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Resumen

El movimiento de ganado hacia zonas marginales en Argentina ha llevado a las especies
forrajeras a la heterogeneidad ambiental. Esto requiere del uso adecuado de las especies y
variedades en estos entornos. Vicia dasycarpa Ten. cv. Tolse F.C.A., se destaca como una
forrajera de ciclo otofio-invierno-primaveral que aporta materia seca de calidad. El objetivo
fue estudiar las respuestas morfo-fisioldgicas de la germinacién de V. dasycarpa Ten. cv.
Tolse F.C.A. en condiciones de estrés hidrico y salino. Se estudiaron las caracteristicas
morfologicas de la semilla en relacion con la zona de entrada de agua en la imbibicion. Se
realizaron ensayos para establecer el porcentaje de germinacion segin los distintos
tratamientos: testigo 0 MPa; PEG -0,3; -0,6; -0,8; -1y -1,2 MPa; CINa -0,3; -0,6; -0,8; -1 y
-12 MPa. Se utiliz6 la metodologia convencional para realizar los estudios exomorfoldgicos
y anatdmicos -microscopia estereoscopica, optica (MO) y de barrido (MEB)-, para la
ultraestructura -microscopia de transmisién (MET). Los resultados indican que la semilla
presenta el hilo lineal, el micropilo deltoide adnato al hilo, la cubierta seminal marron
rojiza oscura con vetas negras, y el patron de ornamentacion es papiloso. Se comprobd la
presencia de un capuchon radicular y se identifico la presencia de dos pares de aréolas
cotiledonares. La entrada de agua en la imbibicién se inicia por la lente -con grietas- y
avanza en el plano sagital. La germinacién es criptohipogea y la plantula presenta tres
catafilos fértiles (con yemas axilares desarrolladas). Bajo condiciones de estrés hidrico y
salino, con un potencial agua equivalente a -0,6 MPa, se super0 el 80% de germinacion.
Segun el modelo de tiempo hidrico el potencial de base para el 50% de germinacion fue de
-0,9 MPa para PEG y -1,4 MPa para CINa. Los estudios morfo-fisiol6gicos demostraron
una disminucion del crecimiento del sistema radical y caulinar en todos los tratamientos.
En el sistema caulinar, las yemas axilares desarrolladas son una estrategia para la
recuperacion frente al estrés. La estructura anatomica de la raiz se vi6 afectada por el estrés
hidrico y salino. Se manifestd plasmolisis celular en la rizodermis y la corteza; en los
tratamientos mas severos de estrés hidrico la endodermis se colapsd. V. dasycarpa cv.
Tolse FCA, puede considerarse una forrajera promisoria para su cultivo en suelos con

problemas de deficiencia hidrica o salinidad.

Palabras clave: Vicia dasycarpa, semilla, germinacion, estrés hidrico, estrés salino.



Abstract

The movement of livestock into marginal areas in Argentina has led the forage species to
environmental heterogeneity. This requires the proper use of species and varieties in these
environments. Vicia dasycarpa Ten. cv. Tolse F.C.A. stands out as forage of autumn-
winter-spring cycle that provides quality dry matter. The aim was to study the morpho-
physiological responses of germinating V. dasycarpa Ten. cv. Tolse F.C.A. under water
and salt stress. The morphological characteristics of the seeds were studied in relation to
the area of imbibition water entry. Tests were conducted to determine the percentage of
germination under different treatments: control 0 MPa; PEG-0.3; -0.6; -0.8; -1 and -1.2
MPa; NaCl -0.3; -0.6; -0.8; -1 and -1.2 MPa. The conventional methodology was used to
perform the morphological and anatomical studies -stereoscopic microscopy, optical
microscopy (OM), scanning electron microscopy (SEM)- and for the ultrastructure
-transmission electron microscopy (TEM). The results indicate that the seed has a linear
hilum, a deltoid micropyle; the seed coat is dark reddish brown, with black streaks and the
pattern of ornamentation is papillose. It was confirmed the presence of a radicle pocket and
the presence of two pairs of cotyledonal areoles were identified. It was established that the
entry of water during imbibition starts at the lens -having cracks- and moves in the sagittal
plane. The germination is crypto-hypogeal and the seedling has three fertile cataphylls
(with its developed buds). Under conditions of water and salt stress, with a water potential
equivalent to -0.6 MPa, it was overcame the 80% germination. For the hydrotime model
the base water potential to reach the 50% germination was -0.9 MPa for PEG and -1.4 MPa
for CINa. The morpho-physiological studies showed a decrease in growth of both the root
and caulinar system in all treatments. In the caulinar system the axillary buds developed
are a recovery strategy to stress. The anatomical structure of the root was affected by water
and salt stress. Cellular plasmolysis was manifested in the rhizodermis and cortex; in the
most severe water stress treatments endodermis collapsed. V. dasycarpa cv. Tolse F.C.A.
can be considered a promising forage for growing under soils with water deficiency or
salinity problems.

Keywords: Vicia dasycarpa, seed, germination, water stress, salt stress.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

MARCO TEORICO GENERAL
USO DE LAS LEGUMINOSAS

El uso de las Leguminosas tradicionales (Trifolium spp., Medicago spp., Melilotus
spp., Lotus spp., Vicia spp.) en las rotaciones de cultivos es una practica muy antigua y aun
continda siendo un elemento importante en muchos sistemas agricolas (Burkart, 1952;
Nadal-Moyano et al., 2004). Son valiosas por si mismas, no sélo por su alto valor nutritivo
especialmente proteico, sino también por aportar nitrogeno y movilizar el fosforo insoluble
de los suelos, situando a las Leguminosas como un elemento imprescindible en la
produccion de forrajes (Carambula, 1977; Skerman et al., 1991). En tipos de vegetacion
mas degradados, compuestos por pastos improductivos y de pobre palatabilidad, la
introduccién de Leguminosas induce cambios positivos (Risso y Berreta, 2001). Su
importancia radica en el aprovechamiento de tierras marginales (Hacker et al., 1996), por
sus menores requerimientos y en zonas donde la fertilizacion nitrogenada esta limitada por
motivos economicos (Ramos Font, 2009). En zonas subtropicales se utilizan especies de
Leguminosas (Fabaceas) como Galactia volubilis (L.) Britton, conocidas como “milk pea”,
consideradas importantes forrajeras perennes por su rapido crecimiento primavero-estival y
su adaptabilidad a los terrenos del sur de la Florida, donde aseguran la incorporacion de
nitrégeno a los suelos y son palatables para el ganado (Kretschmer, 1962). Actualmente,
algunas especies de Galactia se estdn expandiendo fuera de Estados Unidos como cultivo
alternativo, especialmente por su alta produccion de semillas y su capacidad de ser fuente
de nitrogeno en ecosistemas degradados (Muir et al., 1990; Muir y Pitman, 1991), en zonas
tropicales, donde otras Leguminosas tradicionales no desarrollan (Halliday, 1979; Date y
Halliday, 1980; Mejia, 1984; Gil et al., 1985).



ANTECEDENTES DE LAS ESPECIES DE VICIA

Entre las Leguminosas, el género Vicia comprende aproximadamente 150 especies
(Kupicha, 1976, 1981), e incluye numerosas de importancia economica, cultivadas como
abono verde, forraje o alimento para el hombre como Vicia faba L., V. sativa L., V. hirsuta
(L.) Gray, V. villosa Roth., entre otras (Gunn, 1970; Marin et al., 1998). Segun Gil y Vear
(1965) V. villosa, conocida como “veza invernal”, es reconocida en Estados Unidos como
mas resistente en siembras de otofio que V. sativa. En Europa Central su cultivo es comln
con el nombre vulgar de “vicia velluda” (Nadal-Moyano et al., 2004). Su adopcién en
areas productivas marginales se asocia con su alto potencial de resiembra natural y sus

deseables atributos agronémicos, citado por Renzi et al. (2014).

La catedra de Forrajes y Manejo de Pasturas de la F.C.A. U.N. Cordoba obtuvo
mediante seleccion, a partir de una poblacion de V. dasycarpa proveniente del
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, el cultivar Tolse F.C.A. de Vicia
dasycarpa con tolerancia a condiciones de bajas temperaturas y precipitaciones
(temperaturas minimas de -4,6 °C y 690 mm de precipitacion con distribucion estivo-
otofial). Este cultivar inscripto en el “Registro Nacional de la Propiedad de Cultivares”, se
destaca por una alta produccion de materia seca (MS) y de calidad en el estado vegetativo -
4292 kg/ha de MS y 81,98% de digestibilidad- (Coraglio et al., 2001). Estudios posteriores
en relacion a la produccion de semillas de cultivares y poblaciones de diferentes especies
de Vicia sefialan que los maximos rendimientos (1,86 t/ha) en V. dasycarpa cv. Tolse
F.C.A. podrian explicarse por su mayor tolerancia a condiciones ambientales desfavorables
(Renzi, 2008). Es asi que este cultivar se presenta como una alternativa con posibilidades

para ofrecer forraje de calidad en ambientes desfavorables (Fig. 1.1).

Por otro lado, a partir de la constante actualizacion de los nombres cientificos de las
especies vegetales, es importante sefialar que en la actualidad V. dasycarpa Ten. es
reconocida como sinénimo de V. villosa Roth subsp. varia (Host) Corb. (ISTA, 2007;

Tropical Forages, 2009).



Figura 1.1. Vicia dasycarpa Ten. cv. Tolse F.C.A. A, Parcela en estado vegetativo; B, plena

floracion.



Con el advenimiento de la mecanizacion y el desarrollo de los productos quimicos,
la diversificacion de los cultivos fue reemplazada en muchas regiones por monocultivos.
Como consecuencia hubo una considerable disminucion en la utilizacion de Leguminosas
como abono verde y mejoradora de suelos. Asi, los sistemas agricolas sufren erosion,

degradacion ambiental y una fuerte dependencia de insumos (Lopez Bellido, 1994, 2006).

Las condiciones de estrés ambientales, en particular la sequia y salinidad, son
actualmente los principales factores que reducen la produccion vegetal a nivel mundial
(Sosa et al., 2005), y los cambios climaticos a nivel global pueden acentuar la severidad en
el futuro (Chaves y Oliveira, 2004). Entre los variados factores de estrés ambiental, la
salinidad ha acaparado mas atencidn que otros (Pessarakli, 2011), es frecuente en regiones
aridas y semiaridas, y sobre todo porque se ha convertido en un problema complejo para la
agricultura en aquellos paises cuya economia se basa principalmente en dicha actividad
(Pessarakli y Szabolcs, 2011). No obstante, estd ampliamente reconocida la necesidad de la
practica de una agricultura sustentable como una estrategia de manejo. En la Argentina el
desplazamiento de la ganaderia hacia zonas marginales ha llevado a las especies forrajeras
hacia una heterogeneidad ambiental que obliga a la utilizacion de especies y variedades
que se adapten a estos ambientes marginales (Pifieiro y Lépez Saubidet, 2008). De acuerdo
con la FAO (1989), la agricultura sustentable frena el agotamiento y la destruccion de los
recursos naturales y favorece el incremento de la productividad agricola economicamente
viable, perdurable y socialmente aceptable. Resumiendo, las Leguminosas son cultivos que
se desarrollan en los sistemas con insumos relativamente bajos y son adecuados para una

agricultura méas sustentable (Reveneau et al., 2011).



CARACTERISTICAS CLIMATICAS Y EDAFICAS DE LA
PROVINCIA DE CORDOBA

Las sequias en la Argentina son una de las principales adversidades que afectan en
forma recurrente y extrema severidad a las regiones destinadas a la agricultura (Jarsun et
al., 2006). Segun las caracteristicas climaticas del territorio argentino, de los 2.800.000
km? se reconoce que el 60% de la superficie corresponde a la regién arida, un 25%, a la
region humeda y el 15 % a la region semiarida, lo que determina que el 75% se encuentra
en condiciones de aridez o semi-aridez (Glave, 1988). Las lluvias presentan un régimen
monzonico, con un porcentaje de distribucion para el semestre calido que varia desde un
70% en el Este hasta un 85% en el Oeste del territorio provincial (Rodriguez y de la Casa,
1990), (Fig. 1.2).
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Figura 1.2. Distribucion de precipitaciones acumuladas (mm). Periodo septiembre 2012-2013.
Fuente: sistema de precipitaciones bolsa de Cereales de Cordoba.



Los promedios mensuales de precipitaciones fluctian entre 80 mm a partir del mes
de octubre, alcanzando un maximo de 120 mm en diciembre y enero, descendiendo a
menos de 60 mm en marzo y abril, con un minimo de 10 mm mensuales, entre los meses
de junio y agosto (INTA Manfredi, 2011), (Fig. 1.3).
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Figura 1.3. Lluvias mensuales promedio (1931-2010)

Figura 1.4. Deficiencia hidrica anual (mm). Periodo 1961-1990



Esto determina un significativo déficit hidrico durante el periodo invernal; la falta
de agua promedio anual varia en forma creciente desde el este con 120 mm pasando por
una faja central con 100 a 300 mm, hasta llegar al extremo oeste con 400-500 mm de
deficiencia hidrica (Burgos y Vidal, 1951), (Fig. 1.4). De acuerdo con la clasificacion
climatica de Thornthwaite (Burgos y Vidal, 1951), Cérdoba presenta en la franja central
norte-sur un clima subhimedo-seco; y en el sector noroeste, clima semiarido. La gradacion
de climas desde subhiimedos en la porcion oriental hasta los aridos en los limites con las
provincias de San Luis, La Rioja y Catamarca se ven reflejados en las caracteristicas de la

superficie del suelo (Jarsun et al., 2006).

En cuanto a los suelos, en la provincia de Codrdoba predominan suelos
pertenecientes al orden Molisoles (60%), suborden Ustoles, gran grupo Haplustoles tipicos
y énticos, son suelos eminentemente agricolas con limitaciones (segun la ubicacion
geografica) relacionadas al régimen de precipitaciones. Le siguen en importancia los
ordenes Entisoles (13%) Alfisoles (7%) y Ardisoles (5%), (Fig. 1.5). Los Haplustoles
énticos (textura franco arenosa, franco limosa y franca) son los de mayor representatividad
en la provincia y pueden presentar problemas de retencion de humedad acentuada por
estrés hidrico y se les reconoce una ligera salinidad; los Haplustoles tipicos, bien drenados
y fértiles sin embargo se han reconocido fases de erosion hidrica levemente salina. (Jarsun
etal., 2006).

Segun el mapa de ecorregiones propuesto por Brown y Pacheco (2006), en la
provincia de Cordoba se reconocen en sentido noroeste-sudeste gradualmente las
ecorregiones de Chaco Seco, Espinal y Pampa (Fig. 1.6). Segun estos autores las
ecorregiones son grandes areas, relativamente homogéneas, en las que hay diferentes
comunidades naturales que tienen en comun un gran numero de especies y condiciones
ambientales. El término se origina a partir de las regiones fitogeograficas o biogeogréaficas,

pero incluye otros valores que van mas alla de los bioldgicos.



Como se menciond anteriormente, si bien los suelos salinos se encuentran
practicamente en todas las regiones climaticas, se concentran principalmente en zonas de
climas aridos y semiaridos, donde la acumulacion de sales es consecuencia de las escasas

precipitaciones y la elevada evaporacién y evapotranspiracion (Reginato, 2009).

Ordenes de suelos
1. Alfisoles
2. Ardisoles
3. Entisoles
Molisoles (Subdrdenes)
Ustoles

Udoles

Alboles

Acuoles

JROE0 OO

©® N o a &

No clasificado

Figura 1.5. Ordenes de suelos de Cérdoba. INTA, 1993.

En la region semiérida central de la provincia de Cordoba, Argentina, los regimenes
térmicos y pluviales limitan el crecimiento de pasturas de Leguminosas anuales durante el
periodo otofio—inverno—primaveral (Coraglio et al.,, 2001). De modo que la falta de
pasturas de calidad es una constante en campos de la region; por lo tanto, cualquier
alternativa practica que aumente la disponibilidad forrajera en dicho periodo, resultaria un

incremento significativo de la productividad (Karlin et al., 1994).
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Figura 1.6. Mapa Ecorregional de la Argentina propuesto por Brown y Pacheco, 2006.



Debido al cambio climéatico y los procesos de desertizacion de ocurrencia mundial,
en el futuro, una de las alternativas serd cultivar especies tolerantes a condiciones
desfavorables (Moreno-Fonseca, 2009). Teniendo en cuenta que el estrés abidtico impacta
mas claramente en ambientes marginales, estd ligado globalmente con la pobreza y
exacerba los problemas socioecondmicos; mejorar la productividad con diversas

estrategias es una llave para el alivio de la pobreza (Brown y Rieseberg, 2006).

La creciente expansion agricola en areas no tradicionales, ocupadas histéricamente
por la explotacion ganadera, crea la necesidad de incrementar la produccion de especies
forrajeras adaptadas a condiciones edaficas desfavorables. Entre las oportunidades para
mejorar la productividad de las pasturas, se destaca la blsqueda, caracterizacion y
seleccion de germoplasma productivo y adaptado a ambientes marginales (Pesqueira et al.,
2007).

ENFOQUE DEL ESTUDIO

La morfologia de las semillas de las Leguminosas ha sido ampliamente estudiada
(Corner, 1976; Gunn, 1981; Manning y van Staden, 1987a; McDonald et al., 1988a;
Baskin y Baskin, 1998; Perissé y Planchuelo, 2004; Lackey, 2007) y es indudable la
funcion de la cubierta seminal como defensa contra la accién de microorganismos y como la
primera barrera que debe atravesar el agua durante la fase inicial del proceso de germinacion
(Mohamed-Yasseen et al., 1994). Ademas, estd ampliamente reconocido que el espesor de
las capas celulares, asi como la ornamentacion de la cubierta puede presentar diferencias
morfoldgicas significativas (Lersten, 1981; Saint Martin, 1986; Endo y Ohashi, 1998). Las
investigaciones realizadas en diferentes especies de Vicia sefialan que, si bien en general
presentan un patron de ornamentacion papiloso, se observan diferencias en la distribucion de
las papilas y en las estrias que presentan cada una de ellas (Marin et al., 1998). En relacion a
la imbibicion en Leguminosas, se indican diferentes zonas de la cubierta seminal como lugar
inicial de ingreso del agua y su distribucion en la semilla (Casini, 1990; Perissé y Planchuelo,
2004). Hasta el momento, no se dispone de referencias sobre las caracteristicas morfoldgicas
y funcionales de la cubierta seminal entre las especies cultivadas de Vicia, por lo que se

desconoce su relacion con el proceso de entrada de agua y el comportamiento durante la
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germinacion en condiciones de estrés hidrico y salino. Surge ademas, la importancia de
contar con modelos predictivos para alcanzar el 50% de germinacion y los parametros de
tiempo hidrico. El concepto tiempo hidrico es un modelo unificador para describir los
patrones de germinacion que se producen en respuesta al potencial de agua (W) del medio
ambiente de la semilla (Bradford y Still, 2004).

Por otro lado, diversos autores indican, para distintas especies, que han surgido un
namero de estrategias adaptativas -ecoldgicas, morfoldgicas y fisiologicas- para sobrevivir
en ambientes estresantes (Longstreth y Nobel, 1979; Uchiyama, 1987; De Villiers et al.,
1994; Aiazzi et al., 2004, 2009; Tourn et al., 2009; Taiz y Zeiger, 2010), que influyen en la
germinacion y el crecimiento temprano de las plantulas. Sin embargo, no se dispone de
informacidén en relacion al comportamiento en la germinacion de V. dasycarpa Ten. cv.
Tolse F.C.A. bajo condiciones de estrés hidrico y salino, ni las respuestas morfo-

fisioldgicas que podrian presentarse a nivel de plantula.

Por lo anteriormente expuesto, surge la necesidad del conocimiento de la
morfologia de la semilla y la plantula, como asi también la evaluacion de la germinacion
en condiciones de estrés hidrico y salino de este cultivar, para justificar su implementacion

como una forrajera promisoria en condiciones adversas de disponibilidad de agua.

En base a lo analizado precedentemente se plantean las siguientes hipotesis:

HIPOTESIS

La germinacidn de Vicia dasycarpa Ten. cv. Tolse F.C.A. es posible en condiciones de
estrés hidrico y salino debido a las grietas de la lente que facilitan el ingreso de agua,

favoreciendo el crecimiento del eje hipocétilo radicular y del epicétilo.

Las respuestas morfo-fisiologisas adaptativas se explican en términos de los posibles
cambios anatémicos y de la ultraestructura celular a nivel radical para facilitar la

incorporacién de agua y su movimiento radial y axial.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la germinacion y las respuestas morfo-fisioldgicas del cultivar Tolse F.C.A de

Vicia. dasycarpa en condiciones de estrés hidrico y salino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Establecer las caracteristicas morfoldgicas generales de la semilla.

-Caracterizar el tipo de germinacion y plantula.

-Identificar las caracteristicas morfoldgicas correspondientes a la plantula normal.

-Determinar la zona de entrada de agua en la semilla.

-Caracterizar el patrén de absorcion de agua en la imbibicion.

-Determinar el nivel minimo de hidratacion (NMH) necesario para iniciar la germinacion.

-Evaluar la germinacion en condiciones de estrés hidrico y salino.
-Determinar los parametros del tiempo hidrico.

-Evaluar la recuperacion de las semillas no germinadas.

-Identificar cambios morfo-anatdmicos de plantulas germinadas en condiciones de estrés

hidrico y salino.
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CAPITULO 2

CARACT[ERIZACION MORFOLOGICA DE LA SEMILLAY
LA PLANTULA DE Vicia dasycarpa Ten. cv. Tolse F.C.A.

INTRODUCCION

El conocimiento de la semilla madura, la identificacion de sus componentes y su
ubicacion relativa en la semilla son fundamentales para cualquier estudio sobre la
germinacion (Martin, 1946; Jacobsen, 1984). La cubierta seminal es esencial para la
longevidad de la semilla, la protege del posible dafio por imbibicion violenta, que provocaria
el escape de electrolitos del embrion y ofrece proteccién contra las bajas temperaturas y

agentes patogenos (Tully et al., 1981; Mohamed-Yasseen et al., 1994).

La morfologia de las semillas de leguminosas ha sido ampliamente estudiada
(Burkart, 1952; Corner, 1976; Polhill, 1976; Gunn, 1981; Lersten, 1981; Boeswinkel y
Bouman, 1984; Manning y van Staden, 1987a; Kirkbride et al., 2003 entre otros), en un
principio con un enfoque filogenético y sistematico, y posteriormente tratando de establecer

relaciones entre las diferentes estructuras y sus funciones.

Perrino et al. (1984) propusieron una clave para identificar distintas especies de Vicia,
en base a las caracteristicas seminales: forma, tamafio, hilo, lente, etc. en la cual V. dasycarpa
y V. villosa se presentan como distintas especies. El caracter que las separa es la distancia del

centro de la lente al hilo de 1mm o menos para V. villosa y mayor para V. dasycarpa.

Los estudios de la ornamentacion de la cubierta seminal realizados en Vicia, mediante
microscopia oOptica y electronica de barrido (MEB), muestran que existe un consenso entre los
autores respecto al patron papiloso de la misma (Gunn, 1970; Lersten y Gunn, 1982; Manning
y van Staden, 1987a; Kaur y Pal, 1989; Marin et al., 1998).
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Sin embargo, la anatomia de la zona hilar y de la lente en las Leguminosas es
compleja y puede presentar ligeras variaciones en la disposicion de los tejidos que la
componen segun las distintas especies (Polhill, 1976; Lackey, 1981; Manning y van Staden,
1987Db). Por ejemplo, la barra de traqueidas solo se encuentra en las Faboideas y su rasgo
principal son las puntuaciones, que las diferencian de las verdaderas traqueidas (Lersten,
1982). En “soja” se ha descripto un capuchon radicular McDonald et al. (1988a) y una
estructura similar se observo en Lupinus albus y L. angustifolius (Perissé y Planchuelo,
2004) y en Cologania broussonetii (Balb.) DC. (Lovey et al., 2009).

Ultimamente, se ha prestado atencién a la presencia de las “aréolas” sefialadas por
Endo y Ohashi (1998) y Lackey (2007) en algunas especies de Leguminosas Papilionoideas, y
que anteriormente fueran citadas para diversas especies de Glycine como “pit” y “anti pit”
sensu Yaklich et al. (1989). Estas estructuras, definidas por sus caracteristicas celulares
propias, se encuentran en la cara abaxial de los cotiledones, el “pit”, al que se le contrapone el
“anti-pit” en la cara interna del endosperma unido a la cubierta seminal. Estudios posteriores
realizados por estos autores, sugieren que el intimo contacto entre las células de ambas
superficies opuestas, que encastran en forma complementaria, las mantienen conectadas,
permiten una alineacion entre la cubierta seminal, el endosperma y el embridn, y explican su
funcion nutricional durante el llenado de la semilla y también durante la imbibicion (Yaklich
et al., 1996; Van Dongen et al., 2003). La posicion, forma y caracteristicas de estas
estructuras son datos de interés taxondmico (Sanderson y Wojciechowski, 1995; Endo y
Ohashi, 1998; Lackey, 2007).

Desde los primeros tiempos de las investigaciones botanicas se ha reconocido y
prestado atencion a la morfologia de las plantulas (Hayward, 1953; De Vogel, 1980;
Basconsuelo et al., 2002; Rugina et al., 2006) y se la ha reconocido como el estado critico en
el ciclo de vida (Duke y Polhill, 1981) fundamental en el establecimiento e implantacion de
los cultivos. Se han propuesto diversas clasificaciones haciendo énfasis en distintos aspectos,
De Vogel (1980) se baso en la combinacion de caracteres que expresan un modo de desarrollo
de la plantula; Ye (1983), con un enfoque mas agrondmico, enfatiza los aspectos ecologicos

que determinan el tipo de plantulas presentes.
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Actualmente, se trata de definir para cada especie “la plantula normal”. Las plantulas
normales muestran el potencial para su desarrollo continuo hasta planta juvenil creciendo en
suelos de buena calidad y bajo condiciones favorables de humedad, luz y temperatura (ISTA,
2004). En relacién a las caracteristicas de la plantula normal Vicia sp., se clasifica como
plantula tipo G, grupo A-2-2-2-2-2 y se describe como de germinacion hipogea con
elongacion de epicotilo, con una raiz principal que admite pequefios defectos si presenta
suficientes raices laterales. El epicétilo debe presentar los catafilos y la yema terminal intacta;

los nomofilos pueden estar mas o menos desarrollados (ISTA, 2004).

Por otro lado, algunos autores han realizado estudios morfoldgicos de las yemas
axilares en las leguminosas argentinas: Tourn et al. (1996); describen los complejos axilares-
una yema axilar y dos profilares fértiles-, en ejemplares adultos de Vicia sativa L., V. villosa
Roth y Vigna adenantha (G. Mey.) Maréchal, Mascherpa & Stainier; Tourn (2004), en
especies argentinas de Galactia, y Perissé et al. (2014) reconocen estos complejos en
plantulas de Cologania broussonetii (Balb.) DC., como tacticas de supervivencia de la
especie; sin embargo, hasta el momento se desconoce si V. dasycarpa presenta esta
caracteristica. En planta adulta Hassan y Heneidak (2006) han descripto la anatomia del tallo

y la vasculatura nodal de algunas especies egipcias de Vicia.

En base a los antecedentes se propone como hipotesis:

En las semillas de Vicia dasycarpa cv. Tolse F.C.A., se reconocen caracteristicas morfo-
anatomicas tipicas del género: patron papiloso del episperma, capuchdn radicular; embrién
curvo con aréolas cotiledonares. Las plantulas de germinacién hipogea desarrollan yemas

axilares en los catafilos.
Los objetivos de este capitulo fueron caracterizar la morfologia de la semilla, el tipo

de germinacion y la plantula normal de Vicia dasycarpa Ten. cv. Tolse F.C.A. e identificar el

tipo de plantula.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Los estudios se realizaron con semillas de lineas mejoradas, provenientes de los
cultivos realizados en parcelas de la F.C.A- U.N.C. durante el ciclo 2008. Se utilizaron
semillas de frutos cosechados y trillados en forma manual, embolsadas y almacenadas a
4°C hasta el momento de realizacion de los ensayos. ElI Herbario (ACOR) y la coleccion de
semillas de la F.C.A. guardan ejemplares representativos (N°578 AMP) del cultivar estudiado

como respaldo de estas investigaciones.

Caracterizacion morfologica de la semillay la plantula

Caracteristicas morfoldgicas generales de la semilla: los estudios morfoldgicos se realizaron

sobre cortes en distintos planos de la semilla (Lackey, 2007) analizados con microscopio
estereoscopico, optico y electronico de barrido (MEB) y la terminologia para su descripcion
se baso en la utilizada por Gunn (1981) y Kirkbride et al. (2003). La determinacion del color
de la cubierta seminal se realiz6 con las cartas de colores de suelo de Munsell (2000). El
patron de ornamentacion de la cubierta seminal se estableci6 mediante la observacion de
diafanizados de la cubierta, con microscopio Optico y de barrido y se siguio la terminologia
propuesta por Lersten (1981) y Werker (1997). El diafanizado de la cubierta seminal, la
preparacion de los tacos para MEB y la determinacion de las sustancias de reservas se
realizaron segun técnicas de Zarlavsky et al. (2014). La identificacion de aréolas se llevo a
cabo sumergiendo las semillas en solucion al 1% de cloruro de 2, 3, 5 trifenil tetrazolio (TZ)
durante 24 horas a temperatura ambiente, se retird la cubierta seminal y se observd bajo
microscopio estereoscopico y MEB, en el laboratorio de microscopia electronica y analisis
por rayos X (LAMARX) de la Facultad de Matematicas, Astronomia y Fisica (FAMAF),
UNC. El peso y la humedad de las semillas se determinaron seguin las normas ISTA (2004).

Caracterizacion del tipo de germinacion y plantulas normales: la tipificacion de la

germinacion y plantula se efectud segun la terminologia propuesta por Duke y Polhill (1981),
y los tipos morfolégicos propuestos por Ye (1983) y De Vogel (1979,1980). Ademas, se
realizaron cortes de los distintos 6rganos de las plantulas para la caracterizacion anatomica,
utilizando distintas técnicas para su analisis con microscopia optica (Zarlavsky et al., 2014).
En todos los casos se tomaron registros fotograficos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas morfologicas de las semillas

Las semillas de V. dasycarpa Ten. cv. Tolse F.C.A son de contorno circular de 3-4
x 3,5 mm. La cubierta seminal es de coloracion marrén rojiza oscura (5YR, valor 2,5) con
vetas negras (Fig. 2.1 A). La semilla presenta el hilo lineal (3:1) en posicién lateral
enmarcado por un halo o corona, el surco hilar divide en su totalidad al hilo y se observan
escasos restos de funiculo de coloracion blanquecina que forman un arilo inconspicuo. El
micrépilo es deltoide, se encuentra adnato al hilo en el extremo del I6bulo radicular (Fig.
2.1 B); la lente es discolor (negra), se encuentra sobre elevada en la linea del rafe distante 0,8
mm del extremo del hilo (Fig. 2.1 C). La semilla posee las caracteristicas tipicas de una
semilla exendospermada aunque presenta una delgada capa de endosperma adnata al
tegumento. Dicha capa forma un capuchon que protege la radicula (Fig. 2.1 D). El embrion
es total de posicion axial subtipo curvo, el eje hipocétilo-radicular es perpendicular al eje
mayor de la semilla; la radicula es de forma triangular y la plimula, moderadamente
desarrollada es glabra; los cotiledones son similares en largo; el nudo cotiledonar y el
hipocdétilo quedan expuestos, la radicula permanece revestida por el capuchon radicular.
(Fig. 2.1 C).

La cubierta seminal presenta un patrén de ornamentacion papiloso (Fig. 2.2 Ay B),
determinado por la protrusion del extremo de un grupo de 10-12 macroesclereidas y por la
capa cuticular que se deposita sobre la pared tangencial externa, definiendo a cada papila con

extremo redondeado y flancos surcados (Fig. 2.2 C y D).

Se identifico un par de aredlas cotiledonares (pit) de contorno oval en la base de los
mismos (Fig. 2.3 A-C), y su contraparte en el endosperma adnato a la cara interna de la
cubierta seminal (Fig. 3 D); ademas, se observd un segundo par de aréolas distantes 1mm
de las anteriores en la cara abaxial de los cotiledones (Fig. 2.3 A). Las células de las
aréolas principales se caracterizan por la convexidad de su pared tangencial externa y

otorgan una apariencia granular de la superficie de la aréola (Fig. 2.3 C).
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Figura 2.1. Caracteristicas morfoldgicas de la semilla de Vicia dasycarpa cv. Tolse F.C.A. A, vista
externa; B, detalle del hilo; C, corte sagital de la semilla; D, detalle del capuchon radicular. Ar, arilo; Co,
cotileddn; Cr, capuchén radicular; En, endosperma; flecha, lente; H, halo o corona, Mi, micrdpilo; P,

plimula; R, radicula; Sh, surco hilar.

Las secciones de los cotiledones analizados con microscopio éptico revelan que las
células epidérmicas en la regiéon de las aréolas son radialmente alargadas y de gruesas
paredes tangenciales externas convexas, mientras que la epidermis de los cotiledones por
fuera de la aréola estd compuesta por c€lulas radialmente “achatadas”. Ademads, en las
aréolas las células subepidérmicas (hipodermis) se observan distintas en tamafio y

contenido respecto a las que se encuentran en el resto del cotiledon (Fig. 2.3 Ey F).
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Figura 2.2. Patron de ornamentacion de la cubierta seminal de Vicia dasycarpa cv. Tolse F.C.A. A,
fractura de la cubierta seminal; B, patrén de ornamentacién papiloso MEB; C y D, diafanizado de la cubierta
seminal. Co, cotiledon; Ma, macroesclereidas; Pp, patrén papiloso.

Los estudios anatomicos de cortes transversales de la cubierta seminal muestran los
siguientes estratos: el primero es la epidermis, compuesta por macroesclereidas (células de
Malpighi o en empalizada) dispuestas en forma compacta; el siguiente es la hipodermis,
formada por osteoesclereidas (células reloj de arena o lagenoesclereidas) que presentan
grandes espacios intercelulares; luego se encuentran varios estratos de células
parenquimaticas comprimidas, con paredes engrosadas, que corresponden a restos del

endosperma (Fig. 2.4 A).
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Figura 2.3. Aréolas en Vicia dasycarpa cv. Tolse F.C.A. Ay B, ubicacion de la aréolas en el embrion; C,
detalle de la aréola cotiledonar principal (pit); D, complemento de la aréola en el endosperma. (antipit); E,
seccion en aréola; F, seccion extra areolar. Asteriscos, segundo par de aréolas; cabeza de flecha, epidermis;
flechas, aréolas principales; Hp, hipodermis; Pa, parénquima.
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El corte transversal por la region media del hilo revela las macroesclereidas en
empalizada y la contra empalizada que delimitan el surco hilar. Inmediatamente por debajo
se encuentra la barra de traqueidas blanquecina, de forma ovoide rodeada por 2 capas de
células parenquimaticas de paredes delgadas e incluida en un parénquima estrellado de
paredes celulares significativamente engrosadas (Fig. 2.4 B y C). Se observan claramente
las paredes terminales de las traqueidas, los pares de puntuaciones areoladas; algunas
ligeramente verrugosas, en su mayoria sin restos de membrana (pared primaria) (Fig. 2. 4
D y E). Al mismo tiempo en la lente, se observa el gradual acortamiento de las

osteoesclereidas (Fig. 2.4 F).

Las sustancias de reserva encontradas en las capas de células parenquimaticas del
endosperma son proteinas y lipidos y almidon en los cotiledones. El peso promedio de mil
semillas fue de 39,8+0,2 g y el contenido de humedad de 9,6 %.

Las caracteristicas exomorfologicas de las semillas concuerdan en general con las
sefialadas por Perrino et al. (1984) y Kirkbride et al. (2003) para Vicia. Sin embargo, segun
Marin et al. (1998) V. dasycarpa presenta semillas mas pequefias (2,2-3,5 mm) y diametro
de papilas de 1,5-3 um en comparacion con V. villosa (3-4 mm y 2-3 um respectivamente).
No obstante, se ha determinado que la cubierta seminal es marron rojiza con vetas negras y
ademas se cita por primera vez la presencia del endosperma que forma un capuchén
radicular de caracteristicas similares y mismo origen que los indicados en L. albus y L.
angustifolius por Perissé y Planchuelo (2004) y en C. broussonetii por Lovey et al. (2009).
Las funciones de este capuchdn pueden estar relacionadas con la orientacién del embrion
durante el desarrollo de la semilla, la proteccion mecanica del meristema apical radical
(MAR), como con el mantenimiento de la hidratacion del mismo durante la imbibicion y la
direccion de la elongacion de la radicula en la germinacion, en total concordancia con las
propuestas para soja por McDonald et al. (1988a). La caracteristica de embrion curvo
concuerda con lo sefialado por Martin (1946) para varias especies de Vicia, alin cuando
segun este autor, éstas carecen de endosperma. Al mismo tiempo, se aportan caracteristicas
complementarias del eje embrionario y su posicion respecto a los cotiledones y por primera

vez se determina la presencia y caracteristicas de dos pares de aréolas en esta especie.
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Figura 2.4. Distribucion de tejidos de la cubierta seminal de Vicia dasycarpa. A, corte transversal de la
cubierta seminal; B, corte transversal del hilo; C, detalle de la barra de traqueidas; D, detalle de traqueidas; E,
puntuaciones areoladas verrugosas; F, corte transversal de la lente. Bt, barra de traqueidas; Ce, contra-
empalizada; E, endosperma; Em, empalizada; Ma, macroesclereidas; O, osteoesclereidas, Pe, parénquima
estrellado; Pa, parénquima; Pr, puntuacion areolada verrugosa; Sh, surco hilar; flecha, anillo parenquimatico.
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Por otro lado, segun Werker (1997) este tipo de embridn, por ser de mayor tamafio
que la propia semilla, representa una ventaja adaptativa para la supervivencia de las
especies y por lo tanto, permite explicar el éxito en el establecimiento de la plantula. La
anatomia de la cubierta seminal es consistente con la distribucion de los estratos celulares
tipica de las Leguminosas Papilionoideas, sefialadas por Kaur y Pal (1989) y Marin et al.
(1998), entre otros. Asimismo, en concordancia con Lersten (1981) y Manning y van Staden,
(1987a), se observa que el patrén papiloso esta determinado por la protrusion del extremo
de las macroesclereidas; sin embargo, en este trabajo se puede afirmar que cada papila se
corresponde con un grupo de macroesclereidas cubierta por la cuticula a diferencia de lo

sefialado por Lersten (1981).

En relacion a la anatomia de la region hilar, si bien los resultados en términos
generales son consistentes con los de Lersten (1982) y Lersten y Gunn (1982), las
puntuaciones de las tragqueidas son areoladas ligeramente verrugosas; mientras que, estos

Gltimos autores afirman que para las Vicieae estan desprovistas de “cualquier verrugosidad”.

Por otro lado, estudios realizados en aréolas presentes en diversas especies de
Papilionoideas (Yaklich et al., 1989; Endo y Oashi, 1998; Lackey, 2007), sugieren que el
intimo contacto entre las células de ambas superficies opuestas, encastran en forma
complementaria, las mantienen conectadas y permiten una alineacion entre la cubierta
seminal, endosperma y embrién. De esta manera se explica la funcion de transferencia de las
células endospérmicas, caracterizadas por las invaginaciones de la pared celular, durante el
llenado de la semilla y también durante la imbibicidn (Yaklich et al., 1996; Van Dongen et
al., 2003) y que las células epidérmicas de las aréolas son mas conspicuas, con apariencia
granular, a diferencia de las epidérmicas del resto del cotiledon tal como lo sefialan Endo y
Oashi, (1998) para Pisun sativum L. y Melilotus altissima Thuill. La forma oval de las
areolas se ajusta con lo indicado por Sanderson y Wojciechowski (1995) para el clado

Vicioideae.

Caracterizacion del tipo de germinacion y de la plantula

La germinacion se inicia con la emergencia de la radicula, el hipocétilo se alarga

brevemente (3-4 mm), los cotiledones reservantes permanecen dentro de la cubierta seminal
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Figura 2.5. Tipo de germinacién y plantula de Vicia dasycarpa cv. Tolse F.C.A. A, Plantula normal,
germinacion criptohipogea (Duke & Polhil, 1981); plantula tipo y subtipo Horsfieldia (De Vogel, 1980);
Cinnamomum, (Ye, 1983). B, detalle de nomofilo. C, catafilo.

y se mantienen bajo el nivel del suelo cumpliendo la funcién de ceder sus reservas (Fig.
2.5). El epicdtilo desarrolla lateralmente en longitud mientras persisten los cotiledones y se
diferencian tres catafilos, previos al desarrollo del primer protofilo (eofilo) y luego los
nomofilos (metafilos). Toda la sucesion foliar responde a una filotaxis alterna espiralada.
Segun este desarrollo, la germinacion concuerda con el tipo criptohipégea de Duke y

Polhill (1981). La plantula normal presenta raiz principal y escasas raices laterales.
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A lo largo del eje caulinar, los entrenudos delimitados por los catafilos trilobados
son de seccion triangular; luego de la insercion de los profilos y nomofilos se observan en
el eje cuatro costillas. Los nomofilos son estipulados, peciolados, con lamina dividida
compuesta por cuatro foliolos y presentan zarcillos terminales. Cabe sefialar que se
establecio un complejo axilar formado por tres yemas en la axila de los catafilos (1 yema
axilar y 2 profilares). Este complejo es consistente con los citados por Tourn et al. (1996)
para varias Faboideas y Perissé et al. (2014), para Cologania broussonetii. La plantula se
corresponde con el tipo y subtipo Horsfieldia segin De Vogel (1980), y Cinnamomum
sensu Ye (1983). En concordancia con Duke y Polhil (1981), estas caracteristicas podrian
explicar ventajas adaptativas en ambientes desfavorables, ya que los cotiledones y sus
sustancias de reserva permanecen bajo tierra protegidos por la cubierta seminal durante el
desarrollo de la plantula hasta el momento en que se alcanza la nutricion autotréfa. En
concordancia con Fahn y Cutler, (1992), la germinacién criptohipgea potencia la
habilidad de regeneracidén vegetativa cuando se pierde la parte aérea, al permanecer

porciones del eje caulinar -con yemas axilares- algunos centimetros bajo tierra.

Caracteristicas morfo-anatomicas de la plantula normal

Raiz primaria

La raiz presenta una epidermis unistratificada con numerosos pelos absorbentes, la
corteza comprende entre 12-14 estratos de células parenquimaticas poliédricas, con
abundantes espacios intercelulares; la endodermis presenta banda de Caspary, se diferencia
una exodermis. En el cilindro central se observan el periciclo unistrato y divisiones
periclinales frente a los polos del protoxilema, para dar continuidad al cambium que se
encuentra entre los tejidos vasculares, 1o que indica una inicial actividad cambial. La raiz
es triarca, presenta 2-4 miembros de vaso de protoxilema en cada polo y centripetamente
se diferencian 4 miembros de vaso del metaxilema de aproximadamente 23,5 pum de
didmetro. En el floema, que se dispone en cordones alternos, se observan conspicuos

cordones de fibras floematicas (Fig. 2.6).
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Hipocotilo y zona de transicion

El pasaje entre la distribucidn de los tejidos vasculares en la raiz y la estela del tallo
resulta compleja de dilucidar en esta especie, ya que no se completa en el nudo cotiledonar,
sino que ocurre en direccion acropeta a lo largo del hipocotilo comprende el epicétilo, e
incluye nudos superiores donde se desarrollan los catafilos. A lo largo del hipocdtilo se
observa una estructura intermedia entre raiz y tallo. En la region central a partir de la
estructura tipica de raiz triarca donde alternan los cordones de xilema y floema, comienzan
a diferenciarse en direccion centrifuga -a partir de tejido meristematico- miembros de vaso
del xilema dando origen a una estructura tangencial, que luego se superpone con la
organizacion de hacecillos colaterales, entre los cuales dos, corresponden a los siguientes
nomofilos. Estas observaciones concuerdan con las realizadas en Pisum sativum L. por
Hayward (1953) y mas recientemente con Rugina et al. (2006), sin embargo estos Ultimos
seflalan que la zona de transicion no esta relacionada con la germinacion hipogea de la
especie. Esta afirmacion se puede confirmar teniendo en cuenta los estudios realizados por
Basconsuelo et al. (2002) quienes estudiaron la zona de transicion en distintas especies de
la tribu Phaseolae con germinacion criptohipdgea y cuya transicion ocurre enteramente en

el hipocétilo, sin rotacion e inversion de elementos Xilematicos.

Epicotilo

En el corte transversal del nudo de cada catafilo se observa una yema axilar con un
profilo fértil, este conjunto constituye un complejo axilar donde uno de los dos profilos
(alfa y beta) desarrolla una yema axilar. EI entrenudo por sobre el primer nomofilo,
presenta seccion romboidal con 4 costillas, dos mas conspicuas (alas) que alternan con sus
correspondientes valles. La epidermis es unistratificada compuesta por células epidérmicas
propiamente dichas heterogéneas (algunas mas grandes) semicirculares con una delgada
cuticula. Subepidérmicamente en la corteza se diferencian de 3-4 capas de clorénquima
continuo, las costillas se corresponden con la presencia de casquetes de fibras. Los
hacecillos colaterales abiertos, se disponen uno en correspondencia con cada una de las
alas (haces corticales sensu Hassan y Heneidak, 2006) e internamente inmersos en un

parénquima incoloro, se disponen 4 hacecillos; sin embargo a diferencia de lo citado por
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Hassan y Heneidak (2006), es muy escaso el desarrollo de colénquima. La médula esta
compuesta por un parénquima incoloro (Fig. 2.6 B).

Figura 2.6. Caracteristicas anatomicas de la plantula de Vicia dasycarpa cv. Tolse F.C.A. A, foliolo; B,
epicotilo; C, transicion, D, raiz. Fi, fibras; Hc, hacecillo cortical; Pe, parénquima en empalizada, Ps,
parénquima esponjoso; flecha, vaina parenquimatica.
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Nomofilos

La epidermis es unistratificada con células propiamente dichas prismaticas en
seccidn transversal, alargadas y de contorno onduladas en vista superficial. Los estomas
anisociticos, se disponen al mismo nivel que las células epidérmicas y los foliolos son
anfiestomaticos. En seccion transversal, el mesofilo es dorsiventral y comprende tres
estratos de clorénquima en empalizada continuo en toda la cara adaxial y cinco de
clorénquima esponjoso. Se observan escasos tricomas glandulares y eglandulares, en
concordancia con los citados por Kupicha (1981) para Vicieae. El haz principal es colateral

y estd rodeado por una vaina parenquimatica (Fig. 2.6 A).

CONCLUSIONES

Las evidencias experimentales permiten establecer que la cubierta seminal de este
cultivar presenta particularidades en el patron de ornamentacion papiloso, en el cual cada
papila estd determinada por un grupo de macroescleridas y la cuticula que las cubre.
Ademas, la radicula del embrion se encuentra rodeada y protegida por un capuchén
radicular de origen endospérmico. Los elementos traqueales que forman la barra de
traqueidas en el complejo hilar, presentan puntuaciones areoladas ligeramente verrugosas,
que junto con las aréolas cotiledonares constituyen rasgos apomorficos entre las
Papilionoideas. Es importante destacar que por primera vez se cita y caracteriza la
presencia de aréolas cotiledonares en un cultivar de esta especie. Las caracteristicas en
relaciéon a la germinacién criptohipdgea, al tipo de plantula y a la presencia del complejo
axilar en los catafilos, permitirian explicar ventajas adaptativas de este cultivar frente a
factores adversos en la germinacion y el establecimiento de las plantulas. Las yemas del
complejo axilar, reemplazarian a la yema terminal en el caso de que ésta resultara dafada.
Estos rasgos pueden coincidir, por un lado, con el largo proceso de seleccion natural, y por
otro, con la domesticacién realizada en un principio por los agricultores, y mas
recientemente por el mejoramiento vegetal llevado a cabo para la obtencion de este

cultivar.
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CAPITULO 3

ENTRADA DE AGUA EN LA FASE DE IMBIBICION Y
PATRON DE ABSORCION

INTRODUCCION

La disponibilidad de agua para la rehidratacion de la semilla es un requisito
indispensable para iniciar la germinacion (Koller, 1972); y la fuerza directriz del movimiento
de agua hacia la semilla depende del gradiente de potencial agua entre la semilla y el suelo
(Bewley y Black, 1994).

Estan indicadas diversas regiones de la semilla como lugares iniciales de entrada de
agua, Kyle (1959) asocio al micrépilo en Phaseolus vulgaris L., Rangaswany y Nandakumarn
(1985) al micrdpilo y al hilo en Rhynchosia minima (L.) DC., Hu et al. (2009) sefialaron al
hilo en Vigna oblongifolia A. Rich. Por otro lado, Manning y van Staden (1987b), en un
estudio en Sesbania punicea (Cav.) Benth., demostraron que el ingreso de agua comenzé por
la lente, al igual que Koizumi y Kano en Vicia faba L. En soja (Glycine max (L.) Merr.) se
establecio que la zona inicial de ingreso es la opuesta al hilo, donde se forman pliegues por el
aumento de volumen y la creacion de fuerzas de expansion, cuando el agua es absorbida por
las paredes la cubierta seminal (Casini, 1990; Ma et al., 2004; Meyer et al., 2007); mientras
que, en Lupinus albus L. y L. angustifolius L. el ingreso del agua se inicié en la lente, donde
se detectaron poros (Perissé y Planchuelo, 2004), al igual que en Medicago sativa L. cv.
Baralfa 85 (Galussi, 2011).

Las semillas con cubiertas permeables generalmente exhiben un proceso trifasico de
absorcion de agua, que consiste en una primera fase denominada de imbibicién, una segunda
de activacion metabolica, y la tercera fase, de crecimiento (Hadas y Russo, 1974; Bewley y
Black, 1994; Bradford, 1995). EI movimiento y la velocidad de entrada del agua durante el

proceso de imbibicién dependen tanto de las caracteristicas intrinsecas de las semillas como

29



de la permeabilidad de la cubierta seminal. A su vez, la permeabilidad esté influenciada por la
morfologia, la estructura, la composicion y el contenido inicial de humedad de la semilla. Por
lo tanto, segin Sharma (1973), el patron de absorcion es dificil de predeterminar. Ademas, es
un hecho establecido que las semillas deben absorber una cierta cantidad de agua, hasta
alcanzar el nivel minimo de hidratacion (NMH), para que se desencadene el proceso de la
germinacion (Hunter y Erickson, 1952; Koller, 1972; Hadas y Russo, 1974; Hadas 1977).

Respecto a la absorcion de agua de la semilla en soja, McDonald et al. (1988a)
sefialaron que se observaron pliegues en la cubierta en la zona opuesta al hilo al iniciarse el
proceso de imbibicion. Ademas, Le Deunff et al. (1989), definieron tres estados morfoldgicos
de la semilla de “lupino blanco”, asociados con su nivel de hidratacion: semilla rugosa (30%
de imbibicion), semilla blanca (40% de imbibicion), y semilla amarilla (63% de imbibicion),
sin establecer relacion alguna con la morfologia de la cubierta. Sin embargo, para V.
dasycarpa aun no se han determinado la zona inicial de entrada de agua, el patron de

absorcion, ni se reconocen aquellos estados morfologicos.

Por otro lado, segiin Hegarty (1978), la respuesta de la semilla al déficit hidrico esta
relacionada con el alcance de un umbral de contenido de agua que le permita dar inicio a la
elongacion celular y a la emergencia de la radicula. Por lo tanto, es necesario determinar las
variaciones en el patron de absorcion de las semillas de V. dasycarpa, cuando se encuentran
en medios con distintos potenciales agua debido a diferentes condiciones de estrés hidrico y
salino.

En base a estos antecedentes se propone la siguiente hipotesis:

La entrada de agua en V. dasycarpa se produce a través de las grietas en la lente, y a
medida que disminuye el potencial agua, el patrén de absorcion se retrasa hasta tanto se

alcance el nivel minimo de hidratacion.
Los objetivos de este capitulo fueron: determinar la zona por donde comienza entrada

de agua en la imbibicién y su relacion con las caracteristicas de la cubierta seminal,

caracterizar el patrén de absorcién, y determinar el nivel minimo de hidratacion.
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MATERIALES Y METODOS

Como se detalla en el Capitulo 2, se utilizaron semillas de Vicia dasycarpa cv. Tolse
F.C.A., provenientes de una parcela del campo experimental de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la UNC. Las semillas fueron cosechadas en el mes de diciembre de 2008 y
conservadas a 4 °C, con un contenido de humedad del 9,6% (96 gramos de agua por
kilogramo de materia seca). Las semillas se colocaron a temperatura ambiente 24 horas antes

de la iniciacion de los ensayos (Lafond y Baker, 1986).

Zona inicial de entrada de agua

Se sumergieron las semillas en una solucion al 1% de cloruro de 2, 3, 5 trifenil
tetrazolio (TZ) a 20 °C, en oscuridad. A medida que las semillas manifestaban los primeros
signos de imbibicion, por la presencia de pliegues en la cubierta, fueron removidas de la
solucion. Luego, se secaron entre toallas de papel a fin de absorber cualquier exceso
superficial de la solucion y se expusieron a una fuente luminosa, con la finalidad de activar el
proceso de reduccién del tetrazolio a formazan (compuesto insoluble de coloracion roja),
como indican Casini (1990) y Perissé y Planchuelo (2004). Las zonas de la cubierta seminal
marcadas como zonas iniciales de entrada de agua se observaron con lupa y microscopio

electronico de barrido (MEB), siguiendo la metodologia aplicada en el Capitulo 2.

Patrén de absorcion

Se colocaron diez semillas, previamente pesadas en una balanza Mettler AB con una
precision de 0,1 mg, en cajas de plastico de 15x15x9 cm, en cuya base se colocd papel de
germinacion embebido en distintas soluciones segin el tratamiento, para obtener los
diferentes potenciales agua ¥, (0 para el control con agua destilada, -0,3; -0,6; -0,8; -1y -1,2
MPa). El osmolito utilizado para simular estrés hidrico fue polietilenglicol (PEG 6000). Los
potenciales agua se obtuvieron a partir de distintas concentraciones de PEG, segun la formula
de Michel (1983). Para simular las condiciones de estrés salino se utilizaron soluciones de
cloruro de sodio (CINa) en distintas concentraciones, equivalentes a -0,3; -0,6; -0,8; -1y -1,2
MPa segln la metodologia de Sosa et al. (2005). Posteriormente, los potenciales agua se
controlaron con un microvoltimetro de punto de rocio, marca Wescor. El sustrato se
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humedecié con las diferentes soluciones en una relacion volumen de solucion/gramos de

papel de 14 segun el tratamiento (Emmerich y Hardegree, 1991).

Las condiciones que se implementaron fueron las sugeridas por ISTA (2004) para esta
especie. Se aplicd un pre tratamiento de enfriamiento a 5 °C durante 7 dias, el papel fue
humedecido con la solucién correspondiente a cada tratamiento durante este periodo. Para los
tratamientos con PEG, como es un carbohidrato cuya dilucién se ve afectado por la
temperatura, se prepararon las soluciones correspondientes, para el periodo a 5°C y para el
periodo en camara de germinacion a 20°C. Para mantener constante el potencial agua se
renovo el papel de germinacién con soluciones frescas de PEG vy cloruro de sodio cada 72
horas. Para evitar diferencias de potencial agua por evaporacion y exclusion, las cajas de
germinacion se taparon y colocaron en bolsas plasticas cerradas. Luego del pre tratamiento en
frio las cajas se trasladaron a la camara de germinacion a 2041 °C con luz fluorescente fria de
800 a 1200 Lux, con periodos de 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad (ISTA, 2004). Para la
caracterizacion del patron de absorcion de agua del tratamiento control y los distintos
potenciales agua, se pesaron las semillas a diferentes intervalos, siendo mas frecuente la
lectura para las primeras horas de comenzado el ensayo (Hadas y Russo, 1974; Lafond y
Baker, 1986). Se considerd semilla germinada aquella que presentd 2 mm de radicula a través

de la cubierta seminal (Hadas y Russo, 1974).

Se determiné el patron de absorcién de agua en funcion del tiempo, midiendo los
gramos de agua absorbida en los diferentes intervalos, en relacién con la unidad de peso
fresco (PF) (Le Deunff et al., 1989). Para la variable respuesta, gramos de agua absorbida, se
identificd y ajustd un modelo no lineal, con la variable independiente nimero de horas. Los
modelos ajustados fueron comparados para determinar patrones semejantes en funcion del

tiempo.
Se confeccionaron las curvas de absorcion de agua en funcién del tiempo, y se

determind el nivel de absorcion a partir del cual comienza la fase de crecimiento de la

radicula, al que se denomind nivel minimo de hidratacién (NMH).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Zona inicial de entrada de agua

La regién por donde comienza el ingreso de agua queda evidenciada por la reaccion
del tetrazolio y luz, que produce una coloracion roja en dicha region de la semilla (en el
embridn) durante la imbibicion. Se puede apreciar que la zona que primero se colorea es la
lente (estado 1) y luego la zona inmediata posterior a ésta (estado 2). El frente de mojado
avanza en forma periclinal en el plano sagital (Fig. 3.1 A-B). Las evidencias experimentales
demuestran que en V. dasycarpa existe un movimiento de agua desde la lente y zona posterior
a la lente hacia los laterales y el extremo del I6bulo radicular. La imbibicion produce la
hidratacién de los tejidos de la cubierta seminal y por consiguiente el ablandamiento de ésta, y

a continuacion se hidrata el embrién.

En V. dasyccarpa, a diferencia de lo sefialado para el “lupino blanco” (Le Deunff et
al., 1989) y la “soja” (McDonald et al., 1988a; Ma et al., 2004 y Meyer et al., 2007), no se
formaron pliegues en la parte dorsal (antirafe) de la cubierta seminal. Sin embargo, se observo
una ligera separacion entre la cubierta seminal de los cotiledones en la region de la lente,
similar a lo informado por Perissé y Planchuelo (2004) en L. angustifolius L. La ausencia de
pliegues en esta especie podria explicarse teniendo en cuenta el espesor relativamente
uniforme de la cubierta seminal en las regiones extra hilares, en las cuales no se generan

tensiones, produciéndose una hidratacion pareja que evita el plegado.

Es importante recordar que la region de la lente es la zona de mayor espesor de la
cubierta seminal, y por lo tanto tendria que ser la que ofrece mayor resistencia al paso del
agua. Sin embargo, esta region observada al microscopio electronico (MEB) reveld la
presencia de grietas (Fig. 3.1 C-D), y esto demuestra que éstas son la via de ingreso de agua
en la semilla

Los resultados son consistentes con la afirmacion de Manning y van Staden (1987b) y
Koizumi y Kano (2014) respecto a la funcion de la lente, con la presencia de grietas en “soja”

indicadas por Ma et al. (2004), lo sefialado por Perissé y Planchuelo (2004) en los “lupinos”,
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Figura 3.1. Zona inicial de entrada de agua, frente de mojado y grietas en la lente. A, coloracion en la zona
en contacto con la lente; B, avance del frente de mojado en linea de puntos; C, vista de hilo y lente (MEB); D,
corte transversal de la lente (MO); E y F, detalle de grietas en la lente (MEB). En, endosperma; flecha, zona de la

lente; H, hilo; Hv, haz vascular; L, lente; Ma, macroesclereidas; Mi, micrdpilo; O, osteosclereidas.
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y por Galussi (2011) en las semillas permeables de “alfalfa”, respecto a la presencia de poros

en la cubierta seminal y su relacion con la entrada de agua en la imbibicion.

Las grandes columnas de osteoesclereidas, junto con el parénquima que acompafia a la
barra de traqueidas, facilitan el movimiento del vapor de agua via apoplastica hacia el exterior
durante la deshidratacion de la semilla. También facilitan la circulacion del agua durante la
imbibicién hacia el MAR (meristema apical radical), los cotiledones, y el MAC (meristema

apical caulinar).

Patrén de absorcion

El patron de absorcién de agua en funcion del tiempo, evaluado en gramos de agua
incorporados por gramo de peso fresco (PF), para el control (O MPa) y los potenciales -0,3; -
0,6 ;-0,8;-1 y -1,2 MPa, en condiciones de estrés hidrico (PEG) y salino (cloruro de sodio), se
muestra en la figura 3.2. Durante los primeros dias los patrones no varian significativamente
entre los tratamientos y a partir del cuarto dia las curvas se diferencian. Si bien la fase | de
imbibiciéon queda claramente delimitada, no ocurre lo mismo con la fase Il, ya que no se
observa la meseta correspondiente a la activacion metabdlica. La absorcion de un 125% de
agua (1250 g de agua por Kg de semilla) produce el paso a la fase Ill, esto es, la emergencia
y el crecimiento de la radicula (germinacion sensu stricto), y por lo tanto, determina el nivel
minimo de hidratacién (NMH). Estos datos concuerdan con los citados para otras especies de
Fabaceas como el “garbanzo”, la “arveja” (Hadas y Russo, 1974), y el “lupino blanco” y

“lupino de hoja angosta”(Perissé y Planchuelo, 2004).

Estos resultados muestran que a igualdad de potencial, la tasa de absorcién de agua
es mas lenta para los tratamientos de estrés hidrico que para los de estrés salino. Por
ejemplo, de los correspondientes graficos se observa que para W,= -0,6 MPa en
condiciones de estrés hidrico, el NMH se alcanza a los 18 dias, mientras que para el mismo
potencial en condiciones de estrés salino, dicho nivel se logra a los 14 dias. Para los otros
potenciales se observa la misma tendencia. Las diferentes pendientes de las curvas de

absorcion para los distintos tratamientos muestran, como lo sefialan Bewley y Black (1994)
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y Bradford (1995), que la fuerza directriz del agua en la imbibicion depende del gradiente

de potencial agua entre la semilla y el medio.
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Figura 3.2. Patrén de absorcién de agua para semillas de V. dasycarpa que germinan en distintas
condiciones de potencial agua. A, estrés hidrico (PEG); B, salino (CINa). DDS, dias después de la siembra;

WYa= 0 MPa, control; NMH, nivel minimo de hidratacion.
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CONCLUSIONES

Los resultados experimentales permiten afirmar que la entrada inicial de agua en la
imbibicion se produce por las grietas que presenta la lente, y que el frente de mojado
avanza en el plano sagital siguiendo la linea del antirrafe. Estos resultados pueden explicar
la hidratacion completa del embrién y de la cubierta seminal. Los cotiledones aportan las
reservas necesarias para entrar en la fase Il de actividad metabolica. Cuando el contenido
de agua del embrién supera el nivel minimo de hidratacion (NMH), la radicula inicia la
elongacion celular, y con ella se ejerce la presién necesaria para que el meristema apical
radical (MAR) atraviese la cubierta seminal dando inicio a la fase 11l (germinacién sensu
stricto), y prosiguiendo el crecimiento en la fase heterétrofa. Los resultados revelan una

mejor respuesta al estrés salino (CINa) que al estrés hidrico (PEG).
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CAPITULO 4

EVALUACION DE LA GERMINACION DE
Vicia dasycarpa cv. Tolse F.C.A. EN CONDICIONES DE
ESTRES HIDRICO Y SALINO

INTRODUCCION

La disponibilidad de agua y la temperatura de la cama de siembra son los principales
factores ambientales que afectan la germinacién de las semillas y el posterior establecimiento
de las plantulas (Berkart y Briske, 1982). Ademas, la etapa de la germinacion es de primordial
importancia ya que influye directamente durante el ciclo de crecimiento, determinando el

éxito en el establecimiento y el rendimiento del cultivo (Hadas, 1976).

La gran variacion en la emergencia de un mismo lote de semillas sembrado en
distintos sitios demuestra que existe una gran sensibilidad a la humedad disponible en el suelo
(Heydecker, 1969). Aun en semillas colocadas en un suelo con una adecuada disponibilidad
de agua, con valores de potencial entre 0 y -0,03 MPa, existe una dispersion entre la primera 'y
la altima semilla que completa la germinacion, dado que no todas germinan simultaneamente.
Esta dispersion en el tiempo es un indicador de la uniformidad de la poblacion de las semillas
y un indice importante de la calidad del lote (Bradford, 1995). Por otro lado, puede ocurrir
que la siembra a campo se realice bajo condiciones suboptimas de disponibilidad de agua, lo

que redundara en una importante pérdida por mala implantacion del cultivo.

El estrés por sequia afecta el crecimiento, la produccién de materia seca y el
rendimiento en un gran nimero de especies de plantas, pero la tolerancia de cualquier especie

a esta amenaza varia notablemente (Jaleel et al., 2009).

En los estudios de laboratorio, el estrés hidrico se puede simular mediante el uso de
osmolitos con potenciales osmoticos decrecientes (Hadas, 1977; Lafond y Baker, 1986;

Emmerich y Hardegree, 1991). Segun Arguello et al. (1992) el polietilenglicol (PEG) resulta
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un osmolito adecuado para discriminar lineas de mani susceptibles y tolerantes a la sequia,
siendo el porcentaje de germinacion la variable mas sensible. Para simular el estrés salino
resulta apropiado el cloruro de sodio, ya que esta sal es la mas comun de observar en suelos
con esta problematica (Munns y Tester, 2008). Por otra parte, Murillo et al. (2002) sefialaron
que el estrés hidrico simulado con PEG, tuvo un efecto negativo mayor en la germinacion de

Vigna unguiculata L. Walp. que el salino simulado con cloruro de sodio.

Como se mencion6 en el Capitulo 1, el concepto de tiempo hidrico es un modelo
unificador para describir los patrones de germinacion que se producen en respuesta al
potencial agua W, (Bradford y Still, 2004). El analisis de tiempo hidrico puede proporcionar
varios indices de calidad de las semillas relacionados con la tolerancia al estrés, la velocidad y
la uniformidad de la germinacion, como asi también del potencial agua minimo que permite
obtener un porcentaje de germinacién especificado, denominado potencial base Wg(p) (Kent
et al., 2004; Bradford y Still, 2004). La comparacion entre los resultados experimentales y los
modelizados suministra informacion acerca de la bondad del ajuste, necesaria para establecer
el grado de confiabilidad y precision de las predicciones del modelo, al efectuar estimaciones
para otros casos no contemplados en el estudio experimental realizado. Si bien son varios los
estudios llevados a cabo para evaluar el comportamiento de distintas especies bajo deficiencia
hidrica simulada con PEG, como en “tomate” (Bhatt y Srinivasa Rao, 1987), “Bignonia
amarilla” Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth (Cordero y Distéfano, 1990),“poroto” (De y Kar,
1995), “arroz” (Perez- Molphe-Balch et al. 1996), “lupino blanco” y “lupino de hoja angosta”
(Perissé et al., 2002), excepto por el estudio de cuatro especies de “vicias alpinas” que crecen
en las praderas de China (Wang, 2013) y tres que crecen en las regiones semiaridas de Tunez
(Haffani et al., 2014), no hay antecedentes de investigaciones con esta metodologia para el
cultivar Tolse F.C.A. de Vicia dasycarpa. Por otro lado, entre los antecedentes en relacion con
la germinacion de leguminosas en condiciones de estrés salino se encuentran los
correspondientes a Lotus tenuis (Pesqueira et al., 2007); Prosopis strombulifera (Reginato,
2009) y Phaseolus vulgaris (Pessarakli, 2011).

La temperatura éptima de germinacién para Vicia spp. es de 20 °C (ISTA, 2004). El
conocimiento de la respuesta a la germinacion en condiciones limitantes de disponibilidad de

agua y la salinidad, permitira la toma de decisiones en relacion a la seleccion de las especies,
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variedades y fechas de siembra méas apropiadas. Por otro lado, Sharma (1973) sostiene que es
necesario el conocimiento del comportamiento especifico y varietal para establecer las
condiciones Optimas y no considera factible realizar extrapolaciones a partir del

comportamiento de especies afines.

Con esta premisa y con la finalidad de seleccionar especies y cultivares para un
ambiente donde el estrés hidrico y salino se produce al comienzo del ciclo, se consideran de
importancia los estudios sobre este cultivar obtenido en la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, con promisorias posibilidades de implantacién en zonas marginales de nuestro

pais.

En base a los antecedentes se formula la siguiente hipdtesis:

Vicia dasycarpa cv. Tolse F.C.A. tiene mejor respuesta al estrés salino que al hidrico, ya
que alcanza antes el nivel minimo de hidratacion. La determinacion de los parametros de

tiempo hidrico permite explicar esta mejor respuesta.

Los objetivos de este capitulo fueron evaluar la germinacion del cultivar Tolse FCA
de Vicia dasycarpa en condiciones de estrés hidrico y salino, determinar los parametros de

tiempo hidrico, y evaluar la recuperacion de las semillas no germinadas.

MATERIALES Y METODOS

Ensayos de germinacion

Las pruebas de germinacion se llevaron a cabo segun normas ISTA, con los
tratamientos descriptos en el Capitulo 3 (¥,= 0 MPa para el control, y -0,3; -0,6; -0,8; -1 y -
1,2 MPa obtenidos con las soluciones de PEG y las correspondientes de cloruro de sodio). Se
realizaron cuatro repeticiones de 25 semillas por tratamiento, siguiendo un disefio en blogues
completamente aleatorizados. Se efectuaron recuentos diarios del nimero de semillas
germinadas a partir de su introduccion en la cAmara de germinacion, hasta el décimo quinto

dia, en el cual se dio por finalizado el ensayo. Se consideré semilla germinada aquella que
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presentd 2 mm de radicula a través de la cubierta seminal (Hadas y Russo, 1974). La
germinacion completa se definio como el maximo porcentaje de germinacion obtenido en el

tratamiento control (Hadas, 1977).

Se evaluaron las siguientes variables:

-Porcentaje de germinacion.

-NUmero de dias para alcanzar el 50% de germinacion (Gsy).
-Parametros de tiempo hidrico.

-Porcentaje de semillas recuperadas.

El analisis estadistico se realizd6 mediante el programa InfoStat (2009), los datos se
analizaron mediante ANOVA, y se aplicaron las pruebas de Duncan y LSD (p<0,05) para la

comparacion de medias.

Determinacion de los parametros de tiempo hidrico

El tiempo hidrico es un concepto propuesto por Bradford (1995) para estimar el
tiempo necesario para alcanzar un porcentaje de germinacion (p) a un determinado
potencial agua (¥,), en base a resultados obtenidos en ensayos realizados a diferentes
potenciales. De este modo, se pueden hacer predicciones preliminares orientadoras para

otros potenciales, sin necesidad de realizar ensayos especificos.

El modelo establece que el tiempo tg(p) necesario para obtener un porcentaje de
germinacion p a un potencial agua W,, es inversamente proporcional a la diferencia entre el
potencial agua considerado y un potencial base Wg(p), por debajo del cual no es posible

alcanzar el porcentaje de germinacion estipulado p. Matematicamente

04

__H 4.1
II}a _lPB(p) ( )

tg(p) =

De esta ecuacion surge que para W, = Wg(p) el tiempo tg(p) tiende a infinito, o sea
que no hay germinacion. Los coeficientes 6y y Wg(p) se determinan experimentalmente

por medio de ensayos a diferentes potenciales, de la siguiente manera:
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Se define una funcion G(p) como la inversa de tg(p), esto es:

1 _ ¥ -¥@)_ 1, ¥ 4.2)

G(p)= = a
tg(p) Oy 0, 0,

que es la ecuacion de una recta del tipo

G(p)=a¥, +b 4.3)
donde
0, 0,

De acuerdo con el modelo de Bradford, el coeficiente a es el mismo para todos los
porcentajes p y potenciales W, mientras que el coeficiente b depende del porcentaje de
germinacion especificado para cada potencial. Para determinar estos coeficientes se hacen
ensayos de germinacion a diferentes potenciales agua. Supongase que se obtuvieron los

resultados que se muestran en la figura 4.1.

pn
p2

pl

Figura 4.1. Gréfico ilustrativo para el calculo del tiempo hidrico.

Se estipulan varios porcentajes de germinacion para los calculos, denominados ps,
P2, ...pn €n el grafico. Para cada porcentaje se obtienen diferentes tiempos de germinacion
en funcion del potencial agua. Por ejemplo, para el porcentaje p; se tienen 4 tiempos (tgs,

tg2, g3 Y tgs), para los potenciales Wa1, Wa2, Was Y Wa4, respectivamente. Para los otros
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porcentajes se obtienen de la misma manera los tiempos correspondientes para cada

potencial.

Por lo tanto, para cada porcentaje p se puede plantear una ecuacion similar a la
(4.3):
G(pl) = a\Pa + bl
G(p,) =a¥, +b, (4.5)
G(p,) =a¥, +b,

Los coeficientes a y bs, by, ...b, se calculan por medio del siguiente sistema de

ecuaciones obtenidas por minimos cuadrados

(4.6)
Np N n, nZIlPa]iGJ(pI)
ZZ[TajGj(pi)]—z H 1;1
a= i=l = = i |
Np n, Z(\Paj)z
PR+ _ZMT
o =1 i 4.7
_ZiGi(pi)_aZi\Paj
b. = J::L j:]_

n.

donde n, es el numero de porcentajes utilizados para los calculos, y n; el numero de

potenciales agua para cada porcentaje i.
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Una vez obtenidos los coeficientes a y bj, se determinan con las ecuaciones (4.4) los

valores de 6y y Wa(pi):

(4.8)

Relacion entre potenciales base y porcentajes de germinacion

Se determind por medio del analisis probit, y se compararon los resultados con los

obtenidos con el modelo de tiempo hidrico. Asumiendo que el potencial agua base ¥g(p)
tiene una distribucion normal, con media Wg(50) y desviacion estandar Gyg, €l probit esta

dado por:

Y. —0,/tg(p) — ¥ (50)

probit(p)= 4.9
Oyp
que se puede expresar como
probit(p)= [, 0, /tg(p)] 2> (4.10)
G‘I—’B G\I—’B

que es la ecuacion de una recta de variable ¥, —6,,/tg(p) , con pendiente 1/c, Yy ordenada
al origen -¥;(50)/0,;. Se calcula el probit en funcion de ¥, —0,,/tg(p) iterativamente,
variando el valor de 6,, hasta que resulte la mejor regresion, de la que se obtienen la
pendiente y la ordenada al origen. La inversa de la pendiente es la desviacion estandar ¢, Y

el valor de W (50) es la ordenada al origen multiplicada por o, Y cambiada de signo. De la

ecuacion anterior se desprende que para un potencial ¥,= Wg(50) (potencial para obtener un
50% de germinacion en un tiempo infinito) resulta el probit igual a cero. Por lo tanto, la recta

representada por esa ecuacion corta al eje de abscisas en el potencial base Wg(50).
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Ensayos de recuperacion

Se realizaron pruebas de recuperacién en aquellas semillas no germinadas luego de
finalizado el ensayo (15 dias), para indagar la potencialidad de recuperacion. Las semillas no
germinadas de cada tratamiento se lavaron con agua destilada, se secaron con papel de
germinacion y se ubicaron en cajas de germinacion, en cuya base se colocd papel de
germinacion esterilizado embebido en agua destilada, se taparon y colocaron en bolsas
plasticas. Luego se llevaron a la cdmara de germinacién en condiciones 6ptimas (20 °C y 8/16
horas de luz/oscuridad). A los 7 dias se registr6 el nimero de semillas germinadas,

denominandolas “semillas recuperadas” y se determind su porcentaje (Ungar, 1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la germinacion en distintas condiciones de potencial agua que simulan
estrés hidrico y salino

Los resultados muestran que la germinacion completa para el tratamiento control
(99%), se alcanz6 a los 12 dias después de la siembra. Para los tratamientos que simularon
estrés hidrico con PEG se super0 el Gso con potenciales agua de hasta -0,8 MPa. En los que
simularon estrés salino con cloruro de sodio el Gsp se superd con potenciales de hasta -1MPa
(Fig. 4.2). Los resultados de germinacion del testigo tal como lo sefiala Bradford (1995),
resultaron un buen indicador de la uniformidad y por lo tanto de la calidad de la muestra.
En este caso a los 2 dias germin6 aproximadamente el 40 % de las semillas del cultivar de
V. dasycarpa, y a los 4 dias se produjo el 90% de germinacion. Las diferencias en los
porcentajes de germinacion en funcion del tiempo puestas de manifiesto en los distintos
tratamientos de estrés hidrico, son concordantes con las sefialadas para otras especies como
en “tomate” (Bhatt y Srinivasa Rao, 1987), “arroz” (Pérez- Molphe-Balch et al. 1996), o
entre las leguminosas “poroto” (De y Kar, 1995), “lupino blanco” y “lupino de hoja angosta”
(Perissé et al., 2002), que demostraron que el estrés hidrico disminuyo el porcentaje de
germinacion. A partir de los graficos, se puede estimar que con un potencial de -0,8 MPa para
los tratamientos de estrés hidrico (PEG) y salino (cloruro de sodio), el Gs, se alcanza a los 10

y 3 dias después de la siembra respectivamente. Estos resultados concuerdan con los
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sefialados por Murillo et al., (2002) para V. unguiculata, en los cuales a igualdad de
potenciales osmoticos simulados con PEG vy cloruro de sodio, la germinacion fue menos

afectada en los tratamientos con este ultimo osmolito.

A B
g 100 g 100
:g 80 :g 80
g 60 60
£ £

E

gﬂ 20 5 40
2 20 g 20
[+1] (']
g 0 g o '
3 0 2 4 6 8 10 12 14 16 g 0 2 4 6 8 10 12 14 16
E Dias después de la siembra (DDS) E Dias después de la siemhbra (DDS)

—+—0MPa —8—-03MPa --4---06MPa —e—0MPa —8—-0,3MPa --A---0,6MPa
——-0,8MPa ——-1,0MPa -&--12MPa ——-08MPa —#—-1MPA --@®--12MPa

Figura 4.2. Evaluacion de la germinacion de V. dasycarpa en distintas condiciones de potencial agua. A,
PEG; B, CINa; 0 MPa, control.

La figura 4.3 muestra la comparacion entre los resultados experimentales y los
obtenidos con el modelo de tiempo hidrico. Se observa para los tratamientos con PEG una
buena correspondencia cualitativa y cuantitativa entre ambos, excepto para el tratamiento de
-0,6 MPa, donde la diferencia es del orden del 25%, subestimando el modelo a los resultados
experimentales. Para los tratamientos con cloruro de sodio los resultados del modelo

presentan diferencias maximas inferiores al 10% con respecto a los experimentales.

Las diferencias en relacion al tiempo para alcanzar el Gs, entre los tratamientos con
PEG vy cloruro de sodio, se pueden explicar en funcidn de los patrones de absorcion de agua,
donde a igualdad de potencial, la tasa de absorcion es mas lenta para los tratamientos de
estres hidrico que para los de estrés salino. Por lo tanto, con estos Gltimos se alcanza en
menor tiempo el NMH, lo que desencadena el inicio de la fase Il (la germinacién sensu
stricto). En concordancia con Arguello et al. (1992), el polietilenglicol resulta un osmolito

eficiente para simular estrés hidrico en los estudios de germinacion.
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Figura 4.3. Comparacion entre los resultados experimentales y los modelizados con el tiempo hidrico.
A, PEG; B, CINa. Linea continua, resultados modelizados; marcadores sin linea, datos experimentales; 0
MPa, control; DDS, dias después de la siembra.

Parametros de tiempo hidrico

Segun los resultados de la aplicacion del modelo del tiempo hidrico para los casos
considerados (PEG vy cloruro de sodio), se obtuvo que para alcanzar el 50 % de germinacién
en condiciones de estrés hidrico, el potencial base (el minimo potencial al cual se obtiene
dicho porcentaje de germinacion) es de aproximadamente -0,9 MPa. AlUn mas, con un
potencial base de -0,5 MPa se lograria un 90% de germinacion. Por otro lado, para el caso de
estrés salino el modelo predice que el 50% de germinacién se lograria con un potencial base
de -1,4 MPa (Fig. 4.4).

e | (1%
— 0%
—G0%
e 0%

Gg[dias]

e 01 %,

Gg% [dias™]

-2.4 -2 -16 -1.2 -0.8 -0.4 0
y[MPa] w[MPa]

Figura 4.4. Modelo de tiempo hidrico para la germinacion de V. dasycarpa en distintas condiciones de
potencial agua. A, Potenciales de base para PEG; B, Potenciales de base para CINa.
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Relacion entre potenciales base y porcentajes de germinacion

La relacion entre los potenciales base y los porcentajes de germinacion se obtuvieron a
partir de los parametros de tiempo hidrico mostrados en la figura 4.4 del punto anterior. Para

fin se procedié como se indica a continuacion.

Con los datos de la figura 4.4 se representaron el porcentaje de germinacion en
funcién del potencial base (potencial correspondiente a Gg= 0 para cada porcentaje

considerado). De esta manera se confeccionaron los graficos de la figura 4.5.

A B
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
-03 / 05 //
06 ___,,/ o //
(1]
7 09 ] o .-—-"‘""'/
-' / ”
7 1/
12 % 2
// //
15 25
% de germinacion % cle germinacion

Figura 4.5. Relacion entre potenciales base y porcentajes de germinacion. A, ¥z PEG; B, ¥ CINa.

Por medio de los respectivos graficos se pueden estimar los porcentajes de
germinacion que se obtendrian en condiciones de estres hidrico (PEG) y salino (cloruro de
sodio), para un determinado potencial base. Por ejemplo, para el caso de estrés hidrico, con un
potencial base de -0,6 MPa el porcentaje de germinacion seria de alrededor del el 80%,
mientras que para condiciones de estrés salino, el mismo porcentaje se alcanzaria con un

potencial base de -1 MPa.

48



Andlisis probit para la determinacién de los parametros de tiempo hidrico

Probit

Probit

En la figura 4.6 se muestran los resultados obtenidos con el analisis probit:

(o8]

Probit

y-0y/tg

60

80

% de germinacion

' ' ' ' '
P W N = O = N
L L L L L L L

y-6yftg

Probit
o
[d3]

o 60 80 1

% de germinacion

Figura 4.6. Analisis probit de correlacion para los distintos niveles de potencial agua con PEG. A, probit ;
B, con todos los datos; C, probit para el porcentaje de germinacién ; D, probit, con todos los datos.

La figura 4.6 A corresponde al probit realizado con los porcentajes de germinacion
considerados para el calculo del tiempo hidrico. La recta de regresion corta al eje de abscisas
en aproximadamente -0,9 MPa, valor correspondiente al Wg para el 50% de germinacion. La
figura 4.6 B corresponde al probit realizado con todos los datos provenientes de los ensayos.

El valor W (50) es aproximadamente el mismo que el anterior.
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En las figuras 4.7 C y D se observa que la funcion corta al eje de abscisas en el 50%

de germinacion, en correspondencia con el potencial de base para ese porcentaje. Para los

ensayos de estrés salino, en las figuras 4.7 Ay B la recta de regresion corta al eje de abscisas

en aproximadamente -1,6 MPa, correspondiente a Wg (50), y en las figuras 4.6 C y D se

observa que ese punto corresponde al 50% de germinacion.
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Figura 4.7. Andlisis probit de correlacion para los distintos niveles de potenial agua con CINa. A, probit; B,
con todos los datos; C, probit para el porcentaje de germinacion; D, probit, con todos los datos.
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Los resultados son consistentes con los sefialados por Wang (2013), ya que

potenciales equivalentes a -1,29; -1,3; -1,29; y -1,36 MPa, resultaron ser criticos para Vicia

angustifolia L., V. amoena Fisch. ex Ser., V. unijuga A. Braun y V. sativa L.,

respectivamente. Por otro lado, el valor de 64= 1,6 calculado para V. dasycarpa es similar

al de V. amoena (64=1,3) e inferior a los correspondientes a V. angustifolia (6,=3,3), V.

unijuga (64=4,3) y V. sativa (64=3,8).

Por otra parte, segun Haffani et al. (2014) la respuesta de V. villosa fue una menor

eficiencia en el uso del agua y baja adaptacién al estrés hidrico, en comparaciéon con V.

narbonensis L., que mostrd el valor mas alto de tolerancia al estrés. Sin embargo, cabe

sefialar que estos ultimos estudios se realizaron en invernaculo, y los tratamientos de estrés

hidrico se iniciaron a los 30 dias después de la siembra.

Sintesis de resultados

Tabla 4.1. Porcentajes finales de germinacion para V. dasycarpa en distintas

condiciones de potencial agua simulados con PEG y con CINa.

Y agua MPa PEG CINa
0,0 (control) 99a 99 a
-0,3 99 a 95 ab
0,6 89b 90 bc
-0,8 6lc 87c
-1 33d 80d
-1,2 15e S5le

Cada valor representa la media de 4 repeticiones de 25 semillas cada una. Valores medios
seguidos de letras iguales en la misma columna no difieren significativamente (p<0,05).
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Tabla 4.2. Comparacion de los resultados obtenidos por medio de los distintos modelos.

Tiempo hidrico Probit Probit general Valores medios

PEG CINa PEG CINa PEG CINa PEG CINa

On 1,670 2,66 1,746 3,038 2,283 3,719 1,90+0,27 3,14+0,44
Wgis -0,852 -1,433 -0,897 -1568 -1,00 -1,626 0,92+0,06 1,54+0,08

oy 0317 0591 0331 0,654 0,266 0514 0,300,038 0,59+0,06

Ensayos de recuperacién

Tabla 4.3. Porcentaje de semillas recuperadas de V. dasycarpa luego de 7 dias de transferidas
a condiciones de estandares de germinacion (agua destilada a 20°C)

Ya MPa PEG CINa
% semillas % de semillas
recuperadas recuperadas

0,3 _ -

-0,6 100 --

-0,8 82 25

-1 92 10

-1,2 89 13

Los resultados de semillas recuperadas son consistentes con los sefialados por
Cordero y Di Stéfano (1991) para Tecoma stans, quienes reportaron una rapida respuesta y
recuperacion de semillas de esta especie sometidas a niveles de estrés hidrico inducido por
PEG. Estos autores sefialaron que las semillas recuperadas del tratamiento Wa= -1 MPa,
superaron los porcentajes de germinacion del testigo. Los niveles altos de recuperacion
obtenidos en el cultivar Tolse F.C.A. de V. dasycarpa para los tratamientos de estrés
hidrico, se pueden explicar teniendo en cuenta que el PEG podria ejercer un efecto
osmoprotector en las semillas sometidas a este osmolito. Esto es, el sistema de membranas
del embridn, que previo a la imbibicion de las semillas se encuentra en fase gel, al embeber
lentamente restablecerian su composicion a la fase liquido cristalina, hasta completar la

fase 1 del patron de absorcién de agua (Bewley y Black, 1994). Las membranas no
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perderian su propiedad de permeabilidad, y se evitaria el periodo de transicion con la
caracteristica pérdida de electrolitos. De esta forma se explicaria la recuperacion y la
rapida respuesta a la germinacién al restablecerse las condiciones Optimas de
disponibilidad de agua. Por otra parte, la ausencia del efecto osmoprotector en los
tratamientos con cloruro de sodio explicaria el bajo porcentaje de recuperacion. Como se
demostro en el Capitulo 3, las semillas con estos dltimos tratamientos se embeben mas
rapidamente. Asi segiin Bewley y Black (1994), durante la transicion de las membranas de
la fase gel a liquido cristalino, se producirian pérdidas de electrolitos debido a la

permeabilidad de las mismas.

Los bajos porcentajes de recuperacion en los tratamientos mas severos de estrés
salino, expresan la alteracion del equilibrio i6nico y acuoso que genera un estrés
hiperosmatico, desbalance i6nico y toxicidad, que compromete la viabilidad de las semillas

expuestas a altas concentraciones salinas.

CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que el cultivar Tolse F.C.A. de Vicia dasycarpa tiene
una respuesta superior al estrés salino simulado con cloruro de sodio que frente al estrés
hidrico simulado con PEG. Asimismo, la respuesta frente al estrés hidrico moderado
equivalente a -0,6MPa, sugiere una potencialidad promisoria para su uso como pastura o
abono verde en campos marginales con este tipo de problemas. Ain mas, resulta de
fundamental importancia el alto porcentaje de recuperacion, mayor al 80%, una vez
superado el estrés hidrico (PEG) para un Wa de -0,8 MPa. Por otro lado, el 25% de
recuperacion para el mismo potencial en estrés salino indicaria un dafio significativo
irreversible a nivel celular. Si bien de la comparacion entre los resultados obtenidos con el
modelo de tiempo hidrico y el probit surge una dispersion entre los valores de los
pardmetros obtenidos con cada uno de ellos, la desviacion estandar correspondiente al
promedio del potencial de base para el Gsg es inferior al 7%. Por lo tanto, la aplicacion del
modelo de tiempo hidrico sera de utilidad en los programas de mejoramiento y seleccion
para identificar cultivares de Vicia dasycarpa que demuestren una mejor respuesta al estrés
hidrico y salino.
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CAPITULOS

RESPUESTAS MORFO-ANATOMICAS EN PLANTULAS
DESARROLLADAS EN CONDICIONES DE ESTRES
HIDRICO Y SALINO

INTRODUCCION

El estrés es un estado fisioldgico alterado causado por factores que tienden a romper el
equilibrio (Jaleel et al., 2009). El concepto de estrés fue desarrollado teniendo en cuenta dos
objetivos: (1) distinguir entre los cambios homeostaticos de las plantas en respuesta a
pequefias fluctuaciones diarias del medio ambiente y las respuestas al estrés; y (2), para
establecer una clara distincion entre el factor del estrés -sefial externa- y las respuestas al
estrés -los efectos y las restricciones inducidas por las condiciones estresantes a la planta-
(Pedrol et al., 2006).

Los factores de estrés que afectan los procesos fisiologicos de las plantas se pueden
diferenciar en dos tipos: bioticos -agentes patdgenos, competencia, alelopatia, actividad
antrdpica- y abidticos -temperatura, agua, radiacién, quimicos, viento presién- (Mano, 2002;
Lichtenthaler, 2004; Landgridge et al., 2006; Pedrol et al., 2006; Ruiz, 2009).

La sequia es un término meteoroldgico, cominmente definido como un periodo sin
lluvias importantes. El estrés por sequia se produce cuando el agua disponible en el suelo es
reducida, y las condiciones atmosféricas causan pérdida continua de agua por
evapotranspiracion (Jaleel et al., 2009). De este modo, las plantas experimentan estrés hidrico
cuando el suministro de agua a sus raices es limitado. Se debe principalmente a un déficit

causado por una sequia o por alta salinidad del suelo (Akinci y Losel, 2012).

La disminucion de potencial agua del suelo debido a la salinidad produce un efecto
similar al del estrés hidrico por deficiencia de agua. La principal diferencia es que, mientras el

bajo potencial agua por estrés hidrico mantiene una cantidad de agua finita en el perfil del
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suelo (que causa una disminucion en el potencial), en ambientes salinos la disponibilidad de

agua es constante a bajo potencial agua (Taiz y Zeiger, 2010).

El proceso dinamico que implica la respuesta del vegetal al estrés reconoce una
secuencia de tres fases: una inicial (de alarma), una de resistencia o aclimatacion (cuando
contintia el estrés), y la final o de agotamiento, que puede conducir a la muerte (Reigosa y
Pedrol, 2004). Si el estrés finaliza antes que dominen los procesos de senescencia, las plantas
se recuperan y evolucionan hacia un nuevo estatus fisiolégico (Reigosa y Pedrol, 2004). La
adaptacion a un ambiente estresante involucra eventos integrados que se traducen en cambios
a todos los niveles: morfoldgico, anatomico, celular, bioquimico y molecular (Taiz y Zeiger,
2010), que evitan que las plantas alcancen su maximo potencial genético y limitan la

productividad del cultivo (Prochazkova y Wilhlemova, 2011).

El estrés por déficit hidrico es considerado uno de los mas relevantes tanto a nivel
ecologico como agronémico, y es claro que restringe la distribucion geografica y el
rendimiento de la mayoria de los cultivos (Golberg et al., 2011). Al comienzo del ciclo, el
estrés hidrico afecta en gran medida la germinacion, retrasa la emergencia, afecta el
crecimiento de las plantas jovenes; se manifiesta en una baja densidad de individuos a campo,
una disminucion en la acumulacién de materia seca, y finalmente en el rendimiento
cosechable (Li et al., 2013). Sin embargo, la intensidad de la respuesta y los efectos del estrés

dependen de la especie considerada (Jaleel et al., 2009).

El concepto “estrés” se encuentra intimamente asociado con el de “tolerancia al
estrés”. Si bien Levitt (1980), Turner (1986) y Larcher (2003), entre otros, emplean este
Gltimo término como sindnimo de “resistencia al estrés”; segun Taiz y Zeiger (2010) se
prefiere el término tolerancia al estrés como referencia a la aptitud de la planta para hacer

frente a un ambiente desfavorable.

Resulta dificultoso definir la “tolerancia a la sequia”. Sin embargo Jones (1993) sefiala
que los genotipos tolerantes a la sequia de la mayoria de las plantas cultivadas, son los que
dan algun rendimiento en un entorno limitado de agua. Se han realizado diversos intentos de

clasificacion de los tipos de plantas que crecen en regiones secas, distinguiendo tres tipos
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principales de plantas xerdfitas: las que “escapan a la sequia”, las que “evaden o evitan™, y las

que “soportan o toleran la sequia” (Fahn y Cutler, 1992).

Una de las ventajas de agrupar las especies segun su comportamiento ecoldgico o
fisioldgico, es que se alcanza un nivel predictivo significativamente mayor sobre los posibles
cambios en las comunidades vegetales debidos al cambio climatico, que el que se puede
obtener a partir del conocimiento necesariamente incompleto de la ecofisiologia de cada

especie individual (Valladares et al., 2004).

Las respuestas o los mecanismos para afrontar el estrés han sido denominadas
estrategias, y son caracteristicas de cada especie (Larcher, 1995, citado por Valladares et
al., 2004).

Existe en la literatura una gran diversidad de términos confusos y ambiguos para
definir las estrategias para superar la sequia. Valladares y colaboradores (2004) homologan
las distintas terminologias de los autores, y precisan que ante el estrés hidrico caben tres
respuestas posibles:”escapar”, “evitarlo”, o “tolerarlo”. En el primer caso, la estrategia de
las plantas consiste en completar su ciclo durante la estacién humeda; en el segundo, las
especies evitan la deshidratacion celular y mantienen su potencial agua alto (extrayendo mas
agua del suelo y/o usandola lentamente, por resistencia estomatica, enrollamiento foliar,
incrementando la superficie radicular, raices suberificadas etc.). Cuando la respuesta es la
tolerancia, las plantas tienen la habilidad para funcionar an con una importante disminucién
de potencial agua de los tejidos, mientras se mantiene el estrés hidrico, entre otras: a) por
osmoregulacion a través de la sintesis de metabolitos como aminoacidos, azucares solubles,
sustancias antioxidantes, que permiten equilibrar el potencial osmotico intracelular con el del
medio; b) conservando la capacidad de rebrote; ¢) manteniendo células pequefias con paredes
elasticas. Finalmente se incluye “la recuperacion después de la sequia”, que posibilita la
germinacion (Li et al., 2013), el mantenimiento de hojas verdes y la produccion de macollos

luego de la finalizacion de la sequia (Richards et al., 2002).

Segun Levitt (1980), las plantas han evolucionado hacia el desarrollo de “mecanismos

que evitan” el déficit hidrico; mientras que los “mecanismos tolerantes” serian un factor que
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complementarian a los mecanismos anteriores. De esta forma, el desarrollo de respuestas
eficientes que evitan el estrés, permitiria no solo sobrevivir, sino también continuar creciendo

y desarrollandose en condiciones limitadas de agua (Valladares et al., 2004).

De acuerdo con la sensibilidad a la salinidad las plantas pueden clasificarse en
glicdficas y haldfitas (Levitt, 1980; Taiz y Zeiger, 2010). Las glicofitas presentan un umbral
de concentracion salina por sobre el cual muestran signos de inhibicion del crecimiento,
pérdida de peso seco y decoloraciéon foliar (Taiz y Zeiger, 2010); las haléfitas pueden
completar su ciclo de vida en una concentracion salina equivalente a -2,4 MPa (Ruiz, 2009).
La tolerancia real de un determinado cultivo a la salinidad varia en relacion con el estado de
crecimiento en el cual se inicia y finaliza la salinizacion, el nivel de salinidad alcanzado y la
estructura de cosecha del cultivo de interés (Shannon y Grieve, 1999). En términos generales,
la tolerancia a la salinidad es mayor en Dicotiledéneas que en Monocotileddneas (Munns y
Tester, 2008). Por lo tanto, la tolerancia a la salinidad se describe como una funcion compleja
de la disminucion del rendimiento a través de una gama de concentraciones de sal (Shannony
Grieve, 1999).

Frecuentemente la tolerancia al estrés hidrico se asocia con la tolerancia al salino
(Munns, 2002); sin embargo, es sabido que algunas haldfitas no pueden tolerar el estrés
hidrico, y algunas xerdfitas no toleran el salino, cuando el principal efecto de la salinidad es la
toxicidad (Zhao y Harris, 1992; Zaho et al., 2003).

Respuestas de las plantas al estrés hidrico y salino

Las condiciones limitantes del ambiente determinan modificaciones de la morfologia
de las plantas, dentro de un rango de plasticidad, modificando caracteristicas morfo-
anatomicas (Perreta y Vegetti, 2005; Céccoli et al., 2011). Las plantas han desarrollado una
variedad de estrategias adaptativas estructurales y funcionales para enfrentar ambientes con
escasez de agua (Nawaz et al., 2013). Los estudios sobre las relaciones hidricas de la célula
y el crecimiento muestran que la respuestas tempranas al estrés hidrico y salino son

esencialmente idénticas (Munns, 2002).
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La respuesta mas frecuente que causa el estrés hidrico y el salino es la inhibicion del
crecimiento vegetal. Ademas, hay periodos o etapas del desarrollo, como el estadio de
plantula, donde las especies pueden ser particularmente sensibles (o insensibles) a un estrés
determinado (Valladares et al., 2004). Anatdmicamente afecta los procesos de division y
expansion celular (Zidan et al., 1990), el crecimiento de las células y su metabolismo, la
fisiologia y biologia molecular (Munns y Tester, 2008). Es ampliamente reconocido que tanto
las plantas glicofitas como las haldfitas presentan un crecimiento éptimo en ausencia de sal
(Flowers, 2004; Reginato, 2009; Golberg et al., 2011; Mohammadizad et al., 2013).

Respuestas en la germinacion y el crecimiento de la plantula

La disponibilidad de agua y la temperatura de la cama de siembra son los principales
factores ambientales que afectan la germinacion de las semillas y el posterior establecimiento
de las plantulas (Berkart y Briske, 1982). El estrés hidrico al comienzo del ciclo produce
demoras en la emergencia y las plantas jovenes quedan expuestas al estrés (Argiello et al.,
1992; Ruiz, 2009, Jamian et al., 2014). La gran variacion en la emergencia de un mismo lote
de semillas sembrado en distintos sitios demuestra que existe una gran sensibilidad a la
humedad disponible en el suelo (Heydecker, 1969). Los estudios de germinaciéon en
condiciones de estrés hidrico de Lupinus albus y L. angustifolius demostraron que el
porcentaje de germinacion disminuyé significativamente (50% y 20% respectivamente)
cuando el ¥, fue de -0,8 MPa (Perissé et al., 2002); de igual modo en Phaseolus mungo L.,
75% con un ¥, de -0,5 MPa (Pratap y Sharma, 2010), para Lens culinaris Medik. la
germinacion disminuyé al 70% cuando el ¥, fue de -0, 6 MPa (Saglam et al., 2010), y en
Eremosparton songoricum (Livitt.) Vass. (Fabacea), al 15% con un ¥, de -0,9 MPa (L.i et
al., 2013). Fatemi (2014) sefiald6 que la razon de la disminucion del porcentaje de
germinacion del “girasol” a ¥, de -0,4 MPa se debid a una imbibicion mas lenta; mientras
que, segun Pratap y Sharma (2010) la reduccion en la germinacion a altos niveles de estrés
hidrico, se pueden atribuir a un déficit de humedad en la semilla por debajo de un umbral que
conduce a la degradacion o inactivacion de enzimas hidroliticas. En relacion al desarrollo de
la plantula, en todos los casos a mayor estrés hidrico la respuesta fue una disminucién en el
crecimiento del sistema caulinar y radical (Perissé et al., 2002; Pratap y Sharma, 2010;
Saglam et al., 2010; Li et al., 2013; Fatemi, 2014).
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La salinidad puede inhibir la germinacion y el crecimiento de las plantas como el
producto combinado de estrés hidrico, toxicidad idnica y desequilibrio nutricional (Leidy y
Pardo, 2002), o como una respuesta activa y regulada de la planta (Rewald et al., 2013). Se
mencionan diversos efectos como la reduccién de la turgencia y el crecimiento, la pérdida de
la estructura celular por desorganizacion de membranas, e inhibicion de la actividad
enzimatica (Leidy y Pardo, 2002). Cuando el estrés osmotico es moderado, hojas y tallos
disminuyen su crecimiento con la consiguiente acumulacion de solutos y la manifestacién del
ajuste osmotico, mientras que la raiz puede continuar creciendo (Hadiarto y Tran, 2011). Las
raices parecerian ser el 6rgano mas vulnerable por su exposicion directa a la salinidad o
sequia del suelo, pero son resistentes ya que su crecimiento no se ve tan afectado como el
sistema caulinar (Munns, 2002). Estudios sobre el efecto del estrés hidrico y salino en
Nepetes persica Poit. ex Benth. (Lamiacea), concluyen en que altos niveles de estrés
influyen negativamente en la germinacion y crecimiento de la plantula (Mohammadizad et
al., 2013).

Respuestas en la anatomia de la plantula

Es ampliamente reconocido que los meristemas apicales y el patron radial de la
distribucion de los sistemas de tejidos queda determinado en los estadios tempranos de la
embriogénesis (Laux y Jirgens, 1997; Evert, 2008; Taiz y Zeiger, 2010), y que con el
comienzo de la germinacion los meristemas apicales derivados primarios de la raiz
(protodermis, meristema fundamental y procambium) se diferencian en la epidermis, corteza
y cilindro central (Evert, 2008; Taiz y Zeiger, 2010). Estos representan una unidad estructural
y funcional que debe cumplir con la proteccion, el transporte de agua y nutrientes,
almacenamiento y diversas funciones metabdlicas que alun no estdn bien comprendidas
(Evert, 2008; Saleem et al., 2010).

En relacion a las respuestas y cambios en la anatomia de la raiz como resultado de la
exposicion al estrés hidrico, se han documentado diversas estrategias adaptativas de las
plantas para sobrevivir en estos ambientes adversos (Ruiz, 2009; Pefia-Valdivia et al., 2010).
Fahn y Cutler (1992) reconocen que las adaptaciones anatomicas de las raices primarias de

haldfitas y xerdfitas son similares.
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En especies silvestres y domesticadas de Phaseolus vulgaris sometidas a diferentes
niveles de estrés hidrico se comprobo que la epidermis se adelgazo, el area comprendida por
el parénquima cortical disminuydé junto con el nimero de células, y se observaron miembros
de vaso del protoxilema de menor didmetro y paredes con mayor grosor (Pefia-Valdivia et al.,
2010).

Las raices tienen dos “vainas fisiologicas”, la exodermis y la endodermis, que
juegan roles importantes en la funcién basica de absorcion y de proteccién frente al estrés
(Enstone et al., 2003). La exodermis puede presentarse como una capa uni o pluricelular
homogénea o heterogénea; la endodermis se distingue por presencia de las bandas de
Caspary, que son una modificacion de las paredes por agregado de lignina y suberina en no
mas de un tercio de las paredes anticlinales, e intimamente adheridas a la membrana
plasmatica (Enstone et al., 2003; Nawrath et al., 2013). Las bandas de Caspary forman una
barrera al flujo apoplastico forzando a los iones a pasar a través de la selectividad de la
membrana plasmatica (Esau, 1982; Fahn y Cuttler, 1992, Taiz y Zeiger, 2010). Se han
sefialado modificaciones de las paredes endodérmicas en respuesta al estrés hidrico (Fahny
Cuttler, 1992) y salino, como la densidad de la banda, cantidad de suberina y lignina, y los
componentes hidrofébicos que afectarian la eficiencia de la banda de Caspary como

barrera en el transporte radial (Chen et al., 2011).

En la dltima década se han retomado las investigaciones relacionadas con la presencia
de engrosamientos en “fi” (¢) en distintas capas de la corteza radical en varias familias de
Agiospermas, incluyendo Leguminosas como Arachis hypogaea L., Caesalpinia
peltophoroides Benth., entre otras (Fernandez-Garcia et al., 2014). Estos engrosamientos de
lignina se forman en las paredes radiales de las capas corticales por fuera de la endodermis, en
forma continua o en grupos de células aisladas (Degenhardt y Gimmler, 2000; Lopez-Pérez et
al., 2007). Actuales estudios demostraron que diferentes condiciones de estrés bidtico o
abidtico pueden modificar la distribucién, estructura y/o desarrollo de los engrosamientos en
fi (9). Se ha propuesto un rol de soporte mecanico -que facilita la penetracion de las raices en
suelos con impedimentos-, y uno fisiologico que involucra la alteracion del movimiento
apoplastico de cationes (Cabral de Melo, 2011) y la regulacién del movimiento simplastico de

iones via plasmodesmos (Fernandez-Garcia et al., 2014).
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Estudios realizados en plantulas de Prosopis strombulifera (Lam.) Benth cultivadas
hidroponicamente en distintas condiciones de estrés salino, demostraron que el sistema radical
se caracteriza por la ausencia de pelos absorbentes, una precdz suberizacion y lignificacion de
la endodermis, y miembros de vaso del xilema con gruesas paredes lignificadas (Reginato,
2009). Se informo que en poblaciones de Sporobolus arabicus Boiss. sometidas a potenciales
crecientes de estrés salino, presentaron una raiz con exodermis significativamente lignificada,
un parénquima cortical desintegrado formando un aerénquima, y que el crecimiento medido
como la relacion biomasa tallo/raiz, aumentd (Hammeed et al., 2013). Segun este autor, dicha

relacion demostro ser una de las caracteristicas prominentes en la mayoria de las haldfitas.

Estudios similares sobre el efecto de la salinidad en el crecimiento y atributos
anatomicos de plantulas de “cebada” (Hordeum vulgare L.) demostraron que los tratamientos
con alta concentracion de cloruro de sodio inhiben el crecimiento de la biomasa aérea y
radical. Los estudios anatomicos demostraron que en algunas variedades aumentd el grosor de
la exodermis y en otros se redujo el espesor de la exodermis y endodermis, y el cilindro
central disminuyo su didmetro (Atabayeva et al., 2013). Los estudios realizados en raices de
Chloris gayana Kunth., concluyen que la biomasa radical fue mas sensible al estrés salino que
la caulinar, sugiriendo que los mecanismos que controlan el crecimiento caulinar son menos
sensibles que los que controlan el crecimiento radical; y que a niveles altos de concentracién

de cloruro de sodio, disminuyd el diametro del cilindro central (Céccoli et al, 2011).

Segun Reinhardt y Rost (1995b), plantulas de algodén (Gossypium hirsutum L. cv
Acala SJ-2) expuestas a la salinidad mostraron una mayor vacuolizacion celular
principalmente en la corteza. Otros de los efectos manifestados fueron la diferenciacion
prematura de los miembros de tubo del protofloema, una densa tincion de la endodermis y el
parénquima Xilematico y la induccion a la formacion de raices laterales mas proximas al
apice. Por otra parte, segin Leidy y Pardo (2002) las caracteristicas anatomicas y
morfoldgicas de la raiz pueden indicar la capacidad de adaptacion a la salinidad (Reinhardt y
Rost, 1995a; Maggio et al., 2001).
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Respuestas a nivel celular

La sequia, la salinidad y el frio son factores que conducen a la deshidratacién celular,
la cual produce estrés osmotico que a su vez limita la absorcion de agua del suelo (Garcia-
Morales et al., 2013). Las principales consecuencias del estrés salino en la célula vegetal son
el déficit hidrico y el desbalance ionico que afectan directamente el desarrollo y supervivencia
de las plantas (Carrasco Rios, 2004). La plasticidad de la membrana plasmatica es una
propiedad clave en la resistencia de la célula durante el estrés hidrico y en la optimizacion de

los métodos de preservacion (Dupont et al., 2010).

Las condiciones de estrés ambientales conducen a la generacién de especies reactivas
de oxigeno (ROS, reactive oxygen species), éstos son productos altamente reactivos
generados por una reduccion gradual de oxigeno (O2) o por absorcion de energia. En el
primer caso, conduce a la formacién de radicales libres (02, H20,, "OH); en el segundo, la
formacién de O, causando la disrupcién de la homeostasis celular (Sharma et al., 2011). Los
ROS causan peroxidacion, de—esterificacion de los lipidos de las membranas y
desnaturalizacion de las proteinas (Saibo et al., 2009), lo cual afecta la estructura celular y el
metabolismo (Verslues et al., 2006; Lee et al., 2009).

El ajuste osmético involucra una red de acumulacion de moléculas organicas en la
célula para disminuir el potencial osmético del citoplasma y la vacuola, y asi, conseguir
disminuir el potencial hidrico. Entre estos componentes organicos denominados osmolitos u
osmoprotectores, que no interfieren en el metabolismo celular a concentraciones elevadas, se

encuentran la glicina betaina, la prolina, el sorbitol, la sacarosa, etc. (Carrasco Rios, 2004).

La percepcion del estrés y la consiguiente transmision de sefiales para activar una
respuesta adaptativa, son componentes criticos para la supervivencia de las especies en

condiciones ambientales extremas: sequia, salinidad o frio (Garcia-Morales et al., 2013).

Las plantas han desarrollado un sistema antioxidativo complejo de enzimas que
incluye POD (peroxidasa), SOD (dismutasa superoxido) y CAT (catalasa) para evitar o

aliviar el dafio causado por las ROS (Khan y Panda, 2008).
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La raiz, como principal 6rgano de absorcion de agua e iones, tiene gran importancia
en la respuesta a corto y largo plazo al estrés salino. En este érgano se sintetiza acido
abscisico (ABA), una de las sefiales tempranas de estrés capaz de producir cambios
fisioldgicos locales (conductividad hidraulica) y a distancia (cierre estomatico) (Hartung et
al., 2002).

La aclimatacion al estrés osmatico es un proceso complejo, que involucra numerosos
cambios que incluyen: disminucién del crecimiento, alteracién en la expresion de genes,
incremento en los niveles de acido abscisico (ABA), acumulacion de solutos compatibles y de
proteinas protectoras, ajuste en el transporte ionico e incrementos en los niveles de
antioxidantes (Saibo et al., 2009; Hadiarto y Tran, 2011). Segun Valladares et al. (2004), el
desafio es integrar estas respuestas y sindromes, simular la respuesta diferencial de las
especies en un escenario de cambio climatico, y llegar a validar experimentalmente estas

simulaciones.

Teniendo en cuenta la importancia del conocimiento o identificacion de especies
tolerantes que puedan ser incorporadas en las areas afectadas por estrés hidrico y/o

salinizacion, y en base a los antecedentes, se postula la siguiente hipétesis:

Las respuestas morfo-anatdmicas en plantulas de Vicia dasycarpa cv. Tolse F.C.A.
germinadas en condiciones de estrés hidrico y salino, involucran variaciones en el
crecimiento que afectan los tres sistemas de tejidos. Las caracteristicas morfoldgicas y
ultraestructurales a nivel radical permiten explicar dichas respuestas en los tratamientos

MAs SeVeros.

Los objetivos de este capitulo fueron: identificar las variaciones morfo-anatémicas en
plantulas germinadas bajo condiciones de estrés hidrico y salino; analizar la anatomia de
raices de plantulas provenientes de semillas recuperadas; investigar la ultraestructura celular

de las raices en los tratamientos mas severos de estrés hidrico y salino, y en las recuperadas.
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MATERIALES Y METODOS

Parametros de crecimiento

Para evaluar el crecimiento al finalizar el ensayo, se tomaron para el control (¥,= 0
MPa) y cada tratamiento (PEG y CINa, ¥,= -0,3; -0,6; -0,8; -1 y -1,2 MPa) dos muestras de
diez plantulas cada una, de los ensayos de germinacion llevados a cabo segln la metodologia
descripta en el Capitulo 4. Se individualizaron las plantulas anormales segin normas ISTA

(2004), se tomaron registros fotograficos y se determinaron los siguientes parametros:

-Indice Longitud del vastago/Longitud de la raiz.

-Indice Peso seco del vastago/Peso seco de la raiz.

Las plantulas se midieron desde el nudo cotiledonar hasta la yema terminal y hasta
el extremo de la raiz, para calcular el indice longitud del vastago/longitud de la raiz. La
determinacion del peso seco del vastago y de la raiz se realizé colocando las muestras de
las plantulas de cada tratamiento en bolsas de papel, y se procedid a su secado en una
estufa de conveccion forzada (Memeret) a 60 °C, hasta obtener un peso constante
(aproximadamente 48 horas) y luego se pesaron una balanza Mettler AB con precision de

0,1mg.

El tratamiento de las variables continuas se llevd a cabo mediante un analisis de
varianza ANOVA, aplicando los test de Duncan y LSD (p<0,05%).
Plantulas anormales

La identificacion del tipo de anormalidades que se presentaron se realizd en base al

manual ISTA (2004) de evaluacion de plantulas, teniendo en cuenta que las de Vicia

dasycarpa cv. F.C.A. corresponden al tipo G, Grupo A-2-2-2-2.
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Segun se define en las reglas ISTA (2004), se considera plantula anormal aquélla que
no presenta la capacidad para desarrollarse en una plantula normal cuando crece en el suelo
bajo condiciones favorables, debido a que tiene una 0 mas de sus estructuras esenciales
irreparablemente defectuosas. Se pueden mencionar el sistema radical ausente, defectuoso,
con geotropismo negativo; en el sistema caulinar los cotiledones dafiados, el epicotilo

defectuoso, ausente o formando un espiral, entre otros, y su yema apical dafiada o ausente.

Estudios anatémicos

Se tomaron muestras de raices de los tratamientos control, estrés hidrico y salino con
Y,= -1,2 MPa, y de plantulas obtenidas de semillas recuperadas 12 dias después de estos
ultimos tratamientos. Las muestras se fijaron en FAA, y se siguid la metodologia para realizar
preparados permanentes coloreados con safranina y verde rapido para microscopia Optica
(MO), segun Zarlavsky (2014). Los preparados fueron observados con microscopio Zeiss y se
tomaron registros fotograficos con equipo Motic. Para los estudios con MET los materiales
vegetales fueron pre-fijados durante una noche en glutaraldehido al 2,5% con un buffer de
fosfato acido (pH=7,2). Luego se post-fijo en tetroxido de osmio (0OsO4) a 2 °C en el
mismo buffer durante 3 horas. Tras la deshidratacion en una serie ascendente de etanol, el
material se incluy6 en resina Spurr. Se cortaron secciones delgadas (1 pm) con un ultra
microtomo Reichert-Jung y se tifieron con azul de toluidina. Con el mismo ultra micrétomo
se realizaron secciones ultradelgadas (750 a 900 nm) y luego se tifieron con acetato de
uranilo y citrato de plomo (O'Brien y McCully, 1981). Se observaron y fotografiaron con

un con un microscopio de transmision JEOL 1200 EX II.

RESULTADOS Y DISCUSION

Respuestas morfoldgicas en plantulas desarrolladas en condiciones de estrés hidrico y
salino

El crecimiento de las plantulas para cada uno de los tratamientos a los 15 dias de
comenzado el ensayo se muestra en la Figura 5.1. Para el tratamiento control se observa el
desarrollo de una plantula normal de germinacién criptohipdgea con una raiz principal y
raices laterales, el epicotilo desarrollado, la presencia de tres catafilos, el primer protofilo, y
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los nomofilos. Todo esto posibilita el desarrollo autotrofo, lo cual permite predecir una
exitosa implantacion. Estos resultados concuerdan con la afirmacion de diversos autores
(Flowers, 2004; Reginato, 2009; Golberg et al., 2011; Mohammadizad et al., 2013) en

relacion a la dptima expresion del crecimiento en ausencia de estreés.

Todos los tratamientos que simularon deficiencia hidrica y salina afectaron el
crecimiento de la raiz y del vastago. Morfol6gicamente, esta respuesta se relaciona con la
inhibicién de la elongacidn y division celular, debidos a cambios bioquimicos y moleculares
indicados por Saibo et al. (2009), Taiz y Zeiger (2010), y Rewald et al. (2013). La variacion
de los indices que relacionan la longitud del vastago con la de la raiz, y el peso seco del
vastago con el de la raiz, indican que tanto el estrés hidrico como el salino afectan el
crecimiento general de la plantula (Tabla 5.1 y 5.2). Estos indices revelan que las plantulas
sometidas a estrés salino manifiestan una mejor respuesta que aquéllas sometidas a estrés
hidrico. Se destaca la respuesta en el crecimiento del vastago y de la raiz, con un potencial de
-0,3 y -0,6 MPa (tratamientos con PEG y cloruro de sodio) que se mantiene constante. Aun
cuando se ha reportado como generalidad que el sistema radical se afecta menos que el
caulinar (Munns, 2002; Munns y Tester, 2008), los resultados indican que no hay una
estimulacion del crecimiento radical a medida que disminuye el potencial agua, en
contraposicion por lo generalizado en distintas especies por Reginato (2009), y Pratap y
Sharma (2010). Por el contrario, los tratamientos mas severos (-0,8 y -1 MPa) indican
claramente que el peso seco de la raiz se ve afectado mas que el del vastago, en concordancia
con lo sefialado por Mohammadizad et al. (2013) en los estudios sobre los efectos del estrés
salino e hidrico en la germinacion y crecimiento de plantulas de Nepeta pérsica, y Céccoli et
al. (2011) en Chloris gayana sometida a estrés salino. Estos resultados concuerdan con los
sefialados por Li et al. (2013), respecto a que las plantulas Eremosparton songoricum
(Fabacea) son sensibles al estrés hidrico, responden rapidamente, pero no toleran la sequia por
un largo periodo. Las diferencias encontradas en el crecimiento del sistema radical y el
caulinar en los tratamientos con estrés hidrico (PEG, W= -0,3 y -0,6 MPa), se ajustan con las
reportadas por Saglam et al. (2010) en Lens culinaris, y Perissé (1997) en Lupinus albus y L.
angustifolius. Sin embargo, el cultivar Tolse F.C.A. de V. dasycarpa refleja un

comportamiento superior a L. culinaris, L. albus y L. angustifolius, frente al estrés hidrico.
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La evaluacion de las plantulas provenientes los tratamientos de estrés hidrico con
potenciales de hasta -1,2 MPa y salino de hasta -1 MPa, revela que éstas desarrollan una raiz
primaria intacta, algunas con suficientes raices laterales y los cotiledones se mantienen
integros con la cubierta seminal. Aungue el epicétilo y el sistema caulinar en general
muestran diferencias en su desarrollo en longitud, la yema terminal se distingue intacta. Estos
resultados ponen de manifiesto que los mecanismos que regulan el crecimiento del sistema
radical son mas sensibles al estrés hidrico, y especialmente al salino, que los correspondientes
al sistema caulinar. Entonces es razonable esperar que las plantulas en condiciones de estrés

salino, alin con un menor desarrollo se establezcan exitosamente.

El hecho de que el sistema caulinar resulte menos sensible que el radical indica que,
luego de producida la germinacion sensu stricto, durante el crecimiento heterétrofo del
embrion y temprano de la plantula, el meristema caulinar (MAC) ejerce una dominancia

apical sobre el meristema apical radical (MAR) en la particion de reservas y asimilados.

Entre las anormalidades observadas en los tratamientos mas severos de estres salino
entre -0,6 y -1,2 MPa se pueden citar: raiz primaria con geotropismo negativo, raiz primaria
atrofiada, raiz primaria en lazo, plantulas deformes, epicétilo no desarrollado y epicétilo en
lazo (Fig. 5. 2).

Se comprueba que V. dasycarpa cv. Tolse F.C.A.presenta una mejor respuesta frente

al estrés salino que con el estrés hidrico.
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WMPa -1,2 MPa

0 Iﬁh -0,3 W Pa 1,6 WPa -0,8MPa  -1MPa

Figura 5.1. Crecimiento de las plantulas de V. dasycarpa, 15 dias después de la siembra. A, condiciones de
estrés hidrico (PEG); B, condiciones de estrés salino (CINa).

68



Tabla5.1.

indice Longitud del vastago/Longitud de la raiz

Y. (MPa) Longitud del vastago/Longitud de la raiz
0.0 2,75a
Estrés hidrico (PEG) Estrés salino (CINa)
-0.3 0,86b 149 b
-0.6 0,85b 1,59 b
-0.8 052¢c 194 ¢
-1 044d 1,84 c
-1,2 04le 121 d

Cada valor representa la media de dos repeticiones de 10 plantulas cada una. Valores
medios en cada columna seguidos de letras iguales no difieren significativamente (p<0,05)

Tabla 5.2. Indice Peso seco del vastago/Peso seco de la raiz (PSV/PSR)
¥, (MPa) PSV/PSR
0.0 04la
Estrés hidrico (PEG) Estrés salino (CINa)
-0.3 0,35b 0,78 b
-0.6 0,30c¢ 0,83¢
-0.8 0,17d 154d
-1 094e 117e

Cada valor representa la media de dos repeticiones de 10 plantulas cada una.
Valores medios seguidos de letras iguales no difieren significativamente (p<0,05)
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Geotropismo negativo

e

Epicdtilo enlazo Raiz primariaenlazo

Plantulas deformes Epicotilo ausente

Raiz primaria atrofiada

Figura 5.2. Plantulas anormales de Vicia dasycarpa cv. Tolse F.C.A. en los tratamientos con estrés
salino. A, Wa=-0,6 MP; B, ¥a= -1,2 MPa.
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Respuestas anatomicas en plantulas desarrolladas en condiciones de estrés hidrico y
salino

Como se menciono en el Capitulo 2, la anatomia de la raiz en el tratamiento control
presenta la epidermis unistrata, con tricoblastos y atricoblastos, la corteza se caracteriza
por tener una exodermis compacta sin espacios intercelulares, y el resto presenta células
parenquimaticas uniformes, con abundantes espacios intercelulares, y la endodermis
presenta la tipica banda de Caspary. En el cilindro central se observan el periciclo unistrato

y restos de procambium, que se encuentra entre los tejidos vasculares (Fig. 5.3).

Los estudios anatomicos en raiz permitieron establecer que, en general los
tratamientos con estrés hidrico y salino disminuyen el didmetro total de la raiz principal.
Mientras que para el testigo el didmetro es de 450 um (Fig. 5.3), para los tratamientos de
estrés hidrico el diametro es de 320 um, y para los de estrés salino de 350 um (Figs. 5.4 y
5.5).

En los tratamientos con estrés hidrico los efectos observados fueron plasmolisis de los
tricoblastos, degradacion de paredes celulares y plasmdlisis de las células de la corteza con
gran numero de espacios intercelulares (Fig. 5.4 A-C). En la zona donde se ubica la
endodermis se observa una capa de tincion intensa (Fig. 5.4 C). En el cilindro central, cuando
el potencial agua es -1, 2 MPa, no se distingue una clara diferencia entre los diametros de los
miembros de vaso del protoxilema, y los del metaxilema, y se observa un pronunciado
engrosamiento de las paredes de los mismos. El didmetro de los miembros de vaso del
metaxilema (Mx) en el tratamiento control es de 23 um, y cuando el potencial agua es -1, 2
MPa el didmetro disminuye a 9 um. En la recuperacion, si bien las raices recobran su
estructura celular y el didmetro, en la endodermis se observa un fuerte engrosamiento que

indicaria un colapso de la misma (Fig. 5.4 D-F).

En los tratamientos de estrés salino se observa la plasmolisis en las células de la
corteza, el aumento de los espacios intercelulares y un menor nimero de capas del
parénquima cortical (Fig. 5.5 A-C). La endodermis presenta poco desarrollo de bandas de
Caspary, posiblemente debido a una falta de suberina. Estas variaciones pueden interpretarse

como cambios para facilitar la incorporacién de agua y acortar el camino de la via
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apopléstica. Se observa una disminucion del diametro de los miembros de vaso (Fig. 5.5 Ay

B), que facilitaria el movimiento del agua por capilaridad.

Estos registros concuerdan con los sefialados por Céccoli et al. (2011) para Chloris
gayana Kunth, respecto a la disminucion del diametro de la raiz, y especialmente el del
cilindro central para los tratamientos con altas concentraciones de cloruro de sodio. También
coinciden con resultados en Prosopis estrombulifera sefialados por Reginato (2009), con
relacion al engrosamiento de la pared lignificada de los elementos del xilema y el menor
didmetro del cilindro central. Sin embargo, no se observan en los tratamientos salinos en V.
dasycarpa, una precoz suberizacion y lignificacion de la endodermis que si se presentan en
los tratamientos de estrés hidrico. Con respecto al aumento de espacios intercelulares en la
corteza y del tejido de sostén en la exodermis, sefialados por Hameed et al. (2013) en
Sporobolus arabicus, en V. dasycarpa se observan los mayores espacios pero no hay un
aumento de tejido de sostén en exodermis. Esta Gltima diferencia se puede explicar teniendo
en cuenta que el esclerénquima es el tejido de sostén por excelencia en las Monocotiledoneas.
Para ninguno de los tratamientos se pudo determinar la presencia de engrosamientos en fi (¢),
tal como lo indicaran Fernandez-Garcia et al. (2014) para Arachis hypogaea y Caesalpinia.
peltophoroides ,y otros autores como Degenhardt y Grimmler (2000) para maiz , y Lopez-

Pérez (2007) para Brassica oleracea cv Maraton en condiciones de estrés salino.

Las plantulas obtenidas de las semillas recuperadas de los tratamientos de estrés salino
revelan en la raiz signos de una reparacion parcial de la epidermis, el parénquima de la
corteza no supera la plasmolisis de sus células, y la endodermis no logra su estructura celular
normal (Fig. 5.5 Ey F).
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Figura 5.3. Distribucion de tejidos en raices de Vicia dasycarpa, tratamiento control. A, corte
transversal; B, detalle de la corteza; C, detalle de la exodermis y rizodermis con pelos absorbentes; D, detalle
del cilindro central. Ex, exodermis; flecha, endodermis y banda de Caspary; F, floema; Mx, metaxilema; P,
periciclo; Px, protoxilema.
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Figura 5.4. Respuestas morfo-histologicas en raices de Vicia dasycarpa bajo estrés hidrico (PEG) y
recuperadas. A-C, Wa=-1,2 MPa; D-F, recuperadas Wa= 0 MPa. Flechas, endodermis colapsada.
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Figura 5.5. Respuestas morfo-histologicas en raices de Vicia dasycarpa bajo estrés salino (CINa) y
recuperadas. A-D, Wa=-1,2 MPa; E y F, recuperadas. Wa= 0 MPa. E, endodermis; flechas, células
plasmolizadas.
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Respuestas a nivel de la ultraestructura radical al estrés hidrico y salino

En el tratamiento control la rizodermis presenta sus células epidérmicas propiamente
dichas -atricoblastos- turgentes, con su pared tangencial externa significativamente convexa, y
una capa cuticular delgada al igual que los pelos absorbentes -tricoblastos-. En los
tratamientos mas severos de estrés hidrico, las células que componen la rizodermis y la
corteza muestran sus paredes delgadas, el citoplasma con un grado significativo de
desorganizacion y no se distinguen claramente vacuolas ni organelas (Fig. 5.6 Ay C). En los

ensayos de recuperacion, el sistema dérmico no se recupera completamente (Fig. 5.6 B y D).

En los tratamientos control se observan las caracteristicas propias de la endodermis
(Fig. 5.7 A), células turgentes con pared primaria y laminilla media bien diferenciadas,
vacuolas pequefias, y una gran vacuola central (Fig. 5.9 B) que desplaza al prominente nicleo
ubicado lateralmente. En el citoplasma se visualizan numerosos plastidos y reticulo
endoplasmatico. En las paredes radiales se observa la caracteristica banda de Caspary con una
electrodensidad diferente (gris claro homogeéneo tipico de la suberina) al de la membrana
plasméatica y pared. Se puede diferenciar ademas, la laminilla media con su elevada
electrodensidad y la pared primaria de aspecto fibrilar y menor electrodensidad. El periciclo
se observa en reciente division celular, con una pared celular delgada y organelas conspicuas
(Fig. 5.7 B).

En los tratamientos méas severos de estrés hidrico (PEG, ¥,= -1,2 MPa) se observa
como la endodermis se colapsa, las paredes celulares se engruesan, se forma una capa interna
de suberina continua, y el citoplasma se presenta completamente desorganizado (Fig. 5.8). De
la comparacion entre las células de la corteza de plantulas provenientes de semillas
recuperadas, luego del estrés hidrico, con la endodermis del tratamiento control, se observa
que las células endodérmicas aparentemente se recuperaron, pero no resultan funcionales. Las
paredes celulares estdn mas gruesas, se degradd la banda de suberina continua, pero no se
recupera la banda de Caspary. Las células se vacuolizan y se observa la recuperacion de los
plastidos (Fig. 5.9).

Los resultados de los tratamientos con estrés hidrico se explican si se considera que

la lamela de suberina que reviste internamente la pared de la célula endodérmica y su
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obliteracion, prioriza el transporte del agua en forma axial sobre el radial, y la endodermis
pasa a cumplir funcion de proteccidn contra la deshidratacion del cilindro central, acorde
con lo sefialado por Enstone et al. (2003), pudiéndose interpretar como una adaptacién de

aquellas plantas que sufren déficit hidrico y que pierden la epidermis y la corteza.

Los tratamientos de semillas germinadas en condiciones de estrés salino se muestran
en la Figura 5.10, las células endodérmicas mantienen su forma prismatica, a diferencia de lo
que ocurre en los tratamientos con PEG. Sin embargo, la endodermis se observa con

degradacion de suberina o ausente, y se distinguen pocas organelas.

Del analisis de las caracteristicas ultraestructurales de raices de plantulas provenientes
de las semillas puestas a germinar en condiciones de estrés salino, y luego recuperadas (Fig.
5.11), se pone de manifiesto que el sistema dérmico y la corteza logran una recuperacion

parcial.

Las alteraciones encontradas a nivel ultraestructural en las raices desarrolladas en
condiciones de estrés hidrico y salino, y su recuperacion, podrian explicarse por la generacion
y acumulacion de ROS (especies oxigeno reactivas), que conduce al dafio oxidativo de
lipidos, proteinas y &cidos nucleicos (Sharma et al., 2011), y segin Lee et al. (2009) a la
induccién a la transcripcion de genes (KCS20 y KCS2/DAISY), involucrados en la

biosintesis de suberina en la endodermis.
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Figura 5.6. Rizodermis y exodermis en condiciones de estrés hidrico (PEG, Wa= -1,2 MPa), salino
(CINa, Wa= -1,2 MPa) y recuperadas. A, Ya= -1,2 MPa (PEG); B, recuperada (Ya= OMPa); C, Wa= -1,2
MPa (CINa); D, recuperada (Wa= OMPa).
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Figura 5.7. Ultraestructura de la endodermis y el periciclo en tratamiento control de V. dasycarpa. A,
pared radial entre dos células endodérrmicas; B, periciclo en division. En, endodermis; flecha, banda de
Caspary; P, periciclo.
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Figura 5.8. Ultraestructura de la endodermis de V. dasycarpa germinada en condiciones de estrés
hidrico (PEG, Wa= -1,2 MPa). Ay B, detalle de la endodermis colapsada con engrosamientos de suberina.
En, endodermis; flecha, suberina.
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Figura 5.9. Comparacion de células endodérmicas de raices recuperadas del tratamiento con estrés hidrico
(PEG, Ya=-1,2 MPa). A, recuperadas; B, control. En, endodermis; flechas, laminilla de suberina continua.
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Figura 5.10. Detalle de células endodérmicas de raices germinadas en condiciones de estrés salino
(CINa, Wa= -1,2 MPa) A, endodermis con degradacién de suberina; B, endodermis sin suberina. En,
endodermis; flechas, banda de Caspary.
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Figura 5. 11. Ultraestructura de raices de semillas recuperadas luego del estrés salino (CINa, Wa= -1,2
MPa). A, seccion de rizodermis y parénquima cortical; B, endodermis; C, pelo absorbente. Exc, exodermis
colapsada; Pc, parénquima cortical; Ri, rizodermis.
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Figura 5.12. Recuperacién de V. dasycarpa cv.Tolse F.C.A. A, sometidas a estrés hidrico (PEG); B, estrés
salino (CINa) luego de 12 dias de recuperadas. Circulo, brote de yemas profilares.
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Figura 5.13. Triades en axila de catafilos y nomofilos de V. dasycarpa. A, catafilo trilobado; B,
triades; C, detalle de la yema principal; D, yema principal originando ramificacion; E y F, corte
transversal del nudo del complejo axilar (yemas axilar y profiar); E, nivel primer catafilo; F, nivel de
nomofilo. Ca, catafilo; No, nomofilo; Ya, yema axilar; Yp, yema profilar.
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Morfologia de las plantulas de semillas recuperadas

En la Figura 5.12 se muestra la comparacion de la respuesta entre las plantulas
provenientes de semillas luego de 12 dias del inicio de la recuperacion al estrés hidrico y
salino. En algunas plantulas se observa el desarrollo de ramificaciones cuyo origen se

determind que partia de la axila de los catafilos (Figs. 5.12 Ay 5.13).

Los estudios anatomicos muestran que tanto a nivel de catafilos como de nomofilos se
encuentran complejos de yemas axilares. Estos complejos estdn conformados por la yema
axilar y las yemas profilares fértiles, a partir de las cuales se desarrollan ramificaciones (Fig.
5.13). Esta caracteristica concuerda con la citada para otras leguminosas por Tourn et al.
(1996) y Perissé et al. (2014) en Cologania boussonetii (Balb.) DC., que pueden considerarse
como una estrategia para el rebrote y por lo tanto para la supervivencia de la especie frente a

factores adversos.

CONCLUSIONES

El estrés hidrico y salino afecta los parametros de crecimiento del sistema radical y
caulinar. El cultivar Tolse F.C.A. de V. dasycarpa es mas sensible al crecimiento en
condiciones de estrés hidrico simulado con PEG, comparado con el estrés salino con
cloruro de sodio. Los resultados indican una respuesta en la que el sistema caulinar se ve
menos afectado que el sistema radical en los tratamientos con cloruro de sodio. La
respuesta a nivel anatdmico mas relevante frente al estrés hidrico es el engrosamiento de
las paredes radiales y tangenciales internas de la endodermis, y en el cilindro central la
escasa diferenciacion por su diametro entre los miembros de vaso del protoxilema y del
metaxilema. Los engrosamientos de la endodermis se corresponden a nivel ultraestructural
con el colapso las células endodérmicas y la acumulacion de suberina. La plasmolisis de la
corteza y el escaso desarrollo de la banda de Caspary son la respuesta mas notable frente al
estres salino. A nivel de la ultraestructura, el poco desarrollo de la banda de Caspary se
correlaciona con la degradacion de suberina. Estas respuestas facilitan el movimiento
apoplastico del agua hacia el sistema vascular. Las plantulas sometidas a estrés salino
tienen un mejor comportamiento en comparacion con las sometidas a estrés hidrico. El
complejo de yemas axilares en los catafilos conforma un reservorio de meristemas apicales
caulinares (MAC) para la recuperacion frente al estrés.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES GENERALES

En la presente tesis se aportan caracteristicas seminales y de la plantula del cultivar
Tolse F.C.A. de Vicia dasycarpa que complementan descripciones realizadas por diversos
autores, y que permiten su identificacion tanto en ensayos de laboratorio como a campo. Se
describe la relacion entre la cubierta seminal y la importancia de las grietas en la lente, que
posibilitan explicar el ingreso y avance del agua durante la imbibicion. Dichas caracteristicas
permiten la imbibicion del embridn, lo cual aseguraria la integridad de las membranas y una
exitosa germinacion. Por primera vez, se describe la presencia de dos pares de aréolas (pit y
antipit) y sus caracteristicas citologicas. Esto apoya la hipotesis respecto a su funcion como
celulas de transferencia durante el proceso de embriogenesis, el llenado de la semilla, y la

posterior hidratacion.

El tipo de germinacion criptohipogea y las caracteristicas de la plantula normal, que
incluye el complejo axilar -una yema axilar y las yemas profilares desarrolladas- en los
catafilos (alguno de los cuales permanecen protegidos bajo el nivel del suelo), constituyen una

ventaja adaptativa para su establecimiento en ambientes con distintos tipos de estrés.

La evaluacién de la germinacién en condiciones de estrés hidrico y salino, concluyé
que el nivel minimo de hidratacion del 125% del peso fresco de la semilla, para alcanzar la
germinacion “sensu stricto”, es concordante con el citado para otras Fabaceas Papilionoideas.
La disminucion en la germinacién en los niveles mas altos de estrés hidrico y salino, se puede
atribuir a que la semilla no alcanza dicho nivel de hidratacion en la fase de imbibicion, por
deficiencia en la disponibilidad de agua. Esto puede conducir a la concentracion de ROS,

degradacion o inactivacion de enzimas, e inhibicion de la germinacion.

El estrés hidrico simulado con PEG, y el salino con cloruro de sodio afectaron la

germinacion y el crecimiento de las plantulas de Vicia daycarpa, y de forma mas marcada en
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la medida que disminuyd el potencial agua. El porcentaje de germinacion resulto el indicador

mas sensible.

Con la aplicacion del modelo de tiempo hidrico se corrobor6 la hipotesis planteada
en relacion a la mejor respuesta a la germinacion de Vicia dasycarpa cv. Tolse F.C.A. en

condiciones de estrés salino que en condiciones de estrés hidrico.

Los resultados obtenidos a partir del estudio de la ultraestructura, implican una
relacion entre el movimiento de agua y nutrientes en las raices via apoplasto y simplasto, y la
barrera que representa la suberina en la endodermis. Se reporta por primera vez para este
cultivar la deposicion de suberina en la endodermis como respuesta al estrés hidrico, en
contraposicion con la degradacién de la suberina como respuesta al estrés salino. La primera
respuesta permite explicar el retraso en la germinacion frente al estrés hidrico y la segunda, la

mayor tasa de germinacion y crecimiento frente al estrés salino.

En los casos de bajos potenciales agua simulados por PEG, se produciria un efecto
osmoprotector, lo cual explicaria la significativa recuperacion al disminuir el estrés hidrico.
Por otro lado, con bajos potenciales agua por estrés salino, es posible un elevado porcentaje

de germinacidn, pero con bajo porcentaje de recuperacion en caso de cesar el estrés.

El hecho de que el cultivar Tolse F.C.A. de Vicia dasycarpa superd el 60% de
germinacion tanto en condiciones de estrés hidrico y salino con potenciales agua de hasta -0,8
MPa, pone en evidencia el prometedor futuro de este cultivar para ser utilizado como forrajera
y/o abono verde, en regiones con estos problemas, y especificamente en la region centro y

noroeste de la provincia de Cordoba.

Se respalda la hipdtesis planteada en esta investigacion sobre las respuestas morfo-
fisioldgicas de la germinacién de Vicia dasycarpa Ten. cv. Tolse F.C.A en condiciones de

estrés hidrico y salino.

Las investigaciones de las respuestas morfoldgicas y fisiologicas bajo estrés hidrico

y salino en la fase de germinacién y crecimiento temprano de la plantulas son
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fundamentales para la comprension de las caracteristicas y la capacidad de recuperacion en
dichos estadios tempranos, hasta el punto de entender la baja implantacion de plantulas o

de resiembra.

El estrés hidrico afecta en gran medida a la germinacion, pero la intensidad de la
respuesta depende de la especie, del estadio y de la duracion del estrés. De aqui, la
necesidad de abordar estudios interdisciplinarios en los cuales la morfo-fisiologia puede
guiar el trabajo de investigadores y fitomejoradores en la blusqueda y evaluacién de cultivares

de ésta y otras especies de leguminosas tolerantes al estrés hidrico y salino.

La importancia de los aportes de esta investigacion radica en su aplicacion en planes
de mejoramiento, constituyendo una herramienta Util para evaluar cultivares tolerantes a

estrés hidrico y salino, y proponer innovaciones que permitan mejorar la actividad agricola.

Este estudio representa una contribucion para la comprension de las respuestas morfo-
fisioldgicas al estrés hidrico y salino de una leguminosa con un alto valor ya que aporta

forraje durante el periodo otofio-inverno-primaveral.

Futuras lineas de investigacion

Seria importante estudiar las respuestas morfo-ecofisiolégicas en estadios mas

avanzados del cultivo.

Dadas las respuestas adaptativas morfo-fisiolégicas del cultivar es posible

identificar marcadores que permitan fundamentar la respuesta adaptativa.

Desde el punto de vista tecnoldgico y agronomico, teniendo en cuenta que el
Semillero “Los algarrobos” esta interesado en comercializar el cultivar; se propone evaluar

los lotes de semilla en relacion a la respuesta al estrés hidrico y salino.

Desde el punto de vista Morfo- Fisiologico, seria beneficioso extender las

investigaciones a otras leguminosas de interés.
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