poliandra, entre otros.

Los recipientes a muestrear y las posiciones de éstos seran escogidos al azar,
variando el muestreo de la parte superior media o inferior de los recipientes asignados,
muestreando en s6lo uno de estos puntos, es decir, solo se podra obtener una muestra

por lugar muestreado.

Figuras 5y 6. Muestreo manual de especies

brozosas o Chafty: a izquierda, Fraxinus spp.,
a derecha, Tabebuia donnell-smithii.




Contenido de humedad
El contenido de humedad es uno de los factores mas importantes que afectan a las
semillas; su efecto sobre el mantenimiento de la calidad tiene una mayor importancia,
ya que semillas secas y sanas pueden ser mantenidas por muchos aios, en tanto
que semillas himedas se pueden deteriorar en unos cuantos dias. El tiempo de
almacenamiento de las semillas disminuye a medida que el contenido de humedad
aumenta. La humedad de la semilla mantiene un efecto dominante en la actividad y el
predominio de insectos y hongos durante el almacenamiento.

Este analisis puede ser determinado por dos métodos: el directo y el indirecto.
Para la realizacién de esta metodologia, se recomienda aceptar la muestra en un
recipiente cerrado. Una vez recibida la muestra, se debe realizar la prueba lo mas

rapido posible para evitar la exposicion de la misma al ambiente del laboratorio.

Materiales y equipo

o  Estufa de temperatura constante (horno de secado), misma que

permita las temperaturas sugeridas por las reglas ISTA.
o  Balanza analitica y/o de precision.

o Desecador que permita mantener las muestras aisladas de las

condiciones ambientales por un periodo de 20 minutos.

o Recipiente de metal o vidrio (crisoles metalicos o cajas Petri).

Método directo

o Espor medio de la estufa (horno de secado); este método es el mas
confiable y se recomienda que el secado de las semillas se realice a
103°C + 3°C por un periodo de 17 horas, o a una temperatura de

130°C + 1°C por un periodo de cuatro horas.

o Se deben efectuar dos determinaciones de humedad, tomando
para ello dos sub-muestras de la muestra remitida en forma

independiente.

o Elpeso de cada sub-muestra dependera del didmetro del recipiente
en que se secan las semillas, de 4.5 + 0.5 g si el diametro es 5-8 cm,

y de 10 + 1.0 g si el didmetro es 8 cm o mayor. En el caso de semillas



grandes, se utiliza el siguiente criterio: si se trata de semillas grandes
y el peso de 1,000 semillas es mayor a 200 g, se usaran cinco semillas,

y si el peso de 1,000 semillas es menor a 200 g, se usaran 4 0 5 g.

o Pararealizar la prueba de humedad en semillas grandes de arboles
y arbustos, deben cortarse en pequefias partes, de modo que el
tamarfio de la muestra que se requiere sea suficiente para las dos
replicas; el peso aproximado debe ser el equivalente al de cinco

semillas intactas.

o Las muestras se llevan al horno, se colocan sobre su base y, una
vez que se cumpla con el periodo establecido, se sacan utilizando
guantes de asbesto o pinzas especiales para extraccion, y se colocan
en un desecador que contenga sales de silice por un lapso de 20

minutos.

o Sino se cuenta con un desecador con Silica Gel, se recomienda
sacar las submuestras del horno y pesarlas inmediatamente para
evitar rehidratacién, aunque es recomendable esperar a que se
enfrien para un mejor manejo. Se pueden dejar a que se enfrien en

el horno, si asi se desea, por espacio de 30 minutos.
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Figura 7. Etiquetado de los recipientes Figura 8. Peso del recipiente y de su
(No. de lote, Especie, No. de submuestra).  tapa, antes del secado.



Figura 9. Peso de una submuestra y del
recipiente, antes del secado.

Figura 11. Colocar las submuestras en un
desecador, después del proceso de secado.

Figura 13. Evitar tomar las muestras con las
manos directamente (usar guantes).

Figura 10. Envio a la estufa de las
submuestras, para el proceso de secado.

Figura 12. Permanencia por 15-20 minutos de las

submuestras en el desecador.

Figura 14. Pesar la submuestra y el recipiente,
después del secado.
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Los célculos se obtienen con la siguiente férmula:

100
(M2 — M3)x

M2 —MI

Dénde:

MI1= peso en gramos del recipiente y su tapa.

M2= peso en gramos del recipiente, su tapa y la semilla entera.

M3= peso en gramos del recipiente, su tapa y la semilla después del periodo de secado

en la estufa.

Los resultados se expresan en porcentaje.

Métodos indirectos
Tales métodos son algunos que se realizan con el uso de aparatos electrénicos, como:
MOTOMCO, DOLE, BUROWS, etc. Para las especies forestales con la cuales se
trabaja, se tendra que realizar una serie de pruebas comparando los resultados con
los obtenidos en el método directo y, con ello, calibrar estos aparatos, con lo cual se

podran obtener resultados mas rapidos y certeros.



Homogenizacion

Una vez que se entrega la muestra remitida en el laboratorio del Banco de Germoplasma
o Centro de Acopio, se realiza el registro de la muestra con su ntimero de lote, en el cual
se toma en cuenta el total de los pardmetros que se puedan distinguir en las muestras,
es decir, todos los datos importantes de la especie, tamaino de muestra, colecta, lote,
asignacion de un numero consecutivo, etc., lo que permitird un mejor control.

La homogenizacion es el hecho de mezclar y, después de un ntimero de
biparticiones, obtener la muestra de trabajo, y consiste en combinar uniformemente la
muestra y reducirla al tamafno deseado.

Cuando la muestra de envié o muestra remitida llega al laboratorio, es necesario
homogenizarla y reducirla, para obtener la muestra de trabajo en la que se haran las
determinaciones de calidad y se tomara el peso requerido o especificado en la reglas.
Para esta homogenizacion y divisiéon se puede hacer uso de los métodos y aparatos

siguientes:

Método de divisores mecanicos

Este esadecuado parala mayoria de las semillas, excepto para aquellas extremadamente
brozosas o grandes, ejemplos: Junglas macrocarpa 'y Junglas molle. Los aparatos dividen
la muestra en aproximadamente dos partes iguales. La muestra de envié es mezclada,
pasandola en el divisor, recombinando las dos partes y pasando la muestra compuesta
una segunda vez.

La muestra es dividida, pasando la semilla repetidas veces y removiendo una
mitad cada vez. Este proceso de division sucesiva se continua hasta obtener la muestra

de trabajo del tamafio aproximado, sin ser menor al tamafo requerido.

Divisor cénico o de tipo Boerner
Este aparato homogeneizador consta de una tolva, valvula o compuerta de control
de flujo de la semilla, cono invertido y una serie de canales que dirigen la semilla por
gravedad hacia dos conductos.
Una desventaja para este divisor es su dificultad para verificar su limpieza; para

ello es conveniente evitar que la semilla se atore en la valvula.



Figuras 15y 16. Forma de alimentar la muestra remitida
en el homogeneizador para realizar las biparticiones, hasta
obtener la muestra de trabajo.

Figura 18. Acomodar bien los recipientes
receptores.

Figura 17. Abrir la valvula de un solo tirén.

Figura 19. Obtencion de la muestra de trabajo.



Divisor de suelo o de tipo rifle
Este aparato consta de tolva sin vélvula o compuerta, drea de canales de salida y charola
de recepciodn; tiene el mismo principio del Boerner, sus canales estan arreglados en

linea recta. Existen en el mercado con tres diferentes aberturas, que se pueden utilizar

para tres tamafos de semillas.

Figuras 22 y 23. Obtencion

de la muestra de trabajo.
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Divisor tipo Gamet
Este aparato homogeneizador tiene el mismo principio que el tipo Boerner; consta
de un sistema de alimentacion eléctrica con motor que hace funcionar un eje con dos
aspas, las cuales sirven para suministrar al homogeneizador de forma mas regulada.
Consta de una tolva o cono invertido, eje con aspas de control de flujo de la semilla,

canales que la dirigen por gravedad hacia dos conductos o salidas, donde se recolectan

dos partes o sub muestras aproximadamente iguales.

Figura 26. Se obtienen dos partes
iguales de la muestra.




Métodos manuales
Cuando no se cuenta con los divisores mecanicos descritos anteriormente, se puede o

se debe recurrir a estos métodos manuales:

Método de reduccion y obtencion de una muestra de trabajo hecho manualmente
o Sevierten las semillas sobre una superficie lisa y limpia.

o Mezclar las semillas uniformemente, utilizando una espatula y los

dedos para que, al final, se tenga un monticulo.

o Dividir el monticulo en dos mitades y éstas se dividen de nuevo,
haciendo cuatro porciones. Estas de nueva cuenta se dividen
hasta obtener ocho porciones y acomodar en dos filas con cuatro

porciones cada una.

o Combinar y retener porciones alternas, ejemplo: primera y
tercera porcion de la fila uno con segunda y cuarta de la fila dos, o

viceversa.

o Remover o quitar las cuatro porciones restantes y regresar de nuevo

a la bolsa o recipiente de la muestra remitida.

«  Repetir el proceso de divisién hasta que se obtenga el peso de la

muestra de trabajo que se requiera.

Figura 27. Utilizacién del método del cuarteo en semillas de especies pequefias, brozosas o Chafty.

Ejemplo izquierdo: Fraxinus uhdei.
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Figuras 28 y 29. Utilizaciéon del método del cuarteo en
semillas de especies pequenas, brozosas o Chaffy.

Método de cuchara
Este método es recomendado utilizarlo Gnicamente para muestras de semillas
consideradas Chafty o brozosas, por ejemplo: Atriplex canescens, Chilopsis linearis,
Tecoma stans, Jacaranda mimosifolia, Swietenia humilis, Tabebuia rosae, Eysenhardtia

spp., Fraxinus spp., Hura poliandra, entre otras.

Materiales: Charola de plastico o metal con buenas dimensiones para trabajar,

espétula, cuchara y bolsa o recipiente para muestra.

o Mezclar con anterioridad la muestra de semilla enviada o remitida
en un recipiente; las semillas se vierten uniformemente en la
charola, a lo largo de la longitud, y la segunda pasada se realiza en

direccion opuesta, cuidando no agitar la charola.

o Con la cuchara en una mano y en la otra una espétula, o con el dedo
—como se muestra en la figura—, se retiran pequenas porciones de
semilla de la bandeja y se ponen en el recipiente donde se coloca la

muestra.

«  Sedeben de tomar semillas de, al menos, cinco lugares al azar, y se
debe tener cuidado de que la cuchara alcance el fondo de la charola,
tomando en cuenta la cantidad de muestras necesarias para obtener

suficiente semilla para constituir la muestra de trabajo.



Figuras 30, 31, 32 y 33. Método de la cuchara, en
semillas de especies pequenas, brozosas o Chaffy.




Cuadro 3. Tamaiio maximo del lote y tamarfio de las muestras para arboles y arbustos (ISTA 2012).

Tamaio maximo

Muestra de envio o

Muestra de trabajo

Especie del lote (kg) remitida (g) parz;::llrz;ljl(igs;s de
Abies alba Mill 1000 240 120
Abies amabilis Douglas ex. ].Forbes 1000 200 100
Abies balsamea (L.) Mill 1000 40 20
Abies cephalonica Loudon 1000 360 180
él;ﬁsl ecriiicica (Antonie&Kostschy) 1000 1000 500
Abies concolor (Gordon & Glend) 1000 160 80
Abies durangensis Martinez* 500 150 75
Abies firma Siebold & Zucc 1000 200 100
Abies fraseri (Pursh) Poir 1000 40 20
i\ll;islsl grandis (Douglas ex D. Don) 1000 100 50
Abies homolepis Siebbold & Zucc 1000 80 40
éﬁl:rsn religiosa (H.B.K.) Schlecht et 500 250 125
Abies vejari Martinez* 500 100 55
Acacia berlandieri Benth 1000 2000 1000
Acacia farnesiana (L.) Willd 1000 500 250
Acacia guatemalensis Hook & Arn* 1000 1500 900
Acacia retinoides Schltdl* 500 80 40
Acacia rigidula Benth* 500 400 50
IIL_XIc;i;fi schaffneri (S. Watson) EJ. 500 500 200
Acacia spp. 1000 70 35
Acacia willardiana Bark* 1000 250 125
Acer campestre L. 1000 400 200
Acer negundo L. 500 200 100
Acer palmatum Thunb 500 100 50




Cuadro 3, continuacion...

Especie Taglaﬂo maximo Muestra de envio o hg:::gf&;fﬁ:?:
el lote (kg) remitida (g) pureza (g)

Acrocarpus fraxinifolius Wight et Arn* 1000 500 200
Agave angustifolia Haw* 500 100 50
Agave asperrima Jacobi* 500 100 50
Agave atrovirens Karw* 100 140 70
Agave cupreata Trel & Berger* 100 60 30
Agave guadalajarana Trel* 100 60 30
Agave horrida Lem* 100 60 30
Agave inaequidens Koch* 100 60 30
Agave lechuguilla Torr.* 100 100 50
Agave maximiliana Baker* 100 60 30
Agave potatorum Zucc* 100 60 30
Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck* 100 70 35
Agave scabra Salm-Dyck* 100 60 30
Agave spp.* 100 70 35
Agave verschaffeltii Lem ex Jacobi* 100 100 50
Agave victoriae-reginae T. Moore* 100 15 7

Albizia occidentalis Brandegee* 500 600 300
Alnus rubra Bong 1000 1000 150
Alnus acuminata Kunth 500 50 15
Alnus cordata (Loisel.) Duby 1000 12 6

Alnus firmifolia Fernald* 100 50 10
Arbutus xalapensis H.B.K.* 100 16 8

Arctortaphylus pungens Kunt* 500 120 60
Atriplex canescens (Pursh) Nutt.* 1000 120 60
g;rtigiex canescens (Pursh) Nutt. 500 50 25




Cuadro 3, continuacion...

Especie Tag)aﬂo maximo Muestra 1'16 envio o B;:::ﬁaai‘;f;‘;:?:
el lote (kg) remitida (g) pureza (g)

Bt s (ans) “ 0
Bauhinia lunaroides (B. congesta)* 1000 200 100
Bauhinia variegata L. Bark* 1000 1000 500
Betula papyrifera Marshall* 300 10 3
Betula pubescens Ehrh* 300 10 1
f{%l.ui’\i gifiins (Franceschi ex Becc.) 1000 2000 1000
Brehae dulcis (H.B.K.) Mart* 1000 1100 550
Brosimum alicastrum Swarts.* 1000 2000 1000
Bucida buceras L.* 300 60 30
Bumelia celastrina H.B.K.* 500 100 50
Bursera spp.* 100 100 50
Caesalpinia platyloba S.Watson* 1000 1500 750
Caesalpinia pulcherrima (L.) Sw.* 1000 1500 750
Calocedrus decurrens (Torr.) Florin 100 60 30
Canavalia ensiformis (L.) DC* 1000 1500 800
Capsicum annum L. var. 100 50 25
Captcn g D) “ s
Cassia biflora L* 1000 600 300
Cassia fistula L* 1000 2000 1000
Casuarina equisetifolia L. 100 20 5
Casuarina cunninghamiana Miq. 100 25 5
Cedrela odorata L.* 100 150 75
Cedrela spp.* 1000 120 60
Ceiba acuminata (S. Watson) Rose* 500 300 150
Celtis laevigata Willd.* 1000 600 300




Cuadro 3, continuacidn...

Tamaiio maximo

Muestra de envio o

Muestra de trabajo

Especie del lote (kg) remitida (g) P arz;)flL:;l:l(igs;s de

Celtis pallida Torr* 200 50 25
Ceratonia siliquia L.* 1000 850 425
Cercidium floridum Benth ex A. Gray* 1000 1500 800
Cercidium macrum .M. Johnst* 1000 100 50
gelr;}ildri:ttr:l microphyllum (Torr.) Rose 1000 1500 800
I?Izrrcrz;ldsizm praecox (Ruiz et Pavén) 500 250 125
Cercis canadensis L.X 60 120 250
Chilopsis linearis (Cav.) Sweet.* 100 30 15
Coffea arabica L. 5000 2000 1000
Cordia alliodora (Ruiz & Pav.) Oken* 100 60 30
Cordia boissieri (A.D.C.)* 500 2000 1200
Cordia dodecandra (A.D.C.)* 1000 1000 semillas 1000 semillas
Coursetia glandulosa A. Gray* 500 100 50
Crataegus baroussana Eggl* 100 400 200
Crataegus mexicana Moc. Sessé.* 100 400 200
Crataegus monogyna Jacq. 1000 400 200
Crescentia alata Kunth* 1000 400 200
Crescentia cujete L* 1000 1000 500
Crocus sativus L* 1000 800 400
Cupressus arizonica Greene 1000 60 30
Cupressus lindleyi Klotzsch ex Endl. 500 50 25
Cupressus lusitanica Mill. 500 50 25
glgt;:ie:rslus macrocarpa Hartw. ex 1000 60 20
Cupressus sempervirens L. 1000 60 25
Cupressus spp. 1000 60 30

23



Cuadro 3, continuacion...

L . Muestra de trabajo
. Tamafio mdximo Muestra de envio o 1e s
Especie e para el analisis de
del lote (kg) remitida (g)
pureza (g)
Cyrtocarpa procera Kunth* 1000 1000 semillas 1000 semillas
Dasylirion cedrosanum Trel.* 1000 80 40
Dasylirion leiophyllum Engelm. ex 500 60 30
Trel.*
Delonix regia (Bojer) Raf.* 1000 2200 1500
Diospyros digyna Jacq.* 1000 5000 2500
Diospyros texana Scheele* 1000 600 300
Dodonaea viscosa L. Jacq.* 1000 300 150
Duranta repens L.* 100 100 50
Ehengpszs ebano (Berl.) Britton et 1000 3000 1500
Rose
Echu;locactus platyacanthus Link et 50 20 10
Otto
Echinocactus spp.* 50 10 5
Ehretia tinifolia L* 100 250 140
Enferolobium cyclocarpum (Jacq.) 1000 2500 1500
Griseb*
Erythrina americana Miller* 500 2500 1300
Eucalyptus camaldulensis Dehnh 100 100 50
Eucalyptus cinerea F. Muell. ex Benth. 100 100 50
Eucalyptus globulus Labill 1000 60 20
Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden 1000 15 5
Eucalyptus radiata Sieber ex D.C. 1000 40 15
Eucalyptus robusta Sm 1000 15 5
Eucalyptus rudis Endl 1000 15 5
Eucalyptus urograndis (Hibrida de E.
grandis & E. urophylla) 100 100 0
Eyserihardtza polystachya (Ortega) 100 100 50
Sarg.
Eysenhardtia texana Scheele* 100 50 20




Cuadro 3, continuacidn...

Especie Taglaﬁo maximo Muestra ¢.1e envio o h;:::teliaa?l‘;ltil‘s?]s)z:lj:
el lote (kg) remitida (g) pureza (g)

Forestiera angustifolia Torr.* 100 100 50
Forestiera tomentosa S. Watson* 500 100 83
Fraxinus cuspidata Torr.* 1000 200 100
Fraxinus greggi A. Gray* 200 40 20
Fraxinus spp. 1000 400 200
Fraxinus uhdei (Wenz.) Lingelsh 500 200 100
Ginkgo biloba L. 5000 500 semillas 500 semillas
s\;:i;')cidia sepium (Jacq.) Kunth ex 1000 1000 500
Gmelina arborea Roxb. 1000 2000 1800
Grevillea robusta A. Cunn. 500 200 100
Guaiacum angustifolin Engelm.* 100 200 100
Guaiacum coulteri A. Gray* 1000 1500 750
Haematoxylon campechianum L.* 1000 200 100
Havardia pallens (Benth.)* 100 200 100
Hesperaloe funifera (K. Koch) Trel.* 500 150 750
Hunnemannia fumariifolia Sweet* 500 50 25
Hura polyandra Baill.* 5000 1000 semillas 1000 semillas
Jacaranda mimosifolia D. Don. 500 60 30
Jacaratia mexicana A.D.C.* 500 400 200
Jacquinia pungens A.Gray* 500 300 150
Juglans regia L.* 1000 1000 semillas 1000 semillas
Junglans mollis Engelm* 1000 2000 semillas 1000 semillas
Juniperus communis L. (semilla) 1000 60 30
Juniperus communis L. (fruto) 1000 300 150
Juniperus deppeanna Steud* 100 250 110
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Cuadro 3, continuacion...

L . Muestra de trabajo
. Tamafio mdximo Muestra de envio o 1e s
Especie e para el analisis de
del lote (kg) remitida (g)
pureza (g)
Juniperus erythrocarpa Cory* 100 250 100
Juniperus flaccida Schltdl* 100 400 200
{\ljlmprerus Jlacczda var. poblana 100 200 100
artinez
{\L/}mp,erus*montzcola f. compacta 100 200 100
artinez
]um‘lierus monosperma (Engelm.) 100 250 125
Sarg
Juniperus saltillensis M.T. Hall* 500 100 50
Juniperus virginiana L. 1000 100 50
Koelreuteria paniculata Laxm.* 1000 800 400
Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit* 500 500 250
Leucophyllum frutescens (Berl.) LM. 200 50 2
Johnst.*
Ligustrum japonicum Thunb. (semilla) 100 200 100
Ligustrum japonicum Thunb. (fruto) 500 300 150
Ligustrum vulgare L. 1000 100 50
Lippia graveolens H.B.K.* 50 5 2
Liquidambar macrophyllaa Oerst. 200 30 15
Liquidambar styraciflua L. 300 30 15
Liquidambar tulipifera L. 1000 180 90
Lonchocarpus longistylus Pittier.* 2000 1500 750
Lycium berlandieri Dunal* 1000 100 50
Lysiloma divaricatum (Jacq.) J.E. 100 180 70
Macbr.*
Lysiloma latisiliquum (L.) Benth* 1000 200 100
Lysiloma watsonii Rose* 1000 400 200
Malus sargentii Rehder 1000 24 12
Malus spp. 1000 50 25
Malva sylvestris L.* 5000 30 15




Cuadro 3, continuacidn...

Especie Taglaﬁo maximo Muestra ¢.1e envio o h;:::teliaai‘;ltil;izls)z:lj:
el lote (kg) remitida (g) pureza (g)
Melia azedarach L. (semilla) 500 50 25
Melia azedarach L. (fruto) 1000 3000 1500
Morus spp. 1000 20 5
Myrospermum sp.* 1000 1200 600
Nolina cespitifera Trel.* 500 250 110
Olneya tesota A. Gray* 500 1200 600
Ostrya virginiana (Mill.) K. Koch* 500 100 50
Parkinsonia aculeata L.* 1000 300 150
Phaseolus coccineus L. 5000 1500 900
Phoenix dactylifera L* 1000 3000 1500
Pyracantha coccinea M. Roem.* 100 30 15
Picea engelmannii Parry ex Engelm.* 1000 20 10
ﬁ;i(tziflgflmannii var. mexicana 50 30 15
Picea mariana (Mill.) Britton et al.* 1000 6 3
Pinus arizonica Engelm. 1000 200 100
ﬁzﬁsﬁggﬁonica var. stormiae 1000 200 100
Pinus ayacahuite Ehren. 500 2000 1000
Pinus ayacahuite var. brachyptera* 1000 1500 700
Pinus ayacahuite var. veitchii Shaw* 1000 1500 800
Pinus banksiana Lamb.* 1000 25 9
Pinus caribaea Morelet.* 1000 100 50
Pinus cembroides Zucc. 1000 1000 700
izggiecsﬁrfensis (Martinez) 1000 200 100
Pinus contorta Douglas ex Loudon.* 1000 25 9
S:ZZIS,Z E;)i())feri (Pinus arizonica var. 1000 100 50
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Cuadro 3, continuacion...

Especie Tag)aﬁo maximo Muestra ('16 envio o B;’[:re:teliaag‘;lt;:;??:
el lote (kg) remitida (g) pureza (g)

Pinus culminicola Andresen* 1000 1800 900
Pinus devoniana Lindley* 1000 250 150
Pinus douglasiana Martinez* 500 200 80
Pinus durangensis Ehren.* 500 200 100
Pinus engelmannii Carr* 500 250 120
Pinus flexilis E. James 1000 500 250
Pinus greggii Engelm.* 100 50 25
Pinus halepensis Mill. 1000 100 50
Pinus hartwegii Lindl 500 150 80
Pinus jeffreyi Grev. & Balf* 500 700 400
Pinus johannis M.E. Robert* 1000 1700 850
Pinus lambertiana Douglas 1000 1000 500
Pinus leiophylla Schl. & Cham* 500 120 60
Pinus maximartinezii Rzedowski* 1000 2000 semillas 1000 semillas
Pinus michoacana Martinez* 1000 300 150
Pinus montezumae Lamb* 1000 300 150
Pinus nelsoni Shaw* 1000 2000 1500
Pinus oaxacana Mirov* 1000 200 100
Pinus oocarpa Schiede ex Schitdl. 1000 150 80
léz};::r; patula Schiede ex Schltdl & 1000 40 20
Pinus pinceana Gord 1000 1900 950
Pinus pinea L. 1000 1000 1000
f;r&soionderosa P. Lawson & C. 1000 200 100
Pinus pringlei Shaw* 500 150 60
liz)rg::sk }Zseudostrobus forma megacarpa 100 140 65




Cuadro 3, continuacidn...

Tamaiio maximo Muestra de envioo | MUestra de trabajo
Especie del lote (kg) remitida (g) para el analisis de
pureza (g)

Pinus pseudostrobus Lind 500 150 80
fﬂlﬁ \I,))S%Aifﬁts':gus var. oaxacana 100 140 70
Pinus pumila (Pall.) Regel* 1000 40 20
Pinus quadrifolia Parl. ex Sudw.* 1000 2000 1000
Pinus radiata D. Don.* 1000 160 80
g:xi:xzom (Little) D.K. Bailey & 1000 1000 800
Pinus roxburghii Sarg.* 500 400 280
Pinus rudis Endl.* 500 150 75
151}11:;1 .tfocote Schiede ex Schltdl. & 500 200 80
Piscidia piscipula (L.) Sarg.* 500 100 50
Pisum sativum 5000 1000 900
Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth.* 5000 1000 500
}C’:zﬁefiillohiumﬂexicaule (Benth.) .M. 5000 2000 1500
Platanus mexicana Moric. 100 20 10
Platanus spp. 1000 25 6
Populus spp. 50 5 2
Populus tremuloides Michx. 50 10 5
Ixét;gﬁrdia pacifica Seem. & H. 1000 400 250
Prosopis chilensis (Molina) Stuntz 1000 400 200
Prosopis glandulosa Torr.* 1000 200 100
I;gfiipis glandulosa (con endocarpio) 1000 400 200
Prosopis juliflora (Sw.) D.C.* 1000 300 150
Zwﬁli(si)lfevigata (Humb. et Bonpl. 1000 800 400
Prosopis palmeri S. Watson* 1000 400 150
Prosopis pubescens Benth.* 1000 40 20
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Cuadro 3, continuacion...

Especie Taglaﬁo maximo Muestra 1:'16 envio o B;’[:re:teliaag‘;lt;:;??:
el lote (kg) remitida (g) pureza (g)
Prosopis velutina Wooton* 1000 400 150
Prunus amygdalus Batsch* 1000 900 450
Prunus avium (L.) L.* 1000 900 450
ﬂg\r;:z gs}eirotina subsp. capuli (Cav.) 1000 900 500
P];ssg;igﬁombax ellipticum (Kunth) 500 50 2
Pseudostsuga menziesii (Mirb.) Franco 1000 90 60
Pseudotsuga spp. 100 80 40
Psidium guajava L. 50 40 20
Ptelea trifoliata L.* 50 170 85
Punica granatum L.* 1000 120 60
Quercus agrifolia Née* 5000 2000 semillas 1000 semillas
Quercus canbyi Trel. * 5000 1500 semillas 750 semillas
Quercus fusiformis Small* 5000 2000 semillas 1000 semillas
Quercus hypoxantha Trel.* 5000 1500 semillas 750 semillas
Quercus ilex L.* 5000 2000 semillas 1000 semillas
Quercus lacelly Small* 5000 2000 semillas 1000 semillas
8;‘;:;%5 polymorpha Schltdl. & 5000 1500 semillas 750 semillas
Quercus rubra L* 5000 2000 semillas 1000 semillas
Quercus rugosa Née* 5000 2000 semillas 1000 semillas
Quercus rysophylla Weath.* 5000 1500 semillas 750 semillas
Quercus spp. 5000 500 semillas 500 semillas
Rhus virens Lindh. ex A. Gray* 100 50 25
Rosa spp. 1000 50 25
Sabal yapa C. Wright ex Becc.* 1000 1500 800
Sapindus saponaria L.* 1000 2000 semillas 1000 semillas




Cuadro 3, continuacidn...

Especie Taglaﬁo maximo Muestra ¢.1e envio o h;:::teliaai‘;ltil;izls)z:lj:
el lote (kg) remitida (g) pureza (g)
Sapium sebiferum (L.) Roxb.* 1000 1000 500
Schinus terebinthifolius Raddi* 500 100 50
Schinus molle L.* 500 200 100
Sesbania mexicana Pollard * 500 400 200
gir}rllrr:deti)(rllisiu chinensis (Link) C.K. 1000 2000 1500
Sophora japonica L. 1000 100 50
z;;;gocr.a* secundiflora (Ortega) Lag. 1000 2000 1500
Spathodea campanulata P. Beauv* 100 30 15
Swietenia humilis Zucc.* 1000 2000 1700
Swietenia macrophylla King* 1000 2500 1900
Tabebuia donnell-smithii Rose* 100 50 15
Tabebuia palmeri Rose* 100 200 100
Z:a.lb)e.lgtia rosea (Bertol.) Bertero ex 100 400 200
Taxodium distichum (L.) Rich 300 500 250
Taxodium mucronatum Ten.* 200 80 40
Taxus spp. 1000 320 160
Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth* 100 40 20
Tectona grandis L.£* 1000 2000 1000
Thuja occidentalis L.f. 1000 25 4
Thuja orientalis L. 1000 120 60
Thuja sp. 500 100 50
Trifolium pratense L. 1000 50 5
Trifolium repens L.* 1000 25 2
Ugnadia speciosa Endl.* 1000 2000 1000
Ulmus americana L. 1000 30 15




Cuadro 3, continuacion...

L . Muestra de trabajo
. Tamaio maximo Muestra de envio o 1 s
Especie e para el analisis de
del lote (kg) remitida (g)
pureza (g)
Vigna ymbellata (Thunb.) Ohwi & H. 1000 400 150
Ohashi*
Viguiera quinqueradiata (Cav.) A.
Gray ex S. Watson* 500 >0 10
Vitex pyramidata B.L. Robinson* 1000 1500 700
Washingtonia filifera (Lindl.) H. 1000 600 550
Wendl*
Washingtonia robusta H.-Wendl.* 1000 600 300
Yucca carnerosana (Trel.)* 100 250 120
Yucca filifera Chabaud* 200 800 400
Yucca rostrata Engelm. ex Trel.* 200 400 200
Yucca thompsoniana Trel.* 200 400 200
Yucca treculeana Carriere* 500 500 250
Ziziphus mexicana Rose* 5000 1000 semillas 1000 semillas

* Especies que no aparecen en la Regla de la ISTA pero que, siguiendo la normativa de la regla,

se consideran estos pesos para la muestra de trabajo.




ANALISIS DE PUREZA FISICA

Es un andlisis que se lleva a cabo durante la recepcién de un lote o materia prima de
semillas procedente de una recoleccion, con el objetivo de recomendar un proceso de
beneficio especial. Dicho analisis también se realiza durante el acondicionamiento,
con el fin de calibrar los aparatos utilizados y, finalmente, se hace a toda la semilla
acondicionada o beneficiada y preparada antes de su envasado, para llevar a cabo su
comercializacion, su uso en el vivero o su almacenamiento. Esta determinacion inicial
permite, en primera instancia, decidir si se recibe el lote de semilla enviado.

En forma general el analisis de pureza fisica consiste en examinar una muestra de
trabajo, de un peso especificado en reglas de anlisis, y separarla en tres componentes:

semilla pura, semillas de otras especies y materia inerte.

Semilla pura. Semilla en cuestion de andlisis o que predomina en la muestra, e
incluye las variedades botanicas y mejoradas de esa especie, e implica, ademas, semilla
manchada, semilla quebrada (mayor de la mitad, y siempre y cuando sea evidente
la presencia del embrién), semilla germinada, semilla inmadura o enferma. También

incluye las siguientes:

o  Semilla verdadera.

o Caridpsides y flores individuales.
o  Florecillas.

o Flosculos.

o Unidades multiples—pastos (flor fértil mas ciertas estructuras, como

glumas, flores estériles, aristas, etc.).
o Semilla pequeiia.
o Semilla chupada.
«  Semilla inmadura.
o Semilla manchada.
+ Semilla germinada.

o Semilla rota o daiada a mas de la mitad, excepto leguminosas y

cruciferas con testa removida.

33



o Semilla danada por insecto, cuando el dafio no es demasiado obvio.
o  Fragmentos de aquenios y pericarpios mayores de la mitad.

o Semilla llena o no.

»  Aquenios, esquizocarpos y mericarpios que contengan o no semilla.

+  Semilla con alas quebradas y dafadas.

Semillas de otras especies. Son semillas con las caracteristicas consideradas para la
semilla pura, en unidades de semilla de cualquier especie de plantas diferentes, que
generalmente estan contaminando un lote o una muestra determinada de una especie
de semilla. Entre ellas se encuentran semillas de especies cultivadas, y semillas de

malezas: comunes y nocivas.

Materia inerte. Todo material considerado de impureza, que no fue clasificado en
los tres componentes anteriores; la materia inerte deberd incluir semillas que no sean
definidas como puras, estructuras semejantes a semilla, tanto de cultivos como de

hierbas.

o  Semilla con testa completamente removida.

o Pedazos de semillas (semillas puras u otras semillas), igual o menos
de la mitad.

o  Semilla danada por insecto, menos de la mitad.
o Cotiledones separados.

o Basura.

o Alas de algunas coniferas.

o Tierra.

o Paja.

o Insectos, etc.

o  Piedras.

o  Follaje.

«  Ramas pequenas.



Metodologia

Muestra de trabajo
El analisis de pureza debera ser hecho en una muestra de trabajo tomada de la muestra
de envid, de acuerdo a las reglas de la ISTA 2012.

En especies que no aparecen en la Reglas ISTA y que no estan indicadas en el
presente manual, se debe considerar el peso minimo de una muestra de trabajo que
tenga al menos 2,500 semillas. El analisis puede efectuarse en una muestra de trabajo
completa.

El uso de dos submuestras se recomienda cuando se trata de semillas brozosas de
alto volumen; éstas son tomadas de forma independiente, tratando que sean la mitad

aproximadamente del peso de la muestra de trabajo.

Y ©
‘ Q £ .
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Separacion de la muestra de trabajo
La muestra de trabajo, después de pesarla, debera ser separada en sus componentes ya

definidos (semilla pura, materia inerte y semilla de otras especies).

Figuras 34 y 35. Separacion de los componentes; ejemplo Agave asperrima y Pinus engelmannii.
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Figuras 36 y 37. Separacion de los componentes; ejemplo Pinus cembroides y Pinus teocote.

Figura 38. Separacion de los
componentes; ejemplo Haematoxylum
campechianum.

Calculo y expresion de resultados
Sumar todos los pesos de las fracciones de los componentes de la muestra de trabajo.
Esta suma debera compararse con el peso original de la muestra. El porcentaje se
calcula, del peso del componente, entre la suma de los pesos de las fracciones de los
componentes por 100.

El resultado del analisis de pureza debera ser dado con un lugar decimal, segun
el cuadro No. 3, y el porcentaje de todos sus componentes deberd sumar 100; los
porcentajes de semilla pura, semilla de otras especies y materia inerte deberan ser
reportados en cada espacio provisto. Si el resultado para un componente es nulo, éste

se reporta como 0.0 en el lugar apropiado.



Cuadro 4. Numero de decimales de acuerdo al tamafio de muestra.

Tamaiio de la muestra No. de decimales
Menorde 1.0 g 4
1.0-9.9g 3
10.0-99.9 g 2
100.0-999.9 g 1
1000.00 g mayor 0

Calculdndose con la siguiente formula:

Peso del componente
Pureza %= x 100
Peso de la muestra

o Peso del componente
Materia inerte %= x 100
Peso de la muestra

Peso del componente

Semillas de otras especies %=
Peso de la muestra

Peso de 1,000 semillas para determinar el niimero de semillas por kilogramo
El peso de 1,000 semillas se utiliza para determinar la cantidad de semilla necesaria
para lograr un numero de plantas predeterminando. Este peso puede ser variable y
esta determinado en gran parte por las condiciones ambientales en que se desarrollan
los arboles.

Asimismo entre especies hay diferencias en el peso de 1,000 semillas, debido a

los diferentes tamanos de ellas.

ISTA recomienda dos opciones para realizar la prueba, y las cuales son:
1) Con la totalidad de la semilla pura obtenida en el analisis de pureza.

2) Con ocho repeticiones de 100 semillas puras cada una.



En el primer caso se cuenta la totalidad de la semilla pura y se pesa en gramos con el
mismo numero de cifras decimales que en el anélisis de pureza, y se introduce en un
aparato contador adecuado.

Al finalizar el conteo, se leera en el indicador el nimero de semillas correspon-
dientes a la muestra introducida, y se pesara la semilla con el nimero de decimales
indicado por las reglas de ISTA.

En el segundo caso, de la semilla pura obtenida en el analisis de pureza se toman
al azar ocho repeticiones de 100 semillas cada una, y el conteo se hard con un contador
o manualmente. Cada una de las ocho repeticiones se pesara en gramos con el mismo

nimero de cifras decimales que en el analisis de pureza.

Figuras 39 y 40. Conteo de ocho grupos de 100 semillas

Figuras 41 y 42. Pesado de cada grupo de 100 semillas.



Se calcula la varianza (S?), la desviacion tipica (S) y el coeficiente de variacion (C.V.).

n(sumatoria X?) — (sumatoria x)

§* nn-1)

s=4s?

S
CV ==x100
X

X= peso en gramos de cada repeticion
n= namero de repeticiones

X= media del peso de 100 semillas

Si el coeficiente de variacion (C.V.) no excede del 6.0 para semillas brozosas como
Atriplex cancescens, Chilopsis linearis, Tecoma estans, Jacaranda mimosifolia, Swietenia
spp., Tabebuia spp., Eysenhardtias spp., Fraxinus spp. y Hura poliandra, entre otras,
y de 4.0 para otras mas, el resultado de la prueba puede ser calculado y aceptado.
Si el coeficiente de variacion excede de los limites mencionados, cuente y pese otras
ocho repeticiones y calcule la desviacion tipica (S), para las 16 repeticiones. Descarte
cualquier repeticion que difiera de la media por mas del doble de la desviacion tipica

calculada.
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Determinacion del porcentaje de semillas vanas

Esta prueba se puede realizar con cuatro métodos, los cuales son:

Rayos X

El uso de rayos X en los andlisis de semillas es una herramienta valiosa y no destruc-
tiva, que permite en poco tiempo determinar el estado fisico en que se encuentran las
semillas, siendo muy util para determinar aspectos como: dafios por insectos, mecani-
cos, porcentaje de semillas con diferentes grados de desarrollo, ademas del porcentaje
de semillas vanas, y para el cual usamos la metodologia que describe a continuacion.

Para determinar el porcentaje de semillas vanas, se toman placas radiograficas
haciendo cuatro repeticiones, teniendo en cuenta el mismo nimero de semillas para
cada repeticion (pueden ser 100, 200 o 400, dependiendo del tipo y tamafio de semi-
llas, distribuyéndolas uniformemente en la placa).

Al final se obtienen cuatro imagenes con las que se determina la cantidad de
semillas vanas por repeticion y se obtiene un porcentaje de semillas vanas en total.

La semilla que no presenta embrion ni endospermo es considera semilla vana.

Para quienes cuentan con esta tecnologia, la citada prueba es contemplada como
una alternativa para la evaluacion de semillas vanas; se recomienda utilizarla en es-
pecies en las que se dificulta su evaluacién mediante otro método, o bien en semillas
pequenas, de testa muy dura o de hasta 3 cm de largo o de testa delgada, p.e. Pinus

lumhdtzii.
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Soplado
Este método se realiza a través de un equipo soplador (utilizando flujo de aire), en el
cual hay que calibrar la abertura segun la especie, y se inicia el soplado por dos minu-
tos; esto se realiza en semilla que consideramos pura, segtin el analisis de pureza. Esta
prueba es mayormente utilizada en las siguientes especies: Pinus greggii, Pseudotsuga

flahualtii y Picea chihuahuana.

v

Figuras 47 y 48. Determinacion de semillas vanas con el método del soplado.

Alcohol
Para la realizacion de este método se toman cuatro repeticiones de 100 semillas puras y
se someten en alcohol por un minuto, quedando las semillas vanas en la parte superior
del recipiente; éstas se cuentan y se hace una relacion para ser reportada en porcentaje,
y es un método mayormente utilizado en semillas de las siguientes especies: Pinus

cembroides, Pinus ayacahuite, Pinus pinceana, Pinus culminicola y Pinus johanis.



Figuras 49 y 50. Utilizacion del método en alcohol en semillas de Pinus
cembroides.

Partido
Esta prueba se realiza cuando la semilla, por su tipo de estructura, no permite ser pro-
bada con alguna de las formas anteriores. Se realiza un corte en la semilla, permitiendo
observar las estructuras internas presentes o ausentes. Se toman cuatro repeticiones
de 100 semillas, se parten y se reporta en porcentaje, y es una prueba adecuada para

especies como Atriplex canescens'y Cupressus spp.

Figuras 51 y 52. Utilizaciéon del método de partido en semillas de Atriplex canescens.
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ANALISIS FISIOLOGICOS

Este componente nos ayuda a conocer el estado bioldgico que guarda una semilla,
y hace que sea una unidad bioldgica o unidad de reproduccién, es decir, que sea
viable, que tenga capacidad de germinacién y eficiente establecimiento en campo.
Indudablemente, las condiciones de produccién en campo se deben principalmente al
medio ambiente y a otros factores que afectan directamente el proceso de formacién y
desarrollo de la semilla y, por consecuencia, su potencial fisiolégico; es por ello que se

debe considerar como un factor importante la evaluacion de este componente.

Viabilidad

Con sal de tetrazolio
Esta prueba se fundamenta en la reaccién bioquimica de ciertas enzimas de las
células vivas, cortando longitudinalmente las semillas y después sumergiéndolas en
una solucion de 1% hasta 1.5% de sales de tetrazolio. Este método es el mas utilizado
para determinar la viabilidad y consiste en la reduccion del tetrazolio hasta formar un
compuesto rojo llamado “formazan”

Es util para el andlisis de semillas latentes, asi como para complementar los datos
obtenidos en una prueba de germinacion y en el diagnoéstico de las causas del deterioro
de las semillas. Debe llevarse a cabo solamente con semillas que no muestren signos
de brote de los drganos germinales, es decir, que no hayan estado en condiciones
adecuadas de humedad y temperatura para iniciar su germinacion.

Se sugiere que esta prueba se realice después de efectuar la prueba de pureza, y/o
de peso de semillas, ya que se dejan en remojo cuatro submuestras durante 24 horas;
aun cuando se recomienda el uso de una muestra igual a la de germinacion, se pueden
utilizar cantidades menores, por la dificultad que representan algunas semillas para
dividirlas o hacerles el corte longitudinal que requieren, asi como por el tiempo que

representa realizarlo.



Materiales
o Solucioén de tetrazolio al 1.0% y 1.5%.
o Cajas Petri.
o Pinzas.
o  Bisturl.
o  Papel aluminio.
o Lampara con lupa.
o  Estereoscopio.
«  Agujas de diseccion.

e Horno o estufa.

Metodologia
Primeramente, para preparar una solucion de sales de tetrazolio, se debera considerar
lo siguiente: para preparar 500 ml de la solucién al 1.5%, debera pesar y agregar 7.5 g
de 2.3.5 cloruro de trifenil tetrazolium; y si es al 1.0%, pesar 5.0 g y agregarlos en 500
ml de agua o solucién tampén. Esta podrd conservarse en un envase obscuro bajo
condiciones de refrigeracién por varios meses, siendo su indicador de caducidad el
que las semillas viables se tifian débilmente.

Se recomienda que la solucién de tetrazolio tenga un pH entre 6 y 7, si no es el
caso, se sugiere preparar una solucion tampoén y disolver las sales de tetrazolio en la
solucién con la concentracién recomendada.

Como informaciéon complementaria, el pH del agua de las principales marcas

que se venden embotelladas en el mercado indica un pH de entre 6 y 7.

Solucién tampon
Esta se prepara generalmente con dos soluciones diferentes que se mezclan.
Solucién 1: disolver fosfato de potasio (KH,PO,) en agua, en la proporcién de 9.078 g

por 1,000 ml de agua (solucion 4cida).

Solucién 2: disolver fosfato de sodio (Na,HPO, . 2H,0) en agua, en la proporcion de

11.876 g por 1,000 ml de agua (solucién bésica).
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Mezclar dos partes de la solucién 1 con tres partes de la solucion 2 y disolver las sales
de tetrazolio en la concentracion requerida.
Cuando sea necesario, y previa lectura con potencidmetro, se debera ajustar la

solucion.

Acondicionamiento
Se cuentan al azar cuatro réplicas de 100 o de 25 semillas, el numero de repeticiones
en la prueba dependera de la premura y precision con que se quiera obtener la
informacion.

Con excepcion de semillas pequefias y con testa permeable, las demas requieren
de un acondicionamiento previo para facilitar el contacto de la soluciéon con los
embriones. Este acondicionamiento consiste en humedecer la semilla, lo cual en
algunas sera suficiente para hacerlas permeables al paso de la solucion de tetrazolio,
y en otras sera necesario realizar un corte o remover la testa y, posteriormente,
humedecerlas, para luego llevarlas a la solucién de tetrazolio.

En otras especies el humedecimiento no es suficiente para permeabilizar su testa,
pero facilita la biseccién, puncion o remocion de las testas.

Con el apoyo de un bisturi o navaja con buen filo, se deberan dividir, mediante
un corte longitudinal, las semillas puestas a remojar, procurando que en una de las

partes queden expuestas sus estructuras, de modo que se puedan observar y evaluar.

Figuras 53 y 54. Acondicionamiento para el analisis de viabilidad, en Cercidium microphyllum

y Pinus cembroides.



Figuras 55 y 56.Acondicionamiento para el analisis de viabilidad, en Delonix regia

y Pinus ayacahuite.

Tincién
Para efectuar la tincion de las semillas, se deberan colocar en un recipiente acorde con
su tamano, por ejemplo, vidrios de reloj para semillas pequeiias, y cajas Petri, frascos
color ambar u otros recipientes, como vasos de precipitado, para semillas mas grandes,
donde éstas deberan quedar completamente cubiertas por la solucién de tetrazolio.
Se debe cubrir el recipiente con papel aluminio y ponerlo a la estufa durante 18
horas a 30°C, o bien en condiciones naturales en el area de trabajo, siempre y cuando

la temperatura sea similar a la recomendada.

Evaluacién
La evaluacion de la viabilidad de las semillas mediante la prueba de tetrazolio se puede
hacer a través de las indicaciones del ISTA, y hay que enfatizar que existen tejidos
esenciales para el desarrollo de una plantula normal, como son los meristemos y demas
estructuras reconocidas como vitales. Es por ello que el analista debe concentrar su
atencion en los tejidos vitales, tales como: embridn, cotiledones, radicula, etc.

Esta prueba nos permitird conocer, de manera relativamente rapida (una hora y
media a 40°C, o de 24 a 48 horas a temperatura ambiente, y ambas bajo condiciones
de obscuridad), la viabilidad a partir de la observacion de las partes de la semilla, y
dependiendo de la intensidad de tincién que presenten las partes, se consideran:

a) Vivas; aquellas semillas tefiidas de rojo carmin en todas sus estructuras, principal-
mente el eje embrionario, asi como las estructuras esenciales para la generacion de un

nuevo individuo;
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b) Infértiles o no viables; aquellas semillas que presentan sus embriones blancos, asi

como las estructuras esenciales, como lo son la radicula o plumula, o que presenten

una tincion de manera bandeada.

Al finalizar el tiempo de tincién requerido para cada especie, se enjuagan las mitades

de semilla o embriones y, con la ayuda de una lupa o microscopio, se procede a

observar el porcentaje de la tincién presente en cada una de las mitades, registrando

estos resultados.

Figura 57. Cuatro réplicas de 10 semillas.
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Figura 59. Caracterizacion de semillas tefiidas,
en funcion de los diferentes tipos y grados de
tincion.
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Figura 60. Caracterizacion de una submuestra de
semillas tenidas.



Imagenes: izquierda, viables; derecha, no viables.

Viables

No viables

Figuras 61a y 62a. Agave salmiana.

Figura 63. Ejemplo de semillas viables.

Figura 64. Ejemplo de semillas no viables.
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Figura 65. Ejemplo de semillas viables Figura 66. Ejemplo de semillas no viables
Pinus maximartinezzii. Pinus maximartinezzii.

Figura 67. Semillas no viables Pinus

maximartinezzii.

Germinacién estandar
La germinacion en el laboratorio es la mayor emergencia y desarrollo de la plantula,
hasta un estado tal en que el aspecto de sus estructuras esenciales manifiesta si la
semilla es 0 no capaz de desarrollar una planta normal bajo condiciones favorables.
Este parametro es utilizado para definir la densidad de plantas en campo.
Principios a seguir en pruebas de germinacion, de acuerdo a las reglas de analisis de

semillas ISTA 2012. (Ver cuadro Anexo.)

Muestra de trabajo
Esta prueba se debe hacer con semilla resultante del analisis de pureza, es decir, semilla
pura. Se deben poner 400 semillas distribuidas en cuatro repeticiones, en el sustrato

correspondiente; en cuanto al numero de semillas a utilizar en esta prueba, por lo



general esta definido por la reglas de la ISTA, existiendo algunas excepciones practicas
en especies donde la semilla es demasiado pequeiia, pues en ellas es imposible o muy
dificil separar la semilla de la materia inerte o las granzas que la acompafan; en estos
casos, el ensayo se efecttia con el mismo numero de réplicas (cuatro), pero éstas son de

igual peso y no de igual nimero de semillas.

Sustrato
Para proveer humedad adecuada y sostén a las semillas, durante el ensayo existen
diferentes tipos de sustratos para realizar esta prueba:
a) Papel: la porosidad de éste debe ser tal, que retenga la humedad y no
tenga sustancias toxicas que puedan afectar la germinacion y, ademas, que

permita el desarrollo de las raices sobre la superficie y no dentro.

Sobre papel: las semillas son colocadas sobre una o dos capas de papel
y se ponen luego en una caja Petri, para posteriormente ser enviadas a la

camara de germinacion.

Entre papel: las semillas son colocadas entre hojas de papel, que debe
quedar enrollado y acomodarse en forma vertical o inclinado en la

germinadora, pero nunca horizontal.

b) Arena: las semillas se colocan en una capa de arena de 2 cm y se cubren
con otra capa igual sin compactar; ésta debe estar esterilizada y se utiliza
en lugar del papel, para el caso de semillas dificiles de ensayar en papel por

problemas de enfermedad.

¢) Suelo: en algunos casos es posible utilizar suelo, en lugar de los sustratos
anteriores, cuando la semilla tiene exceso de tratamiento quimico y
presenta fitotoxicidad. Es conveniente repetir la prueba en suelo para una
mejor evaluacion de la germinacion, o también se hace cuando es dudoso

el resultado usando papel.

d) Peat Most: este tipo de sustrato es muy comun utilizarlo en especies de

arboles y arbustos.
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Condiciones estindar
Humedad y aireacion: el sustrato debe tener suficiente humedad para suplir las
necesidades de agua de la semilla, nunca deberd estar tan humedo que forme una

pelicula de agua alrededor de la semilla, lo cual evita la aireacion.

Temperatura: las diferentes especies de semillas tienen requerimientos distintos
de temperatura para su germinaciéon. Es recomendable utilizar camaras o estufas
germinadoras con control de temperatura; en ausencia de éstas, se puede utilizar un
cuarto germinador en donde sea posible mantener una temperatura de los 20°C a los

30°C.

Evaluacion de plantulas

Generalidades de plantulas normales
Se consideran plantulas normales aquellas que poseen sus estructuras esenciales para
producir una planta en el sustrato, bajo condiciones de agua, luz y temperatura.
Cuando la prueba de germinacion haya sido en sustrato artificial, se consideran
plantulas normales aquellas que presenten las siguientes estructuras esenciales:
o Sistema radicular bien desarrollado, incluyendo raiz primaria,
excepto para aquellas plantas como las gramineas, que generalmente

presentan raices seminales, de las cuales deben estar presentes

cuando menos dos de ellas.

o Hipocétilo bien desarrollado e intacto y/o un epicétilo sin dafio en

el tejido conductor.

o Un cotileddn, en monocotileddneas, y dos o mas cotiledones, en

dicotiledéneas y policotileddneas.

Asimismo se consideran plantulas normales aquellas que presenten los siguientes
defectos ligeros, siempre y cuando el resto de sus estructuras revelen un desarrollo

vigoroso y balanceado:



o  DPlantulas de todas las especies de semilla grande que presenten
una raiz primaria danada, pero con raices adventicias y laterales lo
suficientemente largas y vigorosas como para sostener la plantula en

el suelo.

o  Plantulas con dafio superficial o deterioro en el hipocétilo, epicétilo
o cotiledones, siempre y cuando el dafo no afecte los tejidos

conductores.

o  DPlantulas dicotiledéneas que presenten solamente un cotiledén

sano.

También se consideran plantulas normales: aquellas que estén invadidas por hongos
y bacterias, siempre y cuando sea evidente que la fuente de infeccién no es la semilla,
y que presenten las estructuras esenciales. Y aquellas que presentan las estructuras
esenciales bien desarrolladas e indicativas de su habilidad para producir plantas
normales bajo condiciones favorables de suelo. Las plantulas normales pueden ser de
tres categorias:

1. Plantulas intactas: pueden presentar una combinacion de estructuras
esenciales como sistema de raiz bien desarrollado, sistema apical
bien desarrollado, niimero especifico de cotiledones, hojas primarias
verdes y expandidas, brote terminal o apice, coledptilo rigido y bien

desarrollado.

2. Plantulas con ligeros defectos: muestran ligeros defectos en las es-
tructuras anteriores o cierto retardo, sin que esto limite su crecimiento

y desarrollo.

3. Plantulas con infeccion secundaria: aquellas dafiadas por hongos o
bacterias, pero que sea evidente que la semilla misma no es la fuente
de la infeccién y se observe que las estructuras esenciales estaban

presentes.
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Generalidades de plantulas anormales
Plantulas anormales son las que no se pueden clasificar como normales por tener
alguna deficiencia en sus estructuras esenciales, lo que les impide su desarrollo normal
cuando crecen en el sustrato y en condiciones favorables de agua, luz y temperatura.
Se consideran asi las que presenten los siguientes defectos al germinar en su
sustrato artificial:
o Plantulas danadas, sin cotiledones, con fisuras o lesiones que

daiien el tejido conductor de hipocétilo, epicétilo o raiz; sin raiz en

aquellas especies donde esta estructura es esencial.

o Plantulas deformes con desarrollo débil o desequilibrado de las
estructuras primordiales; plimulas retorcidas en espiral; plumulas,
epicotilos poco desarrollados; talluelos hinchados y raices sin
desarrollo; plimulas hendidas o coledptilos sin hojas verdes; plantas
acuosas, o bien que no presentan desarrollo después de haber salido

de los cotiledones.

o Plantulas con estructuras esenciales deterioradas por hongos o
bacterias, excepto en el caso que se determine que dicha infeccion

no provienen de la semilla.

Aquellas que presentan una combinacion de defectos en sus estructuras esenciales, que
limitan la continuacién de su crecimiento y desarrollo, se consideran como anormales.

Estos defectos son bien marcados y varian segin las especies.

Generalidades de las semillas sin germinar

Estas pueden ser semillas duras incapaces de absorber humedad, presentes en muchas
especies forestales del semidesierto; también pueden ser semillas frescas que resultan
por latencia fisioldgica, son capaces de absorber humedad pero su desarrollo es

bloqueado.

Semillas duras
Son aquellas que permanecen duras al final de la prueba de germinacion, ya que no

absorben agua debido a que tienen cubierta impermeable.



Semillas latentes

Se denominan asi las semilla viables (diferentes de las semillas duras) que no germinan
aun cuando estén bajo las condiciones que se especifican para dicha especie. La
viabilidad de estas semillas se puede determinar con la prueba de tetrazolio, y su
germinacion se puede acelerar mediante escarificacion y aplicacion de sustancias

promotoras de la germinacion. Se debe registrar el porcentaje de semillas latentes.

Semillas muertas
Son aquellas que no germinan y que no se clasifican como latentes o duras, no muestran
ningun signo de desarrollo y comtinmente estan flacidas, decoloradas y con presencia

de hongos. Se debe registrar el porcentaje de este tipo de semillas.

Calculo y expresion de resultados
El resultado de la prueba de germinacion se obtiene sacando el promedio de las cuatro
repeticiones de 100 semillas y se expresa como porcentaje de plantulas normales
(unicamente de las plantulas normales de los dos conteos). El porcentaje de plantulas

anormales y demas semillas se calcula igual, y al final la suma de todo debe dar el 100%.

Indices compuestos para semillas
En algunas semillas de especies forestales, la informacién individual de la condicién
fisicay fisioldgica de un lote de semillas no es suficiente para interpretar si es una semilla
de buena o de mala calidad. Asi, la pureza analitica y la capacidad de germinacién
pueden ser combinadas y expresadas en un valor conocido como “indice compuesto o

valor cultural” y se tienen los siguientes indices compuestos:

% SP X % germinacion

Semilla pura germinable =
100

% SP X % E
Semilla pura emergente =

100
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METODOS PARA ROMPER LATENCIA

La latencia es una condicion en la cual una semilla viable no germina aun cuando se
le proporcionen los medios adecuados de luz, temperatura, humedad y aireacién. La
latencia no es considerada como un estado permanente de las semillas, ya que pueden
cambiar en ocasiones de latentes a no latentes, y viceversa.

En la propagacion de plantas cuyas semillas presentan algun tipo de latencia, es
necesario recurrir a la aplicacién de un tratamiento que facilite la germinacion, con
el proposito de obtener producciones de plantas uniformes y reducir los periodos de
germinacion.

El principal problema que se tiene con las semillas latentes es elegir el mejor
tratamiento para estimular la germinacién. Existen recomendaciones generales por
tipo de semillas o por tipo de latencia, y lo mas recomendable es desarrollar los
requerimientos especificos para cada especie en cada vivero.

Cuando en una prueba de germinacién existan semillas frescas o latentes, se
podra recurrir a otra prueba después de un periodo de almacenamiento en un medio
seco, pero también se pueden aplicar los métodos descritos en el anexo I. El uso de un
tratamiento especial debe registrarse en los resultados de la prueba, es decir, se debe de
explicar claramente la metodologia del tipo de tratamiento pre-germinativo utilizado,

para poder sugerir al productor de planta al momento de la siembra.



Cuadro 5. Tipos de latencia presente en las semillas.

Tipo de latencia

Factores que la causan

Tratamiento para romperla

Destruccion del pericarpio
Latencia exégena Resistencia mecdnica dela | o cubierta de la semilla
Mecénica cubierta al crecimiento del | (rosaceas, tejocote,
(es debida a las embrion chabacano, ciruelo,
partes exteriores de durazno)
la semilla, testa o Impermeabilidad de la Escarificacién e inmersién
pericarpio) Fisica senlq)illa al acua en agua caliente o en acidos
8 (leguminosas)
Remocion del pericarpio o
Quimica Inhibidores en el pericarpio | lixiviado en agua caliente
(pirul, palo dulce)
Latencia endégena .
) 5 . Tratamiento con humedad
(es debida a las - Desarrollo incompleto del 0
. Morfoldgica ) y temperatura tibia
estructuras internas embrion .
de las semilla) (Atriplex, anona)
Tratamiento en humeda
R Inhibicidn fisioldgica del atamiento en hu edady
Fisiologica . . ., | frio (estratificacion), como
mecanismo de germinacién .
las rosdceas y panaceas

Cuadro 6. Tipos de dormicion exégena en que la inhibicion reside en las cubiertas expuestas al
medio ambiente, segiin la clasificacion de tipos de dormicion de Nikolaeva (1977).

Simbolo

Nombre

Causa

Exigencia para
germinar

Ejemplo

Af

Fisica

Impermeabilidad de la
testa al agua.

cubierta)

Perforacion de la
testa (inmersiéon
en agua caliente,
acido sulfurico,
escarificacion
perforando la

Acacias en
general

Aq

Quimica

Presencia de
inhibidores solubles en
la cubierta externa.

cubierta)

Eliminacion de
los inhibidores
(Remojo en agua,
escarificacion
quitando toda la

Pirul (Schinus
molle)

Mecanica

Resistencia de
las cubiertas al

Debilitamiento de
la cubierta lefosa
(ciclos de remojo y
secado, inmersion

Tejocote

crecimiento del
embrion.

en 4cido sulftrico,
escarificacion
abriendo la cubierta
o quitdndola y
estratificacion calida)

(Crataegus
pubescens)

57



% @

Cuadro 7. Tipos de dormicion enddgena, en que la inhibicion reside en el embrién y, en
ocasiones, en las cubiertas que estan en contacto directo con éste, segun la clasificacion de tipos
de dormicion de Nikolaeva (1977).

Exigencia para

Simbolo Nombre Causa . Ejemplo
germinar
Condiciones
L. ropicien
Embrion que propicice
rudimentario (mu el crecimiento Anonas en general
B Morfologica N Y| del embrién Y
pequefio, poco . iy muchas palmeras
. K (estratificaciéon
diferenciado) 1
calida, reguladores
del crecimiento)
Bloqueos
metabdlicos en el
embridn, reforzados | Eliminacion de
C Fisiologica por la baja los bloqueos
permeabilidad de las | metabdlicos
cubiertas internas a
los gases
Idem con embrion
poco dur.n?llente Tdem
(la dormicion .
se presenta bajo (almacenamiento
: L en seco,* nitrato de | Mimbre (Chilopsis
ciertas condiciones . . . .
o . potasio, reguladores | linearis) varios
C1 Fisiologicaleve | ambientales en LS .
. ] del crecimiento, Atriplex, y muchos
semillas recién . [
agua oxigenada, pastos y cactaceas
cosechadas, y no se ; SO
: disponibilidad de
manifiesta en otras, luz)
sobre todo cuando se
dispone de luz)
Idem con embrion .
. . Idem (bajo el efecto
mds durmiente O
. del enfriamiento
(la dormicion i
. en humedo o
se manifiesta en . e
NI X . estratificacion fria,
Fisiologica cualquier condicion . . Chabacano (Prunus
Cc2 . ; . semillas embebidas a ;
intermedia ambiental, el armeniaca)
o temperaturas de 3°C
embrion liberado 2 7°C por periodos
de las cubiertas porp
menores a tres
puede desarrollarse
meses)
normalmente)
Idem con el embrién
completamente Idem (bajo el efecto
durmiente (la del enfriamiento .
o p La mayoria de
dormicion se en humedo o !
. . e las variedades de
o manifiesta en estratificacion fria,
Fisioldgica . s . . manzana, pera,
C3 cualquier condiciéon | semillas embebidas a .
profunda muchas variedades

ambiental, el
embrion liberado
de las cubiertas es
incapaz de tener un
desarrollo normal)

temperaturas de 3°C
a 7°C por periodos
mayores a tres
meses)

de durazno y Pinus
lambertiana




ANALISIS SANITARIOS

Este componente se refiere a la condicion de la semilla con relacién a la presencia de
microorganismos patogenos, como son hongos, bacterias o virus, asi como insectos, los
cuales pueden acompaiiar a la semilla, asociados a la superficie de la misma, o portadas
internamente. Como en los componentes anteriores, en éste también las condiciones
ambientales influyen en la sanidad de la semilla, por lo que el control sobre la elecciéon
de los arboles y areas de colecta de germoplasma debe practicarse desde el inicio de la
programacion de la colecta, y conservarse en el proceso de acondicionamiento.

Este componente de calidad puede ser evaluado mediante la inspeccién e

incubacion de las muestras, asi como con algunas pruebas de inoculacion y serologicas.

Sanidad en semillas

La calidad de las semillas se ve fuertemente afectada por los hongos que se alojan en
ellas, causando diferentes dafos; si la infeccion es muy severa, el daio puede ocasionar
la muerte del embrién.

Todas las semillas son invadidas por diversos microorganismos durante su
desarrollo en el campo, siendo los hongos los méds abundantes y la principal causa
de enfermedades, ocasionando severas pérdidas economicas, al reducir el potencial
fisiologico de las semillas.

La principal diferencia entre los “hongos de campo” y los “hongos de almacén”
son los requerimientos de agua para crecer. Respecto a los hongos de almacén,
podemos encontrar especies de Aspergillus y Penicillium que causan diversos dafios a

semillas almacenadas, siendo el mas sobresaliente la reduccion del poder germinativo.

Objetivo
Determinar el nivel de sanidad de una muestra de semillas y decidir el tipo de

tratamiento a seguir por el lote de semillas.

Procedimiento
De la muestra de trabajo se toman tres repeticiones de 10 semillas; deberan ser tomadas

al azar, de una submuestra después de un mezclado completo.

59



Normales

Anormales

Figura 68. Plantulas normales en Pinus
engelmannii.

Figura 69. Plantulas anormales en Pinus
engelmannii.

Figura 70. Plantulas normales Atriplex
canescens.

Figura 71. Plantulas normales Pinus
cembroides

Figura 72. Plantulas anormales en
Pinus cembroides.
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Figura 73. Plantulas normales
Dasilyrion cedrosanum.

Figura 74. Plantulas anormales
Dasilyrion cedrosanum.

Figura 75. Plantulas normales
Enterolobium cyclocarpum.

Figura 76. Plantulas anormales
Enterolobium cyclocarpum.
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Figura 77. Plantulas normales
Enterolobium cyclocarpum.
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Figura 78. Plantulas anormales
Enterolobium cyclocarpum.
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Figura 79. Plantulas normales Agave
asperrima.

Figura 80. Plantulas anormales Agave
asperrima.

Figuras 81 y 81a. Plantulas normales
Dialium guianense.

Figuras 82 y 82a. Plantulas anormales
Dialium guianense.

Figura 83. Plantulas normales Swietenia
macrophylla.

Figura 84. Plantulas anormales Swietenia
macrophylla.



Examinacion sin incubacion

Inspeccion externa, semilla seca: se basa en la limpieza de la semilla y los cambios
externos que muestre como consecuencia del desarrollo del patdgeno; las semillas se
observan en seco con la ayuda de una lupa o microscopio. Asi pueden distinguirse
estructuras de hongos. También pueden observarse alteraciones de color, manchas,
ennegrecimiento del embridn, presencia de crecimiento fungoso en la semilla,
fructificaciones de hongos, etc.

Esta prueba también es realizada en las pruebas de germinacion, al observar

estructuras de hongos en el sustrato.

Examinacién con incubacién
Método de placas de agar: son usadas para obtener crecimientos identificables de
microorganismos en las semillas. Pueden emplearse medios de cultivo generales que
permitan el desarrollo de diversos patdgenos, o medios especificos que favorezcan el
desarrollo de determinados organismos.

Las placas de agar permiten el desarrollo de hongos y de sintomas. Existen
variaciones en cuanto a las condiciones de incubacion, aunque, en general, las semillas
de los cultivos de zonas templadas se incuban entre 14°C y 20°C y los de zonas
tropicales a 28°C. Se recomienda el uso de la luz ultravioleta durante 12 horas y 12

horas de obscuridad, para favorecer la esporulacion de los hongos.

Materiales
o Solucion de hipoclorito de sodio (cloro comun) al 2%.
e Alcohol etilico.
o Solucion de lactofenol.
o Cajas Petri con PDA (Agar Papa-Dextrosa).
«  Cajas Petri con MSA (Malta Sal Agar).

o Papel filtro estéril.

o Algodon.
e Colador.
e Pinzas.



«  Aguja de diseccion.

o  Frasco con tapa.

+ Cinta de Klen pack.

o Lampara de alcohol.

« Campana de flujo laminar.
o Incubadora a 23-25°C.

e Microscopio compuesto.

o Microscopio estereoscopio.
o Portaobjetos.

o Cubreobjetos.

o Cinta Scotch o cinta adhesiva.

Metodologia

Preparacion de medio de cultivo Agar Papa-Dextrosa (PDA)
Materiales: Agar papa-dextrosa, agua destilada, matraz Erlenmeyer, mechero Fisher,

autoclave, balanza analitica, campana de flujo laminar, cajas Petri de plastico estériles.

Para la preparacién de un litro de medio, se utilizan 39 g de PDA y se procede con lo
siguiente:
o Sedisuelve en un matraz por calentamiento, hasta que no haya

grumos.

o Se coloca un tapdn de algodon, seguido de una envoltura de papel

estraza.
o  Seintroduce el matraz en una autoclave, a una presion de 18 libras/
pulgada®y 120°C por 15 min.

o Sevacia el medio en cajas Petri estériles, dentro de una camara de
flujo laminar, y se guardan en un refrigerador hasta que vayan a ser

utilizadas.



Preparacion de medios de cultivo Malta Sal Agar (MSA)
Materiales: agar bacteriologico, extracto de malta, cloruro de sodio (sal comtn), agua
destilada, matraz Erlenmeyer, mechero Fisher, autoclave, balanza analitica, campana

de flujo laminar, cajas Petri de plastico estériles.

Para la preparacién de un litro de medio, se utilizan 20 g de agar bacterioldgico, 20 g

de extracto de malta y 60 g de cloruro de sodio. A continuacion:
«  Semezclan en un matraz Erlenmeyer con agua destilada.

«  Sele coloca un tapdn de algodon, seguido de una envoltura de papel

estraza.

o Seintroduce el matraz en una autoclave, a una presion de 18 libras/

pulgada® y 120°C por 15 minutos.

«  Sevacia el medio en cajas Petri estériles, dentro de una camara de
flujo laminar, y se guardan en un refrigerador hasta que vayan a ser

utilizadas.

Modo de siembra en las placas de agar
Se realizan tres repeticiones de 10 semillas, se desinfectan las semillas con hipoclorito
de sodio al 2% durante un minuto, posteriormente se siembra en el medio y se incuba

a 27°C por siete dias.

Identificacion de patégenos
Se pueden identificar a simple vista por la forma, tamafo y color de las colonias de
cada patdgeno presente en la placa de agar y con ayuda de literatura.

Con una aguja de diseccion, se toma una muestra del patégeno a identificar, se
coloca en un portaobjetos con una gota de lactofenol y se cubre delicadamente con
un cubreobjetos; posteriormente se observard en un microscopio compuesto, con el
objetivo de 10x para localizar la estructura del hongo, y luego con el objetivo 40x,
para una mejor visién. Por tltimo se identifica el hongo con ayuda de manuales de
estructuras de hongos presentes. Todo esto se realiza cerca de una lampara de alcohol,

para evitar contaminaciones.
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