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TASA RESPIRATORIA Y VIGOR DE SEMILLAS EN GIRASOL

RESPIRATION RATE AND SEED VIGOR IN SUNFLOWER

Mecinda Gatica Vésquez', Juan C. Molina Moreno?, Aquiles Carballo Carballo?
y Victor A. Gonzilez Hernéndez:

RESUMEN

En este trabajo se cuantificé la tasa de respiracién
en semillas de 20 familias de girasol (Helianthus
annuus L.) con bajo y alto contenido de aceite, du-
rante el proceso germinativo, asf como el vigor de las
plantulas. Las diferencias encontradas entre las fami-
lias de alto y bajo contenido de aceite, en cuanto al
vigor de las semillas, evaluado mediante la prueba de
tetrazolio, fueron minimas pero consistentes, estable-
ciéndose que la familia F-394 de alto contenido de
aceite super6 a la familia F-13 de bajo contenido de
aceite. Se encontré que las dos familias produjeron
tanto plantulas vigorosas como no vigorosas, Y que
estas tltimas respiraron a una tasa marcadamente in-
ferior a la de las plantulas vigorosas, siendo mss
notoria la diferencia a las 96 horas de iniciada la
imbibicién. Entonces, la tasa respiratoria, particu-
larmente en esa etapa de la germinacién, podria ser
utilizada como criterio de seltccién para vigor de
semilla y pl4ntula en girasol.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES

Helianthus annuus L., contenido de aceite, vigor
de la semilla, respiraci6n.

SUMMARY

In this study the respiration rate of germinating
seeds of 20 sunflower (Helianthus annuus L)
families was related to their seed vigor and oil
content. With respect to seed vigor as measured by
the tetrazolium test, the differences among the
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families with high and low oil content were small but
consistent, establishing that family F-394 was more
vigorous than family F-13. It was found that the two
genotypes produced both vigorous and non vigorous
seedlings. The non vigorous seedlings showed a
lower respiration rate than the vigorous seedlings,
particulary after 96 hours of imbibition. Thus, the
respiration rate at this stage of germination could be
used as selection index for seed and seedling vigor in
sunflower.

ADDITIONAL INDEX WORD

Helianthus annuss L., oil content, seed vigor,
respiration.

INTRODUCCION

La germinaci6n es el proceso que reactiva
el metabolismo de la semilla para que ocurra
la emergencia de la plintula mediante el
desarrollo de las estructuras esenciales que
provienen del embrién, permitiendo asf la
formaci6n de una planta normal bajo condi-
ciones favorables. La energfa requerida en la
germinacién se genera en el proceso respira-
torio a través de la oxidacién enzimética de
moléculas como sacarosa, almidén, lipidos
y proteinas contenidas en la semilla; la ener-
gia quimica asi liberada es utilizada para la
sintesis de otras moléculas necesarias para el
crecimiento (Salisbury y Ross, 1978;
Bidwell, 1979).

En semillas oleaginosas se considera que
los altos contenidos de lipidos ocasionan ma-
yor susceptibilidad al deterioro causado por
un manejo inadecuado de la humedad relati-
va y la temperatura durante el almacena-
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miento. Ello se atribuye a que los lipidos
estin sujetos a continuas oxidaciones que
dan como resultado la formaci6n de hidrope-
réxidos, dcidos grasos oxigenados y diversos
radicales libres, los cuales promueven la
desnaturalizacién del ADN, inhiben la sinte-
sis de proteinas, oxidan ciertos aminoé4cidos,
afectan la permeabilidad de las membranas
celulares, incluyendo la mitocondrial y aba-
ten la respiracién y producci6n de energia
durante la germinacién. Todo ello en con-
junto conlleva a reducciones del vigor y
germinabilidad de la semilla (Amable y
Obendorf, 1986; Ferguson et al., 1990a;

Ferguson et al., 1990b). La magnitud de’

tales efectos estin relacionados con las
caracteristicas genéticas de la planta
(Krishnasamy y Seshu, 1990; Séinchez de
Jiménez et al., 1991).

Se ha encontrado que durante las primeras

horas de imbibicién, la actividad respiratoria

una correlacién positiva con la ruptu-

ra de l1a cubierta seminal y el crecimiento de

la plintula, es decir con el vigor de la

semilla (Al-Ani et al., 1985; Rimbawanto
et al., 1989; Ferguson et al., 1990a).

Segin Sivori et al. (1980) y Garwood y
Lighton (1990), el ritmo de absorcién de

oxigeno, como medida de la tasa respira-’

toria, muestra tres fases durante la \germi-
nacién. La primera se caracteriza por una
tasa creciente asociada con la activacion de
enzimas hidroliticas y “la utilizacién_de

aminodcidos y ARN longevo enld sintesis

de protefnas. La segunda se distingue por un
ritmo constante de respiracién, el cual coin-
cide con la formacién de nuevos ribosomas,
4cidos nucléicos, enzimas, mitocondrias,
plastidios, glioxisomas, nicleos y membra-
nas. En el transcurso de la tercera fase, que
corresponde al alargamiento y divisién celu-
lar, la tasa respiratoria crece sostenidamente
en forma paralela al desarrollo de la plan-
tula.
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En semillas deterioradas y de bajo vigor,
Priestley (1986) encontré que los daiios
pueden detectarse en estados tempranos de
la imbibicién, aunque son mds evidentes
conforme ésta progresa. Al respecto,
Cseresnyes (1979) observé que la tasa de
absorcién de agua fue superior en un lote de
semillas de girasol cuyo porcentaje de ger-
minacion era de 94% comparado con uno de
44%, siendo evidente dicha superioridad
desde el inicio de este proceso. Sin embar-
go, a partir de las 24 horas y a medida que
ésta avanzé, la diferencia entre lotes fue
mayor, de tal forma que a las 96 horas la
tasa de imbibicién de las semillas con alta
germinacién era el doble de la observada en
las semillas con bajo poder germinativo.

En semillas de soya, Ferguson er al.
(1990a) encontraron que al reducirse la tasa
de respiracién mitocondrial debido al dete-
rioro de la semilla, la velocidad de emer-
gencia de la radicula y el crecimiento de la
plintula también ‘se abatieron.

De manera similar, Al-Ani ef al. (1985)
determinaron que la tasa de germinacién de
12 diferentes cultivos se redujo gradual-
mente conforme la actividad respiratoria
disminuy6, indicando que la tasa de ger-
minacién depende de la actividad metabélica
desde el inicio de la imbibicién hasta que
ocurre la protusi6n de la raiz.

Al evaluar cuatro lotes de semilla de pasto
(Bromus biebersteinii), Hall y Weisner

- (1990) observaron qlile el grado de envejeci-

miento de la semilla se correlaciona signifi-
cativamente con el crecimiento de la plan-
tula, la tasa de respiracién, la produccién de
ATP y la produccién de forraje en campo
durante el primer afio. Estos resultados
también son apoyados por las investigacio-
nes de Ketring (1991) en cacahuate (Arachis
hipogaea L.), quien encontré correlaciones
consistentes entre la emergencia de la
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radicula e hipocotilo con la produccién de
CO, durante la respiracién.

Por lo anteriormente sefialado, en este
trabajo se consideré conveniente comparar
familias de girasol durante la germinacién
de sus semillas, relacionando las tasas de
respiracién, la viabilidad de las semillas, el
contenido de aceite y el vigor de las plan-
tulas.

MATERIALES Y METODOS

El material genético estuvo constituido
por 20 familias de girasol, divididas en dos
grupos de 10: Uno de alto contenido de
aceite (45.1 a 47.4%) y otro con bajo con-
tenido (38.6 a 40%). La semilla fue propci-
cionada por el Programa de Oleaginosas de
la Universidad Auténoma Chapingo.

La evaluacién inicial de la calidad fisio-
légica de las semillas se hizo mediante la
prueba de tetrazolio en la que se midi6 la
intensidad y homogeneidad de la tincién de
40 semillas por familia (Moreno, 1984), de
manera que se pudieron clasificar en semi-
llas de vigor alto (VA), vigor medio (VM)
y vigor bajo (VB).

Posteriormente se seleccioné una familia
de cada grupo de contenido de aceite para
medir su biomasa y su actividad respiratoria
durante la germinacién; éstas fueron la F-13
y F-394, cuyos contenidos de aceite eran 40
y 46%, respectivamente. Para esta prueba
las semillas se pusieron a germinar utilizan-
do la técnica estdndar de laboratorio (entre
papel), incubdndolas a 25°C, segiin Moreno
(1984).

La tasa respiratoria se midi6 en 11 tiem-
pos de la germinacién: 0, 2, 4, 8, 12, 24,
36, 48, 72, 96 y 168 horas, en los cuales las
condiciones ambientales fluctuaron como se
indica: la temperatura ambiental de 17 a
22°C, 1a humedad relativa de 61 a 79 %, y
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la concentracién de CO, de 370 a 394 ppm
(v/v). Dicha actividad se midi6 con el méto-
do reportado por Cruz et al. (1994), em-
pleando un aparato portitil de fotosintesis
LI-6200 (LI-COR, Inc.) con el que también
se registr6 la concentraci6n de CO, la
humedad relativa y la temperatura del aire
en cada lectura. El tamaiio de muestra fue
de 20 semillas en el 90% de las observacio-
nes y de 25 a 17 en el 10% restante. En to-
dos los casos se midieron tres repeticiones
por tratamiento. A partir de las 24 horas de
germinacion las semillas se pudieron agrupar
en vigorosas y no vigorosas, de acuerdo con
el tamaiio de la radicula expuesta y el daiio
que presentaron las estructuras de las pléntu-
las, midiendo por separado la actividad res-
piratoria de cada tipo. Dicha actividad se
calcul6 de tres formas: por semilla indivi-
dual, por gramo de materia fresca y por gra-
mo de materia seca, expresindose en todos
los casos en micromoles de CO, por segun-
do.

En esta prueba también se registré el nd-
mero de semillas vigorosas (SEMV), niime-
ro de semillas no vigorosas (SEMNV), peso
fresco total (PFT), peso fresco de vigorosas
(PFV), peso fresco de no vigorosas (PFNV),
peso seco total (PST), peso seco de vigoro-
sas (PSV), y peso seco de no vigorosas
(PSNYV). Estos datos se sometieron a anilisis
estadistico de acuerdo con un disefio com-
pletamente al azar con tres repeticiones, yla
comparacién de medias se hizo mediante la
prueba de Tukey al 0.05 de probabilidad de
error.

RESULTADOS Y DISCUSION
Prueba de tetrazolio

Se encontr6 que entre familias hubo dife-
rencias significativas (P <0.05) en cuanto al
nimero de semillas de alto vigor, pero no
en el nmimero de semillas de vigor medio y
bajo. En este caso la familia 394 super6 a la
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familia 13; sin embargo, las diferencias
fueron minimas, aun en las semillas de alto
vigor.

Al comparar los valores promedio de los
dos grupos de familias (alto y bajo contenido
de aceite) no se encontraron diferencias en
el vigor de las semillas, lo que sugiere que
las variaciones en tincién con tetrazolio no
estuvieron relacionadas con €l contenido de
aceite.

En otros casos, como en soya (Amable y
Obendorf, 1986), 1a prueba de tetrazolio ha
permitido distinguir diferencias en vigor de
semilla asociadas con reducciones en el me-
tabolismo germinativo. Se infiere entonces
que entre las familias de girasol estudiadas
hubo escasas diferencias en el vigor prome-
dio de la semilla.

Evaluacién de la respiraciéon

A partir de las 24 horas de germinacion,
las semillas se agruparon en vigorosas y no
vigorosas de acuerdo con la metodologia
descrita. La familia F-394 de alto contenido
de aceite superé en peso y proporcion de
semillas vigorosas (74%) a la familia F-13
de bajo contenido de aceite (68%). Este
resultado concuerda con el obtenido en la
prueba de tetrazolio.

Peso fresco y seco de semillas vigorosas y
no vigorosas

Tanto las semillas vigorosas como las no
‘vigorosas aumentaron su peso fresco a medi-
da que transcurri6 la germinacién. Dicha ga-
nancia en peso fue mucho menor en las no
vigorosas, de manera que la diferencia en-
tre ambos tipos de semilla fue creciente des-
de las 48 horas de iniciada la germinacién,
a tal grado que a las 96 horas las vigorosas
ya duplicaban el peso de las no vigorosas
(Figura 1). En cambio, el peso seco de los
dos tipos de semilla se mantuvo constante
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durante la germinacién, indicando que en
este caso el consumo de reservas por el
proceso respiratorio fueron imperceptibles
en términos de biomasa (Gatica, 1994).

Al comparar entre genotipos se encontro
que las semillas vigorosas de la familia
F-394 tendieron ligeramente a superar €n
peso fresco a las vigorosas de la F-13 a
partir de las 96 h, siendo tal diferencia de
4% (Figura 1). Nuevamente, es de hacerse
notar que estos resultados son congruentes
con la prueba de viabilidad mediante tetra-
zolio.

Tasas de respiracién en semillas
Comparacién de genotipos

Fl factor familias mostr6 efectos signifi-
cativos en la tasa respiratoria de las semillas
vigorosas, pero no en la de semillas no vi-
gorosas. La familia F-394 de alto contenido
de aceite super6 en tasa respiratoria por se-
milla a la F-13 de bajo contenido de aceite,
particularmente a las 96 horas de iniciada la

germinacién (Figura 2A).

Ambos genotipos presentaron tres fases en
la actividad respiratoria. La primera se ca-
racteriz6 por un aumento consistente de di-
cha actividad hasta las 36 horas; en la se-
gunda fase, de las 36 a las 72 horas, la acti-
vidad respiratoria tendi6 a mantenerse cons-
tante; en la tercera la respiracion se acelerd,
aiin més que en la primera, alcanzando su
méximo a las 96 horas, para después decli-
nar. Tales fases coinciden con las sefialadas
por Sivori et al. (1980) y Garwood y
Lighton (1990) para la respiracién de las
semillas durante la germinacién. Segin
Garwood y Lighton (1990), la declinacién
respiratoria después de la emergencia de la
radicula es comin en algunas especies, ya
que a partir ‘9 tal evento la respiracion
puede ser variable:
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Figura 1. Peso fresco de semillas de dos familias de girasol con diferente contenido de aceite,

clasificadas en vigorosas y no vigorosas.

Comparacién de semillas vigorosas y no
vigorosas

Se compararon las semillas vigorosas y no
vigorosas de ambas familias. En las vigoro-
sas, la tasa de respiracién result afectada
significativamente por la interacci6n entre el
genotipo, el tiempo y la etapa de germina-
cién, mientras que en las no vigorosas no
hubo ese efecto de interacci6n.

La Figura 2B muestra que las primeras
superaron en grado amplio y creciente la
actividad respiratoria de las no vigorosas,
de modo que a las 96 horas las vigorosas
habian alcanzado tasas de 11 a 14.3 umol
CO, sem™ 5!, mientras que las no vigorosas
apenas lograron un pico miximo de 2.3
pmol de CO, sem™! s!. Es decir, a las 96
horas las vigorosas ya superaban la tasa de
las no-vigorosas en mis de 6 veces. De
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acuerdo con Cseresnyes (1979) y Priestley
(1986), 1a alteraci6én de procesos fisiolégicos
observada en semillas deterioradas por enve-
jecimiento, se deben a los dafios estructura-
les y anatémicos causados por dicho enveje-
cimiento, de manera que las alteraciones fi-
siolégicas se hicieron mis evidentes confor-
me la germinacion progresé.

En promedio, durante el periodo de ger-
minacién las semillas de la familia F-394
respiraron 0.53 umol CO, sem™ s, més
rapido (19%) que las de la familia F-13,
diferencia que se manifesté sélo en las
semillas vigorosas; en las no vigorosas no
hubo diferencias entre genotipos. La supe-
rioridad respiratoria de la familia F-394 estd
asociada con su mayor capacidad de incre-
mentar el peso fresco (Figura 1) y con el
mayor contenido de aceite.
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Figura 2. Tasa de respiracién por semilla de dos familias de girasol. A = Respiracién de las
0 a las 168 horas, B = Respiracién de semillas vigorosas y no vigorosas, a partir
de las 24 horas.
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Estos resultados también muestran plena
concordancia con lo reportado por
Cseresnyes (1979), quien observé que en
semillas de girasol la absorciéon de agua
durante las primeras 96 horas de germina-
cion, fue mis ripida en semillas con alto
contenido de aceite que en las de bajo
contenido. Segun este autor, ello se debe a
que en estas Gltimas hubo menor movilidad
de nutrientes asi como una reducida velo-
cidad de germinacién y desarrollo de la
plantula.

Asimismo, las bajas tasas de respiracién
detectadas en semillas no vigorosas con-
cuerdan con los resultados de Al-Ani et al.
(1985), Amable y Obendorf (1986), Hall y
Weisner (1990) y Ketring (1991), quienes
encontraron que el deterioro de semillas est4
relacionado con bajas tasas de absorcién de
oxigeno durante la germinacién y con una
disminuci6n de la velocidad de emergencia.

La relacién entre deterioro de semillas y
bajas tasas respiratorias durante la germina-
cién, segiin Ferguson et al. (1990a), se debe
a que en semillas envejecidas ocurren cam-
bios estructurales en la mitocondria, resul-
tando en una disminucién de la tasa respi-
ratoria. De acuerdo con Hall y Weisner
(1990), ello conlleva de manera inmediata a
una menor produccién de ATP.

Tasa de respiracién por gramo de semilla

Las diferencias genotipicas observadas en
la actividad respiratoria por unidad de peso
(Figura 3), resultaron muy similares a las
detectadas en la tasa respiratoria por semilla
individual (Figura 2B). Sin embargo, en el
caso de la expresada en peso fresco, las di-
ferencias estre fases (tiempos) de la germi-
nacién se minimizaron, mientras que para la
expresada en peso seco se acentuaron tales
diferencias. Por ello, para futuros estudios
seria recomendable emplear la tasa respira-
toria por semilla individual o por unidad de
peso seco.
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En promedio de los tiempos de germina-
cién evaluados, la tasa respiratoria por
unidad de peso seco de semilla vigorosa fue
5 a 6 veces mayor que la de las no vigoro-
sas (Cuadro 1). No obstante, en estos pro-
medios no se apreciaron los contrastes geno-
tipicos, sino sélo cuando se midieron de ma-
nera conjunta los dos niveles de vigor; es
decir, unicamente en la tasa “total", aunque
la diferencia en ésta fue similar a la obser-
vada en semillas vigorosas.

Cuadro 1. Tasas de respiracién por gramo de peso
seco total (GST), por gramo de peso seco
de semillas vigorosas (GSV) y por gramo
de no vigorosas (GSNV), en promedio de
once tiempos de germinacién. Montecillo,

Méx. 1990.
Familia GST GSvV GSNV
(pmolCO, g s
F-13 46.2 a 1023 a 19.78 a
F-394 51.1b 107.4 a 17.82 a
DSH 4.6 11.58 12.19

Medias en columnas seguidas con la misma letra son
estadisticamente iguales (Tukey, p< 0.05).

Es de destacarse el considerable para-
lelismo entre las cinéticas de peso fresco
(Figura 1) y la de respiracion de las semillas
(Figura 2B) , por lo menos desde las 36
hasta las 96 horas, tanto en las semillas
vigorosas como en las no vigorosas de los
dos genotipos de girasol. Ello parece sugerir
que a mayor absorcién de agua se acelera el
metabolismo de la semilla germinante. No
obstante, esta asociacién no ocurre en las
primeras 36 horas ni después de 96 horas de
germinacién, por lo que se deduce que si
bien la hidratacién es necesaria para la
respiracion de las semillas, por si sola no e$
un factor suficiente.
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Figura 3. Tasa de respiracién por gramo de semilla, de dos familias de girasol, clasificadas en
vigorosas y no vigorosas. A = con base en peso fresco, B = con base en peso seco.
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Al respecto, diversos autores (Al-Ani
et al., 1985; Ferguson et al., 1990a; Hall y
Welsner 1990; Ketring, 1991) indican que
el deterioro de las semillas implica reduccio-
nes en las tasas de respiracién durante la
germinacién y en la produccién de ATP, lo
que se refleja en disminucién del vigor de la
semilla, en una magnitud que depende del

genotipo.
CONCLUSIONES

La prueba de vigor por medio de la tin-
cién con tetrazolio permitié detectar diferen-
cias en vigor de semilla entre las familias de
girasol F-13 y F-394, en donde esta 1ltima,
de alto contenido de aceite, fue ligera pero
consistentemente  superior a la de bajo
contenido.

La superioridad en vigor de la familia
F-394 de alto contenido de aceite, mostrada
con la prueba de tincién con tetrazolio, se
asoci6 con una mayor velocidad de absor-
cién de agua y una mayor tasa respiratoria,
respecto a la familia F-13 de bajo contenido
de aceite.

Durante los primeros siete dias a partir de
la imbibici6n de las semillas, ambas familias
(F-13 y F-394) presentaron tres fases en la
actividad respiratoria. La primera se caracte-
riz6 por un aumento consistente hasta las 36
horas; en la segunda, de 36 a las 72 horas,
la actividad respiratoria tendi6 a mantenerse
constante; y en la tercera se aceler6 ain mis
que en la primera, hasta las 96 horas, para
después declinar.

Las semillas vigorosas de ambas familias,
F-13 y F-394, superaron ampliamente a las
no vigorosas, en cuanto a la velocidad de
absorcién de agua y la tasa respiratoria,
superioridad que fue mds notoria a las 96
horas de iniciada la germinaci6n. Entonces,
ambas tasas se pueden considerar como cri-
terios de seleccién para vigor durante la
germinacién.

GATICA et al.

Es conveniente expresar la tasa de respi-
racién de semillas o plntulas He girasol por
unidad de peso seco, debido a que permitiria
detectar con mayor precisién las diferencias
entre genotipos, entre niveles de vigor de las
semillas y entre etapas de la germinacién,
asi como eliminar los sesgos por tamaiio de
la semilla, en comparaci6n con la tasa respi-
ratoria por semilla o por unidad de peso
fresco.
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