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EFECTO DE LA LUZ Y DEL ACIDO GIBERELICO SOBRE LA GERMINACION
in vitro DE JAUL (Alnus acuminata)!
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RESUMEN

Se estudié el efecto de la luz y el 4cido gi-
berélico (AG,) sobre la germinacién de semillas
de jail (Alnus acuminata) en condiciones in vi-
tro. Las semillas de jaiil exhibieron un alto reque-
rimiento de luz para su germinacién in vitro. El
4cido giberélico promovi6 una mayor y més rapi-
da germinacién de las semillas de jail, conforme
aumentd la concentracién en condiciones de luz;
pero tuvo poco efecto a la oscuridad. Se discute
el control de la germinacién de las semillas de
jail por un sistema de fitocromo y su relacién
con las giberelinas. Los resultados obtenidos in
vitro coinciden con los publicados por otros auto-
res, trabajando en condiciones ex vitro.

INTRODUCCION

El jail (Alnus acurninata) es un arbol na-
tivo de América Central y América del Sur, se ex-
tiende desde México hasta Argentina. En Costa
Rica crece en forma natural en la Cordillera de
Talamanca, Divisién de Pérez Zeled6n, Volcén
Turrialba, Volcan Irazi y Bajos del Toro. Se de-
sarrolla en lugares hiimedos y nublados como el
bosque montano bajo y montano hiimedo. El ma-
yor crecimiento del arbol ocurre en suelos pro-
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ABSTRACT

Effect of light and gibberellic acid on
in vitro germination of Alnus acuminata. The
effect of light and gibberellic acid on seed germi-
nation of alder (Alnus acuminata) was studied
under in vitro conditions. Alder seeds exhibited a
high light requirement to germinate. Germination
of seeds not exposed to light was only 15%.
Gibberellic acid improved seed germination un-
der light conditions, but not in darkness. These
in vitro results are similar to those reported by
authors working on ex vitro conditions. The
possible regulation of alder seed germination by
the phytochrome and its relation with gibberellic
acid is discussed.

fundos y bien drenados de tipo limo-arenoso; no.
obstante, esta especie tiene la ventaja de que se
adapta a condiciones de suelo dificiles como son
los suelos pobres y pedregosos (Muifioz 1998).
También forma una simbiosis con bacterias fija-
doras de nitrégeno del género Frankia, que lo
convierte en un importante fijador de nitrégeno
atmosférico. Se estima entre 2 kg y hasta 300 kg
la cantidad de nitrégeno fijado por hectédrea por
afio. Debido a estas caracteristicas el jaiil es con-
siderado un componente importante para sistemas

** ° Centro de Investigaciones Agronémicas, Universidad
de Costa Rica. San José, Costa Rica.

Hoaok Escuela de Ingenieria Agricola, Instituto Tecnol6gico
de Costa Rica. Cartago, Costa Rica.



76 AGRONOMIA COSTARRICENSE

silviculturales y agroforestales (Russo 1994). Las
plantaciones de Alnus se establecen con é4rboles
que provienen de semilla, la cual sobrepasado el
mes de almacenamiento presenta solamente un
50% de germinacién (Mufioz 1998). Es necesario
estudiar los diferentes aspectos que influyen so-
bre la germinacién de la semilla y su almacena-
miento, para desarrollar procedimientos que per-
mitan un mejor aprovechamiento de la misma.

La germinaci6n de la semilla es un proce-
so complejo y sensibie, tanto a las condiciones
ambientales (nutrimentos, temperatura, agua y
luz) como a las sustancias endégenas del creci-
miento (comiinmente conocidas como fitohor-
monas) (Arteca 1996). Dentro de los factores
ambientales, se ha observado que las semillas de
muchas especies requieren luz para germinar y
para algunas, la luz, es un requerimiento obliga-
torio (Jull y Blazich 2000). En semillas sensibles
a la luz, la germinacién es regulada por el fitocro-
mo (Kamiya y Garcfa-Martinez 1999). En cuan-
to a los reguladores de crecimiento, las gibereli-
nas han sido implicadas directamente en el con-
trol y la promocién de la germinacién de las se-
millas, mientras que el dcido abscisico la inhibe
(Arteca 1996, Watkinson y Pill 1998). El etileno
y las citocininas también promueven la germina-
cién de las semillas de algunas especies (Miller
1956, Prasad et al. 1996). Recientemente, se ha
presentado evidencia molecular que involucra al
fitocromo en el control del metabolismo y la sin-
tesis de giberelinas, estableciendo una relacién
directa entre ambos factores.

En jail, Herndndez (1990) determiné que
las semillas requieren luz para germinar y que es-
ta respuesta esté bajo el control del fitocromo. La
aplicacién de 4cido giberélico a una concentra-
cién de S mg/L en la oscuridad sustituyé el re-
querimiento luminoso. El estudio se llevé a cabo
en cdmaras de germinacion,

Como se menciond anteriormente, la ger-
minacién de la semilla, al igual que otros fené-
menos del desarrollo de la planta, es un proceso
complejo e influido por una gran cantidad de va-
riables. El cultivo in vitro es una herramienta que
permite reducir el efecto de estas variables, al
proveer un ambiente controlado y libre de conta-
minantes. Comercialmente, el cultivo in vitro se

utiliza para la germinacién de semillas de orqui-
deas y para el rescate de embriones en programas
de mejoramiento genético (Prakash y Pierik
1993). :

El objetivo del presente trabajo fue evaluar
el efecto de la luz y del 4cido giberélico sobre la
germinacién in vitro de semillas de jail (Alnus
acuminata).

MATERIALES Y METODOS
Procedencia y desinfeccion de la semilla

Las semillas de jail (Alnus acuminata)
se recolectaron en el Parque Nacional Ricardo
Jiménez Oreamuno, ubicado en Prusia, Cartago,
Costa Rica. La recolecta la realiz6 el Dr. Olman
Murillo, Escuela de Ingenieria Forestal, Instituto
Tecnolégico de Costa Rica. La desinfeccién de
las mismas consistié en un lavado inicial con
agua; luego se sumergieron en alcohol al 70%
durante 1 min y finalmente se colocaron en una
solucién de hipoclorito de sodio al 2.5% durante
15 min, en agitacién constante. En una cdmara de
flujo laminar se lavaron 3 veces con agua estéril,
durante 1 min cada vez, antes de colocarse en el
medio de cultivo.

Medio de cultivo

El medio de cultivo consistié de las sales
minerales y las vitaminas de Murashige y Skoog
(MS) (1962) suplementado con 30 g/L de sacaro-
say 8.0 g/L de agar. El medio se dispensé en tu-
bos de ensayo de 18x150 mm (10 ml/tubo). El
pH se ajusté a 5.7 antes del autoclavado. Se sem-
bré una semilla por tubo de ensayo y 20 semillas
por tratamiento.

Tratamientos

Los tratamientos evaluados fueron 4
concentraciones de AG3: 0;0.5; 1.0y 2.0 mg/L
y 2 condiciones de luz: fotoperiodo de 12 h
provisto por luces fluorescentes y oscuridad.
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En todos los casos la temperatura se mantuvo
en 25+2°C.

Variables evaluadas

Se determiné el porcentaje de germina-
cién y la altura de las plantulas semanalmente,
durante 7 semanas.

RESULTADOS

El procedimiento de desinfeccion utiliza-
do permitié obtener un 100% de las semillas li-
bre de contaminantes.

Efecto de la luz y la oscuridad sobre la
germinacién de las semillas

Las semillas colocadas en la oscuridad mos-
traron un porcentaje de germinacién muy bajo
(15%), mientras que las semillas expuestas a la luz
alcanzaron una germinacién del 61%, promedio de
todas las concentraciones de AG, (Cuadro 1, Figu-
ra 1), luego de 5 semanas de iniciado el experimen-
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Cuadro 1. Efecto de diferentes concentraciones de AG; so-
bre el porcentaje de germinacién in vitro de semi-
llas de jadl, a la luz y a la oscuridad.

Germinaci6n (%)
Tratamiento
(mg/L) ___Imsds __Sesds

Luz Osc Luz Osc
0.0 AG, 25 0 50 15
0.5 AG,4 35 5 55 15
1.0 AG, 50 0 60 10
2.0AG, 55 5 80 20
Promedio 41 2.5 61 15

sds: semanas después de la siembra.

to. El porcentaje de germinacién aumenté con el
tiempo en ambas condiciones de cultivo, mostran-
do una estabilidad luego de la cuarta semana para
las semillas colocadas a la luz y de la sexta sema-
na para aquellas en oscuridad (Figura 1).

Efecto de diferentes concentraciones de acido
giberélico (AG,)

El 4cido giberélico promovi6 una mayor y
més répida germinacién de las semillas de jal,
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Fig. 1. Efecto de la luz sobre la germinacién in vitro de semillas de jadl (Alnus acuminata).
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conforme aument la concentracién en condicio-
nes de luz; pero tuvo poco efecto a la oscuridad
(Cuadro 1). Luego de 5 semanas de cultivo, el
porcentaje de germinacién alcanzado en la mayor
concentracién de AG, (2 mg/L) fue de 80% para
las semillas expuestas a la luz y de 20% a la os-
curidad. En el rango de concentracién evaluado
no se observé un efecto inhibitorio del 4cido gi-
berélico sobre la germinacién (Figura 1).

La altura de las plantulas fue similar en todos
los tratamientos, aunque aquellas provenientes de
semillas germinadas en un medio suplementado con
AG, presentaron valores promedio mayores, que
aquellas de semillas germinadas en un medio des-
provisto del regulador de crecimiento (Cuadro 2).

DISCUSION

Efecto de la luz sobre la germinacion
de las semillas

Las semillas de jail mostraron un reque-
rimiento de luz para su germinacién in vitro.
Resultados similares fueron descritos por Her-
nandez (1990) en condiciones ex vitro, quien de-
terminé que la germinacién de las semillas de
jail est4 bajo el control de un sistema de fitocro-
mo. La luz es un requisito absoluto para la germi-
nacién de muchas especies (Jull y Blazich 2000).
La iluminacién parece promover el aumento de
la concentracion de sustancias promotoras de la
germinacién o disminuir la concentracién de in-

hibidores, o una combinacién de estos dos efec-
tos (Arteca 1996).

Efecto de diferentes concentraciones
de acido giberélico (AG,)

La adicién de giberelinas al medio de cul-
tivo promovi6 una mayor y més rapida germina-
cién de las semillas de jadl in vitro, especialmen-
te bajo exposicién a la luz. Se observé una rela-
cién directa entre concentracién y porcentaje de
germinacién (Cuadro 1). Con las concentracio-
nes evaluadas no se alcanzé una concentracién
mdéxima después de la cual se observara un efec-
to inhibitorio (Cuadro 1). Las giberelinas han si-
do directamente implicadas en el control y la pro-
mocién de la germinaci6n en diferentes especies
(Arteca 1996).

En las concentraciones evaluadas (hasta 2
mg/L), el 4dcido giberélico (AG,) no eliminé el
requerimiento luminoso de las semillas de jaiil,
ya que a la oscuridad, ninguna de las concentra-
ciones de 4dcido giberélico permitié alcanzar los
porcentajes de germinacién observados en semi-
llas colocadas a la luz. Por su parte, Hernandez
(1990) encontrd, ex vitro, que el 4cido giberélico
a 5 mg/L estimulé en un 100% la germinaci6n de
semillas de jail mantenidas en oscuridad conti-
nua a 29.5°C. Ademds, que concentraciones de
100-500 mg/L también promovieron la germina-
cién; pero cuando se compararon con 5 mg/L,
presentaron una inhibicién de 10% y de 35%,
respectivamente.

Cuadro 2. Efecto de la adicién de 4cido giberélico al medio de cultivo sobre la altura de plantulas de jail, provenientes de semi-
llas germinadas in vitro a la luz (promedio + desviacién estindar).

Semanas de cultivo in vitro

Tratamiento (mg/L) -
II I

v v VI VII
0.0 AG, 08=x0.16 1.0 £ 0.69 1.3+0.71 1.5+ 1.02 19x1.17 2.1+123
0.5 AG, 0.7 £ 0.40 1.4 £0.62 2.0+0.86 1.7+ 1.19 20128 19+ 1.31
1.0 AG, 09 +0.31 1.8 £0.60 2.1x0.75 22x1.17 23x1.35 23+0.92
2.0AG, 0.9 + 045 1.8 £0.77 23095 26+1.01 2.7+ 107 2.8+053
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Hernédndez (1990) propuso que el control
de la germinacidn de las semillas de jail, por par-
te de un sistema de fitocromo, ocurre mediante la
sintesis de sustancias de crecimiento tipo gibere-
linas, ya que el requerimiento luminoso puede
ser sustituido por una fuente exdgena de 4cido gi-
berélico. En lechuga, Kamiya y Garcia- Martinez
(1999) establecieron que la luz promueve la sin-
tesis de AG, a través de la inducci6n de la enzi-
ma AG,b-hidroxilasa mediada por la accién del
fitocromo. La luz roja induce la expresién de la
enzima mientras que la luz roja lejana inhibe el
proceso. En otras especies, sin embargo, el AG3
no contrarresta el efecto inhibitorio de la oscuri-
dad sobre la germinacién de las semillas, aun-
que sf acelera la germinacién a la luz, como ocu-
rri6 en el presente trabajo (Figura 1 y Cuadro 1)
(Arteca 1996). Es necesario evaluar concentracio-
nes mayores de AG, in vitro para determinar si al
aumentar la concentracién se promueve la germi-
nacién de las semillas de jaiil a la oscuridad.

El tipo de giberelina también puedo influir
en la diferencia en la respuesta sobre la sustitu-
cién del requerimiento luminoso, observado por
Hernédndez (1990) y no en el presente trabajo. En
el estudio in vitro se emple6 AG,. Herndndez
(1990) no especificé el 4cido giberélico utiliza-
do. En semillas de lechuga, Kamiya y Garcia-
Martinez (1999) establecieron que AG, es la for-
ma biolégicamente activa que promueve la ger-
minacién. Los contenidos endégenos de AG, se
incrementan después del tratamiento con luz ro-
ja. ELAG;, por su parte, promueve la germinaci6n
en semillas de lichi (Prasad et al. 1996) y de al-
gunas gramineas (Watkinson y Pill 1998).

Las citocininas, otro grupo de bioregulado-
res, han sido involucradas en la respuesta del fito-
cromo y son capaces de contrarrestar el efecto in-
hibitorio de la luz roja lejana en la germinacién de
las semillas de lechuga (Miller 1956), por lo que
deberian evaluarse en futuras investigaciones.

El 4cido giberélico favoreci6 ligeramente
la elongaci6n de las pldntulas provenientes de se-
milla (Cuadro 2). Est4 bien documentado que el
AG; promueve la elongacién de los entrenudos y
la divisin celular; pero su efecto depende del ge-
notipo (Arteca 1996).

En ausencia de giberelinas y a la luz, se
obtuvo un 50% de germinacién a la quinta sema-
na de evaluacién. Este porcentaje de germinacién
es relativamente alto y posiblemente ligado al
uso del hipoclorito de sodio (NaOCl) durante la
desinfeccién superficial de las semillas. El hipo-
clorito de sodio ejerce un efecto escarificador y
promueve la germinacién en varias especies.
También se ha observado un efecto aditivo con el
écido giberélico o con tratamientos de frio (Wat-
kinson y Pill 1998).

Los resultados descritos en €l presente tra-
bajo coinciden con los de Hernandez (1990), rea-
lizados ex vitro, en lo referente al efecto de la luz
y del 4cido giberélico sobre la germinacion de las
semillas de jaiil expuestas a la luz. A la oscuridad,
la aplicacién de 4cido giberélico no sustituyé el
requerimiento luminoso. De manera que el siste-
ma in vitro podria emplearse en el estudio de
otros aspectos de la fisiologfa de las semillas de
jadl y de otras especies forestales. Desde el punto
de vista prictico, la germinacién de las semillas
de jail puede aumentarse y acelerarse mediante el
tratamiento de las mismas con AG, (2 mg/L) y su
exposicion a la luz (fotoperiodo de 12 h).
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