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. INTRODUCCION.

En la literatura existen numerosas investigaciones relacionadas con la germina-
ci6én de las semillas y los requerimientos especificos que desencadenan dicho pro
ceso (Taylorson and Hendricks, 1977). Debido a su importancia en la alimenta- -
ci6n, las especies agricolas han sido estudiadas en gran escala; sin embargo, el
establecimiento de estas especies frecuentemente ha propiciado el uso inadecua-
do y anarquico de la tierra, provocando la desaparicién innecesaria de la vegeta-
ci6n natural, la alteracion del ambiente ecologico y, muchas veces, la total deser
tificacion d« la zona (Rzedowski, 1978). Por otra parte, las especies no cultiva--
das han recibido poca atencién y muchas de éstas, en (ltima instancia, pueden ser
ayrovechadas como alimento (de hecho en muchas zonas lo son), pero en este ca-
s0 se presentz la necesidad de racionalizar su aprovechamiento, incrementando
el conocimiento de dichas especies en todos sus aspectos (Rzedowski, 1978). En;
tre las plantas no cultivadas que presentan potencialidad para la produccion de ali
mentos se encuentran las que habitan las zonas 4ridas y semidridas (incluidas en
la vegetacién de matorral xerdfilo) que ocupan grandes extensiones de nuestro - "

pais y en donde particularmente abundan las cacticeas.

Los trabajos relativos a la propagacién de especies no cultivadas de las zonas - -
aridas, especificamente de cacticeas, son pocos. Algunos se centran en el estu-
dio morfolégico de las plantulas en desarrollo (Bernard, 1967; Mauseth, 1979 y 1980;
White, 1970) y otros estudian Gnicamente la reproduccién vegetativa (Robinson, 1979),
pero muy pocos estudian el proceso de establecimiento de la semilla, v.g. - -

germinacién,



Si se considera que las especies no cultivadas estdn adaptadas al medio en que se
encuentran y que pueden ser fuentes de produccion de alimentos, entonces se ha-
ce necesaric un estudio fisiolégico profundo de las mismas. Dicho estudio debe -
iniciarse preferentemente en el proceso de germinacién, esto es, con la diluci--
dacién de Jos requerimientos minimos para el establecimiento de los individuos -

ya sea en condiciones naturales o de laboratorio.

El estudic ie la especie Stenocereus griseus (Haw. ) Buxbaum, es de gran impor-

tancia pergie a pesar de que no se encuentra en forma silvestre, pues nc es na-
tiva de niestro pais, es cultivada sdlo a nivel de huertos familiares y los produc-
tos cezechedos se comercializan en las zonas de produccion (parte de Puebla y - -
Cszraca). los luzares en donde se producen son considerados "zonas marginadas",
esto es, ¢ini 2ide ingresos es minimo y no contribuyen con la economia nacional.
Si se inicia 2} cerocimiento de esta especie podria existir la posibilidad de lo-—_
grar una produccion a gran escala, ]Jo que seria una fuente de ingresos para los

habitantes de estas zonas. Asimismo podrian utilizarse como especies de refo-
restacién, ya que su misma adaptacién a las condiciones de estas zonas implica-
ria una disminucién en el presupuesto para su mantenimiento (v.g. riegos)y, -

una vez establecidas, los cuidados serian minimos.

Williams y Arias (1978) estudiaron la germinacién de semillas de S. griseus y de
terminaron que la falta de germinacion en semillas recién cosechadas se debia a

la presencia de ciertas sustancias aisladas, denominadas como:fraccién fenélical,
fraccién I parecida a ABA y fraccién Il componente no identificado. Asimismo en

contraron que las semillas después de % semanas de almacenamiento en Seco res-



pondian con altos porcentajes de germinacién bajo constante iluminacién y a 25°C.
Encontraron que sustancias tales como GAg y citocininas inhibian los efectos de
inhibicion de soluciones de extracto de jugo diluidas al 5%, y que las cantidades
extrafbles de inhibidores se reducfan después del almacenamiento de 17 a 5 - -

nmoles /g de peso seco.

De lo anterior puede mencionarse que las semillas de S. griseus pasan de una -
latencia quimica (presente cuando son recién cosechados los frutos) a una laten-
cia fisioldgica superficial después de un almacenamiento en seco, asf como que

estas semillas presentan fotoblastismo positivo,

Stephanis v Langhans (1980) utilizando algunas cactdceas y crasuliceas deter--
minaron que un rango de temperatura de 29 a 3500, una humedad relativa al-
ta y un fotoperiodo de 18 horas con una intensidad de radiacion de 220 uE. m-2s71

(16 kIx), son 6ptimos para la germinacién de Cephalocereus senilis, Cereus - -

\!) “peruvianus y Echinocereus dasyacanthus.

. Siendo S. griseusuna especie adaptada a las zonas aridas y que presenta foto--
- blastismo positivo, se espera obtener una méxima germinacién cuando sea so-
~  metida a tiempos de imbibicién prolongados, a irradiaciones con luz roja e in-

cubaciones a temperaturas que vayan de 25 a 29°C.

- Con la presente investigacién se pretende lo siguiente:

1. Determinar el grado de hidratacion requerido para que la semilla responda

a irradiacion con luz roja.

2. Demostrar si el fotorreceptor responsable para el disparo de la germinacion



es el fitocromo.
3. Detectar si diferentes tiempos de irradiacién alteran la respuesta final de
germinacién,

4, Definir la temperatura éptima de germinacién,



11. ANTECEDENTES.

1.1 Antecedentes generales de Stenocereus griseus (Haw) Buxbaum,

11,1.1. Taxonomia,

La especie Stenocereus griseus (Haw, ) Buxbaum, se incluye dentro de la si--_

guiente clasificacién taxondmica: Familia Cactaceae Lindl,, Subfamilia Cereoi
deae Schum., Tribu Pachycereae Buxb., Subtribu Stenocereinae Buxb., Género

Stenocereus (Berg.) Ricc. También ha sido incluida dentro de los géneros - -

Cereus (C. griseus Salm-Dyck, C. crenulatus griseus, C. resupinatus, - - -

C. gladiger Lemaire) Lemaireocereus (L. griseus (Haw) Britt. et Rose) y - -

Reitterocereus (R. griseus (Haw) Backeberg) (Bravo, 1978).

Com Gnmente se le conoce por los nombres de "pitaya" (Bravo, 1978), "pitayo

de mayo', "pitayo de Mitla" (Martinez, M.1979 6 "pitaya de mayo".
11,1, 2, Descripci6n.

Bravo (1978) las describe como plantas "arborescentes de 6 a 9 m. de altura,

ramosas, con tronco bien definido, como de 35 cm. de didmetro, o con ramas
desde la base, Ramas de color verde mis o menos glauco, generalmente - --
erectas, a veces flexuosas. Costillas 8 a 10, Aréolas distantes entre si 2a 3
cm,, de 8 mm. de longitud, con fieltro moreno, con el tiempo grisiceo. Es-

pinas mas o menos subuladas. Espinas radiales 10 a 11, de 6 a 10 mm. de lar

go. Espinas centrales 3, de I5 mm, de largo o mas; las més largas hasta de

4 cm, de longitud, al principio color rojo claro con la punta oscura, después



grisiceas. Flores hasta de 10 cm. de longitud; segmentos exteriores del perian:
to rojizos, segmentos interiores del perianto blancos; botén floral obtuso o re- -
dondeado, con el dpice cubjerto por escamas obtusas, morenas. Fruto globoso

hasta ligeramente ovoide, de 5 cm. de didmetro, provisto de aréolas espinosas y
caducas, color que varia desde el verde amarillento hasta el rojo o moreno pur-:
plreo; pulpa del mismo color que el pericarpelo, comestible. Las semillas de

las especies que pertenecen a este género son grandes con testa negra, lisa has:

ta verrucosa, hilo hundido; embri6n curvo; cotiledones grandes y triangulares; -

plintulas con hipocétile breve,".
[ I.1.3. Distribucién.

La mayorfa de las pitayas conocidas son nativas del pais (Anénimo, 1930), no -
siendo este ¢l caso de S. griseus cuya localidad tipo se sitia en Sudamérica ;lo:
calidad atn no definida- (Britton and Rose, 1963) pero que se encuentra amplia--
mente distribuida, pues en forma silvestre existe en Venezuela e islas adyacen-

tes, asi como en México en el sur de Tamaulipas y en Veracruz (Bravo, 1978)

I1.1, 4, Importancia y usos,

Al parecer s6lo en México se consume como fruta fresca, pues en otras partes
del continente se utiliza la parte vegetativa como vegetal o como seto vivo. Tam-
bién se utiliza como madera para fabricar techos y paredes o como fertilizante

debido a su alto contenido de Potasio (Britton and Rose, 1963).

Su importancia comercial -a escala nacional y no regional- es restringida debi-

do a las dificultades que presenta para su manejo, aunque se considera “como de



las mejores frutas frescas, que como de lujo llegan a encontrarse magnificos

ejemplares en los mercados” (An6nimo, 1930).

En México esta especie se cultiva en los estados de Puebla, Veracruz y Oaxaca
en huertos familiares por el sabor agradable de sus frutos (Bravo, 1978) siendo
ésta la pitaya més importante en la Mesa Central de México y parte del Sur --

(An6nimo, 1930).
I 1.2 Latencia y Germinaci6n,

El ciclo vital de las plantas superiores incluye la reproduccién sexual con la -

subsecuente formacién de semillas, tamhién denominadas "unidades dispersan-
tes" que, en términos generales,consisten de un embrién acompaiiado de una s
reserva de alimentos y envueltos ambos por cubiertas protectoras desarrolla-
das a partir de las paredes originales del 6vulo. Dichas cubiertas a menudo
son de gran resistencia y por ello protegen al embrién de condiciones desfavo
rables del ambiente (Medina, 1977). La semilla, aparte de su importancia co-
mo fuente de variabilidad genética, presenta la habilidad de permanecer viable
por periodos muy prolongados sin germinar (latente), siendo ésta una de las

propiedades adaptativas méis importantes de las plantas puesto que les permi-

te sobrevivir a condiciones muy adversas (Nikolaeva, 1977).

11.2.1, Latencia

Al hablar de latencia en semillas se hace referencia a la interrupcién en el -
desarrollo del embrién, ain bajo condiciones apropiadas para el crecimiento

(Taylorson and Hendricks, 1977): dicho estado se expresa antes de la emergen



cia de la radicula.

Segin Nikolaeva (1977) el término latencia puede dividirse en:

1. Latencia impuesta., Se refiere a la falta de germinacién de las semillas debido
a la ausencia de condiciones adecuadas. La causa comiin de este tipo de laten-
cia es el bajo contenido de humedad en la semilla madura,

2. Latencia orginica. Se relaciona con las propiedades de la semilla, Depen-
diendo de la especie v de lo severo de las condiciones para la germinacién e

existird una disminucién o una completa ausencia de la misma,

La latencia organica es subdividida a su vez en exdgena, endoégena v combinada:
con base en la relacion entre los factores responsables de la inhibicién en la -

germinacién y los requeridos para eliminar tal inhibicion.,

Exé6gena. Se relaciona principalmente con las cubiertas de la semilla, quienes
promueven algin efecto inhibidor sobre la germinacién del embrién tales como:
impermeabilidad hacia el agua (latencia fisica), resistencia hacia el crecimiento
del embrién (latencia mecénica), v a la presencia de inhibidores (latencia qui--
mica). Wareing y Saunders (1971) incluyen este altimo tipo dentro de la "laten-
cia impuesta por la cubierta”., Tanto la latencia mecédnica como la quimica no

se encuentran como tales, sino en combinacién con otros tipos de latencia.

End6gena. Puede encontrarse con o sin la combinacién de la latencia exdgena,
v estd determinada por pcculiaridades anatémicas, morfologicas o fisiolégicas

especificas del embrién, v en este caso s6lo aquéllos factores que ocasionan

cambios fisiolégicos pueden romperla, tales como estratificacion, iluminacién o



administracién de promotores del crecimiento. Cuando se habla de "inmadurez
del embrién” se hace referencia a la latencia morfologica, que generalmente va
acompafiada por mecanismos fisiologicos de inhibicion (latencia morfofisiolégica
o combinada). La necesidad de bajas temperaturas, almacenamientos post:cose:
cha o presencia de luz requeridos por algunas semillas se incluyen dentro de la
latencia fisiolégica, la que a su vez puede ser superficial (plantas agricolas y --
semillas fotoblasticas), intermedia (requieren periodos prolongados de estrati-=
ficacién) y profunda (requieren estratificacién fria prolongada a temperaturas de

1a 70C),

La latencia es un estado fisiologico que requiere de un mecanismo de manteni=--
miento v que, con cxcépcién de la latencia fisica, dicho mecanismo debe estar
actuando a nivel celular, en donde necesariamente estén involucradas tanto la --
promocién como la inhibicién del crecimiento. Dicha promocién e inhibicién ha
sido asignada a la presencia o ausencia de fitohormonas o a la actividad o inac-
tividad de fotorreceptores rales como ¢l fitocromo: sin embargo, el mecanismo

especifico que mantiene el estado Je latencia ain no ha sido explicado,

Taylorson v Hendricks (1977) mencionan que "'la latencia en las semillas con em -
briones maduros. no restringidos por las cubiertas, se origina por la falta de --
integracion de los sistemas metabdlicos requeridos para la germinacién, Dicha
integracion requiere de un intercambio de productos entre los compartimentos
celulares tales como las mitocondrias, etioplastos v glioxisomas, v tal inter- -

cambio probablemente esti controlado por acciones hormonales v del fitocromo

en las membranas que limitan a los organelos, lor otra parte, una causa proba-
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ble, aunque rara, de la latencia es la falta de integracién metabélica a nivel

de control enzimitico en el citoplasma”,
I1.2,2. Ruptura de la latencia o germinacion.
[1.2,2.1. Concepto.

La germinacién ha sido definida desde muchos puntos de vista, Heydecker (1977)
menciona que es un proceso que consiste de tres fases que se sobreponen: - -

1) imbibicién, 2) fase estacionaria, en donde aparentemente no sucede nada y

3) protrusién de la radicula, Es una serie de procesos que transforman a una
semilla de una entidad casi inerte a una més activa en crecimiento. La germina-
cion es distinta del crecimiento y las condiciones que los limitan pueden ser di-

ferentes.

Jann v Amen (1677) la visualizan desde tres puntos de vista: 1) Morfolégico, es
la transformacién de un embrién en una plantula; 2) Fisiologico, es la reanuda:
cion del crecimiento v metabolismo, que estaban reprimidos o suspendidos, y
el disparo de la transcripcion del genoma; 3) Bioquimico, es la diferenciacion §

secuencial de los patrones oxidativos y sintéticos.

Maver v Shain(1974) mencionan que la germinacién es la serie de pasos que ocu-
rren antes de la emergencia de la radicula a través de las cubiertas de la semi-

lia,

Desde cualquier punto de vista que se trate, se puede decir que la germinacion

es una respuesta fisiolégica disparada al encontrarse factores medioambienta-



B
les presentes en combinaciones muy particulares para cada especie,
11.2,2,2, Factores que influyen en la ruptura de la latencia,

Mayer y Poljakoff-Mayber (1975) mencionan que los factores medioambientales -

que influyen en la germinacién son: agua, gases, temperatura y luz,
1. Agua,

Las unidades dispersantes (semillas) se encuentran en alto grade de deshidra--
tacién (el peso del agua es un 107 o menos del peso total de la semilla, Medina,
1977) y debido a su naturaleza coloidal las semillas secas que no tienen cubier-
tas impermeables, tienen un gran poder de absorcién cuando son colocadas en -
agua (Hartmany Kester, 1975) a consecuencia del bajo potencial hidrico de sus

tejidos.

El proceso de absorcién de agua, conocido bajo el nombre de imbibicién, es pu-
ramente fisico y en ninguna forma puede relacionarse con la viabilidad de las
semillas, puesto que ocurre de la misma forma en semillas vivas asi como en
las que han sido sometidas a procesos fisicos que maten al embrién (Mayer and
Poljakoff -Mayber, 1975). El grado de imbibicién de una semilla estard deter--
minado por: la composicién de la semilla, la permeabilidad de las cubiertas de
la misma o del fruto hacia el agua y la disponibilidad que de ella exista ya sea
en forma liquida o gaseosa en el medio (Maver and Poljakoff-Mayber, 1975) asi
como por la temperatura (Hartman v Kester. 1975). El componente principal -
que imbibe agua son las proteinas, seguidos por los mucilagos asi como parte

de la celulosa v las sustancias pécticas, no incluyendo a los almidones,
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Las semillas con cubiertas impermeables no imbiben aiin bajo condiciones favo-_
rables sino hasta que esta impermeabilidad cambia por otros factores externos,
Por otra parte, las cubiertas de las semillas de varias especies pueden mostrar
permeabilidad hacia el agua y estas diferencias pueden relacionarse con la com-_
posicién de las mismas, especialmente con los componentes lipoides. Se ha de:-
terminado que la permeabilidad de la cubierta es generalmente mayor en el extre
mo micropilar, en donde es casi invariablemente mas delgada que el resto de la
misma, También el lugar de entrada de agua varia con la especie, asf en las --
leguminosas entra a través del estrébilo y en otras entra via la fisura hilar; en
algunas semillas la cubierta es permeable en toda su area.

La composiciéon del medio de germinacion también determina la imbibicion de las
semillas, puesto que determina la disponibilidad de agua, lo que es de importan:

cia en condiciones naturales en donde el agua no se encuentra en forma pura, si-

no conteniendo solutos, lo cual disminuye la imbibicién,

En relacién a la temperatura durante la imbibicion, Taylorson y Hendricks (1972)

indican que el rango de adquisicién en Amaranthus retroflexus aumenta confor-

me asciende la temperatura (en rangos de temperaturas del orden de 10°C) duran-
te las primeras horas de imbibici6n, pero que el total de agua imbibida al final -

serd la misma, no importando la temperatura utilizada.

Se podria pensar que el factor agua no implica valores criticos, pero se sabe que
cada especie responde en forma muv particular a este factor, puesto que la hume-
dad proporcionada puede afectar tanto al porcentaje como a la velocidad de germi-

nacién (Hartman v Kester, 1975) asi las semillas también germinan adecuadamen-
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te con requierimientos especificos de contenidos de humedad, aunque - - -
Heydecker (1977) menciona que "en un lote de semillas de una misma especie -
puede existir tendencia a la capacidad de germinar en un amplio rango de nive-
les de humedad" lo que puede ser un ejemplo de plasticidad genética. Por su -
parte, la velocidad de hidratacién también puede afectar a la semilla. En los
casos en que las semillas son duras, la entrada de agua es lenta lo cual no im:
plica peligro, pero cuando las semillas entran en contacto con agua pura, se -
rehidratan en forma abrupta lo que puede provocar prevencién en la germina--
cién o muerte posterior de la radicula (Mayer & Shain, 1974) posiblemente de--
bido a que los contenidos celulares se hidraten y se movilicen, pero que las --
membranas celulares alin no estén restauradas y que no impidan la salida de -

estos contenidos (Heydecker, 1977). Por otra parte la ripida imbibicién po- -

dria prevenir la difusién de oxigeno hadia las células (Mayer & Shain, 1974).

En muchas especies (v.g. fotobldsticas) el simple proceso de imbibicién no - -
dispara la germinacién, pero el agua de hidratacion sensibiliza a la semilla --

para que pueda responder a otros factores, tales como la luz (Heydecker, 1977).
2. Gases,

Siendo la germinacién un proceso relacionado con células vivas necesariamen-
te involucra un gasto de energia, que es extraida en el proceso de oxidacion de
la glucosa, en presencia o ausencia de oxigeno (respiracién o fermentaci6n), -
Estos procesos implican necesariamente un intercambio gaseoso (Og y COZ) -

que se realiza a través de las cubiertas de la semilla (Mayer and Poljakoff- -

Mavber. 1975).
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La concentracién de oxigeno que se encuentra en la atmésfera es de 209 y la -

de 002 es de 0,03, y se ha determinado que ambos son importantes en la - -

promocién o inhibicién de la germinacién., En la mayoria de los casos, la ger-
minacién se ve disminuida si el oxigeno disminuye y el CO9 aumenta en el me-

dio, pero existen casos extraordinarios en los cuales se rompe la latencia cuan-

do el CO9 alcanza concentraciones que van del 10 al 15% (Trifolium subterraneum)

(Mayer and Poljakoff-Mayber, 1975),

El intercambio gaseoso en la mayorid de las especies estd relacionado con la -
imbibicién, pues en semillas deshidratadas el rango de intercambio es extrema-
damente bajo. Tal diferencia puede estar relacionada, en algunas especies, con
1o ruptura de las cubiertas por la presion de imbibicién, lo que permite el paso

del oxigeno en .orma mis libre (Milthorpe and Moorby, 1974).
3. Temperatura,

Los cambios que ocurren en las semillas que germinan comprenden procesos -
metabdlicos que estdin en estrecha relacién con la temperatura y el efecto de --
este parimetre se expresa finalmente en el porcentaje o en la velocidad de ger-

minacién (Vdzquez-Yanes, 1976)

l.as semillas diferentes presentan rangos de temperaturas especificos dentro -

Je los cuales germinardan (Mayer and Poljakoff-Mayber, 1975) lo cual dependera

de la especie, variedad, region de crecimiento y duracién del tiempo de almace-

namiento ([.eopold and Kriedeman, 1975) v en muchos casos de la presencia o -



15

ausencia de luz (Vazquez-Yanes, 1976; Mayer and Poljakoff-Mayber, 1975). EI -
rango de temperatura, en donde la vasta mayoria de los miembros de una pobla-_
cién germinarin, se incluye dentro de las "temperaturas cardinales" es decir la
minima, Optima y maxima, mientras que una proporciéon de individuos en incrc:
mento responden a temperaturas menores o mayores mediante la inhibicién de

la germinacién (Heydecker, 1977). La temperatura optima serd aquélla en la -

que la poblacién viable alcanza el mdximo porcentaje de germinacién en el mi-
nimo tiempo (puede ser distinta dependiendo del intervalo de tiempo que se im:-_

ponga) por encima o debajo (mdxima o minima) de la cual la germinacién se ve 5

retrasada, pero no prevenida,

Los rangos de temperaturas 6ptimas se encuentran entre los 15 y 30°C y para
muchas especies la mdxima estd entre 35 v 40°C. Normalmente las temperatu-

ras minimas son dificiles de establecer debido a la lentitud de la germinacidn.

La norma en la naturaleza es que la temperatura se presente con fluctuaciones
o alternancia, esto es, en cualquier medio natural la temperatura nunca va a
ser constante, de tal forma que para muchas semillas de especies no domesti-
cadas, la presencia de termoperiodos serd benéfica, incrementdndose tanto el
porcentaje como €l rango de germinacién, o en muchos cajos podrin ser reque-
ridos absolutamente para que sea posible la germinacion (Hevdecker, 1977). La
estimulacién por termoperiodo ha sido adscrita al efecto que tiene la temperatu-
ra en reacciones secuenciales durante la germinacién (Mayer and Poljakoff- - -

Mayber, 1975).
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4, Luz,

La luz es un pardmetro ambiental que afecta el desarrollo de las plantas duran-
te todo su ciclo biolégico, pueéto que no sélo es necesaria para la fotosintesis
sino que interviene en procesos fotomorfogenéticos tales como floracién, etio:
lacién y germinacion, siendo la induccién o inhibicién de este Gltimo proceso uno

de los casos mis claros de control de un proceso fisiolégico por un factor am- -

biental (Vizquez -Yanes, 1976),

La sensibilidad hacia la luz que presentan las semillas de una misma especie -
puede no ser constante y estar afectada por factores tales como: edad de la se-
milla, periodo de imbibicién, temperatura de imbibicién, estratificacion, tem-:
peratura de germinacién y presencia de sustancias quimicas (Leopold and Krie-

deman, 1975,

Las semillas. generalimente de plantas no domesticadas, presentan variabilidad
en cuanto a Su comportamiento hacia la luz y se dividen en: las que germinan
s6lo en la oscuridad (fotoblastismo negativo), las que lo hacen en luz cort inua,
las que germinan después de una breve iluminacién (fotoblastismo positivo) y
las que son irdiferentes a la presencia o ausencia de luz durante la germina- -
ci6én., También existen semillas que responden a fotoperiodos especificos - - -

(Mayer and Poljakoff-Mayber, 1975) como Nemphila insignis que responde a - -

dias cortos, Betula que responde a dias largos y Escholtzia argy que responde a

termoperiodo combinado con periodos de luz y oscuridad alternantes (Vegis,1974).

=] t6pico de requerimientos de luz en la germinacién ha sido sujeto a estudios -
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detallados bajo condiciones de laboratorio, los cuales han mostrado ciue dicha -
respuesta estd condicionada tanto por la calidad como por la cantidad de vz que
sea aplicada. Muchos experimentos han versado sobre la calidad de la luz, lo -
cual ha mostrado que las diferentes zonas del espectro luminoso afectan la germi-
nacién en forma muy diferente. Asi se ha demostrado que las longitudes de onda
menores a 290 nm inhiben la germinacién, que entre 290 y 400 nm los efectos -
no son muy claros y que en el rango de 400 a 700 nm (especialmente en el rojo) )

la germinacién se ve promovida (Mayer and Poljakoff-Mayber, 1975).

Con tales experimentos se ha llegado a la conclusién de que en las semillas exis-
te un fotorreceptor que activa o inhibe una gran variedad de procesos morfogené-
ticos, incluyendo la germinacién. Todos los procesos muestran un espectro de

absorcién de un pigmento fotorreceptor ampliamente estudiado en la actualidad y

que se ha denominado "fitocromo" (fig. 1).
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Fig. 1. Espectro de absorcién de una solucién de fitocromo de avena después de
irradiacién con luz roja (R) y rojo lejano (RL). El espectro observado
después de irradiacién con rojo lejano es el espectro de absorcién para
Pr; el observado después de irradiacién con rojo es el espectro de ab--
sorcion para Pfr, (Siegelman and Butler, 1965).
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Acerca de la molécula de fitocromo se ha determinado lo siguiente:

a) El fitocromo consiste de dos monémeros, cada uno de ellos de alrededor de
120, 000 daltons y unidos en forma independiente a un croméforo (tetrapirrol
lineal) en forma covalente a través de un residuo de cisteina. Contiene tam: -
bién un PO‘;3 por monémero. Al parecer contiene un porcentaje muy bajo de

carbchidratos, por lo que no se puede decir que se trate de una glicoproteina.

(Prartt, 1982).

b) Existe en dosformas fotointerconvertibles: Pr, forma fisiolégicamente inac-
tiva que absorbe el rojo, y Pfr, forma fisioldgicamente activa que absorbe -

el rojo lejano (Pratt, 1982),

c) En la fototransformacién de Pr a Pfr y viceversa, existen intermediarios, --

pero ninguno es comin (Briggs y Rice, 1972).

d) El Pfr puede llevar a cabo reversi6én a Pr asi como una destruccién, ambos -

procesos en la oscuridad (Briggs y Rice, 1972),

Est4 aceptado que el fitocromo influye en los procesos morfogenéticos ya men-

cionados, pero su mecanismo de accién atn no ha sido completamente estable-

cido, Marmeé (1977) discute que el mecanismo de accidén primario puede ser alt
terando las membranas celulares. Se ha determinado que el fitocromo en su --
estado inactivo (Pr) puede encontrarse como una proteina soluble en el citoplas-

ma, v que en su estado activo (Pfr) se ve asociado con las membranas, princi--

palmente en la membrana plasmadtica, en donde puede funcionar como:



19

a) Modulador de actividades enzimaticas (v.g. ATPasas) capaces de controlar
el transporte activo de iones y moléculas intra o extracelulares, En este -
efecto se podrian incluir el flujo i6nico de Kt y Cl1~ que se observa en el --

movimiento de las hojas de Albizzia julibrissin y Samanea saman, o el - -

transporte de sacarosa y de acetato de sodio observado en algunos experi- -

mentos (Marmé, 1977). En estos casos el fitocromo puede actuar ya sea di-

rectamente en el mecanismo de transporte o en €l metabolismo energético - |

que influye en el proceso activo,

b) Modulador en el metabolismo de moléculas unidas a Jas membranas de etio-

plastos (v.g. sustancias parecidas a las giberelinas).

c)Responsable de cambios en los potenciales de membrana como en el caso de

adhesién de puntas de raices.

Schopfer (1977) menciona que la hip6tesis de la alteracion a nivel de membranas
celulares no especifica la siguiente consecuencia de eventos metabdlicos, que -
pueden entre otras cosas, involucrar control de la transcripcién y traduccidn 5
como consecuencia remota de la accién del fitocromo. Habla entonces de la hi.

potesis de regulacion de genes por la accién del Pfr, la cual estd apoyada por -

estudios realizados en relacién al control que ejerce sobre algunas enzirmaas.

Las dos hipétesis ain requieren de una vasta investigacion, por lo que no se --

puede decir que cualquiera de ellas sea la mejor.
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Por lo pronto, lo que ha quedado establecido es que el fitocromo es el Gnico pig-
mento claramente definido en las plantas verdes, capaz de percibir las sefales

luminosas del medio ambiente fisico y de traducir estas sefiales en el lenguaje =
de reacciones m etab6licas (sea a nivel de membranas como mecanismo de ac- -

ci6n primario con una subsecuente regulacién de genes) que gobiernan el desa--

rrollo, incluyendo la germinaci6n,
I1.2,.2.3, Aspectos metabblicos de la germinacién,

Una vez que la semilla se encuentra en presencia de los agentes externos espe-
cificos, se rompe la latencia y se inicia la germinacioén. Si se considera que -
este proceso es la serie de pasos que ocurren antes de la emergencia de la a5
radicula, pero que finalizan en ello, entonces es necesario mencionar de qué -

procesos se trata. Tales procesos se refieren a la activacién del metabolismo

en la semilla,

Aln no ha sido establecido si cada uno de los factores externos influye en for-
ma especifica en alglin proceso metabdlico, por lo que esta parte se tratari en

forma muy generalizada,

Los procesos metab6licos durante la germinacién pueden dividirse en los que -
se presentan en los estadios tempranos (primeros minutos u horas de imbibi--

cién) y los estadios tardios que pueden requerir de varias horas de imbibicién

o de germinacién,

Al hablar de metabolismo se involucran reacciones enzimadticas, las cuales re-

quieren en primera instancia de la presencia de enzimas en estado activo, asi
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como de energia. En este aspecto se sabe que el proceso de sintesis de novo,
por muy ripido que se realice no puede llevarse a cabo durante las primeras -
horas de imbibicién, Se ha determinado que las semillas contienen enzimas --
inactivas en el estado deshidratado (Mayer, 1977) y que dichas enzimas se acti-
van durante la imbibici6én. Entre otras se puede mencionar a las enzimas de -
la glucolisis, pues se ha determinado que este proceso opera en las semillas -
tan pronto como imbiben agua. Si aparte de enzimas activas se requiere de - )

energia, entonces debe existir algln proceso.que sea el proveedor de ésta, pu-

diéndose pensar que se obtiene a partir de la glucélisis misma.

Ortra caracteristica que se observa durante las primeras horas de imbibici6n

es la referente a la restauracion de la integridad de las membranas plasméti:
cas asi como al rdpido desarrollo de sistermnas membranales después o junto

con la imbibicién, El reticulo endopldsmico se vuelve mis pronunciado, en -
parte por reorganizacion y en. parte por sintesis de nuevos elementos. Las ~ -
membrana s m‘itocondriales cambian sus propiedades y sus crestas se hacen --
mdés pronunciadas. EIl nimero de vesiculas de Golgi se incrementa en forma -
marcada. Hay suficientes informes que indican que uno de los eventos prima-
rios y méis importantes en la germinacién es la formacién o transformacién de

las membranas por cambios en su permeabilidad, y que tales cambios ocurren

antes que muchos otros eventos,

El sistema membranal mitocondrial se restaura también con la imbibicién, pe-

ro este proceso no es suficiente, puesal parecer la incorporacién de componen-

tes a las membranas requiere de reacciones de transferencia, Una vez que la
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mitocondria es funcional se inicia el proceso de respiracién. Los sustratos que
se requieren en los estadios tempranos no son el resultado del rompimiento de

las reservas (v.g. almidones) puesto que se requiere de sintesis de novo de al-
gunas enzimas (v.g. alfa-amilasa), sino que se urilizan pequenas cantidades de

mono di y trisaciridos presentes en la semilla.

Se ha mencionac’c que algunos sistemas enzimaticos se activan tan pronto como -
la semilla imbibe, y que son sistemas que estin listos para una actividad inme-
Jdiata (fases tempranas). Existe un segundo grupo de enzimas que se activan con
retraso, generalmente después de varias horas. Estas enzimas requieren algo mis
que la imbibicién para su actividad, se dice que se activan durante la germinacion.
Un tercer grupo de enzimas se activan atn més tarde y su aparicion requiere de
traduccién en ia efitesis de proteinas, pero no de transcripcién (formacion de -
BNAm nuevo}, or aliino, algunas actividades aparecen ain mis tarde y re- -
quieren del aparato en.cro de sintesis de proteinas: Transcripcién por activacion
genética, T.os Gltimos dos grupos de enzimas requieren posiblemente de un con-
trol por el embridn, v se ha concluido que dicho control es de naturaleza hormo-

nal.

Las hormonas cue han sido involucradas en el proceso de germinacion son: dcido
abscisico (ABA) corno inhibidor, giberelinas (GA), citocininas y etileno como pro

motores.
1. Acido abscisico.

Num erosos trabajos han reportado la existencia de ABA en semillas latentes, ®n
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una reduccidn posterior a tratamientos tales como eétratificacibn. Por ello al -
parecer lo que hace esta hormona es inducir el estado de latencia, Tal estado :
al parecer es mantenido en presencia de ABA debido a que esta sustancia inhi-
be la sintesis de enzimas importantes para los estadios tempranos de la germi-

nacién (visto en tejidos'de aleurona de cereales y embriones de algodén),

Se ha propuesto que en la embriogénesis del algod6n, el ABA se sintetiza en el ~
6vulo y se transporta hacia el embrién que,en el estado de desarrollo, se en- - .
cuentra sintetizando RNAm para las "enzimas de la germinacién”. La prcsenj
cia de ABA inhibe la sintesis de estas enzimas previniendo asi la germinacion -
precoz del embrién. Por otra parte, se ha postulado que la sintesis de ABA se
realiza debido a que cuando la semilla estd en estados avanzados de embriogé-
nesis su contenido hidrico comienza a disminuir demandando una respuesta si-
milar a la detectada en "stress” de sequia, Asi, los niveles de ABA se ven au-
mentados al principio, pero disminuyen posteriormente debido posiblemente a

que la falta de agua inhibe la sintesis en mayor proporcién que el catabolismo

de esta sustancia (Walton, 1977).
2. Giberelinas.

El papel de las giberelinas en el desarrollo del fruto y la semilla atin es ambi:
guo, Se ha reportado ampliamente que existe un efecto estimulatoﬁ6 dela --

germinacién con estas sustancias, lo que ha llevado a postular que juegan un -
papel universal en la germinacién de las semillas, aunque tal proposicién no -

estd del todo garantizada en las bases de las evidencias que se tienen.
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Se ha determinado que en semillas maduras los niveles de giberelinas sor ba-
jos, en relacién a estadios de crecimiento anteriores, lo que podria ser conse-
cuencia de la acumulacién de moléculas biolégicamente inactivas. Al parecer -
estas moléculas son movilizadas en los primeros estadios de la germinaci6n -.-:
(posiblemente via fitocromo en semillas fotobldsticas), pero parece que la mayo--

ria de las especies requieren sintesis posterior, debido a que las cantidades - -

contenidas e la semilla no sean las suficientes para mantener el crecimiento,

En relaciéa 2-su papel en la germinacién, se han efectuado estudios con cereales
y se ha estahlecido que el mecanismo de accién es el rompimiento de almid6n v
otros sustraics como resultado de la accién enzimética inducida por dichas sus-
ta.'wias, perc se dice que este fendmeno es post-germinativo. También se ha -
mencionadce que regela 21 camino pentosafosfato en forma indirecta via un efecto

en el ciclo dei g ioxiler » v, consecuentemente, en la formacién de per6xido que

sirve en la oxicacion d= HADPH (Jones and Stoddart, 1977).
3. Citociainas,

El descubrimiento de que las citocininas exégenas pueden invertir los efectos
de varios reguladores e inhibidores de la germinacién indica que estas sustan-
cias pueden ser un prerrequisito para la germinacién en algunas especies. -~ -
Existen evidencias que indican que el papel de las citocininas puede ser en la -
promocion de cintesis protéica y que también pueden estar involucradas en el

fendémernio de permeabilidad.

En cuanto a su presencia en las semillas, es posible que durante el desarrolio



de las mismas, las citocininas activas sean convertidas a ribonucledtidos inac-

tivos, los cuales son entonces almacenados hasta que la semilla imbibe sufi- ~

ciente agua como para que ocurran los primeros estadios de la germinacion,

Se ha visto que las citocininas pueden alterar la inhibicién creada por ABA, pe-

ro el mecanismo aGn no se define(Thomas, 1977).
4, Etileno.

Algunas investigaciones han sugerido que el etileno puede romper latencia de -
semillas, que es un producto natural de las mismas y que puede retener y au-
mentar el vigor de algunas semillas y estimular el metabolismo en las mismas.
En muchas semillas la produccion de este gas se ve incrementada en presencia -

de C02.

La produccion de etileno no va asociada con el proceso de germinacién en si
(antes de la salida de la radicula) sino que se asocia con el proceso de creci--
miento, pues el miximo de etileno se detecta en el tiempo de la emergencia.
Esta produccién estd muy relacionada con la germinabilidad y vigorosidad de «
la semilla, pues en semillas sometidas a condiciones de almacenamiento ina-

decuados (v.g. humedades elevadas), la produccién de etileno se ve retrasada.

En cuanto a su mecanismo de accién, se ha postulado que aparentemente afecta
sintesis y secresién enzimaitica y que interactiia con inhibidores del crecimien-

to a un nivel bisico de metabolismo (Ketring, 1977).
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Es obvio que durante la germinacion ocurren una serie de eventos metabdlicos
en una secuencia temporal bien establecida. La temporalizacién de tales se- -
cuencias es sin duda establecida parcialmente por control nuclear, v.g. por -
activacion de diferentes partes del genoma a diferentes estadios dél proceso de
germinacién, Aunque este control no involucra necesariamente factores adicio--
nales externos, su intervencién parece extremadamente probable, La semilla
en germinacién debe ser capaz de responder, mediante la temporalizacién de

sus eventos metabdlicos, a condiciones externas cambiantes tales como he, -

humedad y temperatura.
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III. MATERIALES Y METODOS.
III.1 Adaptaci6n de instrumentos,
111, 1.1, Seccién de manipulacién y conteo.

Se adapto”en una campana de extraccién cuyo interior fué pintado de color negro
mate, para eliminar asf una gran cantidad de luz exterior (Barthelemy et.al., 19.75)
se cubrieron con papel aluminio todos los orificios internos asi como la ventana
de la misma, La fuente de luz de la campana consta de dos lamparas fll.iores:
centes marca Philips, luz de dfa, TL 20 w T38(T12)/54 y se encuentran a una --
distancia aproximada de 1 m, de la mesa de trabajo. Se utilizé papel celofan --
verde para cubrir la fuente de luz (dos capas) asf como la ventana de acceso e
(fig. 3.1), E1 espectro de transmisi6n para el papel celofan uti}izado como filj
tro en esta seccién se muestra el la figura 3.4. Las limparas de la campana -

no se encuentran en forma horizontal sino que presentan cierta inclinacién, por

lo que la luz no incide directamente en la mesa de trabajo.

Para la determinacién del espectro de transmisién del papel celofan que se uti-

liz6 como filtros se sigui6 la técnica descrita por Ross (1974) utilizando un es-

pectrofotémetro "Spectronic 20",
[1L1. 2, Seccién de imbibici6n.

Esta seccién consta de un cristalizador con agua destilada estéril cubierto con

papel aluminio, todo esto colocado dentro de una estufa de cultivo marca - - -
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Fig. 3.1 seccién de manipulacion y conteo. a)fuente de luz, b) ventana forrada
con papel aluminio, ¢) cortina de papel celofan, d) mesa de trabajo.
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"Riosa" (SIC-DGE 9673) a la temperatura deseada.
ITI.1.3. Secci6n de irradiacién.

Los trabajos reportados en los que se varia la calidad de la luz (normalmente -
rojo y rojo lejano) recomiendan para este fin filtros (Ikuma and Thimann, 1963;
Leff, 1964; Goérski, 1975; Scheibe and Lang, 1965; Sivaji et. al., 1976; Negm

et. al., 1973) o lamparas (Negm, et. al. 1973) que son de dificil obtencion o ele
vado costo en nuestro pais. Algunos autores utilizan materiales mis accesibles
(Barthelemy, et. al, 1975; Taylorson and Hendricks, 1972; Tanada, 1972; - -
Rickert, 1971; Bickford y Dunn, 1972) tales como lamparas fluorescentes, in—:
candescentes y papel celofin comercial, obteniéndose con estos articulos re--
sultados adecuados.

El aparato utilizado para esta seccidn de irradiacién, se disefi de acuerdo a -
los modelos presentados por Tanada (1972), Bickford y Dunn (1972), Ross (1974),
Barthelemy, et. al. (1975) y Taylorson y Hendricks (1972) con algunas variacio-
nes considerando el material disponible, Tanada (1972) utiliza ldmparas fluo:
rescentes con acabado luz de dia, de 15 vatios; en este caso las lamparas uti-
lizadas fueron de 20 vatios, Barthelemy, et.al.(1975) recomiendan papel celo-
fin s6lo accesible en los Estados Unidos de Norteamérica, y en este caso se uti-
lizé papel celofan nacional, Taylorson y Hendricks (1972) utilizan lamparas -
fluorescentes acabado blanco frio para el recurso de luz roja, en este caso se
utilizaron ldmparas fluorescentes con acabado blanco cilido. Este mismo autor

coloca la fuente luminosa a 1 m. del material a irradiar, en este caso se colo-

¢6 a 35 cm, del material, El aparato se muestra en la figura 3. 2.
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Fig. 3.2 Seccién de irradiacién. a) ldmparas fluorescentes de 20 vatios.
b) ldmpara incandescente de 60 vatios.
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La calidad de la luz fué lograda intercambiando ldmparas y filtros, Para evitar
incidencia de otro tipo de luz, esta seccién se introdujo en una campana de ex--
traccion a la que se le cubri6 la ventana con papel aluminio y que se cerraba en

el momento de irradiar,

La calidad de luz utilizada fué la siguiente:

a) ROJO, Se logré colocando dos limparas fluorescentes de 20 vatios, marca -
Solar 20w /T38 /BC /AP (Precalentamiento 20), acabado blanco cdlido

y un filtro de dos capas de papel celofdn rojo (fig. 3.3a y 3.5).

b) VERDE, Se utilizaron dos ldmparas fluorescentes marca Philips TL 20wT38(T12)/
54, acabado luz de dia y un filtro de dos capas de papel celofin co--

mercial verde (fig. 3.3 by 3.4)

c) AZUL. Se colocaron dos lAmparas fluorescentes marca Philips TL 20wT38 -
(T12) /54, acabado luz de dfa y un filtro de dos capas de papel celo--
fin azul (fig. 3.3 cy 3.6)

d) LUZ DE DIA: Fueron empleadas dos l4mparas fluorescentes marca Philips
TL 20wT38(T12)/54, acabado luz de dia y una ldmpara incan-

descente General Electric de 60 vatios. (fig. 3.3d y 3.7)

e) ROJO LEJANO: Con el uso de una ldmpara incandescente General Electric
de 60 vatios, un cristalizador con 2 cm. de agua y un fil-
tro de dos capas de papel celofan rojo v dos de azul.(fig. 3.8

v 3.9)



32

(a) (b)
e t
e . e
(1 o)
: (2 [ (2)
/ 9(3)@ == @(3)@ e
(©) @)
i :
E =y e
s 0
: - (2)
! (2)
e 2 e : ;
(3) = fj 2 /

Fig. 3.3 Seccion de irradiacion para ROJO (a), VERDE (b), AZUL (¢) y LUZ DE
DIA (d). (a): 1. lampara fluorescente acabado blanco calido. 2. fikro
rojo: (b): 1. ldmpara fluorescente acabado lwz de dia, 2. filtro verde;
(¢): 1. lampara fluorescente acabado luz de dia, 2. filtro azul; dy 1.
lampara fluorescente acabado«duz de dia. 2. lampara incandescente -
Jde 60 varios. En todos 3, semillas en irradiacion.
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Fig. 3.4 Caracterfsticas de las lamparas y filtro utilizados para LLU"Z VERDE

\ para la seccion de manipulacion v conteo.

—— Poder radianie vs. longitud de onda para una lampara fluo--
rescente acabado luz de dia (Bickford and Dunn. 1972)

--- Porcentaje de transmitancia para papel celofan verde "K”
210 i € (Barthelemy.et, al, 1975)

=== Porcentaje de transmitancia para papel celofan comercial
utilizado como filtro.

3 egion dol verde (490 - 560 nm).
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Fig. 3.5 Caracteristicas de las ldmparas y filtro utilizados para LUZ ROJA,

—— Poder radiante vs. longitud de onda para una lampara fluo-
rescente acabado blanco cilido (Bickford and Dunn. 1972).

- -~ Porcentaje de transmitancia para papel celofan rojo "K"
210 FC (Barthelemy. et., al. 1975)

--- Porcentaje de transmitancia del papel celofin comercial -
utilizado como filtro.

2 Region del rojo (570 - 700 nm).
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Fig, 3,6 Caracteristicas de las limparas y filtros utilizados para LU'Z AZLU'L.,
-——— Poder radiante vs. longitud de onda para limparas acabado
luz de dia (Bickford and Dunn, 1972),

~ == Porcentaje de transmitancia para papel celofin azul "K" 210
(Barthelemy. et, al. 1975)

= == Porcentaje de transmitancia del papel celofin comercial uti-
lizado como filtro,

T Region del azul (725 - 790 nm),
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Caracreristicas de las lamparas utilizadas para LLUZ DE DIA,

—— Foder radiante de una lampara fluorescente acabado luz
de dia (Bickford and Dunn, 1972).

- ==~ knergia relativa de una lampara incandescente de 500 -
vatios (Barthelemy, et. al, 1973)
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Fig, 3.8

Seccion de irradiacion para ROJO LEJANO, a) lampar: incandes-
cente de 60 vatios; b) cristalizador con 2 cm. de agua: ¢) semillas
en irradiacion; d) filtro.
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Fig. 3.9 Caracteristicas de las lamparas v filtro utilizados para luz
ROJO LLEJANO,

—— FEnergia relativa de una bombilla incandescente de 500
vatios (Barthelemy.ct. al. 1975)

--- Caracteristicas opticas del filtro Corning CS 2-113
(Vazquez-Yanes, 1976),

=== Transmitancia del filrro rojo lejano utilizado,

Porcentaje de rransmitancia
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[I1,1.4. Seccién de incubacién,

Se utilizaron dos estufas de cultivo marca "Riosa" asi como dos germinadoras
marca "Burrows' (Burrows Master Germinator) en las que se estabilizé la - -

temperatura requerida.

[II. 2 Obtencién de las semillas,

Las semillas de Stenocereus griseus fueron obtenidas a partir de frutos maduros

de "pitava’ que se adquirieron en el mes de mayo de 1982 -temporada que corres-
ponde a su produccién- directamente en huertos particulares localizados en la po-
blacién de Trinidad Oaxtepec, Municipio de Chazumba, Oaxaca. Se reunieron --
83 frutos Gnicamente - por la escasa produccion de este afio - de los cuales se -

determiné el peso fresco total (sin espina), utilizando para ello una balanza gra-

nataria "Ohaus Triple Beam' con capacidad para 2610 g.

La extraccion de la semilla se realiz6 siguiendo la técnica descrita por Williams
v Arias (1978) que consiste en términos generales en la separacion de la semilla
de la pulpa haciendo lavados continuos con agua corriente, enjuagando posterior -
mente la semilla con agua destilada y dejindolas secar a temperatura ambiente,
Una vez seca la semilla se determiné su peso total y se guardd en bolsas de pa-

pel cubiertas con plistico, las cuales fueron colocadas en un lugar seco del la-

boratorio a temperatura ambiente (20 a 25°C),

Las pruebas experimentales fueron iniciadas en el mes de septiembre del mismo
afio (16 semanas después) va que Williams v Arias (1978) mencionan que este - -

tiempo es suficiente para que disminuya la concentracion de inhibidores (ABA)
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de la semilla,
11,3 Determinacion de condiciones para la germinacion.
La germinacién se analizd utilizando las siguientes variables:

Tiempo de imbibicién a 25°C,

—
H

2. Calidad de la luz,
3. Tiempo de irradiacion con luz roja,
4, Temperatura de incubacién,

5. Reverzidn per rojo/rojo lejano.

1, Tiempo de imbibicién.

El tiempo se varié como sigue: 15, 30 min,, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48,

72, 96 y 120 horas,

Debido a que la semilla es muy pequefia, la manipulacién de muchos lotes de 100
se vuelve complicada, por lo que cada lote se coloct en "bolsitas' elaboradas
con manta de cielo, facilitando asi su manejo. Dicho procedimiento fué utili-

zado siempre que las semillas fueron sometidas a imbibicién previa,

Cuando el tiempo de imbibicién era mayor de 12 horas, el agua se cambiod en -

forma periddica al menos cada 24 horas.

Este tratamiento se llevo a cabo utilizando la seccién de imbibicién, Una vez
transcurrido el tiempo de imbibicion, los lotes de semillas se trasladaron a

la seccién de manipulacién para colocarlos sobre papel filtro y en cajas de Pe-



41

tri de 5 cm, de didmetro forradas con aluminio, humedeciéndolas v colocindolas
enseguida en la seccidn de irradiacidn, en donde se irradiaron durante 30 minu:—
tos, con luz roja, como se muestra en la fig, 3.3 a. Una vez finalizado esto, en
la seccién de manipulacién se cambiaron a cajas de Petri mds grandes (9 cm. de
didmetro) también forradas con aluminio y conteniendo papel filtro, se agregaban
4 ml. de agua destilada, segin recomiendan Williams y Arias (1978) v fueron co-.-l

locadas en la seccién de incubacion a 25°C.

El conteo en este caso y en los que se describen mas adelante se realizé cada -
24 horas (al menos durante los primeros 3 dias) en la seccién de manipulacién
y conteo, bajo el criterio de que una semilla habia germinado cuando presenta-

ra fractura de la testa y no hasta que fuera visible su radicula,

En forma paralela a esta parte del experimento se determiné el porcentaje de -
absorcion de agua en las semillas dependiendo del tiempo que fueran sometidas
a imbibicién, tanto a 25 como a 300(3. En este caso las mediciones se hicieron
hasta 168 horas de imbibicion, La determinacién de absorcién de agua se hizo

tomando en cuenta el peso inicial de la semilla y se report6 en porcentaje. Pa-

ra tal efecto se utilizé una balanza granataria marca Sauter, modelo GmbH --

D-7470.,
2. Calidad de 1a luz.

La luz utilizada fué: Rojo (640 nm), azul (470 nm), verde (530 nm), rojo leja-

no (730 nm) v luz de dia (400 ’ 800 nm), irradiando en cada caso durante 30

min. en la forma como se muestra en las figuras 3.3 a, b, ¢, d, v 3.8. Laim-
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bibicién previa fué la misma utilizada que en el punto 2 de calidad de luz asf -

como también la temperatura de incubacién.
3. Tiempo de irradiacién con luz roja.

Los tiempos utilizados fueron 5, 30, 45, 60, 75, 90y 120 minutos, con el -
método mostrado en la figura 3.3a La imbibicién previa fué la misma uti--

lizada que en "calidad de luz" asi como también la temperatura de incubaci6n.
4, Temperatura de incubacién.

Para esto se contd con la seccién de incubacién ya descrita, aclarando que en
los casos en que se tuvieron que utilizar las germinadoras, las cajas contenien-
do a las semillas se colocaron en bolsas de plistico para evitar el exceso de --

humedad.

Las temperaturas utilizadas fueron: 21, 23, 25 (que en este caso fué el testigo),
27, 29, 31, 33 y 359°C, previa imbibici6én de 2 horas a 25°C e irradiaci6n con luz

roja durante 120 min.
5. Reversién por rojo/rojo lejano,

En este caso se utilizaron los aparatos mostrados en las figuras 3.3a y 3.8,
irradiando las semillas durante 30 min. con luz roja e inmediatamente después
durante otros 30 minutos con rojo lejano. La imbikitién previa fué de 2 horas

a 25°C v 1z incubaci6n fué a 25°C.
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[11.4 Presentaci6n de resultados.

Los resultados finales de germinacién se reportaron como porcentaje de germi-
nacioén, que fué el promedio de 3 lotes de 100 semillas c/u, después de 7 dias de

incubaci6n en oscuridad (resultados indicados en tablas).

Se obtuvo la velocidad de germinacién, indicada como tasa de germinaci6n pa-
ra cada caso individual. Asimismo se obtuvo la velocidad de imbibicién, tam: :
bién indicada como tasa de imbibici6n. Dichos valores fueron obtenidos calcu--
lando 1a pendiente de la recta en cada perfodo de tiempo (tomando el tiempo en

horas, 24 6 48 horas) reportdndose finalmente como porcentaje.

En todos los casos (tanto los resultados de porcentaje de germinacién después
de 7 dias, como en cada caso individual) se calcul6 la media de los tres lotes,
su desviacion standard y se utiliz6 la prueba t de Student's para determinar el
rango de confiabilidad de los resultados al 95%. Se analizaron los resultados
con la misma prueba tanto para uno como para dos grados de libertad con un -
indice de confiabilidad de 0.05%. Lo mismo se hizo para ld determinacién del
porcentaje de imbibicién, en donde también se utilizaron tres lotes de 100 semi-

llas c/u,

Se elaboraron las grificas generales en cada tratamiento, es decir indicindose
los valores de porcentaje de germinaci6én obtenidos después de 7 dias de incu--
bacién, asi como las curvas de germinacién en donde se indica también la tasa

de germinacién.



44

IV. RESULTADOS,

Se realizaron pruebas preliminares con variacién del tiempo de imbibicién a --

25°C y con variacién en la calidad de luz irradiada, Al variar el tiempo de im-
bibicién, las semillas se irradiaron con luz roja durante 5 minutos, tiempo ur.i:
lizado en la mayoria de los experimentos de este tipo, y se incubaron a 25°C.
Este tiempo de irradiacién no report6 resultados adecuados en ninguno de los

tratamienios, pues el miximo porcentaje de germinacién fué de 19%. Los resul-

tados de las pruebas preliminares se resumen en la tabla 3.1y se muestran en -

forma grifica en 1a fig, 4.1.

Normalmente los autores reportan la energia que incide sobre el material estu-
diado, pero en este caso se carece de instrumentos de medicién para ésto. Con-
siderando que «1 bejo porcentaje de germinacién obtenido en este tratamiento pre

liminar pudiera deberse a que la energia incidente no sea la adecuada en el apa-

rato disefiado, se decidié aumentar el tiempo de irradiacién a 30 minutos.



TABLA 4,1 Resultados obtenidos en el tratamiento de imbibici6n a diferentes periodos de tiempo a 25°C
incubaci6n a 25°C e irradiacién con luz roja durante 5 minutos,

Tiempo de n Porcentaje de Desviaci6n S¢ Intervalo de Rang o
imbibicién germinacioén standard confianza
(horas) 0. 05(2)vSx
Testigo 3 2 0 0 0 2
0.25 3 5 L7 1 4.3 0.5 -9.3
0.5 3 11 2,6 1.5 6.5 4.4 -17.5
1 3 12 2,6 L5 6.5 5.4 =18.5
2 3 14 1 0.6 2,5 1.5 -16,5
3 3 15 0.6 0.3 1.4 13.6 - 16.4
4 3 14 2,6 L5 6.6 7.4 - 20,6
6 3 19 1 0.6 2,5 16,5 = 21.5
8 3 12 1 0.6 2,5 9.5 - 14.5
10 3 18 2,6 1.5 6.6 11.4 = 24,6
12 3 8.7 2,1 1.2 5.2 3.5 =13.9
24 3 1 L5 0.9 3.8 7.0=14.8
48 3 8 L7 1 4.3 3.7 =12
72 3 7 1 0.6 2,5 4,5 - 9.5

174
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Fig. 4.1 Porcentaje de germinacién vs. tiempo de imbibicién a 25°C de -
las semillas irradiadas durante 5 minutos con luz roja e incuba
das a 259C, l.as lineas verticales indican el intervalo de con--
fianza al 959.
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IV.1 Variaci6n en el tiempo de imbibicién a 2500, irradiaci6n durante 30 mi-

nutos e incubacién posterior en oscuridad a 25°C,

Los resultados de este tratamiento se resumen en la tabla 4, 2 y se muestran en -

forma gréfica en la figura 4.2

La figura 4.2 muestra graficamente que el porcentaje de germinacién asciende
en forma notoria desde el testigo (sin imbibicion previa) hasta las dos horas, -
después de este tiempo se detecta una disminucién en tres horas manteniéndose
més o menos constante hasta 48 horas, después de esto disminuye en forma no--

toria,

Estadisticamente existen diferencias significativas entre el porcentaje de ger--
minacién obtenido para el testigo y todos los periodos de imbibicién hasta 96 -
horas, no encontrandose diferencias con 120 horas. La diferencia es notoria -
entre 15, 30 min. y 1 hora, lo que significa que el porcentaje de germinacién va
en continuo ascenso pero los valores de 1 y 2 horas caen dentro del intervalo pa:
ra dos grados de libertad, aunque el Gltimo es ligeramente mayor que el prime-
ro (para un grado de libertad). Después de las dos horas de imbibicién el por-
centaje decae en forma significativa no detectdndose cambios sino hasta 12 ho--
ras en donde vuelve a aumentar, Entre 12 y 24 horas no hay diferencia pero dis
minuye en forma considerable de 48 horas en adelante. Los valores para 12y -
24 horas de imbibicién son mayores que el obtenido en 2 horas, estableciéndose

con esto que el maximo porcentaje de germinacién se obtiene cuando la semilla

ha permanecido en imbibicién entre 12 y 24 horas.
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El comportamiento en el porcentaje de germinacién en relacién al tiempo de im--
bibicién podria establecerse en forma gréfica como sigue, basindose en la prueba

estadistica:

R

Germinacién (%)
v
L

aE ar 3 - a "? L '-"IA 8

Tiempo de imbibicion (horas)

Analizando 1a figura 4.3 (valores presentados en tabla 4, 3) se obgerva que la -
tasa de imbibiciébn mayor (es decir, la velocidad de absorcién) se detecta entre
15 min, y 3 horas, disminuyendo posteriormente, Se puede también observar --
que el porcentaje de imbibicién alcanza un punto miximo en 3 horas y se mantie
ne mis 0 menos constante posteriormente, aumentando ligeramente en 12 horas

y en forma abrupta a 48 horas, manteniéndose después dentro de los mismos --

valores,

La prueba estadistica indica que las diferencias en porcentaje de imbibici6n -
son significativas hasta tres horas, lo que muestra que la imbibici6n es constan-

te hasta este riempo. Después los valores préximos entre sf (4-6, 6-8, 8-10, --
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10-12 y 12-24 horas) caen dentro de los mismos intervalos con pequefias diferen--
cias bajo un grado de libertad, lo que indica que la imbibicién continiia pero en -
forma gradual. Después de 24‘horas nuevamente aumenta la imbibicién hasta -
72 horas y se mantiene estable hasta 96, aumentando después en 120 horas y man

teniéndose constante nuevamente,

Si se graficaran los resultados estadisticos quedaria lo siguiente:

| S

—(C)

(b)s

]
i

Imbibicién (%)
T
(=N

1
-~

4

-
N T EEEEL]

Tiempo de imbibicion (horas)

Esta grafica indica que la semilla presenta tres fases de incorporacién de agua

(indicadas como a, b, c¢) y dos fases estacionarias (indicadas como d, e).

Ahora bien, si se compara esta grifica con la presentada para el porcentaje de

germinacién, también en forma estadistica, se obtiene lo siguiente:
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N e

Germinacién (%)

Imbibicion (%)

——tr—r— ]
l‘uut-qil-"ﬂﬂh"-;”
Tiempo de imbibicién (horas)

Esta relaci¢n indica que conforme aumenta el porcentaje de imbibicién llega -
un punto mixime en-el cual la germinacién disminuye (en 3 y 48 horas), los -
ralores méxinmios de germinacién se detectan antes de los dos valores méiximos
de incorporacisn de agua (2 y 24 horas). Esto indica que el miximo de germi-
nacién se olticne cuando la semilla estd hidratada al 20% (2 horas) y al 33% (12

6 24 horas).

Por otra parte, si se analizan las curvas de germinacién en forma individual
(figuras 4.5 a 4.12) se observa que en todos los casos el valor miximo de -~
germinacion se alcanza después de 5 a 7 dias de incubaci6n, y que la tasa - -
méxima de germinacion (velocidad de germinacién) casi siempre se alcanza a
los 2 dias, con excepcion del caso de 120 horas en donde se alcanza hasta los
3 dias, Al parecer las diferencias primordiales pueden detectarse en la tasa
de germinaci6én, pues en tres horas de imbibicion (fig. 4.8 a) que es cuando
se presenta la primera disminucién en el porcentaje de germinacién, dicha ta-
sa se alcanza hasta los 3 dfas de incubacién. Lo mismo sucede con 48 horas

de imbibicion (fig. 4.11 b), segunda disminucitn en porcencije de germinacion.
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Otro caso anormal es el referente a 15 min. de imbibic6on (fig. 4.5 b) en donde
la tasa maxima se detecta hasta los 3 dias. En 96 y 120 horas de imbibicion

(fig. 4.12 a y b respectivamente) la mixima tasa de germinacién se detecta des-

de el primer dia de incubacién,

En cuanto a los resultados obtenidos respecto a imbibicién a 30°C, el compor -
tamiento de absorcidn de agua por las semillas es muy parecido al obtenido ~-

para 25°C (fig. 4.4, datos en tabla 4, 4),



TABLA 4.2 Resultados obtgrnidos en el tratamiento de imbibicidn a diferentes perfodos de tiempo a 259C,
incubacién a 25°C, con irradiacion previa con luz voja durante 30 minutos,

Tiempo de n Porcentaje de Desviacién Sye Intervalo de Rango
de imbibi- germinacion standard confianza _
cién (horas) Iy, 05(2)vSz
Testigo 3 8 1 0.6 2.49 5.5 = 10,5
0.25 3 17 2,6 L5 6.45 10.5 - 23,5
0.5 3 22,3 0.58 0.3 1,46 20,8 - 23.8
1 3 35.7 5 2,9 12,5 23.2 = 48.2
2 3 48,7 5.5 3,2 13.8 34.9 - 62,5
3 3 34 2,6 L5 6.5 27.6 = 40,5
4 3 33.3 2,5 1,45 6.2 27.1 - 39.5
6 3 34.7 L1 0.6 2,7 3.9 - 37.4
8 3 35.7 2.5 L5 6.3 29.4 - 41.9
10 3 36.7 2,5 L5 6.2 30.5 - 42,9
12 3 39.7 3.5 2,0 8.7 3LLO - 48.4
24 3 43.3 4 2,3 10,1 33.2 - 53.4
48 3 37,7 2.5 L5 6.3 31,4 = 43.9
72 3 27 6.6 3.8 16.3 10,7 = 43.3
96 3 23 1 0.6 2.8 20.5 - 25.5
120 3 10.7 L5 0,9 3.8 6.9 - 14.5

49
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TABLA 4.3 Resultados de porcentaje de imbibicién (peso final - peso inicial) de las semillas a diferentes
periodos de imbibicién a 25°C,

Tiempo de n Porcentaje de Desviacion S - Intervalo de Rango

imbibicion imbibicién standard confianza

(horas) tO. 05(2)vSx
0.25 3 9.8 0. 69 0.4 L7 8.1 - 1L.5
0.5 3 13.3 0.54 0.3 1.3 1.9 - 4.6
1 3 16 0.43 0.25 L1 14,9 =17 .1
2 3 20,2 0.56 0,32 1.4 18.8 = 21,6
3 3 25.7 0. 27 0.16 0.7 25 - 26.4
4 3 24,5 1.9 L1 4,7 19.8 - 29,2
6 3 28.8 0.99 0.6 2.5 26.3 - 313
8 3 29,7 0.97 0.6 2.4 27.3 - 32,1
10 3 30.1 0. 84 0.5 2.1 28 - 32,2
12 3 31.8 4,12 2,4 10. 2 21,6 - 42
24 3 33.2 1.56 0.9 3.9 29,3 =~ 37.1
48 3 39 1.14 0.7 2.8 36,2 - 41,8
72 3 34.1 1. 24 0.7 3.1 31,0 = 37.2
96 3 35.5 0. 65 0.4 1.6 33.9 - 37.1
120 3 37.7 0.33 0.19 0.8 36.9 - 38.5
144 3 35.7 0.96 0.55 2.4 33.3 - 38.1
168 3 35.6 0.71 0.41 1.8 33.8 - 37.4

149



IMBIBICION (@)

55

00

70

gg’ﬁr%—lﬂ“i T8 B BB

Tiempo de tmbibicién (horas)

Fig. 4.3 Porcentaje de imbibici6n de agua a 25°C. Las Uneas verticales in-
dican el intervalo de confianza al 95%. las barras indican la tasa de
absorcitn,

Tasa de imbibicion (7. h)
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t1g. 4.4 Porcentaje de imbibicion de agua a 30°C, l.as lineas verticales indi-
can el intervalo de confianza al 95%, las barras indican la tasa de ab
sorcion,
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IV.2 Variacioén en la calidad de luz, irradiacién durante 30 minutos a diferen-
o
tes longitudes de onda, previa imbibicién de 2 horas a 25 C e incubacién

posterior a 25°C,

Los resultados se resumen en la tabla 4.5 y se muestran en forma grifica en la
figura 4.13. Asimismo se muestran los resultados obtenidos para el tratamien-

to de reversién por rojo/rojo lejano.

Segiin se aprecia en la fig, 4.13, el maximo porcentaje de germinacién se obtie-

ne cuando las semillas son irradiadas con luz roja, siguiendo en orden decrecien
te las irradiadas con luz de dia y posteriormente las de luz verde. La germina-
ci6én es casi nula tanto en oscuridad como en azul, rojo lejano y en el tratamiento

de irradiacién con rojo seguida por rojo lejano.

La prueba estadistica indica que el valor obtenido para el testigo (sin irradiacién)
es el mismo que el obtenido bajo la irradiacién @ n azul, pero que difiere de to
dos los demas. en forma significativa, Por su parte, el valor obtenido cuando la
irradiacién fué con rojo es muy diferente a los obtenidos en cualquiera de los --

Otros casos.

Si se analizan las curvas de germinacién individuales (fig. 4.14 y 4.15), se puede
apreciar que en los casos en que se detectd germinacién apreciable (verde, rojo,
luz de dia), el valor miximo de germinaci6én siempre fué alcanzado al 6° dia de
incubacién, Por otra parte, la tasa miaxima de germinacién en estos tres casos
se detecté a los 2 dias de incubacién, En bscasos de irradiacién con rojo leja-
no y de irradiacién con rojo seguida por rojo lejano, las curvas de germinacién

son muy similares (fig, 4.15 by ¢ respectivamente).



TABLA 4.5 Resultados obtenidos en el tratamiento de variacién en la calidad de la luz, con irradiacién
durante 30 minutos en cada caso, previa imbibicién de 2 horas a 25°C e incubacién poste-~
rior a 25°C; asi como los obtenidos para el tratamiento de reversién por rojo/rojo lejano.

Longitud de n Porcentaje de
onda (nm) germinacién
Testigo 3 1

Azul 3 0.3

(470)

Verde 3 7.3

(530)

Rojo 3 37.0

(640)

Rojo lejano 3 3.3

(730)

Luz de dia 3 13.3
(400-800)

Rojo + R, lejano 3 4

Desviacién
standard

0.6

2.5

S,

0.33

0.33

0.6

0.33

1.45

0.58

Intervalo de
confianza

%0.05(2)vSg

0

1.4
1.4
2,5
1.4
6.2

2.4

0.3

5.9

34.5

1.9

7.1

1.6

Rango

- 40.0

- 19.5

L9
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IV.3. Variaci6n en el tiempo de irradiaci6én, imbibicién previa de 2 horas a -

25°C, incubacién posterior a 25°C.

Los resultados se resumen en la tabla 4.6 y se muestran en forma gréafica en la

figura 4,16,

La figura 4.16 muestra un ascenso considerable en el porcentaje de germinacién

desde el testigo hasta 30 minutos de irradiacién, después del cual se observan ~

ascensos poco considerables.

Estadfsticamente se detectan diferencias significativas entre el testigo (oscuridad)
y con todos los tratamientos hasta 120 minutos de irradiacién, Por otra parte,
las diferencias tam bién son significativas entre 5 y 30 min., perode 30a 120 -
min, ya no son significativas, pues no se detectan aumentos, Los resultados --
caen dentro del mismo intervalo (dos grados de libertad) hasta 60 minutos; entre

60 y 75 minutos existe un ligero ascenso (1 grado de libertad).

Si se analizan las curvas de germinacién individuales (fig. 4.17 a 4. 20) se puede
observar que su comportamiento es similar, alcanzando su méximo porcentaje
de germinacion entre 5 y 7 dfas, Las diferencias que se detectan son en rela--
cién a la tasa de germinacién, Esto es, en 5 min, de irradiacién, la médxima -
tasa se obtiene hasta los tres dias (fig. 4.17 b), mientras que en los otros tiem-
pos dicha tasa presenta su médximo valor a los dos dfas, Otra diferencia que se
detecta es que en S minutos (fig. 4.17 b) la tasa de germinaci6én presenta dos va-

lores altos, en 3 y 5 dfas, aunque este Gltimo valor no es el més alto, Dicho -

comportamiento no se presenta en ningiin caso estudiado hasta el momento, Re-

ferente a los valores en la tasa de germinacién, éstos son muy similares entre
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30 y 90 minutos, pero el maximo se obtiene con 120 minutos de irradiacién - -

(fig. 4.20).



TABLA 4,6 Resultados obtenidos en el tratamiento de variacién en el tiempo dg, irradiacién con luz rja
previa imbibici6u de 2 horas a 25°C, con incubaci6n posterior a 25 C.

Tiempo de n Porcentaje de Desviacién S Intervalo de Rango
irradiacion germinacién standard confianza
(minutos) to, 05(2)vSg
Testigo 3 1.33 0.58 0.33 1.4 1 - 3
5 3 14.0 1 0.6 2.5 1.5 - 16,5
30 3 39.7 4,5 2.6 1.2 18,0 - 60
45 3 42 5.2 3 13.0 29 - 55
60 3 31.3 6.1 3.5 15.0 16 = 46
75 3 49.3 2,5 1.5 6 43 = 55.5
90 3 46.6 3.1 1.8 7 39 = 54
120 3 S5L.7 4,0 2,3 10 42 - 6L.5

gL
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IV.4 Variacién en la temperatura de incubacién, imbibicién previa de 2 horas

a 25°C, irradiacién con rojo durante 120 minutos.

Los resultados se resumen en la tabla 4.7 y se muestran en forma gréfica en la -

figura 4, 21,

Si se analiza la figura 4. 21 se observa que el més alto porcentaje de germinaci6én

se obtiene bajo una temperatura de incubacién de 21°C y que dicho porcentaje se =

ve disminufdo en forma gradual hasta 27°C, posteriormente la disminucién es --

marcada entre 27 y 29°C y nuevamente se mantiene en forma gradual hasta 35°C,

La prueba estadistica indica que existen diferencias signiﬁcativés entre 21 y v i
pero de 23 a 27°C no existen diferencias aunque el valor obtenido para 23°C es i~
geramente mayor que losde 25 y 27°C (para un grado de libertad). Por otra par;
te, entre 27 y 29°C se detecta otra diferencia marcada, disminuyendo posterior-

mente en forma gradual nuevamente,

Si se analizan las curvas de germinacién (figuras 4.22 a 4, 26) puede detectarse
que su comportamiento es similar, pues el méiximo porcentaje de germinacién se
alcanza entre 5 y 7 dias de incubacién, pero las diferencias se detectan mds bien
en la tasa de germinacién. En el caso de incubacién a 21°C, la méxima tasa de
germinacion se obtiene hasta 3 y 4 dias, permaneciendo constante durante estos
dos perfodos.. Por otra parte, en el ca de 23°C, 1a tasa de germinacién I:am:
bién es la m4xima hasta el tercer dia y no disminuye en forma considerable como

en los otros tratamientos, esto es que se mantiene durante mis tiempo. Si se - -

analiza la fig. 4.24, se observa que a 25°C la tasa de germinaci6n es maxima al



80

segundo dia, aunque tampoco disminuye en forma abrupta, mientras que de 2Pen

adelante si se observa disminucién marcada. En los casos de germinacién a - -

temperatura de 21 a 25°C, no hay germinacién detectable el primer dia, mien--

tras que de 27 a 35°C sf existe, aunque no es la méxima.



TABLA 4,7 Resultados obtenidos en el tratamiento de variacién en la temperatura de incubacién, previa
imbibicién de 2 horas a 25°C, e irradiacién con luz roja durante 120 minutos.

Tem peratﬁra de
incubacién (0C)
21
23
25 (testigo)
27
29
31
33
35

w

W W w W

Porcentaje de
germinacién

77.7

65.3

56

53

24,3

18.7

8.3

11.7

Desviacién
standard
2.3
2.3
2,1
3.5
1.5
3.2
1.2
| I

S,

l.3
1.3
1.2

1.9

0.7
0.9

Intervalo de
confianza

t0. 05(2)vSx
5.7

5.7
5.2
8.6
3.8
8

2,8
3.8

18
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V. DISCUSION

En primer término se explicarin los resultados obtenidos en la determinaci6n del

porcentaje de imbibicion.

La semilla, al tener un bajo contenido hidrico y ser colocada en presencia de
agua destilada, tenderd a incorporar agua ripidamente durante los primeros mi-
nutos, leo cual se comprueba por los valores de tasa de imbibicién obtenidos du-
vante los primeros 15 minutos, tanto a 25 como a 30°PC (fig. 4.3 v 4.4). Lo anj
terior se r:laciona simplemente con la existencia de un gradiente de potencial 5
hidrico, no evistiendo en este momento procesos retabdlicos que pongan en dis-
penibilidad solutos que influyan en este gradiente, Desde 15 minutos hasta 3 ho-
ras cointinda la ahsorcisn, aunque a més baja velocidad. Cuando la semilla ha
permanecide 4r.raute 3 "oras en contacto con el agua ésta llega a un equilibrio
hidrico con el riedie (o« - la presién de imbibicién), Posterior a esto se detecta
absorcién de asua pero tauy lentamente, Esto podria explicarse como que en es-
te momento ias células han restablecido sus sistemas membranales y se han - -
activado enzimas que pueden estar llevando a cabo procesos metabdlicos que pon-
gan en disponitilidad algunos solutos, lo que hace que exista nuevamente un gra:
diente de potancial hidrico, Estos procesos son lentos, lo que explica la baja -
absorcion hasta 24 horas. Después de este tiempo que puede haber sido sufi--
ciente para llevar a cabo sintesis de enzimas, a partir de RNAm preexistente,

y que podriaa ser de tipo hidrolitico. Entonces, si se trata de enzimas hidro:

liticas la absorcién de agua puede deberse a que dichas enzimas hayan puesto -

en disponibilidad algunas moléculas que influyan en la creaci6n de un gradiente
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de potencial hidrico. Este posible proceso de hidrélisis se mantiene durante
48 horas (desde 24 hasta 72 horas), y se detiene durante 24 horas (hasta 96) --

después de lo cual se detecta otro ascenso que podria deberse a sintesis, no s6-

lo a nivel de traduccién sino incluso de transcripcion,

El mencionar que los procesos involucrados sean de tipo metabdlico se apoya
en el hecho de que en ninglin momento, incluso hasta después de 192 horas de
imbibicién se detecté rompimiento de testas de la semilla. Por ello el ascenso
en la absorcién de agua no puede deberse a un gradiente creado por disminucién

en el potencial de presién,

Con lo anterior podria sugerirse que el agua activa sistemas enzimdticos en las
semillas de S. griseus y que posiblemente durante la imbibicién se lleve a cabo
sintesis a nivel de traduccién e incluso de transcripcién, pero que el agua por -

sf misma no es capaz de disparar la germinacion de estas semillas,

Ahora bien, se tiene el antecedente (Williams y Arias, 1978) de que S, griseus
germina en presencia de luz (no se determina la calidad, ni si en su ausencia -
lo hacen). Esto indica que en la germinacion de estas semillas estd implicado
un fotorreceptor que con toda seguridad es el fitocromo, es decir, que estas se:

millas requieren de la presencia de luz roja después de someterlas a imbibicién,

Pero, jqué grado de hidratacién es necesario para que respondan al estimulo?

Taylorson y Hendricks (1972) mencionan que las semillas sensibles a la luz

(S. griseus lo es) requieren un periodo minimo de imbibicién antes de que un -

estimulo luminoso pueda desencadenar la germinacién, Ellos experimentaron -
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con semillas de Amaranthus retroflexus L,, y determinaron que cuando las se-

millas contenfan de 17 a 19% de agua, no importando la temperatura de imbibi--
cion, el fitocromo estaba hidratado (medido fisiol6gicamente), Esto es, que -

cuando la semilla habfa imbibido alrededor de la mitad de agua que puede tomar,
la rehidratacién del fitocromo era aparentemente completa.

Si se toma como base lo anterior para discutir los resultados de germinacién -
obtenidos, se observa (fig. 4.2) que se obtienen altos porcentajes de germina::
cién cuando 1as semillas se encuentran hidratadas al-209, y ali33%, 2 horas y
12-24 horas de imbibicion a 25°C (fig. 4. 3) respectivamente, El resultado de --
por:centaje de germinacién obtenido para 2 horas de hidratacién puede explicarse
en. los términos mencionados por Taylorson y Hendricks (1972, Es decir, que
en este momento el fitocromo se encuentra hidratado como para responder a una
irradiacién (reversi;ﬁn de Pr hacia Pfr) e inducir el proceso de germinacién. EI
resulrado obtenido para 12 y 24 horas puede explicarse en los mismos términos,
pues estos autores mencionan que la imbibicién oscura puede ser considerable-
mente mayor que el minimo requeri do para lograr la completa expresion del -
estimulo rojo sin apreciable pérdida de sensibilidad, pero no especifican qué
tan prolongado pueda ser el tiempo de imbibicién., Por otra parte, mencionan
que los perfodos cortos de imbibicién no llevan a una alta germinacién y que --
puede relacionarse con la falta de fitocromo fototransformable, Con esto po:

drfan explicarse los bajos porcentajes de germinacién obtenidos en los prime-

ros periodos de imbibicién hasta 1 hora (fig. 4. 2).
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Marmé (1977) alude al hecho de que el fitocromo en su forma activa (Pr) se en-
cuentra en forma soluble en el citoplasma, no posee asociacién con membra--
nas, y que la forma activa (Pfr) se encuentra asociada con las membranas, Si

se considera que con la imbibicién se regeneran todos los sistemas membrana-
les de la célula y que el fitocromo activo (Pfr) se encuentra asociado con mem:
branas, entonces se podria hipotetizar que la hidratacién de la semilla no se e
relaciona directamente con la molécula de fitocromo, sino més bien con el gra:
do de restauracién que en el momento de irradiacién tengan las membranas. -
Lo anterijor facilitaria la incorporacién de la molécula de fitocromo, Ahora, si
se piensa que €] fitocromo en realidad se hidrata, se podria sugerir que exista
un sinergismo, esto es, membrana restaurada con fitocromo hidratado daria

la méxima respuesta.

El proceso de germinacién de las semillas hasta 48 horas de imbibicién puede
relacionarse con una accién directa del fitocromo sobre el metabolismo ade--
: cuado de la semilla, Para explicar la disminucién en el porcentaje de germi-
' nacién después de 48 horas (fig. 4.2) no seria posible mencionar que haga fal:
- ta fitocromo fototransformable, M4s bien podria relacionarse con que algunos
procesos hayan sido activados durante todo ese tiempo de imbibicién o que al-
gunos puedan verse inhibidos, y que ya no sea posible que se lleve a cabo una

germinacion adecuada.

>

La disminucién en el porcentaje de germinacién pod ria compararse con una re-
ducci6n en la viabilidad de las semillas cuando éstas han sido sometidas a al-

macenamientos en condiciones de humedad elevada, Se ha visto que en las se-
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millas somet idas a estas condiciones, la capacidad de producci6n de etileno se
retrasa, La producci6én de esta hormona estd muy relacionada con la vigorosi-
dad de las semillas, y aunque no se asocia con el proceso de germinacién en i
si (antes de la emergencia de la radicula) se asocia con el proceso de creci- -
miento, pues su méixima produccién se detecta en el tiempo de emergencia de -
la radicula (Ketring, 1977). Podria sugerirse entonces que las semillas de a5
S. griseus después de 48 horas de imbibicién pierden la capacidad de produc-_:
cién minima de etileno para el crecimiento, Esto podria apoyarse con el hecho

de que en los tratamientos desde 30 min, hasta 24 horas, las tasas de germina-
ci6n son alcanzadas ridpidamente, lo cual puede implicar un ripido crecimien:
to de la radicula (fig. 4.6 a 4,11 a), y disminuyen posteriormente en forma - .

abrupta, Lo anterior estaria relacionado con la ripida produccién de etileno

en las semillas que atn son viables,

Ahora bien, se mencion6 que existen diferencias en cuanto a las tasas de germi-
nacién, Esto es, en 3 horas de imbibicién (fig. 4.8a) que curiosamente es el --
punto méximo de la primera fase de incorporacién de agua y la primera dismi-
nucién en el porcentaje de germinacién (fig. 4.2 y 4.3). En 48 h. de imbibicién
(fig. 4.11 b), segunda fase de incorporacién de agua y segundo descenso en el -
porcentaje de germinacién (fig, 4.2y 4,3) la maxima tasa de germinacién se --
detecta hasta los 3 dfas de incubacién, a diferencia de las otras (fig, 4.6, 4.7,
4.8b- 4,10, 4.11 ay 4.12) en donde la mixima tasa de germinacion se detec:
ta desde los 2 dias de incubacién. Estos casos no pueden tratarse desde el -
punto de vista de que no exista fitocromo fototransformable, por lo discutido -

anteriormente, M4s bien podria elucubrarse que existan algunos procesos me-
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tabblicos que se interpongan a su efecto, recordar que al menos en 48 horas de

imbibicién hay absorcién de agua después de una fase de equilibrio, lo cual im-
plica forzosamente procesos metabSlicos importantes, También se detecta re-

tardo en la germinacién en 15 min, de imbibicién (fig, 4.5 b). Podria mencio-

narse que la hidratacién no fué suficiente para activar algunos procesos ante--

riores a la irradiacién y que puedan ser necesarios para una 6ptima incorpora-
cion del fitocromo. La rapida germinacioén en 96 y 72 horas de imbibicién pue -

de deberse a que muchos procesos ya han sido realizados durante dicha imbibi~

cién,

cién (el fitocromo esti hidratado y /o las membranas restauradas) y 12y 24 -

horas, siendo mayor en estos casos, en estas semillas se deben presentar -

' procesos metabblicos tempranos que llevan a una méxima respuesta, Dichos -

procesos probablemente impliquen sintesis a partir de RNAm preexistente,

Puede concluirse que la semilla esti lista para responder a un estimulo lumi-
noso después de 2 horas de imbibicién (20% de hidratacién), pero que requie-

re un tiempo mayor para que se realicen los procesos tempranos de la germi-

nacién, v.g. total restauracién de membranas, activacién de enzimas, sinte-

gis a partir de RNAm preexistente, de tal forma que la respuesta de germina-

cién podra ser la méxima.

Se ha determinado hasta aqui el grado minimo de hidratacién de la semilla re-

querido para responder a un estimulo luminoso (luz roja) lo cual implica la -

presencia del fitocromo y su posible regulacién de ciertos procesos de la ger-
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El tratamiento que se hizo en relaci6n a la variaci 6n en la calidad de luz, obvia:
mente fué para establecer que es el fitocromo el fotorreceptor responsable pa-
ra este proceso de germinacion, Se utilizé el periodo de imbibicién de 2 horas

por las siguientes razones:

a) Fué en el que se detect6 1a méxima tasa de germinacibn (fig. 4.7).
b) Es el minimo de tiempo requerido para la hidratacién del fitocromo y /o res:
tauracién de membranas (20%) y se acerca mucho al valor reportado por - w

Taylorson y Hendricks (1972) para A, retroflexus (17 - 19%)

En este tratamiento la diferencia es clara en los resultados obtenidos, siendo la
mayor en el rojo, seguida por la de luz de dfa y el verde. Sin germinacién en -
oscuridad, azul o rojo lejano (fig. 4.13).

Los resultados obtenidos apoyan en forma concluyente que las semillas presen-
tan fotoblastismo positivo y que el fotorreceptor responsable de su germinacién
es el fitocromo., Lo anterior se apoya en que la méxima germinacién se obtuvo
exactamente en la regi6n del espectro en la que absorbe el fitocromo (Pr) (fig.1)
mientras que el rojo lejano no activa respuesta e incluso revierte la inducci6n,

como se muestra en la fig. 4.13 para R + RL,

Por su parte, la luz de dfa induce germinacién, pero es mucho menor a la de--
tectada con rojo. Si se toma en cuenta que la luz de dfa incluye desde 400 hasta
800 nm (Smith, 1982) se est4 involucrando la presencia de ondas tanto del rojo -

(640 nm ) como del rojo lejano (730 nm). Si se considera que las plantas en su -
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ambiente natural estardn sometidas a ambos tipos de radiacién, entonces se debe
pensar que la respuesta final depender4 de la cantid ad que exista tanto de Pfr CO:
mo de Pr en la célula, Esto es, las semillas fotobldsticas en estado natural ger?
minardn cuando su fotoequilibrio Pfr /Protal sea adecuado (Morgan and Smith, - -
1976). Dicho fotoequilibrio depender4 de la relacién Rojo:Rojo lejano que se en~
cuentre en el medio, Esta relacion se refiere a .Ia cantidad de luz roja asi como
de rojo lejano que fluya de la fuente luminosa (Smith, 1982). Si se toma en cuen:
ta lo anterior, entonces la respuesta ¢btenida para luz de dia puede explicarse en
términos de que el fotoequilibrio no es el adecuado (posiblemente requiera més
tiem po de irradiacién con esta luz) para que se dispare completamente la germi-
nacién, Si se compara con los sucedido con el rojo, en donde la conversién es

Gnicamente Pr ----3 Pfr, entonces puede entenderse en los términos mencio=--

nados.

Por otra parte, bajo luz verde supuestamente no debe haber respuesta, pues --
esta calidad de luz no est4 involucrada en respuestas fotomorfogenéticas, y. -
ademis el fitocromo no absorbe en esta regién, El pequefio porcentaje detec:
tado bajo esta calidad de luz puede deberse a que el filtro no fuédél todo adecua-
do puesto que dejaba pasar luz roja (fig, 3.4) que fué responsable de-la germina-

ci6én detectada,

Hasta el momento el méximo porcentaje de germinacion obtenido ha sido de 507,
lo que implica introducir variacién en los factores utilizados. Si se considera

que la luz es un factor importante y ademas comprobado, y se habla de que de-

be existir un fotoequilibrio, podria pensarse que al aumentar el tiempo de - - -
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irradiaci6n existirfa mayor cantidad de Pfr, lo cual aumentarfa el porcentaje de
germinacién. Por esto se procedi6 a variar el tiempo de irradiaci6n.

Los resultados obtenidos (fig. 4.16) indican una clara diferencia entre 5 y 30 --
min, de irradiaci6én, después de este tiempo ya no existen diferencias marca -
das. Se puede decir en forma concluyente que se requiere un minimo de fito--

cromo activo para que se de la respuesta de germinacién y que este minimo se

alcanza ccn 30 min. de irradiacién. Las diferencias entre 5 y 30 min, se ven -
claramente si se comparan las figuras 4,17 by c. A pesar de no existir dif(»::j

rencias en cuantc a porcentaje de germinacion de 30 min. en adelante, si exis-
te una diferencia muy notoria en relacién a que en 120 min, de irradiacién - --

(i.g. 4.20) la tasa de germinacién obtenida es mucho mayor que para los otros

tiempos,

El proceso de germinacién incluye varias etapas, de las cuales las primeras -
(primeras horas de imbibicién) no implican sintesis de proteinas nuevas (gene-
ralmente enzimas), Considerando que en los estadios tempranos de la germi--
nacién son restauradas las membranas e integrado el fitocromo en ellas, es ne-
cesario pensar que una vez que se activa este fotorreceptor provoque una alte:
racién en la permeabilidad de las mismas, y como consecuencia se realice un -
transporte de sustancias extra e intracelulares que regulen en Gltima instancia
los procesos metabSlicos posteriores, tales como la sintesis de protefnas (rnat

yormente enzimas) tanto a nivel de transcripcién como traduccién. Al pensar en

este hecho, necesariamente debe involucrarse a las fitohormonas tales como -

las giberelinas y las citocininas,
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Thomas (1977) menciona que el control de la latencia y la germinacién involu--
cra un balance entr e compuestos estimuladores e inhibidores dentro de la se:-
milla. En el caso de S, griseus se reporta que después del almacenamiento
la cantidad de inhibidores presentes es muy baja (Williams y Arias, 1978) por

lo tanto la germinacién en este caso dependera de la acci6n de estimuladores -

(citocininas y giberelinas).,

Se ha sugerido que las citocininas puedan estar involucradas en la p romocién de
la sintesis protéica y en la alteracién de la permeabilidad de las membranas. -
Asimismo se ha determinado que:

1) con exposiciones cortas de luz roja se incrementan las cantidades extraibles
de citocininas, y al parecer la luz absorbida por el fitocromo estimula la o
conversi6én de rib6tidos inactivos hacia rib6tidos activos y bases libres de -
citocininas.

2) las citocininas pueden actuar a nivel de liberacién de GA mediante altera:

ci6n en la permeabilidad de membranas.

3) las citocininas se encuentran en las capas exteriores y las GA en el embri6n,

Burdet (1972) propone que las GA estimulan un proceso capaz de mantener a - -

cierto nivel el Pfr formado, cuando la semilla se incuba en oscuridad.

Thomas (1977) propone el siguiente modelo:
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Con las variables utilizadas se logr6 un méximo de germinacién de sélo €l 507,

Io que sugirié que adema4s de los factores externos como agua y luz, era nece-

gario analizar el factor temperatura de incubacién,

La temperatura de incubacién se analiz6 irradiando las semillas con 120 minu-

tos, simplemente por el hecho de haberse obtenido en este tiempo de irradia-

cién la mixima tasa de germinaci6n,
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Antes de discutir esta parte, puede ya establecerse que la temperatura 6ptima
para la germinacién de estas semillas es de 21°C (no se comprob6 si temper atu
ras menores aumentaran mis la germinacién) pues el valor de porcentaje de - -
germinacion es estadisticamente mayor que para cualquiera de las otras tempe-
raturas analizadas, También se puede decir que posiblemente la méxima tem-

peratura esté muy cerca a los 35°C.

Si hasta el momento se ha hablado de la importante participacién que tiene el -
fitocromo en la germinacién de estas semillas y ademéds se ha establecido que
dicho fotorreceptor en su estado activo se integra a las membranas, entonces
puede sugerirse que la temperatura tendrd un papel importante a nivel de di- -

chas estructuras,

Cérabez (1982) menciona que las membranas son estructuras dinimicas cuya -
composicion y arreglo molecular puede, y de hecho cambia en presencia de con-
diciones cambiantes, Se sabe que las membranas biol6gicas est 4n formadas por
una matriz de fosfolipidos, los cuales son importantes en el mantenimiento de la
fluidez de las mismas, Esta fluidez estard muy relacionada con la temperatura
y depender4 de: a) la longitud de las cadenas de 4cidos grasos, 2) del grado de -
saturaci6n de estas cadenas, y 3) de la presencia -y posiblemente la proporcion-

de colesterol.

Cérabez (198'2) menciona que por debajo de cierta temperatura (que la denomina
temperatura de transici6n) las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos se
encuentran relativamente rigidas; por arriba de la temperatura de transicion,

las cadenas se hacen m4s flufdas y pasan a un estado cristal-liquido. Dichos -



100

cambios producen una disminucion del grosor de la bicapa y un aumento en el -
4rea ocupada por molécula, asf como un aumento en el volumen total, En este
estado la membrana se interpondrd mucho menos como barrera para el paso

de moléculas orgédnicas que puedan disolverse y penetrar las membranas.

Al asociarse el fitocromo a la membrana éste actGa posiblemente como un re-
gulador de transporte de sustancias (posiblemente especificas tales como GA)
intra y extracelular, Puede sugerirse que cuando la temperatura es baja (21°C)
la fluidez de la membrana es la adecuada como para que el fitocromo se asocie
a la misma y también como para que e€jerza su accién reguladora. Ahora, si -
la temperatura aumenta (25 - 27°C) la fluidez puede alterarse, resultando en -
una disminuci6n de la regulacién de transporte. Si la temperatura aumenta méas
(29 - 35°C) posiblemente la membrana alcance un estado tan fluido que ya no -
sea posible que el fitocromo regule el transporte y las moléculas orgénicas pa-
sen m4s libremente, resultando en una disminucién en la germinacién por la -~

falta de orden en los procesos de transporte,

De lo anterior puede resumirse lo siguiente:

La germinacién en semillas de S, griseus es un proceso que requiere para su
disparo de la activacién del fitocromo y éste necesita estar presente en canti-
dades adecuadas (fotoequilibrio) lo que se logra con 30 minutos de irradiacién’,
Para que pueda activarse este fotorreceptor es necesario que la semilla presen_—-

te una hidratacién minima de 20% en relaci6n a su peso seco, lo que se logra con

dos horas de imbibici6n en agua destilada a 25°C, y la accién de dicho fotorre-
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ceptor es 6ptima a una temperatura de 210C,  Entonces, los factores medio--
ambientales que influyen directamente en la ruptura de la latencia de semillas
de S, _griseus son principalmente: agua, luz y temperatura. éstos tres en combi-
naciones muy especificas,

Por otra parte, de los objetivos planteados para esta investigacién se logré es:

tablecer lo siguiente:

1. Que el grado minimo de hidratacién para que la semilla responda al estfmulo

luminoso es de 200, v el maximo de 33%.

2. Que el fitocromo es el fotorreceptor responsable para el disparo de la ger-

minacién de estas semillas.

3. Que existe un minimo de tiempo de irradiacién requerido para la respuesta,
y que el aumento en tiempo de irradiacién despﬁes de 30 minutos no al tera

el valor de porcentaje de germinacion.
4, Que la temperatura 6ptima de germinacién es de 21°G..

En relacién a la hipétesis inicial, se desecha el punto relacionado con que ger-
minarin mejor bajo imbibici6n prolongada, asf como el relativo a la temperatura
6ptima de germinacién que se mencion6 serfa de 25 a 29°C, habiéndose compro-
bado Gnicamente que la luz roja influye en el proceso de germinacion de esta --

especie.
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