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Resumen. El bioensayo de germinacion se ha convertido en una he-
rramienta Gtil para el estudio de otros pardmetros en Bioquimica
Vegetal, por lo cual debe ser optimizado cuidadosamente. Algunas
sales producen efectos inhibitorios en la germinacion por ello sus
cantidades deben controlarse cuidadosamente. Otros factores que
influyen para la germinacién como volumen, luz, tiempo de imbibi-
cién, tamafio de las semillas, varian conforme ala especie de semilla
elegida. Se describen las condiciones 6ptimas de germinacion para
maiz, trigo y ajonjoli.
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Abstract. Germination bioassay has become a useful tool for study
of other parameters in Plant Biochemistry research. This bioassay
must be carefully optimized before its use in plant research. Some
salts are inhibitors of germination and the exact amount of them must
be controlled. Other factors like volume, light, imbibition time and
seed size are different for each kind of seed. Optimal conditions for
best germination of maize, wheat and sesame seeds were determina-
ted.
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I ntroduccion

La germinacion de semillas empieza con la toma de agua por
lasemilla (imbibicion) y finaliza con el inicio de la elongacion
del eje embrionario, principalmente laradicula.

Diferentes fisidlogos vegetales estdn de acuerdo en que
una semilla ha germinado cuando la radicula [1,2] protruye a
través de su cubierta exterior [1]. Por o tanto incluye
numerosos eventos, por ejemplo, hidratacion de proteinas,
cambios de estructuras subcelulares, respiracion, sintesis de
macromoléculas y alargamiento de células, ninguno de los
cuales por si mismo determina la germinacion. Pero sus efec-
tos combinados transforman un embridn en reposo y deshi-
dratado, con metabolismo apenas detectable, en uno que tiene
un metabolismo vigoroso que culmina en el crecimiento. La
germinacion no incluye el crecimiento de la plantula el cual
comienza cuando lagerminacion finaliza[1].

El primer proceso que ocurre en la germinacion es latoma
de agua por la semillalo que se denominaimbibicion [1b, 3].

La cantidad total de agua y/o solutos tomada durante la
imbibicion es generalmente muy pequefiay no puede exceder
de dos a tres veces el peso seco de la semilla. La imbibicion
depende de varios factores como el movimiento del agua hacia
lasemilla, en donde el potencial de aguay la permeabilidad de
la cubierta de la semilla son factores de mayor importancia

[9].

Estos dos procesos (germinacién e imbibicion) pueden ser
separados fisioldgicamente, porque en el primer proceso (lo
gue es propiamente germinacion) la semilla puede ser dese-
chada y sobrevive, en cambio durante el segundo proceso
(posgerminacion o protruccion de la radicula) si la semilla es
deshidratadamuere [2].

El potencial de agua (y) es una expresion del estado de
energiadel agua. La difusién neta del agua ocurre bajo un gra-
diente de energia de un potencial alto a uno bajo (por gemplo:
desde el agua pura hacia el agua que contiene solutos)

El agua no es la Unica substancia que puede entrar a la
semilla durante la imbibicién; bajo condiciones experimen-
tales (0 en el suelo) las semillas pueden ser expuestas a una
solucién mas que a agua pura. Los solutos entran a la semilla
asi como €l agua[3,9].

Otros factores que pueden jugar un papel importante en la
imbibicién son la estructura y composicién de la semilla los
cuales van a determinar la permeabilidad de la cubierta de la
semilla y la disponibilidad de agua en forma liquida o vapor
en el medio ambiente [1b, 2y 4].

El principal componente que imbibe agua es la proteina
Sin embargo, otros componentes también contribuyen a hin-
chamiento asi como parte de la celulosa y sustancias pécticas.
El almidon contribuye en menor medida a hinchamiento total
de la semilla ain cuando grandes cantidades de é estén pre-
sentes [7,10,11].
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Tabla 1. Optimizacion del sistema de germinacion.
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Semilla No. de Solucion Volumen Tiempo Recipiente Germinacion
Semilla (ml) (h) %
10 H,O 10 72 Caja Petri 93
10 100-0 10 72 Caja Petri 89
10 0-100 10 72 Caja Petri 83
10 50-50 10 72 Caja Petri 86
10 70-30 10 72 Caja Petri 86
Maiz 10 0-20 10 72 Caja Petri 70
10 80-20 10 72 Caja Petri 92
10 8-2 10 72 Caja Petri 92
25 H,O 10 72 Caja Petri 93
25 80-20 10 72 Caja Petri 92
25 8-2 10 72 Caja Petri 93
25 H,O 2 48 Gerber 98
25 H,O 6 96 Caja Petri 36
Trigo 25 80-20 2 48 Gerber 92
25 80-20 6 96 Caja Petri 32
25 8-2 2 48 Gerber 97
25 8-2 6 96 Caja Petri 38
25 H,O 2 48 Gerber 99
25 H,O 6 96 Caja Petri 36
Ajonjoli 25 80-20 2 48 Gerber 94
25 80-20 6 96 Caja Petri 66
25 8-2 2 48 Gerber 97
25 8-2 6 96 Caja Petri 44

Solucion 2 mM Tris-ac. Acético pH 7.6 con: 100-0 ( 100 mM KOAc); 0-100 (100 mM KCI); 50-50 (50 mM KOAc y 50 mM KClI);
70-30 (70 mM KOAcy 30 mM KClI); 0-20 (20 mM KCI); 80-20 ( 80 mM KOAcy 20 mM KCl); 8-2 (8 mM KOAc- 2 mM KCl).

Resumiendo hay varios factores que afectan la imbibicién
y consecuentemente la germinacion: agua, gases, iones, tem-
peratura, luz e inhibidores.

En este trabajo se estudia, en primer término, el efecto de
sales en la germinacién de semillas. Asimismo se determi-
naran el volumen 6ptimo de solucion requerido, la proporcion
idénea entre el nimero de semillasy el recipiente que las con
tenga, las condiciones adecuadas de luz y tiempo de imbibi-
cién para lograr el mas alto porcentaje de germinacion en
semillas de diferente tamafio y especie: maiz, trigo y gjonjoli.

Resultados

Lo que primero se determind fueron las condiciones primarias
para el bioensayo de germinacion. Sevario el volumen, nimero
de semillas por contenedor asi como el nimero de horas de
imbibicion necesarias para tener el més alto porcentaje de ger-
minacion. El control fue agua destiladay desionizada.

Se eligieron semillas de tres especies con diferente tama-
fio, y se determinaron, primero, las condiciones para maiz co-
mo se muestra en la Tabla 1 y posteriormente estos resultados
se aplicaron alas otras semillas.

El control dio 93% de germinacién para maiz usando una
caja Petri de 9 cm de diametro, 10 semillas con un volumen y
tiempo fijos (de 10 ml y 72 h respectivamente).

En laTabla 1 se puede observar que 100 mM de KOAc o
100 mM de KCI bajan el porcentaje de germinacion a 89 y
83% respectivamente. Se hicieron mezclas de estas dos solu-
ciones para determinar cudl eramés inhibitoria si la de acetato
o la de cloruro. La solucion 50-50 mantuvo baja la germi-
nacién en un nivel intermedio 86% por lo que se busco una
relacion de sales con un contenido més alto de acetato. La
solucién 70-30 (KOAc y KCI) result6 igual que la anterior
mientras que la relacion 80-20 (més acetato que cloruro) dio
92% de germinacion. La relacion 0-20 bajé, como se espera-
ba, e porcentaje de germinacion (70%). De estos experimen-
tos se concluye que €l i6n cloruro es mas inhibitorio que el
acetato.

En este bioensayo la presencia de las 2 sales y una mola-
ridad minima de 100 mM entre las dos propicié una buena
germinacion (92%).

Se decidi6 aumentar el nimero de semillas a 25 por caja
Petri (y cuatro cajas por ensayo) manteniendo el volumen (10
mL), y larelacién 80-20 mM dando el 92% de germinacion.

Como se observa en la tabla 1 se probaron semillas de
trigo y gonjoli, las cuales, como se sabe, son més pequefias.
Se colocaron 25 semillas de cada especie en un volumen de
solucién menor de acuerdo a contenedor (se usd un recipiente
de aproximadamente 5 cm de didmetro (frasco Gerber) con 2
mL de solucion y 6 mL cuando se utilizé caja Petri). La
relacion de sales 80-20 y 2 ml de volumen dieron para trigo
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Tabla 2. Efecto del volumen sobre la germinacién. Tabla 3. Efecto del tiempo sobre la germinacion.
Aj onj oli* Tri gO* Aj onj oli* Tri go* Maiz*
volumen volumen 24h  48h 24h 48h  48h T72h
Control 2m 6ml 2m 6ml Control 46 98 40 99 68 99
98 36 9 36 Sol 100-0 - - - - 46 89
Sol 80-20 9 32 94 66 Sol 80-20 38 94 36 9% 46 97
Sol 0-100 84 10 80 26 Sol 8-2 46 97 40 97 48 98
Sol 8-2 96 54 98 40

*% de germinacion. Sol. 2 mM tris- ac. acético pH 7.6 con 80-20 (80
KOAc y 20 mM KClI); 0-100 (100 mM KClI) 8-2 (8 mM KOAcy 2
mM KClI).

92 y para gjonjoli 94% de germinacion. En este ensayo el
tiempo para germinar de 96 h resulté demasiado, mientras que
48 h fueron suficientes. Trigo (Tabla 1) solucion 80-20y 2 ml
de volumen dio 92% mientras que ajonjoli 94% contra con
troles de 98 y 99%, respectivamente.

Como el volumen de imbibicion para las semillas
pequefias no habia sido determinado con precision se com-
pararon nuevamente 2 mL y 6 mL, en frasco Gerber como se
puede ver en latabla 2, con las soluciones mas favorables para
la germinacién, cuyos valores se mostraron en la tabla 1. El
control con 2 mL dio 98 y 99% de germinacion para ajonjoli y
trigo respectivamente. Cuando se adicionaron 6 mL de volu-
men resulté muy alto, ya que las semillas practicamente eran
cubiertas por completo evitando su respiracion y bajando
notablemente la germinacion (36%) para ambas semillas.
Mientras que 2 mL de la solucion 80-20 dio un 94% de germi-
nacion para ambas semillas, la solucion 0-100 (KCI) mostro
nuevamente que inhibe 84 y 80% siendo mas Notable con 6
mL dando 10 y 26% respectivamente para gjonjoli y trigo. La
solucion 8-2, 2 mL de volumen y 25 semillas, se comporta
como el control dando 96 y 98% de germinacién. Se concluye
que para las necesidades del bioensayo la relacién 80-20, 2
mL de volumen y 25 semillas son condiciones adecuadas para
gonjoli y trigo.

En laTabla 3 se observala variacion del tiempo de germi-
nacion y se encontrd, como ya se menciond, que 48 h eran
mejores para las semillas pequefias. Pero como no se conocia si
estas semillas germinasen en lapsos mas cortos, se escogieron
24y 48 h para €l bioensayo de gjonjoli y trigo y para el maiz se
programaron periodos de 48 y 72 h, manteniendo 25 semillas en
cada caso, 2 mL paragjonjoli y trigoy 10 mL paramaiz.

El porcentaje de germinacién en agua (control) para ajon
joli y trigo fue de 98 y 99% a las 48 h mismo que se redujo
aproximadamente a la mitad alas 24 h. La solucion 80-20 dio
94 y 96% de germinacion para gjonjoli y trigo. Maiz por el
contrario dio el méximo de germinacion a las 72 h: 99% el
control y solucién 80-20 97%.

En este experimento las semillas de maiz se destaparon y
taparon, por lo que se disefié un experimento que evitara esta
variacion y los resultados se pueden ver en la en la Tabla 4.
Esta Tabla también presenta el efecto de laluz en las semillas
de gjonjoli y trigo para las cuales se encontré que dieron

*% de germinacién. Sol. 2mM tris- ac. acético pH con: 100-0
(100mM KOAC); 80-20 (80mM KOAc y 20 mM KCI); 8-2 (8 mM
KOAcy 2 mM KCI). Incubacion de semillas en condiciones de luz
(ajonjoli y trigo) y obscuridad (maiz).

buena germinacion en 48 h con periodos de oscuridad 6 luz,
la diferencia es poca o nula. En cambio, €l maiz baja su por-
centaje de germinacion con luz continua, por lo que requiere
72 h de oscuridad continua y en esas condiciones alcanza 97%
de germinacion en presencia de sales (80-20).

Todos estos datos corresponden para el lote de semillas
gue teniamos en ese tiempo. Cada experimento de 25 semillas
es el promedio de 4 cajas Petri 0 4 frascos Gerber. Es decir, 25
semillas da un total de 100 semillas en cada ensayo.

Resumen deresultados

Los iones cloruros resultaron mas inhibitorios que los iones
acetatos. Sin embargo la mezcla de ellos en proporcion favo-
rable a |os acetatos puede ser usada para un bioensayo.
Aungue lamolaridad seatan alta como 100 mM.

Semillas de maiz. Soluciones 80-20y 8-2 dieron 92 'y 93% de
germinacion con un total 6ptimo de volumen de 10 mL en
caja Petri (25 semillas) y 72 h de oscuridad.

Semillas de trigo. Soluciones 80-20 y 8-2 dieron 92 y 97% de
germinacién, con un optimo de volumen de 2 mL, en frasco
Gerber (25 semillas) y periodos de luz y oscuridad durante 48 h.
Semillas de ajonjoli. soluciones 80-20 y 8-2 dieron 94 y 97%
de germinacion, con un 6ptimo de volumen de 2 mL, en fras-
co Gerber (25 semillas) ) y periodos de luz y oscuridad
durante 48 h. Todos los experimentos representan el promedio
de 100 semillas.

Tabla 4. Efecto de laluz sobre la germinacién.

Ajonjoli* Trigo* Maiz*
48h 48h 48h 48h 48h 48h
oscuridad luz oscuridad luz  oscuridad luz
Control 92 94 92 96 96 90
Sol 100-0 86- 88 78 76 89 70
Sol 80-20 94 94 95 96 97 73
Sol 8-2 96 97 97 97 97 84

*% de germinacion

Sol. 2 mM tris-ac. Acético pH 7-6 con: 100-0 (100 mM KOAc);
80-20 ( 80 mM KOAcy 20 mM KCl); 8-2 (8 mM KOAcy 2 mM
KCl).
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Discusion

El efecto de los iones, tiempo, volumen y luz sobre la germi-
nacion de semillas asi como su tamafio deben ser tomados en
cuenta si se esta preparando un bioensayo de germinacion
para probar otros pardmetros experimental es.

En este bioensayo se buscaron las condiciones de 80 mM
de acetato de potasio y 20 mM de cloruro de potasio con 2
mM tris pH 7.6 porgue estdbamos por probar un inhibidor de
la germinacion natural y soluble bajo esas condiciones.

Otros pardmetros experimental es que podrian ser medidos
por este bioensayo son inhibidores de la germinacion de com-
puestos sintéticos y/o naturales. Inhibidores conocidos como
el &cido abscisico [3] &cido lunularico [8] &cido jasmonico
[10] y batatasina | [5] entre otros. Mientras que citocininas [3]
giberelinas [3] que son conocidos activadores se miden en
bicensayos ya establecidos.

Al jasmonato de metilo no sélo se le conoce como
inhibidor presente en la dormancia sino que puede inducir la
expresion de genes de enzimas involucradas en la produccién
de etileno en cuyo caso actuaria indirectamente como acti-
vador [12].

El hecho de que los iones cloruros sean més inhibitorios
que los acetatos sobre la germinacion de semillas, recuerda el
que generalmente procesos in vitro de plantas como es la sin
tesis de proteinas también es més activa en presencia de iones
acetatos siendo los cloruros tremendamente inhibitorios [4].
Sin embargo, la sintesis de proteinas in vitro de sistemas de
animales no muestran tantainhibicién [5].

Es recomendable determinar el efecto i6nico sobre el
bioensayo que se trabgje ya que aungue sea la misma semilla
puede cambiar de lote a lote o bien cambiar por el almace-
namiento, siendo necesario optimizar el bioensayo cuando se
vaya a utilizar de acuerdo alos pardmetros mencionados.

Parte experimental
Bioensayo con diferentes semillas.

Prueba de ger minacién para semillas de maiz (Zea mays).
Las semillas de maiz se lavan con una solucién de cloralex al
5% v/v durante 10 min. Después se lavan con agua desioniza-
da estéril 4 veces (500 ml en cada ocasion). Se secan con
papel estéril. Se colocan 25 semillas sobre papel filtro estéril
dentro de una cgja de Petri de 9 cm de didmetro previamente
esterilizada. Se agregan 10 mL de la solucion a probar el efec-
to sobre la germinacion y se comparan contra un control de
agua pura desionizada. El criterio de germinacion utilizado
fue la protucion de radicula de la semilla de maiz.

Prueba de germinacion para semillas de trigo (Triticum
aestivum) y semillas de ajonjoli (Sesamun indicum). Las
semillas de trigo y ajonjoli se lavan con agua desionizada
estéril 2 veces (250 mL en cada ocasion). Se secan con papel
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estéril y se distribuyen sobre papel estéril alrededor de 10 min
cerca del mechero Bunsen con €l fin de secarlas.

Se colocan 25 semillas sobre un papel filtro seco estéril
colocado en el fondo de un frasco Gerber también estéril, se
cuida que las semillas queden separadas unas de otras. Se
agregan 2 mL de la solucion a probar el efecto sobre la germi-
nacion y se tapan con papel aluminio estéril. Después de 48 h
bajo condiciones de: luz 12 h seguidas de 12 h en oscuridad a
temperatura de 26 °C, se cuenta el nimero de semillas germi -
nadas contra un control de agua teniendo como criterio la pro-
tucion de laradicula

Las soluciones que se probaron y que proporcionan los
iones fueron las siguientes:

100-0 (100 mM KOAc)

0-100 (100 mM KCl)

50-50 (50 MM KOAcy 50 mM KCl)
70-30 (70 mM KOAcy 30 mM KCl)
0-20 (20 mM KCl)

80-20 (80 MM KOAcy 20 mM KCl
8-2 (8 mM KOAcy 2 mM KCl)

Todas las soluciones contenian ademas 2 mM Tris-aceta-
to pH 7.6 para mantener el mismo pH. Todos los experimen-
tos representan el promedio de 100 semillas en cada caso.
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