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Resumen IX

Resumen

Los estudios se llevaron a cabo en los laboratorios del Centro de Investigacién, C.I., “La
Selva”, de la Corporacién Colombiana Agropecuaria, CORPOICA, perteneciente a la
formacién ecoldgica bosque himedo montano bajo, localizadé en Rionegro, Antioquia, a
2120 msnm, con una temperatura promedia de 17°C, una humedad relativa del 78% y una
precipitacion promedio anual de 1800 mm,. Las semillas, se obtuvieron a partir de la
coleccion de campo de mora Rubus glaucus y taxa relacionados, y de una parcela
experimental con el cv ‘San Antonio’, establecidos en el C.I. precitado.

El objetivo fue categorizar la germinacion y la latencia de las semillas de mora (Rubus
glaucus Benth.) y desarrollar protocolos de remocién de ésta ultima, para apoyar programas
de conservacién de los recursos genéticos de la especie y procesos de producciéon de
cultivares élite para la siembra. Complementariamente, desarrollar una escala de tincién con
tetrazolio que permita diferenciar semillas viables y no viables y de esta forma elucidar
claramente la respuesta a los procedimientos de remocién de la latencia.

Fue evidente la presencia de latencia exdgena en la semilla causada, por una testa
impermeable que impide el ingreso de agua y posiblemente el intercambio gaseoso, lo que se
confirmé por la no imbibicién por parte de semillas sumergidas en agua durante 24 h. La
aplicacién de hipoclorito comercial al 5,25%, como tratamiento de escarificacion, permitié
absorcion del agua y germinacién de la semilla, lo cual comprobé la ruptura de la latencia
exdgena, en el lote de semilla empleado, y que la semilla era germinable, con un porcentaje
menor de simientes aun latentes. También se encontrd que la aplicacion adicional de AGs;, a
semillas escarificadas previamente, increment6 la germinabilidad con semilla del cv ‘San
Antonio’, con relacién a la que solo recibié escarificaciéon. Esto comprueba la presencia
adicional de latencia exdgena, de tipo fisioldgico, en las semillas de mora.

Se desarroll6 un protocolo con tetrazolio, para diferenciar semillas viables y no viables, lo
cual permite elucidar el efecto de rompimiento de la latencia por los procedimentos
evaluados para tal fin. Igualmente, se encontrd variacién intrapoblacional en el estado o
estados de madurez fisioldgica o de masa, de la simiente, evaluada como maximo peso seco
de ésta, en la simiente extraida en frutos con grado diferente de madurez, de acuerdo con la
escala propuesta en la NTC4106 del INCONTEC.

Palabras clave: Germinacién, propagacién sexual, escarificacién, viabilidad, imbibicidn,
NaClO 5.25%, tetrazolium.



ABSTRACT

An study was carried out at “La Selva” Research Center, laboratories and experimental
germplasm collection fields located at Rionegro, Antioquia, Colombia at 2120 masl, with
17°C as average temperature, 78% of relative humidity and 1800 mm as annual rainfall,
which belongs to the ecological system: low mountain rain forest.

The objectives were to categorize the germination behavior and seed dormancy of Andean
blackberry, Rubus glaucus Benth., to develop breaking dormancy procedures, in orden to
support genetic conservation programs and plamt breeding programs aimed to produce
superior cultivars or hybrids. Also to develop a tetrazolium staining scale for differentiation
between viable and non viable seeds which allows to differentiate between non germinated
dormant seeds and non viable ones.

The Andean blackberry seeds exhibited exogenous dormancy for the presence of an
impermeable seed coat that prevents water intake, which was confirmed by non water
absortion in seeds soaked in water during 24 hours. The external dormancy was removed
with the application of 5,25 % commercial hypochlorite which promotes also seed
germination, with a small percentage of dormant seeds. Application of GAj; to previously
scarified seeds increased the germination of seeds of cv. ‘San Antonio’, in comparison with
those just scarified. The above indicates the presence of endogenous dormancy classified as
physiological dormancy.

A tetrazolium protocol was developed which allows to differentiate viable and non viable
seeds, and to elucidate the breaking seed dormancy procedures effects. Physiological seed
maturity, evaluated as maximum seed weight, exhibited intrapopulation variability, in seeds
extracted from different fruit ripening stages, based on the scale proposed by the NTC 4106
from the Colombian Institute for Technical Norms, INCONTEC.

Keywords: Germination, scarification, viability, imbibitions, NaClO 5.25%,
tetrazolium
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Introduccion 1

Introduccion

En la mora (Rubus glaucus Benth.), el material de siembra generalmente es de origen
vegetativo. En esta especie, al igual que en los otros frutales andinos, el desarrollo de
los cultivos se ha llevado a cabo como resultado del esfuerzo de grupos de
productores, sin un sustento técnico suficiente, sin vision sistémica que abarque todos
los componentes de la funcién productiva: genotipo, ambiente y la interaccion
genotipo X ambiente (Lobo, 2000, 2004). Pese a la situacién anterior, la mora ocupa,
dentro del grupo de las frutas de la zona altoandina, un lugar importante, con un area
plantada estimada de 12.303 has, para el afo 2010 (www.agronet.gov.co) y una
proyeccion de aumento de ésta a 26.000 has en el ano 2026 (Tafur, et al., 2006). Por
lo anterior, es importante, para la sostenibilidad de los sistemas productivos
desarrollar un programa de produccién de cultivares. Este se apoya en los recursos
genéticos de la especie y taxa relacionados, de los cuales, un componente clave,
corresponde a los materiales locales seleccionados por los agricultores y los que
crecen espontdneamente en el pais, por sus atributos de adaptacion a las condiciones

colombianas.

Lo planteado conlleva a realizar colecta, conservacién y caracterizaciéon de los
recursos genéticos de Rubus, para el desarrollo de programas de mejoramiento
tendientes a la entrega de materiales con los atributos requeridos por todos los actores
de la cadena: produccidn, transformacién, mercadeo consumo. Esto implica el
empleo de semillas sexuales con un buen porcentaje de germinacién. Este dltimo
aspecto ha sido un punto critico en los taxa del género Rubus, con presencia de
germinaciones errdticas y lentas y variacién en la latencia entre genotipos de la
misma especie (Diversos autores, citados por Ellis et al. (1985), lo cual es también
evidente en la mora, Rubus glaucus Benth. Las semillas de frambuesa (Rubus idaeus
L.) y zarzamora (Rubus chloocladus W. C. R. Watson.) presentan una latencia

profunda ocasionada por la presencia de una capa impermeable (endocarpio),
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resistencia mecdnica de la semilla al crecimiento, inhibidores quimicos y la presencia
de un embrion latente (Jennings, 1988; Nybom, 1980). La forma de acelerar la
germinacion, es escarificarlas (en forma mecdnica o quimica), y continuar con los
procesos de estratificacién célida y fria. Piotto y Di Noi, (2003), afirman que la
germinaciéon de las semillas, es favorecida por las grandes fluctuaciones de
temperatura en el dia y la noche (25 °C en el dia y 5 °C en la noche). Los
tratamientos usados para aumentar la germinacion de las semillas de Rubus, incluyen
la escarificaciéon quimica y mecédnica. A pesar de los esfuerzos para mejorar la
uniformidad de la germinacion, los resultados son altamente variables dentro y entre
especies y hasta la fecha, no se ha encontrado un método eficiente (Zasada y

Tappeiner, 2003; Suzuki, 1993).

Por ello, se planted la presente investigacion, en la cual se categoriz6 la germinacion
y latencia de la especie, se desarrollé6 un protocolo de rompimiento de la o las
latencias, se determinarén los tiempos de obtencién de madurez fisiolégica de la
semilla y se obtuvo la primera aproximacién de los factores climdticos maés

determinantes de la profundidad de la latencia y la germinabilidad de las simientes.

Objetivo general

Categorizar la latencia de las semillas de mora (Rubus glaucus Benth) y desarrollar
protocolos de remocién de ésta, para apoyar programas de conservacion de los
recursos genéticos de la especie y procesos de produccion de cultivares élite para la

siembra.
Objetivos especificos
Desarrollar un protocolo para establecer la viabilidad de la semilla con tetrazolio, que

permita diferenciar semillas viables no germinables (latentes) y no viables para la

especie mora, aspecto basico para los estudios de germinacién y latencia.
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Categorizar las proporciones de semillas viables germinables y no germinables
obtenidas a partir de frutos de mora en completa madurez, mediante pruebas de
germinacion llevadas a cabo durante 30 dias, como un medio para determinar el

grado de latencia presente en las unidades de propagacion, de la especie.

Determinar la presencia o ausencia de latencia exdgena, a través de evaluacion de la
imbibicién con agua de las semillas, con el fin de determinar la necesidad de aplicar
procesos de escarificacion, conducentes a la remocién del bloqueo fisico de la

germinacion.

Evaluar protocolos de remocion de latencia endégena, de requerirse éstos, con base
en los resultados obtenidos de presencia de este tipo de bloqueo de la germinacion,
después del proceso de escarificacion y categorizacion de semilla viable no
germinada. Esto, tiene como norte, obtener la liberacion maxima de la latencia o

latencias presentes en las simientes.

Determinar la madurez fisiologica de las semillas de mora, para correlacionar ésta
con la germinacién y el momento de cosecha para procesos de conservacion del

germoplasma de la especie.

Caracterizar la latencia de las semillas, extraidas en forma periddica, a partir de un
grupo de poblaciones, establecidas en la coleccion de la Nacién Colombiana, en. C.L
“La Selva”, Rionegro; Antioquia, para evaluar el efecto de factores climdticos en la
germinabilidad de las semillas y determinar comportamientos diferenciales de las

accesiones, al respecto.






1.REVISION DE LITERATURA

1. REVISION DE LITERATURA

1.1 Género Rubus L.

1.1.1 Descripcion botanica

Este exhibe plantas perennes, trepadoras o arbustivas, rara vez erectas, con presencia
de unas pocos taxones herbaceos, a veces rastreros (Harling y Anderson, 1996; Shu,
et al., 2003). Los tallos son perennes y a menudo estoloniferos, estdn cubiertos de
espinas de formas y tamafos diversos. Los individuos presentan estipulas libres,
persistentes, rara vez ausentes (Harling y Anderson, 1996). Las hojas son caducas,
alternas, con tres o cinco foliolos, pecioladas, simples, digitadas, palmeadas o
pinnadas, dividas o individuales; glabras o pilosas, algunas veces con tricomas
glandulares; por su parte, las estipulas son linear-lanceoladas y, se ubican cerca de la
base del peciolo o en la salida del tallo y el peciolo, mds o menos adnatas en la base
del peciolo y, ocasionalmente lobuladas, persistentes o caducas (Harling y Anderson,

1996; Edees y Newton, 1988; Shu, et al., 2003).

Las Inflorescencias pueden ser racimos, cimas o paniculas mds o menos alargadas,
simples o compuestas (Edees y Newton, 1988; Harling y Anderson, 1996). Las flores
son solitarias, hermafroditas y completas, normalmente pentdmeras, bisexuales,
raramente unisexuales y dioicas, en paniculas cimosas, racimos o corimbos, en varios
grupos o en solitario (Gutiérrez, 1970; Edees y Newton, 1988; Harling y Anderson,
1996; Shu, et al., 2003). El cdliz es ampliado, con un tubo corto y amplio, erecto,
persistente 'y con cinco sépalos imbricados, persistentes y reflejos; la corola,
generalmente, exhibe cinco pétalos, con ausencia de ellos en algunas oportunidades;
éstos son de color blanco, rosa o rojo, glabros o peludos y, de margen entero, rara vez
truncado (Gutiérrez, 1970; Edees y Newton, 1988; Harling y Anderson, 1996; Shu, et
al., 2003). Los estambres generalmente son numerosos, pero en algunas

oportunidades se presentan en cantidad reducida; ellos estdn insertos en la base del
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hipanto, con filamentos filiformes y anteras glabras, dispuestas en pares, los carpelos
son libres y numerosos generalmente, cada carpelo se puede convertir en un aquenio
o drupa, con un Iébulo y dos évulos por carpelo, de los cuales se desarrolla uno, el
que es péndulo y colateral; los estilos son filiformes, subterminales, glabros o pilosos,
con un estigma mds o menos capitado o bifido (Gutiérrez, 1970; Edees y Newton,

1988; Harling y Anderson, 1996; Shu, et al., 2003).

Los frutos son agregados, formados por drupas, cada una de las cuales contiene una
semilla, las que se pueden desprender del receptaculo con o sin parte de €l; las drupas
exhiben texturas diversas, con forma ovoide globosa y las semillas son ovoide
globosas, con testa delgada, membranosa y cotiledones plano-convexos (Harling y

Anderson, 1996; Shu, el al., 2003).

El género Rubus, presente en todos los continentes excepto en la Antértida, es uno de
los mas diversos del reino vegetal (Focke, 1914). EI clado comprende cerca de 500
especies altamente heterocigéticas, con niveles de ploidia desde diploides hasta
dodecaploides y la mayoria de los taxones, de éste, exhiben apomixis (Focke, 1914).
El conjunto de Rubus comprende doce subgéneros, de los cuales un nimero reducido
se ha domesticado (Focke, 1914). Rubus presenta cierta plasticidad en cuanto a
modos reproductivos, ya que ademads de la reproduccidon vegetativa y sexual exhibe
formas diversas de agamospermia (apomixis y aposporia) (Abrahamson, 1975;
Dowrick, 1961). Focke (1914) dividi6 el género Rubus en 12 subgéneros; de ellos los
tres mds grandes, son Idaeobatus (frambuesas, 117 especies), Malachobatus (115

especies) y Rubus (moras, 132 especies)

1.1.2 Descripcion de la especie Rubus glaucus Benth.

Planta de habito semitrepador, que puede llegar a tener hasta 3 m, tallos redondeados,

glabros, glaucos, cubiertos por una capa gruesa de cera blanquecina; fuertemente

espinosos, con espinas curvas de 2 a 3 mm de largas, las cuales se presentan en el
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tallo, los peciolos y las nervaduras principales de los foliolos, en el envés (Gutiérrez,
1970; Harling y Andersson, 1996). El vegetal exhibe entre 5 y 12 estipulas de 0,3 a
0,8 mm, las que son glabras; los peciolos miden entre 50 y 120 mm de largo; las
hojas son trifoliadas, con 5 a 13 foliolos ovado-lanceolados y largo-acuminados,
aserrados, de 2 a 6,5 cm, con color verde claro por el haz y glauco en el envés; los
foliolos son subcoridceos, con 10 a 13 pares de venas secundarias, de base
redondeada o ligeramente truncada y, dpice acuminado biserrado; la superficie
inferior es aterciopelada blanquecina y la superior glabra (Gutiérrez, 1970; Harling y
Anderson, 1996). Las inflorescencias son ligeramente abiertas con hojas verdes,
compuestas de cimas, de 10 a 20 cm de largo, con 15 a 22 flores y pedicelos de 10 a
40 mm de largo, glabros, aciculados (Harling y Anderson, 1996). Las flores, de 18 a
22 mm de didmetro, estan dispuestas en racimos terminales que pueden llegar hasta
30 cm de largo; los sépalos, en niimero de 7 a 15, son deltados, y miden entre 3 y 5
mm, con dpice acuminado a filiforme, glabro abaxialmente y aterciopelados
adaxialmente; las flores presentan entre 7 y 10 pétalos de 5 a 8 mm, blancos; con
carpelos piloso-vellosos; por inflorescencia se forman 15 a 25 frutos ovoides a
globosos, de 15 a 20 mm, con sépalos recurvados; con 70 a 100 drupas por
receptaculo, escasamente pilosas, las cuales pueden ser de vellosas a glabrescentes,

con color rojo a negro (Gutiérrez, 1970; Harling y Anderson, 1996).

1.1.3 Distribucion e importancia de la mora Rubus glaucus Benth.

La mora de castilla (Rubus glaucus Benth.), nativa de los Andes tropicales, es una
especie que combina caracteristicas de los subgéneros Idaeobatus y Rubus (Jenninds,
1988). Esta se encuentra desde México hasta Ecuador (St. John, 1973); la especie es
cultivada en los Andes Suramericanos, y se considera un cultivo nativo en Colombia,

Costa Rica, Ecuador, Guatemala, Panama, Pert (GRIN, 2003).

Estudios diversos, sobre el cultivo de la mora en Colombia, muestran que éste es

llevado a cabo por agricultores pequefios y medianos y que en muchas regiones es
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una de las fuentes principales de ingreso, generacion de empleo rural, oferta de
alimento y suministro de materia prima para la agroindustria (Arias, et al., 2006). El
area de siembra nacional se estima en 12.303 ha, con una produccién de 99.726 t.afio”
! y un rendimiento de 8,5 tha™ www.agronet, 2011; las plantaciones se concentran,
especialmente, en los departamentos de Cundinamarca, Santander, Valle, Caldas,
Antioquia, Huila, Tolima, Boyacd, Narifio y Norte de Santander; con una proyeccion,
al afio 2020, de aumento de 10.000 hay 104.265 t de mora cosechada. (Tafur, et al.,
2006).

En Colombia, la mora, tiene demanda de consumo por parte de la industria de jugos y
exhibe potencial de exportaciéon por sus propiedades, nutritivas y antioxidantes
(Tafur, et al., 2006). Actualmente, se cultivan materiales locales, conocidos como
‘mora de castilla’, los cuales pertenecen a la especie Rubus glaucus Benth., los que
son susceptibles a enfermedades y presentan, generalmente, contenido bajo de sélidos
solubles totales y alta acidez (Barnett y Murant, 1970; Franco, et al., 2000; Botero, et
al, 2002; Franco y Giraldo, 2002).

El desarrollo sostenible de la especie requiere de la implementacion de un programa
de oferta de materiales, con los atributos de calidad y productividad requeridos por
parte de los actores diversos de la cadena produccién-mercadeo-procesamiento-
consumo; lo cual de acuerdo con Espinosa et al. (2009), requiere del soporte de un
conjunto amplio de materiales del taxéon cultivado y especies relacionadas disponible,
en mantenimiento. Al respecto, la coleccion colombiana de la especie comprende un
acervo de poblaciones locales, cultivadas, silvestres y algunas introducciones
fordneas de diversas especies de Rubus, las cuales son conservadas por parte de la
Corporaciéon Colombiana de Investigacion Agropecuaria, CORPOICA, entidad que
tiene a cargo el Sistema de Bancos de Germoplasma de la Nacién Colombiana para la

Alimentacion y la Agricultura (Espinosa, et al., 2009).
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Este conjunto de germoplasma es la base para la implementacién de programas de
entrega de cultivares, para el apoyo de los sistemas productivos, con la especie (Lobo,
2008), mediante procesos de conocimiento de la diversidad inter e intraespecifica
disponible (Espinosa, et al., 2009). Actualmente, la coleccién de mora y especies
relacionadas comprende 73 accesiones; en las cuales se ha determinado la presencia
de poblaciones pertenecientes a 5 especies, las que comprenden: Rubus macrocarpus
Benth. (sin. R. nubigenus Kunth.), R. niveus Thunb, R. urticifolius Poir, R. glaucus
Benth, y R. floribundus Weihe (Espinosa et al., 2009).

El conglomerado anterior proviene de colecta de plantas y en algunos casos de
semilla y se conserva como colecciéon de campo, sobre lo cual (Tao, 2001), sefiald
que en los bancos de campo, de frutales tropicales, se mantienen generalmente clones
con combinaciones deseadas de genes y no la variabilidad de las especies. Sobre lo
anterior, Lobo et al. (2007), sefialaron que la colecta de semilla, como duplicado de
seguridad, permite obtener una muestra mds amplia de los genes de cada deme,
derivados de un nimero mayor de plantas; esto es aplicable a especies con semilla
ortodoxa, o sea aquellas que pueden ser secadas hasta un contenido reducido de
humedad y almacenadas a temperatura baja, sin dafio derivado de esta condicion
(Internacional Board for Plant Genetic Resources, IBPGR, 1990). Al respecto, se ha
reportado que las semillas del género Rubus, generalmente soportan almacenamiento
a bajas temperaturas; asi: Clark y Moore (1993), indicar6n para un conjunto de
especies del grupo llamado “Raspberries” del género Rubus, subgénero Idaeobatus,
que sus semillas exhibian buena germinacién 26 afios, luego de almacenamiento a 4 a

5°C, lo cual senala que son de la categoria ortodoxa.

1.2 La reproduccion sexual en los vegetales

La reproduccion sexual, a través de la semilla, es una fase critica en el ciclo de vida

de vegetacion, y cualquier alteracion de este proceso puede tener implicaciones

importantes para la productividad de las plantas y la supervivencia de las especies



10 Categorizacion de la latencia en semillas de mora (Rubus glaucus Benth.), para el apoyo a programas
de mejoramiento y conservacién de la especie

(Black, et al., 2000). Los cambios en el desarrollo reproductivo sexual puede resultar
de alteraciones en la particiéon de asimilados (Cooley y Manning, 1987), disminucion
del nimero de botones abortados, reduccién en la cantidad de flores, frutas y de
semillas formados (Bosac et al., 1994; Whitfield et al., 1997; Drogoudi y Ashmore,
2000), tener efectos directos sobre la germinacién del polen y el crecimiento del tubo
polinico (Feder, 1968; Bosac et al., 1993; Hormaza et al., 1996), y sobre el aumento

del aborto de las semillas (Stewart et al., 1996).

1.2.1 Tipos de semillas desde la éptica de conservacion

Las semillas difieren en la tolerancia a la desecacion luego de su diseminacion. Segtin
este parametro, las semillas se pueden clasificar en ortodoxas, intermedias y
recalcitrantes; al respecto, las semillas ortodoxas toleran una deshidratacion hasta del
5% en el contenido de humedad; por su parte, las semillas que toleran la
deshidrataciéon entre 10% y 12,5% de contenido de humedad se consideran
intermedias y las que toleran la deshidratacién entre 15% y 50% de humedad se

denominan recalcitrantes (Farrant ef al., 1993; Gentil, 2001).

La principal caracteristica fisiologica de las semillas ortodoxas es su gran tolerancia a
la pérdida de humedad (Bewley y Black, 1994). En éstas, la fase final de maduracién
estd acompaiiada por deshidratacién celular, la cual se inicia con la pérdida de agua,
del suministro vascular de la planta madre a la semilla, como resultado de la
separacion de funiculos entre 40 y 50 dias después de la polinizaciéon (Bewley y
Black, 1994). En este periodo las semillas adquieren la tolerancia para la
deshidratacién, caracteristica que prolonga su viabilidad y el potencial de

almacenamiento (Hoekstra et al., 1994; Nkang, 2002).

Por su parte, las semillas recalcitrantes no experimentan deshidratacién en la planta
madre y, sin detener su desarrollo, pasan directamente a la germinacién (Farrant, et

al, 1993), aun cuando ocurren algunos casos de latencia (Berjak y Pammenter, 2004).
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Al contrario de las semillas ortodoxas, las recalcitrantes se diseminan en una
condicién himeda y metabdlicamente activa (Leprince, et al., 1993; Kainer, et al.,
1999), perdiendo rapidamente su capacidad de germinacién, al quedar expuestas a
condiciones de baja humedad (Kermode y Finch-Savage, 2002). Muchas semillas
recalcitrantes, de origen tropical, son sensibles al frio y no pueden ser almacenadas a
temperaturas inferiores a 15°C (Floriano, 2004). La sensibilidad a la deshidratacién y
a temperaturas bajas prolongadas implica limitaciones graves para el almacenamiento
comercial a largo plazo de las éstas (Floriano, 2004); el tiempo de almacenamiento es
corto, con variaciones en su duracién de dias (Farnsworth, 2000) o meses (Gomes, et

al., 2006)

Una tercera categoria, desde la dptica de almacenamiento de las semillas, intermedia
entre las ortodoxas y recalcitrantes fue reconocida por Ellis et al. (1990), ésta se ha
denominado ‘“semillas intermedias”, las cuales pueden ser almacenadas, con
contenidos de humedad de alrededor del 12%, cifra que varia entre taxones, a
temperaturas entre 12 y 21°C, con fluctuaciones considerables entre especies, el
grado de madurez, el método de extraccion de la semilla y su manejo (Hong y Ellis,

1996).

1.2.2 Madurez fisiologica de las semillas

La madurez fisiolégica (MF) es el momento, en el desarrollo de la semilla, en el cual,
ésta, alcanza su miximo peso seco, lo que concuerda, en algunos casos, con el fin del
periodo de llenado y con la obtencién de germinacién y vigor maximos; momento, a
partir del cual comienza el deterioro de las unidades de propagacién (Harrington,

1972 citado por Pieta y Ellis, 1991).

En algunas especies se ha observado coincidencia entre el peso seco méaximo de
semilla con la viabilidad y el vigor superiores (Harrington, 1972 citado por Pieta y

Ellis, 1991), lo que se ha mencionados en taxones diversos, los que incluyen, entre
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otras, el raygrass perenne (Lolium multiflorum L.), (Raja y Bean, 1979); el mijo
(Pennisetum americanum (L.) R. Br.), (Garcia y Souza, 1980); la lechuga (Lactuca
sativa L.), (Globerson, 1981); el sorgo (Sorghum bicolor L.), (Sadasiva y
Aswathaiah, 1986); el girasol (Helianthus annuus L.), (Adetnji, 1991) y el puerro
(Allium ampeloprasum var.porrum (L.) J. Gay), (Gray et al., 1992). Por su parte
otros taxones alcanzan primero el peso seco mayor, lo que se ha denominado
madurez de masa (MM) y luego, la viabilidad y vigor maximos, concurrentes con la
MF (Pieta y Ellis, 1991). Lo precedente se ha indicado en diversas especies como la
cebada (Hordeum vulgare L.), (Pieta y Ellis, 1991); el tomate (Lycopersicon
esculentum sin. Solanum lycopersicum L.), (Demir y Ellis, 1992) y; la orgaza
(Atriplex cordobensis Gand & Stuck.), (Aiazzi, 1995); en los cuales la germinacién y

vigor maximos, MF, ocurren posteriormente al alcance de la MM.

1.2.3 Germinacion y latencia

El proceso de la germinacion, de acuerdo con un conjunto de investigadores, ha sido
divido en tres fases: en la primera ocurre la imbibicidn, que consiste en la absorcion
del agua necesaria para la rehidratacion de las proteinas y organelas celulares, asi
como para el transporte y las reacciones hidroliticas; en la segunda se produce la
activacion del metabolismo (o germinacion sensu estricto), donde ocurre la sintesis
de acidos nucleicos y proteinas; con incremento en la actividad enzimética y en la

tercera ocurre la emergencia de la radicula (Herrera et al., 2006).

La germinaciéon, de acuerdo con Fenner y Thompson (2006), comprende la
imbibicién de agua, un incremento rapido en la actividad respiratoria, la movilizacién
de reservas nutricionales y la iniciacién del crecimiento del embrién, proceso que es
irreversible, esto es, que una vez que se inicia el embrién emerge o muere. Esta,
segin Azcon-Bieto y Talén (1993), culmina con la emergencia de las plantulas a
través de las cubiertas, con indicacion, por parte de los autores referidos, de que la

emergencia de la plantula a través de las cubiertas, comprende tres fases: la
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imbibicidn, el aumento de la actividad metabdlica y el inicio del crecimiento radical

(Bewley y Black, 1994).

La germinacidn, en sentido estricto, incorpora los eventos que comienzan con la toma
del agua por parte de la semilla en reposo, no latente y finaliza con la salida de la
radicula a través de la testa y la elongacion del eje embrionario. La imbibicion de las
semillas secas en reposo, rapidamente reanuda la actividad metabdlica (Rajjou, et al.,

2004).

Viézquez y Sanchez (2003) afirman que el proceso germinativo incluye: hidratacion
de proteinas, cambios estructurales subcelulares (reparaciéon de membranas, de
ADN), respiracion, sintesis de macromoléculas y elongacién celular; lo que conduce
a la conversién de un embrién deshidratado, con un metabolismo casi nulo, a uno
con metabolismo activo y vigoroso. Los mismos autores manifestaron que desde la
Optica bioquimica, la germinacion involucra la realizacion de la serie de procesos
moleculares, que anteceden la ocurrencia de la primera ronda de divisién celular, la

cual es esencial para el crecimiento y emergencia de la plantula.

1.2.3.1 Factores que contribuyen a la germinacion y la latencia

Las semillas de las angiospermas integran diversas sefiales ambientales, como la
disponibilidad de agua y las condiciones de luz, para entrar en el proceso de la
germinacién; una vez que se detectan las condiciones Optimas, se sintetizan
giberelinas y se desencadena la germinacién; para ello, la luz es captada por los
fitocromos, sin que se haya elucidado completamente la manera en que éstos regulan

la biosintesis de la fitohormona (Oh, et al., 2006).

Segin Ramirez et al. (2007), la germinacion estd condicionada tanto por factores
ambientales como por caracteristicas genéticas de las especies, que determinan los

procesos de desarrollo, morfologia y fisiologia de las semillas; con alusién a diversos
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estudios, de que la luz, la temperatura y la humedad son factores importantes para la
germinacion de las simientes. Al respecto, Vazquez y Smith, (1982), informaron que
la germinacién de las semillas de guarumo Cecropia obtusifolia Bertol. y cordoncillo
Piper auritum Kunth., exhibe respuestas fotobldsticas, esto es, tiene sensibilidad a
cambios en la calidad de la luz (proporcién de rojo y rojo lejano) y a su intensidad; en

ellas se logra la germinacion superior con plena exposicion solar, en el sotobosque.

Fenner y Thompson (2006), seialaron que en el caso de semillas pequefias la
capacidad de deteccion de la luz o su ausencia es de gran valor para su supervivencia
durante el periodo de germinacion, lo cual llevé a los autores a concluir que muchas
especies con semillas pequeias son fotoflasticas, esto es, que requieren luz para la
germinacion o, ésta es inhibida en forma significativa por la oscuridad. Al respecto, la

mora exhibe semillas pequefias.

El papel de la luz, como regulador de la de las semillas ha sido reconocido; sin
embargo, no hay consenso con relaciéon a que ella también es moduladora de la
latencia (Bewley y Black, 1994; Baskin y Baskin, 2004; Fenner y Thompson, 2006;
Kucera et al., 2005). La promocién de la germinacion de las semillas por la luz fue
observada desde el siglo XIX; al respecto, la regulacion reversible de la germinacion
de semillas de lechuga por la luz roja y la luz roja lejana fue sefialada por Borthwick
et al., 1952, 1o cual estd determinado por los fitocromos (fitocromo rojo y rojo lejano)
(Hennig et al., 2002; Shinomura et al., 1994). La luz se ha considerado como un
factor importante, tanto para estimular la germinacién como para romper la latencia

(Benech-Arnold et al., 2000; Berjak, y Pammenter, 2004).

Crawford (1989), postulé en relacion con el efecto de la temperatura sobre la
germinacion, que la semilla de la mayoria de especies del trépico es afectada por
bajas temperaturas, las cuales pueden causar su muerte, en especial por debajo de
10°C. También se ha citado que la germinacién, en un grupo considerable de

especies, se reduce o ésta no ocurre, en condiciones de temperatura constante y que la



1.REVISION DE LITERATURA 15

interaccion entre los requerimientos de luz y temperatura es variable entre las

especies (Fenner y Thomson, 2006).

El agua es un recurso esencial para la germinacion; su toma por parte de las semillas,
ocurre en tres fases: imbibicion mediante la entrada de agua a través de la cuticula;
activacion, en la cual ocurren procesos de desarrollo y crecimiento, en la cual se
elonga la radicula para emerger de la cubierta seminal (Fenner y Thomson, 2006). La
tasa de imbibicidon es controlada por la permeabilidad de la cuticula, el 4rea de
contacto entre la semilla y el sustrato, y la diferencia relativa del potencial hidrico

presente en el medio de imbibicién y la semilla (Bradford, 1995).

La captacion de agua regula la iniciaciéon y terminacién de la germinacién de
semillas. El agua, el oxigeno y una temperatura adecuada, son necesarios y
suficientes para que la semilla madura y no latente, pueda completar la germinacién

(Bewley, 1997b).

Otro condicionante de la germinacién es la temperatura, con postulacion de que éste
es un factor primario que regula tanto la latencia como la germinacién; en este
sentido, cuando las semillas son expuestas a temperaturas elevadas, la germinacion es
inhibida a menudo; pero ésta puede ocurrir al reducirse ésta; la supresion de la
germinacion a temperatura supraoptima se llama termoinhibicién y el estado en el
cual las semillas estdn latentes por la exposicion a las altas temperaturas se le llama
termolatencia (Negm et al., 1972; Vidaver y Hsiao, 1975). La termoinhibicién
desempefia un papel ecoldgico en la deteccion de la estacionalidad, apropiada para la
germinacion de los bancos de semilla del suelo de las plantas anuales (Baskin y
Baskin, 1998), y con frecuencia causa retrasos o baja germinacién de las especies
cultivadas, que tienen una temperatura Optima relativamente baja para la germinacion

de las semillas (Gona, et al., 2004).
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Los fitorreguladores controlan procesos multiples en la vida de los vegetales, entre
los que se destaca la germinacion. Hormonas como el dcido abscisico inhiben la
germinacion, mientras que otras como las giberelinas, auxinas o citocininas la
estimulan, dependiendo de la especie. Citoquininas, como la benciladenina,
estimulan el ciclo celular durante la germinacién de maiz, al acelerar, aparentemente,
la fase uno del evento germinativo, G1 (Reyes, et al., 1991; Sanchez, et al., 2005),
mientras que el 4cido abscisico la inhibe (Sdnchez, et al., 2005). El mecanismo de
estos procesos es aun materia de especulacion. Las auxinas estimulan notablemente,
a nivel transcripcional, la expresion de cuatro ciclinas tipo D durante la germinacion
de maiz, proteinas que participan en la activacion de la fase G1 (Quiroz y Vazquez,

2006).

La germinacion de semillas estd regulada por hormonas diversas, las que incluyen el
acido abscisico (ABA), los brasinoesteroides (BR), la citoquininas, el etileno y las
giberelinas (Koornneef y van Veen, der, 1980; Kepczynski y Kepczynska, 1997;
Debeaujon y Koornneef, 2000; Leubner-Metzger, 2001; Steber y McCourt, 2001;
Koornneef et al., 2002; Chiwocha et al., 2005; Kucera et al., 2005). Durante la
maduracién de las semillas, aumentan los niveles de ABA y las semillas se
encuentran latentes (Karssen ef al., 1983). Cuando la semilla esta en condiciones
favorables para la germinacién, disminuye el nivel de ABA y la biosintesis, de novo,
de AGs comienza, lo que inhibe la latencia y da paso a la germinacién (Ogawa et al.,

2003).

El 4cido abscisico (ABA) es un inhibidor de la germinacién de las semillas, mientras
que las giberelinas (AGs;), brasinoesteroides (BR), citoquininas y etileno se conocen
como promotores de la germinacion de muchas especies (Kucera et al., 2005). Los
antagonismos de AG3-ABA, la BR-ABA, citoquinina-ABA, y la aparicién de etileno-
ABA controlan la emisién de la radicula y dependiendo de la especie, su modos de
accion se dan en el embrion y/o las capas que lo cubren. Estas interacciones

antagénicas han sido ampliamente investigadas en especies de Brassicaceae y
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Solanaceae (Leubner-Metzger et al., 1998; Beaudoin et al., 2000; Ghassemian et al.,
2000; Leubner-Metzger, 2001; Steber y McCourt, 2001; Koornneef et al., 2002;
Miiller et al., 2006).

Fenner y Thompson (2006) aseveraron que uno de los aspectos mds importantes para
las plantas es el hecho de que la germinacion ocurra en el lugar y tiempo adecuados y
que por ello, hay una demora del proceso, en la mayoria de las plantas que va entre
dias y afios; para lo anterior, un mecanismo fundamental es la latencia de las semillas.
Esta puede considerarse, simplemente, como un bloqueo a la germinacion de las
semillas viables, para que esta ocurra bajo condiciones favorables (Bewley, 1997a;

Hilhorst, 1995).

Finch-Savage y Leubner-Metzger (2006) advierten que la latencia de las semillas es
una caracteristica innata de éstas, que define las condiciones ambientales en las que
ella puede germinar. Los autores proponen que el fendmeno estd determinado por la
genética, con una gran influencia del medio ambiente y estd mediado, al menos en
parte, por las hormonas de las plantas como son el dcido abscisico y las giberelinas,
con indicacién de que el fendémeno estd presente en todas las plantas superiores, en
las diferentes regiones climaticas. Consideran ademds que lo anterior es un proceso
de adaptaciéon y que a través de latencia, la germinacion estd programada para evitar
condiciones climdticas desfavorables para el establecimiento de las plantas y su

crecimiento posterior.

Hartman y Kester (2001) escribieron que, cuando la latencia es debida a condiciones
de la testa estd termina en el momento en que la cubierta se agrieta o debilita por
acciones mecdanicas o quimicas (escarificaciéon) o por efecto del ambiente (accion
fisica); caso que es caracteristico en un gran ndmero de familias de plantas, en las
cuales la testa y en ocasiones, secciones endurecidas de otras cubiertas de la semilla

son impermeables.
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Con relacién a la latencia de las semillas, Baskin y Baskin (1998) especifican que, en
poblaciones naturales, ésta previene la germinacion durante épocas con condiciones
desfavorables, lo cual permite su sobrevivencia durante periodos largos, en espera de
condiciones apropiadas y, facilita la tolerancia a ciertas perturbaciones como es el
fuego; con adicidn, por parte de Martinez, et al. (2008), de que la categorizacién de
los factores naturales que causan el rompimiento de la latencia, contribuyen al

conocimiento de la ecologia de las especies que exhiben ésta.

Baskin y Baskin (1998), relacionaron algunos causales de latencia, los cuales
incluyen: embriones no desarrollados, testas seminales duras impermeables al agua y
sustancias quimicas inhibidoras de la germinaciéon. Cabe sefialar que el ambiente en
el cual se producen la semillas influye en la latencia de éstas, como también la época
de cosecha de ellas (Fenner y Thompson. 2006). También, se ha indicado (Ensconet,
2010), que las plantas empleadas para uso agricola, generalmente no exhiben latencia,
al respecto, uno de los atributos incluidos en el llamado sindrome de la
domesticacion, ha sido la remocion de la latencia de las semillas (Changbao et al.,

2006).

Nikolaeva (1967, 2004), propuso un sistema de categorizacion para la latencia de las
semillas, relacionada con aspectos morfoldgicos y fisioldgicos de éstas. Con base en
el esquema anterior, Baskin y Baskin (1998, 2004) desarrollaron una categorizacién
del fendmeno, la cual incluye cinco clases de ella; 1. Latencia Fisioldgica, la cual, en
el caso de que sea profunda, precisa de procesos de estratificacion en frio o en
caliente, para su remocién y cuando es leve, puede eliminarse a través de la
aplicacion de giberelinas (Baskin y Baskin, 2004, Baskin, 2003); 2. Latencia
Morfoldgica, ésta es evidente en semillas con embriones diferenciados, con desarrollo
reducido en cuanto a su tamafio; estos requieren de un tiempo para crecer y germinar
(Jacobsen y Pressman, 1979; Finch y Leubner, 2006); 3. Latencia Morfofisioldgica,
en la cual las semillas, ademds de presentar embriones con desarrollo escaso, tienen el

componente fisiolégico de bloqueo de la germinacion (Baskin y Baskin, 2004); estas
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requieren de estratificacion caliente o fria, la cual, en algunos casos se sustituye por la
aplicacion de giberelinas (Finch y Leubner, 2006); 4. Latencia Fisica, causada por la
presencia de células de empalizada, en la semilla, impermeables al agua; la liberacion
de ella se logra a través de escarificacién mecdnica o quimica de la simiente (Baskin
y Baskin, 1998; Baskin, 2003; Finch y Leubner, 2006); 5. Latencia Fisico-
Fisioldgica, presente en semillas con capas impermeables al agua, combinada con la

fisioldgica.

1.3 Germinacion y latencia en semillas del genero Rubus.

Thiem (2003) indic6 que la germinacion de especies del género Rubus es epigea, con
informacién de que las simientes de R. vestitus Weihe ex Bluff & Fingerh., exhiben
cubiertas duras y que la germinacion de esta especie, se inicia con la aparicion de la
radicula, la cual alarga, con emergencia posterior de la cubierta de los cotiledones de

la semilla.

Taylor (2005), establecié que las semillas de la especie Rubus vestitus Weihe ex Bluff
& Fingerh., relacionada con la mora, exhibian latencia doble, externa e interna. El
investigador indicé que la primera era condicionada por el endocarpo y la testa, los
cuales impiden la entrada de agua y oxigeno y previenen mecédnicamente el
crecimiento del embrién y que el segundo tipo es regulado por cambios bioquimicos
que ocurren durante o después del proceso de post-maduracién a bajas temperaturas.
El autor determiné que la latencia mecdnica, podia ser eliminada a través de remocion
de la cubierta de las semillas o de su escarificacién y que la interna, es causada por
inhibidores, los cuales pueden ser removidos por post maduracién a 3 + 2°C, en

condiciones de humedad.

Diversos estudios relacionados con remocién de la latencia han sido hechos en
especies del género Rubus; entre estos se recomendd para taxones del clado, sin

indicar especie, la estratificacion durante 90 a 120 dias, bajo condiciones entre 21 a
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23°C, con mayor duracién de periodos de luz, con relacion a los de oscuridad (Scott e
Ink, 1957; Scott y Draper, 1967); para R. allegheniensis Porter, estratificaciéon durante
90 dias, entre 20 y 30°C (Brinkman, 1974), para R. idaeus L., estratificacion por 120
dias entre 20 y 30°C (Brinkman, 1974, Nesme, 1985) y para R. odoratus L.,
estraticacion entre 20 y 30 dias (Brinkman, 1974).

Nybom (1980), propuso, como tratamiento con mayor eficacia, para mejorar la
germinacion de las semillas de Rubus vestitus Weihe, la aplicacién, durante una hora
y lavado con Ca(OCl), + Ca(OH), para incrementar la germinacion, el autor obtuvo
emergencia de embriones promedia de 13%, con un intervalo entre 0 a 35%, con este

taxon.

Brinkman, (1974), aparte de la estratificacién recomendé también como tratamiento,
para incremento de la germinacion de las semillas, del género Rubus, aplicaciones de

H,SO,4 concentrado durante una hora.

Lasheen y Blackhurst (1956) encontraron que, durante el rompimiento de la latencia
del embrién en mora a bajas temperaturas, el contenido de almidones disminuye, con

incremento de la sacarosa y de azucares reductores,
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2. MATERIALES Y METODOS

Se evalué el comportamiento de las semillas de mora (Rubus glaucus Benth), en lo
pertinente a madurez fisioldgica, germinacion, latencia y viabilidad, con el fin de
elucidar las condiciones adecuadas para el manejo de éstas, en procesos de
conservacion y utilizacion. Lo precedente partié de las hipétesis que se incluyen,
validadas a través de estudios realizados con la metodologia que se describe en el

capitulo presente.

Hipotesis experimentales:
e [Las semillas de mora, por ser una especie no completamente domesticada,
presentan latencia.
e Las semillas de mora son fotobldsticamente positivas, esto es que su
germinacion es estimulada por la luz.
e Una vez categorizado el tipo de latencia, se puede obtener un protocolo

efectivo para la remocién del bloqueo a la germinacion.

2.1 Localizacion

El estudio se llevd a cabo en el Centro de Investigacion, C.I. “La Selva”, de la
Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria, Corpoica, el cual estd
ubicado en Rionegro, Antioquia, a 2.120 m.s.n.m., con 17°C de temperatura
promedio, méxima de 24°, minima de 14°C y humedad relativa del 78%. El lugar, de
acuerdo con Espinal (1990), pertenece a la formacién ecoldgica bosque himedo
montano bajo (bh-MB). Los estudios se llevaron a cabo con materiales de la
coleccién de campo de mora, del Sistema de Bancos de la Nacion Colombiana para la

Alimentacién y la Agricultura, SBGNCAA, a cargo de Corpoica.
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2.2 Material biolégico

La semilla se obtuvo a partir de frutos de la Coleccion Colombiana de mora,
establecida en campo. Para lo anterior se empled una seleccion, realizada y
colectada, por investigadores de Corpoica, en el municipio de Medellin corregimiento
de San Antonio de Prado, conocida como mora ‘San Antonio’ y 10 accesiones
(Anexo 1) adicionales de la metapoblacion en conservacion identificadas con la sigla
ILS (Introduccién “La Selva”), provenientes de municipios diversos de los
departamentos de Antioquia, Caldas, Quindio, Valle del Cauca y Santander (Anexo

1).

2.3 Extraccion de la semilla

La semilla se obtuvo a partir de frutos con grado de madurez 6, segiin la Norma
Técnica Colombiana para la mora de Castilla 4106 (NTC 4106) del ICONTEC
(ICONTEC, 1997) (Figura 1-1). Estos se depositaron en un recipiente plastico, en el
que se adiciond agua; luego, se maceraron manualmente y se dejaron en reposo
durante 72 h, para que se diera el proceso de fermentacion, el cual facilité la
separacion de la pulpa y la semilla. Posteriormente, las simientes se colocaron en un
cedazo y se lavaron con agua corriente para terminar su limpieza. Estas se
sometieron a secado a 17°C y 78% de humedad relativa durante 48 h y
posteriormente fueron almacenadas en una cdmara de secado Fisher Scientific® con

silica gel, hasta el momento de la investigacion.
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Figura 1-1: Grados de madurez de la mora incluidos en la NTC 4106.

1117,

Tomado de la Norma Técnica Colombiana “NTC” para la mora de Castilla (Rubus glaucus Benth.) 4106, ICONTEC, et al., (1997)

2.4 Caracterizacion morfolégica de la semilla

Para determinar las caracteristicas morfoldgicas de la semilla de mora (Rubus glaucus
Benth.), se emple6 un estereoscopio Olympus 230151® para visualizar las
caracteristicas externas de ésta; ademas, se realizd una revisién de literatura al
respecto, la que permitid localizar la descripcion hecha por Tomlik, er al. (2010),
relacionada con el género Rubus, la cual se presenta en la Figura 1-2. Teniendo esto
como referente, se realizaron mediciones del tamafio y peso de las semillas en los
diferentes estados de madurez y se llevd a cabo una descripciéon de la forma y

apariencia de ellas.
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Figura 1-2: Semilla de Rubus.

2.5 Caracterizacion fisiologica

2.5.1 Madurez fisiolégica de las semillas, mediante la evolucion del contenido de

materia seca

Con el fin de determinar el peso seco maximo de las semillas, el cual corresponde a la
madurez fisiolégica (Harrington, 1972) o la madurez de masa (Ellis y Pieto Filho,
1992), se estudi6 la evolucion del peso seco de simientes obtenidas a partir de bayas
con diferente grados de madurez, de acuerdo a las categorias establecidas por la NTC
4106 (ICONTEC et al., 1997). Para ello, se utilizaron unidades experimentales con 1
g de peso fresco y cinco repeticiones. Estas se colocaron en platos de aluminio,
secaron en un horno Memmert®, modelo DIN 40050-1P20, a 130°C, por espacio de
tres horas, de acuerdo a recomendaciones de la Asociacién Internacional de Analistas
de Semillas, ISTA (2005). Una vez transcurrido este tiempo, las muestras se llevaron
a temperatura ambiente durante una hora, mediante la utilizacién de cdmaras de

secado Fisher Scientific®, con silica gel en la base y cierre hermético para evitar
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ganancia de humedad por parte de las simientes. Posteriormente, las muestras se

pesaron en una balanza de precision, para obtencidn del peso seco de éstas.

El estudio se llevé a cabo con 13 accesiones de la colecciéon de germoplasma de
mora, con cinco repeticiones, de 1 g de peso. Los resultados se procesaron a través
del programa SAS 9.1, por el procedimiento ANAVA, con un disefio completamente
al azar y un arreglo factorial 13 X 7, correspondientes a los genotipos y los grados de
maduracién. La madurez fisioldgica o de masa, correspondié al grado en el cual se
logr6 el peso seco maximo de las simientes, en cada uno de los materiales. Las
diferencias en peso, entre los factores y la interaccion de éstos se evaluaron a través

del empleo de la prueba de Duncan con un nivel de probabilidad de error P<0,05.

2.5.2 Evaluacion de viabilidad

Para distinguir entre semillas no germinadas viables-latentes y aquellas no viables,
luego de la evaluacién de la germinacion se empled la metodologia conocida como
prueba del cloruro de trifenil tetrazolio (TTC) (Ribeiro et al., 2010) o, en forma
abreviada, del tetrazolio, la cual se ha considerado como un procedimiento rapido de
determinacion de viabilidad, el que se basa en la actividad de las deshidrogenadas que
catalizan la actividad mitocondrial; ésta, indica la viabilidad por medio de la
alteracion del color del tejido de la semilla, como secuela de una reaccién de 6xido-
reducciéon con el TTC adicionado, el cual se transforma en Formazin, que es un
pigmento rojo estable (Franlla et al., 1999). Lo anterior, estd relacionado con
respiracion mitocondrial, la que permite diferenciar entre los tejidos normales, que
exhiben tincién y aquellos anormales, que no tifien o lo hacen de forma irregular
(Marcos Filho, 2005). Para ello, las semillas no germinadas, de cada uno de los
estudios, se sometieron a la evaluacién de viabilidad, a través de la tincién con
tetrazolio, de acuerdo con el procedimiento descrito por la Asociacién Internacional
de Analistas de Semillas (ISTA, 2005), mediante imbibicién de las simientes, en

oscuridad, por espacio de 24 h en la soluciéon de tetrazolio, al 1%. Para la
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categorizacion de las semillas viables y no viables, se desarrolld una tabla con
fotografias, como catdlogo de clasificacion de viabilidad, de acuerdo con el

procedimiento que se describe a continuacidn.

2.5.3 Catalogo de patrones de tincion para clasificacion de viabilidad

Para categorizar la viabilidad, a través de la prueba del tetrazolio, se evaluaron dos
protocolos para matar los embriones. Estos correspondieron a la exposicién de las
semillas a microondas por espacio de 5, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 s y a envejecimiento
prematuro, en una cdmara cerrada a 40°C de temperatura, con una humedad relativa
cercana al 100%, por espacio de 24, 48, 72 y 96 h, con 100 semillas y cinco
repeticiones por tratamiento. Al final se realizé tincién con el tetrazolio, de acuerdo
con el procedimiento explicado en el numeral 2.5.1, para determinar semillas no
viables y los patrones de tincién obtenidos. Con las semillas remanentes se realizd
una prueba de germinacién para corroborar lo obtenido con la tincién. Para los
estudios, de la investigacion actual, se selecciond el tratamiento con microondas, por
espacio de 60 s, en el cual todas las semillas murieron; los patrones obtenidos con el
procedimiento correspondieron a las categorias 4, 5 y 6 de la tabla de tincidn,

elaborada como producto del estudio.

2.5.4 Pruebas de germinacion

Para las pruebas de germinacién de la semilla de mora, se utilizaron cajas de Petri,
con papel filtro, humedecido, cada 48 h, con agua destilada microfiltrada; éstas se
ubicaron a 29°C, en un germinador Seedburo 1022 W®, con termostato bajo
condiciones de oscuridad y en un fitotrén Conviron CMP 3244 Modelo E-16®, con
luz blanca continua de 16 amperios, durante 30 dias, tiempo en el cual se considera
que germinan las unidades de propagacién no latentes. En todas las evaluaciones de
germinacion, las unidades experimentales estuvieron integradas por 100 semillas, con

cinco repeticiones, colocadas en cajas de Petri individuales. Las lecturas de
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germinacion se realizaron semanalmente, hasta los 30 dias, tiempo maximo para
medir la germinacion de semillas no latentes (Baskin y Baskin, 2001). Para evitar el
crecimiento de patégenos, las semillas se lavaron semanalmente con una solucién del
fungicida Benomyl en concentracién de 1 gL' de agua, con cambio del papel filtro.
Pasados los 30 dias se cuantificaron las semillas germinadas, las muertas y las
semillas viables no germinadas, con diferenciacion de las dos ultimas categorias, a
través de la tinciéon con tetrazolio. Ello, permitié corregir los porcentajes de

germinacion y latencia con base en semillas viables.

En los estudios en los cuales se obtuvo germinacion, se procesd la informacion
mediante el programa estadistico SAS V 9.1. Con base en el arcoseno con la
transformacion de las variables de los porcentajes de emergencia de los embriones y
la comparacién entre promedios, se determind la diferencia entre tratamientos a

través del procedimiento de Tukey, con una confiabilidad P>0.95.

2.5.5 Caracterizacion de la germinabilidad de las semillas

Se evalu6 la germinaciéon de semillas de mora, recién extraidas, del cv. ‘San
Antonio’, a partir de frutos en grado de madurez 6, de acuerdo a la NTC 4106, con
empleo de la metodologia planteada en el acdpite 2.5.4. Con ello, se buscéd
determinar germinabilidad y latencia y la necesidad de aplicar protocolos de
remocion de ésta. El estudio se llevé a cabo con cinco repeticiones de 100 unidades
de propagacion sexual. Una vez terminado el periodo de evaluacion se determind la
viabilidad de las semillas no germinadas, a través del procedimiento del tetrazolio,
incluido en el numeral 2.5.2, con el fin de diferenciar en estas ultimas, semillas

latentes y no viables.

Simultdneamente, se llevé a cabo una prueba de germinacién con otro conjunto de
semillas del mismo lote de simientes del cv. ‘San Antonio’, sin tratamiento alguno y

bajo condiciones de luz y oscuridad, por espacio de 500 dias, con lecturas periddicas
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de emergencia de embriones. Una vez terminado el estudio, se realizé una evaluacion
de la viabilidad de las simientes, no germinadas, mediante el protocolo de tetrazolio,

presentado en el numeral 2.5.2.

2.5.6 Categorizacion de la latencia

2.5.6.1 Latencia exégena o fisica

2.5.6.1.1 Imbibicion de las semillas

Esta prueba se realiz6 para conocer la permeabilidad o n6 de la testa, al ingreso de
agua a la semilla, de acuerdo con la recomendacién formulada por Baskin y Baskin
(2001), lo que permite determinar la presencia de latencia exégena. Para ello, se
tomaron 5 repeticiones, de 1 g de semilla cada una, en lugar de 100 semillas por
unidad experimental, debido a lo pequeiio de su tamafio, con el fin de obtener una
precision mayor en los pesajes. Las semillas se colocaron en vasos pldsticos
desechables (10 cc) en los que se vertieron 5 cc de agua destilada. Cada 60 min,
hasta las 24 h, se monitore6 la ganancia en peso de las simientes en imbibicioén. Se
detectd que la semilla gana peso por acumulacion externa de humedad en su testa, la
cual es dificil de eliminar, por ello, para la pesada original se sumergieron las
semillas en agua durante 5 s, con secado superficial posterior de éstas, con servilletas
absorbentes a través de movimientos circulares, el cual se consider6 el peso inicial de
la semilla mas el agua superficial adherida a ella. Posteriormente, cada que se
retiraron las simientes en imbibicidn, se aplicé el mismo secado y la ganancia o no en
peso se hizo con base en el primer pesaje, realizado luego del procedimiento
indicado. La masa, obtenida a lo largo del periodo de estudio, se determind con una
balanza analitica Mettler AE200®. A través de la utilizacion del porcentaje de
aumento en peso, con relacion a la masa inicial, se hizo un andlisis de varianza, con
un disefio completamente al azar, con uso de la transformacion de los porcentajes a

Arcoseno. Para ello, se empled el programa SAS 9.1. Las diferencias en ganancia
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de peso, en las lecturas registradas, con relacion a la masa del registro inicial, 0y, se

evaluaron de acuerdo con la prueba de Duncan, con una confiabilidad P>0.95.

2.5.6.1.2 Remocion de la latencia exégena

2.5.6.1.2.1 Tratamientos

El estudio se realizo con cv. ‘San Antonio’, comprendié un testigo absoluto y 49
tratamientos de remocién de latencia externa, los cuales comprendieron
procedimientos fisicos, térmicos y quimicos, que se aplicaron a semillas recién

extraidas.

2.5.6.1.2.1.1 Fisicos

Estos comprendieron tres tratamientos de escarificacion entre dos ldminas de papel de

lija nimero 320, durante 1, 5 y 10 min.

2.5.6.1.2.1.2 Térmicos

Esta categoria incluyé nueve tratamientos, relacionados con inmersion intermitente,
de las semillas, durante 2, 4 y 6 ciclos, en agua fria (5°C) y caliente (80°C), durante 1,

3 y 6 min.

2.5.6.1.2.1.3 Quimicos

Se evaluaron 37 procedimientos de escarificacion, los que comprendieron: inmersion
de simientes en: hipoclorito de sodio (NaClO) al 2,5%, durante 5, 10 y 20 min; dcido
nitrico (HNOs) al 10% y 20% por espacio de 8,12 y 16 min; acido clorhidrico 4M
(HCI), a lo largo de 10, 20, 40 y 60 min; dcido sulfirico (H,SOy) al 98%, durante 2, 4
y 8 min; peréxido de hidrégeno (H,0;) al 5 y 10%, por espacio de 5, 10, 20, 60 min y
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12.5 y 13 h; 4cido acético (CH3COOH) al 5% durante 1, 6, 8 y 24 h y, aplicacion,
durante 72, 96, 188, 360 y 720 h, de una mezcla de levadura Saccharomyces
cerevisae Meyen ex E.C. Hansen. y azucar, disuelta, previamente en agua, a frutas de

mora, de grado de madurez 6 (NTC 4602), maceradas previamente.

2.5.6.1.2.2 Preparacion de la levadura

Para ello, se mezclaron 14 g de levadura (Saccharomyces cerevisae Meyen ex E.C.
Hansen), de marca comercial Fleischmann® y 1005 g de azicar, los que se
disolvieron en 1 L de agua tibia, a 30°C, hasta que se detecté un cambio manifiesto,

con aumento en el volumen.

2.5.6.1.2.3 Material vegetal incluido

El estudio se llevd a cabo con semillas, del cv. ‘San Antonio’ recién extraidas, de

grado de madurez 6, en consonancia con la NTC 4106 (ICONTEC, 1997).

2.5.6.1.2.4 Diseiio experimental

El estudio se llevé a cabo con un disefio completamente al azar, con arreglo factorial,
51 X 2, en el cual los factores estuvieron integrados por los tratamientos de remocion
de la latencia exdgena, con inclusion de un testigo absoluto y los ambientes de

germinacion: luz y oscuridad.

2.5.6.1.2.5 Evaluacion de hipoclorito del sodio comercial para rompimiento de la

latencia

Se llevaron a cabo dos estudios, durante 30 dias, con hipoclorito de sodio comercial,

correspondientes a dos concentraciones: 3,25 y 5,25%.
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2.5.6.1.2.5.1 Tratamientos

Para ambos ensayos los tratamientos correspondieron a inmersion previa de las
semillas en el producto por espacio de 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 h, mds un testigo absoluto, sin aplicacion alguna del

quimico.

2.5.6.1.2.5.2 Material vegetal

Los estudios se condujeron con semillas recién extraidas del cv ‘San Antonio’ en el

grado de madurez 6 de acuerdo a la NTC 4106 (ICONTEC, 1997).

2.5.6.1.2.5.3 Diseiio experimental

Las evaluaciones de germinacion se llevaron a cabo con el empleo de un disefo
completamente al azar, en arreglo factorial 25 X 2, en el cual los factores estuvieron
conformados por tiempo (horas) de aplicacion del producto y condiciones de la
prueba de germinacion: luz y oscuridad. La informacion obtenida se procesé a través
del programa estadistico SAS 9.1, con datos transformados, en el caso de porcentaje

de germinacién, mediante el procedimiento del Arcoseno.

2.5.6.1.2.5.4 Variables registradas

Porcentaje de germinacion (PG). Calculado con base en el nimero de semillas con
emergencia de embriones, al cabo de 30 dias, con relacién al nimero total de semillas
viables.

Porcentaje de latencia (PL). Obtenido a partir del nimero de semillas viables no

germinadas, con referencia al total de unidades viables.
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2.5.6.1.3 Validacion del protocolo de ruptura de la latencia exdégena en

materiales del banco de germoplasma de mora.

Se evalu6 el protocolo que causé el rompimiento mayor de latencia exdégena. Este se
aplico a la semilla de nueve genotipos de la coleccion de campo, de mora, del Sistema
de Bancos de Germoplasma de la Nacién Colombiana, a cargo de Corpoica,
establecida en el C.I. “La Selva”, Rionegro, Antioquia y en el cv ‘San Antonio’. Para
ello se obtuvo semilla durante la cosecha de tres semanas consecutivas durante las
épocas seca y de lluvias. Estas se escarificaron con hipoclorito de sodio comercial al
5,25%, durante 16 h. Posteriormente, se realizé una prueba de germinacién, en
consonancia con el protocolo relacionado, en el acépite 2.5.4, estudio que se llevé a
cabo con un disefio completamente al azar y un arreglo factorial 10 X 2 X 2, en el
cual los factores fueron 10 poblaciones de mora, 2 épocas climdticas y 2 ambientes
luminicos. El andlisis estadistico de los resultados se realizé por medio del paquete
de programacién SAS version 9.1, con un modelo que incluyé los factores

enumerados y las interacciones entre éstos.

2.5.6.1.4 Latencia endogena

2.5.6.2 Protocolo de rompimiento de latencias exégena y endégena

Pese al rompimiento del bloqueo fisico de toma de agua, para la germinacién de las
semillas de mora, se encontrd un porcentaje importante de semillas latentes. Por ello,
se evaluaron procedimientos destinados a la remocién del bloqueo endégeno de la

germinacion.

Para lo anterior, se evalué la germinacion de semillas del cv ‘San Antonio’, como
secuela de la aplicacion de dcido giberélico (AGs), en unidades escarificadas y sin
escarificar, con hipoclorito de sodio comercial (NaOCI al 5.25%), durante 16 h de

inmersion, lavadas posteriormente con agua corriente y luego, secadas sobre papel
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periddico por espacio de 24 h. Posteriormente se sumergieron, durante 24 h, en AGs,
en concentraciones de 500, 1000 y 2000 ppm, mds un testigo en agua, sin aplicacion
de la hormona. Después las semillas de cada uno de los tratamientos se colocaron a

secar sobre servilletas de papel a temperatura ambiente.

El estudio de germinacion se llevé a cabo con el protocolo incluido en el numeral
2.5.4, con un diseflo completamente al azar y arreglo factorial 4 X 2, donde las
variables fueron: dosis de AGs y ecarificacion. La germinacién obtenida se corrigié
con base en el nimero de semillas viables, obtenida mediante la prueba del tetrazolio.
Los resultados se procesaron con el paquete estadistico SAS 9.1, con un modelo que
incluyé los factores principales y las interacciones posibles entre éstos y la
comparacién de medias se realizO mediante la prueba de Tukey, con 95% de

confiabilidad.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Morfologia, peso y tamaiio de la semilla de mora Rubus glaucus Benth.

3.1.1 Morfologia

En la investigacién actual se encontr6 que la semilla de mora (R. glaucus Benth.),
exhibe una forma reniforme, abultada, testa rugosa y un color café claro, como puede
apreciarse en la Figura 3-1. Al respecto, Tomlik er al. (2010), al estudiar la
morfologia de las semillas de especies diversas de Rubus, sefialaron que éstas eran
lateralmente comprimidas y a menudo aplanadas o ligeramente céncavas en la
superficie adaxial y redondeadas en la abaxial. En concordancia con lo encontrado,
de presencia de semillas reniformes en la especie del estudio actual, Tomlik et al.
(2010) indicaron que los taxa R. articus L., R. caesius L. y R. idaeus L., del género

Rubus, exhiben semillas con dicha morfologia.

Figura 3-1: Semilla de mora (Rubus glaucus Benth.) y descripcion grafica de Rubus.
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3.1.2 Tamaino de la semilla

En cuanto al tamafo de la simiente, obtenido con base en el promedio de 200

semillas, éstas exhibieron un intervalo de 1,60 a 2,90 mm de largo y 0,93 a 2,44 mm
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de ancho; con un valor promedio de 2,35 mm para la primera dimensioén y 1,53 mm
para la segunda. Al respecto, Tomlik ef al. (2010) Informaron que, en el conjunto de
especies del género, las que exhibian un valor mayor eran R. chamaemorus L. y R.
saxatilis L., con 4,00 mm de largo y 1,80 mm de ancho y que las mdas pequeiias
correspondian a R. idaeus L. y R. arcticus L., las cuales presentaban una longitud de

2,10 mm y un ancho de 0,65 mm.

3.1.3 Peso de la semilla

Por su parte el peso unitario de las semillas, del cv. ‘San Antonio’, obtenido a partir
de una muestra de 300 de ellas, en grado de madurez 6 (NTC 4106), fluctué entre 1,1
mg, como valor minimo y 2,5 mg, como maximo, con un promedio de 2,0 mg, para
todas las simientes evaluadas. Al respecto Hummer y Peacock (1994), informaron,
como secuela de un estudio realizado con 59 accesiones de 43 especies silvestres del
género Rubus, provenientes de 12 paises y conservadas en la coleccion del
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de América (USDA), que
incluian R. glaucus Benth., que éstas exhibian una masa, por unidad, que fluctuaba
entre 0,3 y 24,3 mg. Los autores, Hummer y Peacock (1994), adicionaron que 80%
de las poblaciones, de los taxa estudiados pesaban menos de 2,0 mg. Al comparar los
resultados del estudio actual, con lo reportado por los investigadores mencionados, R.
glaucus Benth., exhibe semillas pequefias, en relacion a los intervalos del conjunto de

entidades bioldgicas reportadas en el estudio.

3.2 Caracterizacion fisiologica

3.2.1 Madurez fisioldgica de las semillas

La madurez fisioldgica o de masa, de las semillas evaluada, como se indicé en el

acapite 2.5.1, de materiales y métodos, en 13 genotipos de R. glaucus Benth.,

corresponde al maximo peso seco de las unidades de propagacion sexual, a lo largo
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de su desarrollo, lo cual en el caso actual se evalué con simientes procedentes de
frutos con diverso grado de maduracion, de acuerdo con la NTC 4106 (ICONTEC et

al., 1997), a partir del momento de tamafio maximo de ellos.

El analisis de varianza para el peso seco de las semillas, indic6 diferencias altamente
significativas (P<0,0001) entre genotipos, grado de maduraciéon de los frutos y la
interacciéon genotipo X grado de madurez. Lo anterior indica un comportamiento

diferencial para la variable entre las accesiones evaluadas (Anexo B.).

Como puede apreciarse en la Tabla 3-1, la madurez fisiolégica o de masa, en las
semillas se obtuvo en diversos momentos del desarrollo de los frutos, de acuerdo con
la NTC 4106, (ICONTEC et al., 1997), a nivel de los genotipos evaluados, a partir
del momento en que adquirieron tamafio maximo. Asi, ésta ocurrié en la accesion
ILS 1791, desde el grado 0O hasta el 6, sin aumento ni disminucion significativa, en el
peso seco de las simientes recolectadas en las diversas categorias de madurez. Por su
parte, las accesiones ILS 2268 e ILS 2281, exhibieron el mayor peso seco y
consecuentemente, la madurez fisioldgica o de masa en las simientes de grado 4, con
diferencias significativas con los valores obtenidos en las categorias restantes de
madurez de fruto. Las poblaciones ILS 2269 e ILS 2360 exhibieron el atributo en las
semillas de frutos grado 5 de maduracién y las simientes del “deme” ILS 2273 en las
de categoria 6, con diferencias, en ambos casos, estadisticamente confiables con
aquellas de los otros grados de desarrollo del pigmento rojo en los frutos.
Adicionalmente y como puede apreciarse en la Tabla 3-1, las semillas de los
genotipos ILS 2285 e ILS 2279, presentaron peso seco maximo en estados diversos,
no continuos, los cual podria atribuirse a la polinizacién o a la posicién de las flores;
al respecto, se ha indicado que las especies de Rubus exhiben agamospermia, o sea el
desarrollo de semillas sin fecundacion, con requerimientos de polinizacién para la

induccidn del desarrollo de las semillas (Richards, 1986; Fenner y Thomson, 2005).
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Tabla 3-1: Peso seco de semillas de mora (Rubus glaucus Benth.) obtenidas a partir de
muestras de 1000 mg, en grados de madurez de la NTC 4106 en 13 genotipos.

Genotipo GRADO DE MADUREZ (NTC 4106) (mg)
0 1 2 3 4 5 6

ILS 2281 | 887,1c | 885,0c | 896,5b |893,9b |9052a |894,1b |8873c
ILS 2274 | 865,4¢e | 877,4d |8879c |894,1b |8874c |8954a |8954a
ILS 2271 | 796,8d | 885,3c | 887,0bc | 886,0bc | 895,8a | 890,4b | 887,7 bc
ILS 2282 | 834,5d | 855,3c | 876,0b |883,7a | 8858a |8750b |874,4b
ILS 2285 | 876,6 e | 893,0ab | 886,2cd | 894,5a | 881,9de | 888,4 bc | 896,3 a
ILS 2276 | 868,5d | 876,7c | 887,7b |897,2a |8757c |8852b |8869b
ILS 2288 | 865,2d | 876,1c | 887,1b | 886,7b | 893,6a |887,7b |8853Db
ILS 2279 | 863,4c | 876,4b | 8858a |877,1b | 877,7b | 8882a |887.8a
ILS 2268 | 875,5c | 865,5d | 873,5¢c |885,7b |898,1a |884,3b |8764c
ILS 2273 | 8750b | 875,7b | 8749b |864,8¢c | 856,8d | 876,8b | 895,7a
ILS 2269 | 866,5d | 876,1c | 876,4c |887,1b |887,3b |896,0a |8674d
ILS 2360 | 876,5c | 875,6c¢c | 877,1c |8754c |8759c |893,8a |886,4Db
ILS 1791 | 876,7a | 884,0a | 882,7a |886,6a | 8782a |893,8a |8952a

Entre los promedios marcados con la misma letra, en cada fila, no hay diferencias estadisticas significativas, entre los promedios
de los pesos secos, por grado de madurez (Duncan, P< 0,05).

En la literatura cientifica, revisada, no se encontraron referencias sobre la

determinacién de la madurez fisiologica de la semilla, en R. glaucus Benth., y

especies del género. Por ello, se relacion6 la pigmentacion del pericarpio de las

drupas, que forman el fruto compuesto de la mora, con el peso seco de la semilla,

para lo cual se tom6 como referente las categorias de evolucién del color, incluidas en

la NTC 4106 (ICONTEC et al., 1997). En el estudio, como se indicé la madurez

fisioldgica de la simiente o, la de desarrollo, exhibié comportamiento diferencial

entre materiales, lo cual podria reflejar composiciones genéticas diversas para el

atributo, asociadas con el lugar de origen o interaccién diferencial de los genotipos,

incluidos en el estudio, con el lugar de siembra (Anexo B).
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3.2.2 Evaluacion de viabilidad

3.2.2.1 Protocolo, desarrollado para aplicar la metodologia del tetrazolio, a la

semilla de Rubus glaucus Benth., bajo condiciones del C.I. ‘“La Selva™.

Se ajustd un protocolo para el caso de la especie R. glaucus Benth., con el cual se

obtuvieron grados diversos de tincién, para diferenciar entre semillas con y sin

viabilidad, éste se describe a continuacion:

2.
3.
4.

Descartar las semillas que presenten dafios bidticos o abidticos.

Depositar éstas en agua destilada por 24 h, en un recipiente plastico.

Luego, hacer una incision longitudinal pequefia en la parte dorsal de las
semillas.

Con la ayuda de un bisturi y unas pinzas, bajo un estereoscopio, extraer el
embrién de forma que éste salga completo.

Inmediatamente, agregar la solucién de 2, 3, 5 Trifenil Tetrazolio al 1% a una
vasija pléstica, con tapa hermética y depositar, en ésta, los embriones
extraidos, durante 24 h, bajo condiciones de oscuridad completa, a una
temperatura promedio de 17°C, la cual hay que validar para otras localidades.
Después de las 24 h, sacar los embriones del tetrazolio y sumergirlos en agua
destilada por 5 min.

Determinar la fijacion del color, con el empleo de un estereoscopio de 5 X,

para clasificar la viabilidad de acuerdo con los patrones de tincion.

Una vez aplicado el protocolo indicado, se identificaron 6 grados de tincién, los

cuales se presentan en la Figura 3-2.
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Figura 3-2: Semillas de mora (Rubus glaucus Benth.) viables y no viables. Prueba de
tetrazolio.

Semillas viables

1

Semillas no viables

A partir de los tratamientos de microondas y envejecimiento prematuro, se encontrd
que el someter la semilla durante 60 s, a microondas, causaba la muerte del 100% de
éstas, con 0% de germinacién, de acuerdo con la prueba realizada con simientes

remanentes, obtenidas a partir del tratamiento descrito y que los embriones de este
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lote de simientes correspondia a los grados 4, 5 y 6. Lo anterior, permitié distinguir

entre semillas viables, grados 1, 2 y 3, de aquellas no viables, 4, 5 y 6.

En el caso de las semillas viables, grados 1, 2 y 3, se obtuvo una tincién casi total
desde una tonalidad roja intensa hasta rosado fuerte; la cual, a pesar de no ser
homogénea, correlacioné con embriones viables, con capacidad de germinar. En
contraste, los embriones con tinciones rosada pélida o ninguna, correspondieron a los

rangos en los cuales no se obtuvo germinacién alguna, en el tratamiento descrito.

Los patrones de tincion, obtenidos con los diferentes grados, se incluyen en la Tabla

3-2.

Tabla 3-2: Descripcion de los 6 grados de tincion, en semillas de Rubus glaucus Benth,
obtenidos con la prueba de tetrazolio y categorizacion de cada uno de ellos.

Grado Descripcion Categorizaciéon

1 Embriones con tonalidad roja. Viable
90% de la superficie del embrién con coloracién roja, areas | .,.

2 ~ Viable
pequeiias decoloradas.

3 75% de la capa externa del embrién con coloracion rojiza Viable

4 Coloracién roja en menos del 50% de la superficie del embrién. | No viable

5 Algunas zonas del embridn con tonalidades rojas difusas. No viable

6 Ausencia de coloracién después del tratamiento. No viable

En todas las pruebas de germinacidn, las semillas que no germinaron se sometieron a
la prueba del tetrazolio y se calificaron en la escala de 1 a 6, con el fin de referenciar

éstas, con base en las simientes viables.

3.2.3 Evaluacion de germinacion de semillas extraidas recientemente

No se obtuvo germinacion alguna, al cabo de 30 dias, bajo condiciones de luz y
oscuridad, con semillas del cv ‘San Antonio’, las cuales exhibieron 97% de
viabilidad, a través de la prueba del tetrazolio. Lo precedente indica una latencia del

100% en las simientes viables evaluadas del taxén R. glaucus Benth., la cual, de
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acuerdo con el resultado, puede derivarse de bloqueos exdgenos y/o enddgenos a la
germinaciéon. Al respecto, Jennings (1988), Nybom (1980) y Ourecky (1975),
sefalaron, como secuela de estudios realizados con especies diversas de Rubus, que
éstas exhibian una latencia profunda, derivada de la impermeabilidad de la cubierta
seminal, resistencia mecénica de la testa al crecimiento del embridn y latencia de éste.
También investigadores varios, entre los cuales se encuentran: Heit y Slate, (1950),
Scott e Ink (1957), Feder y Spangelo (1971), Moore, et al. (1974), Rantala (1976) y
Nybom (1980), reportaron germinacién reducida y dispersa en el tiempo con semillas

de diversas entidades bioldgicas del género Rubus.

3.2.4 Evaluacion de la germinacion a largo plazo, durante 500 dias

Luego de 500 dias de instaladas las pruebas de germinacién, bajo condiciones de luz
y de oscuridad, con semillas del cv. ‘San Antonio’, no se obtuvo germinacién alguna
con viabilidades, determinadas a través del procedimiento del tetrazolio, del orden del
91,0% y 100%, respectivamente, en los dos ambientes. Esto indica que las simientes
no rompieron la latencia durante el periodo del estudio. Al respecto, investigadores
diversos (Tappeiner y Zasada 1993, Maxwell, 1990; Barnes, 1985; Dale y Jarvis,
1983; Nybom, 1980; Krefting y Roe, 1949) mencionaron que la germinacién de
simientes de especies de Rubus, bajo condiciones de campo, puede tardar entre 2 y 3
aflos y que, algunas, aparentemente pueden permanecer latentes durante décadas, lo
cual depende del taxén y el estado de éstas; con indicacién, por parte de Cain y
Shelton (2003) de que las especies de Rubus, tipo “blackberry”, grupo al cual
pertenece la mora, muestran episodios multiples de germinacién, lo que estd
relacionado con potencial para almacenamiento en los llamados “bancos de semilla

del suelo™.
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3.2.5 Categorizacion de la latencia de las semillas

3.2.5.1 Latencia exégena o fisica

3.2.5.1.1 Imbibicion de las semillas

Las unidades de propagacion sexual de mora (R. glaucus Benth.) del cv. ‘San
Antonio’, usadas en este experimento, corresponden al mismo lote de la prueba de
germinacion, cuya viabilidad fue determinada a través del procedimiento de tincién

con tetrazolio.

Siguiendo el procedimiento enunciado en el numeral 2.5.6.1.1. Esto permitio
determinar un incremento en peso del 20,14%, Tabla 3-3. Por ello, la masa obtenida,
con el procedimiento anterior, denominada 0; se utiliz6 como referente para
determinar la ganancia interna de humedad, luego del secado superficial de las
semillas de la misma forma descrita, en los pesajes hechos a lo largo de las 24 h de

imbibicion.

El andlisis de varianza, realizado con el arcoseno del incrento de peso, permitid
corregir que no existian diferencias significativas entre el peso 0; y los logrados
durante las 24 h de imbibicion, incluidos en la Tabla 3-3 y la Figura 3-3, con
fluctuaciones positivas y negativas con la pesada de referencia, lo cual es parte del
error experimental, luego de secadas estas, externamente, para remover el agua
superficial. Esto sefiala impermeabilidad de la testa o del pericarpo, lo cual
corresponde a latencia fisica, la que, de acuerdo con Fenner y Thomson (2005),
conduce a que el embridn esté seco hasta que se rompa la cubierta externa y penetre

el agua.
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La no imbibicién de semillas, del género Rubus, ha sido reportada en diversas
especies del clado (Jennings, 1988; Nybom 1980; Ourecky 1975), con indicacién, por
parte de Warr et al (1979) de que, las simientes de R. chaenophorus exhiben un
endocarpo duro, impermeable, que impide la absorcion del agua. Por esto, Peacock y
Hummer (1995) y Ourecky (1975), sefialaron la necesidad de escarificar las unidades
de propagacion sexual, de entidades bioldgicas del género Rubus, para permitir el

intercambio de agua y gases con el medio externo, para el logro de la germinacion.

Tabla 3-3: Variacién porcentual en peso, de 1 g de semillas de mora (Rubus glaucus
Benth.), en imbibicion en agua, a lo largo de 24 h.

Tiempo de imbibicién Peso Incremento de peso con relacién al peso inicial 0,
(h) () (%)*
0 1,0048 -20,14 b
0, 1,2062 0,00 a
1 1,1634 -3,55 a
2 1,1520 -0,98 a
3 1,1640 +1,04 a
4 1,1630 -0,09 a
5 1,1654 +0,21 a
6 1,1290 -3,12a
7 1,1530 +2,13a
8 1,1610 +0,69 a
9 1,1588 -0,19 a
10 1,1462 -1,19a
11 1,1415 -0,41 a
12 1,1478 +0,55 a
13 1,1418 -0,52 a
14 1,1660 +2,12 a
15 1,1246 -3,55a
16 1,1616 +3,29 a
17 1,1592 -0,21 a
18 1,1400 -1,66 a
19 1,1450 +0,44 a
20 1,1470 +0,17 a
21 1,1518 +0,42 a
22 1,1256 2,27 a
23 1,1628 +3,30 a
24 1,1472 -1,34 a

*Entre promedios, marcados con letra idéntica, no hay diferencias significativas con la lectura inicial, con base en datos
transformados a arcoseno. (Prueba de Duncan con confiabilidad P>0,95)
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Figura 3-3: Variacion en peso, de 1 g de semillas de mora (Rubus glaucus Benth.), en imbibicion en agua, a
lo largo de 24 h.

Variacion porcentual en peso de semilla de mora durante la imbibicion en agua
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3.2.5.1.2 Remocion de la latencia exégena

Luego de la aplicacién de protocolos de escarificacion de la testa, de las semillas de
mora, no se obtuvo germinacién alguna, como secuela de los 49 procedimientos
fisicos, térmicos y quimicos de remocion de la impermeabilidad de la cubierta
externa, al igual que en el testigo absoluto, bajo condiciones de luz u oscuridad, en
los 30 dias de conduccién de la prueba. Esto es un indicativo de latencia enddgena

adicional o dafio de los embriones por parte de los tratamientos.

Las semillas sometidas al tratamiento fisico, exhibieron 100% de semillas viables,
luego de terminada la prueba, lo que sefiala un bloqueo de germinacién endégeno o
ineficiencia del procedimiento de lijado de la cubierta seminal, con indicacién por
parte de Galletta et al. (1989), de que la escarificacion de esta indole es dispendiosa y
su aplicacién requiere de un periodo prolongado de tiempo. Al respecto, Warr et al.
(1979) recomendaron, para este tipo de semillas, cortes en la testa, para lograr la

germinacion.

En el caso de los procedimientos térmicos, Zasada y Tappeiner (2003), en una
revision sobre métodos para romper la latencia en el género Rubus, informaron que la

respuesta germinativa exhibia variaciones inter e intra especificas, lo cual puede
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senalar que R. glaucus Benth, podria estar incluido en el grupo de taxones, en los

cuales, el procedimiento es inefectivo.

En la revision de tratamientos de ruptura, de la latencia de las semillas de Rubus, que
realizaron Zasada y Tappeiner (2003), hallaron reportes no consistentes en la
germinacion, entre las especies y las variedades de Rubus, para los tratamientos con

hipoclorito al 2.5% evaluados, en esta investigacién no se rompi6 la latencia.

En lo pertinente a tratamientos quimicos, en la revision realizada, no se encontraron
referencias sobre la accion de los 4cidos nitrico y clorhidrico en la ruptura de latencia
de las simientes de taxones del género Rubus, pese a que éstos han sido empleados
para tal fin, con registros, por parte de Gill et al. (1986) y Scifres (1974) de un efecto
positivo del primer compuesto en la remocién del bloqueo de germinacion semillas
del género Acacia y del segundo en simientes de ocho especies de la familia

Cactacea.

En el caso del acido sulftirico al 98%, se encontré una viabilidad reducida en la
semilla, evaluada a través del procedimiento del tetrazolio, la que fluctu6 entre el 14
y el 17%, lo cual sefiala un efecto nocivo del quimico. Al respecto, existen en la
literatura informaciones contradictorias, con relacion a la respuesta del compuesto en
entidades bioldgicas del género Rubus, con resultados positivos en estudios llevados a
cabo por Heit (1966), Heit y Slate (1950), Nybom (1980), Afanasiev (1942), Moore
et al. (1974) y Tukey (1924) y adversos en algunas especies de Rubus (Moore et al.,
1974).

Por su parte, la respuesta negativa a la aplicacion del Per6xido de Hidrégeno difiere
de la encontrada por Ellis ef al. (1985), con semillas de otras especies del clado

Rubus, quienes reportaron un efecto positivo por parte del compuesto.



46 3. RESULTADOS Y DISCUSION

Con relacién al efecto nulo de la fermentacidén, sin dafio en la viabilidad de las
semillas, lo que se determind a través de la prueba del tetrazolio, se ha indicado que a
través del proceso se forman alcoholes, fenoles y otras sustancias que pueden inhibir
la germinacién y dafios en las simientes, lo cual depende del tiempo del tratamiento.
Lo anterior fue reportado por Avila (2007), en semillas de papaya. Sin embargo, se
considera que en el caso actual de la mora, esto no es valido ya que la semilla no
perdié viabilidad y, ademds, esta se caracteriza por tener una testa gruesa e
impermeable, que requiere, de acuerdo con Nibom, (1980) y Ellis et al. (1985) la
accion de 4cidos fuertes para romper la testa y remover la impermeabilidad de ésta,

requisito fundamental para el inicio del proceso germinativo.

3.2.5.1.3 Evaluacion de hipoclorito de sodio comercial (NaClO 3,25% I.A.) para

rompimiento de latencia.

Los tratamientos evaluados con NaClO del 3,25%, no rompieron la latencia de las
simientes de mora (R. glaucus Benth.) cv. ‘San Antonio’; posiblemente, estos
resultados se deben a que la dosis aplicada, sin importar el tiempo de inmersion, no
fue suficiente para romper la latencia, lo cual se corrobora con lo encontrado por
Galletta et al. (1989), quienes utilizando una dosis mds alta de hipoclorito de sodio al
5,25%, en varias especies y materiales del genero Rubus, encontraron que algunas

germinaron.

3.2.5.1.4 Evaluacion de hipoclorito de sodio comercial (NaClO 5,25% I.A.) para

rompimiento de latencia.

El analisis de varianza, llevado a cabo con datos transformados, mediante el
procedimiento del Arcoseno y corregidos con base en semillas viables, mediante la
prueba del Tetrazolio, indicé diferencias significativas entre tiempo de aplicacion del
hipoclorito de sodio comercial, sin significancia para los ambientes de germinacion y

la interaccion duracién del tratamiento X entorno de luz (Anexo C). En la Tabla 3-4,
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se incluyen los valores promedios, obtenidos en los dos ambientes, como secuela de

la aplicacién del quimico en tiempos diversos.

En la Tabla anteror puede apreciarse germinaciéon a partir de las 7 h, con valores
superiores luego de 16 h de tratamiento, sin diferencias significativas con la
germinacion lograda por las semillas tratadas durante 18 y 21 h. Lo obtenido podria
corresponder a uno de los episodios multiples de germinacion, postulados por Cain y
Shelton (2003), que ocurren en las entidades bioldgicas del conjunto de los

“blackberry”, correspondientes al género Rubus, al cual pertenece la mora.

Tabla 3-4: Porcentaje de germinacion y latencia de semillas de mora (Rubus glaucus
Benth.) cv ‘San Antonio‘, para la escarificaciéon con hipoclorito de sodio al 5,25%,
durante periodos diversos de tiempo, bajo dos ambientes luminicos (luz continua y
oscuridad)

Tratamientos NaOCl 5,25 % *% *%
(h) Germinacion | Latencia

0 0,00 h 100,0 a
1 0,00 h 100,0 a
2 0,00 h 100,0 a
3 0,00 h 100,0 a
4 0,40 h 99,60 a
5 0,00 h 100,0 a
6 0,00 h 100,0 a
7 0,62 h 99,38 a
8 0,20 h 99,80 a
9 12,72 fg 87,28 a
10 24,04 £ 75,96 b
11 25,05 f 74,96 b
12 25,72 ef 74,28 b
13 48,52 de 51,48 ¢
14 54,85 cd 45,15¢
15 54,49 d 4552 ¢
16 88,33 a 11,67d
17 77,56 ab 22,44 d
18 80,37 ab 19,63 d
19 76,32 abc 23,68 d
20 79,22 ab 20,78 d
21 83,87 a 16,13d
22 59,98 bed 40,02 ¢
23 26,89 ef 73,11b
24 2,59 gh 97,41 a

*Entre los promedios marcados con la misma letra, en cada columna, no hay diferencias estadistica significativas, con base en el
Arcoseno del porcentaje de germinacién y de latencia (Tukey, P< 0,05).
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3.2.5.1.5 Evaluacion del protocolo de ruptura de latencia en 9 genotipos de mora

del banco de germoplasma y el cv. ‘San Antonio’ como testigo.

Se presentaron diferencias altamente significativas en cuanto a la germinacién total
en 30 dias, entre genotipos (Anexo E), ambientes (luz y oscuridad) y épocas de
cosecha del fruto para semilla (seca y de lluvias) como se aprecia en el Anexo F y
para las interacciones dobles y triples (Anexo D) entre los factores anteriores. Lo
anterior puede apreciarse en la Tabla 3-5, en la cual los materiales evaluados
presentaron germinacién diferencial entre materiales, épocas, ambientes y la
combinacion de éstos, o similar en diversas épocas y ambientes de germinacion,
como es el caso de la poblacion ILS2373. Al respecto los materiales que exhibieron
mayor germinacion, luego de la remocién de la latencia exdgena fueron ILS 2276,
IL.S2269, ILS 2268, 1L.S2360, 1L.S2270, con semilla obtenida en la época seca y
germinacion bajo condiciones de oscuridad, 1LS2362 e ILS1791, con semilla
proveniente de época lluviosa germinadas bajo ambiente luminico e, ILS2373 en las
simientes provenientes de época seca sometidas al proceso en condiciones de
oscuridad y, en aquellas obtenidas durante el periodo lluvioso, incubadas bajo luz.

Entre los tratamientos no se detectaron diferencias significativas para la germinacion.

Lo precedente sefiala un comportamiento diferencial entre los genotipos evaluados
(Anexo E), en cuanto a las respuestas germinativas, con relacién a la época climadtica
en la cual se obtuvo la simiente y la sensibilidad al ambiente luminico (Anexo F). Al
respecto, es importante sefialar que la semilla estudiada se obtuvo en una sola
localidad, a partir de la coleccion de campo de la especie y que, las accesiones
incluidas provienen de diferentes lugares. Esto indica evolucion en nichos ecoldgicos
diversos, lo que puede reflejarse en comportamientos germinativos diferenciales en la

simiente como respuesta a un habitat diferente a aquel del cual provienen.
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Tabla 3-5: Germinacion y latencia, en condiciones de luz y oscuridad, de nueve
accesiones de mora (Rubus glaucus Benth.), cosechadas en dos épocas: seca y lluviosa.

Material Epoca ambiente 70 >, % .
germinacion Latencia
1LS2373 |seca Oscuridad | 83,408 a 16,592 n
1LS2276 |seca Oscuridad |82,947 a 17,053 n
1LS2269 |seca Oscuridad | 82,702 ab 17,298 mn
1LS2373 |[lluviosa | Luz 81,126 ab 18,874 mn
IL.S2270 |seca Oscuridad | 79,847 abc 20,153 Imn
1LS2268 |seca Oscuridad |79,461 abc 20,539 Imn
1LS2360 |seca Oscuridad | 76,614 abc 23,386 Imn
1LS2362 |[lluviosa | Luz 77,011 abcd 22,989 klmn
ILS1791 |[lluviosa |Luz 68,818 abcde 31,182 jklmn
1LS2362 |seca Oscuridad | 66,246 abcdef 33,752 ijklmn
SA seca Luz 64,529 abcdefg 39,461ghijklmn
ILS1791 |seca Oscuridad | 64,423 abcdefgh 35,577 hijklmn
1LS2360 |lluviosa |Luz 63,443 abcdefghi | 36,558 hilklmn
1L.S2268 |lluviosa | Luz 59,708 abcdefghi | 40,292 ghijklmn
SA lluviosa | Luz 57,281 abcdefghi | 42,719 ghijklmn
1LS2270 |lluviosa | Luz 55,334 abcdefghij | 44,656 fghijklmn
1LS2269 |lluviosa | Luz 54,649 abcdefghij | 45,351 fghijklmn
1LS2364 |seca Oscuridad | 51,239 bedefghij | 48,461 fghijklm
SA seca Oscuridad | 46,207 cdefghij 53,793 fghijkl
1LS2364 |lluviosa | Luz 44,300 defghijk 55,700 efghijk
1L.S2276 |lluviosa | Oscuridad |42,834 efghijkl 57,166 defghijk
ILS2276 |seca Luz 40,132 efghijkl 60,201 defghij
1LS2364 |seca Luz 36,353 efghijkl 63,648 defghij
1LS2276 |lluviosa |Luz 35,079 efghijkl 64,921 defghij
ILS2270 |seca Luz 34,758 efghijkl 65,242 defghi
1LS2269 |seca Luz 34,334 efghijklm | 65,566 cdefghij
ILS2373 |seca Luz 33,658 fghijklm 65,342 cdefghi
SA lluviosa | Oscuridad | 33,063 fghijklm 66,938 cdefgh
ILS1791 |lluviosa | Oscuridad |30,432 ghijklm 69,568 cdefg
1LS2268 |seca Luz 28,814 hijklm 71,186 cdefg
1LS2362 |seca Luz 28,312 hijklm 71,688 cdefg
1LS2360 |Seca Luz 26,610 ijklm 73,390 cdefg
1L.S2268 |lluviosa | Oscuridad |22,726 jklmn 77,274 bedef
ILS2360 |lluviosa | Oscuridad |20,602 klmno 79,398 abcde
ILS1791 |Seca Luz 20,316 jklmno 79,573 abcd
1LS2364 |1luviosa | Oscuridad | 13,712 Imno 86,288 abcd
1LS2269 |lluviosa | Oscuridad 8,222 mno 91,778 abc
1L.S2373 |lluviosa | Oscuridad 2,586 no 97,414 ab
1LS2270 |lluviosa | Oscuridad 0,463 o 99,537 a
1L.S2362 |lluviosa | Oscuridad 0,823 o 99,177 a

*Entre los promedios marcados con la misma letra, en cada columna, no hay diferencias estadistica significativas, con base en el

arcoseno del porcentaje de germinacion y de latencia (Prueba de Tukey, P< 0,05).
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También es pertinente sefialar que la mora es una especie con un sindrome de
domesticacion incipiente, por lo cual la latencia es un remanente, no removido aun,
del mecanismo de supervivencia, sobre lo cual Fenner y Thompson (2005) anotaron
que, pocas cosas son mas importantes para las plantas que asegurar la germinacion de
las plantas en el lugar y tiempo apropiado y que un mecanismo para este logro es la
latencia de las semillas. Al respecto poblaciones de origen diverso, pueden exhibir
requerimientos diferentes para el rompimiento del bloqueo de la germinacién y el

logro de la emergencia.

Con lo expresado en el parrafo anterior se puede explicar el comportamiento
germinativo diferencial estadisticamente de los matereiales ILS 2276 y ILS 2269,
para los dos ambientes evaluados (luz y oscuridad) y las dos épocas de cosecha (seca

y lluviosa

3.5.2 Protocolos de remocion de latencia endégena

3.5.2.1 Aplicacion de acido giberélico (AG3) para remover la latencia endégena

El analisis de varianza, realizado con los datos transformados a Arcoseno, indico
diferencias significativas para las variables escarificacion (Anexo G y H),
concentraciones de AGs y la interaccion entre éstas (Anexo H). Como puede verse
en la Tabla 3-6, no se obtuvo germinacién alguna en los tratamientos sin
escarificacion, al igual que en la escarificacion sin aplicacion del AGs.. Lo anterior
acaecio, igualmente, con el tratamiento de aplicacién de hipoclorito de sodio
comercial al 5,25%, sin AGs, con emergencia de los embriones en los procedimientos
que combinaron el hipoclorito y el AGs Lo anterior indica que, las semillas tratadas
exhibian latencia externa, relacionada con impermeabilidad al agua, la que se
removié con el agente escarificante, lo cual se comprobd en otros estudios

presentados en el documento actual y, a través de reportes, de diversos autores,
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relacionados con semillas del género Rubus, al cual pertenece la mora. Como
complemento de lo anterior, el AGs, suspendi6 la latencia enddgena del embridn, lo
cual produjo germinacién en las unidades de propagacion sexual escarificadas, esto
sefala que ademds de la latencia exdgena, por impermeabilidad de la testa, las
simientes de R. glaucus Benth., exhiben latencia enddégena, cuya liberacioén es

promovida por el 4cido giberelico.

Al respecto, Rantala (1976); Mian et al. (1995); Peacock y Hummer (1996),
recomendaron la realizacién de procesos de escarificacion de las semillas de Rubus,
antes de la aplicacion de AG; Ademads, Warr et al. (1979), demostraron que la

hormona induce la germinacién en especies de este clado.

Tabla 3-6: Porcentaje promedio de germinacion y latencia de semillas de mora (Rubus
glaucus Benth.) escarificadas y sin escarificar con NaClO 5,25%, 16 h, tratadas con AG3;
(0, 500, 1000, 2000 ppm).

Tratamientos

GAs (ppm) " "

Sin Escarificar Germinacion Latencia
0 0Ob 100 a
500 0Ob 100 a
1000 0Ob 100 a
2000 0Ob 100 a
Escarificadas

0 0Ob 100 a
500 7,84 ab 92,14 ab
1000 14,14 a 85,86 b
2000 16,56 a 83,44 b

*Entre los promedios marcados con la misma letra, en cada columna, no hay diferencias estadistica significativas, con base en el
arcoseno del porcentaje de germinacion y de latencia (Tukey, P< 0,05).

También, Warr et al. (1979) y Thiem (2002), indicaron la necesidad de remocién o
eliminacion del endocarpio para obtencion de germinacion en las semillas de taxones,
del género Rubus y Ellis et al. (1985) afirmaron que, hasta la fecha del escrito, hecho
por ellos, no habia sido desarrollado un protocolo de remocién de latencia y
germinacion de las semillas que promoviera la emergencia de los embriones de todas

las accesiones de las especies de este conglomerado y que a pesar de una lista amplia
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de metodologias para romper latencia en este clado, era dificil y raramente lograble
obtener germinacion total de las semillas viables. Esto ultimo podria explicar las
diferencias en la germinacion de las semillas de la especie mora y consecuentemente
en el porcentaje de remocién de la latencia en los estudios de la investigacion

presente.
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4. CONCLUSIONES

Las semillas de la especie mora exhiben latencia exdgena y endégena, lo cual permite
su supervivencia en los bancos de semilla del suelo, mecanismo que no ha sido
removido en el proceso de domesticacion de la especie.

La primera se debe a impermeabilidad de la testa, lo que impide la absorcion del agua
y, la segunda, a embriones quiescentes que precisan de aplicaciéon de dcido AG para
estimular su crecimiento y emergencia, posiblemente para contrarrestar el efecto
contrario de la hormona ABA.

En algunos casos con la rotura de la impermebilidad, exhibida por la testa de la
semilla, se obtuvo alguna germinacion sin aplicacion de AG, lo cual estd en linea con
episodios de germinacién, en los bancos de semilla del suelo, en condiciones
silvestres.

La ruptura mayor de latencia, de las semillas de mora evaluadas, se obtuvo al
escarificar con hipoclorito de sodio comercial, con aplicacidn posterior de AG, en las
concentraciones y forma, indicadas en los resultados. Esto es recomendable evaluarlo
con otras poblaciones y lotes de simiente, de acuerdo a lo reportado, para esta
especie, sobre episodios de grados diferentes de latencia en la unidades de
propagacion sexual.

La escala de tinciéon con tetrazolio, desarrollada, en el estudio actual, permitié
diferenciar entre semillas viables y no viables, para categorizar adecuadamente el
rompimiento de latencia, a través de los protocolos evaluados.

La madurez fisioldgica, o de masa, de las semillas, medida como mdximo peso seco
de éstas, se detectd en frutos con grados diversos de maduracién, a nivel de las
accesiones estudiadas, categorizados, éstos, de acuerdo a la NTC 4106 del
INCONTEC.



54 Categorizacion de la latencia en semillas de mora (Rubus glaucus Benth.), para el apoyo a programas
de mejoramiento y conservacién de la especie

Las tamafio de las semillas de la especie mora (Rubus glaucus Benth.), en el conjunto
de accesiones evaluadas, esta en el intervalo reportado para el clado y, corresponde al
conjunto de taxones con simiente pequefia, con base en la dispersion reportada para
las entidades bioldgicas del género.

La germinacién y rompimiento de latencia variables, obtenida entre lotes de semilla y
poblaciones de procedencia diversa, es tipica de entidades biologicas con un
sindrome incipiente de domesticacidn, en las cuales no sea eliminado el atributo. Lo
anterior permite formar bancos de semilla, en condiciones silvestres y, germinacion a
lo largo del tiempo, como estrategia de surpervivencia.

Los protocolos obtenidos, para el rompimiento de latencias exdgena y endégena y el
de determinacién de viabilidad de las semillas, sirven para apoyar acciones de
conservacion y utilizacion de la variabilidad genética de la especie Rubus glaucus.
Estas, en el primer caso, se refieren a actividades de colecta, conservacién del
polimorfismo de la especie, monitoreo y determinacién de necesidades de
regeneracion. En el segundo a la obtencién de segregantes e hibridos entre
poblaciones o individuos seleccionados, para la implementaciéon de programas de
mejoramiento con la especie.



ANEXOS

A. Anexo: Pasaporte de las accesiones de Rubus glaucus Benth. usadas en los

diferentes experimentos

Cédigo | Departamento | Municipio
ILS 1791 | ANTIOQUIA | Medellin*
ILS 2360 | ANTIOQUIA Medellin
ILS 2281 | ANTIOQUIA Envigado
ILS 2270 | ANTIOQUIA | Don Matias
ILS 2271 | ANTIOQUIA El Retiro
ILS 2273 | ANTIOQUIA Rionegro
ILS 2373 | ANTIOQUIA Rionegro
ILS 2274 | ANTIOQUIA La Ceja
ILS 2268 CALDAS Manizales
ILS 2276 CALDAS Manzanares
ILS 2279 CALDAS Pacora
ILS 2282 CALDAS Ridsucio
ILS 2285 CALDAS Salamina
ILS 2288 CALDAS Villamaria
ILS 2269| QUINDIO Cérdoba
ILS 2364 | SANTANDER | Pie de Cuesta
ILS 2362 | Valle del Cauca Guacari
*San Antonio de Prado
B. Anexo: Analisis de varianza del peso seco de la semilla de mora (Rubus glaucus

Benth.) perteneciente a 13 genotipos en 7 grados de madurez

Fuente de variacion Peso Seco
Modelo <0.0001
Coeficiente de variacion 0.629131
R? Coeficiente de determinacion | 0.89128
Genotipo <0.0001
Grado <0.0001
Genotipo*grado <0.0001
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C. Anexo: Analisis de varianza del porcentaje de germinacion de mora (Rubus
glaucus Benth.) escarificada con hipoclorito de sodio al 5,25% en dos ambientes (luz y
oscuridad).
Fuente de variacion % germinacion | % de latencia
Modelo <0.0001 <0.0001
Coeficiente de variacién 29.14 15.19
R? Coeficiente de determinacion 0.922040 0.922040
Tiempo <0.0001 <0.0001
Ambiente 0.926 0.564
Tiempo * ambiente 0.8783 0.610
D. Anexo: Analisis de varianza del porcentaje de germinacion de materiales de

mora (Rubus glaucus Benth.) del banco de germoplasma y se tiene como testigo el cv.
‘San Antonio’ escarificadas con hipoclorito de sodio comercial 5,25%, durante 16 h, de
dos época de cosecha (seca y lluviosa) y en 2 ambientes (luz y oscuridad).

Fuente de variacion % germinacion | % de latencia
Modelo <0.0001 <0.0001
Coeficiente de variacién 29.5582 28.6365
R” Coeficiente de determinacion 0.718500 0.714604
Genotipo 0.0037 0.0567
Epoca <0.0001 <0.0001
Gendtipo*época <0.0001 0.0082
Ambiente 0.0057 0.0651
Gendtipo*ambiente <0.0001 <0.0001
Epoca*ambiente <0.0001 <0.0001
Gendtipo*época*ambiente <0.0001 <0.0001
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E. Anexo: Porcentaje promedio de germinacion y de latencia de 9 materiales de
mora (Rubus glaucus Benth.) del banco de germoplasma y el cv. ‘San Antonio’,
escarificadas con hipoclorito de sodio al 5,25% 16 h, bajo dos ambientes luminicos (luz
y oscuridad) y dos épocas climaticas (seca y de lluvias).

Tratarpl'entos % Germinacion | % Latencia
Genoétipos

ILS 2270 42,60 ab 51,96 ab
ILS 2276 50,25 a 49,75ab
ILS 2268 47,57 ab 5343 ab
ILS 2269 45,26 ab 54,74 ab
ILS 2360 46,82 ab 53,18 abc
ILS 2362 43,10 ab 56,90 ab
ILS 2364 36,48 b 63,52 a
ILS 2373 50,19 ab 49,81 b
ILS 1791 45,10 ab 54,00 ab
San Antonio 50,27 a 49,73 b

*Entre los promedios marcados con la misma letra, en cada columna, no hay diferencias estadistica significativas,
con base en el arcoseno del porcentaje de germinacién y de latencia (Tukey, P< 0,05).

F. Anexo: Parametros de germinacion de materiales de Rubus del banco de
germoplasma, escarificadas con hipoclorito de sodio al 5,25%, en dos épocas (seca y
lluviosa) y dos ambientes (luz y oscuridad).

Tratamientos | % Germinacion | % Latencia
EPOCA

Seca 53,10 a 46,90 b

Lluviosa 38,61b 60,30 a

AMBIENTE

Luz 4727 a 52,74 b

Oscuridad 44,44 b 54,47 a

*Entre los promedios marcados con la misma letra, en cada columna, no hay diferencias estadistica significativas,
con base en el arcoseno del porcentaje de germinacién y de latencia (Tukey, P< 0,05).

G. Anexo: Parametros de germinacion de semillas de mora (Rubus glaucus Benth.)
sin escarificar y escarificadas (NaOCl 5,25%, 16 horas), tratadas con AG3 (0, 500, 1000,
2000 ppm).

Tratamientos *% *%
Escarificacion Germinacion Latencia
No 00,00 b 100,00 a
Si 19,37 a 77,82 b

*Entre los promedios marcados con la misma letra, en cada columna, no hay diferencias estadistica significativas,
con base en el arcoseno del porcentaje de germinacién y de latencia (Tukey, P< 0,05).
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H. Anexo: Analisis de varianza del porcentaje de germinacion de mora cv. ‘San
Antonio’ sin escarificar y escarificadas con hipoclorito de sodio comercial 5,25%,
durante 16 h, tratadas con AG; (0, 500, 1000, 2000 ppm).

Fuente de variacion % germinacion | % de latencia
Modelo 0.0001 0.0001
Coeficiente de variacion 84.0469 12.0673
R? Coeficiente de determinacion 0.747478 0.755551
Tratamiento 0.0017 0.0033
Escarificacion 0.0001 0.0001
Tratamientos*Escarificados 0.0017 0.0033
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