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ABSTRACT

Zasara, G.anp J. L. GuarpioLa, 1974, — The influence of the seed coats in the
germination of Troyer citrange seeds. An, Aula Dei, 12 (3/4): 188-201.

The germination of Troyer citrange seeds is inhibited by the inner seed
coat, which is impermeable to water and hence interfercs with embryo hy-
dration, the embryo itsell being not dormant. This inhibition is overcome
by piercing the coat, the location of the puncture either at the mycropilar
or the chalazal end of the sced being irrelevant.

Presoaking the seceds with water at 50°C for 24 hours or with a 1 to 2,5
p.p.m. solution of 2-4dichlorphenoxyacetic acid, accelerates germination. Gib-
berellic acid on the other hand has no effect on germination, but influences
greatly the growth of the seedlings.

INTRODUCCION

l.a germinacién de las semillas de citrange Troyer (Citrus si-
nensgis (I..) Osbeck cv. Washington navel x Poncirus trifoliata (L.)
Raf.), como la de otros agrios, es un proceso lento y escalonado
notablemente en el tiempo. La emergencia de la radicula, primer
sintoma visible de la misma, tiene lugar en algunas semillas pocos
dias después de la siembra, mientras que en otras, por el contrario,
tarda mas de un mes. Ello origina una desigualdad en el semillero
y. como consecuencia, una disminucidén en el ntmero de plantas
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aprovechables. La velocidad de germinacion puede aumentarse no-
tablemente manteniendo las semillas durante varias semanas a 4 °C
en atmésfera htimeda (Burron, Boryman y HAckLAND, 18971), 1o que
sugiere la existencia de un fendmeno de latencia (ViLLieErs, 1972).
En este trabajo se estudia la naturaleza de esta latencia y la posi-
bilidad de su eliminacién con anterioridad a la siembra.

MATERIAL Y METODOS

Las semillag utilizadas en estas experiencias se extrajeron del
fruto maduro de un arbol de citrange Troyer, se lavaron con agua
y se trataron con un fungicida, conservandose a baja temperatura
(4-8 °C) hasta su utilizacidon. Los tratamientos y la conservacion no
afectaron la viabilidad de las semillas pero si su velocidad de ger-
minacién, ligeramente superior a la de las semillas recién extraidas.

Inmediatamente antes de su uso las semillas se desinfectaron
en superficie manteniéndolas durante veinte minutos en una solu-
cién de hipoclorito calcico al 2 %, lavandose después con agua. A
continuacién se pusieron a germinar en una habitacion termostati-
zada a 26 + 1°C (MonseLisE, 1959) sobre varias capas de papel de
filtro empapadas de agua o de la solucion deseada, estimandose que
una semilla estaba germinada cuando la longitud de su radicula
era de 2 mm. Después de la germinacion las plantulas se transplan-
taron a un recipiente con vermiculita saturada de agua, y se mantu-
vieron a 26 + 1°C, con una iluminacién continua de 3.000 luxes.
K1 las experiencias en que se determiné la influencia de las cubier-
tas seminales en la germinacion, aquellas se eliminaron manual-
mente después de la desinfeccion, anadiéndose al medio de germi-
nacién una mezcela de captan vy faltan a partes iguales a una con-
centracion final del 0.4 % .

Todas las experiencias se realizaron al menos dos veces, y los
porcentajes de germinacion se determinaron sobre un minimo de
100 semillas. Como lag semillas de citrange Troyer son poliembrio-
nicas, normalmente se obtuvo mas de una planta por semilla; solo
se tomé en consideracién en los conteos un embrion por semilla,
aquel de germinacion mdas rapida.
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RESULTADOS Y DISCUSION

a) Influencia de las cubiertas seminales en la germinacion

A excepcidn de las semillas con embrién poco desarrollado en
la madurez, los mecanismos de latencia pertenecen a una de las
categorias sigulentes (NIKoLAEVA, 1969):

A) La existencia de una latencia innata del embrién;
B) Una latencia impuesta por las cubiertas,

S0lo el segundo de los mecanismos citados actia en lag semi-
Has de citrange Troyer (fig. 1). La totalidad de los embriones des-
nudos iniciaron el crecimiento siete dias después de la siembra en
todas las experiencias y aun antes, mientras que por el contrario,
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Fig. 1. Vclocidad de germinacion de semillas de citrange Troyer intactas (A — — — — A), des-
provistas del tegumento externo ( gy e v ! desprovistas de ambos tegumentos (O Q3,

y desprovistas del tegumento externo v con el interno roto en la regién micropilar @ — — — @
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en las semillas intactas la germinacion no se inicid hasta diez dias
después de la siembra, y el dia 34 solo el 65 % de las semillas pre-
sentaban sintomas visibles de la misma.

Solo la cubierta seminal interna (tegmen), fina y membranosa,
parece ser efectiva en el mantenimiento de la latencia. La elimi-
nacién de la testa sélo tuvo una influencia pequefia, aunque signi-
ficativa, en la velocidad de germinacién, y la posibilidad de que
este efecto se deba a que su eliminacién haya producido lesiones
imperceptibles en el tegmen no puede ser excluida, particularmen-
te habida cuenta la marcada influencia de la integridad del tegu-
mento interno en la velocidad de germinacion (ver mds adelante).

b}y Mecanismo de latencia

En algunas gemillas, particularmente aguellas en que el pericar-
pio forma una unidad estructural con las cubiertas seminales, el
efecto inhibidor de las cubiertas en la germinaciéon eg debido a la
presencia de inhibidores que, en ocasiones, se han identificado co-
mo dcido abscis’co (BLACK vy WAREING, 1959; JACKSON y BLUNDELL,
1966). A fin de dilucidar su existencia en las cubiertas de citrange
Troyer, éstas se extrajeron en un triturador tipo Virtis con meta-
nol del 70 % v el exiracto obtenido se fracciond del modo indicado
en la figura 2. Una parte alicuota de las fracciones obtenidas se
anadid sobre una pieza circular de papel de filtro, se secé a tem-
peratura ambiente a fin de eliminar el metanol, y se colocd en una
capsula Petri con 3 ml. de agua, poniéndose a germinar en ella
veinte embriones desprovistos de tegumentos,

lin ninglin caso se encontré una influencia apreciable de los
extractos en el crecimiento del embrion, aun cuando la cantidad
afadida correspondia en ocasiones a tres cubiertas seminales por
embrién, siendo la longitud de la radicula superior a los 3 mm.
en todos log embriones al cabo de cinco dias. Como por otro lado,
la rotura del tegmen por la regiéon micropilar basta para asegurar
la germinacion inmediata (fig. 1), es evidente por tanto que el efec-
to de las cubiertas no esta relacionado con la presencia de inhibi-
dores en lag mismas, siendo debido posiblemente a (1) una cons-
triccién mecanica del embrion, o (2) una interferencia con los inter-
cambios entre el embrién y el medio.

Aunque la fuerza necesaria para romper el tegmen membrano-
so de muchas semillas no es muy grande, en algunos casos puede
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100 cubiertas seminales
lexternas o internas}

Extraccién con metanol 70 %
{tres veces}

Eliminacion del metanal a vacio

{Extracto crudo de inhibidoreg

Ajustar a pH 7

Extraer con acetato de etifo
{tres veces)

. _[ FASE ACETATO |__. F. I

DE ETILO llevar a sequedad INHEIDORES NO ACIDOS

i Redisolver en 10 mf. metano!
FASE ACUOSA

Ajustar a pH 2.5

Extraer con acetato de etilo
{tres veces)

A FASE ACETATO - . r F.IX

BE ETILO B
LFM;E ACHIOSA l

Llevar a sequedad f INHIBIDORES ACIDOS
e i e e e
Redisolver en 10 ml. metanol

FITT
______ INHIBIDORES INSOLUBLES
EN ACETATO DE ETHLO

{levar a sequedad
Redisolver en 10mi. metanol

Fig. 2. Esquema del fraccionamiente del extracte de cubiertas.

superar la presion ejercida por la semilla durante la imbibicién y,
de este modo, impedir la germinaciéon (KsasHr y LeopoLp, 1968).
Sin embargo, los resultados presentados en la figura 3 excluyen la
posibilidad de este mecanismo en las semillas objeto de este estu-
dio. Una perforacién de un diametro inferior a 2 mm. basta para
provocar la germinaciéon inmediata con independencia de su locali-
zacion y, si bien la perforaciéon en la regién micropilar elimina toda
resistencia mecanica a la expansion de la radicula, la perforacién
en la region calazal se considera que no tiene influencia alguna al
respecto (WEBB y WAREING, 1972). La influencia pequefia pero sig-
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nificativa de la posicién de la perforacién en la velocidad inicial
de germinacion, puede ser debida al criterio de germmauon ‘utili
zado, ya que la presencia del tegumento interno puede mterfem"
con su deteccion en los primeros estadios. Las determinaciones de
peso fresco y peso seco del eje embrionico (plamula 4 rad]cula) no
senala diferencias entre ambos tratamientos (tabla 1).
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TABLA 1.— Peso del eje embridnico en semillas desprovistas de tegumento
externo y con el inlerno perforado durante varias fases de la germinacion.

Peso fresco (mg.} Peso seco {(mg.)
Semillas sin germinar {(Dia () 0,54 + 0,03 0,28 + 0,03
Dia 1 Perforacién en el micropilo 0,66 0,28
Perforacién en la calaza ,66 0,29
Sin perforar 0,55 0,25
Pia 3 Perforacion en el micropilo 4 65 0,80
Perforacidon en la calaza 450 0,78
Sin perforar 0.66 02




194 GRACIA ZABALA Y J. L. GUARDIOLA

Los datos presentados en la figura 4 muestran la interferencia
de las cubiertas seminales en la penetracion del agua. En las se-
millas intactas el contenido en agua del embrién aumentd lineal-
mente con el tiempo, pasando del 71 9% en la semilla original al
94 % el dia 7. Por el contrario, en los embriones desprovistos de
tegumentos se observo una fase inicial rapida de absorcion de agua
que durd dos dias aproximadamente, al cabo de los que el conte-
nido de agua del embrién era de 102 %, seguido de una segunda
fase de absorcion mas lenta y lineal con el tiempo, pero con una
pendiente sensiblemente superior a la encontrada para las semillas
intactas, alcanzandose al final del dia 7 un contenido en agua de
122 9% . l.as determinaciones del contenido en agua de los embrio-
nes indican que la germinacion no tiene lugar hasta que éste al-
canza un valor proximo al 100 %, por lo que la restriccidén en la
velocidad de absorcion de agua por las semillas originada por las
cubiertas debe tener una influencia marcada en aguel proceso.

En algunas semillas, la estimulacién de la germinacién produ-
cida por la eliminacién o la rotura de las cubiertas seminales es
debida a la difusiéon de inhibidores de la germinacion presentes en
el embrion mas que a su efecto en los intercambios hidricos (Wa-
REING ¥ Fopa, 1957; WEBR v WAREING, 1972). La posibilidad de que
una situacién similar pudiera darse en las semillas de citrange
Troyer se examino en una serie de experiencias, toda vez que un
mecanismo de este tipo explicaria de modo satisfactorio las obser-
vaciones descritas hasta el momento. Semillas desprovistas de te-
gumento externo y con el interno perforado en la regién micropilar
se colocaron a germinar en capsulas Petri tapadas, con un lecho
de vermiculita recubierto por una capa de papel de filtro y empa-
pado de agua. Las semillas se dividieron en dos grupos: uno de
les grupos se coloed de tal modo que el embrién estaba en contacto
directo con la capa acuosa del lecho, lo que asegura la difusion
libre de sustancias con el medio (semillas tumbadas), mientras que
las semillas del otro grupo se colocaron de tal modo que la discon-
tinuidad de la testa no estaba en contacto con el papel de filtro
(semillas erguidas), por lo que los intercambios hidricos se realizan
fundamentalmente con la atmosfera saturada de humedad y no
hubo difusion de sustancias con el medio. Semillas intactas y em-
briones desnudos se colocaron asimismo como controles.

Los resultados de estas experiencias se recogen en la tabla 2.
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Las semillas tumbadas no difirieron de los embriones desnudos ni
en velocidad de germinacién ni en contenido en agua, mientras
que las semillas erguidas germinaron un dia mas tarde, en
correspondencia estrecha con el estado de imbibicion, En cuanto
2 las semillas intactas no se produjo ninguna germinacion du-
rante los cuatro dias que se mantuvo la experiencia, y el conte-
nido en agua de los embriones se encontraba alrededor del 90 %,
valor similar al presentado en la figura 4. Estos resultados exclu-
yen la posibilidad de que las observaciones realizadas sean debidas
2 la existencia de un inhibidor de germinacion difusible en los em-
briones y muestran una vez mas la relacion existente entre el grado
de hidratacién del embrién y la velocidad de germinacion. Las di-
ferencias encontradas en velocidad de germinacion entre los em-
briones desnudos y las semillas con el tegmen perforado en la region
micropilar (fig. 1) son debidas a que en aquella experiencia las se-
millas se colocaron al azar en el lecho humedo, por lo que solo
parte de las mismas presentarian la perforaciéon en contacto con
la capa acuosa, y la velocidad de germinacién observada seria un
valor intermedio entre las de estas semillas y aquellas con la per-
foracién al aire: como por otro lado en esta experiencia la atmaos-
fera no se encontraba saturada de humedad, la absorcion de agua
por estas semillas, y por tanto su germinacion, debié ser mas lenta
que en la experiencia recogida en la tabla 2.

¢) Influencia de algunos reguladores de crecimiento
en la germinacion

Il tratamiento de las semillas con acido 2-4 diclorofenoxiacético
(2-4, D) (Haas y Brusca, 1954) y con dcido giberélico (GOMEZ DE

TABLA 2. — Velocidad de germinacién y contenido en dgua en semillas in-
tactas, embriones desnudos y semillas desprovistas del teguwienio externo
y con el tegumento interno perforado en la region micropilar, con la per-
foracion en contacto con el lecho hintedo (semillas tumbadas) o en la parte
opuesta (semillas erguidas).

Dia 3 - Dia 4

Germinacion Contenido en Germinacion Contenido en
T agra % % agua %
Semillas intactas ] 91 ) 1 40
Semiflas erguidas 44 99 9% 104
Semillas tumbadas 78 111 100 | 12

Embriones desnudos 83 {10 98 115
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Fic, 4. Contenido en agua, expresado coma porcentaje del peso seco, de embriones de citrange
Troyer durante la germinacién. (@) Embriones de semillas intactas; (0O) Embricnes desnudos.

BarreDA, MEDINA. y GIn, 1973) se ha utilizado a fin de acelerar la
germinacion de las semillas de diferentes especies de agrios en el
campo. Kin una serie de experiencias se ha determinado la influen-
cia de estos reguladores de crecimiento en la germinacion v su
mecanismo de accién.

El pretratamiento de las semillas con 2-4, D manteniéndolas du-
rante 48 horas en una solucién de este regulador de crecimiento,
estimulé apreciablemente la germinacién, siendo esta estimulacién
maxima para una concentracion de este regulador de crecimiento
de 2,5 ppm (fig. 5). Concentraciones mas elevadas mostraron un
efecto depresivo y la velocidad de germinacién de las semillas pre-
tratadas con una solucién de 10 ppm no difirié de los controles de
modo apreciable, lo que puede estar relacionado con el bien cono-
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Fic. 5. Velocidad de germinacién de semillas de citrange Troyer intactas, sin  tratar
(A — — —— A}, y iratadas con 2-4, D (sal sodica) a una concentracién de 1 ppm. (Q — — — O},
2,5 ppm. (@ ® y 5 ppm. ( j——I"]

cido efecto inhibidor de las auxinas en el crecimiento de la raiz (THi-
MANN, 1972).

Por el contrario, el acido giberélico no afecté la velocidad de
germinacion (fig. 6), aunque si el crecimiento ulterior de las plan-
tas. Fin la figura 7 se recogen los datos de longitud del tallo y peso
seco del tallo y la rafz de plantas tratadas con este regulador de
crecimiento, habiéndose considerado la edad de las mismas desde
el comuenzo visible de la germinacién, a fin de compensar las dife-
rencias originadas por la irregularidad de ésta. Diecinueve dias des-
pués de la germinacién la longitud del tallo en las plantas tratadas
era mas del doble que las plantas testigo, aumentando las diferen-
cias hasta el dia 28, cuando la experiencia se dio por terminada;
este aumento en longitud debe provocar una emergencia mas rapida
de las plantas en el semillero, criterio utilizado por GOMEZ DE Ba-
rrEDA et al. (1973) como medida de la germinacién y que explica
los resultados de estog autores, y estd acompahada por un mayor
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Fic. 6. Velocidad de germinacion de  semillas  de citrange Troyer intactas, sin tratar
(A ——-—— A} y tratadas con 4cido giberélico a una concentracion de 10 ppm. (0 — Q)
¥ 25 ppm. {@ ®

transporte de metabolitos al tallo, efecto particularmente notable
durante los nueve primeros dias de crecimiento de la planta.

La estimulacion de transporte al tallo, que es una respuesta
casl general a las aplicaciones de giberelinas en las plantas (Brian,
1959), estd acompanada por una aceleracion de la exportacion desde
los cotiledones, como se pone de manifiesto por los valores de peso
seco del eje (tallo y raiz, fig. 7), y un descenso en el transporte a
la ralz, efecto repetidamente sefialado en la literatura (CoGGINS y
Hierp, 1968). Este efecto en el transporte a la raiz es particularmen-
te marcado a partir del dia nueve, momento en el que cesa el creci-
miento de este 6rgano en las plantas tratadas, mientras que por el
contrario, en las plantas testigo, el crecimiento de la raiz continaa,
aunque a un ritmo inferior, hasta el dia 28.

El tratamiento con acido giberélico no afecté el nimero de hojas
por planta de modo significativo, pero si el contenido en clorofila
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de éstas, inferior en un 20 % al de las plantas testigo en las plantas
tratadas con 10 ppm de acido giberélico, y en un 30 % en las plantas
tratadas con 25 ppm.
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CONCLUSIONES

La interferencia de las cubiertas seminales en la absorcién de
agua parece ser el mecanismo que controla la germinacién en las
semillas de citrange Troyer. Aunque las experiencias realizadas
no permi‘en excluir la posibilidad de un segundo mecanismo de
control debido a la baja permeabilidad de las cubiertas seminales
a los gases, en todos los casos se observé una correlacion muy es-
trecha entre la germinacion y el grado de hidratacién de los embrio-
nes, por lo que si este segundo mecanismo existe desaparece con
anterioridad al primero y su importancia practica es dudosa. No
se encontraron diferencias significativas en la germinacion a la luz
o la oscuridad, lo que excluye la posibilidad de un sistema foto-
sensible,

Por tanto, todo tratamiento que aumente la permeabilidad de
las cubiertas al agua debe tener una influencia positiva en la ve-
locidad de germinacion. La ruptura de las cubiertas por procedi-
mientos mecdnicos es altamente efectiva, pero no es utilizable en
la practica cuando se ha de tratar un elevado ntimero de semillas,
debido a la lentitud de esta operacion. Los tratamientos quimicos
ensayados hasta el momento (acido sulftirico al 5 % ; acetona al
80 % ; acetato de etilo)} no han producido resultados satisfactorios,
ya que las condiciones que afectan la permeabilidad de las cubier-
tas afecta de modo desfavorable la viabilidad de las semillas. Los
resul’ados mas prometedores se han obtenido mediante el trata-
miento con agua a 50 °C durante 24 6 48 horas, que practicamente
dobla la velocidad de germinacion durante los primeros veinte dias,
alcanzindose un porcentaje de germinacion entre el 40 y el 60 %
frente a unos valores entre el 20 y el 35 % en los testigos, pero la
utilidad practica de este tratamiento ha de ser evaluada. Kl trata-
miento de las semillas a 50 °C durante mas tiempo, o a temperatu-
ras superiores, tiene un efecto depresivo marcado en la viabilidad
de las semillas.

5] efecto del 2-4, D en la velocidad de germinacion no es ficil-
mente explicable como un efecto directo en la permeabilidad de las
cubiertas. La posibilidad de un efecto indirecto similar al sefalado
por Ikuma y Thimann (1963) en la influencia de la kinetina en la
germinacion de semillas de lechuga es la explicacién mas posible de
tos resultados obtenidos.
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