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RESUMEN

El alpiste (Phalaris canariensis L.) es utiliza-
do como material vegetal y planta indicadora
en estudios de deteccién y caracterizacion de
virus, alelopatia, control biologico y bioqui-
mica de sustancias bioactivas funcionales.
No obstante, no se encontraron antecedentes
sobre la morfologia de plantulas y respuesta
germinativa in vitro. Esta investigacion se
plantea como objetivo, estudiar aspectos
morfoldgicos de plantulas de alpiste y la
respuesta germinativa in vitro bajo diferen-
tes calidades de luz, las cuales podrian ser
de utilidad en el estudio e interpretacion
de resultados en la investigacion aplicada
en plantas. Se expusieron las semillas a
tratamientos en capsulas de Petri: T1, luz
natural; T2, luz roja; T3, luz roja-rojo lejano;
T4, luz roja-rojo lejano-roja; T5, oscuridad;
T6, filtro transparente; T7, filtro azul; T8,
filtro verde y T9, filtro rojo. Las semillas
resultaron fotoblasticas negativas, con 48%
de germinacion en oscuridad y 16% bajo
filtro rojo, el crecimiento de la radicula fue
inhibido en todos los tratamientos con luz,
siendo més corta bajo filtro verde (0.8 cm).
Por el contrario, combinaciones de luz roja,
rojo lejano y de oscuridad estimularon su

alargamiento hasta 7.8 cm. La luz natural
inhibié el crecimiento del coleoptilo en la
misma magnitud que el filtro verde (0.8 y
0.7 cm, respectivamente). Bajo luz roja y
combinaciones con rojo lejano las plantulas
se etiolaron mostrando un coleoptilo entre
9.4-10.3 cmy la primera hoja entre 13.2-14
cm. El contenido de clorofila fue mayor en
luz que en oscuridad (6.42 x10°y 3.49x10°®
mg mL, respectivamente).

Palabras clave: alpiste, germinacion, luz,
morfologia, Phalaris canariensis.

ABSTRACT

The canary grass (Phalaris canariensis L.)
is used as vegetal material and indicative
plant in studies for virus detection and cha-
racterization, allelopathic effects, biological
control and biochemistry of bioactive func-
tional substances. Nevertheless, no previous
reports upon germination response and
morphological aspects of seedlings growing
in vitro were found. The objectives of this
study were to study morphological aspects
of seedlings of canary grass and the germi-
nation response in vitro, under different light
qualities, which would be useful in the inter-
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pretation of further results in plant research.
Seeds were exposed to treatments in Petri
dishes: T1, natural light; T2, red light; T3,
red light-far red light; T4, red light-far red
light-red light; T5, darkness; T6, transparent
filter; T7, blue filter; T8, green filter and
T9, red filter. Results show that seeds are
photoblastic negative with 48% germina-
tion in the dark in 48h and 16% under red
filter. The natural light and all the filters
suppress the radicle growth, shorter ones
were observed under the green filter (0.8
cm). Red light alone and its combination
with far red, as well as darkness stimulated
radicle elongation up to 7.8cm. Natural light
suppressed coleoptile growth in the same
magnitude than with green filter (0.8 and
0.7 cm respectively). Under red light and
its combination with far red, seedlings were
etiolated showing a coleoptile between 9.4-
10.3 cm and the first leaf between 13.2-14
cm. Chlorophyll content was higher in light
than in darkness (6.42 x 102y 3.49 x 10
mg mL, respectively).

Key words: canary grass, germination, lig-
ht, morphology, Phalaris canariensis.

INTRODUCCION

El alpiste (Phalaris canariensis L.) perte-
nece a la familia de las Poaceas y es origi-
naria del Mediterraneo. A diferencia de P.
paradoxa y P. minor, consideradas como
especies invasoras, P. canariensis es la Unica
especie del género Phalaris cultivada para
la produccion de grano (SENASA, 2011).
Representa una especie promisoria para su
uso en investigacion bioldgica en estudios
sobre alelopatia y control biolégico (Truol
etal., 2001), deteccion de virus (Enamora-
do et al., 2004) y bioquimica de sustancias
bioactivas funcionales en plantas (Paredes
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et al., 2009). En este sentido, el alpiste, se
ha utilizado en la caracterizacion del virus
del mal de Rio Cuarto (MRCV) que afecta
al maiz (Zea mays L.) (Enamorado et al.,
2004), y en bioensayos para determinar el
efecto alelopatico de hongos filamentosos
sobre la germinacion de semillas (Truol et
al., 2001), asi como en el estudio de la pre-
sencia de la melatonina en plantas (Paredes
et al., 2009).

Sin embargo, aun cuando en la literatura
hay autores que afirman que es una planta
promisoria para investigacion aplicada,
tal como Catals (1997) quien considerd
que el alpiste podria resultar una excelente
planta para estudios genéticos debido a su
bajo nimero cromosémico 2n=12, no se
encontraron antecedentes relacionados con
aspectos morfoldgicos de las plantulas y la
germinacion in vitro de esta especie bajo
distintas condiciones de luz. En este sentido,
la presente investigacion se plante6 como
objetivo, describir la germinacién, morfo-
logia de las plantulas de alpiste (Phalaris
canariensis), establecer la relacion coleop-
tilo: porcion expuesta de la primera hoja,
presencia de raices adventicias, contenido
de clorofila en plantulas y respuesta a la
calidad de luz.

MATERIAL Y METODOS

La investigacion se realizé en el Laboratorio
Auxiliar de la catedra de Fisiologia Vegetal
de la Facultad de Agronomia de la Univer-
sidad Central de Venezuela. Se utiliz6 un
total de 1 350 semillas de alpiste (Phalaris
canariensis L.) compradas en un estable-
cimiento comercial que fue seleccionado
debido a que present6 el mayor porcentaje
de germinacion que otros lotes de semillas
evaluados previamente.
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Las semillas se distribuyeron al azar en cap-
sulas de Petri, se colocaron 25 semillas por
capsula para conformar nueve tratamientos
con seis repeticiones cada uno bajo un dise-
fio experimental completamente aleatorio.
En cada capsula se colocd papel absorbente
en el fondo y se esteriliz6 en estufa a 60°C
durante 24 horas. Una vez culminada la
esterilizacién se colocaron 25 semillas por
capsula agregando 10mL de agua destilada
en cada una, alli permanecieron durante
dos horas previo a la aplicacién de los tra-
tamientos a una temperatura ambiente de
27°C. Una vez culminado este tiempo para
imbibicion, se procedi6 a aplicar los trata-
mientos que se indican a continuacion, en
los cuales la irradianza provino de una Idm-
para fluorescente de bombillo circular TLE
32W/54 Philips, colocada a 50 cm sobre las
capsulas de Petri. También se usé celofan
transparente, azul, verde y rojo. Para el caso
del rojo lejano, éste fue obtenido mediante
cuatro bombillos de 100 W iluminando una
capa de papel celofan azul colocado entre
dos capas de celofan rojo (Ross, 1978).
Para determinar las caracteristicas opticas
del celofan, que en lo sucesivo se denomi-
nara filtro, se examinaron muestras de cada
color con un Spectronic 20, determinando
el barrido de tramitancia a 600, 650, 700 y
750 nm, definida como absorbancia = -log
T o fraccion de luz que pasa a través de la
muestra. Se incluy6 una muestra de celofan
transparente.

De este modo, se aplicaron nueve trata-
mientos, que se describen en el cuadro 1.
A los siete dias se determind el porcentaje
de germinacion por capsula y se midié la
longitud de la radicula, coleoptilo y hoja.
Se establecio la relacion coleoptilo: porcién
expuesta de la primera hoja, dividiendo la
longitud del coleoptilo entre la longitud de

la porcion visible de la primera hoja y se
observaron aspectos morfoldgicos resaltan-
tes en las plantulas tales como presencia de
raices adventicias.

Para la determinacion de clorofila 100 se-
millas de alpiste se distribuyeron en cuatro
contenedores de vidrio sobre papel de filtro
humedecido con agua destilada. Seguida-
mente, se mantuvieron en condiciones de
umbraculo durante siete dias. Transcurrido
este tiempo se procedi6 a separar los con-
tenedores para establecer dos tratamientos:
T1, condiciones de luz natural, y T2, condi-
ciones de oscuridad, con dos contenedores
con 25 plantulas en cada uno. Al cabo de una
semana bajo estas condiciones, se procedid
a evaluar la morfologia de las plantulas y
determinar el contenido de clorofila. Para
ello, se tomaron tres muestras de hojas de
alpiste al azar, conformadas por cinco ho-
jas cada una por cada tratamiento, para un
total de seis muestras. Se utilizd el método
colorimétrico utilizando un espectrofoto-
metro marca Spectronic 20 calibrado con
un blanco de 6 mL de acetona al 80%. Se
determino la tramitancia (%T) a 645y 663
nmy finalmente la concentracion de clorofi-
la (mg mL?) calculada mediante la relacion:
concentracion de clorofila=0.0202 * A(645
nm) + 0.00802* A (663 nm)

Una vez obtenidos los resultados, se realizd
el analisis de varianza (ANOVA), utilizando
el paquete estadistico Statistix Version 7.0
(Statistix, 1985), se determind la mediay la
desviacion estandar para cada tratamiento,
para un nivel de significacion de 5%.

RESULTADOS

En la figura 1 se muestra el porcentaje de
tramitancia determinado a 600, 650, 700
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Fig. 1. Tramitancia a través de los filtros de celofan usados en los distintos tratamientos
para proporcionar diferentes longitudes de onda.

y 750 nm. Se registré 90% de tramitancia
para los filtros rojo y transparente a 650,
700y 750 nm, 40-70% para los filtros azul
y verde. El menor porcentaje de tramitancia
correspondio a la irradiacién con luz en el
rojo lejano (20-40%).

Respuesta de la germinacion de semillas
in vitro

La semillas de alpiste (P. canariensis L.) “in
vitro” mostraron una respuesta fotoblastica
negativa, es decir que no requieren luz para
germinar (Salisbury y Ross, 1992). La figu-
ra 2, muestra el porcentaje de germinacion
en los tratamientos aplicados. ElI mayor
porcentaje se obtuvo en el tratamiento T5
(condiciones de oscuridad), seguido por T1
y T2 (luz natural y luz roja), existiendo dife-
rencias estadisticamente significativas entre
ellos, por lo que se puede afirmar que las se-
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millas exhiben una respuesta fotoblastica ne-
gativa. El menor porcentaje de germinacion
se obtuvo en semillas bajo T3 (luz roja-roja
lejana), T6 (filtro transparente-luz), T8 (filtro
verde-luz) y T9 (filtro rojo-luz). Asi mismo,
los tratamientos con luz roja-rojo lejano-luz
roja (T4) y filtro azul (T7) se comportaron
iguales, con porcentaje de germinacion de
24 y 27%, respectivamente, siendo éstos
superiores a los grupos de tratamientos
anteriores. A este respecto, se ha sefialado
que la luz roja promueve la germinacion en
semillas de Coriandrum sativum L. (Peroza
etal., 2007) coincidiendo esta respuesta con
la mostrada para alpiste y, por el contrario,
inhibida por radiaciones en la faja del in-
frarrojo (Peroza et al., 2007), tal como se
evidencio en T3 cuando las semillas fueron
irradiadas con luz roja 'y posteriormente rojo
lejano y en T9 con filtro rojo, que revierte
el fitocromo a su forma inactiva, por lo que
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Fig. 2. Porcentajes de germinacion promedio en semillas de alpiste (Phalaris canariensis

L.) por tratamiento. T1, luz natural; T2, luz roja; T3, luz roja-rojo lejano; T4, luz roja-rojo

lejano-roja; T5, oscuridad; T6, filtro transparente; T7, filtro azul; T8, filtro verde y T9, filtro

rojo. Las barras indican la desviacion estandar y letras distintas diferencias significativas
al nivel del 5%.

la cantidad de semillas que germinaron
fue menor en estos tratamientos, pero sin
diferencias estadisticamente significativas
entre ellos (fig. 2). Asi mismo, los resultados
muestran que bajo filtro transparente (T6), al
igual que bajo filtro de color verde (T8) se
generd un efecto inhibitorio de la germina-
cion, el primero no sefialado en la literatura
con anterioridad, y el segundo ampliamente
sefialado en la literatura (Folta y Maruhnich,
2007). Estadisticamente, de acuerdo al
porcentaje de germinacion de semillas en
todos los tratamientos, se conformaron tres
grupos con respuesta similar: el primero con
T5, el segundo grupo con T1, T2, el tercer

grupo conformado por T3, T4, T6, T7, T8
y T9 (fig. 2).

La figura 3 muestra que los tratamientos en
los cuales la radicula alcanzé mayor longitud
fueron T2 (7.6 cm), T3 (5.7 cm), T4 (6.8 cm)
y T5 (7.8 cm). La radicula present6 entre
1.8 y 3.07cm en los tratamientos T1 (3.07
cm), T6 (3.5¢cm), T7 (2cm) y T9 (1.8 cm),
que no mostraron diferencias significativas
entre ellos. El tratamiento con filtro verde
(T8) difirié estadisticamente del resto de
los tratamientos, ya que en éste las semi-
llas exhibieron una radicula de 0.8 cm de
longitud.
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En la figura 4 se realiza una comparacion
de la longitud promedio del coleoptilo y
primera hoja de las plantulas en los distin-
tos tratamientos. En esta figura, la porcion
mostrada como hoja es la que sobresalio
por dentro del coleoptilo, por lo que la lon-
gitud total de la primera hoja corresponde
a la sumatoria de la longitud del coleoptilo
mas la porcidn sefialada en la figura 4 como
hoja. La proporcion longitud del coleoptilo:
porcién expuesta de la primera hoja varié
entre tratamientos, siendo de 3:1 en los
tratamientos T2, T3, T4, T5; de 2:1en T1,
T6, T9ydel:lenT7yT8.

Aspectos morfolégicos de las plantulas en
cada tratamiento:

Cuando las pléantulas fueron expuestas a
luz natural (T1) la longitud de la primera
hoja fue mayor (3 cm) observandose ésta de
color verde intenso y la radicula de 3cmen
relacion con el coleoptilo que present6 0.8
cm de largo. En oscuridad (T5) la longitud
de la primera hoja fue de 13.7 cm obser-
vandose ésta clordtica, la radicula alcanz6
7.8 cmyy el coleoptilo fue inhibido (0.8 cm)

(figs. 3y 4).

Bajo luz roja (T2) se observo claramente el
patron de etiolacion y coleoptilo de color
blanquecino-rojizo con una longitud de
9.4cm, y la primera hoja clorética de 13.2
cm (fig. 4). Asi mismo en T2, la radicula
fue de 7 cm de largo (fig. 3) y presentd de-
sarrollo de raices adventicias muy pequefias
y delgadas, ubicadas a pocos centimetros
por encima de la base, indicando que bajo
luz roja (T2) el crecimiento de la radicula
fue estimulado.

En el tratamiento bajo luz roja-luz roja lejana
(T3), las plantulas mostraron etiolacion con
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valores de longitud de coleoptilo y primera
hoja similares a los obtenidos bajo luz roja
(en T2) 9.5y 12.7 cm respectivamente (fig.
4). Adicionalmente, en T3 se observé una
coloracion blanquecina-rojiza del coleopti-
lo y clorosis de la primera hoja alargada y
ausencia de raices adventicias emergiendo
de la radicula.

En el tratamiento bajo luz roja-rojo lejano-
luz roja (T4), las plantas presentaron mayor
etiolacion que el resto de los tratamientos,
siendo la longitud de la primera hoja de 14
cm de largo y su aspecto clorético. El co-
leoptilo con coloracién rojiza-blanquecina
se alarg6 hasta 10.3 cm (fig. 4). En T4 la
radicula de 7 cm de largo (fig. 3) fue muy
delgada y presento raices adventicias en la
base, denotando que este tratamiento favo-
recio la rizogénesis.

En oscuridad (T5), las plantulas mostraron
coleoptilos etiolados de 7.8cm de largo y
la primera hoja clorgtica, de 13.7 cm (fig.
4). Bajo estas condiciones las plantulas
presentaron una radicula de 7.8 cm (fig. 3)
casi transparente con presencia de raices
adventicias en su base. Los resultados
muestran que en T5 tanto el alargamiento
de laradicula como su diferenciacion fueron
estimulados.

Cuando se coloco filtro transparente (T6) no
se observaron plantulas etioladas, las hojas
fueron de color verde intenso con 3.2 cm
de largo y la relacion coleptoilo: la porcion
expuesta de la primera hoja fue de 2:1 (fig.
4). En T6 las plantulas presentaron raices
adventicias en la parte media de la radicula
que midi6 3.5 cm (fig. 3).

Bajo filtro azul (T7) no se observaron plan-
tulas etioladas. Las hojas fueron de color
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verde intenso con una longitud de 4.6 cmy
la relacion coleptilo: la porcion expuesta de
la primera hoja fue de 1:1 (fig. 4). En T7 se
observé la formacion de raices adventicias
en parte media y base de la radicula.

Cuando se utiliz6 filtro verde (T8) el creci-
miento de las plantulas fue el méas reducido
en comparacion con el resto de los trata-
mientos, el efecto inhibitorio se observé
a nivel del coleoptilo, la primera hoja y la
radicula. El coleoptilo fue de 0.7 cm y la
primera hoja de 1.5 cm (fig. 4). Asi mismo,
se evidencio que el tratamiento con filtro
verde (T8) ejercio el mayor efecto inhibito-
rio sobre el crecimiento de la radicula que
en este caso fue de 0.8 cm de largo.

Bajo filtro rojo (T9) no se observaron plan-
tulas etioladas, el coleoptilo midi6 1.9 cm
y la primera hoja 4.5 cm de largo (fig. 4)
con proporcion 2:1, respectivamente. En el
tratamiento T9 se noto el efecto inhibitorio
del filtro rojo sobre del crecimiento de la
radicula, en comparacion con el transparente
con 1.8 cm de largo (fig. 3).

El contenido de clorofila fue mayor en
plantulas creciendo en luz que en oscuridad
(6.42 x 10y 3.49 x 10-* mg mL"%, respecti-
vamente), tal como era de esperarse.

DISCUSION

El efecto inhibitorio del filtro del rojo leja-
no sobre la germinacion no dependi6 de la
cantidad de luz aplicada sino de su calidad,
debido a que el efecto es observable aun
cuando la tramitancia bajo este filtro fue
inferior a la de los demas filtros utilizado,
asi lo destaca Chory (1997) en sus estudios
de respuestas moduladas por la luz en las
plantas.

Por otra parte, la fuente de luz roja, com-
binaciones de luz roja con rojo lejanoy la
oscuridad, parecieron no tener efecto esti-
mulante sobre la emergencia de la radicula,
lo cual se evidencia en los bajos porcentajes
de germinacion. Sin embargo, después de
su emergencia, la radicula respondi6 po-
sitivamente a irradiaciones con luz roja y
combinaciones de luz roja con rojo lejano,
las cuales estimulan su alargamiento. A este
respecto Folta y Maruhnich (2007) refieren
que las plantulas que se desarrollan bajo la
influencia de luz roja, poseen mayor canti-
dad de tejido vegetativo que las que crecen
bajo luz natural.

Por el contrario, el crecimiento de la radicula
respondié negativamente a la presencia de
luz natural y filtro verde. A este respecto,
Foltay Maruhnich (2007) reportaron que la
luz natural tiene en su espectro componentes
en el rango del rojo y del azul, las cuales
son eficientes en promover el desarrollo y
la fotosintesis, no obstante, al suministrar
luz natural, no se esté exento de suministrar
su componente en el verde. En este sentido,
los citados investigadores sefialan que el
sistema de sensores para luz verde produ-
cen ajustes en el desarrollo y crecimiento
en concordancia con los sensores para luz
roja y azul.

Asi, el coleoptilo de alpiste fue fuertemente
inhibido bajo luz natural y filtro verde, se-
guido por el azul, que son los colores que
corresponden a los colores de la clorofila,
en los cuales el maximo de absorcién del
pigmento es menor. Respuestas similares
han sido reportadas por expertos en los es-
tudios de fotomorfogénesis (Folta, 2004). La
relacion entre ellos: longitud del coleotilo:
porcion expuesta de la primera hoja, vario
significativamente dependiendo de la cali-
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Fig. 3. Longitud de la radicula (cm) de plantulas de alpiste (Phalaris canariensis L.) por

tratamiento. T1, luz natural; T2, luz roja; T3, luz roja-rojo lejano; T4, luz roja-rojo leja-
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rojo. Las barras indican la desviacion estandar y letras distintas diferencias significativas
al nivel del 5%.
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Fig. 4. Longitud del coleoptilo y primera hoja de plantulas de alpiste (Phalaris canariensis

L.) por tratamiento. T1, luz natural; T2, luz roja; T3, luz roja-rojo lejano; T4, luz roja-rojo
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dad de luz, mostrando la mayor inhibicion
bajo irradiacion con el verde.

En esta investigacion, condiciones de oscu-
ridad generaron igual respuesta en plantulas
de alpiste que bajo combinaciones de luz
roja que se observaron como alargamiento
del coleoptilo debido a etiolacion, por lo
que podria inferirse que estos tratamientos
inactivaron el fitocromo.

El coleoptilo y la primera hoja formada
mostraron diferencias en sus caracteristicas
morfologicas en los tratamientos. En un
trabajo realizado por Parks et al. (2001)
se afirma que el hipocotilo en crecimiento,
es un 6rgano dindmico que ajusta su tasa
de crecimiento a la condicion ambiental
que prevalece. En el caso de la presente
investigacion y en virtud de las respuestas
obtenidas en alpiste, podriamos afirmar que
el coleoptilo y la primera hoja son estruc-
turas en crecimiento dinamico en las cuales
se observaron respuestas contrastantes que
permitieron agrupar a los tratamientos como
base de la presente discusion

CONCLUSIONES

El alpiste (Phalaris canariensis) posee ca-
racteristicas que permiten considerarla como
una especie promisoria de gran utilidad en
la investigacion bioldgica aplicada, debido
principalmente a que germina en corto
tiempo, no requiere luz para germinar, la ob-
tencion de una gran cantidad de plantulas in
vitro es facil y rapida. Ademas, esta especie
exhibe una respuesta diferencial a la calidad
de luz que se puede interpretar con facilidad
al registrar la relacion longitud del coleotilo;
porcion expuesta de la primera hoja y al ser
una planta de facil muestreo y manejo en el
laboratorio puede proveer material vegetal

con caracteristicas deseables para estudios
bioldgicos.
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