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FE DE ERRATAS

Dice '"empledndose los medios modificados"
Debe decir "empledndose los medios de ger-
minacifn usados en el primer ensayo, asfi
como los medios modificados"

Dice " Para 1 ppm se tomaron 10 ml de
solucifn y se llevaron a 50 ml de agua
destilada"

Debe decir "Para 1 ppm se tomaron 10 ml
de soluci8n y se llevaron a 50 ml en ace-
tona, se coloc6 1T ml por molde mds 50

ml de agua destilada, De esta iltima so-
lucién, ...
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I. INTRODUCCION

Los citricos en México ocupan uno de los primeros lugares
en cuanto a produccibn de frutales cultivados. Su orden de im
portancia es: 1imdén, naranja, toronja, mandarina y lima; sien
do los centros de produccibn mds importantes los estados de -
Veracruz, Nuevo Leén, Colima, Tamaulipas, Oaxaca, Sinaloa y -
Yucatén.

En el caso particular de la toronja, su cultivo se ha in-
crementado en los Gltimos afios como lo especifican los datos

de la siguiente tabla:

PRODUCCION DE TORONJA LGN MEXICO!

Afio Superficie cosechada Volumen producido Valor (Pesos)
(Has.) (Tons.)
1974 3625 40 996 36'896 400.00
1975 3970 47 814 40'414 400.00
1976 4295 58 140 56'189 128.00
1977 4250 68 000 74'800 000.00
1978 4500 60 000 108'000 000.00
1979% 10000 187 000 5421300 000.00

*datos preliminares a nivel nacional,

-*
Las variedades Ruby Red, Foster Pink, Duncan y Red Blush son -
las de mayor importancia comercial.?

Dado el carédcter perecedero del fruto y la estacionalidad



en la produccidn, la comercializacidén del mismo enfrenta serios
problemas como son: saturacién de mercado y pérdidas por sobre
maduracién del fruto en los periodos de alta produccidn, pérdi-
da de mercados internacionales, y escasez y aumento de precio

en periodos de minima produccién,

Parte de los problemas anteriores se han resuelto emplean-
do métodos para la conservacidn de frutos al estado fresco, lle
gdndose a conservar los mismos por espacio de 60-70 dfas.?® Sin
embargo, hacia el periodo final de almacenamiento, se produce
la germinacién prematura de las semillas dentro hel fruto, 1o
que provoca disminucifén en su calidad, que se refleja en la co-
rrespondiente pérdida de mercado,

El proceso de germinacidn prematura de las semillas dentro
del fruto es un hecho dificil de explicar, puesto que como uni-
dad reproductiva, la semilla tiene la funcidn de asegurar la --
perpetuacién ¥ subsistencia de la especie que representa en el
medio ambiente en que se encuentra.

En base a solucionar el problema de germinacidn prematura
de las semillas dentro del fruto de toronja almacenado al esta-
do fresco, el presente estudio se encamind a encontrar un posi-
ble control sobre la germinacién de semilla de toronja, utili-
zando para ello substancias reguladoras de crecimiento vegetal,
inhibidores de crecimiento 6 germinacidn vegetal y agentes qui
micos sintéticos que actien suprimiendo la germinaci6én de las

semillas de alguna especie vegetal.
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II,1, Generalidades

La condici6n de vida latente que las semillas presentan se
define* como la suspensién del crecimiento y de la actividad me
tab6lica, endogénamente controlada e impuesta temporalmente has
ta la posible reunidn de condiciones ambientales favorables pa-

ra el surgimiento de una nueva unidad vegetal.

Durante el perfodo de vida latente, la semilla atraviesa

por cuatro etapas bioldgicas diferentes que son:?®

1. Etapa inductiva.- Que se encuentra caracterizada me-
diante una marcada declinacién en los niveles de las hormonas -
vegetales que favorecen el proceso de germinacidn y crecimiento
vegetal (auxinas, giberelinas y citocininas); con el aumento en
los niveles de hormonas responsables del estado de vida latente

(8cido abscisico, cumarinas, fenoles, terpenos, etc.),

2. JRtapa de mantenimiento.- En la cudl los procesos meta
b6licos en la semilla se manifiestan en su minima expresién como
resultado del predominio de inhibidores sobre promotores de ger

minacidn y crecimiento vegetal.

3.,- Etapa de induccidn a la germinacién.- Perifodo de --
tiempo en el cfial la semilla se encuentra en un estado de alta
sensibilidad para detectar condiciones ambientales favorables
al proceso germinativo. Este hecho estd condicionado -a la pre-
sencia en la semilla de un agente capaz de detectar e informar

sobre dichas condiciones,

La funcién asignada a &ste agente, es el desplazamiento de
las concentraciones hormonales en la semilla para situarla en

un estado previo a la germinacidn.



4.- Etapa de germinacidén.- Una vez desplazado el equili-
brio hormonal hacia la germinacién, en é&sta etapa ocurren en la
semilla reacciones de degradacién de nutrientes, activacién en-
zimdtica, sintesis de dcidos nuclé&icos y proteinas; y los proce
sos que traen como resultado la degradacidn, translocacién, mo-
vilizacién y asimilacién de nutrientes orgénicos cuya manifesta
cibén se realiza mediante la reproduccidn celular, la restaura-
cibén del crecimiento y el desarrollo de los drganos, estructu-

ras y funciones propias de una nueva unidad vegetal.

El perfodo de vida latente que una semilla presenta es --
propio para cada especie y esti determinado genéticamente, pu-
diendo obedecer a causas diversas entre las que estén:?®

a).- Cubiertas de la semilla impermeables al agua y al
oxfgeno,

b).- Presencia de cubiertas duras.
c).- Presencia en la semilla de embriones no desarrollados.

d).- Presencia de inhibidores de germinacién.

Asi también el periodo de vida latente y posterior proceso
de germinacidén de una semilla, se ven afectados por factores am
bientales® como pueden ser luz, temperatura, atmésfera natural,
humedad etc.

I1.2. Inhibidores de germinacifn

Los inhibidores de germinacién naturales estdn ampliamen-
te difundidos en el reino vegetal? y no confinados en familias
vegetales especificas., Su localizacidn dentro de las partes
anatémicas del vegetal varia seglin la especie, pudiéndose en--
contrar en las hojas, tallos, vainas, partes florales, raiz 6

semillas,



La deteccién de inhibidores de germinacidén naturales 6

de actividad en compuestos quimicos sintéticos se efectfia me-
diante bioensayos® que consisten en empapar semillas de prueba
directamente en el jugo, savia, extractos vegetales parcialmen
te purificados y soluciones preparadas exprofeso, Generalmente
las semillas usadas en éstos bioensayos son de especies vegeta-
les con un alto poder germinativo comprobado como lechuga, tri-
go, frijol y berro; cuyo periodo de germinacién es corto (2 a

6 dias).

Los inhibidores de germinacifn y crecimiento vegetal tanto
naturales como sintéticos poseen estructuras quimicas muy diver

10,18

sas alcanzando a cubrir los grupos funcionales méds comunes

(dcidos, cetonas, aminas, etc.).

De los inhibidores de germinaci6n y crecimiento vegetal na
turales mds difundidos en el reino vegetal se puede citar el
caso del dcido abscisico (ABA),!® hormona vegetal que influye
notoriamente no s6lo sobre la germinacidn de las semillas sino
sebre procesos variados, -entre los que se pueden citar: el re
tardo de la floracién, aceleracién de la caida de hojas y fru-
tos, inhibicién de brotes y crecimiento de raices; y en forma
general retarda el crecimiento y desarrollo vegetal. En las
primeras observaciones realizadas sobre la actividad de éste --
compuesto, a partir de extractos vegetales parcialmente purifi-
cados, la actividad inhibitoria se atribuyd a un complejo quimi
co formado por dcidos grasos y compuestos fendlicos llamado com
plejo inhibidor B. Después de separar los componentes de éste
complejo se encontr6 que la actividad mostrada se debia en su
mayor parte al dcido. abscisico (ABA).2° Una vez establecida

21

su estructura, la sintesis de dicho compuesto se efectud afios

mds tarde?® y en la actualidad la aplicacidn de ABA en forma

ex6gena suprime la germinacién en muchas especies vegetales,?®"2°



Actualmente se han sintetizado compuestos quimicos con es-
tructura similar a la de este dcido y algunos de ellos prodicen
efectos comparables 6 ligeramente superiores a los mencionados
al ser aplicados en los bioensayos correspondientes,2%’27

En el caso de los cftricos se ha detectado ABA en la cu-

bierta de los frutos y en las semillas?®

suponié&ndose presente
en otros tejidos en los *que posiblemente estd asociado con -

otros inhibidores, como por ejemplo, la xantoxina.

Otro grupo de inhibidores de germinacién y crecimiento ve
getal difundido ampliamente en la naturaleza es el de los com

puestos fendélicos,??®

por ejemplo los dcidos caféico, ferdlico,
gdlico, etc., a los que se les atribuye, entre otros efectos,

la inhibicién de germinacidén de las semillas de frutos secos.??

. . . - ) 6
Cumarina y derivados,®! saponinas,??*®" terpenoides®® y
carotenoides®® han sido detectados en diversos 8rganos vegeta-

les en estado deAletargo, asf como también se han aplicado

37

en forma exdgena®’ para inhibir la germinacidn de semillas de

rdbano, avena, trigo y lechuga,

Entre los compuestos-quimicos sintéticos usados como ine
hibidores de germinacidn y crecimiento vegetal, .se encuentran
los siguientes: Morfactinas usadas para controlar malas hier-
~bas en cultivos de cereales;*® Amo-1618 (Cloruro de piperidin
carboxilato de 5-hidroxicarvacril Trimetil amonio) y deriva-

dos de limoneno utilizados como inhibidores de germinacién y



IIT, DISCUSION DE LOS RESULTADOS




crecimiento vegetal en naranja y toronjajz®?!*® EPTC (N,N-dipro-
piltiocarbamato de etilo), CDAA (2<xcloro«N,N-dialilacetamida)
y 2,4-D (dcido 2,4-diclorofenoxiacético) usados para controlar
malezas en diversos cultivos vegetales,"*! y por dltimo, deri-
vados de estilbeno y bibencilo también han resultado efectivos
como inhibidores de germinacifén en los bioensayos correspon-

dientes."?



ITI, DISCUSION DE LOS RESULTADOS

<;§1 establecimiento de un ensayo bioldgico rdpido y confia
ble es de gran importancia en el estudio de los efectos causa-
dos por agentes quimicos sobre un organismo vivo, En el caso
de bioensayos efectuados sobre semillas es fundamental obser-
var el comportamiento de &stas con respecto a las condiciomnes
ambientales en las que se lleva a cabo el proceso germinativo,
de aqui que, en el estudio realizado sobre semillas de toronja,
nuestro primer objetivo fué determinar las condiciones de ger-
minacién en el laboratorio en las cuales los resultados obteni-
dos. fuesen reproducibles y confiableé§

Condiciones de germinacién en el laboratorio para las
semillas de toronja, )

Dado que la temperatura es un factor importante en el pro
ceso-germinativo de muchas especies vegetales, fué necesario
observar el comportamiento de las semillas de toronja al germi
narse a las temperaturas de 30+ 1°C y 20-23°C (temperatura am-
biente), en combinacidén con diferentes medios para germinar se
millas en el laboratorio.

Los medios para germinar semillas en el laboratorio, em-
pleados en ésta parte del estudio, fueron los siguientes;:

1).- Medio nutriente de agar-agar con glucosa: enpleado
para germinar semillas y embriones de varias especies vegetales
con resultados favorables,!?213



2).- Medio soporte de arena hiimeda: wusado para germinar
semillas de citricos en el invernadero,!"®

3).- Medio de papel hmedecido con agua destilada: cuyos
resultados son satisfactorios para un gran nimero de especies
vegetales,'®

4),- Medio de algoddn htimedo, al descubierto.

El objeto de germinar semillas de toronja en cada uno de
é&stos medios fué el de establecer aquel en el cual se obtuvie-
ra el mayor porcentaje de semillas germinadas, para emplearlo
en las siguientes etapas del estudio,

En un primer lote de semillas de toronja, se probaron los
tres primeros medios descritos anteriormente a la temperatura
de 30+ 1°C y se observd tanto el porcentaje de semillas germi-
nadas como el desarrollo de la pldntula resultante a lo largo
del perfiodo de incubacifn marcado. Los resultados obtenidos se
dan en la grdfica G-0 (ver apéndice) en la cual se ha graficado
el porcentaje de semillas germinadas a diferentes periodos de
tiempo durante el perfodo de incubacifn dado a las semillas; co
mo puede observarse en ésta grdfica, el porcentaje de semillas
germinadas en cada medio de germinacifén fué sumamente bajo de-
bido, en pran parte, a una fuerte infeccién fungal en las semi
llas desde los primeros dias de incubacién, Esta infeccién
fué mis severa en el medio de agar-agar con glucosa, y menor
en el de papel hfimedo en agua destilada. El hecho anterior --
hizo necesario incluir en los ensayos de germinacién posterio-
res, una ligera modificacién en los medios empleados.

Se realizaron un segundo y tercer ensayos para la germina
cidn de semillas de toronja en el laboratorio empledndose los



medios modificados (ver la preparacién en la parte experimental)
a las temperaturas de 30 1°C y 20-22°C (temperatura ambiente),
Los resultados obtenidos se dan en las grdficas G-1 a G-4 en

las cuales se puede observar que el mayor porcentaje de semillas
germinadas se obtuvo empleando el medio de papel hfimedo en agua
destilada, tanto a la temperatura de 30 1°C como a temperatura
ambiente; asi también el desarrollo alcanzado por las plantuli-
llas resultantes del proceso germinativo fué& muy superior al lo
grado empleando'alguno de los otros medios de germinacién usa-
dos. En los medios que contienen glucosa, se produjeron de nue
va cuenta graves infecciones fungales que influyeron notoriamen
te en los resultados obtenidos, en tanto que, los medios de al-
goddn hiimedo al descubierto resultaron inapropiados para la ger
minacidén de las semillas.

Por lo que respecta a la temperatura, el proceso germina-
tivo y el desarrollo de las plédntulas resultantes fu& més répi
do y mé&s uniforme en los ensayos efectuados a 30% 1°C al compa
rarse con aquellos obtenidos en los ensayos efectuados a tem-
peratura ambiente (20-22°C).

En un cuartuv ensayo, se aumentdé al doble el nfimero de se-
millas a germinar en el medio de papel hdmedo en agua destila-
da y en el medio de agar-agar modificado (sin glucosa) com el
objeto de obtener una mayor definicifn en los resultados de am
bos medios. Se suprimieron los medios de algodén y se incubé
s6lo un lote a la temperatura de 30% 1°C; la grdfica G-5 repre
senta el comportamiento del lote durante el periodo de incuba-
cién dado.

Resumiendo los resultados de los cuatro ensayos realizados

para germinar semillas de toronja en el laboratorio, se tiene
que: el medio de germinacién a base de papel hlimedo en agua -

10



destilada presentd el mayor nlimero de semillas germinadas, las
infecciones fungales en éste medio no fueron tan intensas como
en los otros medios de germinacidn, aunque si bien, no se lo-
grd erradicarlas por completo; y con respecto a la temperétura,
30£1°C fué en la éuél el proceso germinativo de las semillas
se logrd en menor tiempo de incubacién, fué mds uniforme y se
alcanzd un mayor desarrello de las pléntulas resultantes. En
base a los resultados descritos, se decidi6 elegir el medio de
papel hiimedo en agua destilada y la temperatura de 30 % 1°C pa
ra germinar las semillas en las siguientes etapas del estudio,

La siguiente etapa del estudio fué la aplicacifén de inhi-
bidores de germinacidn y cvecimiento vegetal sobre las semi-

1llas.

Aplicaci8n de inhibidores de germinacifn y crecimiento

vegetal a las concentraciones de 25 y 250 ppm sobre el medio

de germinacidn de las semillas,

Teniéndose ya condiciones para germinar las semillas de
toronja en el laboratorio con resultados altos en cuanto a por
centaje de germinaci6én, se seleccionaron una serie de compues-
tos quimicos activos como inhibidores de germinacién y creci-
miento vegetal para aplicarse al medio de germinacibn de las
semillas y observar los efectos producidos sobre el proceso
germinativo y posterior desarrollo de las plédntulas resultan--
tes, A continuacién se d4 la lista de los compuestos emplea-
dos, agrupados de acuerdo con el disolvente que se usd para in
troducirlos al medio de germinacién, y cuyas estructuras quimi
cas se encuentran en el apéndice.

11



GRUPO (A), Compuestos solubilirados en agua

destilada.

12,
15.
16,
24,
27.
28.
29,
30,
33.
38.
42.

fdcido L-mélico,

dcido crotbnico¥®,

dcido salicilico,

Acido gdlico,

cumarina¥®,

hidrazida maléica.
tetiahidroquinona,

dcido citrico,

hidrazida isonicotinica.
saponina,

resorcinol,

hidroquinona.
pirocatecol.
2,5-dihidroxi-1,4-benzoquinona.
cafelina.

dcido abscisico (ABA}.

*solubilizado en agua caliente.

GRUPO (ﬁ). Compuestos solubilizados en acetona,

7.
8.

9.

2,4-dinitrofenol (DNF).

p-hidroxibenzoato de metilo.

acido cinémico.

12



10, 4&dcido 3-indolac&tico (3-IAA).

11. 4dcido 3-indolbutirico (3-IBA).

17, 4acido palmitico.

18. 4Acido cédprico.

21. 2,4-diclorofenol,

22, A4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).
23, 2,4-diclorofenoxiacetona,

25, 4-hidroxi¢umarina.

26, éster isopropilico del 2,4-D

31, A4cido 2,4-diclorobenzdico,

32. mnaringina.

35, 2,7-dihidroxinaftaleno,

39. wvainillina.

40, 1w(2,4—diclorofenil)—4,4—diclor$-1,S—butadieno.

41, 1-(3,4-diclorofenil)-4,4-dicloro-1,3~-butadieno,

GRUPO (C), Compuestos solubilizados en E&ter etilico.

13, isotiocianato de alilo,
14, pulegona,

19. citral.

20. d-limoneno,

34, 1isotiocianato de fenilo.
36. safrol.

37. alcanfor natural,

13



GRUPO (D)), Compuestos solubilizados en alcohol etilico.

6. 7-hidroxicumarina.

43, dcido giber&lico (GA).

En el primer experimento, realizado aplicando éstos com--
puestos en concentracifn de 250 ppm al medio de germinacién de
las semillas, se observaron los siguientes resultados:

Los compuestos del GRUPO (A) siguieron una tendencia simi
lar a la seguida por el testigo en cuanto a porcentaje de ger-
minacién alcanzado, excepto la cumarina (5) y la hidrazida ma-
léica (12) que tuvieron efectos como inhibidores de crecimiento
vegetal sobre las plintulas resultantes, ya que suprimieron to
talmente el crecimiento tanto de raicilla como de embrién. E1l
comportamiento de los compuestos de €ste grupo a la concentra-
cidén mencionada se compara respecto al testigo en 1la grafica
G-6.

Para los compuestos del GRUPO (B) se observaron los si---
guientes resultados: 1los valores mds significativos en cuanto
a inhibicién de germinacidn se obtuvieron con los compuestos
2,4-dinitrofenol (7), &4cido 2,4-D (22) y éster isopropilico --
del 2,4-D (26), Los compuestos 3-TAA (10) y 3-1IBA (11) dismi-
nuyeron el porcentaje de germinaci6én en forma menos notoria -
alin cuando actuaron como inhibidores de crecimiento sobre las
plantulillas resultantes, sin embargo, &ste Gltimo efecto no
fué permanente. Los compuestos: #cido céprico (18) y 2,4-di-
clorofenoxiacetona (23) resultaron con actividad media como in
hibidores de germinacién y con actividad no permanente como in

hibidores de crecimiento (retardadores de crecimiento). Los

14



compuestos restantes de &ste grupo resultaron con ligera & nula
actividad al compararse con el testigo, como puede apreciarse
de la gridfica G-7.

Con los compuestos del GRUPO (C) se obtuvo lo siguiente:
isotiocianato de alilo (13) y citral (19) resultaron ser débi-
les retardadores de crecimiento en tanto que el resto de los
compuestos del grupo resultaron sin actividad. La grdfica G-8
muestra el comportamiento seguido por &ste grupo a 250 ppm.

Para los compuestos del GRUPQ (D), la gréfica 7-9 dd el
comportamiento observado. El1 compuesto 7-hidroxicumarina (6)
presentd actividad media como inhibidor de germinacién y cre-
cimiento vegetal mientras que el compuesto GA3 (43) resultd
inactivo en ambos procesos.

Para el segundo experimento con éstos compuestos, efectua
do a la concentracifn de 25 ppm, los resultados obtenidos fue-
ron los siguientes:

GRUPO (A).- A ésta concentracién los compuestos del gru-
po (no se incluydé el compuesto 42, ABA) resultaron inactivos
como inhibidores de germinacifn, Los compuestos cumarina (5)
e hidrazida mal&ica (12) mostraron actividad s6lo como retar-
dadores de crecimiento, sobre todo en los primeros dias de in-
cubacifn; la grédfica G-10 representa el comportamiento seguido
por el grupo de compuestos a lo largo del perfodo de incuba-
cién dado:

Para los compuestos de los grupos (B) y (C) los resulta-

dos obtenidos no se tomaron como representativos debido a que
una parte de los compuestos de cada grupo hubo de probarse

15



sobre semilla en mal estado (ligera infeccidén fungal que se in

crementd al incubarse la semilla en el medio de germinacifn) y

la otra parte de los compuestos se ensay8 sobre semilla en pe-

riodo de germinaciBn prematura dentro del fruto., Los resulta-

dos se graficaron como en los otros casos y no pudo establecerse
una comparacién entre cada compuesto y el testigo correspondien
te, ver grificas G-11 y G-12°

Los hechos anteriores hicieron que no se probara el grupo

(D).

Un tercer experimento a la concentracién de 25 ppm, exclu
sivo para los grupos (B}, (C) y (D) di6 los siguientes resulta
dos:

GRUPO (B).- Como puede observarse en la grdfica Gl13, los
compuestos DNF (7), 3-IBA (11), 2,4-D (22) y éster isopropili-
co del 2,4-D (26) se comportaron como inhibidores de germina-
cifén y crecimiento vegetal, el .compuesto 3-IAA (10) actud como
retardador de crecimiento en los primeros dias de incubacién.
El 4cido 2,4-D (22) y el DNF (7) inhibieron totalmente el cre-
cimiento de raicilla y embrifn en las pldntulas resultantes.
El resto de los compuestos del grupo resultd sin actividad al
compararse con el testigo correspondiente,

Las grdficas G-14 y G-15 sefialan que los compuestos de
los érupos (C) y (D) resultaron inactivos en el experimento.
Los compuestos 40, 41 y 42 resultaroh inactivos como se apre--
cia en la grdfica G-16,



Compuestos quimicos mids activos aplicados a diferentes

concentraciones sobre el medio de germinacidn de las semillas,

De los resultados encontrados en los experimentos realiza
dos a 250 y 25 ppm se concluy8 que los compuestos fitiles para
los fines del estudio fueron: Cumarina (5) & hidrazida maléi-
ca (12) inhibidores de crecimiento sumamente potentes a la con
centraci6én de 250 ppm por lo que en &sta parte del estudio se
probaron en concentraciones de 500, 250 y 125 ppm; 3-IAA (10)
y 3-IBA (11) que fueron activos como retardadores de crecimien
to vegetal a concentracién de 25 ppm, y los compuestos 2,4-D
(22) y DNF (7) que actuaron como inhibidores de germinacién vy
crecimiento vegetal sumamente potentes fueron probados a las
concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100 ppm, Los resultados que
se obtuvieron se dan a continuacién:

Acido 2,4-D (compuesto 22),- En la grédfica G-17 se puede
observar el comportamiento de éste compuesto a las diferentes
conﬁentracfones probadas sobre las semillas, Fué notorio como
adn ‘la concentracifn m4s baja, 5 ppm, produjo efectos sumamen-
te notorios sobre el procentaje de germinacién alcanzado por -
las semillas. Al aumentar la concentracidn del compuesto en
el medio los brotes disminuyeron, llegindose a prevenir total-
mente la germinacién y el crecimiento de las pléntulas a la --
concentracién de 25 ppm y mayores,

DNF (compuesto 7).- A la concentracibn de 5 ppm éste ---
compuesto no produjo efectos notorios como inhibidor de germi-
nacidén pero si como inhibidor de crecimiento. E1 porcentaje
de germinacién disminuyé al aumentar la concentracidn del com-
puesto en el medio, como puede observarse en la gridfica G-20.
El proceso germinativo se suspendid totalmente a la concentra-



cién de 50 ppm y a 100 ppm se observaron efectos netamente t6-
xicos del compuesto sobre las semillas,

3-IBA (compuesto 11),.- La tendencia seguida por éste com
puesto fué mayor actividad como inhibidor de crecimiento vege-
tal a mayor concentraci6én. No actud como inhibidor de germina
cifn potente alin a la concentracifn mids alta y como se muestra
en la pgrédfica G-18, las concentraciones bajas del compuesto no
difirieron del comportamiento seguido por el testigo. Las con
centraciones de 50 y 100 ppm produjeron un desarrollo inferior
de la raicilla principal, con proliferacién de raicillas late-

rales.

3-TAA (compuesto 10),- Este compuesto s8lo mostrS ligera
actividad como retardador de crecimiento a la concentracién de
100 ppm, las concentraciones mds bajas del compuesto no afecta
ron ni el porcentaje de germinacifén, ni el desarrollo posterior
de la pléintula resultante al aplicarse en el medio de germina-
cidn de las semillas, El comportamiento del compuesto mencio-
nado a las concentraciones sefialadas puede compararse respecto
al testigo en la gridfica G-19.

Cumarina (5) e hidrazida maléica (12) resultaron inacti--
vos como inhibidores de germinacién (G-21 y G-22) aunque mantu
vieron actividad como inhibidores de crecimiento vegetal suma-
mente potentes aln a la concentracidn de 125 ppm,

Como filtima parte de muestro estudio y teniendo en cuenta
los resultados encontrados para el dcido 2,4-diclorofenoxiacé-
tico (2,4-D) libre (22) y su éster isopropilico (26) se proce-
did a la sintesis de los &steres etilico (EE) y oleilico (EO)
de dicho dcido con objeto de observar sus efectos sobre la



germinaci6n de las semillas de toronja.

Esteres del 2,4-D como inhibidores de germinacién.

Este experimento consistid en adicionar los ésteres etili
co (EE), isopropilico (EI) y oleilico (EO) del 2,4-D asi como
también el &cido libre, a las concentraciones de 5, 1, 0,5y
0.05 ppm sobre el medio de germinacién de las semillas. Los
resultados obtenidos para &sta parte del estudio fueron los -
siguientes:

El dcido libre mostrd gran actividad como inhibidor de ger
minacidn y crecimiento vegetal aln a la concentracibn de 1 ppm
(G-23)., La disminucifn de la concentracién de &ste inhibidor
en el medio de germinacifn v& acompafiada de menor actividad,
siendo el porcentaje de germinacidn alcanzado, comparable al
del testigo cuando se emple6 la concentracifn de 0.05 ppm.

Los &steres etilico (EE) e isopropilico (EI) fueron tan
activos como el &cido libre en el intervalo de concentracio-
nes de 5 a 0.5 ppm siendo menos notorios los efectos como in-
hibidores de germinacifn a la concentraci6én de 0.05 ppm res-
pectivamente., El &ster oleflico (EO) resultd menos activo al
compardrsele con los anteriores; el porcentaje de germinacidn
alcanzado por las semillas tratadas con éste compuesto a la
concentracidén de 0.05 ppm no difirié del alcanzado por el tes
tigo, en forma notoria, Las grificas G-24 a G-26 muestran el
comportamiento de las semillas tratadas con é€stos compuestos
durante el transcurso del experimento.
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IV.1, Condiciones de germinacién en el laboratorio.

a) Extraccifn y lavado de semillas (11).- La extraccidn
de semillas se efectud haciendo un corte alrededor del fruto,
sin llegar al corazbn, presionando y girando ambos extremos
en sentido contrario se obtuvieron dos mitades que al expri-
mirse en forma manual expulsaron las semillas contenidas en
€1. Las semillas asi obtenidas se lavaron con abudante agua
corriente hasta separar totalmente el jugo y restos de pulpa
de que venian impregnadas, se efectuaron dos lavados mds con
agua destilada, se escurrieron lo mejor posiblé y se dejaron
secar a temperatura ambiente (23-25°C) por 7 horas. Una vez
solo hfimedas las semillas se procedié a seleccionarlas, sepa
rando aquellas que estuviesen dafiadas 6 atrofiadas, para em-
plearse en los ensayos correspondientes.

b) Medios de germinacibén empleados.- A continuacifn se
dd la preparacidén de los medios de germinacibén empleados en-
el estudio, numerados de acuerdo con las grédficas correspon--
dientes:

1.~ Medio nutriente de agar-agar con glucosa: Se pesa-
ron, molieron y mezclaron lo méds homogéneamente posible 1las

cantidades sefialadas de las siguientes sales minerales:

6.28 g, de KC1

2,70 g de FeCl3

2,50 g de CaSO4.2H20
2.50 g de MgSO4.7H20
3.50 g de K3PO4

2.50 g de Ca3(P04)2
2,00 g de KNO,
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50 g de la mezcla resultante se suspendif en 1 litro de agua
destilada, hervida y caliente; se agregaron 5,00 g de glucosa
y 6.50 g de agar-agar agitdndose vigorosamente hasta que se
obtuvo una dispersifn uniforme. En caliente se procedid a
Ilenar las cajas de Petrl usadas, para lo cudl se midieron 30
ml de suspensién y se colocaron en el fondo de la caja, se ta
pé ésta y se dejd enfriar; una vez coagulada la suspensién,
se abrid la caja y se colocaron las semillas correspondientes
sobre la superficie del agar, se tapd la caja nuevamente y se
l1levd a incubar.

1 - Medio de agar-agar modificado: Corresponde a la mo
dificacién hecha al medio (1). Se prepar6 de igual manera --
que éste omitiéndose la adicibén de glucosa,

2.- Medio de arena hlmeda en agua destilada: La caja
Petri usada se llend con arena de mar purificada, se semien-
terraron en ella las semillas y se humedecid con 15 ml de --
agua destilada y hervida, se llevé a incubar la caja y la hu-
medad en la misma se mantuvo en forma constante mediante la

adici6n de agua destilada cada que fuese necesario.

2'.- Medio de arena hfimeda en solucidén nutriente: Pre-
parado de igual manera que el medio anterior, sélo que la hume
dad inicial se alcanzé mediante la adicidn de 20 ml de solu-
cién nutriente preparada por disolucién de 1.50 g de la mezcla
de sales descrita en el medio (1) en un litro de agua destilada
hervida; reponiéndose con agua destilada cada que fuese necesa
T10.

3.- Medio de papel hlGmedo en agua destilada: Se recor-

P

t6 un circulo de papel filtro (W-2 6 W-4) justo del didmetro
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interno de una caja de Petri, se colocS en el fondo de la caja,
se pusieron las semillas encima del papel y se saturd con agua
destilada; se llev8 a incubar la caja reponiéndose la humedad
con agua destilada cuando asi fuera requerido.

3'.- Medio de papel hlimedo en solucidn nutriente: Modi
ficacibn hecha al medio (3); la humedad inicial en la caja se
alcanzd con 5 ml de solucifn nutriente descrita en el medio
(2') y posteriormente se repuso con agua destilada en forma -

constante.

4,- Medio de algoddn al descubierto: Se colocd un cir-
culo de algodén grueso en el fondo de la caja Petri, sobre &1
se colocaron las semillas, se saturd el algoddén con agua desti
lada y, sin taparse la caja, se 1llevd a incubar a la temperatu
ra correspondiente manteniéndose el algod6én constantemente sa-
turado con agua destilada.

4',- Medio de algoddn con solucifn nutriente: Prepara-
do en forma similar al anterior, El circulo de algoddn se sa-
turd inicialmente con 25 ml de solucién nutriente, posterior-
mente la humedad se mantuvo en forma constante, adicionando --

agua destilada.

¢) Primer ensayo.- En éste primer ensayo de los medios
de germinacidn, se emplearon sdlo los medios (1), (2) y (33,
la semilla usada fue extraida de frutos frescos y maduros per
tenecientes a la variedad criolla pulpa roja, Cada uno de Ilos
medios ensayados constd de 5 cajas Petri (cajas de vidrio de
9 cm de didmetro interno que se estirilizaron en la estufa a
110°C por 8 horas minimo) con 10 semillas seleccionadas por

caja. La temperatura de incubacidn fué de 30 1°C'°®
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durante los 18 dias que durd el ensayo, efectudndose recuentos
de semillas germinadas a los 11, 14 y 18 dias transcurridos
respectivamente. Los resultados obtenidos para Este ensayo se
dan en la grdfica G-O, en la cudl se ha graficado el porcenta-
je de semillas germinadas contra el tiempo de incubacién trans
currido, para cada uno de 3os medios sefialados.

d) Segundo y tercer ensayos.- En &stos ensayos se in-
cluyd la totalidad de los medios de germinacifn. La semilla
usada pertenecid a la variedad criolla pulpa roja y fud trata
da con agua caliente (después de los lavados con agua destila
da, la semilla se sometid a un bafio con agua destilada y her-
vida a 55-60°C por 15 minutos). Cada medio de germinacién se
probd en 5 cajas de Petri con 10 semillas por caja y se prepa-
raron dos lotes: LOTE A incubado a la temperatura dé 30+ 1°C,
realizidndose los recuentos de semillas germinadas a los 11,
14, 18 y 23 dias transcurridos respectivamente; y, un LOTE B
incubado a temperatura ambiente (20-22°C) en el que los recuen
tos de semillas germinadas fueron hechos a los 15, 18, 21 y
25 dfias transcurridos. Las grdficas G-1 a G-4 representan los
resultados obtenidos en é€stos ensayos.

e) Cuarto ensayo.- En éste iltimo ensayo para los me-
dios de germinacién, no se probaron mids los medios 4 y 4'; ni
la temperatura ambiente (20-22°C). Los medios ensayados fue
ron 1, 2, 2' y 3' en 5 cajas con 10 semillas cada una y los
medios 1' y 3 en 10 cajas con 10 semillas por caja, la tempe-
ratura de incubacidn se mantuvo en 30% 2°C y los recuentos de
semillas germinadas se efectuaron a los 11, 14, 18 y 23 dias
transcurridos. Los resultados obtenidos se ddn en la grédfica

G-5 (con objeto de poder comparar los resultados de los medios
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1' y 3 con los de los medios restantes, se dividié entre dos
el nGmero de semillas germinadas y se grdfico el promedio).

IV.2, Aplicacibén de inhibidores en semilla,

£} Primer experimento a la concentracién de 250
ppm.- En vista de la volatilidad de algunos de los compuestos
elegidos, hubo de modificarse la manera de incubar las semi-
llas, BEn lugar de seguir usando la caja Petri, como en los en
sayos para los medios de germinacifén, se empled un molde mil
usos de la marca comercial PIR-0-REY, dos rectdngulos . de papel
filtro grueso enrrollados en forma concéntrica, un circulo de
papel filtro de 9 cm de didmetro y un rectidngulo de celofén de
20 x 30 cm, La forma de colocar las semillas fué la siguiente:
los moldes limpios y secos se metieron a la estufa por 10 hrs.
minimo a la temperatura de 110°C con objeto de esterilizarse,
al sacarse de la misma se cubrieron con el rectidngulo de celo-
fdn, y ya un poco mds frios, se colocaron varias ligas de hule
a su alrededor con objeto de sellarlos. Una vez preparado el
nfimero requerido de moldes se procedifé a colocar las semillas,
para lo cudl, se destapd el molde por uno de 1os’extremos, se
introdujeron los rectdngulos de papel enrrollados y sobre és--
tos se colocd el. circulo de papel filtro, las semillas sobre
el circulo y por filtimo se adiciond el volumen de solucién del
inhibidor, se coloc6é el celofdn nuevamente en su lugar y se -
selld el molde con las ligas de hule para incubarse inmediata-

mente,
Compuestos del GRUPO (A).- 125 mg de compuesto se di-

solvieron en 500 ml de agua destilada y se colocaron 50 ml por
cada caja, No se incluyd el compuesto 42 (ABA).



Compuestos del GRUPO (B).- 125 mg de compuesto se disol
vieron en 10 ml de acetona; 1 ml de @sta solucifn se virtid so
bre el circulo de papel filtro conteniendo ya las semillas y
se dej6 evaporar el disolvente para a continuacién agregarse
50 ml de agua destilada en el fondo del molde. No se incluye
ron los compuestos 40 y 41,

Compuestos de los GRUPOS (C) y (D).- Los compuestos de
éstos grupos fueron adicionados como se indica en el caso an-
terior, utilizando respectivamente éter etilico y alcohol ab-
soluto como disolventes, Se probd la totalidad de los com-
puestos de ambos grupos.

La semilla usada en éste experimento pertenecid a la va-
riedad criolla pulpa blanca, tratada con sulfato de 8-hidroxi-
quinolina al 3% durante 5 minutos y almacenada en forma hiimeda

17 Por cada

en bolsas de polietileno a 6-8°C durante 20 dias.
compuesto probado se incubaron 5 moldes conteniendo 20 semi-
llas cada uno mds los correspondientes blancos de disolventes
y los testigos. La temperatura de incubacidn fué de 30 2°C
durante los 23 dias que durdé el experimento realizdndose Te-
cuentos de semillas germinédas a los 11, 14, 18 y 23 dias
transcurridos respectivamente. Los resultados obtenidos se

muestran en las grdficas G-6 a G-9.

g) Segundo experimento a la concentracién de 25 ppm.-
Compuestos del GRUPO (A).- 12.5 mg de compuesto se di-
solvieron en 500 ml de agua destilada, se adicionaron 50 ml
de la solucidén resultante por cada molde con semillas. No se
incluyd el compuesto 42 (ABA): la semilla usada para éste gru
po fué de la variedad criolla pulpa blanca, tratada con sulfa-

to de 3-hidroxiquinolina y mantenida en bolsas de polietileno



a 6-8°C por 40 dfas. Cada compuesto se probd en 5 moldes con
20 semillas cada uno méds el respectivo testigo en igual nmero,
la temperatura de incubacién fué& de 30 £ 2°C durante los 23 --
dias que durd el experimento efectudndose recuentos de semillas
germinadas a los 11, 14, 18 y 23 dfas transcurridos respectiva
mente. Los resultados se didn en la grdfica G-10.

Compuestos del GRUPO (B).~ 125 mg de compuesto se disol
vieron en 100 ml de acetona, 1 ml de &sta solucifn se virtid
sobre cada molde ya preparado y después de evaporarse el disol
vente se agregaron 50 ml de agua destilada., No se incluyeron
los siguientes compuestos: 25, 26, 31, 40 y 41. La semilla
usada fué de la variedad "Ruby red" y la disposicién del grupo
quedd como sigue: compuestos 7, 8, 9, 10 y 11 probados sobre
semilla refrigerada por 25 dias y sin ningiin tratamiento, par-
cialmente infectada por hongos, realizdndose los recuentos de
semillas germinadas a los 11, 14, 18 y 23 dias. Compuestos
t7, 18, 21, 22, 23, 32, 35 y 38 probados sobre semilla recién
extraida y en periodo de germinacifn prematura dentro del fru-
to, por lo cudl los recuentos de semillas germinadas se efec-
tuaron a los 5, 8, 12 y 17 dias transcurridos. La gréafica

G-11 resume los resultados obtenidos en &ste experimento.

Compuestos del GRUPO (C).- Se prepararon de forma simi
lar a los compuestos del grupo (B) usdndose &ter etilico emn
lugar de acetona. La semilla usada fué de la variedad '"Ruby
red" y el grupo quedd dispuesto como sigue: compuestos 13,
14 y 20 probados sobre semilla refrigerada; y compuestos 19,
34, 36 y 37 probados sobre semilla en periodo de germinacidn
prematura. Al igual que para el grupo anterior, cada compues
to se probd en 5 moldes con 20 semillas cada uno méds los blan

cos para el disolvente y los testigos respectivos en igual --
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nimero; la temperatura se mantuvo en 30+ 2°C durante el perfo-
do de incubacidén dado. Mo se prob6 el grupo (D) en &sta oca--
sién. Los resultados obtenidos se ddn en la grdfica G-12.

h) Tercer experimento a la concentracidn de 25 ppm.-
En vista de que el experimento anterior no fué satisfactorio
para los compuestos de los grupos (B) y (C), se procedid a un
nuevo experimento de éstos a la concentracién sefialada; tam-
bién se probd el grupo (D) y los compuestos 40, 41 y 42, La
semilla usada en éste experimento fué de la variedad criolla
pulpa blanca, refrigerada por 90 dias en bolsas de polietile-
no. La prebaracién de los grupos fué andloga a el experimen-
anterior. Para los compuestos 40 y 41 se pesaron 7.5 mg de
compuesto y se disolvieron em 6 ml de acetona, 1 ml por cada
molde preparado mids 50 ml de agua destilada dieron la concen-
tracidn sefialada. Para el compuesto 42 (ABA) se partid de
una solucién 0,00001M (2,64 mg/1) del mismo. Se adicionaron
5 ml de ésta solucidn por molde preparado y se agregaron 45
ml de agua destilada lo que di6é una concentracidén de 0.26
ppm. Las condiciones de incubacién fueron 23 dias a 30 £ 2°C
durante los cufiles se efectuaron recuentos de semillas germi
nadas a los 11, 14, 18 y 23 dias transcurridos respectivamen
te. Los resultados obtenidos se representan en las grificas
G-13 a G-16.

1V.3, Inhibidores de germinacién méds activos,

i) Compuestos més activos a diferentes concen-
traciones,- Compuestos 5 y 12.- 250 mg de compuesto se di-
solvieron en 500 ml de agua destilada para dar la concentra-
cidén de 500 ppm, 250 ml de &sta solucidn se llevaron 500 ml
con agua destilada, dando la concentracién de 250 ppm y de
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aqui 250 ml se llevaron a 500 ml con agua destilada para dar
la concentracidén de 125 ppm. Cada concentracibén de compuesto
se probd en 5 moldes con 20 semillas cada uno, adiciondndose

50 ml de solucidn por molde.

Compuestos 7, 10, 11 y 22.- 125 mg de compuesto se di--
solvieron en 100 ml de acetona. Para las concentraciones de
100, 50 y 25 ppm se colocaron 4, 2 y 1 ml respectivamente por
molde preparado y después de evaporarse el disolvente se adi-
cionaron 50 ml de agua destilada. Para 10 ppm, se tomaron 4
ml de solucién y se llevaron a 10 ml con acetona, se colocd
1 ml por molde y 50 ml de agua destilada, Para la concentra-
cidn de 5 ppm sé tomaron 4 ml de solucidn y se llevaron a 10
ml en acetona, de aqui 4 ml se llevaron a 8 ml con acetona y
se colocd un ml por molde preparado mids 50 ml de agua desti-
lada.

Cada concentracidén se probdé sobre 5 moldes con 20 semi
llas cada uno méds el blanco y testigo correspondiente en -
igual ntimero. La semilla usada en &ste experimento fué de
la variedad criolla pulpa blanca, tratada con sulfato de 8-
hidroxiquinolina y almacenada en refrigeracién a 6-8°C por
110 dias. Los moldes se incubaron a 302+ 2°C por 27 dias ha-
ciéndose recuentos de semillas germinadas a los 11, 14, 18,
21, 24 y 27 dias transcurridos, Los resultados obtenidos

se dan en las grdficas G-17 a G-22.

j) Esteres del 2,4-D como inhibidores de germinacidn.

125 mg de compuesto se disolvieron en 500 ml de aceto-
na, para 5 ppm se colocd 1 ml por molde mds 50 ml de agua.
Para 1 ppm se tomaron 10 ml de solucién y se llevaron a 50
ml de agua destilada, De ésta Gltima solucidén se hicieron



diluciones 1:1 y 1:10 en acetona para colocar 1 ml por molde
y los 50 ml de agua correspondiente, dando las concentracio-
nes de 0.5 y 0,05 ppm respectivamente, Cada concentracibén

se probd como en el caso anterior, con semilla refrigerada

por 180 dias y los recuentos de semillas germinadas se efec-
tuaron a los 11, 14, 18, 25 y 31 dias transcurridos. Las --
grificas G-23 a G-26 representan los resultados obtenidos en

éste experimento.
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CONCLUSIONES

I. De los medios de germinacidén empleados en el estudio,
el medio de papel hGmedo en agua destilada resultd ser el mis
apropiado para germinar las semillas de toronja en el labora-

torio.

II. En lo que respecta a la temperatura, la mis recomen
dable de las dos empleadas, fué la de 30+ 2°C debido a que se
alcanzd un desarrollo mayor de las pldntulas resultantes en
comparacidn con el alcanzado a temperatura ambiente (20-23°C)
en periodos de tiempo similares,

III, El tratamiento dado a las semillas a base de agua
caliente y sulfato de 8-hidroxiquinolina permite erradicar com
pletamente las infecciones fungales de los experimentos, asi
como tambié&n permitid el almacenamiento de las semillas hime-
das en refrigeracibn por al menos 120 dias sin influir grande-
mente en el porcentaje de semillas germinadas alcanzado en
los experimentos,

IV, A la concentracidén de 250 ppm los compuestos DNF,
2,4-D y 3-IBA resultaron ser inhibidores de germinacibn para
las semillas de toronja. En menor proporcién, los compuestos
3-IAA, 4cido cédprico, 2,4-diclorofenoxiacetona y 7-hidroxicu-
marina influyeron en el porcentaje de germinacién logrado.
Como inhibidores de crecimiento sumamente activos resultaron
los compuestos cumarina e hidrazida maléica.

V. A la concentracidén de 25 ppm los compuestos DNF y
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2,4-D resultaron efectivos inhibidores de germinacidn, el resto

de los compuestos ensayados resultf sin actividad,

VI, Los compuestos cumarina e hidrazida maléica resulta
ron ser potentes inhibidores de c¢recimiento, alin a la concen-

tracién de 125 ppm.

VII. Los ésteres etflico (EE) e isopropilico (EI) re-
sultaron ser inhibidores de germinacifn tan activos 6 mds que
el dcido 2,4-D libre en el intervalo de concentraciones de 5
a 0,5 ppm. El éster oleilico (EO) resultd menos activo en el

mismo intervalo de concentraciones,
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