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PROLOGO DE LA PRIMERA EDICION

Como docente universitario de Fisiologia Vegetal, durante afios he tenido a
cargo el dictado de este tema. La constante actualizacion me ha conducido al
manejo de abundante informacion que he trasmitido a los alumnos en las clases
teodricas y practicas. A través de los afios, esta informacion fue clasificada dando
origen, primero, a un texto manuscrito, luego tipeado y puesto a disposicion de
los alumnos junto a la bibliografia clasica de la materia.

Este texto, con el tiempo, se constituyd en una guia util para el estudio or-
denado del proceso de germinacion. Contribuy6 el hecho de que generalmente
en los libros de fisiologia vegetal el tema estd fragmentado en diferentes capitu-
los, es decir, relacionado a aspectos bioquimicos, ambientales y ecoldgicos, lo
cual dificulta al estudiante el logro de una vision secuencial e integral del proce-
SO.

La obra incluye los conocimientos basicos de morfologia y anatomia de la
semilla, que considero prerrequisitos fundamentales para poder entender el pro-
ceso de germinacion de semillas.

El tema se aborda tomando a la semilla como objeto de estudio segun dife-
rentes Opticas. A partir de alli, se ingresa al estudio del proceso de germinacion
que respeta, en la medida de lo posible, la secuencia cronolédgica de las diferen-
tes etapas. Cada capitulo presenta informacion basica y actualizada sin preten-
der constituirse en conocimientos profundos o especializados. Los constantes
avances, fundamentalmente en el campo de la Biologia Molecular, hacen nece-
saria una permanente actualizacion, hoy facilitada por la posibilidad de un acce-
so rapido y sencillo a la bibliografia cientifica.

Esta obra dirigida a estudiantes universitarios de las carreras de Agrono-
mia, Biologia y Profesorados de Ciencias Naturales, intenta constituir un hu-
milde aporte para mejorar y facilitar el proceso de ensefanza y aprendizaje.
Proporciona a los alumnos un texto en castellano, organizado, actualizado y que
evite el uso de apuntes tomados en clase, generalmente incompletos y con erro-
res.

Francisco J. Cardinali
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PROLOGO DE LA SEGUNDA EDICION

Desde que se publico por primera vez este libro ha pasado un tiempo
considerable. La generacion de conocimientos avanza rapidamente y la
informacion lograda es analizada y transmitida por docentes-investigadores,
como es en este caso, y volcada en los libros como un aporte para la educacion.

En los tiempos de la primera edicién el tema de germinacion estaba atomi-
zado en los diferentes libros de fisiologia vegetal y so6lo unos pocos de ellos le
daban un capitulo completo abordando los diferentes aspectos del proceso. Hoy
esta situacion esta siendo superada y podemos encontrar el tema tratado en capi-
tulos especificos y en sitios de internet de organismos oficiales de investigacion
y educacion que aportan valiosa informacion nueva y vieja sobre el tema.

La primera edicion intentd, creo con éxito, enmendar ese problema de la
atomizacion. En esta oportunidad se han ampliado algunos temas y se han in-
corporados otros como el referido al vigor de las semillas y a las pruebas co-
rrespondientes.

Estamos inmersos en un mundo de progreso con abundante informacion
que pone en evidencia el incesante avance de la ciencia y la tecnologia. Sin
embargo, considero que ademas de la incorporacion de esa nueva informacion
debemos reconocer la importancia de la comprension mas profunda o de la revi-
sion de los conceptos ya conocidos y ponerlos bajo la 6ptica relacionada a la
nueva realidad del mundo que nos rodea.

Como objetivo se mantiene la obstinada voluntad de intentar contribuir a la
formacion de estudiantes y profesionales interesados en el tema, aportando un
texto organizado secuencialmente segun el ciclo natural de la primera parte de
la vida de las plantas de interés agronémico comunes de nuestro pais.

Por ultimo, es fundamental reconocer el apoyo obtenido de la Cooperadora
de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Mar del Plata
y del asesoramiento y destacado trabajo profesional del Dpto. de Grafica de
dicha Universidad. El presente texto es una obra genuina, sin patrocinantes ex-
ternos, lograda totalmente en el marco de una Universidad Publica.
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1

GENERALIDADES

1.1. Origen de la semilla. Aspectos evolutivos e histéricos

La historia sobre el origen de la semilla aparece como testimonio del pasado
oculto en los sedimentos y en las rocas que, paso a paso, ha sido descubierto por
gebdlogos y botanicos. Los fosiles documentan la evolucion y permiten
interpretar los cambios que fueron ocurriendo en respuesta a las fuerzas
naturales que orientaron el camino evolutivo hasta nuestros dias.

La capacidad de generar semillas ha sido uno de los grandes eventos en la
historia vegetal. Implica el aporte de una estructura reproductiva compleja que
otorgd suficientes ventajas adaptativas como para desplazar a los productores de
esporas, algas, musgos y helechos, que reinaron en el ambiente terrestre durante
millones de afios.

Los registros fosiles muestran que el origen de esta notable arquitectura re-
productiva surge en la era paleozoica superior, periodo carbonifero, hace unos
286 millones de afios. En esa época, grandes plantas similares a helechos po-
seian estructuras semejantes a semillas. Muchas quedaron atrapadas y conserva-
das en los sedimentos turbosos, himedos y calidos, todavia pertenecientes a la
unica gran masa continental del planeta denominada Pangea.

La nueva estructura reproductiva, considerablemente protegida, permitié a
las plantas terrestres enfrentar con éxito las dificiles condiciones ambientales
que siguieron en el periodo Pérmico, caracterizado por intensas glaciaciones y
sequia. Estos dramaticos cambios en el final de la era paleozoica constituyeron
una fuerte presion de seleccion que derivé en la extincion en masa de numero-
sas especies terrestres y marinas. Sin embargo, la excelente adaptacion alcanza-
da por las plantas les permitié superar la adversidad y dar el gran paso hacia el
dominio del ambiente terrestre. El ingreso a la era mesozoica mostrd claramente
los avances logrados. Asi, durante su primer periodo -conocido como Tridsico-,
aparecieron Pinaceas y Ginkgodceas. De esta familia, el tnico representante
sobreviviente que permanece hasta nuestros dias, considerado un fosil viviente,
es el Ginkgo biloba.

Los continuos avances evolutivos condujeron al desarrollo de estructuras
mas perfeccionadas, que pasaron a gimnospermas mas eficientes durante el
Jurésico, y finalmente a las angiospermas, plantas con 6vulos protegidos, en el
Cretacico.
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Lo expuesto ser puede observar en la siguiente Tabla:

Tabla 1.1. Principales acontecimientos evolutivos de las plantas durante las eras Paleo-
zoica y Mesozoica.

ERAS PERIODOS ACONTECIMIENTO
L Radiacion de las angios-
Cretécico .
permas. Primeras plantas
144-65
con flor y fruto
Jurasico Abundancia de arboles y
MESOZOICA 200-144 arbustos lefiosos
r Iniciodislocacion del Pan-
Triasico :
248-200 gea. Grandes extensiones
de helechos y coniferas
Pérmico Extincion masiva de gran
286-248 numero de especies
Carbonifero Bosques de coniferas.
360-286 Helechos gigantes
Superior - ) )
Devonico Primeros helechos y Gim-
408-360 nospermas
Silarico Primeras plantes Terres-
PALEOZOICA 438-408 tres-Briofitas
Colonozacién del medio
. Ordovicico terrestre por las plantas.
Inferior 505-438 Plantas anfibias similares a
hepaticas y antocernos
(o Explosion de vida en el
Céambrico .
agua. Abundante cantidad
590-505
de algas

Hoy reconocemos a las plantas mas evolucionadas como espermatofitas, es
decir, que poseen semillas. En estas, se distinguen dos grupos: las
gimnospermas, que poseen semillas totalmente descubiertas o protegidas por
bracteas formando falsos frutos, y las angiospermas, en las cuales las semillas
estan protegidas por una o mas hojas carpelares que forman uno o mas ovarios,
que luego de la fecundacion se transformaran en frutos.

16
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Las espermatofitas se destacan por poseer un avanzado sistema reproducti-
vo, cuyo producto final es la semilla. Este 6rgano permite no solo la continuidad
de la especie, sino también su dispersion, con su propia fuente de alimento. Esta
caracteristica le otorga mayor resistencia a los factores ambientales que las es-
poras y la capacidad de controlar el momento de iniciacion del periodo de cre-
cimiento. Esto hace de la semilla una formidable estructura capaz de ser cose-
chada, conservada, transportada y de reiniciar su actividad en otro ambiente. Se
ha convertido en un extraordinario producto de la naturaleza, de enorme impor-
tancia para el hombre. De hecho, las grandes civilizaciones surgieron en coinci-
dencia con las zonas de origen de los principales cultivos.

Hace unos 10.000 afios dio comienzo un acontecimiento de enorme tras-
cendencia para la humanidad, la domesticacion de las plantas. El inicio es im-
preciso en tiempo y espacio, sin embargo se considera que surgié en diferentes
sitios de la Tierra en forma independiente. Las huellas mas antiguas pueden
ubicarse en el oriente cercano en la zona llamada “media luna fértil”. Algunos
creen que, en aquellos tiempos, los cazadores y recolectores en sus travesias
desechaban las semillas de los frutos que consumian, las cuales posteriormente
originaban nuevas plantas. Otros se aventuran a proponer que fueron las muje-
res, observadoras por naturaleza, las que pudieron reconocer las nuevas plantas
que se originaban a partir de esas pequefias estructuras descartadas.

En América, el inicio de la Agricultura se la ubica en los Andes. Tal vez, al
igual que en el resto de los lugares, familias nomades, desparramaron las semi-
llas, las cuales frecuentemente surgian en terrenos cercanos a los refugios, en
lugares donde el suelo habia sido enriquecido por la materia organica desecha-
da. Pronto, estos agricultores notaron que podian multiplicar sus recursos ali-
mentarios enterrando a la profundidad adecuada no sélo semillas, sino también
tubérculos y raices. Aqui también se asocia fuertemente a la mujer con la semi-
lla. El reconocido cronista Felipe Guaman Poma de Ayala en sus grabados del
siglo XVI muestra a la mujer siempre relacionada con la semilla y la tierra en la
siembra de maiz y papa.

Sin duda, se trato de un trabajo que requirié de gran esfuerzo y dedicacion
pero el resultado fue notable, mejord la previsibilidad en la obtencion de ali-
mentos, condujo a reducir el hambre, la mortalidad infantil y mejorar la calidad
de vida. Las poblaciones se radicaron en las zonas mas propicias para el cultivo
y se incrementaron rapidamente. Nacian las civilizaciones.

Paralelamente a estos cambios, el hombre comenzo a observar dificultades
que, entendio, debia resolver para seguir avanzando en esta nueva actividad: ;en
qué época del afio sembrar?; ;por qué a veces las semillas no dan plantas?, entre
otras. Observaron, probaron tras el objetivo de comprender y “dominar” la natu-
raleza. El conocimiento que iban acumulando permitid, poco a poco, avanzar en
el aprovechamiento de este recurso natural y mejorar la produccion a través de
la continua seleccion de aquellos caracteres que mejor respondian a sus intere-
ses.
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Los primeros estudios documentados sobre fisiologia de las semillas datan
del siglo IV a.C. y son atribuidos a Teofrasto, discipulo de Aristoteles, conside-
rado el “Padre de la Botédnica”. Sin embargo, los estudios sistematicos de la
germinacion se estancaron o se perdieron en la historia hasta practicamente el
siglo XIX.

En 1860 se divulgaron los estudios de Sachs sobre “temperaturas cardina-
les” para la germinacion. Este investigador es considerado hoy el “Padre de la
Fisiologia de Semillas”. En 1876 se public6 un libro, en el cual se recopilaron
trabajos del Dr. Friedrich Nobbe sobre métodos de analisis de semillas. A partir
de alli comenzo6 a evaluarse rutinariamente la calidad fisioldgica de las semillas,
a través del ensayo de germinacion estandar.

Luego, en la década de 1940, el botanico aleman Georg Lakon desarroll6 el
test de viabilidad por tetrazolio y desde entonces ambos ensayos (Germinacion
estandar y Viabilidad) fueron basicos en el estudio de la calidad de las semillas.
En funcion de la importancia cada vez mayor de contar con semillas aptas para
obtener una buena implantacion de cultivos, se han ido desarrollando nuevos
ensayos para generar informacion fidedigna acerca de la calidad de la semilla
utilizada.

Posteriormente, el comercio de semillas que se generd entre agricultores,
regiones y paises, requirié cada vez mds de analisis precisos y “reproducibles”;
surgieron entonces numerosos laboratorios, principalmente en EUA y en Euro-
pa. Se volvi6 indispensable estandarizar los analisis, a través de reglas generales
y, a su vez, lograr un sistema que permitiera incorporar los resultados de nuevas
investigaciones y superar métodos incompletos u obsoletos. Para alcanzar esos
objetivos se fundd en 1908 AOSA (Association of Oficial Seed Analysts) en
EEUU. En 1924 se formalizo la creacion de la ISTA (International Seed Testing
Association) en Copenhague, con la finalidad de desarrollar y publicar proce-
dimientos estandar en andlisis de semillas. Participan de ella laboratorios de 70
paises. Argentina se incorpor6d en 1925. Las primeras “Reglas internacionales
para analisis de semillas” fueron redactadas en 1924, las cuales han permaneci-
do hasta la actualidad con modificaciones y actualizaciones. En un capitulo
posterior, se presentan los analisis que se utilizan en la actualidad para determi-
nar fehacientemente la capacidad germinativa de las semillas.

A nivel de nuestro pais, por iniciativa de analistas e investigadores en
EEUU, el organismo que regula las actividades relacionadas con la produccion,
utilizacion, evaluacion y comercializacion de semillas es el INASE (Instituto
Nacional de Semillas), creado por Decreto 2817/91, 6rgano de aplicacion de la
Ley 20247/73 de Semillas y Creaciones Fitogenéticas cuyo objetivo es:

“promover una eficiente actividad de produccion y comercializacion de

semillas, asegurar al productor agrario la identidad y calidad de la simiente
que adquieren y proteger la propiedad de las creaciones fitogenéticas”

18



GENERALIDADES

Este organismo nacional ejerce el control para el cumplimiento de la referida
ley. Esta incluye béasicamente la certificacion de la calidad nacional e
internacional, de todo 6rgano vegetal destinado para la siembra, la proteccion y
registro de la propiedad intelectual de las semillas y creaciones fitogenéticas y
biotecnoldgicas, y las normativas referidas a la identidad y a la calidad de la
semilla.

1.2. Aspectos ecofisiologicos. Funciones de la semilla en la naturaleza

La semilla puede ser considerada como 6rgano de:

Persistencia: ya que asegura la descendencia, la continuidad de la espe-
cie.

Diseminacion: ya que contribuye a la dispersion natural de la especie. Su
capacidad de diseminacion dependera de la dehiscencia del fruto y de las
propias estructuras adaptadas a los distintos agentes diseminantes que
permiten clasificar a las plantas en: anemocoras, hidrocoras y zoocoras,
etc. seglin sea el aire, el agua o los animales los agentes que intervienen,
respectivamente.

Resistencia: ya que las semillas son capaces de soportar condiciones
ambientales extremas de temperatura y humedad, muchas veces letales
para la planta madre. En estos casos la semilla sobrevive ya que soporta
las condiciones extremas sin germinar y el ciclo se reinicia cuando las
condiciones ambientales son propicias. Esto asegura la supervivencia de
la especie en ambientes desfavorables.

Para caracterizar a la semilla se ha preferido el término persistencia, que
expresa la permanencia por un largo periodo de tiempo, en lugar de
perpetuacion, que indica la existencia para siempre. Considerando desde una
vision evolutiva, la perpetuacion estrictamente no ocurre. Todos los organismos
a lo largo de la historia de la vida en la Tierra han ido desapareciendo o
cambiado originando nuevo individuos mejor adaptados a las nuevas
condiciones ambientales.

1.3. La semilla desde el punto de vista agronémico

Comunmente, en agronomia se utiliza el término “semilla” cuando la finalidad
es reproductiva, es decir, cuando su destino es generar una nueva planta.
Asimismo, suelen designarse como semilla a los propagulos de multiplicacion
vegetativa, como por ejemplo “papa semilla”. Los términos diseminulos o
diasporas incluyen tanto semilla botanica como partes de plantas utilizados en
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propagacion vegetativa, por ejemplo: bulbos, estolones, rizomas, raices
gemiferas, tubérculos, estacas y yemas.

Este concepto es coincidente con la Ley de Semillas y Creaciones Fitogené-
ticas (20247) que en su Decreto Reglamentario: 2183/1991 define "SEMI-
LLA" o "SIMIENTE" como toda estructura vegetal destinada a siembra o
propagacion.

Asimismo, establece en su Articulo 3 los datos que debe exhibir en el enva-
se como nombre comun y botanico de la especie, poder germinativo pureza y
otros datos referidos al productor o semillero. En la Republica Argentina, el
INASE (Instituto Nacional de Semillas), creado por Decreto 2817/91, es el 6r-
gano de aplicacion de la referida Ley de Semillas.

En cambio, el término “grane” se refiere generalmente a los frutos de los
cereales, fundamentalmente de trigo, maiz, avena, cebada, arroz y sorgo, y de
las oleaginosas como girasol y soja, cuando se los destina a procesos industria-
les o para consumo directo.

Por otro lado, también suele usarse la denominacion “fruto-semilla” para
los numerosos frutos indehiscentes en los cuales el pericarpio o paredes del
fruto permanecen adheridas a la cubierta seminal, tal como ocurre en los cariop-
sides de las gramineas, como son el trigo (7riticum sp), cebada (Hordeum sp) 'y
maiz (Zea mays), los aquenios de las ciperdceas, como el cebollin (Cyperus
rotundus) y las cipselas de las compuestas como es el caso de girasol (Heliant-
hus annuus), que si bien no estan adheridas permanecen formando parte integral
de la estructura.

Desde el punto de vista botanico, incurrimos frecuentemente en un error
debido a que en numerosos grupos taxondémicos se consideran semillas a lo que
en realidad son frutos. Esto ocurre cuando la semilla u évulo fecundado se halla
acompanado de estructuras ovaricas que constituyen el pericarpio. Diversos
ejemplos de semillas y frutos se presentan en la Tabla 1.2.
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Tabla 1.2. Ejemplos de estructuras reproductivas.

GENERALIDADES

ESTRUCTURAS
REPRODUCTIVAS

Ej: Algodon,
Derivadas }mlca- SEMILLA Cafe,' Porotq,
mente del 6vulo Arveja, Pepino,

Tomate
Derivadas tnica- Ej: Avellano,
mente del ovulyo‘y FRUTO Fresno, erasol,
estructuras ovari- Olmo, Trigo,
cas (pericarpio) Lechuga.

La “semilla” de los cereales y demas gramineas, en realidad, es un fruto
denominado caridpside, caracterizado por ser uniseminado, seco e indehiscente
y con un pericarpio delgado soldado al tegumento seminal, que separado en la
molienda del trigo constituye el salvado. Otro caso de fruto considerado
habitualmente como semilla es la cipsela, fruto de algunas compuestas, como el
girasol (Helianthus annuus). Este también es uniseminado, seco e indehiscente,
pero cuyo pericarpio coriaceo, esclerificado, derivado de un ovario infero que
no esta soldado a la semilla.
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2

SEMILLA

2.1. Definicion y concepto. Aspectos morfolégicos

La semilla es la unidad reproductiva de las plantas superiores. Es multicelular,
de origen sexual y, por lo tanto, con variabilidad genética.

Esta compuesta por el embridn -que es el esbozo de la futura planta-, las re-
servas nutricionales que permitiran sostener el crecimiento del embrion hasta
que la plantula sea autosuficiente, y las cubiertas que constituyen las estructura
protectoras que la rodean (Fig. 2.1).

Capa de
Aleurona
Phimula - Endosperma
Cotiledon
Pericarpio (escutelo)
Coleoptilo
Cubierta Meristema
seminal Nudo caulinar
cotiledonar Meristema
radicular
a b

Fig. 2.1. Esquema en corte longitudinal de diferentes “semillas” de angiospermas y sus
partes (-a- Dicotiledonea Poroto y -b- Monocotiledonea Maiz)

La enorme diversidad de plantas superiores adaptadas a muy diferentes
ambientes y sometidas a distintas presiones de seleccion, ha conducido a
enormes variaciones morfologicas referidas fundamentalmente a forma, color y
tamafio de las semillas. Las mas pequefias corresponden a las orquidaceas que
producen gran cantidad de semillas con la particularidad de que el embrion esta
representado por una pequefia masa indiferenciada de células carecen de
endosperma, o, si esta presente, se encuentra apenas desarrollado. Ejemplo de
este tipo es la especie Goodyera repens, la que puede ser hallada en bosques y
pantanos de Europa, cuyas semillas pesan 0,002 miligramos; son tal vez las mas
pequefias que se conocen. En el otro extremo, las semillas mas grandes,
representadas por los “cocos” de diferentes géneros. Como ejemplo estd la
palma Lodoicea maldivica conocida como “coco de mar”, originaria de las Islas
Seychelles, cuyos frutos pesan entre 18 y 27 kilogramos. También es notable el
caso de Dimorphandra megistosperma, una Leguminosa, perteneciente a la
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subfamilia Cesalpinioidea, de origen centroamericano, propia de  los
ecosistemas de los manglares del pacifico colombiano, cuya semilla puede
alcanzar los dieciocho centimetros de largo.

2.2. Formacion de la semilla en angiospermas y gimnospermas
La semilla procede del 6vulo, estructura multicelular que se origina en la

placenta de la hoja carpelar y que contiene la ovocélula u oosfera o gameta
femenina (Fig 2.2).

Nervadura
principal o medial
Nervaduras - lh"“x Cara abaxial
secundarias A "“9\5 o inferior
Orlo Cara abaxial
o O superior

Placenta

Sutura

Fig. 2.2. Esquema de corte transversal de la hoja carpelar a nivel del ovario

Luego de la fecundacion, el conjunto experimenta profundas transformaciones.
A la madurez se han diferenciado el embridn, los tejidos con sustancias
nutritivas o de reserva y una o varias cubiertas de proteccion. Este concepto es
valido en términos generales, ya que frecuentemente en la naturaleza se
presentan sorprendentes variaciones que impiden contener todos los casos
dentro de este planteo.

El 6vulo es un corptisculo ovoide que se forma sobre la placenta en el inte-
rior del ovario y esta provisto comunmente de dos tegumentos que encierran al
tejido materno llamado nucela. El tegumento externo o primina originara la
testa de la semilla y el tegumento interno o secundina, originara el tegmen. (Fig.
23y2.4).

Ovulos con dos tegumentos o bitégmicos, se presentan en la mayoria de las
mono y dicotiledoneas. Las dicotiledoneas gamopétalas, asi como tres familias
de monocotiledoneas como son las Poaceas (Gramineas), Amarilidaceas y Or-
quidaceas presentan ovulos unitégmicos. Asimismo, las gimnospermas mues-
tran évulos unitégmicos, excepto las Podocarpaceas cuya semilla estd recubierta
por el epimacio de 8 a 10 mm de largo, considerado como un segundo tegumen-
to que cuando se encuentra maduro presenta color rojizo.
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El 6vulo se halla unido a la placenta a través del funiculo, estructura en
forma de cordon o pedicelo, equivalente a un cordéon umbilical que nutre al
ovulo con haces vasculares que alcanzan la base de la nucela en el punto llama-
do chalaza, calaza o calaza, donde se ramifican hacia el o los tegumentos. Algu-
nos 6vulos carecen de funiculo en cuyo caso se dice que son sésiles.

Las diferentes estructuras de los 6vulos y sus particulares morfogénesis,
luego de la fecundacion, produciran diferentes formas de semilla

Se reconocen tres tipos basicos de 0vulos como se puede apreciar en la Fig.
2.3. El ortoétropo o atropo se caracteriza porque funiculo, chalaza y micropila
se disponen en linea recta. Este tipo de dvulos se presenta generalmente en
Gimnospermas, aunque también los presentan unas pocas familias de angios-
permas como Poligonaceas y Juglandaceas. El anatropo muestra un giro o cur-
vatura de 180°, lo que determina que el funiculo se suelde a un lado del tegu-
mento externo del 6vulo produciendo un reborde visible en la semilla, denomi-
nado rafe. Este tipo de dvulo es el mas comtn dentro de las angiospermas. El
campildétropo muestra una notable curvatura o arqueado que también vincula el
funiculo con el tegumento externo generando el rafe; ejemplo de este tipo se
encuentra en las familias Leguminosas y Cruciferas.

Saco, )
embrionario

Micropila Tegumento

externo (Primina)

Tegumento
Nucela interno (Secundina)
Chalaza

Funiculo ; Haz vascular

0 -

b c

Fig. 2.3. Distintos tipos de 6vulos (a: Ortotropo, b: Anatropo y c: Campilétropo) y sus
elementos constitutivos en vista longitudinal radial.

En el interior de la nucela, la célula madre de la megaspora sufre una divison
meiotética y produce cuatro megasporas haploides, de las cuales tres degeneran.
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La megaspora remanente es funcional y pasa por tres mitosis sucesivas que
originan ocho nucleos. Estos dan origen a siete células: una ovocélula, dos si-
nérgidas, tres antipodas y una central binucleada (nucleos polares) (Fig. 2.4 y
2.5). El conjunto es llamado saco embrionario y corresponde al gametofito fe-
menino, estructura haploide que contiene a la gameta. Existen otras formas de
desarrollo del saco embrionario, en diferentes especies, pero el descripto es el
mas comun.

Rodetes
dela
secunding
pritnina
Rodete B /g = Secundina
dela Nucela . o
primina \< g . ) = Primina
o . [\
%él'ltﬂa madre\&\ Tl e ®
ela ) —_—
Megaspora | Meiosis |\ *
7 i 7 T -
Iy P Y, "j_,-—h.J'“ \ z'*/ I Y et
17 ff N\ S AR
[/ A \ 1 rr [ WAV O
[ 1 | { \ I
| |11 \ o0 ||| |||
\'l . I||| ||_| ||||| ..I||' |'|.
'._\ 'l\ II'. .; .,-' I." .III ."II ."II II'._ | II'. J'.lfl' .:. I". l'.‘. I'. Ty
A /1y /1 AN /1) AN A/ A
N e S - _, W e N e N =
e e a7 e - Saco
B ) | Mitosis T 1' [ Mitosis II/'— L Mitosis ITT ) 1| ) | embrionario
W VAN - P N

Fig. 2.4. Secuencias del desarrollo del 6vulo: A- vista externa y longitudinal
radial a partir de la division meiotica de la célula madre de la megaspora y B-
detalle en vista longitudinal radial de las sucesivas divisiones mitoticas hasta la
formacion del saco embrionario.
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Fig. 2.5. Detalle de la composicion final del saco embrionario

En las angiospermas el gametofito masculino es el grano de polen. Se origina a
partir de la célula madre de las microsporas que se diferencia en el saco
polinico, ubicado en la parte interna de la antera. La antera constituye el
extremo ensanchado del estambre que se conecta con el filamento a través del
tejido conectivo (Fig. 2.6). El filamento esta constituido por una estructura
simple que en su porcion central estd recorrido por un haz vascular colateral
aunque frecuentemente se presenta como anficribal. Esto mejora el transporte,
practicamente unidireccional hacia la antera, de materia y energia que se
acumula en el tapete o capa nutricia de los granos de polen. El haz vascular esta
rodeado por tejido parenquimatico y externamente por una epidermis
cutinizada, que puede presentar estomas y tricomas de variables tamafios y
complejidad.

Las anteras estan formadas por dos cavidades o tecas que encierran a los
sacos polinicos rodeados por varias capas o estratos celulares con diferentes
funciones. Una externa, el exotecio, que constituye una delgada epidermis gene-
ralmente uniestratificada que recubre totalmente cada teca. Por debajo de ésta se
encuentra el endotecio, otra capa uniestratificada, en principio similar a la ante-
rior, que recubre al saco polinico. Mas internamente se diferencia el tapete o
estrato nutricio que es una capa de células que acumula sustancias de reserva
para nutrir a las células madres de las microsporas hasta la formacion de los
granos de polen (Fig. 2.6 y 2.7). Algunas sustancias derivadas del tapete adheri-
das a los granos de polen maduros, en algunos casos, son las responsables de los
fenomenos de autoincompatibilidad que evitan la germinacion del grano de
polen sobre el estigma del gineceo.
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Grano de
polen
Tejido
conectivo
A
Haz
Saco fibrovascular | @
polinico '+ ' t
Teca ¢
T
J a
Filamento

Fig. 2.6. Esquema de filamento y antera madura. En corte transversal se muestra la
vascularizacion y los sacos polinicos conteniendo los granos de polen (gametofitos
masculinos).

A medida que se produce la formacién de los granos de polen, las capas de la
antera van desarrollandose o degradandose segtin su funcion.

\ Exotecio o epidermis
Endotecio o capa mecdnica

\ \ Tapete o capa nutricia

60,

Fig. 2.7. Esquema en corte transversal de un saco polinico con sus diferentes capas y
una tétrada de microsporas

Cuando la antera esta proxima a la madurez, el tapete o capa nutricia
experimenta una serie de transformaciones de caracter regresivo. Al mismo
tiempo, las células del endotecio se modifican notablemente, sus paredes
tangenciales internas y radiales sufren engrosamiento y lignificacion, mientras
que sus paredes externas permanecen celuldsicas y sutiles. Estas diferencias
estructurales en las células del endotecio son fundamentales para la dehiscencia
de la antera y la consecuente liberacion de los granos de polen maduros. En
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efecto, el proceso de desecacion de la antera madura genera tensiones
diferenciales entre las paredes internas y externas del endotecio, que producen
su ruptura y la consecuente dehiscencia de la antera (Fig. 2.8).

Endotecio

Endotecio

Saco
polinico

fibrovascular

Paredes Exotecio . Exotecio

engrosadas B
A del endotecio c

Fig. 2.8. Esquema de vistas parciales de anteras en corte transversal, mostrando la se-
cuencia del proceso de dehiscencia. A: Antera madura; B: Antera deshidratada; C:
Dehiscencia de la antera y liberacion de los granos de polen. Se destacan las diferencias
estructurales en las paredes celulares del endotecio. (Adaptado de Gola ef al., 1959).

La célula madre de las microsporas a través de una division meiodtica genera
cuatro microsporas haploides. Cada una de ellas sufre una mitosis generando
una célula binucleada, constituida por dos nucleos, el vegetativo y el generativo.
Este ultimo sufre una segunda mitosis que origina dos nucleos que constituyen
las gametas. Si bien no hay tabicacion o formacion de paredes celulares
conspicuas, se puede decir que son nucleos vinculados con su citoplasma
circundante, de manera que se deben considerar células. Estas células estan
contenidas en una célula de mayor tamafio, llamada vegetativa, su nucleo
conducira el crecimiento del tubo polinico. Las otras dos células mas pequeiias,
las gametas, intervendran en la doble fecundacion propia de las angiospermas.
Esta composicion da lugar al grano de polen o gametofino masculino
(tricelular).

Cabe aclarar que la segunda division mitdtica, que genera las gametas, pue-
de ocurrir dentro del saco polinico, antes de la dehiscencia de la antera, o poste-
riormente cuando el grano de polen germina sobre el estigma. En consecuencia,
el grano de polen liberado puede estar conformado por dos células, la vegetativa
y la generativa (polen bicelular) o por tres células, la vegetativa y las dos game-
tas (polen tricelular), caracteristica propia de las Gramineas.
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Célula madre
de las
microsporas

Meiosis

6 0,60

Cada microspora
sufre dos mitosis

|

Ay )
Mitosis T Célula
V4 \ vegetativa

@ O Gametas
’ N\ / masculinas
Célula Afitosis I
vegerativa /
o/\o/ Nicleo de la

Gameta Gameta célula
vegetativa

Fig. 2.9. Secuencia de divisiones celulares a partir de la célula madre de las
microsporas.

Los granos de polen liberados quedan expuestos a condiciones ambientales
muchas veces extremas. Sin embargo, estan muy bien protegidos por una
cobertura muy resistente llamada esporodermis formada por dos estratos, uno
interno poco resistente rico en celulosa y pectina, la intina y otro externo muy
resistente, la exina, constituida por esporopolenina, un politerpeno mas fuerte
que la cutina y la suberina. Su resistencia y estabilidad quimica permite la
conservacion del grano de polen, en algunos casos por miles de afios, en los
sustratos donde se ha depositado.

La superficie de la exina forma estructuras diversas, que se reconocen como
ornamentacion de la exina y proporcionan una morfologia caracteristica al
grano de polen. Esta caracteristica hace posible los estudios palinoldgicos de
muestras tomadas de diferentes sedimentos conducentes a estudios detallados de
la flora del pasado. Sin embargo, esta exina se interrumpe en ciertos lugares
llamados colpos, si la apertura es de forma alargada, o poros, si es de forma
circular. Por estas aberturas emerge el tubo polinico luego de la polinizacion y
en contacto con el estigma de la flor (Fig. 2.10).

30



SEMILLA

Ornamentacidn
de la Exina

Vegetativa

Célula

Generativa Limite entre la Célula

Vegetativa y Generativa

Pared delgada
de la Intina

Fig. 2.10. Esquema en corte transversal de un grano de polen triporado, bicelular de una
angiosperma.

Se denomina polinizacién al proceso de transferencia de los granos de polen
desde las anteras dehiscentes hasta la micrépila de los oOvulos de las
gimnospermas y hasta el estigma que es la porcion receptiva de la flor en las
angiospermas. El estigma es receptivo cuando alcanza su plena madurez,
periodo en el que ofrece un ambiente adecuado para la germinacion del grano
de polen.

La superficie de los estigmas esta tapizada de papilas cubiertas de una peli-
cula de proteinas hidrofilicas que permiten la captura e hidratacion del grano de
polen. Estas proteinas actian en el reconocimiento que estimula la germinacion
del polen o, por el contrario, generan reacciones de incompatibilidad.

Los agentes polinizadores pueden ser abidticos como el agua y el viento o
bidticos como los diversos animales (insectos, aves, moluscos, quirdpteros,
etc.). Ellos permiten que muchos granos de polen alcancen el estigma; sin em-
bargo, s6lo uno producira la fecundacion de cada uno de los 6vulos presentes en
el ovario de la flor.

En condiciones normales, el tubo polinico emerge a través de uno de los
poros. Por crecimiento apical recorre el estilo de la flor siguiendo el tejido de
transmision, llevando en su extremo la célula vegetativa y, por detras de ésta,
las dos gametas, hasta alcanzar el 6vulo (Fig. 2.9 y 2.11).

Los estilos de las angiospermas pueden ser macizos o huecos. En los pri-
meros, tipicos de las dicotiledoneas, se presenta el tejido de transmision o con-
ductor del polen en bandas de células ubicadas verticalmente, de paredes engro-
sadas ricas en pectinas de consistencia mucilaginosa. En este caso, los tubos
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polinicos pueden crecer a través de las células o entre las células cuyas paredes
celulares son disueltas por enzimas generadas en el extremo del tubo. En estilos
huecos, generalmente presentes en las monocotileddneas, el tejido de transmi-
sion rodea el canal estilar por el cual el tubo polinico se desplaza embebido en
una capa mucilaginosa intercelular. El tubo polinico crece por alargamiento de
su extremo que requiere de un rapido proceso de sintesis de pared celular inter-
viniendo activamente los dictiosomas que acercan a la pared los precusores
fundamentales para su crecimiento.

La célula vegetativa posee abundantes reservas compartimentalizadas en
diferentes plastidios, como amiloplastos que aportan el almidon como fuente de
energia para el crecimiento de tubo polinico. En los casos en que la doble fe-
cundacion demande largos tubos polinicos, las células vegetativas poseen sus-
tancias de reserva con mayor concentracion energética dada por la abundancia
de lipidos. A medida que el tubo polinico avanza a través del estigma siguiendo
el tejido de transmision se van formando sucesivamente tabiques de calosa que
van sellando el tramo recorrido.

Una vez que el tubo polinico alcanza el ovario, contintia su crecimiento si-
guiendo el tejido de transmision. Generalmente la penetracion es porogamica, es
decir a través de la micrépila del 6vulo, que se constituye en la puerta mas co-
mun de entrada del tubo polinico para la fecundacién. La penetracion también
puede ocurrir por otros lugares, en cuyo caso se denomina aporogamica, es de-
cir por otros sitios distintos de la micropila, por ejemplo la chalaza (chalazoga-
mia), como ocurre en las caso Casuarinas. También puede ocurrir por algun
punto intermedio, atravesando los tegumentos del dvulo (mesogamia) como es
el caso del Ulmus sp.

Lo expuesto se presenta en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Modos de penetracion del tubo polinico en el 6vulo

TIPOS DE PENETRACION LUGAR
PENETRACION
POROGAMICA Micrépila
DEL
TUBO CHALZOGAMICA | Chalaza
APOROGAMICA
POLINICO Algun punto
MESOGAMICA intermedio
entre
micropila y
calaza
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Las semillas de las angiospermas derivan de una doble fecundaciéon que da
origen al embridn y el endosperma. El embrion se origina a partir de la union de
una de las gametas masculinas con la ovocélula. Por la unién de la gameta
masculina restante con la célula central binucleada se constituira el endosperma,
tejido de reserva triploide de origen sexual (Fig.2.11). Las cubiertas seminales
derivan de los tegumentos del 6vulo.

Grano — /—\

de polen Grano de

polen germinado

Gametas
masculinas

. Nucl
' \ Antipodas vé,lgete;ﬁvo

Ant -
= Nucleos
Filamento polares

Sinérpidas Fruto

Micropila

Fig. 2.11. Fase reproductiva de una angiosperma

En el caso de las gimnospermas, considerando la division mas numerosa que
son las coniferas, existen diferencias tanto estructurales como funcionales en el
proceso de formacion de las semillas, con respecto a las angiospermas. Como lo
indica su denominacién (gimnos: desnudo, sperma: semilla), los 6vulos vy,
consecuentemente las semillas, se encuentran expuestas sobre escamas
ovuliferas, en los “conos” femeninos. Los conos masculinos se encuentran en la
misma planta (especies monoicas como el cedro) o en diferentes plantas
(especies dioicas como el enebro) en ramas cortas. Los microesporofilos estan
insertos en el eje del cono y los microsporangios o sacos polinicos se
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encuentran en la cara inferior. Alli se produce la formacion de los granos de
polen.

Los procesos de megaesporogénesis y microesporogénesis son similares a
los de las angospermas (una célula madre sufre meiosis generando cuatro espo-
ras haploides).

Los 6vulos son “unitegmicos” y su tegumento estd fuertemente unido a la
nucela excepto en el extremo opuesto al pedicelo, donde se encuentra una cavi-
dad denominada camara polinica, que se abre a la superficie por la micropila. El
gametofito femenino se forma a partir de numerosas divisiones de la megaspora
viable, originando varios miles de células, en contraposicion con las siete célu-
las del saco embrionario de las angiospermas. Alli se diferencian uno o mas
arquegonios (estructuras que no se encuentran en las angiospermas) con una
oosfera en cada uno.

En los microsporofilos, cada microspora haploide se recubre de dos capas
de pared (exina e intina) y ocurren una o dos divisiones nucleares antes de que
se diferencie como grano de polen y pueda liberarse. En el pino y algunas otras
coniferas, la exina forma dos protuberancias (sacos aéreos) que permiten que los
granos de polen floten, facilitando la dispersion por el aire. El grano de polen
estd, luego de varias mitosis, conformado por unas células pequeias, llamadas
protalicas que varian en numero, segun las especies y que, al final del desarrollo
degeneran. Junto a las células protalicas hay una célula de mayor tamafio, la
célula generativa y otra mayor aun, la célula vegetativa, similares a las de an-
giospermas.

Cuando el 6vulo esta preparado para la fecundacion, algunas células de la
nucela se desorganizan y forman una gota mucilaginosa o gota de polinizacion,
que alcanza la micropila. Alli se hundiran los granos de polen que, a medida que
se seque la gota llegaran a la cdmara polinica, quedando apoyados en la nucela.
Comienza entonces a crecer al tubo polinico. De forma similar a las angiosper-
mas, el nucleo de la célula vegetativa se mueve hacia el extremo del tubo y la
célula generativa se divide varias veces por mitosis, generando dos gametas y
otras células que, asi como ocurre con las céulas protalicas, no cumplen funcioén
alguna y degeneran, siendo residuos del cuerpo vegetativo del gemetofito.

El tubo polinico crece a través de la nucela y luego de un periodo variable,
desde varias semanas hasta mas de un afio, alcanza un arquegonio y libera las
gametas cerca de la odsfera. Una gameta masculina sera funcional y fecundara a
la oosfera. Por este motivo, s6lo ocurre una fecundacién simple que da origen
al embrion. Dado que, como se menciond anteriormente, puede haber varios
arquegonios y consecuentemente varias oosferas en cada ovulo, son comunes
los casos de poliembrionia. Esto también puede ser producto de una primera
division del cigoto por la que se generen dos embriones. Sin embargo, en las
semillas maduras normalmente se completa el desarrollo de un Uinico embrion
(Fig. 2.12)
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Fig. 2.12. Fase reproductiva de una gimnosperma (Pinus)

El embrion en las gimnospermas esta formado, en un primer momento, por un
suspensor, que luego degenera, una radicula y un hipocétilo, un epicoétilo y
cotileddnes (entre cinco y 18 dependiendo de la especie) de forma acicular. Las
sustancias de reserva de estas semillas son de origen materno y haploide, es
decir, no derivan de una segunda fecundacion, como en las angiospermas. Las
cubiertas seminales derivan del tnico tegumento del 6vulo y suele desarrollar
una expansion con forma de ala, que cumple una importante funcién en la
dispersion de la semilla.
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3

ESTRUCTURA DE LA SEMILLA

Las semillas estan constituidas basicamente por tres partes: eje embrionario,
reservas alimenticias y cubiertas protectoras, la cuales se abordan
particularmente en este capitulo.

3.1. Embrion

Es una verdadera planta en miniatura. Esta constituido por los esbozos de raiz,
tallo y hojas de la futura plantula. Su crecimiento depende de la provision de
reservas alimenticias las cuales pueden estar en el o los cotiledones, que forman
parte del embrién o estan separados de éste, como ocurre con aquellas que
depositan sus reservas en el endosperma. La Fig. 3.1 muestra los detalles
morfoanatémicos de una monocotiledonea (Poacea) tipica y en Fig 3.2 se puede
apreciar aquellos detalles en dos tipos de dicotiledoneas seglin la ubicacion de
sus reservas principales.

El embrion es el producto de la fecundacion de la ovocélula por una de las
gametas masculinas y como consecuencia presenta una constitucion genética
diploide.

Escutelo

Capa de ™
aleurona I 2R

Coleéptilo

{ . Primera
Endosperema o . :
amildceo T hoja
’ Segunda
Pericarpio AR hoja
A Tercera
P y |~ Nudo hoja

Coleorriza

Embrion Apice Epfbla.sto
radicular

Fig. 3.1. Semilla de monocotiledénea Poacea (trigo) con detalles morfoanatomicos de
sus componentes.
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Fig. 3.2. Esquemas en corte longitudinal radial de semillas de dos tipos de dicotiledo-
neas, endospermada (tipo ricino), y cotiledonal (tipo lechuga), con detalles mor-
foanatomicos de sus estructuras.

Luego de la fecundacion se inicia el proceso de desarrollo del embrion con una
primera division asimétrica de la cigota que establece desde esta temprana etapa
su polaridad. En efecto, esta primera division genera dos células visiblemente
diferentes: una de ellas pequefia y de citoplasma denso, que da origen al
embrion, y la otra grande, poco densa y vacuolada que se ubica cerca de la
micropila. Esta ultima, por divisiones sucesivas genera células superpuestas a
modo de filamento. Este constituye una estructura transitoria denominada
suspensor que empuja al embrion hacia el endosperma en las angiospermas, y
hacia el tejido nutricio protalar en las gimnospermas. El suspensor mantiene
unido el embridon con el tejido materno y se constituye en una estructura
fundamental para la nutriciéon. En algunos casos adopta la forma de haustorio,
estructura especializada para la absorcion (Fig 3.3 y 3.4).

La célula que origina al embrion se polariza en una zona superior que deri-
va en el meristema caulinar y otra inferior, en contacto con el suspensor, que
deriva en el meristema radical. El meristema caulinar -o de tallo- genera en
primer término las hojas embrionarias o cotiledones, uno en el caso de las an-
giospermas monocotiledoneas y dos en el caso de las dicotiledoneas. Las divi-
siones mitoticas se suceden continuamente formando sucesivamente estructuras
de cuatro células o cuadrante, de ocho células u octante y posteriormente una
estructura globular que muestra una capa de células periféricas, la protodermis.
Mientras, internamente se comienzan a esbozar el procambium que originara los
elementos de conduccién, xilema hacia el interior del 6érgano y floema hacia el
exterior (Fig 3.3 y 3.4).

38



ESTRUCTURA DE LA SEMILLA

Embrion
_— DCam
\-Imslmla Meristema protodermis Pr b
feristen \-ienst
Cigota z
l —pg 84— B —
Célula’
hasal  Suspensor Cotiledones

Fig. 3.3. Secuencia de la embriogénesis de una dicotiledonea tipica y vista de su ubica-
cion dentro de un dvulo anatropo.
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Fig. 3.4. Secuencia de la embriogénesis de la una monocotiledonea tipica

Por encima de la insercion de los cotiledones se desarrolla un pequefio
entrenudo denominado epicotilo que contiene la plimula constituida por la
yema apical y los primeros primordios foliares.

En muchas gramineas, como el trigo (T7iticum sp.) y el arroz (Oriza sati-
va), en posicion opuesta al escutelo o cotiledon, se presenta una excrecencia o
escamita denominada epiblasto cuya naturaleza morfologica se discute. Sin
embargo, prevalece la idea de que se trata de un segundo cotiledon atrofiado o
rudimentario, ausente en algunas gramineas como el maiz (Zea mays).
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Por debajo del nudo cotiledonar se desarrolla una corta porcion del eje cau-
linar llamado hipocoétilo que se contintia con la radicula sin un limite preciso. En
efecto, las observaciones anatomicas de esta porcion del eje embrionario no
permiten determinar claramente los limites, ya que los tejidos de conduccion de
cada organo, que permitirian su identificacion, no se diferencian hasta después
de iniciado el proceso de germinacion. La radicula o rudimento radical se conti-
nua con la base del hipocotilo y presenta su apice dirigido hacia la micropila.

En el embrion de las gramineas, la radicula esta protegida por una vaina ce-
rrada, la coleorriza, la cual se desgarra durante la emergencia radicular.

En ciertos casos, el embridon puede tener una pobre diferenciacion, tal como
se presenta en el género Cuscuta, el cual s6lo presenta plimula, carece de coti-
ledones y de radicula. El caso extremo lo muestra la familia Orquidaceas, cuyos
embriones diminutos estan constituidos por una masa indiferenciada de células
meristematicas.

Generalmente, las semillas poseen un tnico embrién; sin embargo, en oca-
siones es posible observar la presencia de embriones multiples o poliembrionia.
Esta caracteristica estd ampliamente distribuida en el reino vegetal y es comun
en citricos. De todos modos, finalmente s6lo se completa el desarrollo de un
solo embrion dentro de la semilla, tal vez como consecuencia de un mejor abas-
tecimiento nutritivo desde las partes fotosintéticamente activas de la planta.

El embrion puede adoptar distinta forma, tamafio y posiciéon dentro de la
semilla. Asi, puede ubicarse en posicion basal, periférico o axial y ademas, cada
una de ellas puede tener variantes caracteristicas en las diferentes especies.

3.2. Reservas

Constituyen la fuente energética de la que depende la plantula hasta alcanzar la
autosuficiencia por medio del proceso fotosintético. Las reservas alcanzan su
lugar de acumulacién por translocacion, via floematica, de sacarosa, principal
forma de transporte del carbono fijado. Generalmente, el aporte proviene de la
sintesis contemporanea al desarrollo del fruto que ocurre en las areas
fotosintéticas, siendo las mds comprometidas las mas cercanas al fruto en
formacion. Tal es el caso de los cereales, cuyos granos reciben un importante
suministro de carbohidratos sintetizados por la ultima hoja, llamada hoja
bandera, y por la propia espiga. También en girasol (Helianthus annuus) el
aporte fundamental para el llenado del fruto se realiza sobre la base de la
fotosintesis contemporanea, fundamentalmente de las hojas superiores. De alli
la importancia, en estas especies, del mantenimiento del area foliar, libre de
enfermedades y fotosintéticamente activa hasta etapas avanzadas del ciclo
biologico. También contribuyen al llenado de los frutos los asimilados
generados por fotosintesis previa y acumulados transitoriamente en otros
organos como tallos y raices. Estos son removilizados hacia los frutos en
crecimiento, en una magnitud variable segun la especie.
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Cabe aclarar que tanto la cantidad como la calidad de las fracciones de los
compuestos almacenados se pueden ver seriamente alterados en funcidon de las
condiciones ambientales existentes durante la acumulacion de las reservas. Es-
tos efectos son, en muchos casos, bien conocidos y es posible seleccionar el
genotipo mas adecuado a un ambiente determinado. Por otro lado, se pueden
adoptar diferentes practicas agrondomicas, como poda y raleo de frutos, a efecto
de orientar la produccion hacia los objetivos cualitativos y cuantitativos desea-
dos por el productor.

3.2.1. Tipo de reservas y clasificacion de las semillas

Los carbohidratos transportados son transformados metabolicamente y
acumulados basicamente como carbohidratos, proteinas y/o lipidos. Esos
componentes de las reservas no son excluyentes unos de otros, sino que se
presentan en diferentes semillas con contenidos relativos variables lo cual
determina la caracterizacion y clasificacion de las semillas. Un caso tipico lo
muestra la semilla de maiz que presenta reservas de aceite en el embrion, mas
especificamente en el escutelo, aunque las mayores reservas son de almidon que
se almacenan en el endosperma.

3.2.1.1. Carbohidratos. Semillas Amilaceas

Son aquellas que contienen mas del 50% de hidratos de carbono, tal como
ocurre en los cereales. Asi, en trigo, avena, cebada, centeno, maiz, sorgo y
arroz, alrededor del 80% del peso de la materia seca total corresponde a
carbohidratos, predominando el almidéon y en menor proporcion celulosa,
hemicelulosa y también dextrinas y azlicares.

El almidon es un polisacarido de reserva, polimero de D-glucosa con unio-
nes a 1:4 y a 1:6. Se sintetiza a partir de la sacarosa proveniente del flujo floe-
matico, la cual se convierte en primer término en fructosa y luego en difosfato
de glucosa ligado a nucledtidos. Finalmente, el difosfato de glucosa y adenosina
libera moléculas de glucosa que se van uniendo, basicamente, en forma lineal
con leves ramificaciones. Esta estructura de cadena recta, la amilosa, esta for-
mada por cientos a miles de unidades de glucosa. Asimismo, las uniones se
pueden dar en forma muy ramificada generando una extensa estructura de miles
a cientos de miles de moléculas de glucosa, la amilopectina. La proporcion de
amilosa y amilopectina es una caracteristica distintiva de las diferentes especies.
En general, en los granos con reservas amilaceas el componente principal del
almidon lo representa la amilopectina con valores entre el 70 y 80 % del almi-
don total.

El almidon se sintetiza en los cloroplastos de las células del tejido fotosin-
tético o clorénquima rico en estas organelas. Posteriormente, el almidon es de-
gradado y resintetizado en los amiloplastos como almidén de reserva. Estos
adoptan la forma de granulos de tamafio y forma variables: esférica, lenticular,
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fusiforme o angular. La acumulacion del almidon se realiza formando estratos,
en capas concéntricas alrededor de un punto o centro de formacion llamado
hilo. El mismo puede ubicarse en posicidon central o excéntrica. Los amiloplas-
tos pueden presentar un hilo tinico en cuyo caso se denominan simples, cuando
se forman dos o mas hilos, se denominan compuestos. El trigo (Triticum aesti-
vum) presenta un hilo tnico en posicion central, al igual que el maiz (Zea mays)
y en el género Solanum, como el caso de la papa (Solanum tuberosum) el hilo
adopta una posicion excéntrica (Fig. 3.5). Por otro lado, la batata (lpomoea ba-
tatas) y la avena (Avena sativa) se caracterizan por presentar amiloplastos com-
puestos (Fig 3.6). Las caracterizaciones de estas organelas constituyen una
apreciable herramienta para comprobar la materia prima en la elaboracion de los
alimentos.

Cuando la membrana del amiloplasto se rompe se liberan “granos de almi-
don”.

Amiloplasto Amiloplastos
con hilo con hilo
excéntrico central
Hilo

Capas de

acumulacion

de almidon

Trigo Pan
Papa Tritucum aestivum

Solanum tuberosum

Fig. 3.5. Esquema de amiloplastos simples con hilo excéntrico y central

La presencia de almidén es facilmente comprobable pues frente al reactivo
“lugol” (solucion acuosa de yodo y yoduro de potasio) desarrolla un color azul.
En realidad, la amilopectina toma una coloracion rojiza, pero es enmascarada
por la reaccion azul de la amilosa.

Otro carbohidrato de importancia es la celulosa, componente fundamental
de las paredes celulares. La celulosa es un polisacarido, polimero de residuos de
glucosa unidos covalentemente por enlaces glucosidicos $1-4. En principio, dos
moléculas de glucosa se unen para formar el disacarido celobiosa. Este, por
polimerizacion, genera celulosa en cadenas lineales, constituidas por un numero
variable de monomeros que en paredes primarias es cercano a 2.500 y en secun-
darias pueden oscilar entre 8.000 y 15.000.
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Fig. 3.6- Esquema de amiloplastos compuestos

La hemicelulosa es un componente de la laminilla media y de la pared primaria.
Esta compuesta por un conjunto de polisacaridos. Hay diversos tipos de hemice-
lulosa, pero todas se caracterizan por tener una cadena troncal formada por un
azucar principal, generalmente glucosa en uniones 3 1-4, con cortas ramifica-
ciones laterales, cominmente de un solo azlicar de longitud (xilanos o mana-
nos). La hemicelulosa puede alcanzar entre el 25 y el 50% del peso en una pared
primaria tipica. Se dispone a lo largo y paralelamente a las microfibrillas de
celulosa con las cuales se une por puentes de hidrogeno. Se destaca como sus-
tancia de reserva en las paredes celulares de tejidos de acumulacion de algunas
semillas como las de cafeto (Coffea arabica), arvejas (Pisum sativum), datilero
(Phoenix dactylifera) y lupinos (Lupinus sp.).

El género Diospyros (Ebenaceas), acumula sustancias de reservas en las pa-
redes de las células parenquimaticas del endosperma. Se trata de polisacaridos
no celuldsicos que se depositan en capas, constituyendo una estructura resisten-
te, pero que se descompone por la accion de enzimas digestivas que se activan
durante la germinacion (Fig. 3.7).
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Fig. 3.7- Esquema de tejido endospermatico de Diospyros con notables engrosamientos
de paredes celulares.

3.2.1.2. Proteinas. Las semillas proteaginosas

Son aquellas que contienen mas del 35% de proteinas, tales como soja y
algodon. Las proteinas pueden ser metabodlicamente activas, como son las
enzimas y las nucleoproteinas, o inactivas que cumplen una funcién estructural
o de reserva. Sobre la base de su solubilidad, es posible diferenciar basicamente
cuatro clases de proteinas: albtiminas, globulinas, prolaminas y glutelinas.
Las albuminas son solubles en agua y las globulinas son solubles en soluciones
salinas diluidas. Ambas son activas, con funciones metabdlicas y estructurales.
Se ubican fundamentalmente en el citoplasma del embrion y no son
constituyentes del gluten. Las prolaminas son solubles en soluciones acuosas de
etanol y glutelinas son solubles en soluciones de acidos y bases diluidas y
ambas constituyen el gluten, la reserva proteinica mas importante en los
cariopses de trigo. Tienen la capacidad de retencion del diéxido de carbono
liberado durante la fermentacion y, en consecuencia, posibilitan el elevado de la
masa para la fabricacion de pan de buena calidad. En resumen, las prolaminas y
glutelinas son las proteinas de reserva en cereales y las globulinas son las
proteinas de reserva en las dicotiledoneas.

Las proteinas se encuentran en todos los tejidos de las semillas, pero las
mayores concentraciones se presentan en el embrion. En el caso de los cereales
se destaca su presencia en el embrion y en la capa de aleurona, mientras que en
las especies dicotiledoneas, con importantes reservas proteicas, se ubican fun-
damentalmente en los cotiledones.
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La Figura 3.8 muestra un corte de semilla de Cuphea glutinosa (Angios-
permas Dicotiledonea Litracea) con cuerpos proteicos que se presentan abun-
dantemente como reserva proteica en los cotiledones de esta especie.

Fig. 3.8. Corte longitudinal de semilla de la dicotiledonea Cuphea glutinosa. A: Vista
general (MEB 70X), B: Detalle de cotiledon con vista de parénquimas (MEB 900X), C:
Vista de cuerpos lipidicos y proteicos de parénquima en empalizada (MEB 2700X).
Imagenes tomadas de Di Santo ef al. 2012. (C: cotiledén, E: Eje embrionario, CS: Cu-
bierta seminal, Ep: Epidermis adaxial, Pe: Parénquima en empalizada, Pés: Parénquima
€sponjoso).

Las proteinas estan compuestas por un niamero limitado de aminoacidos. Ellos
son de fundamental importancia en la nutricion humana y animal, ya que
algunos son esenciales, lo cual define la calidad nutritiva del grano. Algunos de
estos aminoacidos son sintetizados por las hojas y raices, y transportados via
floema a la semilla. Otros, tales como tirosina, leucina, fenilalanina, lisina y
arginina no se hallan en el floema, por lo cual deben ser sintetizados in situ
antes de que comience la acumulacion de las proteinas correspondientes, lo que
ocurre en polisomas asociados al reticulo endoplasmico.

En consecuencia, las proteinas de reserva deben ser sintetizadas en el lugar
de destino a partir de los compuestos fundamentales para su sintesis, transloca-
dos via floematica como aminoacidos, amidas y otros compuestos ricos en ni-
trogeno como ureidos. Diferente situacion se presenta con el nitrégeno inorga-
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nico que se transporta por el xilema preferentemente en forma de nitrato. Este se
reduce a amonio y se incorpora a esqueletos carbonados para la sintesis de ami-
noacidos, los cuales pueden formar proteinas.

En la mayoria de las plantas, ya sean leguminosas con alto contenido pro-
teico en sus semillas o gramineas anuales con minimas acumulaciones y que no
fijan nitrégeno, se verifica una importante movilizacion via floema de compues-
tos nitrogenados desde las partes vegetativas, durante el crecimiento del grano.
Esta etapa, en plantas anuales, corresponde a un avanzado estado del ciclo onto-
génico en el cual disminuye progresivamente el nivel fotosintético por reduc-
cion de la superficie foliar dada la senescencia de las hojas inferiores. En conse-
cuencia, los aportes mas importantes provienen de los estratos superiores de las
hojas més cercanos al destino, en particular en las etapas avanzadas del ciclo
ontogénico.

En consecuencia, los aportes mas importantes provienen de los estratos su-
periores de las hojas mas cercanos al destino en particular en las etapas avanza-
das del ciclo ontogénico.

El nitrogeno se encuentra participando de las proteinas foliares las cuales se
ubican en gran proporcion en cloroplastos, formando parte de la estructura de la
enzima rubisco (ribulosa 1,5 di fosfato carboxilasa). Las hojas senescentes re-
movilizan el nitrogeno foliar aportando la materia prima fundamental para la
sintesis proteica. Esto se magnifica ante situaciones de estrés especialmente
durante el periodo de llenado del grano. Comparativamente, este hecho afecta
en mayor medida a las especies con metabolismo C3 que a especies C4 que
contienen s6lo un 10% de esta enzima en relacion a las especies C3.

Las reservas proteicas se agrupan en la capa de aleurona de los cereales o
en los cotiledones de muchas otras especies, en particulares organelas denomi-
nadas cuerpos proteicos. Sus tamafios pueden variar entre 0,1 y 25 um. Son de
origen vacuolar y estan rodeados por una membrana tipica. Internamente estan
formados por una matriz proteinacea que en determinadas especies puede pre-
sentar diversas inclusiones.

Estudios detallados realizados con microscopia electronica de barrido han
permitido caracterizar intimamente a los cuerpos proteicos. Los homogéneos,
que se caracterizan por presentar una matriz uniforme; y los heterogéneos, que
se diferencian de los anteriores por presentar inclusiones que le otorgan a la
matriz un aspecto irregular. Estas inclusiones, variables en su tamafio y forma
de acuerdo a sus contenidos, pueden ser globoides o cristaliodes, y se reconocen
en funcion de la electrodensidad. Las inclusiones globiodes muestran la presen-
cia de pequefios cuerpos generalmente esféricos, constituidos por acumulacio-
nes proteicas no cristalinas inmersas en la matriz del cuerpo proteico y a veces
constituidas por asociaciones de proteinas y carbohidratos. También se incluye
en este tipo la fitina, que asocia a su estructura cationes esenciales. Estas inclu-
siones son particularmente importantes pues constituyen una fuente fundamen-
tal de reservas seminales por el aporte de fosfatos y elementos minerales esen-
ciales como calcio, magnesio, potasio, hierro, cinc, cobre y fosforo. Las inclu-
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siones cristaloides son generadas por la presencia de concentraciones de protei-
nas insolubles en la matriz del cuerpo proteico. Raramente pueden presentarse
otras estructuras cristaloides que son las mineralizaciones, representadas por
drusas las cuales son acumulaciones de oxalato de calcio.

En algunos casos, las proteinas se ubican primero en estructuras transitorias
como en las células del tejido nucelar y aun en el endosperma y luego son re-
movilizadas hacia los cotiledones. Otras, en cambio, se acumulan definitiva-
mente en el endosperma de donde solo se movilizan durante la germinacion. A
modo de ejemplo se puede citar el caso del maiz, cuya mayor reserva proteica
son las zeinas. Estas son proteinas del tipo de las prolaminas, por lo tanto inso-
lubles en agua, que se van acumulando durante el desarrollo y maduracion del
grano. Se depositan en todo el endosperma, pero muy abundantemente en cons-
picuos cuerpos proteicos de las células que constituyen la aleurona y subaleuro-
na.

Por otra parte, el tipo de reserva acumulada, en muchos casos, no es estati-
ca. Frecuentemente ocurren variaciones en las proporciones de las fracciones
proteicas por interconversiones metabdlicas de unas a otras. Esto ocurre en fun-
cion de las diferentes condiciones ambientales durante el periodo de llenado y
maduracion del fruto.

3.2.1.3. Lipidos. Semillas Oleaginosas

Las semillas oleaginosas son aquellas que contienen mas del 35% de lipidos,
tales como girasol, lino, colza, ricino y mani. Las grasas no son transportadas
por los elementos de conduccion de la planta, por lo que deben ser sintetizadas
in situ a partir de la sacarosa y otros azucares transportados por el floema. La
sintesis es compleja e involucra diferentes compartimientos celulares como son
el reticulo endoplasmico liso, el citosol y plastidios, ya que en ellos se localizan
las enzimas necesarias para cumplir con el ciclo biosintético.

La sintesis se produce por condensaciones sucesivas de acetil CoA que van
generando largas cadenas hidrocarbonadas que varian entre los 12 y 20 4tomos
de carbono, por lo comun entre 16 y 18. Cuando el acido graso posee algun
enlace doble se dice que es insaturado. Esta es la forma mas abundante en vege-
tales, como los acidos grasos oleico (18:1), linoleico (18:2), linolénico (18:3) y
araquidonico (18:4). Mas escasas se presentan las formas saturadas, es decir que
carecen de dobles ligaduras en la cadena carbonada, como son los casos de los
acidos grasos laurico (12-0), miristico (14-0), palmitico (16-0) y estearico (18-
0), entre otros. La presencia de abundantes acidos grasos saturados en vegetales
es excepcional y como ejemplo podemos citar el cocotero (Cocos nucifera) y la
palma aceitera (Elaeis guineensis).

Los lipidos se acumulan en el citoplasma de las células de los cotiledones o
del endosperma, en estructuras especiales llamadas oleosomas, esferosomas o
cuerpos lipidicos derivadas del reticulo endoplasmico (Fig. 3.8). Son de forma
aproximadamente esférica y con didmetros que varian entre 0,5 a 2,0 um, segin
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mediciones realizadas en numerosas especies. Se caracterizan por poseer lo que
se denomina “simple unidad de membrana”, es decir una monocapa de fosfolipi-
dos orientados con sus cabezas polares hacia el citosol y las colas hidrofébicas
hacia el interior de la organela en contacto con los lipidos contenidos. Las re-
servas lipidicas, quimicamente adoptan la forma de triglicéridos, los cuales se
forman a través de uniones éster de tres acidos grasos a una molécula de glicerol
proveniente de la reduccion de la dihidroxiacetona fosfato que ocurre durante la
glucolisis, seglin la siguiente reaccion:

0
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H2 Comm OH seves 0= O o CH2 .= CHZF dcidn Graso
0
Il f

HO e=QH e HO == O (CHI. = CH3 fcido Graso
0
I f
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Por esterificacion con eliminacion de tres moléculas de agua se genera:

0
I

H2 G 0 = = CHIp. = CHE

0
I

HO = g = C={CHin — CHI

0
1|
Ha [ =0 = o= CHIp — CHZ

QIOLECTULA DE TRIGLICERIDO]

Dentro de los esferosomas los lipidos pueden también acumularse, aunque en
menor proporcion, como fosfolipidos (4cido fosfatidico, fosfatidil colina -
lecitina-) y glucolipidos (mono y digalactosil diglicérido).
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El almacenamiento de reservas lipidicas se ha estudiado fundamentalmente

en dicotiledoneas y se pueden distinguir tres etapas:

a- Etapa inicial: en la cual no hay sintesis de acidos grasos debido a la ca-
rencia de enzimas especificas. Este periodo depende de la especie, pero
en general es superior a los 20 dias desde la polinizacion, tal como esta
reportado para Ricinus y Brassica.

b- Etapa rapida: ocurre a continuacion de la anterior y se caracteriza por
una rapida acumulacion de 4cidos grasos, en la cual se completa el 90%
del total acumulado en cuerpos lipidicos. Esta etapa puede durar otros 20
dias.

c- Etapa final: concluye la deposicion de 4cidos grasos lo que coincide
con la deshidrataciéon de las semillas. Se especula que en esta etapa se
destruyen las enzimas asociadas a la biosintesis de triglicéridos.

3.2.1.4. Fitina

Es un tipo de reserva cuantitativamente menos importante. Sin embargo,
constituye una fuente fundamental de las reservas seminales por el aporte de
fosfato y elementos minerales esenciales. Se obtiene por esterificacion del
mioinositol, un alcohol polihidroxilado, con &4cido fosfoérico que genera la
formacion de acido fitico. Este permite la formacion de sales, conocidas como
fitinas, al intercambiar los hidrogenos del acido por elementos inorganicos
esenciales como calcio, magnesio, potasio, hierro, cinc, cobre, etc., como se
puede ver a continuacion:

T

OH

OH OH oP* oP*

OH H OP*
Esterificacion

-H:0
oP*

T
T

MIOINOSITOL ACIDO FITICO P*= PO3H2

La fitina se acumula adoptando la forma globular dentro de los cuerpos protei-
cos. Se ubica tanto en el endosperma como en las diferentes zonas del embridn,
tales como hipocotile y radicula.

49



FUNDAMENTOS FISIOLOGICOS DE LA GERMINACION / FRANCISCO J. CARDINALI — MONICA L. MURCIA

La siguiente figura (3.9) representa un patron general de los eventos que
ocurren durante el desarrollo, division y expansion celular, y acumulacion de
los diferentes productos de almacenamiento en una leguminosa.

Pérdida de

humedad de
Materia Finalizacién  [fenado de |10 frutos
Seca de la division los frutos

Embrisn i @

< —Fasedec—>

prealmacenaje

< Fase dec—_>

almacenaje
<~ Maxima acumulacién de proteinas

<7 Maxima acumulacion de almidon
Expansion celular

Activa

division |:’>

celular

Dias desde Antesis

Fig. 3.9. Patron general de los principales eventos fisiologicos durante el proceso de
crecimiento y acumulacion de reservas (aumento de la biomasa) de una leguminosa.
(Adaptado de Dure ef al. 1981 y Patric et al. 2003)

3.2.2. Clasificacion de las semillas segiin la ubicacion de las reservas

Segun la compartimentalizaciéon de las principales reservas acumuladas, las
semillas pueden clasificarse, basicamente, en tres tipos: cotiledonales,
endospermadas y perispermadas.

3.2.2.1. Semillas cotiledonales

Son aquellas cuyas reservas se encuentran alojadas en el embridn, es decir, en el
o los cotiledones. En numerosas especies ellos constituyen el unico deposito
nutritivo del cual dependera la plantula hasta lograr la autosuficiencia trofica
luego de la emergencia. Se destacan las familias Cucurbitaceas, Fabaceas (Fig.
2.1a - Poroto), Compuestas y Cruciferas por poseer conspicuos cotiledones que
constituyen la mayor parte de la semilla. Cominmente, las reservas se depositan
como cuerpos grasos y proteicos que se alojan en el mesofilo, generalmente
poco diferenciado, en empalizada y esponjoso.

En los casos de germinacion epigea de las dicotiledoneas (Fig 4.8), los coti-
ledones constituyen las “primeras hojas” emergentes. Estas contribuyen al desa-
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rrollo de la plantula por translocacion de las reservas nutritivas acumuladas y
por aporte de material generado por la fotosintesis a partir de la emergencia y
del desdoblamiento del gancho plumular que permite la exposicion de los coti-
ledones a la luz. En consecuencia, se constituyen en una importante fuente para
el crecimiento de la plantula como se podra ver en el Punto 4.5.

3.2.2.2. Semillas endospermadas

Son aquellas que poseen las reservas compartimentalizadas fuera del embrion,
en el endosperma. Se trata de un tejido triploide (3n) de origen sexual, obtenido
en la fecundacion de las angiospermas, al unirse una de las gametas masculinas
con la célula doblemente nucleada del gametofito femenino. Este endosperma
es propio de las angiospermas, muy notable en gramineas (Fig. 2.1b - maiz) y se
lo denomina también endosperma secundario. Estd compuesto por una capa
externa de un espesor de dos a cuatro células vivas llamada capa de aleurona,
que acumula reservas proteicas; también por una zona central que corresponde
al endosperma amildceo (Fig. 3.1), constituido por células metabolicamente
inactivas a la madurez, que acumula principalmente almidén y una cantidad
variable de proteinas y lipidos, segun la especie.

A diferencia del anterior, el endosperma presente en gimnospermas se lo
denomina endosperma primario. Es un tejido haploide materno, derivado del
gametofito femenino que estd presente antes de producida la fecundaciéon sim-
ple, que origina Ginicamente al embrion.

3.2.2.3. Semillas perispermadas

Son aquellas cuyas reservas se encuentran fuera del embrion, en el perisperma.
Deriva del desarrollo de la nucela que es tejido nutricio, diploide, de origen
materno que se ubica en el centro del 6vulo y generalmente es consumido
durante el desarrollo del mismo. Sin embargo, en algunas especies persiste,
acumula reservas y se constituye en la principal fuente energética que aportara
los sustratos respirables para sostener el crecimiento del embrion durante la
germinacion. Tal situacion se presenta en las familias Amarantaceas,
Cariofilaceas, Quenopodiaceas y Poligonaceas, entre otras.

Como vemos, una forma de caracterizar a las semillas es en funcion de la
ubicacion de sus reservas principales. Pero se debe tener en cuenta que en una
misma semilla pueden coexistir reservas compartimentalizadas en diferentes
sitios. Es comun encontrar simultdneamente endosperma y perisperma como se
presenta en Piperaceas y Ninfaceas o en remolacha (Fig. 3.10).
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Fig. 3.10. Deposito de reservas en cotiledones, endosperma y perisperma en remolacha.
(Beta vulgaris)”.

Asimismo, las reservas pueden ser cambiantes a lo largo del desarrollo de la
semilla. De hecho, inmediatamente después de la doble fecundacion, las
reservas se concentran en el endosperma y son transferidas al embrién durante
su crecimiento y desarrollo como en la cebolla (Fig. 3.11); en esta especie
permanece también un resto nucelar en la semilla madura. En algunos casos, las
reservas pasan totalmente a los cotiledones como ocurre en semillas de
leguminosas.

En otros casos puede haber acumulacion de reservas en el tejido nucelar, lo
que generara una semilla de tipo perispermada, pero posteriormente estas reser-
vas pueden ser consumidas por los cotiledones, con lo cual la semilla finalmente
se clasifica como cotiledonal con resto nucelar.

Tejido
nucelar

Cotiledon

a Endosperma

Fig. 3.11. Variacion en la distribucion de las reservas en -a- semilla madura y -b- semi-
lla inmadura de cebolla.
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3.3. Cubiertas

Las cubiertas constituyen el tegumento que rodea y protege a la semilla. Se
denomina también tegumento seminal o episperma.

Las cubiertas corresponden a tejidos 2n de origen materno, ya que derivan
del desarrollo de las envolturas que cubren y protegen al 6vulo. Surgen desde la
base de la nucela y rodean integramente al 6vulo excepto en la zona apical. Esto
genera una depresion a modo de canal o abertura, la micrépila. Por alli even-
tualmente penetrara el tubo polinico en el caso de la fecundacion porogamica.
Comunmente, se presentan dos tegumentos: el originado en primer término, que
tomard la posicion externa y se lo denomina primina, y el que se origina poste-
riormente, que se ubicara por debajo del anterior, denominado secundina. En los
casos de presentarse otras capas de proteccion se las denomina secuencialmente
como tercina, cuartina y quintina.

Por lo comun, la cubierta externa de la semilla es de consistencia dura y se
la denomina testa, que generalmente proviene, aunque no necesariamente, de la
primina. Por debajo de ésta suele presentarse una segunda capa de consistencia
mas blanda denominada tegmen o endopleura que corresponde, aunque no ne-
cesariamente, a la secundina.

Existen grandes diferencias estructurales en las cubiertas. Una de las mas
simples esta presente en orquidaceas, cuyo embridén poco diferenciado esta ro-
deado de una monocapa de células alargadas que derivan del tegumento externo
del 6vulo. Ademas, entre el embrion y la testa membranosa, queda encerrada
una capa de aire que facilita la dispersion anemofila.

Para establecer con precision el origen de las cubiertas seminales, es decir,
cual tegumento del 6vulo interviene en su formacion, se requiere el seguimiento
ontogénico en cada caso. En algunos casos estas estructuras son digeridas por el
propio desarrollo del 6vulo, quedando finalmente la semilla envuelta s6lo por la
testa o, en algunos casos, Unicamente por la parte mas externa del endosperma.
Por ejemplo, en algunas monocotiledoneas como maiz (Zea mays) los tegumen-
tos son digeridos y quedan representados por una delgada capa adherida a la
semilla. En algunos géneros de las compuestas, como lechuga (Lactuca sativa),
el tegumento persiste como una minuscula capa de c€lulas, de manera que las
cubiertas, casi en su totalidad, derivan de las paredes ovaricas. Otra situacion se
presenta en las familias Litraceas y Aristoloquidceas que desarrollan su cubierta
seminal con la participacion de ambos tegumentos del 6vulo, pero ademas con
una capa mas interna que deriva de la nucela.

La dureza de las cubiertas estd dada por la presencia de tejido esclerenqui-
matico, representado por diversas células de paredes fuertemente engrosadas
que incluyen lignina. El contenido de lignina juega un importante rol en la resis-
tencia al daflo mecénico y su presencia disminuye el grado de permeabilidad de
las cubiertas, lo que se relaciona con una situacion fundamental como es la de
regular la velocidad de imbibicion, como se explicard mas adelante cuando se
trate el tema de hidratacion de la semilla (Sec. 4.2.1).
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En algunas especies como algodon (Gossypium hirsutum), y en la mayoria
de las leguminosas se presenta una capa caracteristica de células radialmente
alargadas, ubicadas en forma de empalizada y sin espacios intercelulares. Se la
denomina capa de Malpighi o células malphigianas, en honor a su descubridor.
Estas células son macroesclereidas, cuyas paredes poseen espesamientos de
celulosa que pueden estar acompafiados por lignina y taninos. Por debajo de
ellas suele presentarse una o mas capas de células en forma de hueso llamadas
osteoesclereidas, de gruesas paredes lignificadas, que pueden contener pigmen-
tos (Fig. 3.12). Las caracteristicas mencionadas en cuanto a tipo, disposicion de
células y presencia de pigmentos tienen un importante valor taxonémico.

} Cuticula

Empalizada de
> macroesclereidas

(lignina y taninos)

=
Osteoesclereidas
§ Parénquima
®e® Capa de aleurona
o o P
{
(:X Endosperma

Fig. 3.12. Anatomia tipica de una cubierta seminal en corte transversal.

La lignina es un polimero natural que se presenta en diferentes tejidos vegetales
confiriendo resistencia. Sin duda, este compuesto ha jugado un rol decisivo en
la evolucién, particularmente formando parte de estructuras fundamentales
necesarias para la conquista del ambiente terrestre. En efecto, el transporte de
agua a distancias considerables y los tejidos de sostén para soportar el efecto de
la gravedad dependieron de la presencia de lignina. Es el compuesto orgéanico
mas abundante sobre la tierra luego de la celulosa, con la cual se enlaza
covalentemente, y también con otros polisacaridos de las paredes celulares.
Estas uniones dificultan su extraccion en forma pura, lo cual impide conocer su
estructura especifica. No obstante, el analisis de compuestos intermedios ha
permitido reconocer que generalmente estd compuesta por tres tipos de
alcoholes aromaticos, fenilpropanos de estructura (Cé - C3), como son el
coniferol, el sinapol y el p-cumarol (Fig. 3.13).
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Fig. 3.13. Esquema de los tres tipos de alcoholes aromaticos mas comunes presentes en
la construccion de la lignina.

Estos alcoholes se unen formando polimeros a través de la accion de enzimas
peroxidasas. Generan una compleja estructura tridimensional pero no repetitiva,
de manera que cada molécula de lignina es de alguna manera original y, tal vez,
unica. Por otra parte, la presencia de lignina se relaciona a mecanismos de
defensa contra la herbivoria, ya que disminuye la palatabilidad y digestibilidad
de los 6rganos de posible consumo. Asimismo, constituye una proteccion contra
el ataque de insectos y patogenos.

En las cubiertas seminales frecuentemente ocurren crecimientos superficia-
les localizados en diversos puntos denominados arilos. Si bien este término se
ha utilizado con gran amplitud, el uso frecuente lo refiere a las excrecencias
carnosas de las semillas que adoptan diferentes denominaciones segin su ubica-
cion. Asi, cuando el arilo se forma a partir del funiculo, como ocurre en acacias
(Acacia sp.) o del rafe como en el género Chelidonium, se lo denomina estrofio-
lo. Cuando se origina a partir de la micropila, se denomina cartincula como
ocurre en ricino (Ricinus communis), en nuez moscada (Myristica fragans) y en
algunas especies del género Euphorbia como Euphorbia elioscopia. La presen-
cia de arilos esta relacionada con la dispersion de las semillas. Asi, los estrofio-
los desarrollados en plantas acuaticas como el irupé (Victoria cruziana), gene-
ran una acumulacion de gases entre los tegumentos internos que le permiten la
flotacion y, en consecuencia, la diseminacion por el agua. Por otra parte, los
arilos pueden constituirse en depositos de aceites como se presentan en reseda
(Reseda odorata), en ricino (Ricinus communis) y en muchas otras especies. En
estos casos se los denomina eleosomas, para designar la presencia de reservas
nutricias exteriores a la semilla. Las sustancias contenidas constituyen un gran
atractivo para ciertos insectos, principalmente hormigas, que utilizan estos nu-
trientes sin dafar el embrion pero contribuyendo efectivamente a su disemina-
cion. Por otra parte, el contenido de aceites esenciales de ciertos arilos como los
presentes en semillas de nuez moscada (Myristica fragans) se utilizan en per-
fumeria.

En otros casos, la testa adopta una consistencia carnosa y blanda que en-
vuelve completamente al endosperma y al embrioén, que se denomina sarcotesta.
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La presentan las semillas de algunas gimnospermas como Cyca revoluta y
Ginkgo biloba. Los ejemplares femeninos de esta especie producen semillas con
una cubierta rica en acido butirico, que es un acido graso de cadena corta, muy
volatil que produce el caracteristico olor a manteca rancia.

Las cubiertas que envuelven a la semilla cumplen la funcioén de proteccion
contra heridas, dafio por pajaros o roedores, pero también pueden contribuir a su
dispersion. En muchos casos, la propia testa aporta prolongaciones, tal como los
pelos presentes en las semillas del algodon (Gossypium hirsutum) y tomate (Ly-
copersicum esculentum). En otros casos (frutos) es el pericarpio dilatado en
forma de ala como en el Jacarandé (Jacaranda mimosifolia) o como se presen-
tan en las samaras de olmos (Ulmus sp.) y fresnos (Fraxinus sp.).

En ocasiones las cubiertas presentan mucilagos, que ayudan a la disemina-
cion de los frutos al adherirse a animales, maquinarias, etc., y ser depositados en
lugares muy alejados de la planta madre. En situaciones con agua excesiva, las
semillas llegan a cubrirse completamente de mucilago que puede impedir la
germinacion a través de la limitacion del intercambio gaseoso con el medio.
Pero, simultdneamente, la presencia de mucilago contribuye a disminuir el peso
especifico del fruto, lo que haria posible su flotacion y una efectiva dispersion
por el agua.

Sin embargo, las cubiertas también pueden actuar en sentido contrario evi-
tando la dispersion. Asi, en semillas de lino (Linum usitatissimum) durante el
desarrollo de la testa se generan células mucilaginosas. Estas presentan paredes
celulares con una importante matriz péctica, compuesta fundamentalmente por
acidos glucoronico y galacturénico que le confieren una enorme capacidad para
hidratarse y generar una pelicula viscosa o gelatinosa. En estos casos, al caer los
frutos y humedecerse, quedan adheridos al suelo lo que impide que sean lleva-
dos a lugares desfavorables y eventualmente evita su desecacion.

La presencia de mucilagos se da en varias familias, tales como Compuestas,
Cruciferas, Labiadas y Plantaginaceas. Dentro de esta familia se destaca el caso
de zaragatonia (Plantago psyllium) cultivada como medicinal por sus semillas
mucilaginosas.

Las cubiertas cumplen un rol estratégico en la regulacion del ingreso de
agua durante la primera etapa del proceso de hidratacion. Este aspecto se detalla
mas adelante en la Seccion 4.2.1, cuando se describa el proceso de hidratacion.
En algunas especies pueden impedir la germinacion a través de algunos de los
multiples efectos como se describe detalladamente en la Seccion 7.2.4.1.

Sin embargo, cuando el diseminulo es un fruto, ademas de las cubiertas
seminales posee tejidos ovaricos que se constituyen en la pared del fruto o peri-
carpio. Un ejemplo de interés agrondémico de dicotiledoneas es el girasol (He-
lianthus annuus), cuya cascara es el pericarpio que rodea a la semilla o pepita
(Fig 3.14 y 3.15)
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Pericarnio
(cascara)

Plumula

Procambium

Fig. 3.14. Esquema en corte longitudinal de fruto de girasol.

Pericarpio

Cotiledon

Léculo Cubierta seminal

Hipocotilo
Radicula

Fig. 3.15. Vista de un fruto de girasol abierto, mostrando la semilla y sus partes.

En monocotiledoneas gramineas encontramos al pericarpio protegiendo a la
semilla. La planta de trigo (77iticum sp.) produce un fruto monospermo, seco,
indehiscente llamado cariopside, que tiene un pericarpio muy delgado pegado a
la semilla (Fig. 3.16). Las capas mas externas del grano constituyen el salvado,
un subproducto de la molienda del grano de trigo y otros cereales. Este producto
incluye también a las cubiertas seminales y la capa mas externa del endosperma,
rico en proteinas, que es la capa de aleurona, que no forma parte de las
cubiertas.
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El salvado de trigo constituye alrededor del 15% del peso del grano y con-
tiene abundante cantidad de celulosa y en menor proporcién hemicelulosa, pro-
teinas, vitaminas, principalmente del grupo B, B1, B2, B3, B6 y B9 (acido foli-
co) y sales minerales (calcio, magnesio, hierro, zinc, manganeso, cobre, selenio
y fosforo).

Cepillo o Mechén

Endosperma

Células parenauimaticas con eranos de
almidon simples con hilo central

Cana de aleurona

periferica del endosperma
se separa con el salvado

Tegmen
(denvada de 1a Secundina)

Testa (derivada de la Primina)
Endocarpio
Mesocarpio

Hipodermis

OO =rLw

. s
Epicarpio

Escutelo (cotiledén)]
Coleéptilo

Primera hoja
Mesocotilo Embrién
Epitelio escutelar

Radicula
Cofia o caliptra |

Fig. 3.16. Esquema en vista longitudinal de un caridpside de trigo.

En otros frutos uniseminados, el pericarpio juega un rol diferente al rodear a la
semilla de un tejido jugoso, dulce, coloreado y brillante, sumamente atractivo
para las aves. Ademas de constituir una valiosa fuente de alimento para ellas, al
pasar por su tracto digestivo la ponen en condiciones de germinar y contribuyen
a su dispersion como ocurre con el tala (Celtis spinosa) (Fig. 3.17).
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Fig. 3.17. Rama con frutos de tala (Celtis spinosa) y detalle de sus frutos.

Precisamente, el tala presenta una drupa globosa que al madurar muestra un
color anaranjado. Su epicarpio es delgado y rodea al mesocarpio carnoso, el
cual contiene un jugo dulce muy apetecido por las aves que, al ingerirlos y
atravesar su tracto digestivo, ponen a la Unica semilla en condiciones de
germinar.
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4

PROCESO DE GERMINACION

El proceso de germinacion se puede iniciar a partir de una semilla completa y
madura. La maduracion se inicia cuando los procesos de crecimiento y
diferenciacion han concluido y se detiene progresivamente el flujo de materia y
energia hacia los diferentes lugares donde la semilla acumula sus reservas, sea
en los cotiledones, en el endosperma o en el perisperma segun la estrategia de
acumulacion de reservas propias de cada especie. Estos hechos van ocurriendo a
medida que progresa la desconexion entre el tejido de conduccion del tallo,
pedunculo y semilla, lo que determina su independencia energética. El proceso
de deshidratacion se ve acelerado por los bajos potenciales agua de la atmosfera
los cuales se ven influenciados por la temperatura y la humedad relativa del
ambiente.

En esta situacion, la semilla se encontraria en madurez fisiolégica. Signifi-
ca que ha completado los principales parametros de acumulacion; esto es, que
alcanza el maximo de peso seco y consecuentemente los componentes de car-
bohidratos, proteinas y lipidos seglin corresponda al tipo de semilla.

En condiciones de madurez fisiologica, las semillas tienden a abscindir,
principalmente en plantas salvajes. Sin embargo, la domesticacion de las plantas
ha llevado a que se hayan seleccionado caracteristicas deseadas; entre otras, que
las semillas permanezcan ligadas a la planta madre por tiempos mas prolonga-
dos y en condiciones de muy baja actividad metabolica. Esta situacion ha facili-
tado la recoleccién a través del uso de maquinarias y ha evitado las pérdidas de
semillas.

Alcanzada la madurez fisiologica, la semilla tiende a perder agua paulati-
namente, lo que lleva a una drastica disminucion del metabolismo y a cambios
estructurales reversibles, como son la reduccioén del nimero de mitocondrias, y
cambios conformacionales de proteinas estructurales. Como veremos, esta si-
tuacion lleva a que la semilla sea vulnerable a los dafios que puede presentar
una hidratacion violenta, como ocurre cuando el potencial agua entre el sustrato
y la semilla es muy favorable para el ingreso de agua a la misma. Cabe destacar
el rol fundamental de las cubiertas seminales para regular el ingreso de agua y
evitar los dafios que puede generar una rapida hidratacion, aspecto que se trata
en el punto 4.2.1 de este capitulo.

4.1. Germinacion. Definicién y concepto
Una semilla completa y madura, puesta en condiciones adecuadas, podria
germinar. Pero ;qué es la germinacion?, ;cual es su amplitud?

Desde una mirada bioldgica, podemos afirmar que la germinacion es la
reactivacion del crecimiento de la planta en miniatura que se halla alojada en el
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embrion. Es el crecimiento que se reanuda luego de un periodo de detencion y
permite el surgimiento de una nueva plantula que da continuidad a la especie.

Desde el punto de vista de la tecnologia de semillas, utilizado en un labo-
ratorio de analisis de calidad semillas, se define a la germinacién como:

“La apariciéon y desarrollo a partir del embrion de aquellas estructuras
esenciales que para un cierto tipo de semilla indica la capacidad de produ-
cir una planta normal en condiciones favorables”.

Este concepto implica un sentido amplio del proceso. Abarca desde la
hidratacién hasta un estado avanzado del crecimiento inicial, que incluye la
presencia de hojas verdaderas.

Sin embargo, desde el punto de vista fisiologico se tiene una concepcion
mas restringida del proceso, el cual se inicia con la hidratacion y finaliza con la
salida de la radicula, que generalmente emerge antes que la plumula. En efecto,
con pocas excepciones, la radicula es la primera estructura que emerge a través
de las cubiertas seminales. Esto indicaria la finalizacion de la germinacion y el
inicio el crecimiento de la plantula.

Lo correcto, pero poco practico, seria considerar al proceso con total ampli-
tud. Asi, algunos autores consideran el inicio con la hidratacién y la finalizacion
cuando la planta se independiza de las reservas seminales logrando su autosufi-
ciencia a través del proceso fotosintético.

Cabe aclarar que las condiciones favorables son las indicadas en las meto-
dologias para las pruebas de germinacion, estandarizadas internacionalmente
para un nimero muy grande de especies y detalladas en las “Reglas Internacio-
nales para Ensayos de Semillas”, establecidas por ISTA (International Seed
Testing Association). Se considera el sustrato que debe ser utilizado, la tempe-
ratura, la fecha del primer recuento y el recuento final, asi como las recomenda-
ciones adicionales para romper la dormicion, en el caso que fuera necesario.
Estas normas se van actualizando periddicamente en los Congresos Internacio-
nales de Ensayos de Semillas.

4.2. Etapas

El proceso de germinacion puede ser estudiado considerando tres etapas
fundamentales: hidratacion, activacion de la respiracion y crecimiento del
embrion.

4.2.1. Hidratacion
La actividad metabolica de las semillas maduras es extremadamente baja debido
al escaso contenido de agua, generalmente inferior al 15%, en comparacioén con

la mayoria de los tejidos activos de los diferentes 6rganos, que contienen entre
el 80 y 95%.
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La escasa cantidad de agua contenida en semillas “secas” esta firmemente
unida a los coloides y, por lo tanto, es incapaz de intervenir en reacciones qui-
micas, de congelarse aiin a temperaturas extremadamente bajas y es tinicamente
removible por tratamiento de secado a temperaturas cercanas a los 100°C. Esta
condicion de la semilla la predispone para un rapido ingreso de agua desde un
medio circundante hiimedo.

Todo el movimiento del agua dentro de la planta y entre la planta y su am-
biente puede ser explicado desde el punto de vista termodindmico a través del
potencial agua (¢a), que expresa en términos energéticos el estado del agua. El
término potencial agua hace referencia a la potencialidad o capacidad de trans-
ferir agua, particularmente desde un punto de mayor a otro de menor potencial
agua, es decir, desde un lugar de mayor energia hacia otro de menor estado
energético. El agua pura a nivel del mar, a 25°C y 1 atmosfera de presion, por
convencion, se considera que posee un potencial agua igual a cero. Este valor
puede ascender o descender en funcion de las condiciones a las que esta expues-
to el sistema, como son: a) la presencia de solutos, b) la presion, c) la atraccion
por la superficie que ejercen el sustrato que rodea que rodea a la semilla y c) la
fuerza de gravedad, tal como se describe a continuacion:

a) La presencia de solutos es un componente del potencial agua que se expresa
como potencial osmético (@o). Este término como maximo puede ser cero
cuando el agua carece de solutos, pero generalmente toma valores negativos, los
cuales son crecientes en la medida que aumenta la presencia de solutos. Es
posible calcular en forma aproximada el valor del potencial osmético de una
solucion a través de la relacion que originalmente la planted el quimico
holandés Jacobus Henricus van't Hoff creador de la estereoquimica y Premio
Nobel de Quimica en 1901 que muestra:

¥, -—miRT

siendo: m la concentraciéon en Mol L'; i el factor de van't Hoff o de ionizacién; R la
constante universal de gases (-0,0083 L MPa mol')K! 6 83 J mol'K!) y T Ia
temperatura absoluta en grados Kelvin.

El factor de van’t Hoff permite valorar la situacidon que se presenta cuando el
soluto al disolverse se disocia generando diferentes tipos de solutos, de manera
que la concentracion del soluto original en disolucién no coincide con la del
soluto activo. Esta situacion se da frecuentemente con los compuestos ionicos.
Por ello, este cientifico propuso un factor que al multiplicarlo por la
concentracion del soluto original nos da la concentracion total y real de la
disolucion. Un ejemplo tipico se presenta con la sal cloruro de sodio (CINa). En
este caso 1 molar de cloruro de sodio (PM 35,5) es decir (35,5 g de CLNaen 1
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L de agua), seria la concentracion supuestamente normal. Sin embargo, cuando
esta sal se disuelve, se disocia en un i6n sodio monopositivo (Na') y otro
cloruro mononegativo (Cl), lo que determina que la concentracion real es el
doble de la concentracion original de CINa, que en este caso es obviamente 2, lo
que se reflejaria en el factor “i” que tendria un valor de 2. En realidad, el factor
2 es una muy cercana aproximacion, ya que no todas las moléculas de CINa se
disocian, aunque son muy pocas las moléculas de la sal que quedan en su estado
original. Otro caso, podria ser el sulfato de potasio SO4K,, que en una
disolucidn acuosa se disocia en un anién SO4~ y en dos cationes K, lo que lleva
a que el factor van’t Hoff tome un valor de 3.

Sin embargo, generalmente en los trabajos de laboratorio donde se intenta
demostrar los efectos del potencial osmotico sobre la germinacidn se trabaja con
solutos que no generan iones como el manitol, el polietilenglicol o simplemente
la glucosa o la sacarosa. En este caso el factor de van't Hoff se valora como 1,
con lo cual la férmula anterior se puede expresar prescindiendo de este factor y
se expresa como:

Y. - mRT

En la practica, en los laboratorios de docencia y a efectos de facilitar los
calculos se aplica equivalentemente la siguiente expresion:

¥.—_22.4 m (273+°C)273

Como ejercicio, podemos calcular el potencial osmético de una solucion 1,3
Molal Manitol que se encuentra a 25°C. Aplicando la férmula de van’t Hoff
seria:

¥, =- (1,3 mol. kg") x 1 x(0,00831 kg . Mpa. mol. K") x (273+25K)

¥, =-3,219 Mpa = 31,77 atm

El mismo resultado se obtendria aplicando la ecuacion mas sencilla usada
comunmente para efectuar un calculo mas rapido.

b) La presion se expresa como potencial presion (@p) o presion de turgencia.

Un aumento en la presion genera un incremento en el ¢a y viceversa. Este
efecto se expresa a través del potencial presion (¢p).
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¢) Los efectos coloidales y estructuras capilares tienden a retener o inmovilizar
el agua, y son considerados a través del potencial matrico (pm). Esta atraccion
esta dada por las fuerzas entre las moléculas del agua y las particulas de solidas
del suelo, como la arena o la arcilla, o como del sustrato papel de filtro que se
usa en las pruebas de germinacion en el laboratorio. Se presenta en suelos
subsaturados y alcanza el cero cuando el sustrato estd saturado. Por ello, su
valor es cero o negativo y en este caso se opone a la extraccion de agua de suelo
por las raices de las plantas. Las semillas, dado su bajo contenido de agua,
tienen un potencial matrico muy negativo, lo que contribuye a la hidratacion de
la semilla atin en suelos con bajo o muy bajo potencial agua.

d) La atraccidn gravitatoria, valorada por el potencial gravitacional (pg), surge
como diferencia entre el nivel o altura tomada como referencia, que es el nivel
del mar, y la altura presentada en una situacion dada. Asi, el valor de este
término sera positivo cuando la altura supere el nivel de la referencia, y
negativo cuando se ubique en un punto inferior. Su determinacién esta dada por
la siguiente ecuacion que relaciona la densidad del agua (Da), la constante
gravitatoria (9,8 ms?) y la altura respecto del nivel de referencia

pg=2da.g. h

Generalmente, este término no es considerado por su valor poco significativo.
En la practica es so6lo tenido en cuenta para calculos precisos que involucran a
arboles con alturas superiores a los 30 metros, ya que este valor de potencial
aumenta apenas 0,01 MPa por metro de altura.

De modo que el potencial agua resulta de los efectos conjuntos de los facto-
res considerados, que participan en la siguiente ecuacion:

¢a = @p + @0 + om + @g

Estos potenciales pueden ser expresados en términos de energia (cal/mol, J/mol,
kJ/kg), lo que es logico, pues el potencial agua expresa la capacidad de realizar
trabajo, refleja un estado energético que se concreta a través del movimiento del
agua desde un lugar de mayor energia a otro de menor energia. Sin embargo,
comunmente en fisiologia vegetal, se utilizan unidades de presion (atm, bar o
MPa), ya que es mucho mas sencillo medir directa o indirectamente las
presiones en un sistema, que calcular en términos de energia el trabajo realizado
por el movimiento del agua.

Para pasar de unidades de energia (ej.: cal/mol) a unidades de presion (ej.:
atm) se procede de la siguiente manera:
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Unidades de energia/volumen / Volumen especifico = (Cal/mol) / (cm®/
mol) =

= (Cal/mol) x (mol/cm®) = Cal/cm’

Recordemos que Energia/volumen (Cal/cm?) = Presion

Ya que: 1 Atm. 1 Litro = 24,2 Cal, o lo que es igual 1Atm =24,2 Cal /1 Litro

Recordando que: 0,87 atm = 10 bar = 1Mpa

podemos expresar las unidades de energia en diferentes unidades de presion.

Para el caso de las semillas, el movimiento de agua inicial ocurre entre ésta y el
medio circundante. Teniendo en cuenta lo considerado precedentemente, la
semilla esta sobre el suelo o cercana a la superficie del mismo, de manera que el
¢g no es considerado. Tampoco estd sometida a presion, ni sus células estan
turgentes, por ello el @p puede ser descartado. Finalmente, la ecuacion anterior
queda reducida a los siguientes términos:

¢a = ¢o + o¢m

Recordemos que, para un analisis mas detallado, en el caso de un tejido, cada
célula que lo compone esta rodeada de una membrana diferencialmente
permeable, elastica y por lo tanto extensible. De manera que la salida o el
ingreso de agua hard variar su volumen, lo que sin duda modifica la
concentracion en el interior de las células.

Independientemente de la amplitud considerada para el proceso de germi-
nacion o de cudl es la porcion del embridon que irrumpe primero a través de las
cubiertas seminales, el proceso de germinacion comienza lentamente y casi
inadvertido con la hidratacion o imbibicion.

Como vimos, la fuerza impulsora para la hidratacion es el potencial agua
(¢pa), de modo que el ingreso de agua a la semilla es directamente proporcional
al gradiente de potencial agua entre la semilla y el medio (Aga) e indirectamente
proporcional a la sumatoria de resistencias (2r) que debe superar el agua en su
camino. Segun la ecuacion de flujo (J), (Fig 4.1); esto mismo puede ser expre-
sado aplicando la conductancia hidraulica (L) que es la inversa de la resistencia.

J= Aga o J= L.Aga
xr
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J: Flujo de agua expressado en cm®/cm?.s = cm/s

L: Conductancia hidraulica cm/s .Mpa

(IMPa* = 10 bar = 9,87 atm ).

L: I/

Aga: Gradiente de potencial MPa, entre los tejidos seminales y el medio
(pa sem - pa medio)

Fig.4.1: Expresion del flujo de agua con el gradiente de potencial agua como fuerza
impulsora y segun la resistencia o la permeabilidad de las estructuras seminales. * Los
valores normales en las células vegetales son del orden de Mpa (Pa = 1N/ m?).

Recordemos que la semilla se comporta como un coloide relativamente seco,
con un potencial agua extremadamente bajo, que generalmente se ubica entre —
350 y — 50 MPa, condicion sumamente favorable para una rapida hidratacion.
Sin embargo, hay resistencias que debe superar, y la principal es la cubierta
seminal. Esto que a priori parece ser un impedimento que juega un papel
negativo para la velocidad de germinacion, en muchos casos preserva la vida de
la semilla.

Anteriormente presentamos a la semilla como un dérgano de resistencia
(Secc. 2.2.2), ya que es capaz de soportar condiciones ambientales adversas
insuperables para la planta madre; entre ellas se destaca la capacidad de soportar
niveles de humedad extremadamente bajos. Cabe aclarar que cuando los niveles
de humedad de la semilla descienden en promedio por debajo del 18% de hu-
medad, la membrana plasmatica y las membranas de las organelas comienzan a
desorganizarse. Esto significa una pérdida de funcionalidad, con lo cual inter-
namente la semilla presenta gran vulnerabilidad al ingreso violento de agua. Es
aqui donde las cubiertas cumplen un rol fundamental como estructura limitante
del ingreso rapido del agua. La excesiva velocidad de hidratacion conduce a la
rapida solubilizaciéon de contenidos celulares, en momentos en que aun las
membranas no estan completamente funcionales. Esto ocasiona no so6lo la pér-
dida de solutos y, consecuentemente, el empobrecimiento de las reservas, sino
el vertido de nutrientes hacia el exterior favoreciendo el desarrollo de hongos
alrededor de la semilla. Por ello, el ingreso de agua debe ser gradual, de manera
de permitir una lenta hidratacion de las estructuras celulares y el regreso a la
plena funcionalidad. Lo contrario significaria la muerte de la semilla.

Las cubiertas seminales pueden presentar grandes diferencias entre especies
y también dentro de la misma especie. Atn dentro de una misma semilla las
cubiertas no son homogéneas. De hecho, el poro micropilar, que corresponde a
la abertura que presentan los tegumentos del 6vulo, y el hilo, que corresponde a
la cicatriz dejada por la union del funiculo con el 6vulo, son zonas mas permea-
bles y, en consecuencia, presentan menores resistencias al flujo de agua (Fig.
4.1) hacia el interior de la semilla. En poroto (Phaseolus vulgaris) y haba (Vicia
faba) se estima que el 20% del ingreso de agua durante las primeras 24 horas de
hidratacién ocurren por la micropila. En otros casos, el hilo cumple un rol fun-
damental, como en el poroto de manteca o Pallar (Phaseolus lunatus), con cu-
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biertas practicamente impermeables al ingreso de agua desde el exterior, hasta
que el agua, que puede ingresar por el hilo, permite la hidrataciéon. En algunas
especies las particulares caracteristicas de las cubiertas permiten una regulacion
diferencial del ingreso y egreso del agua. Tal es el caso del mani (4Arachis hy-
pogaea) y del castafio de las Indias de flor blanca (desculus hippocastanum), en
los cuales la testa presenta mayor permeabilidad al ingreso del agua que al egre-
so0, lo que representa una adaptacion hacia una mayor retencién del agua ingre-
sada.

Estudios realizados en un gran ntimero de semillas muestran que el proceso
de hidratacion tiene caracteristicas particulares. El ingreso de agua no es simple
y continuo sino que ocurre en tres fases o etapas y se lo denomina “patrén tri-
fasico de hidratacion” y la expresion grafica general del proceso se puede ver
en la Figura 4.2.

A Fase 1 Fase 2 Fase 3
Reinicio de
g Ingreso de
él) Hidratacion rapida Agua por
o por efecto L descenso
— del gctlvacmn de del
= rocesos
< | Pm Metabélicos Po
=
& 0
- P
=)
© Etapa
de
Espera Aparicion
de Radicula
-
Tiempo

Fig. 4.2. Patron trifasico de ingreso de agua a la semilla.

En la primera fase del proceso (F1) el ingreso de agua responde a un gradiente
de potencial agua generado basicamente por un potencial matrico (@m)
extremadamente negativo y, en menor proporcion, por el potencial osmoético
(o). Esta fase se da siempre en la semilla independientemente que sea viable o
no, y es reversible. Es un proceso no metabolico, puramente fisico de
hidratacion coloidal, que ocurre atin en condiciones anaerobicas y con un Q1o
levemente superior a 1, es decir, poco afectado por la temperatura. Cabe aclarar
que el Q10 es un factor de uso frecuente en termodindmica que expresa la
variacion de la velocidad de una reaccion ante incrementos de 10°C en la
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temperatura. Asi, un Q10=2 indica una duplicaciéon en la velocidad de la
reaccion por efecto de la temperatura. El potencial matrico, fundamental en esta
etapa, se genera basicamente por la presencia de macromoléculas de proteinas y
polimeros de carbohidratos que poseen grupos hidrofilicos como NH2-, OH-,
COOH-. Estos atraen las moléculas dipolares de agua formando una cubierta de
hidratacion a su alrededor. A medida que transcurre esta etapa, el potencial
matrico aumenta hasta alcanzar el valor cero. La misma tendencia ocurre con el
potencial osmoético que también aumenta por el efecto de dilucion que provoca
el ingreso de agua y simultineamente aparece cierta presion de turgencia con
valores en ascenso.

En esta primera etapa, la semilla se hidrata a partir del agua del suelo del
sustrato que la rodea como el papel de filtro en una prueba de germinacion. Esto
lleva a un considerable aumento del peso fresco que en los cereales varia entre
el 40 y el 60% respecto del peso seco inicial de la semilla. En las dicotiledoneas
en general -y en las leguminosas en particular- al final de la hidratacion el peso
fresco practicamente duplica el peso seco inicial, tal es el caso de arveja (Pisum
sativum), en la cual el incremento supera el 180% del peso inicial.

En general, la hidratacion avanza desde las capas periféricas hacia el centro
y es mas rapida en los tejidos embrionales, particularmente la radicula, que en
los tejidos reservantes. En las semillas de los cereales, el embridon, con mayor
contenido proteico, absorbe mayor cantidad de agua que el endosperma rico en
almidon.

Esta etapa finaliza cuando el @a interno de la semilla constituido por el go y
el gp, y el pa que la rodea dado por el @o, se equiparan manteniendo un equili-
brio dindmico, donde la cantidad de agua que ingresa es equivalente a la que
sale de la semilla, segun:

@a ext = pa sem = Qo ext = (po + @p)sem

En la segunda fase (F2) no se verifica ingreso de agua. Se mantiene el maximo
nivel de hidratacion alcanzado al final de la F1. Los valores de equilibrio de qa
generalmente fluct@ian entre —1 y —1,5 MPa. A esta etapa se la considera de
espera o de preparacion. En ella ocurren importantes eventos metabdlicos que
condicionan el ingreso a la tercera fase (F3), lo que ocurre si la semilla esta en
condiciones de germinar.

En la tercera fase (F3) que comienza con la emergencia de la radicula, se
reinicia el ingreso de agua a la semilla en respuesta al descenso del ¢a, como
consecuencia de la disminucion del @o. La caida en los valores de este compo-
nente del potencial agua se debe a la hidrolisis de las reservas presentes en la
semilla por accion de enzimas hidroliticas activadas y/o sintetizadas durante la
F2. Aqui, el ingreso de agua también ocurre en respuesta a un gradiente de @a
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pero a instancias de un proceso metabdlico, por lo cual esta etapa posee un Qo
entre 2 y 3.

Cabe aclarar que la figura 4.2 representa el patrén general de hidratacion.
Se debe tener en cuenta que semillas de diferentes especies pueden presentar
variaciones tanto en las pendientes como en la duracion de cada fase considera-
da. Esto depende de las caracteristicas propias de la semilla y de la diferencia
entre los niveles de @a de la semilla y del suelo o del sustrato que la rodea du-
rante la germinacion. La conjuncidn de estos factores determinard la velocidad y
el grado de hidratacion de la semilla. Trabajos realizados sobre hidratacion a
partir de bajos potenciales agua del sustrato, han mostrado incrementos notables
en los tiempos de hidratacion a medida que los valores de dicho ¢a disminuyen.
Esto se explica por los mayores tiempos insumidos para el cumplimiento de la
F2. Por otra parte, también se ha comprobado la existencia de un umbral critico
de contenido de agua en semillas, por debajo del cual el proceso se detiene en la
F2 por largo tiempo, manteniendo un equilibrio dindmico con el medio. Sé6lo
cuando supera el nivel critico mencionado puede ingresar en F3 y, finalmente,
germinar (Fig. 4.3).

El ingreso de agua permite la hidratacion del citoplasma, de las organelas
presentes en ¢l incluidas fundamentalmente sus membranas, las que se reorga-
nizan y recobran su funcionalidad. La hidratacién trae aparejado cambios es-
tructurales, como es el desarrollo del reticulo endoplasmico y del aparato reticu-
lar de Golgi y un aumento en el tamafio de las mitocondrias.

Otro factor importante que influye en el ingreso de agua a la semilla es el
contacto entre la semilla y el suelo o el sustrato de que se trate. Este punto se
desarrollara mas adelante cuando se aborde el tema de la semilla y el medio
ambiente, en especial en lo referente a los micrositios en el suelo (Secc. 9.3).

En resumen, la hidratacion tanto en cantidad como en velocidad, responde
al proceso fisico de difusion y a las caracteristicas propias de la semilla referi-
das a su potencial matrico y al potencial osmdtico determinado por la presencia
de solutos. Por otro lado, se debe destacar la presencia de los tegumentos semi-
nales que generan cierta resistencia al ingreso de agua que permite, de alguna
manera, la regulacion del ingreso de agua. El agua ingresada genera presion de
imbibicidn, de gran importancia en cuanto a la fuerza generada, lo que determi-
na al rompimiento de las cubiertas seminales, tegmen y testa, por la radicula.
Este hecho, desde el punto de vista fisiologico, indica la finalizacion del proceso
de germinacion.
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Fig 4.3. Variaciones del patron trifasico de hidratacion en funcion de diferentes poten-

ciales agua del sustrato. Se indica el umbral critico de hidratacion requerido para ingre-
sar en F3. (Adaptado de Bradford, K. J. 1995).

4.2.2. Activacion de la respiracion

La semilla posee sus propias reservas energéticas provistas por la planta madre
durante el periodo de llenado del grano y acumuladas en diferentes
compartimientos segun la caracteristica de la especie. Durante la hidratacion, se
activa gradualmente la maquinaria metabodlica presente en la semilla para
degradar las reservas almacenadas. De ellas se obtiene la energia fundamental
para el crecimiento del embrion y de la plantula generada hasta alcanzar la
autosuficiencia a través del proceso fotosintético.

En semillas “secas” la actividad metabolica es extremadamente baja. Tra-
bajos realizados en semillas de maiz con un contenido de humedad inferior al
11% mostraron niveles de respiracion extremadamente bajos. A partir de alli
ascendieron hasta mas de ocho veces cuando los contenidos de humedad trepa-
ron hasta el 18%. Aunque en cifras absolutas los valores fueron bajos no se
descarta su importancia cuando se trata de lograr una adecuada conservacion.

En respuesta a la hidratacion, se activan tres rutas catabolicas: glucdlisis,
Ciclo de Krebs y Ciclo de las Pentosas Fosfato que generan energia, poder re-
ductor y compuestos intermediarios fundamentales para el crecimiento del em-
brion. La glucolisis transcurre en citoplasma, dada la presencia de las enzimas
correspondientes y puede llevarse a cabo en condiciones aerodbicas o anaerobi-
cas hasta acido piruvico. A partir de alli, en ausencia de oxigeno, ocurren proce-
sos fermentativos (Fig. 4.4), con produccion de etanol o acido lactico lo que
depende de la actividad de las enzimas presentes.
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- NADH

Acido Pirtvico :> Acido lactico
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Acetaldehido [ > Etanol

Fig.4.4. Secuencia resumida de la respiracion anaerobica a partir del acido piravico.

En condiciones aerdbicas, el proceso ocurre en mitocondrias a partir del acido
piravico que por decarboxilacion forma acetil-CoA e ingresa al ciclo de Krebs
para ser completamente oxidado, obteniendo CO2, H20 y ATP.

La otra via de degradacion de la glucosa es la conocida como Ciclo de las
Pentosas Fosfato, que se desarrolla en el citoplasma. Consiste en convertir he-
xo0sas en pentosas, generar poder reductor a través de la formacion de NADPH2
y compuestos intermedios para la formacién de 4cidos nucleicos, lignina y
compuestos aromaticos. Resumidamente la ecuacion se puede apreciar en la
siguiente reaccion:

6 glucosa-6-P +12NADP- + TH20 ) 5glucosa—6-P + 6 CO2 +12 NADPH* + 12H" + Pi

Las reservas almacenadas pueden ser de tres tipos: polisacaridos, lipidos y
proteinas. Se acumularan en pequefias cantidades en el propio eje embrionario
para ser utilizadas al inicio de la germinacion, y en grandes cantidades
repartidas en concentraciones variables en el endosperma, el o los cotiledones
y/o el perisperma.

Si bien las semillas poseen un tipo de reserva principal que las caracteriza,
generalmente también acumulan los otros tipos mencionados, por lo cual las
diferentes vias de degradacion coexisten y funcionan paralelamente para aportar
la energia requerida para el crecimiento del embrion. Sin embargo, recordemos
que la degradacion de las reservas no so6lo constituye el aporte energético sino
también la provision de intermediarios metabolicos fundamentales para la cons-
truccion de las diversas estructuras celulares que demanda el crecimiento y para
la sintesis de compuestos organicos fundamentales que requiere el vegetal, tales
como enzimas, pigmentos y hormonas. La figura 4.5 aporta mayor informacion
sobre lo comentado precedentemente.
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( Almidon emmm Polisacirido de reserva en U aGlucosa )
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Fig. 4.5. Resumen del conjunto de reacciones de Glucoélisis y Ciclo de Krebs. Incluye
los sitios de ingreso de los productos de degradacion de proteinas y lipidos, y los puntos
de salida hacia la sintesis de compuestos metabdlicos fundamentales.

Como se menciond, las semillas poseen abundantes reservas provistas por la
planta madre y perfectamente compartimentalizadas. Las primeras reservas que
se degradan son las propias del embridén constituidas por azlicares solubles,
como la sacarosa. En algunas semillas, la degradacion y movilizacion de las
grandes reservas ocurren tardiamente. Tal es el caso de las leguminosas que
comienzan a movilizar el almidon acumulado en los cotiledones luego del inicio
del crecimiento del embridn, que se verifica por la salida de la radicula. A partir
de alli, los procesos anabdlicos se suceden con intensidad. En consecuencia, es
indispensable el aporte de abundante cantidad de materia y energia que
provienen de las grandes reservas compartimentalizadas, en este caso en los
cotiledones. Independientemente del tipo de reserva y del lugar de ubicacion,
las mismas seran degradadas por el sistema enzimatico correspondiente, como
se ve en detalle en el Cap. 6. Los productos resultantes finalmente son
respirados por algunas de las vias descriptas anteriormente en la Seccion 4.2.2.

El proceso respiratorio en su conjunto medido en numerosas semillas a tra-
vés del consumo de oxigeno sigue un patron de tres fases (Fig. 4.6):

Fase 1: Se caracteriza por un rapido incremento del oxigeno consumido que

dura entre 6 y 10 horas desde el inicio de la hidratacion. Esta etapa es atribuida
a la activacion de las enzimas mitocondriales.
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Fase 2: Ocurre una vez que la hidratacion se ha completado. Se observa una
tendencia a la estabilizacion o con leves incrementos en el consumo de oxigeno.
Este comportamiento, que ocurre en algunas semillas, es atribuido a las
limitaciones al ingreso de oxigeno que provocan ciertas cubiertas. De hecho,
semillas con cubiertas permeables, como los cereales, o que se les ha removido
las cubiertas disminuyen o no presentan esta fase. Otra caracteristica destacable
es que si bien la absorcion de oxigeno no aumenta o lo hace levemente,
mediciones de dioxido de carbono han mostrado que este gas sigue
generandose. Esto estaria indicando que continta la respiracion por glucolisis
anaerobica, es decir, por fermentacidn, con la consiguiente pérdida de eficiencia
desde el punto de vista energético. Esta etapa finaliza cuando la radicula emerge
a través de las cubiertas seminales.

Fase 3: Se verifica un nuevo incremento en la absorcion de oxigeno. Este hecho
se relaciona con la emergencia de la radicula y la disminucion de las
resistencias a la difusion de oxigeno desde el medio. Pone nuevamente en
funcionamiento los mecanismos de respiracion aerdbica, acompafiando la
formacion de nuevas mitocondrias y enzimas correspondientes, las cuales a
través de su actividad incrementarian la demanda de oxigeno. EI limite de esta
fase, que determinara una drastica disminucioén de los niveles de respiracion, es
coincidente con el agotamiento de las reservas y con la pérdida de funcionalidad
de los cotiledones.

3/

Oxigeno absorbido

Tiempo desde la hidratacién

Fig 4.6. Patron general de absorcion de oxigeno en semillas hidratadas.
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4.2.3. Crecimiento del embrion

El embrion es una verdadera planta en miniatura que debe crecer con el aporte
de la materia y energia provista por la maquinaria metabdlica. Este aporte
determina un aumento de peso fresco y seco del embrion que conducira a que
generalmente, primero la radicula y luego la plimula, irrumpan a través de las
cubiertas e inicien la ocupacion del espacio subterraneo y aéreo, que le aportara
los elementos fundamentales para alcanzar rapidamente el crecimiento
autosuficiente de la plantula.

Considerando el embridn aisladamente, es evidente que aumentara su peso
fresco y seco en funcion del aporte de sustancias provistas por las reservas ex-
traembrionales. Sin embargo, si consideramos la totalidad de la semilla, ésta
mostrara durante todo el proceso una notable pérdida de peso seco en funcidon
de los niveles de respiracion requeridos. Esta tendencia se modificarad radical-
mente luego de la emergencia de la plumula y la puesta en marcha del proceso
fotosintético.

Estudios realizados sobre plantulas de maiz creciendo en oscuridad, para
evitar cualquier tipo de interferencia, han revelado que durante la germinacion
el peso seco total de la semilla disminuye permanentemente. Esto es debido a la
importante caida del peso individual del endosperma, desde el cual se movilizan
las reservas hacia el escutelo e inmediatamente al eje embrionario para su cre-
cimiento, como se puede apreciar claramente en la Fig. 4.7.
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Fig. 4.7. Evolucion del peso seco de total de plantulas de maiz (Zea mays) y su particion
en endosperma, escutelo y eje embrionario, durante el proceso de germinacion a 25°C y
en oscuridad. (Adaptado de Ingle, J. et. al., 1964).
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El crecimiento se manifiesta como un aumento irreversible, permanente, de
masa de una célula, de un o6rgano o de todo el individuo. En los vegetales, el
crecimiento ocurre de forma muy particular, debido a la caracteristica
fundamental de las células vegetales que es la presencia de pared que envuelve
totalmente la célula. De manera que todo cambio en tamaio y forma, que
generalmente también involucra cambios adaptativos y fisiologicos, esta ligado
a cambios en la pared celular.

El paso inicial para el crecimiento del embrion ocurre con la hidratacion,
que no sb6lo pone en marcha la maquinaria metabdlica, sino también genera la
presidn necesaria para superar las restricciones al crecimiento que imponen las
paredes celulares de los tejidos que lo rodean. Si el @p que genera el ingreso de
agua es insuficiente, no ocurrira el crecimiento.

Los mecanismos que se ponen en marcha para lograr el crecimiento avan-
zan en dos direcciones, sea aumentando la presion, o bajando las resistencias.
De modo que a través de uno o de ambos mecanismos se alcance el @p minimo
necesario para superar las restricciones. En detalle las estrategias serian:

a) Acumulacién de solutos, es decir, de sustancias osmoticamente
activas que hacen descender el @o y por lo tanto el @a, y favorecer
un mayor ingreso de agua que redundara en un aumento del ¢p.

b) Relajacion o ablandamiento de las paredes celulares de los tejidos
embrionales, que genera una menor resistencia mecdnica y
consecuentemente un descenso en el @p minimo para el
crecimiento.

¢) Debilitamiento de las cubiertas seminales.

La resultante del efecto de una o més de estas alternativas permite finalmente el
crecimiento del embrion. Los mecanismos descriptos fueron considerados en el
modelo de crecimiento planteado por J. A. Lockhart en 1965 a través de la
siguiente ecuacion:

dV = m (gp-Y)
Vit

Donde dV/Vdt es la tasa de incremento de volumen respecto del volumen
original, es decir, expresa la velocidad o rapidez de crecimiento; m es un
coeficiente de extensibilidad o de expansion; ¢p es el potencial presion o
presion de turgencia que indica la fuerza a la que esta sometida la pared; e Y es
la presion umbral o minima requerida, por lo tanto, la que debe ser superada
para que ocurra el crecimiento. En el caso del crecimiento embrional, éste
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ocurre como culminacion de la germinacion y parte de una situacion de
equilibrio hidraulico que se alcanza en la Fase 2 de la hidratacion.

El crecimiento se hace evidente con la salida de la radicula. Esta tiene sus
particularidades, ya que forma parte del embrion, el cual esta rodeado de estruc-
turas que constituyen verdaderas barreras para la emergencia de la radicula.
Superar estas barreras requiere de la degradacion de las paredes celulares, lo
que verdaderamente ocurre por la accion de enzimas digestivas especificas.

Si bien técnicamente la germinacion generalmente finaliza con la salida de
la radicula, agronomicamente es de fundamental importancia que el embrion
contintie creciendo activamente. Este crecimiento le permite atravesar el suelo
que media entre la profundidad del surco y la superficie para lograr la emergen-
cia y la autosuficiencia de la plantula.

Se denomina plantula al joven individuo de la divisiébn espermatoéfita
(plantas con semillas) en las primeras etapas de su ciclo de vida que abarca des-
de la germinacion, dada por la salida de la radicula, hasta que se desarrollen las
primeras hojas verdaderas que le permiten un crecimiento autosuficiente.

En una superficie destinada a la produccidn, esto se debe conseguir con la
mayor rapidez y uniformidad posible (ver Secc. 4.4). En efecto, este periodo es
el de mayor vulnerabilidad para las plantulas ya que requieren de todas las re-
servas para la emergencia, lo que las deja, en el mejor de los casos, con una
minima disponibilidad energética para reparar los posibles dafios ocasionado
por insectos, aves, etc. Tampoco dispone de meristemas tales como yemas para
reiniciar el crecimiento ante la contingencia.

4.3. Estrategias para la emergencia

Basicamente se presentan dos estrategias para la emergencia, es decir, para
conducir hasta la superficie las delicadas estructuras de la plimula entre las
particulas de suelo sin ser dafiadas. Segun las especies se pueden presentar
gancho plumular o coleoptilo.

4.3.1. Gancho plumular

Corresponden a aquellas que adoptan la forma de gancho o codo y es tipica de
la mayoria de las dicotiledoneas. En este caso, hay dos estructuras: el hipocotilo
o el epicotilo, las que pueden adoptar la forma de gancho segun sea el tipo de
germinacion. La germinacion epigea corresponde a aquellas especies que elevan
sus cotiledones sobre la superficie del suelo, como es el caso del poroto. Aqui,
el hipocotilo, porcion del tallo que se encuentra por debajo del nudo cotiledonar,
adopta una forma curvada que va abriendo el suelo y protegiendo la plumula,
constituida por la yema apical y las hojas embrionarias hasta su emergencia
(Fig. 4.8).
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Cubiertas
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Fig. 4.8. Estrategia de emergencia en la germinacion epigea de poroto (Phaseolus
vulgaris).

En la figura 4.9 se puede observar la secuencia de una planta de germinacion
epigea donde se puede ver una semilla germinada con incipiente salida de
radicula, la emergencia y hasta la constitucion de una plantula con hojas adultas
desarrolladas y autosuficiente para el mantenimiento de crecimiento a través del
proceso fotosintético.

Un caso particular se presenta en cebolla (Allium cepa), monocotiledonea
bulbosa que muestra una germinacion epigea con emergencia en forma de
gancho o codo. La cebolla produce un fruto en capsula que contiene numerosas
semillas negras y angulosas, las cuales presentan un embrion con un notable
cotiledon cilindrico rodeado de reservas, principalmente endosperma y también
restos nucelares, segin se describe en el capitulo 3 (figura 3.11). A partir de la
hidratacidn, el crecimiento del cotiledon genera la presion necesaria para que el
extremo radical y el corto hipocétilo emerjan a través de la zona micropilar.
Posteriormente, emerge el cotiledon que adopta la forma de un codo que al
crecer se abre camino hacia la superficie del suelo. Al contacto con la luz toma
color verde que le permite dar inicio al proceso fotosintético. Mientras tanto, el
extremo inferior del cotiledon queda inmerso en la semilla y, a través de células
con funcidon de haustorios, se nutre de las reservas extraembrionales que lo
rodean. El crecimiento diferencial de ambos lados del cotiledon permite
enderezar la porcion emergida del cotiledon aunque la curva inicial permanece.
Finalmente, los tegumentos adheridos al extremo del cotiledon se desprenden,
mientras que la porcién que abarca desde el apice hasta la curva inicial se seca
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progresivamente. La primera hoja emerge por una hendidura lateral del
cotiledon, mientras que por debajo se generan enddgenamente las raices
adventicias (Fig. 4.10)

La germinacion hipdgea es aquella en las que los cotiledones permanecen
debajo de la tierra pues el crecimiento del hipocétilo es muy limitado, como es
el caso del garbanzo. Aqui es el epicotilo o primer internodio que se halla por
encima de la insercion de los cotiledones el que adopta la forma de gancho, el
cual se elonga elevando y protegiendo a la plimula hasta llegar a la superficie
del suelo como se puede apreciar en las figuras 4.11 y 4.12.

Gancho
plumular

Yema apical

B

Foliolo —_

I Raquis

Radicula

Cotiledones

Peciolo

Yema axilar .
Base foliar

Tallo
Hipocaotilo

Fig 4.9. Secuencia desde la germinacion hasta el estado de plantula en pleno crecimien-
to de Gleditsia triacanthus var inermis (Tomado de Cardinali et al, 2015).
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Cubierta seminal-
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del cotileddn Pelos radicales
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Fig. 4.10. Corte longitudinal de semilla germinada de cebolla (4/lium cepa). Las por-
ciones sombreadas de celeste indican las zonas de alargamiento.

Gancho plumuar

Plimula Epicétilo
Cubiertas Nivel de suelo
Radicula Hipocotilo
Raiz primaria
Ramificaciones

Fig. 4.11. Estrategia de emergencia en la germinacion hipogea de arveja (Pisum sati-
vum).
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Fig 4.12. Secuencia desde la germinacion hasta el estado de plantula en pleno creci-
miento de Pisum sativum.

Tanto el hipocotilo en la germinacion epigea, como el epicétilo en la
germinacion hipdgea en dicotiledoneas, constan de una zona de crecimiento
generado por la division y alargamiento celular, y una zona curvada causada por
una elongacion diferencial entre ambos lados del o6rgano que genera la forma
tipica de gancho. Este proceso de curvado estd dado por la distribucion
asimétrica de auxina. Estudios realizados aplicando inhibidores del transporte
polar de auxinas, como acido 2,3,5 triitodobenzoico (TIBA), acido 2-cloro-9-
hidroxifluorene-9-carboxilico (HFCA) y acido N-1 naftiltalamico (NPA),
permitieron comprobar que éstos reprimian la formacion del gancho plumular.
En ambos tipos de germinacion, al alcanzar la superficie del suelo, la ac-
cion de la luz promueve el desdoblamiento del gancho plumular, el cual adopta
una posicion vertical y permite que, ya sean los cotiledones o las primeras hojas
se desplieguen y tomen una coloracion verdosa, dando inicio al proceso fotosin-
tético. Se trata de una respuesta fototropica en la que interviene el fitocromo. En
efecto, experimentos realizados en Pisum sativum L.var Alaska, aun a bajas
intensidades de luz roja y durante unos minutos provocaron la inhibicion del
alargamiento hipocotilar, el desdoblamiento del gancho plumular y la expansion
de los primordios foliares. A la inversa, en trabajos realizados en poroto (Pha-
seolus vulgare) en completa oscuridad, se observd un extenso hipocotilo, el
gancho plumular sin abrir y las primeras hojas sin expandirse. Sin embargo, en
Pisum sativum L. var Alaska se ha comprobado que ante importantes alarga-
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mientos hipocotilares, ocurre el desdoblamiento parcial del gancho, aun en os-
curidad.

Los efectos fotomorfoldgicos del fitocromo se basan en su accidn a nivel
génico, especificamente a nivel de transcripcion, activando o desactivando ge-
nes especificos. Asi, a partir de la iluminacion, una cantidad importante de ge-
nes aumentan considerablemente su expresion. Se han observado incrementos
en los niveles de ARN mensajero correspondientes a la enzima rubisco y a di-
versas proteinas relacionas a la sintesis de clorofila.

Se trata de un proceso complejo en el que ademas de la intervencion de la
luz y de las auxinas se ha comprobado la intervencién de otras fitohormonas,
como son el etileno y las giberelinas.

En consecuencia, se debe considerar la formacion y el desdoblamientio del
gancho plumular como el resultado de multiles intervenciones. Sefiales del am-
biente, o exdgenas e internas, o propias de la planta, afectan procesos de control
del crecimiento que involucran la division y la expansion celular diferenciadas a
ambos lados de tanto del hipocétilo o del epicétilo.

4.3.2. Coleoptilo

Es una estructura tipica de las gramineas y de otras monocotiledoneas que se
caracterizan por poseer el tipo de germinacion hipogea. El coleoptilo es una
hoja modificada en forma de vaina que encierra a la plimula constituida por la
yema apical y las hojas embrionarias que se encuentran enrolladas. Desde el
punto de vista evolutivo, se considera al coledptilo verdaderamente una hoja
modificada con funciones de proteccidon, ya que otras especies primitivas de
gramineas como Jouvea pilosa y el género Streptochaeta muestran un
coleoptilo abierto con una nervadura central y los margenes foliares libres.

El coleoptilo posee su extremo superior endurecido y aguzado, lo que cons-
tituye una perfecta adaptacion para atravesar el suelo protegiendo la plumula
(Fig. 4.12), con una abertura donde las capas epidérmicas externas e internas se
continian y presentan estomas que permiten la liberacion de agua y pueden
asociarse con una funcion secretora.

El ascenso hasta la superficie del suelo se debe al alargamiento del coledp-
tilo y también del mesocétile, que es un entrenudo entre el escutelo y la inser-
cion del coleoptilo, perfectamente diferenciable en embriones de trigo (Tritu-
cum sp), arroz (Oriza sativa), cebada (Hordeum sp) y bambl (Bambusa sp),
pero dificilmente distinguible en muchas otras especies. Sin embargo, después
de ocurrida la germinacion, es decir, de la salida de la radicula, el mesocétile
puede elongarse considerablemente junto con el coledptilo y permitir la emer-
gencia de la plumula atin en siembras a excesiva profundidad.
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Fig 4.12. Detalle de la estrategia de emergencia a través del coledptilo en plantulas
de maiz.

Esta propiedad, que permite el alargamiento del coledptilo para acompaiar a la
plimula hasta la emergencia era conocida por algunos aborigenes americanos
quienes la aprovechaban para el cultivo de maiz en regiones de climas
semiaridos. La técnica consistia en la realizacion de siembras profundas que
aseguraba la humedad para la germinacioén, emergencia y supervivencia de las
plantulas en regiones marginales para el cultivo de maiz. En la Fig. 4.13 se
puede apreciar claramente las diferencias en el largo de los epicotilos de dos
plantulas de maiz como consecuencia de diferentes profundidades de siembra.

El alargamiento conjunto del mesocotilo, coledptilo y hojas contenidas,
hace posible la emergencia y el establecimiento de las raices adventicias que
surgen en el nudo cotiledonal en el extremo superior del mesocétilo (Fig. 4.14).
Estudios detallados realizados sobre plantulas de maiz (Zea mays) muestran una
porcion de unos 10 milimetros ubicada inmediatamente por debajo del lugar de
insercion del coleodptilo, identificada como “zona de elongacion del mesocétile”,
que estd compuesta por células de tipo meristematicas capaces de elongarse
considerablemente sin cambios notables en su ancho. Mediciones precisas
indican que las células de la porcion superior de esa zona, de unos 5 milimetros
pueden multiplicar su longitud unas 3,5 veces en oscuridad en un tiempo de 20
horas.

Coleodptilo y mesocotilo crecen por accion del flujo de la auxina que se
mueve en forma basipeta desde el extremo de coleoptilo. Cuando el coledptilo
se acerca a la superficie del suelo el estimulo luminico recibido genera un cam-
bio en el flujo auxinico que detiene el crecimiento del mesocétile y mas tarde el
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crecimiento del coledptilo, que para este tiempo generalmente sobrepasa leve-
mente la superficie del suelo. Esta situacion no so6lo estd dada por una disminu-
cion del flujo auxinco al mesocdtilo desde el coleodptilo, sino también por otros
aspectos aun no totalmente dilucidados como son los referidos a los receptores
auxinicos. Sin embargo, las hojas preformadas dentro del coleodptilo incremen-
tan su crecimiento estimulado por la incidencia de la luz. La expansion de las
hojas y la consecuente presion termina abriendo el coledptilo y dando lugar a la
emergencia de la primera hoja.

Extremo abierto
i e

coledptilo

Fig 4.13. Vista de dos plantulas de maiz con diferentes largos de coleodptilos. Plantulas
A y B provenientes de siembras a 4 y 2 cm de profundidad respectivamente. En ambas
se puede apreciar la incipiente emergencia de la primera hoja a través del extremo del
coleoptilo (Cardinali, 2016).

En detalle, las hojas contenidas dentro del coledptilo emergen por una ranura
ubicada cerca del apice del mismo. El coledptilo es una estructura foliosa que a
nivel de la mencionada ranura carece de mesoéfilo, por lo que solo presenta las
epidermis interna y externa, generando una zona de debilidad estructural que
facilita la emergencia foliar.

Luego de la aparicion de 2 o 3 hojas, en la mayoria de las gramineas, se ac-
tivan las yemas ubicadas en la axila de la vaina foliar en los nudos basales, dan-
do inicio al proceso conocido como ahijamiento o macollaje. Cada uno de los
macollos se constituye en una unidad morfologica con capacidad para generar
nuevas hojas, raices y macollos. Cada macollo presenta un apice caulinar en
forma de domo de 1 a 2 milimetros de altura formado por varias unidades o
segmentos superpuestos que constituyen los nudos y entrenudos, similar a la
plimula surgida del embrién de la semilla.
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Los macollos pueden ser: intravaginal, cuando crece dentro de la vaina y
sale al exterior por el cuello de la misma, o extravaginal, cuando emerge por la
base de la lamina a la cual rompe.

Las hojas surgen de cada nudo siguiendo una filotaxis %2 (disposicion de las
hojas alrededor del tallo) en forma alterna y distica, de modo que se disponen en
posicion opuesta con respecto a la anterior y a la siguiente. Cada hoja crece en
forma de vaina por dentro de los hojas mas viejas y cubriendo a las mas nuevas.
Este conjunto forma un tallo vegetativo o pseudotallo.

Fig 4.14. Secuencia del proceso de germinacion de maiz (Cardinali, 2016).

El tipo de germinacion no esta condicionado por la ubicacion de las reservas, ni
la determina, de manera que en la naturaleza se presentan todas las
combinaciones posibles como muestra la Tabla 4.1.

85



FUNDAMENTOS FISIOLOGICOS DE LA GERMINACION / FRANCISCO J. CARDINALI — MONICA L. MURCIA

Tabla 4.1. Detalle de diferentes especies considerando la ubicacion de sus reservas
principales y el tipo de germinacion que las caracteriza.

Tipos de reservas Germinacion Hipogea Germinacion Epigea
Psisium sativum Phaseolus vulgaris
Cotiledonales Vicia fava Helianthus annus
Lens cunaris Lactuca sativa
Triticum aestivum Ricinus communis
Endospermadas Zea mays Rumex spp.
Sorghum sudanense Allium cepa
Dianthus barbatus
Yuca filamentosa .
. . . Beta vulgaris Var. Rapa-
Perispermadas Piper nigrum ced
Acorus calamus .
Caffea arabica

4.4. Pretramientos

Como se menciono, el periodo més critico para la semilla es el que transcurre
desde la siembra hasta la aparicion de las primeras hojas verdaderas. En
condiciones de campo este periodo frecuentemente se extiende en forma
excesiva debido a condiciones ambientales desfavorables, tales como
deficiencias en los niveles de humedad del suelo y/o bajas temperaturas que se
presentan en esta etapa. Como consecuencia, se suele observar una gran
dispersion de los tiempos de emergencia. Esto brinda mayores oportunidades
para el ataque de plagas y enfermedades que haran disminuir la densidad de
plantas del cultivo y eventualmente el rendimiento por unidad de superficie.

En condiciones de laboratorio y de campo se han ensayado diversos trata-
mientos previos a la siembra tales como la hidratacién a bajos potenciales os-
moticos o a temperaturas controladas y posterior deshidratacion. Estos trata-
mientos muestran ser efectivos para mejorar el porcentaje y la velocidad de
germinacion y, en consecuencia, favorecer un mas rapido y mejor estableci-
miento del cultivo en diversas especies, tales como rabanito (Raphanus sativus),
zanahoria (Daucus carota), pimiento (Capsicum annuum), tomate (Lycoper-
sicum esculentum), avena (Avena sativa), Festuca (Festuca arundinacea) y
mostaza (Brassica alba), entre otras. Semillas de estas especies son capaces de
tolerar la hidratacion y posterior desecacion por cortos periodos de tiempo des-
pués de haber ingresado en la etapa de crecimiento del embrion. Ademas, el
efecto de hidratacion/deshidratacion se hace mas efectivo a medida que aumenta
el nimero de ciclos y las horas de imbibicion. El nimero de horas de hidrata-
cion tiene efectivamente un efecto beneficioso cuando abarca la etapa de hidra-
tacion y se extiende al de division celular. Sin embargo, cuando avanza y com-
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promete la etapa de elongacion celular, la deshidratacion posterior causa dafios
irreversibles en la semilla que anula los efectos beneficiosos y perjudica en ma-
yor medida a la semilla. Estas técnicas de pretratamiento conocidas también
como “priming”, bien conducidas, generan un avance en el metabolismo que
acelera y mejora la germinacion y emergencia, y en consecuencia la implanta-
cién del cultivo.

En la naturaleza frecuentemente ocurren fendémenos similares a los de
“priming” en frutos de diversas especies antes de la separacion de la planta ma-
dre y de su dispersion. El tratamiento también lo puede proporcionar directa-
mente el suelo que rodea a la semilla. Esto ocurre a través de las fluctuaciones
en los niveles de humedad propios de las variaciones ambientales que ocurren
en condiciones naturales.

Se han realizado investigaciones sobre diversas especies horticolas y forra-
jeras combinando técnicas de pretratamientos. Controles osmoticos,
“osmopriming” utilizando polietilenglicol 6000 y KNO3 que es un activador de
la germinacion con niveles finales de potencial agua de -1,25 MPa, conjunta-
mente con tratamientos de “hidropriming” (atmdsfera saturada) aplicados a
Festuca (Festuca arundindcea) durante 4, 6 y 8 dias provocaron la disminucion
del TMG (tiempo medio de germinacion) de entre el 50 y el 56% y germinacion
notablemente mas sincronica que los testigos sin tratamiento.

Otra combinacion frecuente es “osmopriming” con la de inoculacién con
bacterias, “biopriming”, consistente en recubrir la semilla con Pseudomonas
aureofaciens AB254. En conjunto son llamadas técnicas de “Bio-
osmopriming”. Ellas han permitido a los cultivos, no solo lograr una germina-
cién mas rapida y uniforme en un amplio rango de temperaturas de suelo, sino
también mejorar su comportamiento frente a dampig-off o enfermedad de los
almacigos ocasionada por diversos hongos del suelo. Mas atin, semillas de maiz
dulce cubiertas con P. aurofaciens han exhibido buen comportamiento, equiva-
lente a otras tratadas con funguicidas especificos, frente a Phytium sp., uno de
los agentes criptogamicos responsables del damping-off.

Otro tratamiento que mejora el comportamiento de la semilla en condicio-
nes de campo es la siembra en medio fluido, que consiste en ubicar a la semilla
en un gel que le provee una continua y adecuada hidratacion a lo largo del pe-
riodo critico indicado, permitiendo el establecimiento exitoso aiin en condicio-
nes fuertemente desfavorables.

Todos estos tratamientos son factibles de ser realizados en explotaciones
comerciales particularmente en especies horticolas.

4.5. Aporte fotosintético de los cotiledones
Los cotiledones de especies de germinacion epigea cumplen un importante rol
nutricional. Constituyen una fuente fundamental de material de reserva

acumuladas por la fotosintesis contemporanea al llenado del grano, dado por
hidratos de carbono, proteinas y/o acidos grasos, dependiendo de la especie.

87



FUNDAMENTOS FISIOLOGICOS DE LA GERMINACION / FRANCISCO J. CARDINALI — MONICA L. MURCIA

Ademas, los cotiledones son hojas embrionales con un mesoéfilo clorofiliado con
cierta capacidad fotosintética, lo que determina su doble rol de o6rgano
reservante y sintético. Estudios realizados en girasol (Helianthus annuus) y
lotus (Lotus glaber) mostraron que el aporte fotosintético favorece
significativamente el vigor de las plantulas y la implantacion.

Estudios recientes cubriendo los cotiledones de manera de evitar su fotosin-
tesis, pero permitiendo que sigan siendo fuente de reserva para el crecimiento
del embrion, han arrojado interesantes resultados que ponen de manifiesto la
importancia de su aporte carbonado realizado a través del proceso fotosintético.
En efecto, en un ensayo bajo invernaculo en girasol (Helianthus annuus), se
pudo determinar que cubriendo un solo cotiledon, el peso total de las plantulas
previo a la emergencia de las primeras hojas verdaderas fue el 75% respecto del
testigo con ambos cotiledones descubiertos, en tanto que cubriendo los dos coti-
ledones las plantas presentaron el 63% del peso del testigo.

Otro caso mas dramatico se presenta en zapallito de tronco (Cucurbita ma-
xima var. zapallito) en el que las plantulas con un y dos cotiledones cubiertos
tuvieron un peso del 68% y 20% respectivamente, respecto del testigo como se
puede ver en detalle en las Fig. 4.15 y 4.16.
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APORTE FOTOSINTETICO DE LOS COTILEDONES DE ZAPALLITO
(Cucurbita maxima var Zapallito)

Tratamiento 1 - Control - 691,122 mg (100%)
Tratamiento 2 - Un cotiledon tapado - 470,728 mg (63%)
Tratamiento 3 - Ambos cotiledones tapados - 139,12 mg (20%)

Fig. 4.15. Peso seco total y su particion en los diferentes 6rganos segun el tratamiento
aplicado a plantulas de zapallito de tronco.
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Figura 1: tratamiento 1 (control)
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Fig. 4.16. Detalle de los tratamientos aplicados a zapallito de tronco. (Scorciello et al.
2010)

Otros ensayos realizados con la misma metodologia en girasol (Helianthus
annuus) mostraron en sus resultados un aporte mas moderado de sus
cotiledones, como se puede ver en el siguiente recuadro:

APORTE FOTOSINTETICO DELOS COTILEDONES DE GIRASOL
(Helianthus annuus L).

Tratamiento 1 - Confrol — 582,806 mg (100%)

Tratamiento 2 - un cotiledén tapado — 440,893 mg (76%)

Tratamiento 3 - ambos cotiledones tapados — 366,304 mg (63%)

Estos resultados ponen claramente de manifiesto la importancia de la perma-
nencia de los cotiledones intactos, libres de dafios como factor fundamental para
el crecimiento del embrion. Asi se lograria una rapida implantacion del cultivo,
contribuyendo a superar una etapa particularmente vulnerable como es la que va
desde la emergencia de la radicula hasta la aparicion de las primeras hojas ver-
daderas.
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HORMONAS EN LA GERMINACION

5.1. Concepto de hormona. Grupos Hormonales

Los organismos superiores requieren de precisos mecanismos que regulen y
coordinen sus actividades. Esto ocurre en funcion del transcurso del ciclo
ontogénico y de las diversas variaciones ambientales, que las plantas perciben y
responden en consecuencia. El mecanismo de regulacion en vegetales se
establece mediante fitohormonas.

Las fitohormonas u hormonas vegetales son compuestos organicos
sintetizados por el vegetal, distintos de los nutrientes, que en
pequeiias cantidades estimulan, inhiben o modifican los procesos
fisiolégicos en las plantas.

Su lugar de accion puede ser el mismo tejido o células en las que se producen.
También pueden desplazarse desde el lugar de produccién al lugar de acciéon en
un tejido distante. Prueba de ello es la presencia de fitohormonas que muestran
los analisis de los fluidos xilematicos y floematicos, indicando que ellas son
distribuidas por toda la planta. Actiian a bajas concentraciones mayores a I1nM y
menores a 1 pM.

Los vegetales no poseen estructuras especiales para sintetizar sus hormo-
nas. De modo que ellas pueden formarse en diversos tejidos, si bien no todos
poseen la misma capacidad para producirlas. Los principales lugares de biosin-
tesis son los apices caulinares y radicales, yemas vegetativas y reproductivas,
semillas en desarrollo y frutos maduros.

Las fitohormonas son compuestos sintetizados por el vegetal. Existen ade-
mas compuestos naturales no sintetizados por el vegetal y artificiales o sintéti-
cos obtenidos en laboratorios, capaces de provocar respuestas fisioldgicas en las
plantas. Estos compuestos se denominan reguladores naturales y sintéticos res-
pectivamente. De manera que el término regulador es de amplio sentido ya que
abarca a todos los compuestos mencionados.

Tradicionalmente se reconocen cinco grupos de hormonas vegetales: auxi-
nas, giberelinas (GA), citocininas, acido abscisico (ABA) y etileno. También
hay otras fitohormonas menos conocidas que se tratan en el punto 5.7. Todos
ellas presentan moléculas pequefias y de facil translocaciéon. Ademas, de alguna
manera, todas intervienen en el proceso de germinacion.

En términos generales, se considera que el control hormonal del desarrollo
esta determinado por las variaciones en las concentraciones hormonales en las
células blanco. Sin embargo, esta consideracion es insuficiente cuando se refiere
a hormonas vegetales, debido a que las respuestas estan condicionadas no so6lo
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por la concentracion sino también por la sensibilidad de las células blanco re-
ceptoras.

La sensibilidad se manifiesta claramente cuando un tejido varia su respues-
ta frente a idénticas concentraciones hormonales. Recordemos que las hormonas
se comportan como mensajeros quimicos (mensajeros primarios) cuyo accionar
depende de la percepcion, dada por la cantidad de receptores y por la afinidad
de la hormona al receptor, y de la transduccion o transmision de la sefial. La
transduccion esta dada por la cadena de eventos, es decir, la intervencion se-
cuenciada de una serie moléculas (mensajeros secundarios) que conducen a la
respuesta fisiologica (Fig 5.1).

Los receptores son de naturaleza proteica y tienen la capacidad de recono-
cer a la hormona o mensajero y unirse en forma especifica y reversible. Pueden
ubicarse en las membranas plasmatica, nuclear, de las organelas y en el reticulo
endoplasmico.

Los receptores hormonales reconocen la sefial y forman un complejo recep-
tor-hormona. Esta unidon genera una alteracion conformacional del receptor que
determina su activacion. A partir de alli, se inicia una cadena de reacciones a
modo de amplificacion de la sefial recibida que produce un cambio bioquimico
o respuesta (Fig 5.1). Es fundamental tener presente que el proceso de transduc-
cion no es una simple cadenas de reacciones establecidas, ya que todas ellas
pueden ser controladas a través de una compleja red de interacciones positivas o
negativas.

En resumen, el mecanismo basico de accion hormonal, se puede dividir en
tres etapas:

1.- Percepcion de la sefial (reconocimiento)
2.- Transmision de la sefial (transduccion)
3.- Respuesta (cambio bioquimico)

Los aspectos considerados, concentracion y sensibilidad, explican los diferentes
efectos frente a una especie determinada. Sin embargo, ambos varian segun el
genotipo, la etapa del ciclo ontogénico, el organo de que se trate, las
condiciones ambientales pasadas y presentes y la presencia o ausencia de otras
hormonas. Como ejemplo de esto podemos citar el caso del etileno que actiia
sobre el proceso de maduracion de frutos como bananas y citricos en general.
Esta hormona acttia sobre ciertas células diana o blanco, en las que estimula la
sintesis de enzimas degradativas de la pectina, constituyente fundamental de la
laminilla media y de la pared primaria, material cementante o de uniéon entre
células. La degradacion de este compuesto determina la pérdida de adhesion
entre células y consecuentemente el ablandamiento caracteristico de los frutos
maduros. Sin embargo, las células de los tejidos de dichos frutos son sensibles
al etileno en la etapa avanzada del desarrollo del fruto.
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Fig. 5.1. Esquema general de la recepcion, transmision y amplificacion de la sefial gene-
rada por una fitohormona que puede conducir a diferentes respuestas fisiologicas.

Pared celular

Ademas, las fitohormonas pueden actuar en diferentes tejidos y momentos. Asi,
las giberelinas actiian sobre la region meristematica subapical caulinar de
plantas en roseta estimulando la division celular, pero también lo hacen sobre
las células blanco de la capa de aleurona de los frutos de los cereales, como se
describe en la Secc. 5.2.3.

En semillas todas las hormonas participan regulando diferentes procesos fi-
sioldgicos como la fecundacion, la diferenciacion, la maduracion, la activacion
o inhibicién de su germinacion, la movilizacion de reservas y el crecimiento de
las mismas. Una consideracion especial ha merecido el estudio del rol de las
hormonas en la degradacion de las reservas durante la germinacion. Si bien la
regulacion del proceso depende del embridn, éste lo realiza a través de la inter-
vencion de hormonas que son la llave para el inicio de una secuencia de reac-
ciones que mas adelante veremos en detalle (Secc. 5.2.3).

Se ha avanzado enormemente en el conocimiento de las vias metabdlicas
que conducen a la formacidn de estos compuestos, pero todavia quedan muchos
aspectos por dilucidar. Por ejemplo, si bien es logico considerar que los niveles
de sintesis y degradacion o desactivacion temporal cumplen un rol decisivo, aun
se desconoce mucho acerca de los mecanismos de control de las concentracio-
nes adecuadas.

5.1.1. Precursores hormonales. Via de los isoprenoides

Segun los precursores de cada hormona se pueden considerar tres grupos, como
muestra la Fig. 5.2.
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PRECURSOR HORMONA
Aminoacidos |:> Auxinas — Etileno
Isoprenoides :> Giberelinas — ABA

Isoprenoides y Purina :> Citocininas

Fig. 5.2. Principales hormonas vegetales y sus precursores biosintéticos.

Como vemos, la via de los isoprenoides es el camino biosintético que conduce a
la obtencion de tres de las cinco hormonas vegetales. Los isoprenoides son
moléculas complejas de 10, 15, 20 o 40 atomos de carbono, formadas por
adiciones sucesivas de una unidad basica de 5 atomos de carbono denominada
isopentenil pirofosfato (IPP). Su origen parte de tres moléculas de acetil CoA,
como se puede ver resumidamente en la secuencia que muestra la Fig. 5.3.

JAcetilCoA — Acido Mevalonico (6C) — CO2

o

CH3-C-SCoA

0

IPP (1sopentenil pirofosfato de 5C)

CH3 (8] 8]

l | |
H2C=C—CH2—CH2—D—1|='—O—1|'—'—OH

O- 0O-

DMPP (dimetil alil pirofosfato de 10 C) — CITOCININAS

0

GPP (geranil pirofosfato de 15 C)

FPP (farnesil pirofosfato de 15 C) — ABA

{

GGPP (geranil geranil pirofosfato de 20 C) - GA

Fig. 5.3. Diagrama de la Via de los Isoprenoides con los puntos de salida de las princi-
pales hormonas.
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5.2. Giberelinas
5.2.1. Aspectos historicos

Los cinco grupos de hormonas mencionados intervienen de una u otra manera
en el proceso de germinacion, pero sin duda son las giberelinas las que tienen la
accion mas destacada y se las ha estudiado ampliamente en diferentes especies.
Las giberelinas se designan con la sigla GA acompafiada de un nimero como
subindice que las identifica y que corresponde al orden en que fueron
descubiertas.

Fueron descubiertas por un grupo de investigadores japoneses que estudia-
ron la enfermedad llamada "mal del pie de arroz” o bakanae (plantula tonta).
Esta tuvo efectos desbastadores para la economia del Japén a partir de 1890,
con pérdidas que alcanzaban al 40% de la cosecha de arroz. Las plantas afecta-
das eran altas, delgadas y palidas y algunas no llegaban a producir fruto. En
1912, Sawada demostro la relacion entre esta enfermedad y el hongo Gibberella
fujikuroi (Saw), conocido en su estado asexual o imperfecto como Fusarium
moniliforme (Shuld). Posteriormente, en 1926 Eiichi Kurosawa demostro que
filtrados estériles procedentes del hongo podian provocar la enfermedad. Pero
recién en 1938, T. Yabuta y T. Hayashi lograron aislar, a partir del hongo, cris-
tales impuros de un compuesto activo para el crecimiento vegetal al que deno-
minaron Giberelina A. En 1945 Brian y colaboradores logran aislar varias gibe-
relinas a partir del mismo hongo Gibberella fujikuroi, entre ellas el acido gibe-
rélico o GA;. Estos trabajos fueron ignorados por el mundo occidental hasta
avanzada la década de 1950, debido a barreras comunicacionales con los inves-
tigadores japoneses, generadas por la Segunda Guerra Mundial. A partir de esa
fecha, investigadores norteamericanos pertenecientes al Departamento de Agri-
cultura (USDA) e investigadores britanicos de Industrias Quimicas Imperiales
(ICI), avanzaron en las investigaciones. Sus estudios sobre los filtrados de culti-
vos de hongos permitieron descubrir la estructura quimica del compuesto activo
al que denominaron Acido Giberélico. Simultineamente, investigadores japone-
ses de la Universidad de Tokio trabajando sobre la descubierta Giberelina A,
aislaron tres compuestos con leves diferencias entre si, a los que denominaron
Giberelina A1, A2 y A3. Rédpidamente se pudo comprobar que las estructuras del
Acido Giberelico coincidia con la Giberelina A3.

Posteriores investigaciones permitieron descubrir muchas otras giberelinas,
todas ellas acidas. En 1969 se habian identificado so6lo 27; en 1975 el nimero
llegaba a las 45; en 1986 ya se conocian 62 giberelinas; y en 2003 sumaban 126,
las cuales fueron halladas en plantas superiores, en el hongo Gibberella y en dos
especies de bacterias. Si bien el niimero es importante, se considera que hay
unas pocas giberelinas activas y que el resto son intermediarios metabolicos.
Mas de la mitad de las giberelinas descubiertas han sido encontradas en semillas
en desarrollo.
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5.2.2. Caracteristicas quimicas y accion de las giberelinas

Las giberelinas se sintetizan a través de la via de los isoprenoides (Secc 5.1.1 y
Fig. 5.3) a partir de la GGPP de 20 atomos de carbono. Desde este punto, una
secuencia de reacciones quimicas conducen a la sintesis de diferentes
giberelinas, algunas de 19 y otras de 20 atomos de carbono. Las activas
corresponden a GAs C19 que portan un grupo hidroxilo en la posicion 3p, tal
como GA1, GA3, GA4y GA7. De modo que las GAs C20y las GAs carentes del
grupo hidroxilo que en los bioensayos muestran actividad es debido a que
cambian su estructura a GAs C19 3f hidroxiladas.

Las giberelinas activas pueden transformarse en otras menos activas o, al
igual que sus intermediarios metabdlicos, convertirse en conjugados inactivos,
comunmente glucosidos. Estos resultan de la union de una glucosa a uno de los
grupos hidroxilos (OH) de las giberelinas a través de un enlace éster con des-
prendimiento de agua, aunque también pueden hacerlo a un grupo carboxilo
(COOH) de la hormona. Luego pueden almacenarse o translocarse hacia sitios
de acumulacion o de accion. Las giberelinas activas pueden ser desactivadas en
forma irreversible a través de la incorporacion de un grupo hidroxilo en posi-
cion 2P, constituyendo un producto final de la ruta biosintética sin actividad
bioldgica.

En semillas, el contenido de giberelinas libres o activas va disminuyendo a
medida que avanza la maduracion, llegando a ser practicamente nulas en semi-
llas maduras y secas. Simultaneamente se genera un incremento de giberelinas
desactivadas por la incorporacion del grupo 2B-hidroxilo o inactivas, por estar
ligadas formando glucosidos. Estas formas hidrosolubles pueden transportarse
por los tejidos hidratados de la semilla y transformarse en compuestos activos
en el lugar de acccion.

En cuanto a la compartimentalizacidon subcelular, la sintesis se localiza en
proplastidios y se continia con reacciones de oxigenacion mediadas por enzi-
mas ligadas al reticulo endoplédsmico. Las reacciones finales de sintesis de GAs
activas y las de inactivacidon ocurren en el citoplasma. A nivel tisular se conside-
ra que la mayoria de los tejidos vegetales jovenes en activo crecimiento tienen
la capacidad de sintetizar esta hormona, en especial los tejidos meristematicos
de los brotes.

Las semillas inmaduras contienen las concentraciones mas elevadas de la
hormona dentro de la planta, aunque con grandes variaciones entre los diferen-
tes tejidos que componen su estructura. Bioensayos con células aisladas de se-
millas han permitido comprobar su capacidad para sintetizar giberelinas, lo que
hace posible inferir que parte de esos altos contenidos hormonales estén dados
por sintesis in situ y no por la translocacion. En muchos casos el inicio de la
sintesis de esta hormona ocurre en los tejidos mencionados, pero la giberelina
activa se genera en los diferentes lugares de accion hacia los que ha sido trans-
locada a través del xilema o del floema.
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En semillas maduras, los niveles de giberelinas decrecen hasta
desaparecer, de manera que esta fitohormona se sintetiza en el embrion durante
la germinacién y son vertidas al endosperma a través del escutelo, lo que
posibilita la degradacion de las reservas, como se describe en detalle en el punto
5.2.3. El aporte de giberelinas para el crecimiento de la plantula surge de la
biosintesis de esta fitohormona en hojas, yemas y entrenudos.

El nimero y tipo de giberelinas sintetizadas dependera de la especie; sin
embargo, se reconoce a varias giberelinas presentes en un gran numero de plan-
tas, ligadas a algtin proceso especifico; tal el caso de la GA1 (Fig. 5.4) que se la
considera fundamental en el alargamiento del tallo y de la GA3 (Fig. 5.4) que
aparece relacionada a la movilizacion de reservas durante la germinaciéon en
gramineas. En semillas se presentan con frecuencia ademas de GA1 y GA3,
otras como GA4, GA7, GA8 y GA9.

Cabe aclarar que algunos reportes indican que en respuesta a la aplicacion
de determinada giberelina se estimula alglin proceso fisiologico. Sin embargo,
esto no significa necesariamente que su accion sea directa sobre el mismo, ya
que frecuentemente ocurren conversiones metabdlicas a otro tipo de GA, final-
mente activo.

CHs

Fig. 5.4. Estructuras de GA1 (izquierda) y GA3 (derecha).

Las giberelinas actian en diferentes procesos fisiologicos; entre los maés
conocidos podemos mencionar:

1. Estimulaciéon del alargamiento celular

2. Reversion del enanismo genético
3. Ruptura de la dormicion en semillas y yemas
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4. Estimulacion del espigamiento y floracion de plantas bianuales
no vernalizadas

5. Sustitucion del efecto de dia largo para floracion

6. Estimulacion de la produccion de o amilasa para la degradacion
de reservas en semillas de cereales.

Esta ultima es una acciéon fundamental que se verd en detalle con el siguiente
tema sobre degradacion de reservas (Secc. 5.2.3) y mas adelante cuando se
aborde la movilizacion de carbohidratos (Secc. 6.1).

5.2.3. Degradacion de reservas. Mecanismos de accion

Las giberelinas cumplen un rol fundamental en la degradacién de reservas
induciendo la sintesis de diversas enzimas hidroliticas, en especial la o amilasa
en cereales, particularmente en cebada cervecera (Hordeum distichum). En esta
especie se han estudiado mas profundamente los detalles de la movilizacion de
sus reservas, dada la enorme importancia econémica que reviste este proceso en
la industria maltera.

La molécula de almidon en su configuracion helicoidal tiende a agruparse
generando granulos. La enzima o amilasa, conocida cominmente como diasta-
sa, es la unica capaz de actuar sobre el granulo de almidén y aunque estén pre-
sentes otras enzimas, la degradacion de esta reserva no ocurre hasta que no haya
presencia y accion de la o amilasa. De manera que es esta enzima la que da
inicio al proceso y su sintesis estd determinada por las giberelinas como se des-
cribe a continuacion.

Los avances en el conocimiento de este proceso fueron aportados sobre la
base de detallados estudios realizados en la década de 1960. Estos demostraron
claramente que la sintesis de a amilasa ocurre de novo en el endosperma y esta
regulada por el embrion a través de la secrecion de giberelinas. En efecto, luego
de la hidratacion las giberelinas se transportan desde el embridn hasta la capa de
aleurona. Alli estimulan la sintesis de la enzima, que desencadena la degrada-
cion de las reservas del endosperma.

Los trabajos realizados por Yomo (1960) y Paleg (1960) en semillas de ce-
bada (Hordeum sp.) aportaron los primeros conocimientos. Consistieron basi-
camente en:

1) Imbibicion controlada a baja temperatura
2) Corte para separar el embrion del endosperma
3) Medicion de actividad de o amilasa en el endosperma.

Estos investigadores trabajaron sobre aleurona aislada en medio estéril variando
los tiempos de imbibicion y corte. Experimentaron ademas con el agregado de
hormonas e inhibidores en concentraciones apropiadas. Sobre la base de estos
estudios se pudo ver que:
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a. Cuando el corte era realizado inmediatamente después de la
imbibicion no se observaba actividad de o amilasa.

b. Cuando la separacion del embrion no era inmediata, es decir que el
embrion estaba en contacto con el endosperma durante cierto
tiempo, se observaba actividad de la enzima.

c. Cuando la separacion era inmediata, pero a la parte sin embrion se
le agregaba GA3 se observaba actividad de la enzima.

d. La actividad enzimatica estimulada por GA3 podia ser inhibida
aplicando inhibidores de la sintesis proteica.

Estudios posteriores de Ana M. MacLeod y G.H. Palmer en 1966, demostraron
que el GA3 se sintetizaba en el embrion y era transportado a la capa de aleurona
(Fig. 5.5). Aqui entra en juego otra fitohormona que es el AIA (4cido indol
acético), una auxina producida por el coleoptilo del embrién en crecimiento y
que actiia sobre la diferenciacion vascular y por lo tanto sobre el transporte de
las giberelinas desde su centro de produccion, que es el escutelo del embridn,
hasta la capa de aleurona.

Coleoptilo Escutelo

GA | >
Capa de Aleurona

AIA | >
I —
ENDOSPERMA c.amilasa

Almidon E
EI\{BRION< | Sacarosa

Fig. 5.5. Diagrama simplificado sobre la movilizacion de reservas en cebada.

Mas tarde, Filner y Varner (1967) trabajando con agua radiactiva con el oxigeno
marcado (H2*O), y proteasas para efectuar la hidrdlisis de las proteinas de
reserva ubicadas en la capa de aleurona, demostraron que la enzima o amilasa
era sintetizada de novo, como se puede ver en el esquema de la Fig. 5.6.
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PROTEINAS -
DE- + H20* + PROTEASAS |:> aa-*O |:> aamilasa-*O
RESERVA

Fig. 5.6. Detalle de las reacciones de la sintesis de novo de o amilasa.

En efecto, se ha demostrado que en la capa de aleurona de semillas no
germinadas la presencia de esta enzima es casi nula o que contiene trazas. Este
nivel se mantiene o aumenta levemente cuando se inicia el proceso de
germinacion; sin embargo, dos o tres dias después se observa un importante
aumento de la enzima. Esta es fabricada in situ utilizando los aminoacidos
provenientes de las moléculas de proteinas presentes en la capa de aleurona, las
cuales deben ser primero hidrolizadas en presencian de agua y proteasas. Por
ello, simultdneamente con la hidratacion ocurre la activacion de proteasas que
se encuentran presentes en la semilla y ademds se incrementa
considerablemente su produccion.

Las giberelinas son las responsables de promover la sintesis de novo de o
amilasa y de otras enzimas como dextrinasa limite y a glucooxidasa que se
requieren para la hidrolisis del almidon presente en el endosperma. El estudio
de la secuencia de eventos que ocurren en la capa de aleurona de los cereales
desde la llegada de GAs hasta la sintesis de la o amilasa ha permitido integrar
un modelo biosintético de la transmision de la sefial de esta hormona. El cono-
cimiento actual permite hipotetizar acerca de la existencia de un receptor que se
ubicaria del lado externo de la membrana plasmatica. Cabe aclarar que hasta el
presente no se ha reconocido ningun receptor o proteina que posea las caracte-
risticas adecuadas para vincularse con la hormona. Los trabajos cientificos que
respaldan esta hipodtesis se basan en la aplicacion de tratamientos consistentes
en la incorporacion de GAs al interior de las células de la capa de aleurona a
través de microinyecciones. La consecuencia fue la falta de respuesta a las GAs
que se verifica por la falta de sintesis de o amilasa. Opuestamente la aplicacion
de GAs en el medio extracelular o externo a la célula tuvo como consecuencia
la sintesis de dicha enzima. De la misma manera, la aplicacion especificamente
de GA4 con ligandos impermeables tuvo como consecuencia la sintesis de la
enzima.

Por lo expuesto, es razonable considerar la existencia de un receptor del la-
do externo de la membrana. De todos modos, la llegada de GA desde el embrion
a la capa de aleurona y luego de la recepcion, se activa una Proteina G que se
ubica del lado interno de la membrana plasmatica y se desencadena la transduc-
cion de la seial. El proceso se lo puede dividir en dos etapas (Fig 5.7). En la
primera de ellas, parte de la Proteina G activa la via de sefializaciéon que condu-
ce hasta GAmyb, factor o regulador transcripcional positivo que promueve la
sintesis de o amilasa. A lo largo de esta via pueden actuar varios reguladores
negativos incluido el PKABA que es una proteina-quinasa inducida por ABA.

100



HORMONAS EN LA GERMINACION

En una segunda etapa, el factor transcripcional GAmyb reconoce y activa el gen
para la o amilasa.

(R Membrana plasmitica

?
7N
Prot G

Varios reguladores
negativos, entre ellos

la PKABA Promotor| !Gen oL amilasa

r > [Chmm)
d

L amilasa

Degradacion
de almidon

Fig. 5.7. Recepcion, transcripcion y respuesta de las giberelinas en las células de la capa
de aleurona. R: posible receptor, PKABA: proteina-quinasa inducida por ABA,
GAmyb: inductor de la transcripcion de la o amilasa.

En este proceso que conduce a la sintesis de o amilasa, también se considera la
participacion de Ca®'. Estd demostrado que otras de las respuestas celulares
inducidas por GAs es el transporte de Ca*". En efecto, la presencia de esta
fitohormona provoca un aumento del Ca"™ en el citosol proveniente de las
vesiculas del aparato de Golgi por accion de una ATPasa dependiente de Ca*".
Sin embargo, otros estudios basados en la microinyeccion de este cation al
protoplasto de c€lulas de aleurona no han generado la sintesis de o amilasa, por
ello se ha considerado la posible existencia de dos procesos tendientes a la
sintesis de o amilasa que parten de la Proteina G, uno independiente y otro
dependiente de Ca’**. La situacion actual es que se han identificado varios
activadores e inhibidores de la transcripcion de la o amilasa y simultdneamente
la participacion del ién Ca**, lo que supone que existe un complejo proceso que
conduce a la transcripcion de la enzima y hasta hoy se desconocen los detalles.
En consecuencia, las giberelinas actian a nivel de transcripcion induciendo
la expresion génica que codifica la o amilasa. Recordemos que para la sintesis
de esta enzima se requiere de los aminoacidos que la componen, los cuales se
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obtienen de la degradacion de las reservas proteicas presente en la capa de aleu-
rona que son hidrolizadas por las proteasas durante la hidratacion de la semilla.

Otras enzimas como la  amilasa y la maltasa estdn presentes en el endos-
perma y se activan luego de la hidratacion y de que la enzima o amilasa haya
iniciado la hidrolisis del almidén. Los detalles de la degradacidon completa del
almidon se pueden ver en el Cap. 6 donde se aborda la degradaciéon y moviliza-
cion de las reservas, item 6.1 y lo ilustra la Fig 6.1.

También se requiere la activacion de enzimas capaces de actuar sobre los
componentes de las paredes celulares, ya que hay ciertos endospermas, como
los de algunas familias de leguminosas, cuyas células depositan abundantes
reservas no almidonosas constituidas basicamente por galactomananos, polisa-
carido formados por un esqueleto de manosa con ramificaciones constituidas
por unidades de galactosa. Las enzimas presentes en el endosperma posibilitan
que este polisacarido sea degradado hasta manosa y galactosa, monosacaridos
que seran translocados al embrion (Ver también Cap. 6 item 6.1).

Una vez sintetizada la o amilasa debe ser transferida, desde la capa de aleu-
rona o desde el escutelo, hacia el endosperma. Las paredes celulares constituyen
una barrera para el movimiento de moléculas de gran tamafio, de manera que la
accion de enzimas hidroliticas que degradan los componentes de pared posibili-
tan la llegada de las enzimas requeridas para la hidrélisis de las reservas. Las
paredes celulares también constituyen una fuente de reservas cuyos componen-
tes luego de hidrolizados deben ser transferidos al eje embrionario.

Cabe aclarar que si bien en la capa de aleurona se generan importantes can-
tidades de enzimas hidroliticas, hay evidencias que muestran que el escutelo
también secreta enzimas digestivas hacia el embrion. De hecho, entre ellos exis-
te una sola capa de células columnares con abundante reticulo endoplasmico y
dictiosomas, caracteristicas de células “transfers” o secretoras. En algunas espe-
cies, la secrecion de enzimas por el escutelo es mayor que la generada en la
capa de aleurona particularmente en el inicio de la germinacion. Tal es el caso
de arroz donde la provision de o amilasa la aporta practicamente en forma inte-
gra el escutelo.

Las giberelinas también cumplen un rol fundamental en el ablandamiento
de las paredes celulares que rodean al embrion y facilitan la emergencia de la
radicula. La semilla de tomate (Lycopersicon esculentum), se caracteriza por
poseer el extremo de la radicula cubierto con una porcion o capa de endosper-
ma. Aqui la emergencia radicular depende del balance entre la presion de tur-
gencia y la resistencia impuesta por la capa de endosperma. Luego de la imbibi-
cion, las giberelinas inducen la formacidn o activacion de enzimas hidroliticas
de pared tales como mananasas, que ocasionan una disminucion de la resisten-
cia mecanica. Esto determina una caida del potencial presion umbral (ver cre-
cimiento del embrion Secc. 4.2.3), facilitando el crecimiento y emergencia radi-
cular. Un caso similar se presenta en tabaco (Nicotiana tabacum) donde la GA4
induce la formacion de B-1,3-glucanasa que actia sobre el ablandamiento del
endosperma micropilar.
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5.2.4. Las giberelinas y el crecimiento

Como se menciond en el punto 5.2.2, las giberelinas actian en diferentes
procesos fisioldgicos. Ya mencionamos su intervencion en la movilizacion de
las reservas durante la germinacion y ahora abordaremos su efecto sobre el
crecimiento.

El crecimiento se verifica fundamentalmente por un aumento del volumen.
Para ello es necesaria la generacion de la materia prima que son las células, las
cuales a través de un incremento en su volumen produciran el alargamiento
celular.

Como la generalidad de las fitohormonas, las giberelinas son muy activas y
efectivas a bajas concentraciones. Asi, la elongacion de tallos de plantulas de
arroz y lechuga responden a concentraciones del orden de 10'° molar. Como
vimos, las células que responden a este grupo de hormonas, como son las co-
rrespondientes a los meristemas intercalares responsables del crecimiento en
altura, deben poseer los mecanismos de recepcion y amplificacion de la sefial.

En ensayos basados en aplicaciones exdgenas de giberelinas sobre arvejas
enanas se ha determinado que las giberelinas actian tanto sobre la division co-
mo sobre la elongacion celular. Estos efectos también se han visto en la elonga-
cion de hipocotilos y de los entrenudos de varias plantas herbaceas y sobre las
divisiones celulares que se verifican en los meristemas apicales caulinares.

Como se expreso en el punto 4.2.3, los mecanismos para la elongacion se
establecen a través de un aumento en la presion dado por el ingreso de agua a
favor de un gradiente de potencial agua generado por un descenso del potencial
osmotico, o por una disminucion de las resistencias de la pared celular. Se ha
visto que las giberelinas no tienen influencia alguna sobre el componente osmo-
tico de las células; sin embargo, se han observado sus efectos sobre la extensibi-
lidad de las paredes celulares pero en forma diferente de los efectos auxinicos.
Las auxinas generan el ablandamiento de la pared a través de la acidificacion en
la misma y, como consecuencia de esto, se produce la activacion de expansinas,
proteinas especiales que producen un reordenamiento de los enlaces de los
componentes de pared. Ademas, se activan las enzimas XET (xiloglucano en-
dotransglicosilasa) que escinden los enlaces entre la celulosa y la hemicelulosa,
permitiendo otros arreglos de los componentes de pared. Como dijimos, las
giberelinas generan una disminucion de la fuerza necesaria para generar la de-
formacion de la pared lo que facilitaria el crecimiento explicado segun el mode-
lo de J. A. Lockart (1965) desarrollado en el punto 4.2.3, pero no lo hacen a
través de una acidificacion de la pared, sino a través de un efecto, posiblemente
complementario, sobre la enzima XET presente en las paredes celulares.

Cabe aclarar que se ha demostrado una clara interrelacion entre giberelinas
y auxinas, ya que se ha reportado que las primeras nunca estan presente en los
tejidos en completa ausencia de auxinas, y la presencia de giberelinas producen
un aumento en la concentracion de auxinas. Estos efectos combinados y com-
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plementarios contribuyen a explicar la importante accion de las giberelinas so-
bre la elongacioén celular.

Por otro lado, las giberelinas tienen efecto sobre la division a través del ci-
clo celular, ya que actian activando genes de proteinas quinasas especificas
para ciclinas (CDKs), fundamentales para dar inicio al proceso de division mit6-
tica. Especificamente, induce a las células de los meristemas intercalares en
Fase G1 a sintetizar ADN es decir, a ingresar en la Fase S, lo que conduce pos-
teriormente a la continuidad del ciclo a través de la Fase G2 y M, generando
nuevas células que al expandirse producen crecimiento. (Fig., 5.8).

La célula cesa de
GO0 dividirse ¥ sale

del ciclo

MITOSIS

La célula se
prepara para

la division.
Condenszacion de
Cromosomas

<= (CDKs

s
Cromosomica La célula madura

completando el n*

de organelas, ARN,
proteinas

Fig. 5.8. Diagrama del ciclo celular con el detalle de cada una de las fases (G1.S y G2),
Se destaca el punto de intervencion de las giberelinas (GAs) a través de las enzimas
quinasas dependientes de ciclinas que regulan el ciclo celular.

5.2.4.1. Retardadores de crecimiento

Este punto se desarrolla en el marco de los reguladores en plantas, so6lo tras el
objetivo de sefialar algunos compuestos que actuan sobre la sintesis de
giberelinas y que son frecuentemente usados en diversas explotaciones
comerciales con interesantes resultados. Los retardadores de crecimiento son
compuestos que reducen el tamafio de la planta sin causar efectos fitotoxicos.
En este punto nos referiremos a aquellos que actian inhibiendo la sintesis de las
giberelinas tales como CCC (cloruro de clormequat o Cycocel), AMO 1618 y
Phosphon-D.

Estos compuestos interfieren en la sintesis de giberelinas, lo que determina
una reduccion en el crecimiento principalmente por su accion sobre las divisio-
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nes de las células de los meristemas apicales caulinares e intercalares. Como
consecuencia, las plantas son mas pequeiias y de mayor espesor. Sin embargo,
este efecto no provoca una disminucién en el contenido de clorofila foliar, ni
reduccion del rendimiento de los frutos. Estos efectos pueden ser revertidos por
agregado exdgeno de giberelinas.

Diversos retardadores son usados principalmente en cultivos intensivos
horticolas, florales y fruticolas. Estos producen, simultaneamente a la reduc-
cion del crecimiento, un incremento del color verde de las hojas, un aumento de
la tasa fotosintética y de la eficiencia en el uso del agua, entre muchos otros
efectos que dependen del cultivo, el producto utilizado y la dosis empleada.

5.3. Auxinas

Constituye el grupo hormonal descubierto en primer término y el mas
ampliamente estudiado. El camino hacia su descubrimiento estd ligado al
estudio de las respuestas de las plantas a estimulos luminicos unidireccionales,
lo que se conoce con el nombre de fototropismo. Desde los estudios sobre el
movimiento de las plantas realizados por Charles Darwin y su hijo Francis en
1880, pasando por los de Boysen Jensen en 1910 y Paal en 1919, todos los
trabajos fueron realizados sobre el comportamiento de coledptilos de gramineas
expuestos a la iluminacion lateral. Este tipo de iluminacion genera una mayor
concentraciéon auxinica del lado no iluminado estimulando el alargamiento
celular en ese sector y, en consecuencia, el curvado hacia el lado iluminado. El
decapitado de los coledptilos y su ubicacion en posicion lateral permitio
comprender los efectos fototropicos.

Este meticuloso trabajo fue llevado a cabo en 1926 por Frits W. Went,
cuando era todavia un estudiante, quien trabajaba en el laboratorio de su padre
en la Universidad de Utrech. Estos estudios le permitieron aislar la sustancia
responsable de la curvatura haciéndola difundir desde los apices de coledptilos a
bloques de agar y de éstos nuevamente sobre coleoptilos decapitados, los cuales
reiniciaban su alargamiento. Pero si el bloque conteniendo auxina se colocaba
desplazado sobre un costado se verificaba la curvatura hacia el lado contrario.
Esto era ocasionado por una mayor concentracion de la sustancia aportada por
el bloque colocado excéntricamente. Ademas se comprobd que el grado de cur-
vatura era proporcional a la concentracion hormonal que presentaba el bloque
de agar. Este delicado trabajo no solo permitio aislar la sustancia sino idear un
bioensayo llamado “Test de Curvatura de Avena”, que se convirtié en un méto-
do rutinario y ampliamente usado para determinar los contenidos relativos de
auxinas en diferentes tejidos vegetales.

Desde el punto de vista metodologico es muy interesante la descripcion del
método, pues permite descubrir los detalles de estandarizaciéon anatémicos y
fisiologicos manejados por Went en la década de 1920 (Fig. 5.9) y mas tarde
aplicados en el test de curvatura. Las plantulas de avena seleccionadas se culti-
van en oscuridad a 25°C y 90% de humedad relativa. Las manipulaciones deben
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realizarse bajo luz de seguridad roja o anaranjada fototropicamente inactiva.
Los coleodptilos de 3 a 4 centimetros de longitud se decapitan a unos 4 milime-
tros del extremo apical, pero unas 3 horas después es necesario cortar nueva-
mente la punta debido a que la nueva superficie apical retoma la funcion de
apice fisioldgico con capacidad de generar auxina. A continuacion se extrae la
hoja primaria encerrada en el coledptilo y se corta a efectos de que su creci-
miento no interfiera el procedimiento. Posteriormente, sobre uno de los laterales
se fija un pequefio bloque de agar, que previamente y por un lapso de 2 horas
estuvo en contacto con el tejido recibiendo las auxinas a cuantificar. Después de
un periodo de 90 minutos se determina el grado de curvatura, que estara en fun-
cion de la concentracion de la auxina contenida en el bloque.

Apice de Coleoptilo

R

Placa de Agar

Coledptilo

Coleéptilo Curvado

Semilla

Raiz

Fig. 5.9. Test de curvatura de avena. Método del coleoptilo.

Hasta aqui los logros se limitaban a reconocer la existencia de una sustancia que
difundia desde el apice y que estimulaba el alargamiento celular, la cual
inclusive se habia aislado. Sin embargo no fue hasta mediados de la década de
1930 cuando los trabajos de F. Kogl y A. J. Haagen Smit en Holanda, e
inmediatamente K. Thimann en los Estados Unidos, identificaron la sustancia
aislada por Went como acido indol-3-acético (AIA). Se adoptd el nombre de
auxinas (del griego auxo o aux: incrementar) para designar a aquellas sustancia
naturales o sintéticas capaces de estimular el alargamiento celular y ser
responsables de las respuestas a estimulos unidireccionales o tropismos, tales
como fototropismo y geotropismo.
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Investigaciones posteriores permitieron profundizar los conocimientos so-
bre la accion auxinica, en particular los detalles de su rol en el alargamiento
celular a través de su accion sobre la extensibilidad de la pared celular. En este
proceso estan involucrados una serie de factores relacionados, como son la pre-
sion de turgencia, el potencial osmotico, ademas de mecanismos propios de
pared relacionados a la extensibilidad. También se establecieron relaciones con
la inhibicion del crecimiento lateral de yemas y, por lo tanto, con la arquitectura
de la planta, con la formacion de raices laterales, con la abscision de hojas, con
el desarrollo de frutos, etc.

La principal auxina presente en semillas es el AIA (4cido indol acético)
(Fig 5.10), aunque no es la Unica, ya que también se han encontrado otras auxi-
nas naturales tales como 4&cido indol butirico (AIB) y el acido 4-
cloroindolacético (4-cloroAIA). Otros compuestos tanto naturales como sintéti-
cos con accion auxinica se citan en la abundante bibliografia; sin embargo, su
actividad depende de la capacidad de transformacion en auxina activa por los
diferentes tejidos.

CH:-COOH

N

I
H

Acido Indol-3-acético (AlIA)

Fig. 5.10. Estructura del acido indol acético (AIA).

El AIA presente en las semillas no proviene de la planta madre sino que es
formado en los tejidos de la semilla durante su desarrollo, a partir del
aminodcido triptéfano. Se han descubierto diferentes vias de sintesis; sin
embargo, las mas reconocidas como presentes en la mayoria de las plantas
superiores son la de la triptamina y la del indol-3-piravico, como se detalla en la
Fig. 5.11.
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Fig. 5.11. Biosintesis de AIA

Las auxinas se presentan en forma libre y conjugada, es decir, ligadas a
diferentes compuestos como glucanos, inositoles y péptidos. Ellos le confieren
una desactivacion temporal, constituyendo de esta manera una forma de
almacenamieno de la hormona. Esto forma parte del mecanismo de control de la
concentracion hormonal en los tejidos, ademas de los procesos degradativos a
cargo de la enzima AIA oxidasa. Las semillas maduras presentan habitualmente
concentraciones variables de auxinas libres y también en forma ligada la cual
puede ser movilizada desde el endosperma hasta el coledptilo. Una vez
liberadas por hidrolasas especificas promueven la diferenciacion de tejido de
conduccion que facilitara el transporte desde el escutelo hacia el embrion en
crecimiento. Ultimamente diversos tratamientos con reguladores, entre ellos
auxinas y citocininas han indicado que ellos participan en la diferenciacion de
elementos de conduccidn, especificamente traqueas. La serie de eventos del
proceso de xilogénesis, desde la iniciacion hasta la muerte celular, incluye
reorganizacion del citoesqueleto, formacion de pared secundaria, lignificacion y
por ultimo autolisis para la formacion de elementos de conduccion.
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5.4. Citocininas

Las citocininas estan presentes en una enorme variedad de semillas maduras,
particularmente la conocida como zeatina (Fig. 5.12) descubierta en 1964
simultaneamente por D.S. Lethan en Australia y C. Miller en los Estados
Unidos. Ambos investigadores trabajaron en forma independiente en
endospermas inmaduros de cariopses de maiz (Zea mays). Posteriormente, la
zeatina también fue encontrada abundantemente en plantas superiores y en
bacterias, entre ellas varias fitopatogenas tales como Agrobacterium
tumefaciens.

Las citocininas se caracterizan por poseer una adenina sustituida en el gru-
po amino 6, que da lugar a una cadena lateral insaturada unida al anillo de puri-
na. También pueden presentarse en la forma de nucledsido como es el caso del
ribésido de zeatina (Fig. 5.12) existente en gran cantidad de plantas, y en forma
de nucledtido por el agregado de un grupo fosfato unido a la ribosa como es el
caso de ribosil zeatina monofosfato.

Ademas de las citocininas mencionadas existen otras naturales pero no pre-
sentes en plantas, como la cinetina, primera citocinina descubierta en 1954 por
C. Miller. Esto se alcanz6 a partir de bioensayos con médula de tabaco (Nico-
tiana tabacum) iniciados por F. Skoog y colaboradores en la Universidad de
Wisconsin. Ellos probaron diferentes sustancias promotoras de la division celu-
lar, en particular aquellas que tuvieran acidos nucleicos. Notaron que el produc-
to de la degradacion en autoclave (de esperma de arenque) estimulaba la divi-
sion celular del tejido vegetal crecido en un medio de cultivo a base de agar,
minerales, azdcares, vitaminas, aminoacidos y AIA. Las células que antes no se
dividian sino que so6lo aumentaban su tamafio y hasta multiplicaban su niimero
cromosoémico, cuando se agregaba esa sustancia se estimulaba fuertemente la
division celular. Esta respuesta ocurria tinicamente si el medio contenia AIA.
Visto este notable efecto a la sustancia se la denominé cinetina, quimicamente
identificada como 6-furfuril aminopurina (Fig. 5.12), hoy ampliamente usada en
forma sintética. Otro es el caso de la bencilaminopurina encontrada raramente
en vegetales y actualmente la forma sintética es de uso frecuente en agricultura.

La sintesis de citicininas deriva en parte de la via de los isoprenoides (Secc.
5.1.1 y Fig. 5.3) que aporta la cadena lateral a través del compuesto IPP (isopen-
tenil pirofosfato) y por la accion fundamental de la enzima Isopentenil AMP
sintasa que cataliza la union del compuesto con AMP (adenosin monofosfato)
para dar isopentenil AMP. Posteriormente la eliminacion sucesiva del grupo
fosfato y de la ribosa permite la obtencioén de isopentenil adenina, la cual final-
mente puede oxidarse a zeatina. A través del balance entre ambas se alcanzan
las concentraciones adecuadas en los tejidos.

Tan importante como la sintesis es la degradacién. Esta se realiza por me-
dio de un sistema enzimatico conocido como citocinina oxidasa que extrae la
cadena lateral y libera adenina.
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Otra forma de regulacion es a través de la formacion de conjugados gluco-
sidicos que se obtienen por union de la glucosa a la cadena lateral, los cuales
pueden ser almacenados como derivados inactivos. También la formaciéon de
conjugados con aminoacidos inactiva a las citocininas. Un ejemplo de este tipo
es el 4cido lupinico que es un conjugado muy estable de la zeatina con el ami-
noacido alanina.

. c< H CH:20H
NH — CH: CH: = <
N NH — CHz /7 CHs
M Zeatina M
M
M H H
H
| HOCH:
HN —C —C
H N 0
M
H
OH OH
H 1
H Ribosido de Zeatina
L. Ribosil Zeatina
Cinetina

6- Furfuril aminopurina

Fig. 5.12. Estructura quimica de las citocininas mas conocidas.

Las citocininas actuan fundamentalmente estimulando la division celular en
tejidos no meristematicos, como mostraron los primeros trabajos que
condujeron al descubrimiento de la cinetina. Sin embargo, las citocininas
también actian sobre otros procesos fisiologicos, tales como alargamiento
celular, retraso de la senescencia de tejidos aislados, diferenciacion de tejidos y
morfogénesis, interrupcion de la dormicion de yemas, desarrollo de cloroplastos
y floracion.

La mayoria de los procesos fisiologicos de las citocininas se explican por
su interaccion con las auxinas. Ambas fitohormonas participan en el control de
la otra. Asi, las citocininas incrementan los niveles de auxinas, en tanto que las
auxinas disminuyen la concentracion de las citocininas activas. Particularmente
importante es la regulacion del ciclo celular que depende de proteinas especifi-
cas. El control de la expresion de estas proteinas puede explicarse por una inter-
accion auxina-citocinina.
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La cantidad de citocininas aumentan considerablemente durante el desarro-
llo de la semilla, es decir, cuando los tejidos embrionales y reservantes estan
creciendo y luego declinan hacia la maduracion. Se reconoce que los frutos son
un destino fundamental y que las citocininas se encuentran a la mayor concen-
tracion, en el periodo de division celular y alargamiento. Precisamente, cuando
estan ocurriendo activamente los procesos de division celular, diferenciacion y
morfogénesis. Parte de las citocininas puede provenir de la planta madre, sin
embargo, el endosperma se constituye en un centro de produccion importante
durante el desarrollo de la semilla. Mas tarde, cuando se inicia el proceso de
germinacion, el eje embrionario pasa a ser el centro de produccién y distribu-
cion de las citocininas.

Una etapa fundamental en el proceso de germinacion es la movilizacion de
reservas que, como se expuso anteriormente, esta regulada por el embrion. Los
trabajos que demostraron estos aspectos fueron llevados a cabo aplicando dife-
rentes hormonas a tejidos de reserva aislados del embrion. Bajo esta metodolo-
gia, la aplicacion de citocininas a cotiledones aislados de zapallo (Cucurbita
maxima) provoco la accidon de enzimas proteoliticas, en tanto que en garbanzos
(Cicer arietinum) causo incrementos en las actividades amiloliticas y proteoliti-
cas similares a las ocurridas en condiciones naturales. En los casos de cotiledo-
nes con reservas lipidicas como el girasol (Helianthus annuus) la aplicacion de
citocininas incremento la actividad de la isocitrato liasa, enzima que participa en
la degradacion de las reservas grasas en el ciclo del glioxilato, dentro del glio-
xisoma. En especies con reservas amildceas, como es el caso del trigo, se reco-
noce que un tratamiento previo de la capa de aleurona con citocininas mejora
sensiblemente la accion de las GA sobre la sintesis de esa enzima.

Otra etapa fundamental es la del crecimiento del embrion, que es resultado
de la accidon conjunta de division y expansion celular, ambos procesos ligados
de alguna manera a la accién de las citocininas. Estas actiian promoviendo la
division celular de los tejidos del embrion como se ha visto en radicula de le-
chuga (Lactuca sativa), entre otros.

Su accion esta ligada a la regulacion del ciclo celular particularmente sobre
la transicion de G2 a M (mitosis). En cuanto a la expansion, se ha visto que la
aplicacion de citocininas a cotiledones de diversas especies entre ellas mostaza
blanca (Sinapis alba), girasol (Helianthus annuus), pepino (Cucumis sativus) y
muchos otros, generd un incremento adicional en la expansion celular por su
accion sobre la plasticidad de las paredes celulares, pero no mediante la acidifi-
cacion como es el caso de la accion auxinica. Pero sin duda, el efecto mas des-
tacado de estas fitohormonas en germinacion es la capacidad de sustituir el re-
querimiento de luz de aquellas semillas que necesitan de dicho factor para ger-
minar, como es el caso de lechuga Lactuca sativa var. Grand Rapids.
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5.5. Acido Abscisico

Es un inhibidor universal en vegetales y, por consiguiente, también lo es del
proceso de germinacion. Las primeras evidencias sobre este inhibidor se dieron
al principio de la década de 1950, pero no fue hasta 1963 cuando un grupo de
investigadores en los Estados Unidos, encabezados por F. T. Addicott,
estudiando los compuestos promotores de la abscision de frutos de algodon,
purificaron un compuesto que denominaron Abscisina Il que era mas activo que
otro anterior denominado Abscisina I. Aproximadamente al mismo tiempo P. F.
Wareing en Gales estudiando la dormicion de yemas de Acer pseudoplatanus
descubri6 la sustancia responsable a la que denomindé Dormina. Del mismo
modo M. Van Steveninck y colaboradores trabajando en Nueva Zelanda e
Inglaterra sobre la abscision de flores y frutos de lupino amarillo (Lupinus
luteus) descubrieron un compuesto semejante. En 1964 se confirmé que los
compuestos Abscisina Il y Dormina eran idénticos y desde 1967 se acordo
designar internacionalmente al compuesto con el nombre de Acido Abscisico o
ABA.

El ABA se halla en angiospermas mono y dicotiledoneas, gimnospermas y
helechos. Su presencia se ha determinado en semillas, frutos, raices, tallos y
hojas. Su biosintesis esta relacionada a células que contienen cloroplastos, como
ocurre en el mesofilo foliar, mientras que en los 6rganos no fotosintéticos su
biosintesis se relaciona a la presencia de amiloplastos, cromoplastos y proplas-
tidos, dada la dependencia de carotenoides para una de sus vias biosintéticas.

La biosintesis se puede realizar a través de la Via de los Isoprenoides (Secc.
5.1.1 y Fig. 5.3) a partir del acido mevalonico, que por el agregado de unidades
de 5 carbonos se obtiene Farnesil pirofosfato de 15 carbonos del cual deriva en
forma directa. La otra via surge a partir de la degradacion de carotenoides de 40
carbonos, como es el caso de la violaxantina, que luego de una serie de reaccio-
nes con sus correspondientes intermediarios metabdlicos, entre ellos xantoxina,
deriva en la formacién de ABA, segun se puede apreciar en la resumida secuen-
cia que muestra la Fig. 5.13.

Estudios sobre los requerimientos estructurales muestran que cualquier
modificacion en su estructura quimica conduce a la pérdida de actividad. De
manera que su desactivacion surge a partir de la formacion de formas ligadas
tales como ABA-glucosa. Sin embargo también se presenta otra alternativa para
la inactivacion que es a través de la oxidacion para la obtencion de acido faseico
o dehidroxifaseico (Fig 5.13).
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Fig. 5.13. Biosintesis de ABA y sus dos vias de desactivacion: a) por oxidacion para
formar acido faseico y dihidrofaseico y b) por fijacion de glucosa.

Si bien el ABA se relaciona a diversas respuestas fisioldgicas como abscision
de flores y frutos, dormicion de yemas y semillas, inhibicion del crecimiento
inducido por AIA, cierre estomatico y senescencia, en términos generales se lo
considera como la hormona del estrés, pues su presencia se vuelve notable
cuando las plantas enfrentan algin tipo de adversidad que se aparta de los
parametros normales.

En germinacion, la accion del ABA se debe considerar dentro de un contex-
to ecoldgico, ya que en ciertos momentos es fundamental ponerle un freno a la
actividad como estrategia para resguardar la supervivencia de la especie. De
hecho, estd presente en un gran numero de semillas inmaduras para impedir la
germinacion prematura. También es responsable de la dormicion de semillas
maduras. En este caso el ABA actuaria impidiendo la germinacion durante al-
gun periodo adverso, como es el invierno para muchas especies sensibles al frio
o la estacion seca para aquellas que habitan regiones semiaridas. La detencion
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del ciclo en este punto asegura la continuidad de muchas especies tipicas de
habitats con algun periodo fuertemente adverso.

Durante el desarrollo de la semilla, el ABA cumple un rol fundamental que
es el de impedir la germinacion prematura de los embriones. Estudios realizados
sobre embriones de numerosas especies muestran que separados de la semilla
aproximadamente a la mitad de su desarrollo, es decir, siendo completamente
inmaduros y cultivados en medios apropiados pueden germinar y producir plan-
tulas normales. Por otra parte, se ha visto que en muchas especies, entre ellas
poroto (Phaseolus vulgaris) y soja (Glycine max), el tratamiento con ABA ex6-
geno contribuye a la formacién de proteinas de almacenamiento, lo que estaria
indicando su intervencion en el acumulacion de proteinas de reserva. Asimismo
en vid (Vitis vinifera) el ABA mejora la acumulacion de aztcares.

En general, la concentracion de ABA aumenta durante el desarrollo de la
semilla y luego desciende rapidamente hacia la madurez. Esto muestra que una
embriogénesis normal ocurre en presencia de ABA y contribuye a la acumula-
cion de sustancias de reserva, como se comento en el parrafo precedente pero, a
su vez, evita que inmediatamente de terminada la embriogénesis el embrion
pueda germinar.

La concentracion de esta hormona es la resultante entre la sintesis, la de-
gradacion y el transporte que puede realizarse tanto por floema como por xile-
ma. En semillas, las concentraciones pueden ser muy variables y, en algunos
casos, se suele encontrar en altas concentraciones, especialmente en legumbres
que pueden alcanzar los 2 mg/kg de peso fresco, aunque lo normal oscila entre
0,1 y 1 mg/kg de peso fresco.

En semillas maduras, el ABA se presenta tanto en forma libre como ligada
y puede localizarse en el embrion, en el endosperma o en las cubiertas. La for-
ma libre o activa es en muchos casos la responsable de impedir la germinacion
en semillas maduras, como ocurre en algunas rosas (Rosa sp) y damasco (Pru-
nus armeniaca), entre muchas otras.

El mecanismo de accion del ABA en semillas estd basicamente relacionado
tanto a la inhibicion de la sintesis proteica, como a la activacion y desactivacion
de ciertos genes.

El ABA también actila como antagonista de las giberelinas sobre la produc-
cion de o amilasa en la capa de aleurona. Su accion previene el incremento de o
amilasa inducida por GA3 interfiriendo en la produccion de ARNm codificado
para su sintesis, pero también inhibe la actividad de la o amilasa. De manera
que su accion abarca dos aspectos, uno a nivel traduccional y el otro interfirien-
do la propia accion enzimatica. Este efecto del ABA puede ser revertido por
accion de las citocininas.

Hay otros efectos del ABA con relacion a las giberelinas y a la accion de
enzimas hidroliticas de pared inducidas por estas hormonas. Tal el caso de la
inhibicion de la produccion de B-1,3-glucanasa inducida por GA4 en endosper-
ma micropilar de tabaco (Nicotiana tabacum) y de la pérdida de actividad de la
endo-B-manasa inducida por GA4 y GA7 en semilla de tomate (Lycopersicon
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esculentum). La accion de este tipo de enzimas es fundamental para generar un
debilitamiento de las estructuras que rodean la radicula y permitir su emergen-
cia.

5.6. Etileno

Es una fitohormona que se presenta en estado gaseoso en condiciones
fisiologicas. Esta caracteristica permitidé que desde el siglo XIX se reconociera
la existencia de cierta sustancia volatil cuya emanacion aceleraba la maduracion
de frutos y la abscision de hojas. A partir de alli se adoptaron algunas
precauciones fundamentalmente en el almacenaje de ciertos frutos para evitar su
deterioro o, a la inversa, que se aplicara técnicas para acelerar la maduracion en
otros casos.

En 1901 Dimitri N. Neljubow, investigador del Instituto Botanico de San
Petersburgo, demostrd la presencia de etileno en el gas de alumbrado publico,
cuyas fugas eran las responsables de la defoliacion prematura de las plantas
cercanas. Sus trabajos sobre plantulas de arveja (Pisum sativum) crecidas en
oscuridad le permitio plantear los efectos del etileno como de respuesta triple,
caracterizada por la reduccion del alargamiento del tallo, aumento de la expan-
sion radial y del crecimiento horizontal. En 1934, R. Gane prob6 que el etileno
era un producto natural generado por el metabolismo de las plantas y comenz6 a
ser considerado una fitohormona, pero de importancia secundaria. Recién a
partir de 1959, con la incorporacion de la técnica de cromatografia gaseosa, fue
posible profundizar las investigaciones y revalorizar su rol como fitohormona.

El etileno puede producirse practicamente en cualquier tejido de las plantas
superiores y se mueve por difusion por los espacios intercelulares. El precursor
biosintético es el aminoacido metionina, a partir del cual una secuencia de reac-
ciones conducen a que los carbonos 3 y 4 de éste aminoacido se conviertan en
etileno (Fig. 5.14).

La velocidad del proceso biosintético esta limitada por los niveles de la
ACC sintasa. El agregado exdgeno de esta enzima, que habitualmente se en-
cuentra en muy bajas concentraciones, tiene como consecuencia el inmediato
incremento en la produccion de etileno. EI ATA también acelera su produccion a
través de su efecto positivo sobre la sintesis de ACC sintasa. Asi se explican las
mayores concentraciones de etileno causadas por heridas u otros fenomenos que
provoquen un aumento del AIA en los tejidos afectados. Este efecto ha condu-
cido a errores de interpretacion, ya que en realidad algunas acciones atribuidas a
las auxinas eran en realidad debidas a la accion del etileno. Este es el caso de la
induccion de la floracidon en anana (4dnanas comosus). La planta de anana frente
a aspersiones con auxinas, activa la sintesis de etileno provocando una mayor
velocidad de floracion.
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Fig. 5.14. Biosintesis de etileno (SAM: S-adenosilmetionina; ACC: Acido ciclopro-
pano- carboxilico; EFE: Enzima formadora de etileno).

Como en las demas hormonas, el etileno presente esta determinado por dos
procesos opuestos como son la biosinteis y la degradacion. Respecto de esto
ultimo, el etileno puede ser completamente oxidado hasta CO2 en la mayoria de
los tejidos vegetales, seglin la siguiente secuencia:

H.C = CHy :>}LC—C}L > HOOC — COOH > CQ1,

Etileno o Acido Oxalico Dioxido
Oxido de Etileno ca¥ns
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Ademas, la formacion de conjugados, por lo comin con glucosa, constituyen
formas inactivas del etileno.

En la mayoria de los casos, el etileno estimula la germinacion de semillas en
dormicion y sin dormicion. En algunos casos no ejerce efecto o actlia como
inhibidor. El efecto sobre la ruptura de la dormicion parece estar relacionado
con el balance en el ABA y las GAs.

Diversos trabajos que consistieron en retirar el etileno del ambiente que ro-
dea a la semilla, mostraron una inhibicion de la emergencia radicular. En tanto
que en presencia de etileno se promovio6 el desarrollo celular que permitio su-
perar la resistencia de las cubiertas. De hecho, en numerosas especies se ha
verificado un aumento en la sintesis de esta fitohormona durante la ruptura de
las cubiertas y la emergencia radicular. Sin embargo, la acciéon mas reconocida
del etileno estd relacionada a la emergencia de las estructuras aéreas sobre la
superficie del suelo. El efecto es notable y se relaciona con la respuesta triple.
Esta es particularmente significativa para la emergencia en condiciones adver-
sas como la que se presenta cuando existe una resistente capa de suelo que difi-
culta la emergencia.

La denominada “triple respuesta” del etileno, consiste en:
a. la disminucion del alargamiento
b. el incremento del desarrollo lateral
c. el estimulo del crecimiento horizontal

La presencia del etileno responsable de estos efectos surge dada la
compactacion superficial del suelo, lo que se denomina comunmente
“planchado” y que forma una delgada capa

Estos hechos implican un cambio en la orientacion del crecimiento de plan-
tulas, que conlleva a que posean hipocotilos més cortos, gruesos y con gancho
plumular cerrado.

Ocurre a través de una reorientacion de los microtabulos, los cuales se dis-
ponen en sentido longitudinal, condicionando la orientacion de las microfibri-
llas de celulosa de la pared celular. Estas se depositan en forma paralela a la
orientacion de los microtubulos. La orientacion de los microtibulos y, en con-
secuencia, el sentido de orientacion de la microfibrillas de celulosa determina la
direccion del crecimiento, el cual ocurre en sentido transversal a dichas orienta-
ciones.

Por ello, el crecimiento sera mayor en ancho que en largo, generando en-
grosamiento y una mayor fuerza del gancho plumular en dicotiledéneas, y en
coleoptilos y mesocétiles de gramineas. Asi, es posible superar la resistencia
impuesta por los suelos compactos, aunque lentamente debido al retraso del
crecimiento impuesto por la accion del etileno presente.

El otro efecto correspondiente a la triple respuesta se refiere a una mayor
tendencia hacia el crecimiento horizontal, debido a la disminucion de la sensibi-
lidad geotropica negativa de los tallos de plantulas de dicotiledoneas. Esta ca-
racteristica permite aumentar las posibilidades de ubicar puntos de menor resis-
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tencia para la emergencia en condiciones de suelos compactos. En estas condi-
ciones edaficas, el etileno producido por la flora del suelo, escapa més lenta-
mente, aumenta su concentracion y en consecuencia, sus efectos.

Ademas, el etileno favorece la capacidad de germinacion de las semi-
llas de numerosas especies, y se ha constatado un aumento de su sintesis
durante la ruptura de las cubiertas y la emergencia de la radicula.

En detalle, la triple respuesta del etileno se relaciona con su efecto sobre la
inhibiciéon del alargamiento del tallo y paralelamente sobre el aumento de su
engrosamiento, lo que ocurre a través de una reorientacion de los microtubulos.
Estos se disponen en sentido longitudinal, condicionando la orientacion de las
microfibrillas de celulosa de la pared celular, las cuales se depositan en forma
paralela a la orientacion de los microtiibulos. La orientacion de los microtibulos
y, en consecuencia, el sentido de orientacion de la microfibrillas de celulosa
determinan la direccion del crecimiento, el cual ocurre en sentido transversal a
dichas orientaciones. Por ello, el crecimiento sera mayor en ancho que en largo,
generando engrosamiento y una mayor fuerza del gancho plumular en dicotile-
doneas, y en coledptilos y mesocotiles de gramineas. Asi, es posible superar la
resistencia impuesta por los suelos compactos, aunque lentamente debido al
retraso del crecimiento impuesto por la accion del etileno presente.

Planta normal

Planta tratada C:Ha

Fig. 5.15- Esquema comparativo que muestra la diferencia en el crecimiento de una
plantula dicotiledonea de germinacion epigea normal y de otra tratada con etileno.

El etileno, conjuntamente con la luz y las auxinas, también esta involucrado en
el desdoblamiento del gancho plumular a través de su efecto sobre el
alargamiento del tallo, (Secc. 4.3.1). Se ha encontrado que la luz rojo lejana
(LRL-730nm) y las auxinas, inducen la liberacion de etileno en la parte apical
inhibiendo el alargamiento de la parte concava interna del gancho, lo que
determina el mantenimiento de esta forma caracteristica. Opuestamente, la
incidencia de luz roja (LR-660nm) reduce la liberacion de etileno y permite la
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apertura del gancho. Este efecto de la luz estd mediado por el fitocromo. Los
aspectos referidos al fotocontrol de la germinacion se abordaran en el Capitulo
8.

5.7. Otras fitohormonas

En este punto se consideran otras fitohormonas diferentes de las clasicas
reconocidas y abordadas anteriormente. Estudios recientes han permitido
identificar algunas sustancias que tienen significativos efectos en el crecimiento
y desarrollo de las plantas. Algunas de ellas con posibilidades de aplicacion en
la agricultura, dados algunos efectos positivos mostrados por algunas plantas
tratadas y expuestas a factores ambientales adversos, y también sobre la
cantidad y calidad de la produccion de diferentes cultivos de gran importancia
agronomica.

5.7.1. Brasinas

También mencionadas como brasinolidos o brasinoesteroides son conocidas
desde la década del 70 y consideradas como el sexto grupo de fitohomonas.
Fueron descubiertas por J. W. Mitchell y colaboradores en 1970 a partir de
extractos de polen de nabo (Brassica napus). Las llamaron brasinas y sus
bioensayos probaron los efectos sobre el alargamiento celular y engrosamiento
del segundo entrenudo de poroto (Phaseolus vulgaris). Estudios posteriores
permitieron reconocer que se trababa de un compuesto con una estructura
esteroidal. Especificamente son polihidroxiesteroides (Fig. 5.15) que actan
sobre procesos fundamentales en el crecimiento y desarrollo de las plantas
como son la division, diferenciacion y expansion celular en tejidos de plantas en
activo crecimiento. Mas tarde, los estudios con mutantes de Arabidopsis
thaliana deficientes o insensibles a brasinoesteroides mostraron cambios
notables en el fenotipo como enanismo severo, disminucién notable del
alargamiento del hipocotile, disminucion del desarrollo radicular y alteraciones
en la morfologia foliar.

También se ha demostrado que actiian a muy bajas concentraciones del or-
den de 100 veces inferiores a las concentraciones tipicas de las fitohormonas
clasicas. En ensayos a campo se ha probado que actian favoreciendo la produc-
cion de biomasa y el rendimiento de los cultivos en cantidad y calidad como en
papa, arroz, tabaco y especies horticolas como tomate y sandia.
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Fig. 5.16- Estructura basica de una brasina.

Especificamente, en germinacion se destaca la importancia de este regulador
sobre la elongacion del hipocétilo. El crecimiento de este 6rgano en los
primeros estadios de la plantula produce, en las especies de germinacion epigea,
la elevacion de los cotiledones y de la plumula hasta superar el nivel de la
superficie del suelo. Esto es fundamental, ya que la emergencia de los
cotiledones permite, luego del desdoblamiento del gancho plumular, el inicio
del proceso fotosintético y, por lo tanto, la generacion de fotosintatos que
aportan materia y energia, necesarias para el crecimiento de la plantula (Ver
4.3.1 y 2). La accidon de las brasinas sobre el crecimiento hipocotilar, pone en
evidencia su accion como regulador fundamental que estimula la division y la
expansion de este 6rgano de las plantulas recién germinadas, contribuyendo a la
rapida emergencia de los cotiledones y al crecimiento de las primeras hojas
verdaderas. Recordemos que esta etapa es particularmente riesgosa para un
cultivo ya que es la etapa de mayor vulnerabilidad frente al ataque de
microorganismos patdgenos de suelo, insectos y pajaros. En consecuencia la
rapidez en superar esta etapa aumenta consecuentemente el indice de
supervivencia de las plantas del cultivo.

5.7.2. Jasmonatos

Los jasmonatos son reguladores, derivados oxigenados de los acidos grasos
linoleico y linolénico. Se reconocen el acido jasmoénico (AJ) (Fig. 5.16) y el
metil jasmonato (MeJA), compuesto volatil aislado en 1962 a partir del aceite
de jazmin del pais (Jasminum grandiflorum). Se sintetizan a través de la ruta de
los octadecanoides, sobre la cual hay abundante informacion.

()
"“\"\:—_._/N\"\

COOH

Acido Jasménico
(C12H1803)

Fig. 5.17. Estructura del acido Jasménico
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Los estudios sobre la accion reguladoras de estos compuestos se inician en la
década del 80 cuando se descubre que aplicaciones exdgenas promovian la
senescencia, ya que provocaban clorosis foliar por activacién de los procesos de
degradacion de la clorofila. Posteriormente se comprobd que actuaban como
moléculas sefializadoras de la expresion génica en respuesta a diversas
situaciones de estrés generadas por factores bidticos y abidticos. Entre los
primeros, podemos mencionar el dafio causado por insectos y patdogenos, los
cuales inducen mecanismos de respuestas sistémicas (MRS) y locales. En
efecto, como respuesta al ataque de insectos, se incrementa la concentracion de
JA desencadenando la sintesis de proteinas de defensa.

Las proteinas de defensa son propiamente proteinas o polipéptidos capaces
de inhibir la accién de un gran numero de proteasas digestivas de los insectos
que atacan a las plantas. Este tipo de enzimas se hallan presentes en casi todas
las formas de vida, incluidas las plantas. Generalmente se concentran en tejidos
de almacenamiento como semillas de leguminosas, frutos de gramineas y tu-
bérculos de papa. Ademads, se ha reportado su presencia en tejidos de raices y
hojas de numerosas familias.

A partir del ataque de herbivoros y con su consecuente dafio, la planta pone
en marcha el mecanismo de defensa que incluye la induccion de la expresion de
genes de inhibidores de proteasas. Esto ocurre tanto en células ubicadas en el
lugar del dafio (respuesta local) como en lugares distantes (respuesta sistémica).
La respuesta de defensa de la planta puede desencadenar la expresion génica de
multiples inhibidores de proteasas que pueden inhibir un amplio nimero de
proteasas propias del agente causante del dafio. La accion directa es el impedi-
mento de la degradacion de proteinas vegetales por parte del insecto y en conse-
cuencia la limitacion del crecimiento y desarrollo de la plaga.

Se reconocen varias sefiales sistémicas relacionadas con los dafos causados
por la herbivoria entre las que se incluyen la sistemina, el ABA, variaciones
hidraulicas (cambios en el potencial agua) y sefiales eléctricas (activacion de
potenciales eléctricos de membrana). La sistemina es un péptido de 18 aminoa-
cidos cuya presencia fue detectada inicialmente en tomate a partir de dafios
ocasionados por insectos. La presencia de esta molécula sefial incrementa la
concentracion de jasmonatos y, como consecuencia, se activa la expresion de
genes inhibidores de proteasas limitando el consumo de proteinas vegetales por
parte del insecto responsable del ataque.

Por otra parte, estudios en numerosas plantas han demostrado un aumento
en la concentracion de jasmonatos frente a exposiciones a factores abidticos
estresantes. Déficit hidricos, bajas temperaturas, salinidad y elevadas concentra-
cion de ozono provocan niveles mas elevados de jasmonatos en plantas toleran-
tes que en las sensibles. Especificamente, plantas de tomate expuestas a estrés
salino incrementaron los niveles de enzimas lipoxigenasas pertenecientes a la
via biosintética de AJ. Las plantas con mayores incrementos de AJ fueron las
que mostraron mayor tolerancia a este tipo de estrés. Por otra parte, en numero-
sas plantas estudiadas sometidas a déficit hidrico se comprob6 una elevada con-
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centracion de jasmonatos, lo que determiné una disminucion de la transpiracion
a través del cierre estomatico.

En cuanto a su relacién con la germinacion, se ha comprobado que el AJ y
el MeJA ejercen muy poca accion y se ha observado que solo elevadas concen-
traciones son efectivas para inhibir el proceso de germinacion, el crecimiento
del embrién y la elongacion de las raices. Los aportes bibliograficos indican que
el acido abscisico (ABA) es siempre mas eficaz que el JA o MeJA sobre los
procesos mencionados.

5.7.3. Salicilatos

Dentro de los salicilatos, se encuentran el 4cido salicilico (AS) que es la
principal molécula sefial, en tanto que el 4cido acetil salicilico (AAS) es uno de
sus analogos, mientras que el salicilato de metilo (SaMe) es un compuesto
volatil que la planta puede sintetizar a partir de AS.

El acido salicilico (AS) es mundialmente conocido dado su aplicacion en
medicina como componente de la aspirina o acido acetilsalicilico (Fig 5.17). La
denominacion de acido salicilico proviene del sauce, cientificamente conocido
como género Salix, especificamente del Salix alba. Las hojas y corteza de este
arbol se utilizaban como cura para el dolor y la fiebre. A partir de este conoci-
miento empirico, Johann Buchner aisl6 en 1828 el compuesto activo al cual
denominé salicina. Mas tarde, en 1874 comenzd en Alemania la produccion
comercial de AS. Finalmente, en 1898 y luego de numerosos aportes cientificos,
se obtuvo el acido acetilsalicilico que fue producido y comercializado por la
compafiia Bayer bajo el nombre de aspirina.

En plantas se ha visto que la aspirina aumenta la vida de las flores cortadas
y puestas en un florero, probablemente por un efecto combinado de inhibicion
en la biosintesis de etileno y celulasa en los tejidos y de acidificacion del medio.
Asimismo, el AS presenta propiedades de retraso de la senescencia, inductor de
floracion y tuberizacion. También actia como compuesto termogénico y alelo-
patico.

El AS pertenece a un grupo muy diverso de sustancias conocidas como fe-
nolicos, mas especificamente derivadas del acido benzoico. Los compuestos
fendlicos estan relacionados con el metabolismo secundario e involucrados en
gran cantidad de actividades de regulacion en las plantas.

COOH

OH

Fig. 5.18- Estructura del acido Salicilico.

122



HORMONAS EN LA GERMINACION

Diversos trabajos cientificos han demostrado que el AS estd presente en casi
todos los tejidos de las diversas plantas estudiadas, alguna de ellas de gran
interés econdmico como arroz, cebada, soja. Se presenta en concentraciones de
hasta 1ug gy se lo puede encontrar en los tejidos en forma libre y conjugada
con glucosidos, ésteres y amidas.

Sus efectos se asocian a diversos procesos fisioldgicos, en particular con
los relacionados a mecanismos de defensa. Recordemos que los mecanismos de
defensa en plantas actian sobre la base de cambios fisicos, quimicos y molecu-
lares, generalmente no individuales, sino de acciéon combinada y consecuente-
mente de mayor efectividad. Asi, cambios en la lignificacion o en la sintesis de
proteinas de defensa son notables mecanismos de defensas en plantas. Sin em-
bargo, una de las defensas activas mas efectivas son las llamadas de resistencia
sistémica adquirida (RSA) caracterizada por la produccién por parte de la
planta de sefiales desde la o las zonas infectadas o atacadas, en forma sistémica
a otras partes de las plantas no afectadas. El fenomeno RSA se desencadena una
vez iniciado el proceso de infeccidn, activando los niveles de compuestos pro-
pios de defensa como quitinasas y otras enzimas como glucanasas. Estas enzi-
mas hidroliticas tienen la capacidad de degradar polisacaridos, componentes de
la pared celular de los hongos patégenos, lo que limita su crecimiento y en con-
secuencia el avance del dafio.

El RSA actia a través de una sefal o sefiales que se mueven de forma sis-
témica entre los diferentes 6rganos de la planta. Trabajos experimentales con
aplicacion exdgena de AS han mostrado el inicio de RSA, por ello se cree que el
AS funciona como activador o inductor de este proceso.

En relacion al AS con la germinacion, se ha demostrado que un pretrata-
miento a semillas de chile (Capsicum annum) con SA 10* M fue efectiva para
inducir tolerancia al estrés por frio a nivel de 4°C, lo que se manifestd con un
mayor crecimiento en altura y peso fresco y seco de la parte aérea. Asimismo,
en ensayos realizados sobre varias variedades de arroz (Oriza sativa) se obser-
varon respuestas claramente positivas en el porcentaje de germinacion y en el
crecimiento de la raiz y el coledptilo, lo que se reflejoé en un mejoramiento del
vigor. Esto abre un posible uso dentro de las practicas agronémicas de este cul-
tvo.

5.8. Los estimulos y las respuestas de las planta

Las plantas responden a diferentes estimulos propios o exdgenos, tanto bidticos
como abidticos. Las respuestas generadas no son el resultado de una unica via
de sefalizacién, sino de un conjunto complejo de diferentes vias de
sefalizaciones con diferentes intensidades. Las interacciones y el balance entre
las mismas producen finalmente la resultante o respuesta final al estimulo
recibido.

Existen numerosas evidencias de que la célula es capaz de combinar de dis-
tintas formas las mismas rutas hormonales para determinar respuestas muy dis-
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tintas a distintos estimulos. Un ejemplo claro lo constituye la respuesta de las
plantas a patdégenos y heridas. Aunque en ambos casos la planta activa la ruta
del jasmoénico (AJ) y del etileno (E) combina estas dos rutas de distinta forma
para que las respuestas finales sean distintas y especificas para cada estimulo.

Esto implica decir que las rutas de sefializacion hormonal no son indepen-
dientes ni lineales. Por lo que la comprension de cualquier ruta requiere enten-
der las interacciones estables con otras rutas y como se regulan estas interaccio-
nes desde el punto de vista molecular.
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DEGRADACION Y MOVILIZACION DE RESERVAS

Como vimos, la germinacién se inicia con el proceso de hidratacion.
Posteriormente ocurre la activacion de la respiracion que provee la energia
necesaria para el crecimiento del embrion. La provision de energia deriva de la
respiracion de las reservas nutritivas acumuladas en las diversas formas, por lo
general, polimeros de alto peso molecular en forma de almidon, lipidos
complejos y proteinas. La semilla debe poner en funcionamiento el aparato
enzimatico capaz de degradar esas reservas y movilizarlas hacia el embrion
como monosacaridos, acidos grasos o aminoacidos. Sin embargo, la
degradacion de estas grandes reservas acumuladas generalmente no ocurre
inmediatamente después de la hidratacion. En numerosas especies se ha
observado que la degradacion de las grandes reservas compartimentalizadas
ocurre después de varias horas de incubacion. Por ello, el embrion debe
disponer de otras fuentes energéticas de uso inmediato. Aminoacidos, lipidos y
carbohidratos solubles almacenados desde la maduracion de la semilla,
abastecen los requerimientos energéticos en los primeros momentos de
demanda.

A continuacion, desarrollaremos los aspectos referidos a la movilizaciéon de
cada una de las grandes reservas. La de carbohidratos la abordaremos desde los
cereales, en especial la cebada, mientras que las proteicas y lipidicas se tomaran
en un sentido mas general, si bien para la primera se consideraran aspectos mas
relacionados a las semillas de leguminosas.

6.1. Carbohidratos

En este punto se considera la movilizacion de las grandes reservas de
carbohidratos almacenadas fundamentalmente en el endosperma. Recordemos
que el embrion debe disponer de reservas rapidamente respirables para
abastecer los requerimientos energéticos en los primeros momentos de
demanda. La semilla de cebada contiene, aunque en poca cantidad, sacarosa
(disacarido) y rafinosa (trisacarido), carbohidratos de bajo peso molecular, en
una relacion 3:1. Se ha observado que sus concentraciones decaen
significativamente dentro de las primeras 48 horas de iniciado el proceso de
germinacion. A partir de alli, la degradacion de las grandes reservas del
endosperma aportaran los sustratos respirables para cubrir los requerimientos
energéticos que demanda el crecimiento, hasta alcanzar la autosuficiencia
fotosintética.
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Fig. 6.1. Reservas de bajo peso molecular y de rapida disponibilidad en cebada. Vista de
semillas y plantula de cebada (Hordeum vulgare)

Cuando hablamos de las grandes reservas de carbohidratos nos referimos a
polisacaridos, en especial al almidon que se acumula en los amiloplastos, tanto
del endosperma como de los cotiledones. La degradacion in vivo del almidon
dentro de las semillas puede ocurrir basicamente por dos rutas catabolicas: a)
hidrolitica y b) fosforolitica.

a) Ruta hidrolitica: estd mediada por la accion de amilasas. La amilosa y la
amilopectina constituyentes del almidon son degradadas por la o amilasa. Esta
rompe los enlaces o 1-4 de las cadenas liberando oligosacaridos, que por
hidrélisis sucesivas liberaran glucosa y maltosa (disacarido glucosa-glucosa)
para el caso de la amilosa, y ademas dextrina limite para la amilopectina. La
dextrina limite es un residuo derivado de las cadenas ramificadas de la
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amilopectina; consiste en un compuesto muy ramificado constituido por
cadenas de glucosa con enlaces a 1-6 que la o amilasa es incapaz de hidrolizar.
La B amilasa interviene luego de la accidn inicial de la o amilasa. Actlia sobre
los oligosacaridos, generados luego de la acciéon de la a amilasa, desde el
extremo no reductor de la cadena hidrolizando enlaces o 1-4 liberando maltosa
y dextrinas limite. Las dextrinas limites deber ser degradadas por enzimas
especificas que rompen enlaces 1-6. Estas son las dextrinasas limite, enzimas
desramificadoras que liberan oligosacaridos, los cuales frente a la accion de o
amilasa, también generan glucosa y maltosa. Finalmente, el disacarido maltosa
es hidrolizado a dos moléculas de glucosa por la accidén de la enzima maltasa
(glucosidasa).

La secuencia de reacciones descriptas se presenta en la Fig. 6.2.

oL amilasa

Amilosa |:> ghicosa + maltosa

o amilasa
Amilopectina |:> ghicosa + maltosa + dextrina limite

P amilasa

Amilosa :> maltosa

P amilasa
Amilopectina |:>mahosa + dextrina Hmite

dextrinasa oL amilasa

Dexfrina Limite |:> oligosacaridos :> glucosa + mmaltosa

maltasa
Maltosa ::> 2 ghicosa

Fig. 6.2. Reacciones de degradacion del almidon con las enzimas intervinientes.
No se incluyen las moléculas de agua requeridas por cada uno de los enlaces
removidos como corresponde a las reacciones hidroliticas.

Almdén fosforilasa
Amilosa + Amilopectina + Pi |::> Glucosa 1-P + Dextrina limite
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b) Ruta Fosforolitica: estd mediada por la accion de la enzima almidon
fosforilasa que actua incorporando fosfato en lugar de agua y liberando glucosa
1-P y dextrina limite, como se puede apreciar en la siguiente reaccion:

Ambas vias coexisten y las enzimas correspondientes se presentan en cantidades
apreciables en las semillas. Pero, recordemos que el grano de almidon debe ser
primero degradado por la o amilasa. El almidon fosforilasa puede participar en
grado variable seglin la especie después de la accion primaria a cargo de la o
amilasa.

Las caracteristicas particulares de las células que separan el escutelo del
endosperma hacen posible que los mayores productos de la degradacion del
almidon, como son glucosa y también maltosa, puedan ser transferidos al escu-
telo y, posteriormente, alli convertidos en sacarosa. Bajo esta forma son trans-
portados via floema hacia los principales lugares de consumo en esta etapa,
como son los apices caulinar y radicular.

El almidén también puede formar parte de reservas ubicadas fuera del en-
dosperma. En estos casos, la degradacion sigue los mismos mecanismos que los
indicados para los cereales, y los productos obtenidos son transportados desde
los cotiledones o desde el perisperma hacia el eje embrionario.

Hasta aqui se ha considerado la movilizacion de reservas de hidratos de
carbono en forma de almidon. En las leguminosas no endospermadas, las sus-
tancias de reserva se almacenan en los cotiledones. Sin embargo, en algunos
representantes de la familia Leguminosas, tribu Trifolieas sus reservas se acu-
mulan en el endosperma, el cual no es absorbido durante el desarrollo de la
semilla. Estas reservas endospermadas estan constituidas por hidratos de car-
bono distintos del almidén: los galactomananos. Estos se depositan hacia el
interior de la pared primaria de las células del endosperma durante el llenado
del grano llegando a obturar completamente las cé¢lulas, las cuales terminan
perdiendo su protoplasto. Estas reservas son degradadas y movilizadas desde el
inicio de la hidratacion por tres enzimas fundamentales: la o galactosidasa que
rompe enlaces o 1-6 liberando la galactosa ubicada lateralmente a la cadena de
manosas, y las endo y exo Pmanasa que actuan sobre el polimero de manosa
restante liberando manosa. Ambos carbohidratos -galactosa y manosa- son
translocados a los cotiledones y de alli, como sacarosa, al eje embrionario para
ser respirados o para generar compuestos intermedios del metabolismo. Hay
otras especies que también disponen de este tipo de reservas fuera del endos-
perma, tal es el caso de Coffea arabiga que las posee en el perisperma.

6.2. Proteinas
Las proteinas de reserva se almacenan como cuerpos proteicos rodeados por una

membrana tipica (ver Secc. 3.2.1.2). Se acumulan, durante el llenado del grano,
en el mesofilo de los cotiledones y en el endosperma, fundamentalmente en la
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capa mas externa o capa de aleurona y, en menor proporcion, en la parte central
del endosperma o endosperma amilaceo (Secc.3.2.2.2 y Fig. 3.1).

La hidrélisis ocurre por la accién de enzimas proteoliticas o proteasas que
hidrolizan los enlaces peptidicos, es decir C-N, produciendo la liberacion de
polipéptidos y luego de aminoacidos. Estos productos son usados fundamental-
mente en la resintesis de nuevas proteinas o enzimas requeridas para la degrada-
cion de reservas, para el crecimiento del embridon o, en menor medida, para ser
desaminados y sus esqueletos carbonados usados en el proceso de respiracion
oxidativa.

Las proteasas se clasifican, segun su funcion especifica, en endo y exopep-
tidasas. Las primeras rompen los enlaces ubicados en posiciones internas o cen-
trales de la cadena polipeptidica para generar polipéptidos de menor tamarfio.
Las exopeptidasas actian sobre los extremos de la cadena peptidica liberando
aminoacidos terminales. Se clasifican segun el extremo sobre el que actiian en:
carboxipeptidasas, lo hacen sobre los extremos carboxilicos y aminopeptidasas,
sobre terminaciones amino. Lo descrito corresponde a la secuencia presentada
en la Fig. 6.3.

Endopeptidasas
Pépidos [ > Aminodcidos
Pequefios
POLIPEPTIDOS
Exopeptidasas
Aminoacidos

Fig. 6.3- Vias posibles de hidrolisis proteica.

No obstante haber presentado los aspectos generales de la degradacion de las
reservas proteicas es posible describir brevemente algunos aspectos particulares
referidos a los cereales y a las dicotiledoneas. En cereales se reconocen tres
sistemas proteoliticos que actian en tres lugares claves de la semilla:

a) proteasas de la capa de aleurona: se sintetizan de novo y estan bajo el
control del embrioén a través de las giberelinas. Estas enzimas hidrolizan
las proteinas de la capa de aleurona y los aminoacidos generados se
utilizan bésicamente para la resintesis de enzimas como la o amilasa,
fundamental para el inicio de la degradacion del almidon.

b) proteasas del endosperma amilaceo: de ellas es posible distinguir dos
tipos, aquellas provenientes de la capa de aleurona cuya sintesis
depende de las giberelinas y otras proteasas preexistentes y que se
activan luego de la hidratacion.
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c) proteasas del embrion: corresponde al sistema responsable de la
hidrélisis de péptidos pequefios movilizados desde el endosperma hacia
el escutelo.

Independientemente de estas proteasas especificas, se debe tener presente la
accion permanente del conjunto de proteasas responsables de la sintesis y
degradacion de las proteinas o “turnover”, fundamental para el mantenimiento
de la adecuada concentracion enzimatica.

En dicotiledoneas, las reservas proteicas principales se localizan fundamen-
talmente en los cuerpos proteicos del mesofilo de los cotiledones y, en menor
proporcion, en el endosperma remanente no consumido por el embrion. Cabe
aclarar que las reservas proteicas de los cotiledones, generalmente no son hidro-
lizadas hasta que se hayan consumido las reservas del endosperma.

Los cuerpos proteicos contienen endoproteasas y carboxipeptidasas genera-
das como sintesis de novo que inician la degradacion de las proteinas de reserva.
Su accion produce aminoacidos y pequefios oligopéptidos los cuales son trans-
portados al citosol y alli degradados por aminopeptidasas para completar la
hidrolisis hasta aminoacidos (Fig. 6.2). Los estudios reportados indican que
dentro de los cuerpos proteicos se presenta un ambiente 4cido con un pH entre 5
y 6, lo que favorece la accidon de carboxipeptidasas. En cambio el pH mas ele-
vado, entre 6.5 y 8, que presenta el citosol impone las condiciones dptimas para
la accion de las aminopeptidasas.

6.3. Lipidos

Las reservas lipidicas se presentan en el citoplasma de los tejidos de
almacenamiento, fundamentalmente en los cotiledones de las dicotiledoneas y
en el escutelo de las gramineas, en forma de cuerpos lipidicos, esferosomas u
oleosomas. Se hallan rodeados por una simple unidad de membrana, como fue
descrito en detalle en el capitulo tres, cuando se abordd el tema referido a la
acumulacion de las diferentes reservas (Secc. 3.2.1.2).

Los lipidos acumulados no pueden ser transportados directamente desde el
lugar de almacenamiento hacia el eje embrionario, de manera que deben ser
degradados a compuestos mas simples, factibles de ser movilizados.

Las semillas acumulan sus reservas lipidicas principalmente como triglicé-
ridos y su degradacion implica la transformacion de éstos en carbohidratos. La
via de movilizacion ha sido estudiada en detalle en Ricinus communis y puede
ser tomada como referencia para la mayoria de las semillas con este tipo de
reservas. El proceso completo implica una serie de reacciones compartimentali-
zadas en cuatro lugares diferentes:

a) En los cuerpos lipidicos, donde se inicia el proceso con la accion de
lipasas sobre los triglicéridos. Generan secuencialmente
diglicéridos, monoglicéridos y finalmente glicerol y acidos grasos
libres.
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b) En los glioxisomas, donde ocurre la 3 oxidacion y el ciclo del
glioxilato, y se obtiene succinato

c) En las mitocondrias, donde se trasforma el succinato en
oxaloacetato por las reacciones comunes correspondientes al ciclo
de Krebs.

d) En el citoplasma, donde, por gluconeogénesis se transforma el
oxalacetato en sacarosa que es la forma cominmente transportable

La via de P oxidacion requiere que el acido graso sea previamente activado a
través de una reaccion que requiere de ATP y Coenzima A. El producto final de
esta via es Acetil-CoA el cual puede ingresar en el ciclo del glioxalato o
alternativamente al ciclo de Krebs. La secuencia desarrollada con el agregado
de los intermediaros metabolicos se representa en la Fig. 6.4.

Por otra parte, algunos representantes de la familia Cucurbitdceas y algunas
oleaginosas como algodon (Gossipum hirsutum) y girasol (Helianthus annuus)
desarrollan grandes cotiledones que rapidamente se transforman en 6rganos con
cierta capacidad fotosintética. En estos casos, los carbohidratos obtenidos por
degradacion de las reservas grasas pueden tener destinos diferentes. Una parte
de ellos puede ser exportada hacia el eje embrionario y abastecer los requeri-
mientos del crecimiento, mientras que otra parte permanece en el tejido cotile-
donal a efectos de aportar las estructuras carbonadas para el desarrollo de cloro-
plastos y de otras estructuras celulares.

6.4. Fitina

Se acumula fundamentalmente en cotiledones y endosperma, en particular en la
capa de aleurona, dentro de los cuerpos proteicos adoptando una forma
globular. Su papel es el de suministrar fosfato, cationes mono y divalentes como
potasio, magnesio, calcio, etc., y mio-inositol (Secc. 3.2.1.4), los cuales son
movilizados hacia el embrion en crecimiento.

Los elementos minerales esenciales se incorporan al metabolismo seglin sus
funciones estructurales y/o funcionales. El mio-inositol actia como precursor de
pectinas, constituyente principal de la laminilla media y también de polisacari-
dos componentes de pared celular.

La degradacion de la fitina depende de la accion de una fitasa. Esta se en-
cuentra presente en las semillas maduras antes de iniciada la germinaciéon. Su
actividad se pone de manifiesto por las notables variaciones de las fracciones
fosfatadas entre los lugares de acumulacion y de uso. Como referencia es posi-
ble citar el caso de la avena (4vena sativa), en la cual se ha observado que a los
dos dias desde el inicio de la hidrataciéon ocurre una notable disminucion de
estos componentes en el endosperma y simultaneamente un incremento de los
mismos en el eje embrionario.
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Cabe aclarar que si bien las semillas poseen un tipo de reserva principal que
las caracteriza, también acumulan los otros tipos mencionados, en proporciones
variables. Por ello, las diferentes vias de degradacion coexisten, funcionan para-
lelamente y aportan la energia que requiere el crecimiento del embridon. Sin
embargo, recordemos que la degradacion de las reservas no solo constituye el
aporte energético, sino también la provision de intermediarios metabolicos.
Estos son fundamentales para la construccion de las diversas estructuras celula-
res que demanda el crecimiento y para la sintesis de compuestos organicos tales
como enzimas, pigmentos y hormonas, entre otros.

CUERPO LIPIDICO

Acidos

Triglicéridos grasos

P Oxalacetato
oxidacion

Malato CoA

CoA,

Ciclo del .
Glioxilato Citrato

GLIOXISOMA
Glioxilato

Isocitrato

MITOCONDRIA

. S
Succinato Malato Oxalacetato

Fumarato

C Fructosa 6-P «——Fosfoenolpiruvato«— Oxalacetato

Sacarosa CITOSOL

Fig. 6.4. Via de degradacion de las reservas lipidicas.

132



7

IMPEDIMENTOS A LA GERMINACION

Hasta aqui hemos visto como estd formada una semilla y como es el proceso de
germinacion incluido su control hormonal. A continuacion estudiaremos las
causas que impiden que una semilla entera y sana pueda germinar. Para ello,
consideraremos una semilla en madurez fisioldgica, es decir una semilla viable
y que ha alcanzado su méaximo peso seco. Una semilla es viable cuando esta
viva y es capaz de germinar si se le suministran las condiciones adecuadas.
También se considera viable aunque no pueda germinar en condiciones
adecuadas debido a que algun factor propio de la semilla lo impide, pero una
vez superado podra germinar. Opuestamente, se considera no viable, a la
semilla incapaz de germinar independientemente de las condiciones que se
utilicen para promover su germinacién ain en condiciones adecuadas y sin
ningun factor interno que lo impida.

Frecuentemente semillas viables puestas bajo condiciones de germinacion,
no germinan debido a que presentan un periodo inactivo. En la mayoria de los
casos los periodos de inactividad estan ligados de alguna manera a variaciones
del ambiente. El éxito de una especie en cierto habitat esta determinado, no s6lo
por la capacidad de resistencia a las condiciones ambientales, sino también por
la habilidad para regular su ciclo de vida seglin las variaciones estacionales.
Esto implica reconocer las sefiales fisicas del ambiente, tales como las variacio-
nes de temperatura, humedad, horas de luz, etc. y transformarlas en sefiales
quimicas reguladoras del crecimiento y desarrollo, de manera que posibilite a
estas semillas eludir la adversidad o enfrentarla de la mejor manera posible.

Hay dos razones por las cuales una semilla viable no germina, ellas son:
quiescencia y dormicién. La terminologia utilizada en este texto ha sido cuida-
dosamente aplicada dada la diversidad de términos usados con muy diferentes
significados y frecuentemente opuestos.

7.1. Quiescencia

Se dice que una semilla presenta este estado cuando no germina debido a que
las condiciones ambientales no son las adecuadas, es decir, factores externos
tales agua, luz, temperatura, entre otros, limitan el proceso.

En este caso la semilla no germina por causas externas, ajenas a la propia
semilla. En este estado puede permanecer y sobrevivir generalmente por largos
periodos de tiempo. Esta condicion es aprovechada para la conservacion de
semillas, como es el caso de los depositos en silos, en diferentes envases o luga-
res que impidan su hidratacion, para ser comercializada o utilizada largo tiempo
después de recolectada, manteniendo su calidad. Posteriormente, ante el cambio
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a condiciones ambientales propicias para la hidratacion, a temperaturas adecua-
das y en presencia de oxigeno, la semilla podra germinar.

Cabe aclarar que las condiciones adecuadas pueden ser sensiblemente dife-
rentes para las distintas semillas. Asi, la temperatura adecuada para una especie
de clima templado puede ser inadecuada para una de clima tropical y viceversa.
Tal es el caso de Vicia graminea, especie indigena de la provincia de Buenos
Aires que presenta una temperatura 6ptima para germinacion de 19°C, en tanto
que Calotropis procera, que habita zonas tropicales aridas requiere una tempe-
ratura minima para germinar de 18°C. También podriamos mencionar las enor-
mes diferencias que muestran las semillas horticolas cultivadas en la misma
zona pero con diferente ciclo. Asi la espinaca (Spinacia oleracea) especie de
cultivo otofio-invernal, requiere unos 2°C para germinar y un maximo de apro-
ximadamente 30°C, en tanto que melon (Cucumis melo) de cultivo primavero-
estival requiere unos 15°C y tolera hasta un maximo cercano a los 40°C. Recor-
demos que datos de este tipo estan disponibles para un gran nimero de especies
en las Reglas Internacionales para Ensayos de Semillas, publicadas y actualiza-
das periddicamente por la ISTA (Secc. 4.1).

7.2. Dormicion

Otro caso es el que ocurre cuando las semillas viables no germinan, aun
suministrandole todas las condiciones ambientales adecuadas. En este caso se
dice que la semilla estd en dormicidn, es decir, no germina por causas propias o
internas de la semilla.

El término dormicién es el mas cominmente usado, aunque también se
aplican los términos letargo y latencia como sinéonimos. Frecuentemente la
terminologia usada y su significado varian seglin sean aplicadas para el caso de
semillas o yemas. Asi, el término latencia usado en fruticultura, expresa el esta-
do de inactividad de las yemas determinado por causas externas, expresando el
mismo significado que quiescencia para semillas. En otros casos también suele
utilizarse el término reposo como sindénimo de dormicion tanto para yemas co-
mo para semillas.

Las condiciones adecuadas deberian generar como respuesta inmediata la
germinacion. Sin embargo, en semillas con dormicién esta respuesta esta blo-
queada o frenada por factores internos o propios de la semilla.

Una caracteristica del proceso es que este bloqueo puede ser superado por
la accion o aplicacion de un determinado factor que no es requerido para la
germinacion. En algunas semillas con dormicion la accion de bajas temperatu-
ras, del orden de 4 o 5°C durante varios dias o semanas, altera ciertas condicio-
nes internas que resultan en el desbloqueo, que permitird la germinacion de las
semillas cuando se las ubique en condiciones adecuadas. En otras, es la luz el
factor requerido para romper la dormicion. En este caso, someter a las semillas
a la luz apropiada durante algunos segundos es suficiente para superar el blo-
queo. En resumen, para que una semilla con dormicion germine debe ser some-
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tida, natural o artificialmente, a la accion discontinua de un factor que la prepare
o predisponga para germinar cuando reciba las condiciones adecuadas.

7.2.1. La dormicién en semillas y yemas como estrategia de supervivencia

La dormicién implica la imposicion de un periodo de inactividad de enorme
importancia estratégica para la supervivencia de numerosas especies, tanto en la
actualidad como en el pasado. De hecho, contribuyé a importantes avances
evolutivos ligados a la colonizacion de habitats con condiciones ambientales
desfavorables en ciertos periodos del afio.

La dormicion es un freno, un bloqueo propio de la semilla que impide la
germinacion. Un juicio apresurado nos llevaria a considerarla como un factor
negativo que impide la continuidad del crecimiento y retarda la multiplicacion
de una especie determinada. Sin embargo, la dormicion debe ser considerada
dentro de un contexto ecologico, ya que este freno permite la supervivencia de
muchas especies que serian incapaces de superar las adversidades climaticas en
condiciones de activo crecimiento. De no existir este freno o periodo inactivo,
que generalmente coincide con condiciones ambientales desfavorables, tales
como bajas o altas temperaturas, sequias, etc., muchas especies desaparecerian
de los ecosistemas que ocupan habitualmente. Por ello, a la semilla se la puede
considerar como un 6rgano de resistencia, equipado de un mecanismo capaz de
impedir la germinacién en lugares o momentos inapropiados en los cuales la
planta en activo crecimiento, moriria.

Una notable demostracion de la dormicion como estrategia de superviven-
cia se presenta en verdolaga (Portulaca olearacea), la cual produce muchas
semillas contenidas en pequefias capsulas que se abren a medida que maduran.
Lo destacable es que cada planta posee varias capsulas con diferentes tiempos
de maduracién y a su vez las semillas contenidas en las diferentes capsulas po-
seen diferente grado de dormicion (Tabla y Figura 7.1). Esto genera un enorme
abanico de posibilidades que le permiten a la especie encontrar periodos ade-
cuados para su crecimiento y desarrollo, asegurando la continuidad en el ecosis-
tema.

Otro claro ejemplo lo podemos encontrar en las llamadas especies anuales
de invierno, caracteristicas de zonas que presentan un verano calido y seco, y un
invierno templado y humedo. Las semillas de estas especies se forman y disper-
san en primavera y verano y permanecen en dormicion durante todo este perio-
do, en el cual la capa superficial del suelo frecuentemente cuenta con muy poca
humedad. Esta condicion impediria la supervivencia de las plantulas obtenidas
luego de alguna lluvia ocasional. Sin embargo, las semillas no germinaran hasta
el otofio con muy diferentes condiciones ambientales. Un caso extremo es el de
las plantas del desierto que poseen un severo ajuste de su estacion de crecimien-
to. Se las denomina plantas efimeras, pseudoxerofitas o “draught scaping”,
caracteristicas de zonas semiaridas con una o mas épocas de lluvias bien deter-
minadas. La limitante de la germinacion pareceria ser la humedad. Sin embargo,
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las semillas no germinan con lluvias de poca importancia, solo lo hacen luego
de lluvias abundantes. La suficiente provision de agua en el suelo permite la
germinacion y asegura el crecimiento de la planta hasta cumplir su ciclo de vida
completo. Este culmina con la formacion y maduracién de nuevas semillas en el
término de unas tres a cuatro semanas. Pareciera que la semilla reconoce la can-
tidad de agua caida. En realidad, estas semillas poseen inhibidores de la germi-
nacion que son hidrosolubles. Solo una Iluvia abundante los lava, elimina el
bloqueo y desencadena el proceso de germinacion, con la seguridad de que el
contenido de agua en el suelo es suficiente para cumplir el ciclo de la especie.

Porcentaje de
Germinacion
Capsula | Capsula | Capsula
1 2 3
100 10 ]

1] 24 15
4 1] 98
4 13 41

Tabla y Fig. 7.1. Porcentaje de germinacion en las distintas capsulas de cada planta de
Portulaca oleracea. (Tomado de Egley, 1974). Recorte de la plata de verdolaga con
capsulas en distinto grado de maduracion.

Otro ejemplo es el de las semillas que requieren luz para germinar, es decir que
la luz rompe la dormicion. En muchos casos este mecanismo también opera
como un seguro de supervivencia ya que permite la germinacién solo cuando la
ubicacion de la semilla es correcta. En efecto, muchas de estas semillas poseen
una limitada cantidad de reservas que serian insuficientes para lograr la
emergencia si quedaran muy enterradas. También podria ocurrir que se ubicaran
sobre la superficie del suelo pero cubiertas por un denso pastizal o a la sombra
de un bosque. En estos casos, el follaje filtra los rayos solares y altera la calidad
de la luz, disminuyendo drasticamente la proporcion de rojo que requiere la
semilla. En estas condiciones la semilla no germina evitando el nacimiento en
un ambiente poco propicio. Este mecanismo puede explicar la aparicion
espontanea de especies poco frecuentes, generalmente malezas que se creian
desaparecidas, pero que reaparecen luego de roturar un suelo que ha
permanecido durante muchos afios en descanso.

Existe una gran similitud entre semillas y yemas en cuanto a la dormicion.
En efecto, la dormicién es una condicion que también se presentan en las yemas
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de especies semilefiosas y lefiosas, implica un cese del crecimiento que actia
como un mecanismo que asegura la supervivencia de muchas especies, funda-
mentalmente de climas templados. El acortamiento de los dias percibido por las
hojas y la disminucion de las temperaturas induce la detencion del crecimiento,
la caida de hojas y la produccion de yemas de resistencia. Estas particulares
yemas se rodean de “pérulas”, primordios foliares externos transformados en
escamas fuertemente apretadas, con segregaciones mucilaginosas que evitan la
desecacion y el ingreso de oxigeno que condiciona a un muy bajo metabolismo.
De este modo la yema apical y las laterales quedan encerradas y protegidas del
intenso frio invernal y con el crecimiento detenido. La reanudacion del creci-
miento ocurre en primavera, luego de acumular cierta cantidad de horas de frio
y el adecuado nimero de horas de luz.

7.2.2. Dormicion en plantas salvajes y domesticadas

En general, las plantas salvajes -es decir no alteradas por el mejoramiento
genético- presentan un apreciable periodo de dormicion. Con el inicio de la
agricultura dio comienzo un lento pero permanente proceso de seleccién que
alter6 las caracteristicas propias de aquellas plantas salvajes, para conferirles un
comportamiento acorde con las necesidades del hombre.

Entre innumerables caracteristicas seleccionadas para la domesticacion, se
destaca la de una germinacioén rapida y uniforme, lo que elimindé o minimiz6 la
dormicion que le era propia de la especie. Por ejemplo, el poroto (Phaseolus
vulgaris) actualmente posee una corta dormicion o carece por completo de ella.
Sin embargo, las variedades salvajes tales como Phaseolus heterophyllus, P.
polystachios y P. polyanthus poseen una fuerte dormicion impuesta por las cu-
biertas. Del mismo modo ha ocurrido con los cereales, fundamentalmente trigo,
avena, cebada y centeno, en cuyas especies ancestrales se verifica algin grado
de dormicién y en la actualidad practicamente carecen de ella. Esto constituye
un claro beneficio en el caso de la industria maltera, en la cual un impedimento
en la germinacion complicaria el proceso industrial. Asimismo, la dormicion
constituiria un obstadculo cuando se realizan siembras sucesivas practicamente
inmediatas, como las que llevan a cabo las empresas productoras de semillas. Es
una préctica comun cosechar semilla en una localidad determinada y luego de
un corto periodo de tiempo, sembrarla en otra latitud. Esto permite realizar dos
cosechas al afio y acortar los tiempos requeridos para evaluar un nuevo cultivar
de una especie determinada.

Sin embargo, la carencia completa de dormicién supone un gran riesgo,
fundamentalmente para aquellas especies de importancia agrondémica, ya que
podria significar la germinacioén sobre la planta madre, cuando por causas cli-
maticas o de cualquier otra indole, se dilatara la cosecha. Por lo tanto, lo ideal
seria la existencia de un tiempo moderado de dormicion que evite la germina-
cion sobre la planta madre, pero que no constituya un impedimento cuando los
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tiempos entre la cosecha y siembra son breves, como en los casos mencionados
anteriormente.

En el mismo sentido podemos indicar la importancia de la dormiciéon para
evitar la germinacion de las semillas dentro de un fruto carnoso, como pueden
ser los casos del tomate (Lycopersicon esculentum) y melon (Cucumis melo).
En ellos la semilla no germina aun disponiendo de humedad y temperaturas
frecuentemente adecuadas. Sin embargo, una vez separadas del fruto, secadas y
puestas en condiciones apropiadas germinan sin inconvenientes. La prevencion
de la germinacion en estos casos se debe a la presencia de ABA, tanto dentro
del embridén como en las estructuras que lo rodean. De hecho, durante el desa-
rrollo del fruto es comtn un incremento en el contenido de ABA, el cual gene-
ralmente declina hacia el final de la maduracion, a medida que va ocurriendo la
pérdida de humedad. En algunos casos los tejidos del embridon simultineamente
pierden sensibilidad al ABA, lo que va preparando a la semilla para la germina-
cion sin inconvenientes. En otros casos, el filtrado de la luz por las estructuras
que rodean al embridon impide cumplir con los requerimientos [uminicos para la
germinacion.

La germinacion sobre la planta madre implica que el desarrollo del embrion
no se detuvo oportunamente, generando una nueva planta que al separarse de su
progenitor se encuentra en avanzado estado de crecimiento y desarrollo. A este
fenomeno se lo denomina viviparidad. Como se indic6 precedentemente la
germinacion prematura o viviparidad es frenada por la acumulacion de ABA.

Esto ha quedado perfectamente demostrado por los trabajos realizados con
mutantes viviparos de maiz en los cuales se determind que la concentracion de
ABA era de entre un 25 y un 50% de la observada en los cultivares normales,
no viviparos. Un ejemplo extremo de viviparidad es el del mangle (Rhizophora
mangle) en el cual no alcanza a formarse la semilla porque el proceso de em-
briogénesis es continuo y cuando la nueva planta se separa de la planta madre se
halla enormemente desarrollada, sobre todo en la region hipocotilar. Sin embar-
g0, en este caso la viviparidad no se debe a una baja concentracién de ABA,
sino a la insensibilidad que manifiesta el embrion a esta fitohormona. De hecho,
para evitar el crecimiento de embriones aislados de esta especie se requieren
concentraciones de ABA mucho mas altas que las que normalmente se requie-
ren para frenar la germinacion.
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7.2.3. Tipos de dormicion

De acuerdo al momento en que se origina la dormicion puede clasificarse en dos
grandes tipos:

Dormicién primaria o innata: es la que se encuentra en la semilla desde la
planta madre. Es decir, desde la madurez fisiologica y generalmente antes de su
dispersion.

Dormicion secundaria o adquirida: es la que aparece en una etapa posterior a
la madurez fisiologica, generalmente luego de la dispersion de las semillas. Al
principio la semilla puede germinar perfectamente y posteriormente no
germinar o hacerlo en un rango mas reducido de condiciones.

En ambos casos la dormicion puede ser absoluta o relativa.

ABSOLUTA (DPA)

PRIMARIA

RELATIVA (DPR)
DORMICION

ABSOLUTA (DSA)
SECUNDARIA

RELATIVA (DSR)

La dormicidon absoluta se presenta cuando hay un periodo o etapa en la cual la
germinacion esta bloqueada totalmente. La semilla no germina en ninglin rango
o condicién normal de germinacion.

A diferencia de la anterior, en la dormicidn relativa la germinacion ocurre,
pero en un rango limitado de condiciones; por ejemplo, en condiciones norma-
les la semilla de una especie determinada germina entre 12 y 28°C, en condi-
ciones de dormicion relativa este rango se reduce, de manera que germinaria
solo entre 20 y 24°C. Lo explicado se puede apreciar graficamente en la si-
guiente figura:
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ToC TeC
DPA 4 Dsa

t (tiempo) t (tiempo)
TeC TeC
DPR ‘ oo
t (tiempo) t (tiempo)

7.2. Representacion grafica de los distintos tipos de dormicion, DPA y DPR (dormicion
primaria absoluta y relativa) y DSA y DSR (dormicion secundaria absoluta y relativa),
tomando como referencia la respuesta a la temperatura. Las zonas sombreadas corres-
ponden a los rangos de temperatura en los que la semilla germina y los espacios en
blanco a los rangos en los cuales no germina. (Adaptado de Bewley, J.D. y M. Black.
1982).

Como se ve, la dormicidén se puede presentar en distintos momentos y no
siempre es un proceso de todo o nada, sino que puede presentar distintos grados,
segun sea absoluta o relativa, y con niveles de amplitud en cuanto al tiempo. El
periodo previo a la dormicion, tanto absoluta como relativa, se denomina
predormicion y el periodo posterior posdormicion.

Una cuestion fundamental es distinguir el papel de ciertos factores sin los
cuales la semilla no germina. Asi, hay semillas que requieren luz para germinar
y otras germinan en oscuridad o son indiferentes a la presencia de este factor.
En estos casos cabria plantearse las siguientes preguntas:

SEs la luz un factor fundamental, necesario o
indispensable para la germinacion?
0
SEs que la luz rompio la dormicion?

En principio, esta respuesta es imposible de contestar si no se conoce la historia
previa de la semilla, el comportamiento de la especie en cuanto al factor
considerado desde su madurez fisiologica en adelante. Asi, si la luz siempre es
requerida se la puede considerar un factor indispensable para la germinacion;
pero si la luz es requerida en un momento determinado y en otro no, significa
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que en realidad actfia en la ruptura de la dormicién. En ese caso, la luz posibilita
la germinacion a través de la liberacion de algun obsticulo metabolico o
estructural que la impide.

7.2.4. Causas de la dormicion. Posible superaciéon

Cuando se desea investigar sobre el mecanismo de la dormicion deberiamos
comenzar planteando la siguiente pregunta:

JOué es lo que esta bloqueando o impidiendo la germinacion, atuin en las
condiciones ambientales favorables para el desarrollo del proceso?

Identificado este aspecto, se deberia contestar otra pregunta:
;Como opera ese bloqueo?

La primera pregunta apunta a identificar el factor responsable de la dormicion y
la segunda a descubrir su mecanismo de accion, es decir, la accion primaria o
fundamental que frena el proceso de germinacion.

En la bibliografia se presentan diversas clasificaciones tendientes a explicar
las causas de la dormicion, algunas desde el punto de vista de los factores, en-
tonces se habla de:

a) dormicion fisica cuando se impide el ingreso de agua o aire a la
semilla;

b) dormicion quimica cuando hay inhibidores presentes en la
semilla que frenan metabdlicamente el proceso;

¢) dormicién mecanica que se atribuye a la presencia de cubiertas
duras que impiden la emergencia del embrion por resistencia
estructural;

d) dormicion morfofisiologica que se atribuye a causas propias del
embrion.

Sin embargo, se propone identificar las causas de la dormicion planteandolas
desde una dicotomia basica:

* Dormicion impuesta por las cubiertas
* Dormicién embrional

7.2.4.1. Dormicién impuesta por las cubiertas
Este tipo de dormicién es la provocada por las estructuras que encierran al

embridn. En estos casos resultan faciles de comprobar ya que al desnudar a los
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embriones, removiendo las cubiertas que los rodean, éstos germinan
perfectamente. Las cubiertas seminales pueden actuar limitando el proceso de
germinacion de diferentes maneras, tales como: interfiriendo en la absorcion de
agua, interfiriendo en el intercambio de gases, ejerciendo resistencia mecanica,
actuando como barrera impidiendo la salida de inhibidores, conteniendo
inhibidores quimicos y modificando la penetracion de la luz. A saber:

a. Interfiriendo en la absorcién de agua

Presentan este impedimento las semillas llamadas “duras™ o de “testa dura”,
como es el caso de las Leguminosas. Esta caracteristica fue muy estudiada en
esta familia dada su importancia agronémica. También se presenta en otras
familias tales como Quenopodiaceas, Malvaceas y Liliaceas.

b. Interfiriendo en el intercambio de gases

Este es un caso particular ya que en general las cubiertas son permeables al
oxigeno cuando estan secas. Sin embargo, cuando la semilla se hidrata el
oxigeno difunde con dificultad; de hecho, el coeficiente difusional de un gas en
un liquido es aproximadamente diez mil veces menor que en el aire. Si bien esto
limita el ingreso de oxigeno y la salida del dioxido de carbono en la semilla, en
la actualidad no se lo considera como una limitante absoluta del intercambio
gaseoso. Investigaciones recientes atribuyen este problema en parte a las
cubiertas, pero fundamentalmente a la presencia de mucilagos que rodean a
dichas cubiertas. Tal es el caso de Sinapis arvensis y Spinacia oleracea, entre
otras.

c. Ejerciendo una resistencia mecanica

Este caso ocurre en algunos frutos indehiscentes que se caracterizan por tener
cubiertas sumamente duras que impiden la emergencia del embrién; como
ejemplos podemos mencionar semillas de Eleagnus angustifolia y Lectuca
sativa, entre muchas otras.

d. Actuando como barrera impidiendo la salida de inhibidores

Esta situacion se presenta en semillas con cubiertas que actiian como barreras
completamente impermeables a los inhibidores presentes en el interior de las
mismas. La presencia de un alto contenido del inhibidor bloquea algiin proceso
metabolico que impide la germinacion. Este tipo de situacién aparece en
Xanthium pennsylvanicum, donde la testa impide la salida del inhibidor, de
hecho, se ha comprobado la difusion del inhibidor a partir de embriones
aislados pero no a partir de semillas intactas.

Particularmente, Xanthium pennsylvanicum se caracteriza por presentar una
unidad de dispersion conformada por dos aquenios rodeados por un involucro
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ovoide, cerrado, cubiertos de espinas en forma de gancho. Los aquenios se ubi-
can en forma superpuesta, el inferior pequefio, con leve dormicion y el superior
de mayor tamafo con una profunda dormicion, que germina al segundo afio de
producido (Fig. 7.3).

Dormicion
profunda

Dormicion
leve

Fig. 7.3. Esquema de corte longitudinal de una unidad de dispersion de Xanthium penn-
silvanicum, se observa dos aquenios de diferente tamafio y grado de dormicion,

Estas diferencias morfologicas asociadas a las variaciones fisiologicas se
designan con diferentes términos como polimorfismo, heteromorfismo,
heteroblastismo o heterogenidad fisiologica, siendo este ultimo término el
que mejor describe este comportamiento. Situaciones similares estan reportadas
en representantes de las familias Compuestas, Cruciferas y Quenopodiaceas.

En esta ultima familia, un caso interesante lo presenta Chenopodium dalbum
conocida como “Quinoa”, que posee aquenios con notables diferencias morfo-
logicas y de color, que se reconocen como marron tenue, marroén reticulado,
negro liso y negro reticulado. Cada fruto presenta diferentes requerimientos
para la geminacion y en este caso responden diferencialmente a la aplicacion de
frio y nitrato de potasio.

Los cuatro casos mencionados precedentemente pueden ser superados debi-
litando de alguna manera las cubiertas seminales. A esta técnica se la denomina
escarificacion, y consiste en desgastar las cubiertas con diferentes métodos:

* mecanicos: con una sustancia abrasiva como papel de lija fino.

= quimicos: con acidos sulfurico, nitrico, etc.

= fisicos: con alternancia brusca de temperaturas altas y bajas,
ultrasonido, etc.
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En condiciones naturales, las semillas que presentan estos tipos de dormicion
pueden permanecer en el suelo por largo periodo de tiempo. Durante ese
periodo las propias condiciones del ambiente, incluida la accion microbiana, la
temperatura, y aun la accion del fuego van debilitando las cubiertas. En otros
casos las semillas deben pasar por el tracto digestivo de algunos péjaros para
poder germinar, como es el caso del tala (Celtis spinosa).

Un caso interesante lo presenta la semilla de Gleditsia triacanthos y Gledit-
sia triacanthos var. inermis, conocidas vulgarmente como “Acacia de tres espi-
nas”, “Acacia de tres pias” o “Acacia negra”, cuyas semillas mantienen el po-
der germinativo durante varios afios. Se trata de un arbol de rapido crecimiento
que se adapta a diversas condiciones de clima y suelo, de gran valor ornamental
y cuya madera es apreciada por su dureza y durabilidad. Sin embargo, muestra
notables dificultades para su multiplicacién sexual dada la enorme dureza de las
cubiertas de sus semillas. Esta dormicion impuesta por las cubiertas fue supera-
da por escarificacion fisica dada por un lijado profundo de las cubiertas (Fig.
7.4) y también por escarificacion quimica sumergiendo la semilla durante una
hora en 4cido sulfurico puro.

7.4. A: vista de un grupo de semillas sin escarificar (tratamiento testigo) y otro de semi-
llas escarificadas con lija en seco de Gleditsia triacanthos var. inermis y B: detalle de la
respuesta a los tratamientos aplicados, que permiten ver la falta de imbibicion del testi-
go y semillas completamente hidratadas y con inicio de emergencia de radicula (Cardi-
nali, et al. 2015).

Otro caso es el de Cuphea glutinosa, conocida vulgarmente como “Siete
Sangrias” que en pruebas de germinacion de laboratorio mostré respuesta
positiva a la luz, a la estratificacion a 5°C durante 8 dias y al nitrato de potasio;
y no mostrd respuesta al escarificado fisico ni a temperaturas alternas de
20/30°C.
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En la siguiente figura (7.5) se puede observar el detalle del tratamiento es-
carificado suave con lija fina.

7.5. Vista del tratamiento escarificado y detalle del desgaste de las cubiertas por escari-
ficado suave con lija seca, en semillas de Cuphea glutinosa (Cardinali, et al. 2015).

e¢) Conteniendo inhibidores quimicos

Existe gran cantidad de semillas que poseen en sus cubiertas inhibidores de la
germinacion. Un caso muy notable, ya mencionado, es el de plantas de
ambientes desérticos pero con una o varias estaciones de lluvias, que germinan
s6lo cuando ocurren lluvias abundantes. Esto se explica pues los inhibidores
presentes en las cubiertas de las semillas son hidrosolubles y factibles de ser
lavados o lixiviados por el agua de lluvia (ver Secc. 7.2.1).

Casos similares se presentan en algunos cereales, como ocurre en ciertos
cultivares de arroz cuyas cubiertas poseen acido abscisico (ABA). En estos ca-
sos las semillas deben ser remojadas durante un dia para lograr el lavado del
inhibidor. Sin embargo, la presencia de inhibidores constituye un hecho de im-
portancia fundamental para la cosecha de trigo en los paises noérdicos. Alli los
cultivares utilizados poseen catequinas (sustancia del tipo del tanino) en las
cubiertas, que impiden la germinacion previa a la cosecha, la cual se realiza a
fines del verano y principio de otofio en condiciones de alta humedad ambiental.

Otro caso se presenta en el olivo de Bohemia (Eleagnus angustifolia) en el
cual la presencia del inhibidor cumarina (derivado fenolico) en la testa impide la
germinacion. En diversos bioensayos se ha visto que la aplicacion exdgena de
cumarina interviene en el metabolismo lipidico y proteico, y también en las
reacciones de fosforilacion oxidativa del proceso respiratorio, de manera que a
través de alguna de estas acciones podria imponer el estado de dormicion.
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Situaciones similares se presentan en numerosas arboles y arbustos
tales como Corylus avellana, Fraxinus americana, Acer negundo y Rosa
canina.

f) Modificando la penetracion de la luz

Algunas semillas requieren luz de cierta longitud de onda para germinar. En
ellas puede ocurrir que las cubiertas actien como filtro alterando la calidad de la
luz requerida por el embrion. Tal es el caso de Chenopodium album en la cual el
espesor y la pigmentacion de las cubiertas alteran la penetracion de la luz, lo
que impide que la semilla se libere de la dormicidén. En este caso las propias
condiciones ambientales de suelo y clima pueden debilitar las cubiertas y alterar
la pigmentacion, posibilitando que la luz requerida alcance al embrion y de
inicio al proceso de germinacion.

Cabe aclarar que los mecanismos planteados pueden actuar individualmen-
te, sin embargo, es frecuente que dos o mas de ellos actien conjuntamente oca-
sionando la dormicion.

7.2.4.2. Dormicion embrional

Corresponde a los casos en que el bloqueo se encuentra en el embrion. Se la
reconoce cuando falla la germinaciéon de embriones aislados. Se la puede dividir
en dos tipos:

a) Inmadurez del embrion

Este tipo de bloqueo responde a un desarrollo deficiente del embrion. Se genera
una asincronia entre las reservas que se encuentran perfectamente acumuladas y
disponibles, y un embrion subdesarrollado incapaz de iniciar su crecimiento. Se
la conoce también como dormicion morfoldgica y se caracteriza porque el
embrion es pequefio y poco diferenciado. Se presenta en varios géneros de las
familias Annonaceas, Magnolidceas, Ranunculaceas y Oleaceas.

La superacion de esta inmadurez se logra lentamente a través del tiempo.
Puede ayudar al proceso el mantenimiento de las semillas en condiciones de
humedad y temperatura relativamente baja.

Un claro ejemplo lo constituye el caso de Heracleum, género perteneciente
a la familia Umbelifera, que presenta embriones rudimentarios cuando la semi-
lla ha alcanzado la madurez en la planta madre. Esta condicién del embrion
impide la germinacion hasta que se haya completado su diferenciacion, para lo
cual requiere una temperatura de 2°C. En este caso, la semilla una vez separada
de la planta madre, puede quedar en el suelo sin germinar hasta que se presenten
las condiciones ambientales que permitan completar la madurez del embrion.

b) Presencia de inhibidores en el embrion
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Este caso ocurre en semillas que poseen su embrion completamente
desarrollado, es decir, que no padecen de un impedimento anatdmico para su
crecimiento. Sin embargo, presentan alteraciones importantes en su crecimiento
total o en alguna de sus partes. Es frecuente que solo alguna de las partes esté en
dormicion. Puede ocurrir que la radicula no esté en dormicion o la padezca
levemente, en tanto el epicoétile tenga una profunda dormicién y no crezca. Esta
situacion genera lo que se llama enanismo fisiologico tal como se suele
presentar en durazno, manzana, pera y crataegus.

En estos casos si no se rompe la dormicion, a través de dos desbloqueos
con bajas temperaturas en diferentes momentos, la plantula puede llegar a mo-
rir.

En otros casos son los cotiledones los responsables de inhibir el crecimien-
to del eje embrionario. Experimentalmente se ha logrado superar el problema
cortando ambos cotiledones, demostrado en Viburnum trilobum y Fraxinus ex-
celsior y en otros casos cortando solo uno de ellos como en Evonymus euro-
paea.

Si bien no estan suficientemente en claro las bases fisioldgicas y bioquimi-
cas, se especula que la presencia de ABA o el balance entre promotores e inhi-
bidores es responsable de este freno al crecimiento.

En general, el tratamiento con bajas temperaturas a semillas en dormicion
provoca la disminucion en la concentracion de ABA y esta disminucion es pro-
porcional al tiempo del tratamiento. En la naturaleza es frecuente que semillas
maduras en otofio queden expuestas al frio invernal y luego en primavera ger-
minen sin inconvenientes. A este proceso se lo denomina estratificacion.

Una forma sencilla de reproducir o imitar las condiciones naturales antes
descriptas de estratificacion, es ubicando a la semilla en condiciones de imbibi-
cion en la parte inferior de la heladera, que se mantiene entre 4 y 5 °C, durante
varias semanas o meses dependiendo del requerimiento especifico de la especie,
como se puede apreciar en la Fig 7.6, para tres especies diferentes.

Sin embargo, este efecto no puede ser sélo atribuido a la disminucion
de la concentracion de ABA, ya que diferentes estudios han demostrado
que simultaneamente, es frecuente observar un incremento en promotores
de la germinacién como giberelinas y citoquininas de manera que, en
algun momento del tratamiento, el balance entre promotores e inhibido-
res sea favorable a los primeros y se libere el bloqueo que impedia la
germinacion. Una situacion de este tipo se ha observado en Corylus ave-
llana donde la estratificacion a 5°C produce una disminucion de la con-
centracion de ABA y una vez finalizado el tratamiento de frio y habiendo
transferido las semillas a condiciones de 20°C (temperatura adecuada
para la germinacion de esta especie), se produce un aumento de sintesis
de GA.
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Fig. 7.6. Efecto del tiempo a bajas temperaturas sobre la germinacion de semillas de tres
especies de arboles (Adaptado de Bewley y Black, 1982).

Otro caso lo muestra Acer saccharum, cominmente conocido como “Arce
azucarero” donde el tratamiento a temperaturas de 5°C provoca una rapida caida
en las concentraciones de ABA y un aumento equivalente en citoquininas y uno

mas lento y prolongado en las concentraciones de giberelinas como se puede
apreciar en la Fig. 7.7.

. 7
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Fig. 7.7. Efecto del tiempo a bajas temperaturas sobre la concentracion de acido abscisi-

co (ABA), citoquininas (CTK) y Giberelinas (GA) en semillas de Acer saccharum.
(Adaptado de Web et al, 1973).
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Respecto a la importancia del balance entre promotores e inhibidores como
determinantes de la germinacion, Khan (1977) propone un modelo que apoya la
hipotesis de equilibrio entre ellos, planteando ocho situaciones basicas y su
resultante, como se puede ver en la Fig.7.8 que reproduce el Modelo de Khan.

GA CIK INHIB
1- + + -
-+ - - ::>GERMNACION
-+ - -
4- + - +
. - - -
6 - - - E>DORMICION
/= - + +
8- - - +

Fig. 7.8. Relacion entre el balance de promotores e inhibidores y el estado de las semi-
llas dado por su capacidad de germinacion o dormiciéon segin el Modelo de Khan
1977).

Este modelo es interesante pues graficamente y con claridad permite explicar
situaciones particulares, como la posibilidad de germinacidon en presencia de
inhibidores y la situacion de dormicion, aun habiendo promotores.

Otro caso a tener en cuenta es el de aquellas semillas perfectamente madu-
ras y en condiciones aparentemente adecuadas para germinar que, sin embargo,
inmediatamente de cosechadas no germinan: estan en dormicion. Pero un tiem-
po después de almacenamiento en seco a temperatura ambiente la situacion
queda plenamente superada. Es decir, la semilla no germina mientras que su
contenido de agua permanezca en niveles bajos durante un cierto periodo de
tiempo. Esto también se debe considerar dentro de un contexto ecofisiologico,
ya que ademas de evitar la germinaciéon prematura sobre la planta madre y de
mejorar las condiciones para su diseminacion, esta estrategia puede resultar
muy ventajosa cuando se trata de especies que habitan en ambientes con una
estacion seca y que unicamente puede superar este periodo en forma de semilla.
Sin embargo, el requerimiento de un periodo de sequedad prolongado puede
constituir una desventaja en la agricultura. Normalmente estas semillas no ger-
minan ain bajo condiciones favorables, salvo que se den temperaturas muy
bajas. A medida que el periodo en seco avanza en el tiempo van perdiendo el
estado de profundo reposo y empiezan a ser capaces de germinar a temperaturas
cada vez mas altas. Finalmente, pueden germinar a temperaturas calidas, norma-
les para la germinacion.

Trabajos realizados en Veronica arvensis mostraron que las semillas frescas
germinaban a temperaturas cercanas a los 10°C, mientras que después de un
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periodo de 35 dias de almacenaje en seco, la geminacion mas rapida ocurria
entre los 15y 20°C.

Un claro ejemplo de esta situacion lo muestra la Fig 7.9, donde se pueden
observar los cambios en los niveles de germinacion para semillas de Impatiens
balsamina conocida cominmente como “Brincos” con diferentes tiempos de
almacenamiento. Como se puede apreciar, a mayores tiempos de almacena-
miento en seco menores son los tiempos que demanda la germinacion de estas
semillas.

43 25 Impatiens balsamina
16 "Brincos"

9

100+

Germinacion (%)

/ S'i]n

25 almacenamiento

1 / T T T

20 40 60 80 100 120 140 160
Dias en germinador a 25°C

Fig. 7.9. Efecto del almacenamiento en seco a temperatura ambiente sobre la germina-
cion de Impatiens balsamina. Los nimeros indicados sobre cada linea indican la canti-
dad de semanas mantenidas en almacenamiento (Adaptado de Wareing y Phillips,
1978).

En resumen, el almacenamiento en seco permite que las semillas vayan
perdiendo gradualmente la dormicion sin necesidad de tratamiento particular
alguno. Presentan esta particularidad las semillas de algunos cereales como
avena, cebada, trigo y arroz. Se desconoce con exactitud las causas que lo
provocan, pero se lo atribuye a cambios internos que van alterando las
concentraciones internas de promotores e inhibidores de la germinacion.
Finalmente esas alteraciones generarian un balance favorable de promotores
sobre los inhibidores lo que resulta en una pérdida de la dormicion y
consecuentemente la capacidad de germinar cuando sean expuestas a las
condiciones favorables.

En este sentido, muchos trabajos han demostrado de qué modo las aplica-
ciones exogeneas de promotores, como GA, fueron efectivas para romper la
dormicion de semillas con requerimientos de frio o de almacenamiento en seco.
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7.3. Promotores de la germinacion
7.3.1. Giberelinas

Los efectos mencionados en este punto son independientes del efecto sobre la
movilizacion de las reservas durante el proceso de germinacion, ya descripto en
el capitulo correspondiente. Las giberelinas y en particular el acido giberélico
(GA3), son ampliamente utilizadas para promover la germinacion. Se las utiliza
en soluciones acuosas de baja concentracién para promover o inducir la
geminacion de semillas en diversas especies y romper la dormicion permitiendo
la germinacion y crecimiento del embrion. También son efectivas en Ia
induccion del crecimiento de yemas y frutos. Esta accion se considera contraria
a la del acido abscisico (ABA).

Las giberelinas también cumplen un rol fundamental en el ablandamiento
de las paredes celulares que rodean al embrién y facilitan la emergencia de la
radicula. La semilla de tomate (Lycopersicon esculentum), se caracteriza por
poseer el extremo de la radicula cubierto con una porcion o capa de endosper-
ma. Aqui la emergencia radicular depende del balance entre la presion de tur-
gencia y la resistencia impuesta por la capa de endosperma. Luego de la imbibi-
cion, las giberelinas inducen la formacion o activacion de enzimas hidroliticas
de pared tales como mananasas, que ocasionan una disminucidn de la resisten-
cia mecdanica. Esto determina una caida del potencial presiéon umbral, facilitando
el crecimiento y emergencia radicular. Un caso similar se presenta en tabaco
(Nicotiana tabacum) donde la GA4 induce la formacion de B-1,3-glucanasa que
acttia sobre el ablandamiento del endosperma micropilar.

7.3.2. Nitrato de Potasio

El nitrato de potasio (KNO3) es un promotor de la geminacion recomendado
ampliamente en las Reglas Internacionales de Ensayos de Semillas (ISTA) para
superar la dormicién en semillas de diversas especies. Asimismo, la bibliografia
es abundante en cuanto a resultados favorables por el uso de este compuesto en
semillas con dificultades para germinar. Se aplica humedeciendo el sustrato en
solucion acuosa generalmente al 0,2%. El KNOs ha sido efectivo en semillas de
Panicum maximum, cultivares Makueni, Gatton, Trichoglume y Likini,
incrementando su germinacion en 15%.

En el caso de Cuphea glutinosa la hidratacion con solucion acuosa de nitra-
to de potasio al 0,2% permitié alcanzar el maximo porcentaje de germinacion.
Sin embargo, lo mas relevante fue el considerable aumento de la velocidad del
proceso.

Para entender la accion del nitrato de potasio como activador de la germi-
nacion debemos remitirnos a los procesos metabolicos que se desencadenan al
inicio de la germinacion. Si bien la glucdlisis es la principal via metabdlica para
la degradacion de la glucosa, hay una via alternativa que es la de las pentosas
fosfato (VPP) que transcurre en el citosol y aporta poder reductor como NA-
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DPH y Ribosa-5-P requerido para la sintesis de nucleotidos (ATP, Adenosin
trifosfato; GTP, Guanosin trifosfato; UTP, Uridin trifosfato; CTP, Citidina tri-

6 Glucosa-6-P + 12 NADP+ + 7 H20 —» 5 Ribosa-5-P + 6 CO2 + 12 NADPH+ + 12 H+ + Pi

fosfato;, NAD, Nicotinamida adenina dinucledtido y FAD, Flavina adenina
dinucleotido) y acidos nucleicos (ADN y ARN).

Precisamente, es la VPP la que se activa al principio del proceso de
germinacion, ya que la secuencia que se inicia con la glucoélisis y avanza hacia
el Ciclo de Krebs y Cadena Transportadora de Electrones, toma relevancia
luego de iniciado el crecimiento del embridon.

En este contexto, podemos reconocer que aquellas sustancias que estimulen
las VPP también estimulan la germinacion; a la inversa, cualquier sustancia que
la inhiba generara dormicion.

El compuesto iniciador de la VPP es la Glucosa-6-P que se obtiene a partir

Glucosa-6-P

Deshidrogenasa
Glucosa g

» Glucosa-6-P

de la Glucosa mediante la enzima Glucosa-6-P deshidrogenasa

El NADP" es un activador de la enzima G-6-P deshidrogenasa, de hecho, la
VPP es dependiente de la relacion NADP'/NADPH,; asi una alta relacion favo-
rece la actividad de esta via y lo contrario ocurre ante una baja relacion.

El uso de nitrato de potasio a través de su reduccion a nitrito y posterior-
mente a amoniaco va consumiendo sucesivamente poder reductor, fundamen-
talmente a partir del NADPH, lo que produce como consecuencia un incremento
de NADP" favoreciendo directamente la VPP, proceso fundamental para iniciar
el proceso de germinacion.
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FOTOCONTROL DE LA GERMINACION

La luz es un factor ambiental fundamental como fuente de energia externa para
la produccion de biomasa en autotrofos a través del proceso de fotosintesis. Sin
embargo, la intervencion de la luz en plantas también participa de respuestas no
fotosintéticas ya que ellas tienen la capacidad de reconocer la direccion, calidad,
intensidad e inclusive la duracion de la luz incidente para ajustar su ciclo de
vida. A este proceso regulador del crecimiento y desarrollo que se lo denomina
fotomorfogénesis e incluye la fotomodulaciéon del crecimiento, los
fotomovimientos y el fotocontrol de la germinacion.

8.1. Respuestas a la luz

La respuesta de las semillas a la luz ha sido ampliamente estudiada en
numerosas especies, en especial como factor determinante de la ruptura de la
dormicion primaria o innata impuesta por las cubiertas.

La mayoria de las semillas que responden al estimulo luminico
corresponden a especies salvajes, en general de muy pequefio tamafo y
con escasas reservas que limitan su capacidad de emergencia.

El efecto de la luz como desencadenante del proceso de germinacion se de-
nomina fotoblastismo y de alli derivan las denominaciones que identifican los
tipos de semilla en funcién de la respuesta a la luz. Las semillas fotoblasticas
positivas son aquellas que tienen requerimientos de luz para germinar, en tanto
que las fotoblasticas negativas son aquellas que no germinan en presencia de
luz. Las llamadas neutras, en cambio, son aquellas indiferentes, es decir, capa-
ces de germinar en condiciones de luz u oscuridad.

Las respuestas de semillas sensibles a la luz tienen como requerimiento
fundamental que estén suficientemente hidratadas. En esta condicion, la luz es
efectiva aunque con gran variabilidad en el periodo requerido para desencadenar
el proceso, desde décimas de segundo a varios minutos, segin la especie. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que el fotoblastismo es completamente
dependiente de la temperatura. Las semillas s6lo exhiben fotoblastismo dentro
de un rango determinado de temperatura, fuera del cual muchas que son fo-
toblasticas positivas pueden comportarse como negativas o neutras.

8.2. Espectro de accion y reversibilidad del efecto
Hace mas de un siglo que se conoce la dependencia de la luz para la
germinacion de muchas especies. Sin embargo, los estudios mas detallados

fueron realizados al comienzo de la década de 1950 en la Estacion de
Investigaciones del Departamento de Agricultura de Estados Unidos en
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Beltsville, Maryland. Trabajaron sobre el tema el fisiblogo vegetal H. A.
Borthwich, el especialista en la resolucion de problemas fisico-quimicos S.B.
Hendricks y sus colaboradores. Observaron el comportamiento de semillas de
lechuga (Lactuca sativa) variedad Grand Rapids y plantearon la existencia de
un sistema de fotorreacciones reversibles, por las cuales un pigmento expuesto a
determinada calidad de luz podia isomerizarse, de manera que un isémero
activaba la germinacion y el otro la inhibia.

En efecto, cuando un lote de semilla de lechuga, previamente hidratada du-
rante 12 horas, era iluminado con luz monocromatica de 660 nm (rojo) germi-
naba en una alta proporcion, mientras que cuando se lo iluminaba con luz de
730 nm (rojo lejano) se verificaba una drastica disminucion en el numero de
semillas germinadas. Mdas precisamente, el estimulo comenzaba a los 600 nm,
alcanzaba el punto maximo a los 660 nm y de alli en adelante comenzaba la
inhibicion que alcanzaba el maximo a los 730 nm. Ademas, observaron que el
tratamiento promotor (+) rojo (R) era anulado por el tratamiento inhibidor (-)
rojo lejano (RL) y viceversa, lo que demostré que se trataba de un efecto foto-
rreversible. De manera que cuando se aplicaban sucesivamente los tratamientos
R y RL, las semillas respondian en funcion del ultimo tratamiento aplicado (Ta-
bla 8.1).

Tabla 8.1. Respuesta de la semilla de lechuga (Lactuca sativa) variedad Grand Rapids a
diferentes y sucesivos estimulos luminicos a 20°C (RL: Rojo lejano; R: Rojo; +: Ger-
mina; -: No Germina)

Tratamiento ResEuesta
Oscuridad -
RL _
R +
R - RL -
R-RL-R +
R -RL-R-RL -
R-RL-R-RL-R +

La claridad que muestra la tabla anterior permitiria pensar en la sencillez de las
respuestas. Sin embargo, en condiciones naturales también intervienen otros
factores que en algunos casos pueden generar cierto grado de incertidumbre. La
calidad espectral de la luz que recibe el fotorreceptor puede ser bastante
diferente a la luz incidente en el exterior de la semilla o mas lejos atn, sobre el
canopeo que eventualmente pueda cubrirla. Asimismo, la sensibilidad de la
semilla y la temperatura son otros factores que pueden alterar la accion de la luz
demostrada bajo las condiciones controladas del laboratorio.
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8.3. Identificacion del fotorreceptor - Fitocromo

Cuando se investiga sobre una respuesta luminica es fundamental identificar al
fotorrecetor.

Recordemos que siempre que hay un fenomeno en respuesta a la luz hay un
fotorreceptor capaz de captar el estimulo.

La pista evidente para su identificacion es la longitud de onda en que ocurre la
respuesta, que correspondera seguramente a la longitud de onda a la que es
sensible el fotorreceptor.

El fotorreceptor involucrado es una sustancia capaz de generar dos isome-
ros fotorreversibles y antagdnicos, sensibles a distinta longitud de onda. Usando
técnicas de espectrofotometria y observando los cambios en las absorbancias,
pudieron identificar a los dos isémeros. Uno de ellos, al que llamaremos Pr (P:
Phytochrome, fitocromo y r: red, rojo) es de color azul y sensible al rojo. Al
recibir una radiacion de esta longitud de onda se transforma en otro isémero al
que llamaremos Pfr (fr: far red, rojo lejano), de color azul verdoso y sensible al
rojo lejano. Este al recibir ese tipo de radiacion se transforma en Pr y asi sucesi-
vamente. La forma activa es el isomero Pfr y la inactiva es el Pr. Ademas,
Borthwick y su equipo descubrieron que este pigmento también podia pasar
lentamente de Pfr a Pr en completa oscuridad, a lo que se denomina reversion
oscura. Esquematicamente es:

660 nm
—_— ir

730 nm

Oscuridad

Para que ocurran las transformaciones Pr — Pfr o viceversa es suficiente una
unica radiacion, corta y de baja intensidad. El cambio ocurre rapidamente, atn a
bajas temperaturas, por lo que su Q10 es cercano a 1.

En lechuga, la dosis de saturacion de luz roja, es decir, la requerida para lo-
grar la maxima fotoconversion a Pfr estd alrededor de 10 J/m?, en cambio, los
requerimientos de rojo lejano para lograr la fotoconversion a Pr es mucho ma-
yor, del orden de 600 J/m? de luz 730 nm para alcanzar el 50% de la reversion
del Pfr causada por la dosis de saturacion de luz roja.

En el laboratorio, las altas dosis de luz roja lejana se suministran a través de
una alto flujo de esa calidad de luz o prolongando los tiempos de exposicion
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La otra via de conversion es la reversion oscura que depende basicamente
de la temperatura y del pH, y muestra un Q10 superior a 1. Estos cambios gene-
ran una respuesta que responde a la ley de todo o nada, es decir germina o no
germina.

Las reacciones comentadas precedentemente en cuanto al espectro de ac-
cion, la reversibilidad del estimulo y el antagonismo, constituyeron fuertes evi-
dencias fisiologicas que indicaban como responsable a un unico fotorreceptor.
El grupo de Beltsville identifico, aislo y dio el nombre de fitocromo, tarea que
demand¢ toda la década del 50.

Los estudios del fitocromo, al comienzo, debieron hacerse sobre plantas
etioladas, es decir, crecidas en oscuridad. En esta condicion ambiental aumenta
la concentracion de fitocromo, ya que en condiciones normales se presenta en
muy bajas concentraciones. Ademas, en oscuridad no hay interferencia para los
estudios espectrofotométricos por la presencia de clorofila que absorbe luz roja
y azul. Actualmente, el estudio a través de técnicas inmunologicas de alta sensi-
bilidad ha permitido profundizar enormemente el conocimiento sobre esta sus-
tancia.

El fitocromo es una cromoproteina constituida por dos componentes:

a) Proteinico: constituido por dos monémeros o polipéptidos iguales
con un peso molecular de 124 KDa cada uno. Cada mondmero se
encuentra unido desde uno de sus aminoacidos, una cisteina, y en
forma covalente a un cromo6foro mediante un 4&tomo de azufre.

b) Cromoforo o grupo prostético que es un tetrapirrol de cadena
abierta muy semejante al pigmento fotosintético de las algas azules
y rojas que es una ficocianobilina.

La fotoconversion Pr — Pfr y viceversa, ocurre en el cromdforo a través de una
isomerizacion cis-trans en el carbono 15 como se puede ver en la Fig. 8.1. El
cambio en el cromoforo provoca cambios en la proteina responsables de la
accion fisiologica.
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S- Prot S-Prot

COO0-

Pr Pfr
Fig. 8.1. Fotoconversion del croméforo del fitocromo

8.3.1. Localizacion

La mayoria de los estudios sobre el fitocromo se han realizado en angiospermas.
Sin embargo, se considera que es un compuesto ampliamente distribuido en el
reino vegetal, y se ha comprobado su existencia en algunas algas, briofitas,
pteridofitas y gimnospermas.

Dentro de la planta se lo ha identificado en todos los 6rganos en concentra-
ciones variables, pero fundamentalmente se lo encuentra en tejidos jovenes,
particularmente en las zonas apicales. En cuanto a su ubicacion intracelular, uno
de los resultados mas notables descubiertos a través del uso de técnicas inmuno-
citoquimicas es que la irradiacion con luz roja provoca importantes cambios en
la distribucion subcelular. En efecto, se ha determinado la presencia de fitocro-
mo Pr en el citosol de plantas etioladas, pero luego de ser irradiadas con rojo, el
Pfr formado se encuentra asociado a estructuras membranosas. Una nueva irra-
diacion con rojo lejano lo regresa a la forma difusa en el citosol. Estos y otros
resultados indicarian la posible union del Pfr con un receptor para desencadenar
su accion.

8.3.2. Metabolismo
8.3.2.1. Sintesis y degradacion

La formacion inicial del fitocromo ocurre durante el proceso de maduracion de
la semilla. Su cantidad y calidad estd de alguna manera regulado por la
composicion e intensidad del espectro luminico incidente y en algunos casos
por el fotoperiodo.

Cuando se habla de la luz incidente en realidad debe considerarse la que
efectivamente llega a los lugares de formacion del fitocromo. Esto puede ser
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significativamente diferente en funcion de los sombreos en distintos sectores de
la planta, lo que podria generar diferencias entre semillas individuales, atin pro-
venientes de la misma planta madre. Algunas semillas fotoblésticas positivas
suelen estar cubiertas por células con clorofila que producen un considerable
filtrado de la luz, que estd en funcion del espectro de absorcion propio de la
molécula de clorofila. Esto puede significar una enorme diferencia entre la can-
tidad y calidad de luz del ambiente y lo que efectivamente llega a los lugares de
formacion del fitocromo.

Estos hechos explican la heterogeneidad entre semillas de la misma especie
en cuanto a los requerimientos de luz para la germinacion. Los diferentes conte-
nidos de Pfr pueden variar en funcion de las diferentes condiciones de madura-
cion, y también por las variaciones morfoldgicas y estructurales en cuanto a
espesor y color de las cubiertas que naturalmente presentan las semillas.

Las radiaciones absorbidas por el fitocromo generan, por cambios en el
cromoforo, dos isomeros: el Pr que es la forma inactiva, sensible al rojo y esta-
ble en la oscuridad y el Pfr que es el activo, sensible al rojo lejano e inestable en
oscuridad. Este puede seguir diferentes vias como son: la reversion oscura, la
destruccion o la de accién para desencadenar los efectos sobre la gran cantidad
de procesos morfogénicos que regula (Fig. 8.2).

660 m —— — Degradacién
A T— |=:> Respuestas Fisioldgicas
Oscuridad

Fig. 8.2. Cambios del fitocromo en funcion de la calidad de luz monocromatica, 660 o
730 nm, recibida y las posibles vias emergentes a partir de la formacion del isdbmero Pfr.

Estos hechos podrian generar una rapida caida en los niveles de Pfr. Sin
embargo, ellos son permanentemente compensados por los niveles de sintesis de
Pr que con la luz adecuada pasan a Pfr. Recordemos que cuando hablamos de
sintesis, se requiere la formacién tanto de la proteina como del grupo prostético,
por ello actualmente se reconoce que son varios los genes involucrados en la
sintesis de Pr.

Cabe aclarar que las fototransformaciones Pr-Pfr y viceversa no son direc-
tas, sino que se dan a través de intermediarios metabolicos de corta vida.

Anteriormente mencionamos que los estudios del fitocromo se realizaron
sobre plantas etioladas, es decir crecidas en oscuridad, porque presentan una
concentraciéon mayor de fitocromo. Las investigaciones han comprobado que en
presencia de luz los niveles de ARNm codificados para la sintesis de la proteina
descienden significativamente.
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Un hecho particular que se ha podido observar en algunas semillas, como la
de lechuga variedad Reina de Mayo, es que poseen un mecanismo llamado de
reversion oscura inversa, que permite la conversion de Pr a Pfr en oscuridad, lo
que explicaria la presencia de Pfr en estas condiciones.

8.3.2.2. Influencia de las condiciones ambientales

El espectro de absorcion del fitocromo muestra los picos de maxima en la zona
del rojo, tanto para el Pr como para el Pfr, sin embargo se verifican absorciones
entre los 200 nm y 800 nm. La radiacion luminica que incide sobre el planeta
puede ser profundamente modificada de acuerdo a las condiciones ambientales
propias de los diferentes ecosistemas. En funcion de ello, las plantas ajustan su
desarrollo como mecanismo de adaptacion y eventualmente de supervivencia.
Esta adaptacion en la morfogénesis esta regulada por las relaciones entre ambos
isémeros del fitocromo y se la expresa de la siguiente manera:

Pir Pir

Pr + Pir P total

En un ambiente despejado, expuesto a radiacion solar directa hay
mayoritariamente una conversion del Pr a Pfr que podria conducir a que la
relacion Pfr/Pt alcanzara valores cercanos al 80%. En cambio, si el ambiente
fuera un sotobosque cubierto por un denso canopeo que filtrara la radiacion
solar restando fuertemente el rojo, absorbido por la presencia de la clorofila, la
relacion Pfr/Pt descenderia a valores minimos. Esto influiria marcadamente en
el desarrollo de los vegetales expuestos a esta condicidn, incluida la
imposibilidad de germinar para muchas especies que por los diversos
mecanismos de dispersion hayan llegado hasta alli.

Los valores de fotoequilibrio (Pfr/Ptotal) requeridos para romper la dormi-
cion son muy variables, pero en general bajos. Uno de los mas bajos citados en
la bibliografia corresponde a Amaranthus retroflexus con 0,001, mientras que
en el otro extremo se presenta la lechuga (Lactuca sativa) con un requerimiento
minimo del 0,59.

Cabe aclarar que, dada la superposicion de los espectros de absorcion de Pr
y Pfr en la zona del rojo, cuando el Pr es irradiado con luz roja, como maximo
se genera aproximadamente un 80% de Pfr, ya que parte de la radiacion es tam-
bién absorbida por el Pfr que genera Pr en un 20%. En cambio la irradiacion con
rojo lejano determina que todo el Pfr cambie a Pr, pues en esta zona del espectro
solo absorbe el Pfr.
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Lo expuesto se puede apreciar claramente en la Fig. 8.3.
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Fig. 8.3. Espectro de absorcion de soluciones de Pr y Pfr.

8.3.3. Mecanismo de accion

En numerosas semillas fotoblasticas positivas, un solo flash de luz de la
intensidad y calidad adecuada es suficiente para romper la dormicion; sin
embargo, en otros casos se requieren largos periodos de exposicion. Las
explicaciones a estos hechos son varias. Una de ellas se basa en los efectos
causados por las cubiertas que en algunos casos modifican significativamente la
cantidad y calidad de luz recibida por el embrion, pero también se debe tener en
cuenta que una vez formado el Pfr surgen diferentes vias (Fig. 8.2) mutuamente
competitivas, con diferentes velocidades relativas que influirdn sobre los
requerimientos y los tiempos de respuesta.

Otro aspecto a tener en cuenta referido a la accion del Pfr es lo que se de-
nomina “tiempo de escape”, que se refiere al periodo de tiempo de accion del
Pfr, luego del cual la reversion ya no impide la germinacion. Este periodo es
muy variable, para el caso de lechuga Grand Rapids el 100% de efectividad se
alcanza cuando el tiempo de escape se extiende a unas 4 o 5 horas a 25°C, en
tanto que en Pinus sylvestris se requieren 48 horas.

Diferentes trabajos con embriones aislados de semillas de lechuga variedad
Grand Rapids permitieron aclarar algunos aspectos sobre el mecanismo de ac-
cion del Pfr. Estos trabajos han demostrado que los embriones aislados, es decir
libres de cubierta y endosperma, pueden germinar sin problemas en presencia
de rojo, rojo lejano y atn en oscuridad, lo que se comprueba por el crecimiento
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de la radicula en cualquiera de estas condiciones. Sin embargo, fue sorprendente
observar que los embriones expuestos al rojo poseian un mayor crecimiento
radicular, que los expuestos a los otros tratamientos. De manera que la luz roja
generaba un crecimiento adicional. Se sabe que la expansion celular esta rela-
cionada con la presion hidrica, fundamental para la deformacion de la pared
celular. Esto depende del gradiente de potencial agua entre la célula y el medio.
A mayor potencial agua externo, mayor tendencia al ingreso de agua, lo que
genera mayor presion y equilibra los potenciales. El mayor crecimiento obser-
vado por irradadiacion con rojo es debido a que el Pfr actia bajando el potencial
agua del eje embrionario, genera un ingreso adicional de agua con el consi-
guiente aumento de la presion, que provoca una expansion adicional. Lo ex-
puesto quedoé demostrado cuando se lograron crecimientos equivalentes de radi-
culas irradiadas con rojo y rojo lejano por ajuste osmdtico del medio en que
crecieron. Asi, las irradiadas con rojo y en un medio de potencial osmético de -5
bares tuvieron un crecimiento equivalente a las irradiadas con rojo lejano pero
creciendo en un medio de -1,6 bares. Dicho de otra manera, para equilibrar el
crecimiento radicular con una y otra luz se requeria que el medio de hidratacion
presentara la diferencia indicada de potencial osmotico.

CRECIMIENTO EQUIVALENTE
R = RL
-5b -1,6b

Se puede concluir que el Pfr aumenta el potencial de crecimiento al disminuir el
potencial agua y generar un mayor flujo de agua hacia el interior celular. La
semilla de lechuga no germina en oscuridad porque la radicula no genera la
fuerza suficiente como para vencer las resistencias de los tejidos que rodean al
embrion. La limitante no esta dada por las cubiertas, sino por una porcion del
endosperma, que aunque so6lo presenta un espesor de dos o tres capas de células
genera una resistencia suficiente como para impedir la emergencia radicular.

Hoy se sabe que el fitocromo actiia a nivel de membrana estimulando el in-
greso de cationes a la célula y también sobre la sintesis de enzimas hidroliticas
responsables del ablandamiento de la pared celular. El ingreso de cationes gene-
ra un descenso del potencial osmdtico y por lo tanto del potencial agua interno
favoreciendo el ingreso de agua y provocando un aumento de la presion de tur-
gencia hasta alcanzar el equilibrio. En estas condiciones y con paredes ablanda-
das por la accion de enzimas hidroliticas se hace posible el crecimiento de la
radicula superando las resistencias que impedian la germinacion.

8.4. Aspectos ecofisiologicos del fotocontrol de la germinacion
La dependencia de la luz para la germinacion de numerosas semillas constituye
un efecto de gran importancia dentro de un ecosistema o de un agroecosistema.

La luz, como se puede apreciar en el siguiente capitulo (Punto 9.1), puede
penetrar el suelo pero sélo unos pocos milimetros, lo que genera un
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impedimento para la germinacion de semillas fotobasticas positivas como lo
muestra graficamente el bioensayo de la Fig. 8.4. En muchos casos esta
situacion se presenta como un mecanismo fundamental para la supervivencia de
pequefias semillas que seguramente tendria pocas o nulas posibilidades de
sobrevivir si se encuentran a cierta profundidad en el suelo o debajo del dosel de
otras plantas que constituirdn una enorme competencia por agua, luz y
nutrientes durante su crecimiento.
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germinadas sin
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Fig. 8.4. Bioensayo con semillas fotoblasticas positivas

Recordemos que el fitocromo responde a bajas intensidades de luz, sin embargo
la formacion del isémero activo para la germinacion, Pfr, varia enormemente de
acuerdo a medio en que se propaga la radiacion. Asi, el canopeo, el suelo y aiin
las cubiertas de la semilla pueden afectan enormemente la relacion Pr/Pfr. De
manera que el fitocromo constituye un mecanismo que poseen las plantas para
identificar las condiciones luminicas, en cuanto a calidad y cantidad, prevenir
futuras competencias y en consecuencia, a contribuir a una mayor seguridad de
la germinacion y del crecimiento de las plantulas.
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LAS SEMILLAS Y LAS CONDICIONES DEL
AMBIENTE

Por lo comun, el medio para la germinacion de la semilla es el suelo, ya sea en
condiciones absolutamente naturales o conducidas por el hombre. Alli, las
semillas podrian enfrentar un amplio rango de situaciones dadas,
fundamentalmente, por el ambiente aéreo al que esta expuesto el suelo, por las
propias condiciones edaficas y por la profundidad de siembra. Sin embargo, el
medio también puede estar determinado por las condiciones imperantes en el
laboratorio donde se realizan los andlisis de germinacion.

En este capitulo se consideraran los aspectos referidos a la influencia de los
diferentes factores ambientales presentes durante el proceso de germinacion.

9.1. Ambiente aéreo. Radiacion

La radiacién solar que llega a la superficie terrestre es muy amplia, sin embargo
una estrecha franja ubicada entre los 400 y 800 nm es la fotobioldgicamente
activa. Dentro de este rango, la luz que estimula la germinacion de las semillas
se ubica en la zona espectral correspondiente al rojo. En condiciones normales,
la calidad de luz determina relaciones Pfr/Ptotal adecuadas para la germinacion
de las semillas fotoblasticas positivas (ver Secc. 8.3.2.1). Sin embargo, esta
condicion puede ser profundamente alterada por el medio, que puede ser
enriquecido en rojo por la radiacion del entorno, o empobrecida por el filtrado
que realiza el canopeo que cubre el suelo (Fig 9.1).

Fig. 9.1. Alteraciones en la relacion rojo (R) rojo lejano (RL) por influencia del
canopeo.

163



FUNDAMENTOS FISIOLOGICOS DE LA GERMINACION / FRANCISCO J. CARDINALI — MONICA L. MURCIA

En los laboratorios, el uso de luces artificiales puede generar un ambiente
de particulares condiciones espectrales. Asi, los tubos fluorescentes son co-
munmente usados en las camaras de crecimiento pues producen un calentamien-
to minimo, pero son pobres en longitudes de onda correspondientes al rojo y
ricas en azul que, aunque levemente, es absorbida por ambas formas de fitocro-
mo entre los 400 y 450 nm. En estos casos, frecuentemente se debe suplementar
este tipo de luz con lamparas incandescentes comunes para compensar la esca-
sez de luz roja, cuyo déficit puede provocar alteraciones sobre el crecimiento
normal de algunas plantas.

El suelo puede estar expuesto a distintas condiciones de radiacidn, ya sea
que se trate de un suelo desnudo, cubierto por escasa o por densa vegetacion.
Estas condiciones pueden ser determinantes para la germinacion de semillas
fotoblasticas positivas. Este hecho se hace evidente cuando se rotura un suelo
que durante afios ha estado como pradera natural o artificial y aparecen malezas
poco frecuentes o que se consideraban desaparecidas del lote. En realidad, sus
semillas estaban en la profundidad del suelo y al recibir luz germinan. Casos
similares pueden ocurrir cuando el suelo estd cubierto por vegetacion y €sta es
removida ya sea por medios mecanicos realizados por el hombre, por el pasto-
reo o por el pisoteo de los animales. Un claro ejemplo estd dado por semillas de
Ambrosia, las cuales primero requieren frio y luego luz para germinar. Esta
semilla, si después de pasar el invierno queda cubierta por un denso canopeo no
germina, sin embargo luego de un simple pastoreo germina sin inconvenientes.

La intensidad de estos hechos depende de la profundidad a la que esté la
semilla en el suelo. El margen de tolerancia es bajo porque también es baja la
transmision de la luz en el suelo y ademas porque se altera la calidad de la luz a
medida que penetra en él.

Ensayos llevados a cabo con Plantago sp. y Sinapis sp. muestran la ra-
pida disminucion del porcentaje de germinacion a medida que aumenta la pro-
fundidad de siembra. Esto depende también del tipo de suelo de que se trate. En
efecto, en los suelos arcillosos la penetracion de la luz varia entre 10 y 20 mm,
en cambio en suelos arenosos es muy superior (ver también Secc. 8.4. Aspectos
ecofisiologicos del fotocontrol de la germinacion).

También se ha comprobado que algunas semillas que habitualmente son
neutras, es decir, indiferentes a la luz tales como Sinapis arvense, Chenopodium
rubrum, Hypochaeris radicata, cuando quedan enterradas desarrollan requeri-
mientos de luz para germinar como un mecanismo adaptativo, fitocromo depen-
diente, que aumenta sus probabilidades de supervivencia.

9.2. Ambiente edafico
9.2.1. Temperatura

El estudio de este factor en las pruebas de germinacion llevadas a cabo con
semillas viables, sin dormicion y en condiciones Optimas, muestra que las
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semillas responden a un patrén comin de minimo, éptimo y maximo. Trabajos
llevados a cabo con temperaturas constantes muestran que el porcentaje de
germinacion en un gran niumero de especies aumenta en forma lineal a medida
que aumenta la temperatura y alcanza un intervalo 6ptimo, pasado el cual
desciende rapidamente (Fig 9.2). Esto es atribuido a que la temperatura influye
en el metabolismo de dos maneras opuestas: por un lado, incrementa la energia
cinética generando un aumento en la velocidad de reaccion; y, por el otro,
pasado cierto nivel, provoca la desnaturalizacion de enzimas.

Rango de
Temperatura
optima

Germinacion (%)

Temperatura °C

Fig. 9.2. Efecto tipico de la temperatura sobre la germinacion de semillas viables sin
dormicion

Si bien para temperaturas constantes es valido un patron de respuesta de este
tipo, es evidente que el optimo puede variar ampliamente entre especies y ain
entre cultivares de la misma especie. Un ejemplo muy evidente es la gran dife-
rencia que se presenta entre especies tolerantes y sensibles al frio. Asi, los trigos
de primavera se siembran con una temperatura media de suelo de 4 °C, mientras
que el maiz requiere temperaturas cercanas a los 15 °C. Estudios realizados en
un amplio rango de temperaturas constantes, que relacionan velocidad y porcen-
taje de germinacion, muestran que la maxima velocidad de germinacion corres-
ponde a temperaturas supradptimas que disminuyen el porcentaje de germina-
cion. Mientras que temperaturas subdptimas reducen la velocidad de germina-
cion y, como consecuencia, amplian el tiempo entre siembra y los primeros
estadios de crecimiento de la plantula emergida, periodo de gran vulnerabilidad
que puede ocasionar una importante pérdida de plantas (ver también Secc. 4.4 —
Pretratamientos).

Los requerimientos de temperaturas alternas se relacionas concretamente
con los centros de origen de las semillas y estan dadas por las variaciones clima-
ticas o por la alternancia dia-noche. Asi, aquellas originadas en climas templa-
dos seguramente se veran favorecidas por fluctuaciones de temperaturas como
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las que ocurren en esos ambientes. En cambio, aquellas originarias de ambientes
tropicales no tendran ese patron de respuesta ya que en esa latitud se presenta
una menor variacion térmica a lo largo del afio. Las semillas de diferentes espe-
cies que requieren este tratamiento responden favorablemente a rangos de varia-
cion especificos, que se reflejan en el poder germinativo. Por ejemplo, en
Agrostis alba temperaturas alternas de 12/21 °C arroja un PG del 69%, en cam-
bio 21/35°C muestra un PG del 95%.

La respuesta a este tratamiento se va debilitando a medida que avanza la
edad de las semillas. Llega un momento en que este requerimiento deja de ser
indispensable y las semillas germinan a temperatura constante, siempre y cuan-
do se cubran las exigencias de humedad y que la temperatura, ahora constante,
sea adecuada para la especie. Esto es lo que ocurre en la naturaleza.

Trabajos llevados a cabo con temperaturas fluctuantes o alternas, muestran
para algunas semillas valores de germinacion considerablemente mas elevados
que los obtenidos a temperaturas constantes. Esto se explica porque las diferen-
tes etapas, con sus innumerables reacciones quimicas mediadas por diferentes
enzimas, pueden llevarse a cabo a diferentes temperaturas 6ptimas, en algunos
casos coincidentes con aquellas a la que se expone la semilla. Esto mismo es
aplicable para el crecimiento de la plantula hasta la emergencia sobre la superfi-
cie del suelo.

Un método muy eficaz para determinar temperaturas optimas de germina-
cion es el termogradiente que se logra con una plancha altamente conductora del
calor y sometida a alta temperatura en un extremo y fuertemente enfriada en el
otro, lo que genera un gradiente térmico sin solucion de continuidad entre los
extremos, ideal para este tipo de estudios.

9.2.2. Agua

La parte superficial de un suelo agricola estd ocupada en un 50% por materiales
solidos dados por el componente mineral y organico del suelo; el otro 50%
corresponde al espacio poroso ocupado por agua y aire. Estos porcentajes varian
en diferentes tipos de suelos. Los componentes deben estar equilibrados para
posibilitar un ambiente adecuado para el mantenimiento de todos los
organismos que habitan ese suelo. En condiciones ideales, el agua bafia las
paredes de los solidos del suelo y ocupa parte de los poros, quedando el resto
del espacio ocupado por aire (Fig. 9.3).

El primer paso en el proceso de germinacion es la hidratacion, que esta da-
do por el aprovisionamiento de agua del suelo que rodea a la semilla. Este factor
determina en gran medida la velocidad y el grado de germinacion.

Una adecuada hidratacion dependera del optimo contenido de agua del sue-
lo, el cual es mayor a medida que aumenta la capacidad de retencion de agua del
mismo. Al igual que para la temperatura, aqui se presenta una respuesta de mi-
nimo, 6ptimo y maximo con valores muy diferentes de humedad de suelo, se-
gun sea su capacidad de retencion. Es posible lograr maximos valores de germi-
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nacion con contenidos de agua cercanos al 15, 25 y 30% sobre materia seca para
suelos arenoso, arcilloso y turbosos respectivamente. Los bajos porcentajes de
germinacion por debajo de la humedad 6ptima indican un aprovisionamiento
insuficiente de agua. Por encima del optimo la reduccion se da por la escasez de
oxigeno o hipoxia.

5%
Materia
orgéanica

45%

Minerales
Arcilla-Limo-Arena

Fig. 9.3. Composicion optima en volumen de un suelo agricola para el crecimiento de
las plantas

El flujo de agua hacia la semilla es directamente proporcional al gradiente de
potencial agua entre el suelo y la semilla, e indirectamente proporcional a la
sumatoria de las resistencias que presentan la semilla y el suelo. En la semilla,
dichas resistencias son ocasionadas fundamentalmente por las cubiertas y en el
suelo dadas basicamente por su estructura y textura. Recordemos que el poten-
cial agua de la semilla al inicio de la hidratacidn es extremadamente bajo, debi-
do fundamentalmente, al componente matrico y en menor grado al osmético
(ver Secc. 4.2.1 y Fig. 4.2). Esto determina una condicién muy favorable para el
ingreso de agua, considerando un rango de humedad normal.

En el suelo, la semilla esta rodeada de particulas, bafiadas por una pelicula
de agua liquida, con las cuales esta en contacto solo en algunos puntos. El resto
de la superficie seminal se comunica con los poros, que en condiciones norma-
les para un suelo agricola estan llenos de aire. Ambos aspectos son importantes
y deben estar balanceados. En efecto, desde los poros difunde el oxigeno, fun-
damental para el metabolismo aerdbico, y también vapor de agua. Por los pun-
tos de contacto con las particulas de suelo fluye agua hacia el interior de la se-
milla, provoca la hidratacion masiva y pone en marcha el proceso de germina-
cion.

Esto destaca la importancia de un adecuado contacto de la semilla con el
suelo como forma de asegurar un rapido ingreso de agua a la semilla. De alli
podemos imaginar la importancia de la morfologia de la semilla, ya que aque-
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llas que poseen protuberancias tienen menos puntos de contacto con el suelo.
Por el contrario, aquellas que poseen abundante mucilago (ver Secc. 3.3) esta-
blecen un contacto practicamente total con el suelo asegurando un rapida y uni-
forme germinacion. Ademas, le proporciona mejores condiciones para enfrentar
un periodo critico dado por la escasez de agua en el suelo.

Estos aspectos que aparentan ser conceptos absolutamente tedricos en fisio-
logia vegetal han sido muy tenidos en cuenta por los fabricantes de sembrado-
ras. Desde hace tiempo se han incorporado ruedas compactadoras de fondo de
surco y superficiales para asegurar un intimo contacto de la semilla con el suelo
y contribuir a aumentar la velocidad de germinacién, emergencia y uniformidad
del lote. Estas condiciones contribuyen fuertemente para acortar los tiempos
entre siembra y primeros estadios de crecimiento de la plantula. Con ello se
logra disminuir las oportunidades de ataque de plagas animales y poder realizar
una oportuna aplicacion de herbicidas, acorde con el estado fendlogico requeri-
do, el cual debe ser uniforme para todo el cultivo.

Una vez germinada la semilla sobreviene la etapa de activo crecimiento ve-
getativo que se evidencia en la formacién de las estructuras aéreas y subterra-
neas. El adecuado balance de agua y aire es fundamental durante todas las eta-
pas del cultivo y en particular en esta primera etapa donde las plantulas son muy
vulnerables.

Aqui un exceso de agua puede generar severos dafios que en algunos
casos conduce a la muerte de las plantulas. El desplazamiento del aire del suelo
genera condiciones edaficas hipoxicas, las cuales se agravan ante suelos poco
permeables o con napas freaticas altas. Ademas, el escaso aire remanente es
consumido por la respiracion de las propias raices y por la microfauna y la mi-
croflora del suelo. En estas condiciones, la planta activa vias alternativas de
obtencion de energia como es la fermentacion, muy poco eficiente comparada
con la respiracion aerobica. Se ha reportado la liberacion de cantidades conside-
rables de etanol (fermentacion alcohdlica) en numerosas especies entre ellas,
lechuga, cebada, arroz y trigo. Estos cambios metabdlicos se dan como respues-
tas rapidas y reversibles ante cortos periodos de anegamiento.

Frente extensos periodos en estas condiciones se verifican procesos de
aclimatacion, que consisten en cambios morfoanatomicos. En efecto, la perma-
nencia en este ambiente dispara sefiales que conducen a cambios morfoldgicos
como son la formacion de raices adventicias, y cambios anatdmicos como son la
formacion de aerénquima en el tejido cortical de raiz. El aerénquima, de acuer-
do a las especies puede ser de origen lisigeno que conlleva a la muerte de las
células corticales, o esquizogeno por la separacion de las células. En ambos
casos se generan grandes espacios de aire en sentido longitudinal. Esta condi-
cion permite el abastecimiento de oxigeno desde las porciones aéreas y consti-
tuye una respuesta fundamental de las plantas que les permite soportar prolon-
gados periodos hipoxicos del suelo.
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En plantulas de maiz las condiciones hipdxicas estimulan la actividad
del precursor del etileno ACC (Acido ciclo propano amino carboxilico) que
promueve una rapida sintesis de etileno que conduce a la muerte celular de célu-
las blanco en forma muy selectiva.

Experimentos llevados a cabo en la Facultad de Ciencias Exactas y Natura-
les de la Universidad Nacional de Mar del Plata confirmaron los efectos de la
hipoxia sobre tallos y raices de plantas de maiz. Las observaciones con micros-
copio Optico mostraron enormes espacios esquizogenos como se puede apreciar
en la Figura 9.4.

Aerénquima

Fig. 9.4. Cortes transversales de raiz primaria de maiz A: condiciones normales y B:
condiciones hipdxicas con notable aerénquima de origen esquizogeno en el parénquima
cortical (Gentileza de Di Santo, M.E, Lasso, M. y Melo, V. 2012. FCEyN-UNMDP).

9.2.3. Aire

El aire del suelo esta contenido en el espacio poroso y en permanente equilibrio
con el contenido de agua, ya que a medida que aumenta la cantidad de ésta
provoca el desplazamiento del aire. Ese aire contiene la reserva de oxigeno, el
cual es constantemente usado en los procesos bioquimicos de los organismos
que habitan ese suelo, que al mismo tiempo le incorporan diéxido de carbono.
Esto lleva a considerar dos aspectos fundamentales como son el adecuado
balance agua-aire y la necesidad de un activo intercambio de gases con la
atmosfera, indispensable para mantener un ambiente compatible con la vida en
este medio (Fig. 9.3).

El anegamiento de un suelo provoca el desplazamiento del aire disminu-
yendo severamente el aporte de oxigeno. Cierta cantidad de aire queda disuelto
en el contenido acuoso, pero el coeficiente difusional de oxigeno en el agua es
cinco veces menor que en el aire. Esto crea condiciones anerdbicas que afectan
severamente el proceso de germinacioén y crecimiento, por la propia falta de
oxigeno y por el ambiente reductor que puede plantear serios problemas de fito-

169



FUNDAMENTOS FISIOLOGICOS DE LA GERMINACION / FRANCISCO J. CARDINALI — MONICA L. MURCIA

toxicidad para muchas especies. Por otra parte, la actividad bioldgica que conti-
nua aportando didéxido de carbono deprime la respiracion de las semillas y pue-
de provocar dafios en plantulas. Sin embargo, se ha visto que concentraciones
elevadas de dioxido de carbono son beneficiosas para romper la dormiciéon en
algunas especies, Trifolium subterraneum, Arachis hypogaea y Oriza sativa,
entre otras.

El porcentaje de oxigeno en el aire del suelo también disminuye con la pro-
fundidad, siendo el coeficiente de disminucion mucho mas rapido en los suelos
densos. Si bien la presencia de oxigeno es fundamental para la germinacion, los
requerimientos son generalmente bajos. Un gran nimero de especies alcanzan
muy altos porcentajes de germinacion con concentraciones de oxigeno que no
superan el 10%. Asi, arroz (Oryza sativa), lechuga (Lactuca sativa) y pepino
(Cucumis sativus) alcanzan altos porcentajes de germinaciéon con concentracio-
nes inferiores al 2,5%. Se diferencia claramente de ellas el tomate (Lycopersi-
con esculentum) que requiere el 10%.

Otro componente a considerar en la atmdsfera del suelo es el etileno, gene-
rado por los organismos del suelo, que se presenta en concentraciones variables.
Para algunas especies tiene efecto inhibidor. Para otras constituye un factor
importante ya que estimula su germinacion, tal como ocurre para algunos repre-
sentantes del género Trifolium, Apium y Lactuca y de algunas malezas como
Amaranthus retroflexus, Amaranthus albus, Chenopodium album y Ambrosia
artemisifolia entre otras.

Esta informacion ha llevado a la fabricacion de productos quimicos genera-
dores de etileno, como el Ethrel que, aplicado con anterioridad a la siembra,
estimula la germinacion de algunas malezas. Esto permite la eliminacion de las
mismas antes de la siembra del cultivo evitando la competencia prematura y
controles posteriores.

9.3. Profundidad de siembra

La profundidad de siembra apropiada es aquella que ubica a la semilla a la
menor profundidad posible, pero que asegure un buen aprovisionamiento de
agua. En efecto, las siembras poco profundas permiten una rapida emergencia e
inicio del proceso fotosintético y del crecimiento.

Las siembras superficiales suelen ser peligrosas porque exponen a la semi-
lla a la posibilidad de importantes variaciones de humedad y temperatura, las
cuales pueden ocasionar la muerte de aquellas recién germinadas o de plantulas
recién emergidas. Cuanto mayor sea la profundidad de siembra hay menos ries-
gos que el suelo se seque y se mantiene una temperatura mas uniforme. Sin
embargo, se expone a la semilla y a la plantula a concentraciones menores de
oxigeno y a tener que superar una gruesa capa de suelo para lograr la emergen-
cia. Las reservas seminales juegan un rol decisivo para superar esta situacion.
Experimentos llevados a cabo con Trifolium subterraneum sembrado a profun-
didades crecientes mostraron claramente la estrategia de la planta consistente en
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una disminucion progresiva del peso seco de los cotiledones a medida que au-
ment6 la profundidad de siembra. Sin embargo, no se observé variacion de la
superficie de los mismos y por lo tanto no se alterd el area fotosintética, que
contribuye al crecimiento inmediatamente después de la emergencia.

En condiciones de produccion es necesario considerar los diversos aspectos
planteados precedentemente a efecto de proporcionar a la semilla "sitios segu-
ros", es decir, condiciones que aseguren una germinaciéon y emergencia rapida
y uniforme. Cuanto mayor es el tiempo que permanece una semilla en el suelo,
mayores son los riesgos de dafios por microorganismos de suelo, insectos y
pajaros y, por ende, se podra ver seriamente afectado el indice de superviencia.
Contrariamente, la uniformidad y velocidad de emergencia y crecimiento inicial
alejan més rapidamente a la plantula de esta peligrosa etapa, ya que una vez
implantado el cultivo los riesgos de pérdidas son mucho menores.
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CALIDAD DE SEMILLAS

EVALUACION DE LA GERMINACION, ASPECTOS
TECNICO-AGRONOMICOS.

En los capitulos precedentes se abord6 integramente el proceso de germinacion
considerando los aspectos morfologicos, fisiolégicos y ambientales. Se discutid
acerca de la amplitud del proceso desde el punto de vista puramente fisiologico
y desde la optica de un laboratorio de analisis de semillas. Este tltimo punto de
vista nos permitié avanzar en las consideraciones acerca del crecimiento del
embridn que conduce a la emergencia y a la obtencion de una plantula.

Que todo esto ocurra exitosamente depende de numerosos factores, algunos
relacionados a las técnicas de cultivo, calidad de suelo y ambiente. Sin embar-
g0, el inicio de todo esta en la semilla, que debe ser la adecuada para el ambien-
te y con la capacidad de generar una plantula normal con un crecimiento vigo-
roso.

10.1. Introduccion

La semilla destinada a la siembra es un insumo basico primordial que debe
pasar por los controles necesarios que permitan establecer su calidad. Este dato
es fundamental ya que es imposible obtener altos rendimientos a la cosecha si se
parte de una semilla de baja calidad. De igual modo, la calidad del producto
cosechado no sera, de ningin modo, mejor que la de la semilla utilizada. El
inicio de un cultivo que contemple las practicas agrondmicas adecuadas debe ir
acompanado de una siembra con semilla de muy buena calidad a efecto de
alcanzar, finalmente, altos niveles de produccion en cantidad y calidad, factores
determinantes de la rentabilidad de la actividad agricola.

La actividad cientifica ha permitido disefiar una serie de analisis tendientes
a determinar la calidad de la semilla, que se reflejara en su comportamiento al
momento de la siembra. Actualmente, estos analisis resultan claves ya que cons-
tituyen una herramienta fundamental para determinar la calidad de las mismas,
en base a sus atributos, en forma cuantitativa y objetiva.

Con vistas a la siembra en el campo, las semillas deberian cumplir con de-
terminadas condiciones; a saber:
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Que la especie sea la correcta,

que no contenga otras semillas que pudieran ser nocivas,

que no contenga material extrafio (entre el cual se podria encontrar pie-
dras , tierra, etc., que ““ pesan” como semilla, o restos vegetales con pro-
pagulos de patogenos o malezas),

que la semilla adquirida sea apta para germinar en las condiciones de
campo previstas,

que, eventualmente, pueda conservarse por cierto tiempo antes de su
siembra, sin perder su capacidad germinativa.

Cada una de las condiciones mencionadas puede ser considerada un aspecto de
la calidad de las semillas y es susceptible de “analisis”. En los analisis de
semillas se aplican diferentes técnicas sumamente utiles para clasificar lotes
segun su probable comportamiento en el campo. Prestan utilidad, asimismo, en
diferentes momentos del proceso productivo de las semillas (determinacion del
momento 6ptimo de cosecha, posibilidad de conservacion a largo plazo, entre
otras consideraciones).

En la produccion de cultivos, los anélisis permiten al productor corroborar
la calidad de la semilla que ha adquirido y tomar decisiones respecto al uso que
le dara en funcion de las condiciones de siembra, tales como fecha y densidad
de siembra y condiciones del suelo. Ademads, le permitira establecer la posibili-
dad de conservacion, calcular la cantidad de semilla a sembrar para obtener un
adecuado y uniforme stand de plantas.

Los aspectos considerados que determinan la calidad de la semilla se pue-
den apreciar en la siguiente tabla.

Tabla 10.1. Aspectos fundamentales (Atributos) considerados para la determinacion de
la calidad de un lote de semillas.

Pureza Genética

Pureza Fisico-Botanica

CALIDAD - Poder germinativo
DE SEMILLA Calidad Fisiologica - Viabilidad
- Vigor
Sanidad

Para la adecuada evaluacion de estos aspectos existen analisis que han sido
desarrollados a través de los afios por especialistas y que han sido recopilados y
estandarizados por asociaciones nacionales ¢ internacionales como la
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Asociacion Oficial de Analistas de Semillas (AOSA), o la Asociacion
Internacional de Analistas de Semillas (ISTA), entre otras.

10.2. Muestreo de semillas y analisis de pureza

Antes de efectuar cualquier andlisis se debe contar con una muestra
representativa del lote de semillas a evaluar. Se define como lote a una cantidad
especifica de semilla fisicamente identificable y susceptible de ser analizada
como un todo. Para ello, es fundamental extraer muestras primarias de
diferentes puntos del contenedor (si la semilla estd almacenada “a granel”) o de
diferentes bolsas, en ambos casos tomadas al azar, de modo de conformar una
muestra Unica o muestra compuesta. ISTA establece la frecuencia de muestreo
necesaria de acuerdo al tamafio del lote completo. Dicho lote no debe presentar
signos evidentes de heterogeneidad. Asimismo, se establece un peso maximo
para los lotes de cada género botdnico de semillas, y en caso de exceder el
mismo sera necesario fraccionarlo para obtener lotes del peso admitido y cada
uno de ellos serd muestreado por separado. El Instituto Nacional de Semillas
(INASE) establece un peso maximo de 10.000 kg, para un lote de semillas de
forrajeras y horticolas de tamafio menor al de agropiro; hasta de 40.000kg, para
maiz, etc.

Como ejemplo, podemos citar los siguientes casos: si el tamaio del lote es
de entre 501 y 3000 kg, debera tomarse una muestra primaria de cada 500 kg,
pero no menos de 5 en total. En caso de semilla embolsada, si el nimero de
bolsas esta en un rango de entre 31 y 400, es necesario extraer muestras parcia-
les de 10 bolsas o por lo menos una de cada 5 (la mayor de ambas opciones).

A su vez, de la muestra completa que se destinara a analisis es necesario
obtener muestras menores para los diferentes ensayos a los que se sometera.
Para ello, es crucial homogeneizar la muestra y luego dividirla en tantas sub-
muestras como sea necesario. Esta tarea puede efectuarse en forma manual, en
funcion del tamafio de la semilla de la especie a analizar, o se puede recurrir a
divisores de muestras mecanicos que se adquieren a proveedores especializados.
Independientemente de la metodologia empleada, es necesario seguir las indica-
ciones para tomar la muestra evitando “elegir” las semillas a analizar y logrando
una Unica muestra homogénea y representativa.

Una muestra es representativa del lote, si en ella estan presentes los mismos
componentes del lote y en igual proporcion.

El analisis de Pureza Fisico Botanica resulta indispensable al menos para
confirmar la especie con la que se trabaja (especie declarada por quien solicita
el analisis) o, si se trata de una mezcla de especies, como ocurre en el caso de
siembras de pasturas consociadas.

El objetivo de este analisis es determinar la composicion porcentual en peso
de la semilla correspondiente a la especie declarada, con respecto al total de la
muestra tomada. Este porcentaje es equivalente en la totalidad el lote muestrea-
do, si la muestra obtenida es, efectivamente, representativa.
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En este analisis se identifican semillas de otras especies y material inerte
como paja, restos vegetales, insectos, tierra, pequefias piedras, etc., que se en-
cuentran en la misma y cuyo valor porcentual en peso, se considera que corres-
ponde a la composicion del lote completo. El material inerte debe ser tenido
muy en cuenta, especialmente en caso de semillas recubiertas (peleteadas), por-
que incrementa el peso de la muestra y al momento de la siembra es menor la
cantidad de semilla empleada.

-Se define como Pureza fisica al porcentaje en peso de la semilla de la es-
pecie declarada con respecto al total de la muestra.

Peso de semilla de la especie declarada

Pureza (%) — x 100

Peso total de la muestra

Las fracciones en que se separa la muestra y sus detalles se pueden ver en la
Tabla 10.2.

Tabla 10.2. Fracciones en que se separa una muestra de semillas en el analisis de pure-
za fisico- botanica y descripcion de los componentes de cada una.

Fraccion de la muestra Descripcion

Semilla pura Corresponde a la especie declarada en la muestra
ingresada o aquella predominante.

Otras semillas Semillas de otras especies, incluidas malezas.

Material inerte Trozo de semillas de tamafio menor al 50% del
original, restos de espigas u otras partes estériles,
esclerocios, agallas, etc. Es decir, todo aquello que
no es semilla.

ISTA provee especificaciones sobre el tamafio de la muestra a estudiar, modo
de trabajo, equipamiento, calculo y expresion de los resultados.

A partir de la fraccion caracterizada como Semilla pura, se toman las semi-
llas necesarias para los ensayos subsiguientes: humedad, germinacion estandar,
viabilidad, vigor y analisis sanitario.

10.3. Analisis de germinacion

El ensayo por excelencia de calidad de semillas es el Analisis de germinacion,
considerado test de referencia, estandarizado internacionalmente para la
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mayoria de las especies. Junto con el ensayo de viabilidad y el de vigor aportan
valiosa informacion sobre la calidad fisiologica, que surge como resultado de
los procesos implicados en la produccion de las semillas.

El ensayo de Germinacioén Estandar provee informacion referente al com-
portamiento de un lote de semillas en condiciones favorables de siembra. Estas
condiciones permiten expresar la maxima capacidad de implantacién (emergen-
cia a campo) del lote. La informacion obtenida resulta 1til para comparar lotes
diferentes de una especie dada y seleccionar los mas adecuados para la siembra.

La International Seed Testing Association (ISTA) establece en las Reglas
Internacionales de Ensayos de Semillas, las condiciones recomendadas para
llevar a cabo el ensayo de Germinacion Estandar conocido comunmente como
Poder Germinativo (PG). Para este ensayo se consideran: tipo de sustrato de
siembra, disponibilidad de agua, aireacidon, temperatura de incubacion, condi-
ciones de iluminacion, tratamientos para superar dormicion, en caso de presen-
tarse esta situacion. Asimismo, se especifica la forma de evaluar las plantulas
resultantes y el modo de expresar los resultados para un amplio conjunto de
especies.

Sin pretender agotar el tema, este capitulo incluye algunas especificaciones
respecto a como llevar a cabo la prueba de germinacion.

10.3.1. Sustratos

La siembra se puede realizar en diferentes sustratos o medios. El material
utilizado como sustrato debe constituir un soporte para las plantulas y, ademas,
contener suficiente humedad para la germinacion de las semillas y el
crecimiento de las plantulas durante el periodo de ensayo.

Los sustratos comunmente utilizados y recomendados por ISTA, en analisis
con fines comerciales en laboratorios de semillas son: arena de rio, papel de
filtro y toallas de papel, que en todos los casos deben ser medios estériles e iner-
tes para permitir la repetitividad y comparacion de ensayos en diferentes labora-
torios. No se recomienda el uso de suelo o de compost artificiales excepto en
casos de fitotoxicidad en otros sustratos o para fines de investigacion.

En caso de la arena, se utiliza la de rio con pH neutro, tamizada de modo
que tenga la granulometria adecuada. Ademas de esterilizarla, es necesario de-
terminar su capacidad de retencion de agua para calcular la humedad 6ptima
para la siembra de cada especie.

El uso de papel como sustrato estd muy difundido en especies de semilla
pequeiia, como forrajeras, ornamentales y algunas horticolas. Debe ser de celu-
losa, libre de hongos y bacterias que pudieran alterar el normal desarrollo del
proceso. A su vez, el papel debe poseer una porosidad apropiada para lograr una
adecuada retencion de agua pero que impida que las raices penetren a través de
¢l y debe poder contener humedad sin romperse al manipularlo.

Es importante descartar la existencia de residuos de la fabricacion como co-
lorantes u otras sustancias que podrian resultar fitotoxicas y distorsionar los
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resultados del ensayo. Para ello, se efectiia un ensayo de prueba en el cual se
comparan los resultados de germinacion de una especie “sensible” en el papel
nuevo y en otro conocido (no toxico); si no difieren, puede utilizarse el nuevo
papel. En las Reglas Internacionales se describe la metodologia para llevar a
cabo esta prueba.

En el marco de trabajos de investigacion, se suelen utilizar otros sustratos o
condiciones, diferentes de los recomendados por ISTA. En la siguiente figura se
puede apreciar un ensayo de germinacion en semillas de Cuphea glutinosa sobre
papel (SP), en cajas de Petri.

En la figura 10.1 se pueden apreciar diferentes tratamientos:

a. testigo donde las semillas fueron regadas con agua destilada

b. semillas en oscuridad para probar posible respuesta fotoblastica
c. semillas hidratadas con solucidn de acido giberélico

d. semillas escarificadas fisicamente con lija
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Fig. 10.1. Ensayo de germinacion en Cuphea glutinosa con diferentes tratamientos en
placas de Petri y doble papel de filtro desarrollado a 24°C (+/-1°C). Tomado de Cardina-

1i, et. al. 2013.

Como soporte para los diferentes sustratos, en los laboratorios de semillas
también suelen usarse bandejas plasticas y en algunos casos bandejas de carton
encerado.
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Otra variante es ubicar a las semillas entre papeles (EP). Primero, las semi-
llas se ubican sobre un papel humedecido y se cubren con otro papel humedeci-
do; luego, se forma un rollo y se lo ubica en la camara en las condiciones con-
troladas, como se puede ver en las siguientes imagenes (Fig 10.2).

Fig. 10.2. Método de germinacion entre papeles. A: Distribucion de las semillas sobre la
toalla de papel. B: Colocacion de otra toalla sobre las semillas superior. C: Enrollado
del papel con las semillas.

10.3.2. Disponibilidad de agua

La disponibilidad de agua para un ensayo de germinacion es clave. Cualquier
sustrato debe permitir un contenido de humedad tal que no sea necesario
agregar mas agua entre la siembra y el recuento final de las plantulas.
Asimismo, no tiene que ser excesiva en detrimento de la disponibilidad de
oxigeno, también fundamental para la germinacion. El agua a utilizar debe ser,
en lo posible, libre de impurezas organicas e inorganicas y con pH neutro. Si
cumple estos requisitos, puede usarse perfectamente agua corriente o de pozo.
Cuando el ensayo se realiza en placas de Petri, una forma practica de calcu-
lar la cantidad de agua requerida para el ensayo es ubicar el papel de filtro en el
fondo de la placa, luego inundarla y finalmente retirar el exceso de agua incli-
nando la placa a 45°. Con el papel completamente hidratado y con el menisco de
agua remanente en el borde de la placa inclinada, las semillas dispondrian de
suficiente cantidad de agua para completar el ensayo. Como se expresod ante-
riormente, es importante suministrar desde el inicio del ensayo la cantidad de
agua adecuada ya que no deberia agregarse mas agua en ninglin otro momento.

10.3.3.- Temperatura

El proceso de germinacion esta fuertemente influenciado por la temperatura.
Las semillas de las diferentes especies germinan en un amplio rango de
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temperaturas determinadas entre el minimo y el maximo requerido. Entre ambos
valores extremos se encuentra la temperatura Optima para cada especie. En
términos generales la temperatura 6ptima para la germinacion, que se aplica en
la mayoria de ellas oscila entre 20 y 25°C.

Se debe tener en cuenta que la temperatura también afecta la absorcion de
agua, ya que a medida que aumenta la temperatura disminuye la viscosidad del
agua acelerando el proceso difusional, motor de la hidratacion de la semilla.
Trabajos experimentales han demostrado que en los primeros momentos de la
imbibicion la tasa de absorcion se duplica cada 10°C. Este tema se también se
abord6 anteriormente en el punto 9.2.1.

En la camara de germinacion se requiere que la temperatura no varie en
mas de 1°C en ambos sentidos a lo largo del ensayo.

10.3.3.1. Alternancia de temperaturas

Las semillas de numerosas especies salvajes y cultivadas responden
favorablemente cuando son expuestas a temperaturas alternas durante el proceso
de germinaciéon. La wvariacion se proporciona alternando altas y bajas
temperaturas en un rango adecuado y particular para cada especie. Comunmente
se aplica la temperatura mas baja durante 16 horas y las mas altas durante 8
horas. En las Reglas Internacionales de Ensayos de Semillas se encuentran
especificadas estas condiciones para un gran numero de especies.

10.3.4. Luz

Como vimos en el Capitulo 8, la luz influye en la germinacion, existiendo
especies que requieren luz para germinar y otras que lo hacen en oscuridad;
dichas condiciones estan también especificadas en las Reglas Internacionales.

En general, la luz favorece el crecimiento de las plantulas, facilitando su
evaluacion, por lo cual se recomienda una iluminacion del ambiente de germi-
nacion, excepto para aquellas especies cuya germinacion se conoce con seguri-
dad es inhibida por la luz. Recordemos que la luz que estimula la germinacion
es la roja de 660 nm y la que generalmente inhibe corresponde al rojo lejano de
730 nm. Aqui estamos haciendo referencia a luz monocromatica, pero sabemos
que en la naturaleza las plantas reciben diferentes longitudes de onda y en con-
secuencia se establece cierta relacion 660/730 que puede favorecer o no el pro-
ceso de germinacion y el crecimiento del embrion. El fotorreceptor involucrado
en estas respuestas es el fitocromo tal como se tratd detalladamente en el capitu-
lo 8 (8.2y8.3).
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10.3.5. Pretratamientos

En caso de especies que presentan dormicion se emplean pre-tratamientos
especificos para superarla dependiendo del tipo de que se trate (Ver también
7.2.4), estos se encuentran también listados en las tablas de condiciones para la
germinacion. Por ejemplo: se recomienda escarificacion quimica con acido
sulfurico o fisica para semillas de Gleditsia triacanthos, Brachiaria decumbens,
preenfriamiento o estratificacion en Dactylis glomerata, entre muchos otros
tratamientos segun el tipo de impedimento que presente la semilla.

En algunas especies, se recomienda desinfectar la superficie de las semillas
previamente a la siembra. Como referencia de este tratamiento podemos consi-
derar lo que se consigna para tomate, donde lo recomendado es sumergir la
semilla en una solucién de hipoclorito de sodio (lavandina) del 1 al 5% en vo-
lumen. Luego de unos 30 minutos, la semilla debe ser lavada con abundante
agua, se deja secar al aire y luego se siembra. El hipoclorito de sodio (NaClO)
es el desinfectante mas difundido. Es un fuerte oxidante, efectivo contra nume-
rosos patdogenos y muy econdmico. En cipselas de una linea de girasol con dor-
micién impuesta por el pericarpio, se observé que el lavado durante dos minutos
con hipoclorito de sodio al 0,5% contribuy6 a mejorar el PG. Los mismos resul-
tados se obtuvieron en tratamientos de aspersion, como los posibles de aplicar a
escala industrial.

Entre las condiciones de germinacion para las diferentes especies se indica
el tiempo de duracion del ensayo, para uniformar el momento de evaluacion de
las plantulas y poder determinar los parametros de calidad como son la Energia
Germinativa y el Poder Germinativo.

10.4. Determinaciones en el ensayo de germinacion
10.4.1. Energia germinativa

La energia germinativa (EG) se refiere al porcentaje de semillas germinadas
(entendiendo germinacion, en este caso como emergencia de radicula
unicamente), al tiempo del “primer recuento”. Permite una aproximacion al
resultado final del ensayo de germinacion dando una idea de su velocidad en los
ensayos en sustrato papel, no es posible de evaluar en ensayos en arena o
compost

El valor de EG se expresa en porcentaje, generalmente en un corto intervalo
de tiempo que corresponde a los primeros dias en que transcurre el ensayo de
germinacion. El tiempo para determinar la EG ha ido cambiando a lo largo del
tiempo dependiendo del tipo de semilla y las condiciones en que se realice el
ensayo. En términos generales se ubica alrededor de los 3 o 4 dias de iniciado
el ensayo. En términos relativos suele considerarse que el momento para regis-
trar el dato de EG es aproximadamente Y4 del tiempo requerido para determinar
el poder germinativo. Estos antecedentes han sido considerados y para muchas
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especies se ha establecido el momento del primer recuento en las Reglas Inter-
nacionales de Ensayos de Semillas (ISTA) y se informa como “Primer recuen-
to”. Sin embargo, energia germinativa, por las limitaciones antes mencionadas,
no es un resultado validado por las Reglas ISTA.

10.4.2. Poder germinativo

Se entiende por Poder Germinativo (PG) de un lote de semillas la capacidad de
generar plantulas normales en condiciones favorables, es decir en las
condiciones de humedad, temperatura y luz adecuadas para inducir la
germinacion.

La duracion de este ensayo depende del tipo de semilla y se deben seguir
las normas establecidas por la ISTA segin la especie y variedad de que se trate.
Se puede decir que los tiempos para la determinacion pueden ser muy variables,
pero es posible establecer un rango general amplio de entre 7 a 30 dias. Sin
embargo, en la mayoria de las semillas de interés agronémico ese rango se ubica
entre 7 y 14 dias. Un caso particular es el de las semillas de algunos arboles en
los cuales la duracién del ensayo puede llegar a los 90 dias. En estos casos se
suele hacer un seguimiento del lote a través de recuentos semanales.

10.4.2.1. Evaluacion

En el Capitulo 4 hemos visto como se produce la germinacion y emergencia de
las plantulas en diferentes especies desde el punto de vista morfologico. En
funcion de ello se reconocen las estructuras “esenciales” para el futuro
desarrollo de las plantas:

= gistema radicular,

= eje aéreo (hipocdtilo, epicotilo y mesocdtilo, coleoptilo, yema ter-
minal y primeras hojas),

= cotiledones.

El desarrollo adecuado de esas estructuras segun las directivas de las Reglas
Internacionales de Ensayos de Semillas permiten definir las “Plantulas
normales”

¢ Como se define una plantula normal?

Plantula normal es aquella que presenta capacidad para continuar su desarrollo
en una planta normal, cultivada bajo condiciones favorables de humedad,
temperatura ¢ iluminacion. Se incluyen en esta categoria las plantulas con todas
sus estructuras esenciales completas, bien desarrolladas, proporcionadas y sanas
(intactas), asi como las plantulas con defectos leves en alguna de sus partes y
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también aquellas que presentan estructuras normales, pero evidencian infeccion
proveniente de una fuente externa (por ejemplo otra plantula).

La ISTA también describe con mayor detalle cada una de las categorias
mencionadas para las especies con diferentes tipo morfolégico de germinacion
(hipogea, epigea), o estrategia de emergencia. Estas estrategias fueron descrip-
tas en el Capitulo 4 de este libro.

El resto de las categorias, no incluidas en el valor de PG son:

= Plantulas anormales
=  Semillas no germinadas

Una plantula anormal se podria definir simplemente por contraposicion con una
plantula normal, es decir que NO presenta capacidad para desarrollarse en una
planta normal, cuando crece en condiciones favorables, porque algunas de sus
estructuras esenciales son irreparablemente defectuosas.

Se agrupan en tres categorias:

» dafadas (en alguna de sus estructuras esenciales),

= deformes o desequilibradas (de desarrollo débil, hipocoétilos cortos y
gruesos, raices con geotropismo negativo),

= podridas o enfermas (presentan infeccion primaria).

La ISTA presenta una lista de defectos en las plantulas detallando en cada
estructura una serie de posibilidades dependiendo asimismo del tipo de plantula
y de germinacion que presente. A modo de ejemplo, a continuacion se presentan
los defectos considerados en raiz primaria:

= atrofiada

* mazuda (claviforme, que tiene forma de clava, maza o porra)

= raquitica

= ausente

" rota

* hendida desde el extremo.

Una lista similar indica los defectos en hipocotilo, epicétilo, coleoptilo,
cotiledones y hojas primarias. En la figura 10.4 se observa una plantula normal
y diferentes anormalidades en girasol.

Las semillas que no germinaron, una vez finalizado el ensayo pueden ser:

- duras (no se imbibieron)

- frescas (se imbibieron pero no germinaron: viables-dormidas, se corro-
bora su viabilidad a través del test tretrazolio)

- muertas (no viables, presentaron pudricion)
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Los resultados del ensayo resultan de efectuar el recuento de plantulas
normales del total sembradas, se expresan en porcentaje (sobre 100 semillas)
que corresponden al valor de PG.

Fig. 10.4. a) Plantula normal de girasol, a) Plantulas mostrando diferentes anormalida-
des.

Los investigadores establecieron tablas con los valores de tolerancia para las
maximas diferencias entre repeticiones del mismo ensayo. Superados dichos
valores es necesario repetir el analisis. Si bien numerosas especies han sido
estudiadas y las condiciones para efectuar correctamente un ensayo de
germinacion se incluyen en la bibliografia, muchas otras no han sido aun
estudiadas en laboratorio y se requiere trabajar en los ajustes metodologicos
para evaluar su calidad o respuesta germinativa.

10.5. Determinacion de densidad de siembra

Los resultados de los ensayos anteriormente descriptos (Pureza y Poder
Germinativo) permiten conocer y comparar lo mas objetivamente posible los
atributos de diferentes lotes o partidas de semilla. Esto es un paso posterior a la
eleccion de una determinada variedad por su aptitud o condiciones genéticas
como son: alto rendimiento, resistente a una determinada enfermedad,
caracteristicas deseables para la industria, entre otras consideraciones.

La puesta en marcha del proceso productivo implica un importante desem-
bolso de dinero. La compra de la semilla constituye un importante componente
de los costos de produccion. Si la semilla adquirida fuera de baja calidad, seria
necesario sembrar mayor cantidad para obtener la misma poblacion de plantas
en el cultivo, con el agravante que se podria estar incorporando en el lote de
siembra especies no deseadas como malezas o plantas invasoras.
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10.5.1. Valor Cultural

El Valor cultural (VC), también llamado Valor real es un indice que indica el
porcentaje de Semilla Pura que es capaz de germinar y se calcula con la
siguiente formula:

Pureza(%) x PG(%)
100

Valor Cultural =

La Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos (SAGPyA)
establece “Tolerancias” minimas en los valores de Pureza, PG y VC para
semilla “Fiscalizada” e “identificada”. Estos valores deben ser respetados por
los proveedores de semillas e indicados en las bolsas. Su conocimiento y la
posibilidad, por parte de los productores, de analizar la semilla permiten ejercer
un control de calidad y eventualmente efectuar reclamos, si los resultados
obtenidos no coinciden con los declarados.

Por otro lado, es muy importante tener en cuenta esta informacion para los
productores, en caso de utilizar semilla de su propia produccion o sobrante de la
campafia en la siguiente siembra. Esa semilla que ha quedado almacenada po-
dria haber perdido capacidad germinativa o contener sustancias extrafias que
alteran la calidad. Este dato permite hacer un ajuste para la siembra de la canti-
dad adecuada para el nuevo ciclo productivo.

Llegado a este punto es posible plantear el siguiente interrogante:

JQué cantidad de semilla se necesita para obtener el
“stand” de plantas deseado?

Como surge de los parrafos anteriores, esta cantidad de semilla a sembrar o
Densidad de Siembra (DS), que comunmente se expresa en kg por hectérea, esta
relacionada con la pureza y poder germinativo (Valor Cultural) y el Peso
Absoluto (peso de 1000semillas).

La DS se define como la cantidad de kg/ha de semilla que se requieren o
que se van a sembrar para obtener un determinado niumero de plantas en una
superficie dada. Puede variar entonces considerablemente entre un lote y otro de
semillas de la misma especie y cultivar. Se calcula con la siguiente féormula:

Plantas m® x Peso de 1000 semillas

DS(Kg/Ha) =
( g ) Pureza x PG x CL

Donde CL es el Coeficiente de Logro que depende de factores externos a la
semilla, relacionados con la preparacion del suelo para el cultivo, la
profundidad de siembra, la regulacion de la sembradora. Es un valor que no
supera el 90% atn con el maximo control de los factores mencionados.
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A modo de ejemplo, calcularemos la DS de dos lotes hipotéticos de semi-
llas de maiz, A y B con las siguientes caracteristicas:

Lote A:

Pureza = 98%

PG=97%

Peso absoluto = 400g/1000 granos
Lote B:

Pureza = 98%
PG =90%
Peso absoluto =400g/1000 granos

El valor de plantas por hectarea a lograr depende de la especie y cultivar,
caracteristicas agroecologicas, etc., en este ejemplo consideramos para maiz
50.000 plantas/ha.

Lote A:
Ds = 50000 plantas/hax 400 g/mil semillas
- 0,98 x 0,97 x 0,90
DS=23,3 Kg
Lote B:

s = 50000 plantas,/ha x 400 g/ mil semillas
- 0,98 0,90 x 0,90

DS=25,2 Kg

El rétulo o etiqueta que portan las bolsas de semilla de cada semillero consta de:

Datos del semillero: nombre, direccion, teléfono y correo electronico
N° de rotulo que identifica cada bolsa

Nombre de la especie y la variedad

Pureza Fisica y Botanica en porcentaje

Contenido de la bolsa en kg.

Fecha de analisis
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Afio de cosecha
Asimismo en el reverso de dicha etiqueta se declara:

“El identificador se hace responsable de las especificaciones contenidas en este
rotulo (Art. 14 Ley N° 20.247), y de que el contenido de este envase se ajusta a
las tolerancias establecidas reglamentariamente”

“En cuanto a la germinacion y pureza el proveedor es responsable ante el
adquirente dentro del lapso de cuarenta y cinco dias a partir de la fecha del
remito de la mercaderia o dentro del plazo fijado por acuerdo entre partes”

Resulta evidente que la cantidad de semilla requerida puede variar
considerablemente, dentro de los limites de pureza, PG y peso de mil semillas
permitidos para la comercializacion de semilla fiscalizada. Debemos tener en
cuenta que puede haber semilla conservada por mas tiempo o en malas
condiciones de almacenaje entre la produccion y la llegada al productor lo cual
genera mayores variaciones.

Por todo ello, en relacion a la toma de decisiones a la hora de adquirir semi-
lla para la siembra, las siguientes preguntas ponen en evidencia otros factores
que subyacen y que pueden ser considerados por el productor, ya que reflejan
aspectos de la realidad productiva, aunque escapan a los contenidos de esa obra.

(La diferencia en el costo de dos lotes de semillas compensa la diferencia
en Kg/ ha a sembrar en el campo?

Dos o mas lotes de igual PG ;son estrictamente iguales?
(Responden del mismo modo en el campo?

(En condiciones que se alejan de las dptimas del ensayo de germinacién es-
tandar esas semillas responden de igual modo al que mostro el ensayo?

10.6. Viabilidad. Ensayo topografico de viabilidad

La comercializacion de semillas requiere de la determinacion de varios
indicadores de calidad. El analisis tradicional de Poder Germinativo que
realizan todos los laboratorios demanda un periodo de tiempo que va desde
varios dias hasta semanas. Esta razon impide tener un dato rapido y confiable de
acuerdo a la demanda ante ciertas situaciones como es la de tener que decidir
rapidamente si un lote de semillas se destinara a siembra, a la alimentacion
animal o a la industria.

El ensayo topografico de viabilidad por tetrazolio es una herramienta fun-
damental en estas situaciones que aporta en forma rapida y confiable informa-
cion de calidad de la semilla. Es un ensayo bioquimico que permite una evalua-
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cion muy rapida de la viabilidad de las semillas para estimar la potencialidad
germinativa. Es particularmente 1til cuando las semillas deben sembrarse poco
tiempo después de ser cosechadas, cuando se sospecha la presencia de dormi-
cion en el lote y para evaluar dafios producidos durante la cosecha, el secado y
el procesamiento de las semillas.

El ensayo de viabilidad por tetrazolio es frecuentemente utilizado por las
empresas semilleras para monitorear la viabilidad de la semilla cosechada y que
sera procesada para su posterior venta con las garantias correspondientes. Este
ensayo se basa en la reaccion de una solucion de sal de tatrazolio que en estado
oxidado es soluble e incoloro, pero en estado reducido se convierte en for-
mazan, insoluble y de color rojo brillante. Las enzimas deshidrogenasas ligadas
a la actividad respiratoria de los sistemas bioldgicos catalizan esta reaccion.
Como la reaccion se produce dentro de las células y el pigmento no es difusivo
hay una delineacion perfectamente nitida entre el tejido que respira (viable) y el
que no lo hace (no viable).

M

N HN

di ——>

———

N Ne. |

cl Deshidrogenasas =N
Cloruro de trifenil tetrazolio Formazan

(Incoloro) (Rojo)

Asi, las semillas viables deben presentar coloraciéon en los tejidos embrionales
que deben estar, necesariamente, vivos para que se desarrolle a partir de ellos
una plantula normal. Dependiendo de las especies, se aceptan dentro de la
categoria “viables” pequefias areas sin tefiir en algunas regiones del embrion. En
la figura 10.5 se observan dos embriones de girasol, uno de ellos viable (a) y
otro no viable con un area si colorear correspondiente a tejidos muertos (b).

La sal utilizada habitualmente para el ensayo es 2,3,5 cloruro de trifenil te-
trazolio en concentracion de 0,1 a 1 %. La solucion se prepara en agua estéril,
con pH neutro; en caso de dudas respecto a la acidez, se debe preparar en una
solucion buffer. Una vez preparada la solucion de tetrazolio debe ser conservada
en la heladera y en oscuridad hasta su uso.
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Fig. 10.5. a) embrion de girasol completamente tefiido (semilla viable); b) embrion con
un area mayor al 50 % de un cotiledon y parte del eje embrionario sin coloracion (no
viable)

Para efectuar el ensayo se deben seguir los siguientes pasos:

Prehumedecimiento de las semillas: se requiere para desencadenar los pro-
cesos respiratorios. Se deben colocar las semillas en camara humeda para que se
embeban lentamente, en algunos casos a baja temperatura para evitar la emer-
gencia de la radicula.

- Preparacion para la tincion: para permitir el ingreso de la solucion;
dependiendo de la especie pueden ser necesario efectuar cortes en
el tegumento, quitar cubiertas, o punzar la semilla en determinada
zona.

- Tincidn: este paso requiere sumergir las semillas pretratadas en la
solucion de tetrazolio, a temperatura (30°C) tal que acelere el pro-
ceso y necesariamente en condiciones de oscuridad durante un
tiempo determinado, variable segun la especie.

- Evaluacion: se lleva a cabo observando las semillas (o embriones)
y clasificandolos segun la superficie sin colorear, la intensidad de
la coloracion, la zona especifica del embrion carente de color. Para
unificar criterios, se han elaborado patrones de numerosas especies,
en los cuales se representan las regiones de los embriones que se
aceptan “sin color” para considerar viable a la semilla.

Estas caracteristicas dependen de la especie de que se trate; por este motivo, la
evaluacion es un punto critico y requiere un conocimiento de la anatomia de la
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semilla de la especie a evaluar y el entrenamiento adecuado para llevar a cabo la
lectura.

10.6.1. Ensayos rapidos de viabilidad

Estos ensayos permiten, como su nombre lo indica, aportar informaciéon en
forma inmediata sobre la calidad de un lote de semillas. Esto es importante, por
ejemplo, para evaluar, especialmente en diferentes etapas del proceso de
produccioén, acondicionamiento y comercializacion de semillas y en funcion de
ello poder rectificar los parametros que afectan estos procesos.

Un ejemplo es el ensayo o “Test de hipoclorito de sodio” utilizado por
productores de semillas, y también de granos, para ajustar la velocidad o la dis-
tancia cilindro — concavo en la cosechadora. Es un método practico que se con-
sidera el mas apto para detectar dafios mecanicos producidos durante la cosecha,
principalmente en soja y poroto y que permite determinar la presencia de dafios
no visibles a simple vista.

Consiste simplemente en sumergir una muestra de semillas extraida “a la
cola de la cosechadora”, de la cual se separan al azar 4 repeticiones de 25 semi-
llas y se sumergen en una solucidon de hipoclorito de sodio al 5 %, durante 15
minutos. Pasado ese tiempo, se retiran y se colocan sobre toallas de papel. Se
cuenta el numero de semillas completamente embebidas (hinchadas) y se calcu-
la el porcentaje. Ese valor corresponde a semillas con dafios mecanicos no visi-
bles a simple vista.

El ensayo de pH de exudados (o Prueba colorimética de pH de exudados)
es ampliamente utilizada en soja, maiz y poroto. También ha sido utilizada en
arveja (Pisum sativum), con buenos resultados y ajustada la metodologia para
estimar comportamiento a campo. Se basa en el cambio del pH del agua de im-
bibicion de semillas individuales. Seglin el dafio que presenten en sus membra-
nas celulares, liberan electrolitos (acidos organicos, iones, incluyendo el H+)
que aumentan la acidez del agua. Las semillas se colocan en celdas individuales
con agua destilada, se incuban por 30 minutos a 23°C, se afiade la solucion indi-
cadora (fenolftaleina- Na,COs3) y se observa el color en cada celda. Coloracion
rosa fuerte corresponde a semillas viables, mientras que las rosadas e incoloras
a no viables.

Otros ensayos rapidos son la Prueba de tetrazolio de aleurona utilizada en
maiz, la prueba de Fast green (verde rapido), que pone en evidencia lesiones en
las tegumentos seminales en semillas de tréboles (Trifolium spp), Lotus spp, o
pericarpio en maiz.

10.7. Vigor de semillas
La utilidad del ensayo de germinacion estandar reside en su capacidad para

demostrar el potencial de una muestra de semillas en condiciones ideales.
Asimismo, permite la estandarizacion y posibilidad de repeticion de los ensayos
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(siempre que se respeten las reglas para su realizacion) lo cual hace a estos
resultados altamente confiables.

Es obvio que las condiciones optimas del ensayo de germinacion son, por
lo general, muy diferentes de aquellas que se presentan en la naturaleza, con lo
cual no se espera que las semillas muestren en el campo el nivel de logro que se
manifiesta en ese ensayo. Por otro lado, el valor de PG no expresa diferencias
en la velocidad con que se llega a ese resultado y esta diferencia puede ser im-
portante fuera de las condiciones aplicadas durante el ensayo. Efectivamente, la
prueba de germinacion estandar se realiza en un ambiente donde los factores
fundamentales requeridos para la germinacién son los ideales. Esto genera que
se desarrollen plantulas normales, que en otras condiciones no lo serian. Esta
situacion trae como consecuencia que cuando dos o mas lotes de semilla que
han presentado altos valores de PG son sembrados a campo en la misma época y
en idénticas condiciones de suelo, diferentes de la ideal, muestran un compor-
tamiento muy diverso. De la misma manera pueden ocurrir notables diferencias
en su comportamiento germinativo, en iguales condiciones de siembra, por ha-
ber atravesado diferentes condiciones de almacenaje.

Diversos trabajos cientificos han demostrado que el vigor se reduce mas ra-
pidamente que la viabilidad. Esto explica que frecuentemente las semillas pre-
senten altos porcentajes de PG y bajos porcentajes de vigor. Estas variaciones,
lejos de quitar validez a los analisis de poder germinativo, indican que sus resul-
tados expresan la maxima potencialidad de las semillas pero carecen de la capa-
cidad de detectar las diferencias apuntadas anteriormente entre los lotes.

Considerando estas limitaciones del ensayo de germinacion se han desarro-
llado los ensayos de vigor.

Los ensayos de vigor tienen como objetivo proveer informacion acerca del
potencial de implantacion de un lote de semillas en un amplio rango de condi-
ciones ambientes y/o de almacenaje. Estos ensayos brindan informacion adicio-
nal al de germinacion estandar, permitiendo determinar la calidad fisiologica de
semillas y diferenciar entre lotes que han dado buenos valores de poder germi-
nativo.

Cabe aclarar que tiene sentido realizar los ensayos de vigor los cuando las
pruebas de germinacion estandar han dado buenos resultados y se desconoce las
condiciones en que se sembraran esas semillas. Sin embargo, si las pruebas de
germinacion han arrojado valores por debajo de los niveles recomendados o
requeridos para su comercializacion no es necesario destinar tiempo y recursos
para estas determinaciones, ya que las semillas de esas condiciones deben ser
descartadas para su uso como simiente.

ISTA (2011) define el vigor de la semilla como:

La suma de aquellas propiedades que determinan el nivel de actividad y
desarrollo en un amplio rango de condiciones ambientales de lotes de semillas
de germinacion aceptable

191



FUNDAMENTOS FISIOLOGICOS DE LA GERMINACION / FRANCISCO J. CARDINALI — MONICA L. MURCIA

Una vieja definicion, pero que refleja un sentido agrondmico y productivo,
es la planteada por el destacado botanico estadounidense Duane Isely que define
el vigor como:

“la suma total de todos los atributos de la semilla que favorecen el estable-
cimiento rapido y uniforme de plantulas en el campo”.

(Cuando puede considerarse que un lote de semillas tiene un vigor adecua-
do?

Un lote de semillas con un vigor adecuado permite esperar un buen com-
portamiento aunque las condiciones ambientales que se presente en el lote de
siembra sean subdptimas. El buen comportamiento significa buenos indices de
emergencia y crecimiento que permitan esperar una buena implantacion del
cultivo. Esto deberia ocurrir en tiempos considerados como razonables para
evitar las pérdidas durante esta etapa critica. Recordemos la necesidad de su-
perar rapidamente las etapas de germinacioén y emergencia, lo que se logra man-
teniendo un activo crecimiento del embrion, tal como ya se expreso en el punto
4.2.3.

Como surge de estas definiciones, el vigor no esta dado por una unica ca-
racteristica a medir, sino que describe varias caracteristicas asociadas al com-
portamiento de la semilla como son:

» velocidad y uniformidad de la germinacion
» capacidad de emergencia en condiciones ambientales poco favorables
= comportamiento esperable después del almacenaje.

Cada una de estas caracteristicas puede ser evaluada por uno o mas test
especificos, dependiendo, asimismo, de las especies. Esto genera dificultades en
cuanto a la estandarizacion de los ensayos de vigor, de modo que solamente dos
de ellos han sido validados y recomendados por ISTA. Ellos son el Ensayo de
Conductividad eléctrica para Pisum sativum y el ensayo de Envejecimiento
acelerado para Glicyne max.

Pese a ello, se han difundido numerosos test, en los cuales los investigado-
res en el tema siguen trabajando y que resultan utiles tanto para los productores
como para las empresas semilleras.

Existen diferentes categorias de ensayos de vigor:

= Directos: Son los que reproducen en laboratorio diferentes condi-
ciones de campo que implican factores de estrés ambiental, se de-
termina un valor de emergencia (porcentaje). Ejemplo de estos son
el test de frio, el test de Hiltner,

» Indirectos: Son aquellos que miden atributos de las semillas que se
asocian al comportamiento a campo. Por ejemplo, conductividad
eléctrica, envejecimiento acelerado, vigor por tetrazolio, velocidad
de germinacion, crecimeinto de plantulas.
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Clasificaciones mas recientes de los ensayos de vigor resultan mas precisas y
practicas, como la establecida por Mc Donald en 1975, que los agrupa en las
siguientes categorias:

» Ensayos fisicos: Evaluan aspectos morfologicos de las semillas
asociados al vigor, por ejemplo: Tamafio, peso, densidad o colora-
cion de semillas; Rayos x

» Ensayos fisiologicos: Miden actividad fisiologica que se manifiesta
segun el vigor, por ejemplo: Clasificacion de plantulas por su vi-
gor; Primer conteo; Velocidad de germinacion o de emergencia de
plantulas

* Ensayos bioquimicos: Evaltan alteraciones bioquimicas asociadas
al vigor, por ejemplo: Tasa respiratoria; Conductividad eléctrica;
Test de vigor por tetrazolio

* Ensayos de resistencia: Evaluan el desempefio de las semillas so-
metidas a estrés, por ejemplo: Germinacion a bajas temperaturas;
Test de Hiltner (siembra en ladrillo molido); Envejecimiento acela-
rado

En términos generales, se requiere que un ensayo de vigor retina determinadas
caracteristicas, como Ser:

= Simple

= Répido

= Economico
= Objetivo

= Reproducible
= Mostrar relacion con la emergencia a campo

A continuaciéon se describiran someramente algunos de los ensayos maés
difundidos:

10.7.1. Ensayo de frio (Test de Frio o “Cold Test”)

Las bases fisiologicas de este test consideran que las condiciones de humedad y
de frio del suelo retardan toda la actividad bioldgica, particularmente la de las
semillas, a la vez que las mantienen expuestas por mayor tiempo al dafio por
patogenos o plagas presentes en el suelo. Por lo tanto, las semillas con mejor
respuesta a este ensayo poseen mayor capacidad para enfrentar estas
condiciones adversas, es decir, mayor vigor.

El ensayo se desarrolla en dos etapas contrastantes de temperatura. La pri-
mera de ellas expone a la semilla a baja temperatura del orden de 8 a 10°C y un
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contenido de humedad del sustrato, entre el 70 y el 80% de su capacidad de
retencion de agua, dependiendo de la especie. En la segunda etapa, las semillas
incubadas a baja temperatura se transfieren a condiciones de temperatura seme-
jantes a las del test de germinacion estandar.

Para que la humedad del sustrato sea adecuada se debe calcular la maxima
capacidad de retencion de agua del mismo. Un método agronémico practico y
muy sencillo para determinarlo se desarrolla de la siguiente manera: primero se
debe determinar el peso de cierta cantidad de suelo completamente seco (100
gramos); luego se lo ubica en un recipiente con el fondo cribado que posibilite
un adecuado drenaje. Mas tarde, se lo inunda con cantidad suficiente de agua y
se deja drenar libremente evitando pérdidas por evaporacion. Al cabo de unas
horas el agua dejara de escurrir y esto corresponde a la maxima capacidad de
retencion de agua de ese sustrato. El agua estaria retenida con un potencial ma-
trico aproximado de -0,33 atm. Conociendo dicha capacidad, se emplea una
formula para obtener la cantidad de agua necesaria para humedecer el suelo a
utilizar segun el porcentaje correspondiente que la bibliografia recomienda para
cada especie (como anteriormente citamos, entre el 70 y 80%).

La exposicion a baja temperatura y alto contenido de humedad someten a la
semilla a un estrés que permite expresar una respuesta fisiologica que se refleja-
rd en su comportamiento en el campo. Para el caso del maiz, se recomiendan 2 o
3 dias de exposicion a baja temperatura, alta humedad y oscuridad, y luego se
traslada a condiciones de 25°C durante 4 a 6 dias.

Dado que este test se utiliza para informar sobre la capacidad de germinar
en condiciones de baja temperatura se siembran en suelo, o mezclas de sustratos
incluyendo suelo extraido de una parcela donde se haya sembrado la especie en
cuestion, sin desinfectar. La siembra puede hacerse en bandejas de diferente
tipo o en rollos de papel conteniendo este sustrato, donde, sobre el papel inferior
se coloca una delgada capa de suelo humedecido sobre el cual se deposita la
semilla y luego se las cubre con otro papel humedecido (Fig. 10.6). Finalmente
se enrolla sobre si mismo y se lo ubica en la cdmara en las condiciones contro-
ladas de frio.

Para ciertas especies, y cuando sélo se requiere conocer el efecto de la baja
temperatura, se efectian siembras entre papel, en rollos sin suelo.

Finalizado el ensayo, se efectiia un recuento utilizando los mismos criterios
que para la germinacioén estandar o poder germinativo. Como expresamos ante-
riormente, el PG es el ensayo de referencia, entonces, la diferencia entre ambos
resultados indica el vigor de cada lote. Cuanto mayor es la diferencia, menor es
el vigor.

Anteriormente se utilizaba una clasificacion diferente para las plantulas ob-
tenidas del test de frio, pero esta se descarté como resultado de numerosos tra-
bajos de investigacion, debido a que las muestras se “castigaban” por las condi-
ciones impuestas y ademas por la clasificacion mas estricta de las plantulas por
su vigor.
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Fig. 10.6. Sistema de siembra en rollos de papel con sustrato para el test de frio.

10.7.2. Envejecimiento acelerado

El ensayo de envejecimiento acelerado es una importante prueba del vigor que
pone de manifiesto las consecuencias del almacenamiento inadecuado sobre la
calidad de la semilla. Es una herramienta destacada para los semilleros o para
aquellos agricultores que retienen cierta cantidad de su produccion para ser
sembrada en la siguiente campafia.

Como mencionamos anteriormente, este test de vigor es uno de los pocos
recomendados por ISTA, aunque se ha logrado su estandarizacién solo para soja
(Glycine max), cuyas condiciones estan establecidas en las reglas internaciona-
les de ensayos de semillas. Sin embargo es ampliamente utilizado para otras
especies.

El almacenaje de semilla produce un progresivo deterioro fisiologico. Este
normal envejecimiento de las semillas se produce mas rapidamente y con con-
secuencias mas graves si la semilla es almacenada en forma incorrecta. Por esta
razon, esta prueba permite disponer de informacion mas confiable que el simple
test de germinacion estandar para predecir el porcentaje de germinacion y
emergencia en el campo luego de cierto periodo de tiempo en que la semilla
permanecio6 en deposito.

Este test consiste en someter a una muestra de semillas de un lote determi-
nado a condiciones de alta temperatura, generalmente entre 30 y 45°C y una
humedad relativa de entre el 85 y 100%, por un periodo de tiempo determinado
segun la especie, pero que oscila entre dos y ocho dias. Estas condiciones gene-
ran un rapido incremento en el deterioro fisiologico indicando que su calidad ha
sido afectada y pudiendo repercutir en su futuro comportamiento en el campo.

Las condiciones de temperatura, humedad y el periodo de exposicion de-
penderan de la especie de que se trate. A modo de ejemplo, podemos citar el
caso del maiz, el cual se mantiene a 42°C y 100% de humedad relativa durante
48 horas. Transcurrido el tratamiento, las semillas son retiradas de la camara y
sometidas a la prueba de germinacidn estandar para determinar su PG.
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Si bien este ensayo se realiza en los laboratorios de semillas en camaras
equipadas con sensores de humedad y temperatura (camara de envejecimiento),
disenadas especialmente, es posible armar dispositivos caseros usando envases
herméticos de plastico. Dentro de ellos se deposita agua y sobre rejillas plasti-
cas, evitando el contacto directo con el agua, se ubica la semilla. Estos envases
se colocan en la camara, con la temperatura y el tiempo correspondiente para la
especie.

Las Reglas Internacionales de Ensayos de Semillas recomiendan atender
una serie de cuidados para permitir que los resultados de diversas muestras sean
comparables, por ejemplo que el contenido de humedad inicial de las semillas
esté comprendido en un determinado rango, que las semillas no estén super-
puestas en la camara de envejecimiento, evitar que las semillas se mojen con
agua condensada en las paredes de los recipientes, etc. Estas condiciones deben
ser controladas, especialmente si se trata de emitir un resultado en un laborato-
rio y especialmente si se pretende que estos resultados sean repetibles y compa-
rables.

10.7.3. Conductividad eléctrica (CE)

Como vimos antes, la semilla se va deteriorando con el paso del tiempo y ese
deterioro estd intimamente relacionado a las condiciones ambientales en las que
se encuentre durante el almacenamiento. También se menciond que el vigor de
la semilla desciende mas rapidamente que la viabilidad y que la disminucion del
vigor implica un retardo en el desarrollo y la generacion de plantulas anormales.
Esto hace que poco a poco se aleje la posibilidad de que la semilla pueda ser
usada con éxito en una siembra a campo.

Desde lo fisiologico, el primer sintoma que expresa el deterioro son las al-
teraciones en la integridad de las membranas celulares, que se contintia con la
reduccion de la actividad enzimatica y la sintesis de proteinas.

El ensayo de conductividad eléctrica (CE) determina en forma indirecta el
grado de alteracion de las membranas celulares de los tejidos de la semilla. La
mayor salida de solutos esta relacionada a la pérdida de permeabilidad selectiva,
caracteristica de las membranas celulares. Consecuentemente, el mayor deterio-
ro de las membranas celulares se relaciona con una pérdida de vigor en las se-
millas. Las semillas menos vigorosas muestran pérdidas de compuestos cito-
plasmaticos como aminoacidos, iones y azlcares de bajo peso molecular. En
consecuencia, los valores mas elevados de CE implican un mayor deterioro de
membranas y consecuentemente un menor vigor.

Dada la efectividad y sencillez de esta prueba, actualmente se la usa am-
pliamente en muchos paises para diversas especies principalmente leguminosas,
como es el caso de arveja (Pisum sativum) y soja (Glicine max). ISTA ha vali-
dado este ensayo para arveja, lo cual implica que las condiciones y procedi-
mientos han sido controlados y pueden generalizarse para la especie. A su vez,
ha demostrado una buena capacidad de inferir resultados a campo en un amplio
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rango de condiciones ambientales, tal como se espera en los ensayos de vigor.
El método consiste en determinar la CE generada por la lixiviacion de electroli-
tos de las semillas en el agua donde se sumergen durante 24 horas y a 20°C. Se
emplea agua desionizada con una conductividad conocida y no superior a 5
microsiemens por centimetro (1S.cm-1).

Se efectiian cuatro repeticiones de 50 semillas en recipientes adecuados y
se coloca a incubar en similares condiciones dos recipientes con agua destilada
solamente a modo de testigo. Pasado el periodo de incubacion mide la CE con
un conductimetro de mesa como el que se observa en la figura 10-5. Este equipo
debe reunir determinadas condiciones (Rango de medicion entre 0-1999 puS cm-
1;£ 1%, con una resolucion de 0,1 puS cm-1 ), como el que se observa en la figu-
ra 10.7. Los valores de las repeticiones se promedian y se resta la CE, promedio
de los recipientes usados como testigos. Este valor, que se expresa en puS.cm-1,
indica la CE promedio de la muestra (50 semillas) y puede dividirse para obte-
ner el valor promedio por semilla. Se recomienda, antes de incubar las semillas,
determinar su peso, con lo cual es posible efectuar el cociente y expresar el
resultado en conductividad por gramo de semilla (uS.cm-1.g-1). Este calculo
permite comparar por su CE lotes con semillas que presentan diferentes tama-
fios y/o pesos, independientemente de estas variaciones.

Fig. 10.7. Medicion de CE en semillas de soja utilizando un conductimetro de mesa.

Este ensayo es util para comparar lotes por su vigor y establecer un ranking de
calidad; sin embargo, presenta la desventaja de que es dificil de interpretar si se
desea extrapolar a la situacion de campo. Por ello a partir de numerosos trabajos
experimentales, ISTA elabord para Pisum sativum, una tabla en la cual se
establecen valores de CE entre los cuales los lotes tendrian una determinada
respuesta a campo. Por ejemplo, un lote con una CE que supere los 43 puS.cm-
1.g-1 se considera no apta para siembra; en cambio si el valor de CE se
encuentra entre 30 y 43uS.cm-1.g-1 la semilla no es apta para siembras
tempranas o bajo condiciones adversas; si el resultado es inferior a 25 uS.cm-
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1.g- la semilla es apta para siembras anticipada o en condiciones agroclimaticas
no ideales. Varios investigadores estan trabajando para establecer estos rangos
en otras especies como Vicia faba, Glycine max, Helianthus annuus, Phaseolus

sp.
10.7.3.1. Ensayo de CE Individual (CEI)

El dato de CE obtenido con la metodologia antes descripta corresponde a un
valor medio, con lo cual no es posible diferenciar si un lote con un valor
determinado de CE tiene muchas semillas con dafios leves o pocas semillas muy
dafiadas; sin embargo, esta diferencia repercutira de diferente manera en el
desempefio germinativo. Para tratar de develar esta duda que surge con el uso
del ensayo denominado generalmente “CE masal” se han disefiado equipos
especiales que permiten realizar lecturas de CE de semillas individuales (CEI),
como el SAD 9000S® que se disefid y se fabrica en nuestro pais. Consta de
gradillas para incubar 100 semillas y un cabezal con 100 pares de electrodos
conectados a un ordenador que cuenta con un programa especial para registrar
las mediciones de cada semilla. Si bien esta metodologia no ha sido validada
por ISTA, se han llevado a cabo numerosos trabajos de investigacion en
diferentes especies para lograr ajustarla. Muestra excelentes resultados
experimentales en relacion con ensayos de germinacion y a campo en semillas
de arveja, girasol y soja, entre otros cultivos, manteniendo, a su vez, la ventaja
de obtenerse resultados en poco tiempo.

Fig.10.8. Vista de la gradilla multicelda (a); dosificador y cabezal de medicion (b) del
equipo para determinar conductividad individual en semillas (SAD 9000S®) (Gentileza
Laboratorio de Calidad de Semillas (Unida Integrada Balcarce INTA- FCA, UNMAP).
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10.7.4. Validez de los ensayos de vigor

Los test de vigor representan importantes herramientas para la toma de de-
cisiones en cuanto a los lotes de semillas para la siembra. Sin embargo, es nece-
sario considerar que los datos de estos analisis, aislados, carecen de valor si no
se los relaciona con otros, representativos de la misma especie, o con los obte-
nidos en el ensayo de germinacidn estandar (valor de PG), que permanece como
el ensayo de referencia. Huelga aclarar que es practicamente imposible “prede-
cir”’ el comportamiento a campo, ya que alli se conjugan muchos mas factores
de los que pueden ser controlados en el laboratorio. En consecuencia, ninguna
de estas pruebas por si sola refleja en forma inequivoca los resultados a campo.
La correspondencia de estos analisis y los logros en el campo dependen de di-
versos factores tales como la preparacion de la cama de siembra, la profundidad
de siembra, la temperatura y humedad del suelo, la presencia de organismos
perjudiciales. No obstante podemos suponer con cierta seguridad que aquellas
semillas que han mostrado buen comportamiento en diferentes ensayos de vigor
tendran un mejor desempefio que otras que han mostrado bajo vigor en las mis-
mas pruebas. Por otro lado, en la medida que las condiciones de siembra se
acercan a las ideales, los resultados a campo seran mas consistentes con los
resultados de laboratorio, y mas cercanos al valor de PG que expresa la maxima
capacidad germinativa de la semilla.

10.8. Sanidad

Entre los atributos de calidad que se espera de una semilla al momento de
adquirirla para la siembra, uno sumamente importante es la sanidad. Existen
ensayos de laboratorio cuyo objetivo es determinar el estado sanitario de un lote
de semillas con respecto a los organismos patdégenos como hongos, bacterias y
virus que son transportados por la misma semilla y también nematodos e
insectos plagas de la agricultura. Estos contaminantes pueden afectar el
comportamiento de la semilla en el campo. Se deben analizar muestras,
representativas del lote. Es fundamental realizar estos controles cuando se trata
de semillas provenientes de otras regiones, para evitar la introduccion de
enfermedades inexistente en el campo o en la zona.

Inicialmente se somete la muestra de semillas a un andlisis visual, a simple
vista o con instrumentos Opticos, ya que algunos indculos pueden estar “acom-
pafiando” a las semillas (por ejemplo esclerocios, insectos). Esto se efectua
generalmente con el analisis de pureza fisico- botanica.

En algunos casos es necesario incubar las semillas para observar el desarro-
llo de colonias de bacterias o fructificaciones de hongos y poder identificarlas.
Este tipo de analisis se realiza en laboratorios reconocidos siguiendo las normas
establecidas por ISTA. Se pueden desarrollar sobre Agar o sobre un papel este-
rilizado; este se conoce como “Blotter Test”. En los casos que se requiera se
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colocan en medios de cultivo particulares, de acuerdo al tipo de patdégeno que se
pudiera presentar en la muestra.

Las observaciones se realizan bajo microscopio estereoscopico u Optico pa-
ra la correcta identificacion del patdogeno. Entre los fungicos es comin encontrar
representantes de los géneros: Penicillium, Aspergillus, Tichoderma y Rhizo-
pus.

Para otras especies de patogenos que suelen ser llevados por las semillas
son necesarios analisis mas especificos, como es el caso del lavado de semillas
para el recuento de esporas del género Tilleta en trigo o la extraccion de em-
briones para la deteccion de carbon volador (Ustilago sp.) en trigo y cebada.

10.9. Conservacion de la semilla

Los fitomejoradores, tanto de organismos publicos como de empresas privadas,
recurren permanentemente a las fuentes naturales en busca de genes para el
mejoramiento de las especies de interés agronémico. De modo que la semilla
con su carga genética es el recurso natural fundamental en la busqueda genes
que aporten: resistencia frente a la aparicion de nuevas enfermedades o nuevas
cepas de patdogenos, adaptacion a cambios climaticos o, respuestas a
necesidades de la poblacion humana o animal.

Por ello, las semillas obtenidas para el mejoramiento asi como aquellas ob-
tenidas por los productores deben ser adecuadamente conservadas para que
mantengan, por el mayor tiempo posible, su calidad y capacidad de germina-
cion.

Recordemos que la semilla estd completamente constituida cuando alcanza
la madurez fisiologica, punto en el cual es mayor su calidad germinativa. Este
momento coincide con altos niveles de humedad en la misma, por lo general
superiores al 30%. En estas condiciones se hacen imposibles tanto la cosecha
mecanica, ya que reduce la eficiencia de las maquinas y dificulta el manejo,
como el almacenamiento.

A partir de la madurez fisiologica, la humedad de la semilla empieza a dis-
minuir y la velocidad de secado dependera de las condiciones ambientales en el
cultivo. La cosecha podra efectuarse una vez logrados valores de humedad de,
aproximadamente 20%.

Para ser almacenada, en cambio, se requieren valores de humedad aun me-
nores (generalmente que no superen el 14%) dado que el exceso de humedad
afecta drasticamente la calidad de la semilla. El almacenamiento transitorio
dado por el traslado, generalmente en camiones, con altos niveles de humedad
ya es suficiente para afectar el vigor de la semilla. Esta excesiva humedad obli-
ga a realizar inmediatamente un secado, hasta alcanzar valores mas cercanos a
los recomendados (tolerancia de recibo, en las plantas de silos)

El proceso de secado puede llevarse a cabo en forma natural o artificial. En
el primer caso, se requiere mayor tiempo y mano de obra y solamente se puede
utilizar en zonas de produccion en las cuales haya una humedad ambiental baja.
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En el caso del secado artificial, es un proceso costoso pero muy seguro y se
justifica en semillas de alto valor econémico. Las empresas productoras de se-
millas en estos casos, realizan la cosecha en madurez fisiologica, secan al aire,
luego trillan y almacenan para su futura siembra.

El secado artificial se realiza en plantas de silo o en depositos especiales
usando equipos de circulacion de aire. Debe realizarse con sumo cuidado, ya
que de otro modo en vez de permitir la buena conservacion, podria ser perjudi-
cial para la calidad de la semilla. Asi, durante el proceso de secado la tempera-
tura del aire que circula no debe superar los 43°C en ningun caso, aunque ciertas
semillas mas sensibles, como el arroz, no soportan temperaturas del aire circun-
dante mayor a los 39°C.

Una vez acondicionada adecuadamente, la semilla puede ser almacenada.
En términos generales, la longevidad de las semillas denominadas ortodoxas, se
duplica por cada 1% de disminucion de humedad o por cada 5°C de disminu-
cion de la temperatura de almacenamiento. Con bajos niveles de humedad, del
orden del 8%, y a baja temperatura, son capaces de tolerar largos periodos de
almacenamiento. La mayoria de las plantas cultivadas generan semillas de este
tipo.

Opuestamente, otras especies producen semillas incapaces de soportar la
deshidratacion, por lo cual no sobreviven en condiciones de desecamiento y
frio. Son las conocidas como no ortodoxas o recalcitrantes. En general no
pueden tolerar temperaturas inferiores a 10°C. Por ello, no pueden ser conserva-
das por largos periodos de tiempo. La bibliografia menciona varias especies
entre las mas conocidas se encuentran el café (Coffea arabica), el mango (Man-
gifera indica), la palta (Persea americana) y el cacao (Theobroma cacao). Un
caso particular de semillas recalcitrante es el roble europeo (Quercus robur)
cuyas bellotas pueden ser almacenadas durante dos afios siempre y cuando no se
desequen. En la naturaleza las plantas que crecen en ambientes acuaticos, o que
fructifican en periodos relativamente huimedos producen semillas recalcitrantes.

El trabajo con semillas de este tipo constituye un problema para los espe-
cialistas ya que requieren condiciones adecuadas y particulares, siempre evitan-
do la desecacion. Condiciones que son mas dificiles de lograr artificialmente en
los bancos de semillas.
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depositos de aceite, 55, 56
dispersion, 55
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Ciclo
B . celular, 104
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Bambusa, 82 vital de una angiosperma, 33
Bohemia, 145 vital de una gimnosperma, 35
Blotter test, 199 Cigota, 38
Brachiaria decumbens, 181 Cipsela, 21
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Capa nutricia, 28 Coniferol, 54
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Cascuta, 40 aporte fotosintético, 87-89
Castafio de las Indias, 68 Crecimiento del embrioén, 75
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Cebolla, 52, 79 Cucumis melo, 134, 138
Cedro, 33 Cucumis sativus, 21, 111, 170
Celobiosa, 42 Cucurbita maxima var. zapallito, 88, 89,
Células 111
de Malpighi, 54 Cucurbitaceas, 50, 131
mucilaginosas, 56 Cubiertas 53
Celulosa, 42, 58 anatomia, 54
Celtis spinosa, 58, 59, 143 células mucilaginosas, 56
Cereales, 46 concepto, 53
Cesalpinioidea, 23 dispersion, 53, 55, 56
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origen, 33
permeabilidad, 53
Cuphea glutinosa, 144-145, 178
Cuerpos grasos o lipidicos, 47, 48, 130
Cuerpos proteicos, 46
inclusiones globoides, 46
cristaloides, 46
Cumarina, 145
Cumarol, 54
Cuphea glutinosa, 44, 45, 151
Cyca revoluta, 56
Cycosel (CCC), 104
Cyperus rotundus, 20

Ch

Chalaza, 19, 25, 32
Chalazogamia, 32
Chelidonium, 55
Chenopodium sp., 55

D

Dactylis glomerata, 181
Damasco, 114
Damping-off, 87
Datilero, 43
Daucus carota, 86
Dehiscencia de la antera, 29
Densidad de siembra, 184, 185
Desinfeccion de semillas, 181
Desdoblamiento del gancho plumular, 81,
82
Dextrinas, 26
Dicotiledéneas, 24, 28, 32
embriogénesis, 39
Digalactosil diglicérido, 48
Dihidroxiacetona fosfato, 48
Dimorphandra megistorpermia, 23
Diospyros, 43, 44
Dispersion
alas, 56
arilos, 55
por el aire (anemofila), 53
por el agua (hidréfila), 56
por hormigas, 55
Doble fecundacion, 33
Dormicion, 134
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fisica, 141
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quimica, 141
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secundaria o adquirida, 139-140
tipos, 139-140

Draught scaping, 135
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E

Ecuacion
de Lockhart, 76
de van’t Hoff, 63
Elaeis guineensis, 47
Eleagnus angustifolia, 145
Eleosomas, 55
Ebenaceas, 43
Embriogénisis, 39
dicoytiledonea, 39
monocotiledonea, 39
Embrion, 37
concepto, 37
origen, 37
polaridad, 38
tipos, 25
ubicacion, 40
Embriones multiples, 40
Emergencia, 77
gancho o codo, 77-82
coledptile, 82-85
radicula, 89
Endopleura (tegmen), 53
Endosperma, 51
amilaceo, 51
deposito de proteinas, 47
origen, 33, 51
primario, 51
remolacha, 52
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ubicacidn, 51
Endotecio, 27-29
Enebro, 33
Energia germinativa, 181
Epiblasto, 39
Epicétilo, 35, 39, 77, 78, 81, 82
Epimacio, 24
Episperma, 53
Escarificacion, 143
Escutelo, 39
Esferosomas, 47, 48, 130
Especies C3 y C4, 46
Espermatofitas, 16, 17
Espinaca, 134
Estearico, 47
Esterificacion, 48, 49
Estigma, 31
Estimulos y respuestas en plantas, 123
Estilo, 31
Estrategias de emergencia, 77
Estratificacion, 147
Estrofiolo, 55
Etanol, 72
Ethrel, 170
Etileno, 82, 115, 169
aspectos historicos, 115
biosintesis, 116
conjugados, 117
luz, 118
triple respuestas, 117-118
Ethrel, 170
Euphorbia elioscopia, 55
Exina, 30
Exotecio, 27-29

F
Fabaceas, 50
Fecundacion, 33
doble, 29, 33
porogamica, 32, 53
simple, 34
Fenilalanina, 45
Festuca, 86, 87
Festuca arundinacea, 86, 87
Filamento, 28
Filotaxis, 84
Fermentacion, 44, 71
Fitina, 46, 49, 131
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fotoconversion, 156-157
localizacion, 157
mecanismo de accion, 160-161
sintesis y degradacion, 157-158
tiempo de escape, 160
Fosfolipidos, 48
Fosfatidil colina, 48
Fotoblastismo, 153
aspectos ecologicos, 161-162
espectro de accion, 153-154
fotocontrol, 153-154
negativo, 153
positivo, 153
respuesta a la luz, 153
Fraxinus americana, 146
Fraxinus sp., 56
Fresno, 21, 56
Fruto
concepto, 20, 21
dispersion, 58
llenado, 40
monospermo, 57
uniseminado, 20
Fruto-semilla, 20
Funiculo, 25

G

Gameta masculina, 30
Gametofito femenino, 26
Gametofito masculino, 27, 29
Gancho plumular, 51, 77
desdoblamiento, 81, 82
Garbanzo, 80
Germinacion 61-62
alternancia de temperaturas, 180
ambiente, 163-171
agua, 166-169
anegamiento, 169
edafico, 164-169
profundidad, 170-171
radiacion, 163-164
temperatura suelo, 164-
166
disponibilidad de agua, 179



entre papeles, 179
epigea, 50, 78
fotocontrol, 161-162

hipogea, 80
impedimientos, 133
luz, 180
pretratamientos, 181
proceso, 61

promotores, 151
respuesta a la luz, 153-154
sustrato, 177-179
temperatura, 179-180
Giberelinas, 82,
aspectos historicos, 95
caracteristicas quimicas, 96-97
crecimiento, 103
dormicion, 148, 150
mecanimos de accion, 98-99
movilizacion de las reservas,100-
101
promotor, 151
Gimnospermas, 16, 24, 33, 34, 35, 38
Ginkgo biloba, 15, 56
Girasol, 20, 21, 40, 47, 56, 57, 88, 89,
111,131, 181, 183, 184, 189
Gleditsia triacanthus, 78, 144, 181
Glicerol, 48
Globulinas, 44
Glucolipido, 48
Glucdlisis, 71, 73, 151
Glutelinas, 44
Gluten, 44
Glycine max, 20, 114, 192
Gossypium hirsutum, 21, 54, 131
Gramineas, 21, 24, 29, 40, 46, 51
Grano, 20
Grano de almidon, 42, 43
Grano de pdlen, 28, 29, 31
Goodyera repens, 23
Gossypium hirsutum, 53, 56

H

Haustorios, 38, 79

Helianthus annus, 20, 21, 40, 56, 57, 88,
89,

111, 131

Hemicelulosa, 43, 58

Heracleum, 145
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Herbivoria, 55
Heteroblastismo, 143
Heterogenidad fisiologica, 143
Hidratacion, 62-63
patron trifasico, 68
Hilo, 42
Hipoclorito de sodio, 181
Hipocétilo, 35, 40, 77, 78, 81, 82
Hoja carpelar, 24
Hordeum, 20, 82, 126
Hormonas
concepto, 91
concentraciones, 91
receptores, 92
mecanismos de accion, 92
precursores, 93, 94
Hypochaeris radicata, 164

|

Imbibicion véase Hidratacion
Impatiens balsamina, 150
INASE, 18, 175
Inclusiones 46
globiodes, 46
cristaloides, 46, 47
Inhibidores
quimicos, 145
en el embrion, 146-147
Intina, 30
Iodo ioduro de potasio, 42
Ipomea batatas, 43
Inclusiones, 46
globoides,46
cristaloides, 46, 47
Intina, 30
Irupé, 55
Isoprenoides, 94
ISTA, 18, 62, 134, 151, 175, 177, 178,
182

J

Jacaranda, 56

Jacaranda mimosifolia, 56
Jasmonatos, 120

Jouvea pilosa, 82

K
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L . Melodn, 134, 138
Meristema

Labiadas, 56 caulinar, 38
Lactuca sativa, 38, 53, 111, 154, 170 radicular, 38
Latencia, 134 Mesocotile, 82
Laurico, 47 Mesofilo
Lecitina. 48 empalizada, 50
Lechuga, 38, 53, 111, 154, 170 esponjoso, 50
Leguminosa, 23, 25, 46, 50, 54, Mesogamia, 32
Letargo, 134 Micropila, 25, 32, 53
Leucina, 45 Microsporangios, 33
Lignina, 53-55 Microsporofilo, 33
Lino, 47, 56 Microsporogénesis, 30
Linum usitatissimum, 56 Mioinositol, 49
Lipidos, 47, 130 Miristico, 47

degradacion, 130-131, 132 Modelo de Khan, 149
Lisina, 45 Monocotiledoneas, 32, 37
Litraceas, 53 embriogénisis, 39
Lodoicea maldivica, 23 Monogalactosil diglicérido, 48
Lotus, 88, 190 Mostaza, 86
Lotus glaber, 88 Mostaza blanca, 111
Lugol, 42 Muestra compuesta, 175
Lupinos, 43 Muestras primarias, 175
Lupinus sp., 43 Muestreo de semillas, 175
Lycopersicum esculentum, 56, 86, 102, Musilagos, 56
114,138, 151, 170 Mpyristica fragans, 55

N

LL

Nicotiana tabacum, 102, 109
Ninfaceas, 51
M . Nitrato, 46
Nitrato de potasio, 151
Nitrogeno, 45, 46

Macollo, 85 Nucela, 24-25,34, 51

Macroesclereidas, 54

eldas, Nucel
Madurez fisiologica, 48 tejui((:if) ag 1
Magnolaceas, 146 Nﬁcle’o

generativo, 29
Maiz, 20, 23, 39, 41,42, 47, 75, 83, 84, vegetativo, 29
85, Nucleos polares, 26
138, 169, 190 Nudo cotiledonar, 40

Nuez moscada, 55
Mananos, 53

Mangle, 138 (0)

Mangifera indica, 201

Mango, 201 Oleéceas, 146
Mani, 68, 170 Oleosomas, 47
Megaspora, 25 Olmo, 21, 56
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Oriza sativa,39, 82, 170
Orquidaceas, 23, 40, 53
Ortotropo, 25
Osteoesclereidas, 54
Ovocélula, 26, 33, 37
Ovulo 24,

anatropo, 25

atropo, 25

bitégmico, 24
campilotropo, 25
desarrollo, 26
ortotropo, 25
unitégmico, 24, 34
Oxalato de calcio, 47

Palma aceitera, 47
Palmitico, 47

Palta, 201

Panicum maximum, 151
Papa, 17, 42

Patrén trifasico de hidratacion, 68
Pectinas, 31

Pepino, 21, 111, 170
Pericarpio, 20, 56
Perisperma, 51

Persea americana, 201
Pérulas, 137

Phasolus heterophyllus, 137
Phaseolus lunatu, 67
Phaseolus polystachios, 137
Phaseolus polyanthus, 137
Phaseolus vulgaris, 67,78, 114, 119, 137
Phoenix dactylifera, 43
Phytium sp, 87
Phosphon-D, 104

Pino, 34

Pinus, 35

Pinus sylvestris, 160
Pimiento, 86

Piperaceas, 51

Pisum sativum, 41,69, 83
Placenta, 24
Plantaginaceas, 56

INDICE ALFABETICO

Plantago psyllium, 56, 164
Plantas
Cs,46
C4, 46
efimeras, 135
Plantula, 51, 77, 78
Plantula normal y anormal, 182-184
Plastidios, 32
Plimula, 39, 75, 80
Poaceas, 24, 37
Poder germinativo, 177, 182
evaluacion, 182-184
Podocarpaceas, 24
Poliembrionia, 40
Poligonéceas, 51
Polimorfismo, 143
Polinizacion, 31
Polisomas, 45
Porogamia, 32
Poroto, 21, 23, 78, 114, 119, 137
Portulaca olareacea, 135, 136
Posdormicion, 140
Potencial
agua, 63
osmotico, 63
presion, 64
matrico, 65
gravitacional, 65
Predormicion, 140
Pretratamientos, 86
Primina, 24, 25, 53
Prolaminas, 44
Proteasas
aleurona, 129
embrion, 130
endoproteasas, 130
endosperma, 129
Proteinas, 44
foliares, 46
acumulacion, 44
Pseudomonas aureofaciens, 87
Pseudoxerofitas, 135
Prunus americana, 114
Pureza fisica y botanica, 175-176, 184,
185

o) .
Q10, 69
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Quenopodiaceas, 51, 143
Quercus rubur, 201
Quiescencia, 133
Quintina, 53

Quinoa, 143

R

Rabanito, 86
Radicula, 40, 57, 62,74, 75, 78
Rafe, 25
Rafinosa, 126
Raphanus sativus, 86
Remolacha, 51, 52
Ranunculaceas, 146
Reposo, 134
Reseda, 55
Reseda adorata, 55
Reservas, 40, 125
amilaceas, 41
cambiantes, 52
carbohidratos, 125
clasificacion, 50
cotiledonales, 50, 86
degradacion, 125
ruta hidrolitica, 126
ruta fosforolitica, 128
endospermadas, 51, 86
en pared, 53
movilizacion, 125
perispermadas, 51, 86
proteicas, 128
degradacion, 129
tipos, 41

Resistencia Sistémica Adquirida (RSA),

123

Respiracion, 71

Respuesta triple etileno, 117-118
Resto nuclear, 52

Retardadores del crecimiento, 104-105
Reticulo endoplasmico, 47
Rhizophora mangle, 138

Ribulosa 1,5 di fosfato carboxilasa, 46
Ricino, 38, 47,49

Ricinus comunis, 55, 130

Roble europeo, 201

Rosa, 114

Rosa canina, 146

Rubisco, 46
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S .

Sacarosa, 40, 126

Saco embrionario, 27, 34

Saco polinico, 28, 29, 33

Salvado, 57, 58

Salicilatos, 122
accion, 123
concentraciones, 123
estructura quimica, 122

Salix alba, 122
Sanidad, 199
Sarcotesta, 55
Secundina, 25, 53
Semilla
amilaceas, 41
calidad, 173-174
composicion morfologica, 23

condiciones ambientales, 163

conservacion, 200
cotiledonales, 38, 50
definicion, 19, 20, 23
diseminacion, 19
endospermadas, 38, 51
estrcutura, 37

fosiles, 15
fotoblasticas, 153
fruto, 21

historia, 15

Ley de, 18, 20

origen y evolucion, 15
oleaginosas, 47
ortodoxas, 201
perispermada, 51
perpetuacion, 19
proteaginosas, 44

punto de vista agronoémico, 19

recalcitrantes, 201

resistencia, 19

sanidad, 199

tamaro, 23-24

unidad reproductiva, 20
Siete sangrias, 144-145
Simiente, 20
Simple unidad de membrana, 48
Sinapis alba, 111, 164
Sinapis arvense, 164
Sinapol, 54
Sinérgidas, 26



Sitios seguros, 171
Solanum tuberosum, 42
Soja, 20, 114

Sorgo, 20

Spinacea oleracea, 134
Stand de plantas, 185
Streptochaeta, 82
Suspensor, 35, 38
Sustratos, 177-179

T

Tala, 58, 59, 143
Taninos, 54
Tapete, 27, 28
Técnica de tetrazolio, 189
Tegmen, 24, 53
Tegumento
externo, 24
interno, 24
cuartina, 53
quintina, 53
seminal, 53
tercina, 53
Temperatura 179
alternas, 180
Tejido de transmision, 31
Tejido nucelar, 51
Tercina, 53
Test
Blotter, 199
de frio, 193-195
de envejecimiento acelerado,
195-196
de conductividad eléctrica, 196-
198
de conductividad eléctrica indi-
vidual, 198
de curvatura de avena, 105-106
de hipoclorito de sodio, 190
de pH exudados, 190
Testa, 24, 53
Tetrazolio, 188-190
Theobroma cacao, 201
Tirosina, 45
Tomate, 21, 56, 86, 114, 138, 170
Trifolium, 170, 190
Trifolium subterraneum, 170

INDICE ALFABETICO

Triglicérido, 48

Trigo, 20, 21, 37, 39, 41, 42, 57, 58, 82
Triticum sp., 39, 42, 57, 58, 82

Tubo polinico, 29, 31, 32, 34

u

Ulmus, 32, 56
Umbelifera, 146

Umbral de hidratacion, 71
Ureidos, 45

\Y

Valor cultural, 185
Verdolaga, 135, 136
Veronica arvensis, 149
Via de las pentosas fosfato, 151-152
Via de los isoprenoides, 94
Viabilidad, 187-190
ensayos rapidos, 190
Vicia graminea, 134
Victoria cruziana, 55
Vid, 114
Vigor de semillas, 190-193
ensayo validez, 199
Vitis vinifera, 114
Viviparidad, 138

w

Went, 105

X

Xanthium pensyvannicum,142-143
Xilanos, 53

Y

Z

Zanahoria, 86

Zapallito de tronco, 88, 89
Zaragatonia, 56

Zea mays, 20, 39, 42, 53, 75, 83,
84, 85, 109, 169

Zeinas, 47
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