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La fotooxidación en la semilla de sauce y sus consecuencias en la 

imbibición y formación de la plántula 

 

Resumen 

A diferencia de lo que ocurre en una semilla ortodoxa típica, los tejidos 

embrionarios de las semillas de sauce (Salix nigra L.) presentan cloroplastos que no 

desdiferencian durante la maduración del secado, por lo que conservan la clorofila y 

mantienen su sistema de endomembranas intacto. Debido a que las membranas 

tilacoides son los principales sitios para la generación de especies reactivas de oxígeno 

(ERO), resulta inevitable que sean afectadas o dañadas cuando las semillas son expuestas 

a la luz (fotooxidación). Otra atipicidad que presentan estas semillas es que durante la 

hidratación controlada (priming) ocurre un descenso de la germinación normal (GN) que 

es seguido por una recuperación de la misma. El objetivo de este trabajo de tesis fue 

determinar la probable participación de las ERO en los procesos fotooxidativos que 

afectan las semillas de sauce y estudiar sus consecuencias durante la imbibición y la 

germinación de las mismas. Las reacciones oxidativas generadas por la clorofila excitada 

por la luz, inducen un fuerte deterioro principalmente en los tejidos externos más 

expuestos a dicho agente. En semillas de otras especies se ha reportado que, con la 

hidratación inicial, se genera un estallido oxidativo. En las semillas de sauce, el alto nivel 

basal de ERO producido por la fotooxidación potencia el estallido oxidativo provocando el 

atípico descenso de la GN. Cuando la hidratación es controlada el daño causado por el 

estallido oxidativo es revertido debido a un mayor tiempo de actuación de los 

mecanismos de reparación y de las defensas antioxidantes que conduce a la recuperación 

de la GN. Por el contrario, si los mecanismos de reparación no tienen el suficiente tiempo 

de actuación, como ocurre cuando la hidratación no es controlada, los daños no se 

revierten, lo que se ve reflejado en un aumento de la geminación anormal. En este caso, 

si la fotooxidación no afecta el eje embrionario, la plántula genera diversos mecanismos 

de recuperación entre los que se destaca un sensible aumento de las defensas 

antioxidantes, que le permiten superar los daños y continuar con su desarrollo. 
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Photooxidation in willow seed and its consequences on imbibitions 

and seedling formation 

 

Abstract 

Contrary to what happens in a typical orthodox seed, in willow seeds (Salix nigra 

L.) the chloroplasts of the embryonic tissues do not dedifferentiate during the maturation 

drying process, preserving chlorophyll and maintaining intact their endomembrane 

system. Since the thylakoid membranes are the principal sites of reactive oxygen species 

(ROS) generation, it is inevitable that they be affected and damaged when seeds are 

exposed to light (photo-oxidation). Another atypical characteristic presented by these 

seeds is that during controlled hydration (priming) normal germination (NG) experiences 

a decrease, followed by a recovery. The objective of this thesis was to confirm the likely 

participation of ROS in the photo-oxidative processes that affect the willow seeds and to 

study the consequences of these processes on seed imbibitions and germination. The 

oxidative reactions produced by light-excited chlorophyll induced a strong deterioration 

process, principally in the external tissues most exposed to the light. There have been 

reports of an oxidative burst accompanying initial hydration in seeds of other species. In 

willow seeds, the high ROS baseline produced by photo-oxidation strengthens that 

oxidative burst, causing an atypical decrease in NG. Subsequently, under controlled 

hydration conditions, the damage caused by the oxidative burst is reverted due to the 

increased exposure to the reparative mechanisms and antioxidant defenses that leads to 

the recovery of NG. On the other hand, if the reparative mechanisms are not allowed to 

act long enough, as occurs during non-controlled hydration, the damages are not 

reverted, which is reflected in an increase in abnormal germination. In this case, if photo-

oxidation does not affect the embryonic axis, the seedling generates diverse mechanisms 

of reparation, particularly a sensitive increase in antioxidant defenses that allow it to 

overcome damages and continue developing. 
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Capítulo 1 

INTRODUCCIÓN 

Uno de los grandes temas abordados últimamente por la ciencia y la tecnología ha 

sido el de la conservación de los recursos genéticos debido a que la expansión de la 

frontera agrícola va anexando continuamente áreas originalmente con gran diversidad 

biológica para destinarlas al cultivo de un número reducido de especies. Sumado a esto, 

el cambio climático produce cambios en la genética de las plantas en respuesta a 

procesos de selección y provoca que algunas comunidades de plantas o asociaciones de 

especies puedan perderse por no tener la capacidad de adaptarse a estos cambios (Rajjou 

y Debeaujon, 2008). Este accionar implica que algunas especies sean eliminadas con su 

carga de genes, los cuales podrían ser necesarios en el futuro. La conservación de 

especies silvestres como así también de especies mejoradas genéticamente resulta 

evidentemente necesaria para eventuales futuros usos. 

El germoplasma vegetal se conserva fundamentalmente como semilla. La semilla 

constituye el principal vector de propagación de las plantas y su conservación tiene como 

objetivo principal el mantenimiento de la viabilidad, es decir, que el sistema deshidratado 

conserve la capacidad de sustentar vida. En cuanto a la conservación de las semillas, una 

primera clasificación las separó en dos categorías: tolerantes a la deshidratación (u 

ortodoxas) y no tolerantes a la deshidratación (o recalcitrantes) (Roberts, 1973a). Las 

semillas ortodoxas son las que naturalmente se deshidratan hasta alcanzar un contenido 

de agua en equilibrio con la humedad ambiente (10-12 % de contenido de agua) y pueden 

tolerar un posterior secado artificial hasta aproximadamente 5 % sin perder la viabilidad. 

Existen marcadas diferencias entre las semillas ortodoxas de distintas especies en cuanto 

al lapso durante el cual se mantienen viables, el que varía desde algunos años hasta, en 

algunos casos, centurias (Sallon y col., 2008). La longevidad resulta mayor cuanto menor 

es el contenido de agua como la temperatura en la que se conservan. Las semillas 

recalcitrantes en cambio, pierden la viabilidad antes de que su contenido de agua se 

equilibre con la humedad del ambiente. El contenido de agua por debajo del cual pierden 

la viabilidad se alcanza relativamente en poco tiempo, de ahí que sean muy poco 
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longevas. Se las puede mantener viables por lapsos relativamente cortos en condiciones 

de alta humedad, de temperaturas ligeramente superiores a 0 º C y tratadas con biocidas. 

A medida que mayor número de especies se fueron incorporando a estos estudios, 

se detectaron casos en los que el comportamiento se apartaba de aquellas dos categorías 

iniciales, por lo que, más recientemente se incluyó una tercera categoría llamada 

intermedia. Esta categoría abarca aquellas semillas que, si bien toleran la deshidratación 

natural, resultan afectadas en diferente grado por una posterior deshidratación artificial 

y/o muestran alguna susceptibilidad al frío en estado deshidratado. También incluye a 

semillas que pierden la viabilidad con contenidos de agua relativamente bajos aunque no 

tanto como el que alcanzarían deshidratándose naturalmente.  

La etapa de deshidratación de las semillas ortodoxas, última fase del desarrollo 

programado de la semilla, se inicia con la acumulación de reservas en los tejidos del 

embrión y del endosperma y continúa con la desdiferenciación general de la compleja 

estructura de las células de esos mismos tejidos. La desdiferenciación implica la 

desorganización del citoesqueleto y la reducción general de membranas que acompañan 

la progresiva deshidratación y conducen a una drástica reducción del metabolismo. Los 

sistemas de membranas, aproximadamente en número de 17, son todos heredables, 

siendo el tonoplasto la única membrana que puede ser generada de novo (Staehelin, 

2000). En la última etapa del desarrollo de las semillas ortodoxas, el sistema de 

membranas queda altamente reducido y las organelas desdiferencian. En el caso de 

cloroplastos y mitocondrias, la desdiferenciación se visualiza por la reducción de las 

membranas internas. La desdiferenciación de los cloroplastos y la consecuente 

degradación de la clorofila hacen que las semillas pierdan el color verde (degreening). Se 

considera que la desdiferenciación de las estructuras o componentes celulares constituye 

un requisito para que se toleren bajos niveles de contenido de agua sin pérdida de la 

viabilidad. En contraposición, en las semillas recalcitrantes las organelas no 

desdiferencian y el metabolismo no cambia.  

La familia de las Salicáceas comprende aproximadamente 350 especies que se 

agrupan en dos géneros Populus (los álamos) y Salix (los sauces). En la práctica forestal, 

las especies de sauce y álamo se propagan por estacas (dado la facilidad de éstas para 



Capítulo 1 – INTRODUCCIÓN 

3 

enraizar) y no por semillas. Obviamente, la propagación por estacas acorta sensiblemente 

el tiempo requerido para que la planta alcance el tamaño que se desea. Por otra parte, las 

semillas de las especies de los dos géneros presentan el inconveniente de una rápida 

pérdida de viabilidad. Si bien las semillas no son requeridas para la propagación, resultan 

imprescindibles en los trabajos sobre mejoramiento genético dirigidos a mejorar la 

aptitud papelera y maderera de las Salicáceas, y así diversificar su uso, el que se 

encontraba restringido hasta no hace tanto tiempo a la fabricación de cajones como 

combustible. Estas actividades cobran relevancia debido a que el país cuenta con una de 

las zonas ecológicas más aptas para el cultivo de estas especies, como es el Delta del 

Paraná. Es probable que, al quedar el uso de las semillas limitado al mejoramiento, ésta 

haya sido la causa por la que fueran poco estudiadas, existiendo muy escasa información 

sobre las mismas en sus propiedades físicas, químicas, estructura y fisiología, como en lo 

que concierne a su rápida pérdida de viabilidad. 

La corta longevidad de estas semillas determinó que en un principio se las 

clasificara como presuntamente recalcitrantes (King y Roberts, 1979). Esta categorización 

se mantuvo hasta hace relativamente poco tiempo (Pence, 1995). Posteriormente se 

consideró que correspondían a la categoría de semillas de comportamiento ortodoxo 

porque toleran la deshidratación (Hong y col., 1996; Maroder y col., 1996) aunque 

quedaba sin explicar la causa por la cual esa tolerancia no estaba asociada a una 

longevidad de por lo menos algunos años, como ocurre con las ortodoxas típicas. En estas 

últimas se considera que el lento envejecimiento está producido principalmente por 

reacciones de autooxidación y de Maillard, que por ocurrir en estado deshidratado donde 

la movilidad molecular es baja, son reacciones lentas (Priestley, 1986; Wilson y McDonald, 

1986; McDonald, 1999).  

Dado que estas semillas pierden su viabilidad en unas pocas semanas a 

temperatura ambiente (Maroder y col., 2000) cabe preguntarse, entonces, cuáles son los 

mecanismos que operan en dicho deterioro. Para contestar esta pregunta Maroder y col. 

(2003) encararon estudios histológicos y subcelulares donde se encontró que los 

cloroplastos en los tejidos embrionarios no desdiferencian durante la maduración del 

secado, conservando la clorofila y manteniendo intacto su sistema de endomembranas. 
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Los cloroplastos son los sitios principales para la generación de ERO bajo condiciones de 

estrés y sin estrés (Sun y col., 2002). Por lo tanto resulta inevitable que sean afectados o 

dañados, durante la fotooxidación debido a que éstos son la principal fuente de O2 

activado en las plantas (Asada y Takahashi, 1987; Asada y col., 1998; Asada, 2006).  

De acuerdo a Maroder y col. (2000), cuando las semillas de S alba y S. matsudana 

se someten a una atmósfera controlada de humedad (100 % HR) y periódicamente se 

toman muestras para testear la germinación se comprueba que a medida que aumenta el 

contenido de agua, primeramente ocurre un descenso de la germinación normal (GN) que 

posteriormente es seguido por un ascenso de la misma. Este particular comportamiento 

resulta difícil de comprender y en la bibliografía no ha sido reportado. Si se descarta la 

posibilidad de daños por imbibición (Maroder y col., 2000), el efecto positivo podría ser 

explicado por la previa humidificación al 100 % HR, ya que resulta en un proceso de 

hidratación controlada que, al mismo tiempo que retrasa el inicio de la división celular, 

prolonga el tiempo durante el cual actúan los procesos de reparación celular (priming). 

Esto podría explicar la razón por la cual los valores finales de la GN en las semillas 

sometidas a priming son mayores a los del control. Además, es posible inferir que la 

fluctuación de la GN podría ser reflejo de una similar fluctuación en la relación ataque 

oxidativo/defensa antioxidante. 

Por todo lo dicho, la conservación de las semillas de sauce constituye un modelo 

de estudio interesante ya que no existe prácticamente bibliografía que describa el efecto 

de los radicales libres (RL) y las especies reactivas de oxígeno (ERO) en los tejidos 

fotosintéticos deshidratados, como lo son las semillas de Salicaceae y por ende tampoco 

la consecuencia de la acción de estos agentes oxidantes durante la germinación. 
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Objetivo de Trabajo 

Este trabajo de Tesis tuvo como objetivo general confirmar la probable participación de 

las ERO en los procesos fotooxidativos que afectan la semilla y estudiar sus consecuencias 

durante la hidratación y la germinación de la misma
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Capitulo 2 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Materiales 

Las semillas de Salix nigra L. fueron obtenidas de árboles crecidos en la Estación 

Experimental INTA-Delta. Las mismas fueron coleccionadas entre los años 2004 y 2010 en 

el período que va desde mediados de octubre a principio de diciembre. La colección se 

realizó según el siguiente protocolo: las ramas cargadas de amentos (espigas péndulas) se 

cortaron de los árboles en el tiempo en que las cápsulas (frutos) se tornaban amarillentas 

y las semillas comenzaban a liberarse del fruto. Ya en el laboratorio, a temperatura 

ambiente, los amentos se separaron de las ramas y se distribuyeron sobre rejillas 

metálicas. Periódicamente, cada 4 h (aproximadamente) se recolectaron las semillas 

liberadas por explosión de la cápsula y se separaron de la matriz algodonosa que las 

contiene, usando aire comprimido y se almacenaron a -70º C hasta ser usadas en los 

diferentes experimentos. El contenido de humedad de las semillas, que es 

aproximadamente 40 % (base húmeda) en el momento de su liberación del fruto, después 

de aproximadamente 3 h a temperatura ambiente se reduce a 11 ± 2 %. Todas las 

operaciones señaladas se realizaron en condiciones de iluminación de muy baja 

intensidad.  

 

Métodos 

(1) Determinación del contenido de agua. 

El contenido de agua de las muestras se determinó gravimétricamente y se calculó 

en base a la masa antes y después del secado en estufa (1 h a 130 ± 2º C), expresándose 

sobre base seca o húmeda, según los experimentos (ISTA, 1999). 
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(2) Pruebas de germinación 

En todos los casos las pruebas de germinación se hicieron de acuerdo con el 

siguiente protocolo: se colocaron las semillas sobre papel humedecido (3 hojas) con 3.5 

cm3 de agua destilada-desionizada en cajas de Petri de 6-cm de diámetro a 25 ± 1º C y 16 

h bajo luz fluorescente/8 h de oscuridad por 7 d. La germinación se considera normal si la 

plántula desarrolla los cotiledones, el hipocótilo y la raíz y está erecta; las plántulas que 

no reúnen estos criterios son clasificadas como anormales. La germinación normal (GN) 

fue evaluada usando 3 réplicas de 30 semillas para cada tratamiento. En algunos 

experimentos también se estimaron la germinación anormal (GA) y la germinación total 

(GT) (semillas con germinación normal más semillas no-germinadas). Aunque las semillas 

frescas germinan dentro del período de 12 a 24 h (hasta 72 h para semillas con vigor 

bajo), el recuento definitivo se llevó a cabo el sexto día desde el momento de la siembra, 

de modo de poder reconocer sin dudas las plántulas anormales. En algunos experimentos 

se determinó además el tiempo medio de germinación (TMG), que fue calculado según la 

fórmula: Σ (niti) / Σ ni, en la que ni es el número de semillas germinadas en el tiempo ti 

desde el comienzo de la imbibición.  

La germinación a 24 h desde el momento de la siembra es considerada como un 

indicador del vigor; en este caso el criterio de germinación fue la protrusión del 

hipocótilo, teniendo en cuenta que (a diferencia de otras semillas) el primer signo visible 

de la germinación de las semillas de sauce es la extensión del hipocótilo (Pólya, 1961). 

 

(3) Fotooxidación 

Las semillas se colocaron en una placa de Petri formando una monocapa, se 

almacenaron durante tres días en oscuridad o bajo luz fluorescente blanca-fría (1,75, 2, 

10 y 16,1 µmolm-2s-1). Las placas de Petri se colocaron sobre una solución saturada de 

K2CO3 (45 % de humedad relativa) contenida en una caja plástica. Durante los tres días de 

almacenamiento, el contenido de agua de semillas se estabilizó a un 9 %. Los 
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tratamientos se llevaron a cabo a 25º C en una incubadora refrigerada MIR-153 SANYO, 

en aire o en atmósfera de nitrógeno (el nitrógeno se burbujea con anterioridad en una 

solución saturada de K2CO3). Las semillas control corresponden a semillas mantenidas a -

80º C (semillas no fotooxidadas). 

 

(4) Análisis de resonancia de espín electrónico (Electron Spin Resonance -ESR)  

Se realizaron cuatro réplicas de 150 mg de semillas para cada tratamiento. Las 

semillas fueron transferidas a un  tubo de cuarzo ESR. Los espectros de ESR fueron 

realizados a 20º C en un espectrómetro ESR (X-band ESR Spectrometer Bruker ECS 106-

Brucker Instruments, Inc., Berlin, Germany). Las condiciones del espectrómetro fueron: 

poder de microonda 1 mW, campo central 3445, amplitud de barrido de 1000 G, tiempo 

de conversión 5,12 min, constante de tiempo 5,12 m, frecuencia de modulación 50 KHz, 

amplitud de modulación 0,1 G, ganancia 2,104, y resolución 1024 puntos. El número de 

registros varió entre 100 a 400 dependiendo de la intensidad de la señal. La intensidad de 

la señal radical fue medida como la altura total del pico de radical libre en la intensidad de 

la señal del primer espectro derivativo. Todos los espectros ESR tuvieron formas lineales y 

amplitud de línea equivalentes, con la intensidad de la señal de ESR fueron considerados 

proporcionales a las concentraciones radicales. Por lo tanto, las concentraciones radicales 

fueron estimadas a partir de las alturas totales de los picos respectivos y expresadas 

como medidas relativas, relacionando dentro de cada espectro la interrelación entre la 

altura del pico de radical libre y la altura del pico de campo bajo de manganeso.  

 

(5) Clorofilas y carotenos 

El análisis de clorofilas y carotenos se hizo según los siguientes protocolos: las 

semillas pulverizadas fueron embebidas en cloroformo:metanol (2:1 en volumen) (Arnon, 

1949) y Lichtenthaler (1987). La mezcla fue sonicada durante 10 min y luego centrifugada 

a 8000 x g. La extracción se repitió tres veces y el extracto fue secado en corriente de 

nitrógeno, re-disuelto en N,N-dimetilformamida y centrifugado durante 10 min a 8000 x 
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g. La absorbancia fue leída con un espectrofotómetro. Para la conversión de las lecturas a 

contenidos de clorofila y carotenos, se utilizaron las siguientes ecuaciones (Inskeep y 

Bloom, 1985; Lichtenthaler, 1987): 

Chl a (µg/mg de peso seco) = 12,70 A 664.5 – 2,79 A 647 

Chl b (µg/mg de peso seco) = 20,70 A 647 – 4,62 A 664.5 

Total Chl (µg/mg de peso seco) =  17,90 A 647 – 8,08 A 664.5  

Carotenos tot (µg/mg de peso seco) = (1000. A 470 – 1,82 . Chl a – 85,02 . Chl b ) / 198 

A = Absorbancia 

 

(6) Microscopía de campo claro y microscopía electrónica de transmisión 

Semillas enteras (diámetro 10 x 0.5 x 0.3 mm) fueron fijadas en glutaraldehído 2,5 

% en buffer  fosfato 0,1 M, pH 7,5 a 4º C, durante 2 h. Para los estudios de microscopía de 

campo claro los tejidos fijados fueron deshidratados mediante una serie de etanol hasta 

llevarlos a acetona, luego tratados en una serie creciente de acetona-resina y finalmente 

embebidos en esta última (resina JB4 2-butoxiethanolmethacrylate-Polyscience, 

Warrington, Pa). Para realizar los estudios subcelulares, las semillas fijadas en 

glutaraldehído fueron post-fijadas en OsO4 1 % en el mismo buffer durante 1 h, 

deshidratadas en una serie etanol-acetona y embebidas en resina Spurr (Sigma – Aldrich, 

USA) según el protocolo descrito en Maldonado y Lott (1991). Los tejidos frescos y los 

tejidos embebidos en resina Spurr fueron usados para los análisis histoquímicos. Las 

secciones semi-finas se tiñeron con azul de toluidina, (O´Brien y McCully, 1981), sudan 

black B (Bronner, 1975) Las secciones se montaron sobre grillas cubiertas con Formvar y 

luego carbón, teñidas en acetato de uranilo seguido por citrato de plomo y analizadas con 

microscopía electrónica de transmisión (Zeiss M109). 
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(7) Extracción de lípidos y análisis de ácidos grasos analizados por GLC  

El análisis de los ácidos grasos se llevó a cabo usando semillas liofilizadas. El 

material fue transferido a tubos eppendorf de 1,5 ml  y los lípidos totales fueron extraídos 

usando la mezcla cloroformo–metanol usando el procedimiento descrito por Folch y col. 

(1957). Los extractos de lípidos totales fueron secados y pesados, suspendidos en 2 ml de 

una solución fresca de 10 % KOH en etanol y saponificados durante 60 min a 80º C usando 

tubos de vidrio con tapa esmerilada. Se agregaron 2 ml de hexano y los ácidos grasos se 

extrajeron por agitación. La fase superior orgánica (no-saponificable) fue descartada. La 

capa acuosa fue acidificada con 1,5 ml de HCl concentrado y los ácidos grasos se 

extrajeron dos veces con 1,5 ml hexano. Los extractos conteniendo los ácidos grasos 

libres fueron secados bajo una corriente de nitrógeno, disueltos en 1,5 ml BF3 (10 % en 

metanol) y 1,5 ml de benceno y esterificados por calentamiento y agitación a 100º C 

durante 1 h. Los ésteres de ácidos grasos (Fatty Acid Methyl Esters -FAME) se extrajeron 

dos veces con hexano y lavados con agua destilada. Después de un lavado, la fase 

orgánica fue evaporada bajo una corriente de nitrógeno, re-disuelta en hexano, y 

analizada por Gas-Líquido Cromatografía (GLC). Luego, 1 µl de la solución FAME fue 

inyectada en una columna capilar (30 mm x 0,25 mm, 0,25 µm film) (Omegawax X250 -

Supelco Inc., Bellefonte, Pennsylvania) en un cromatógrafo Hewlett Packard HP-6890 

equipado con un detector flame ionization. La temperatura de la columna fue 

programada para un incremento linear de 3º C/min desde 175 a 230º C. Los picos 

cromatográficos de FAME fueron identificados por comparación de sus tiempos de 

retención con estándares bajo las mismas condiciones. 

 

(8) Estudios de sonda de espín (Spin probe ESR) 

La detección de los espectros de resonancia de ESR usando la técnica de Spin 

Probe y un agente amplificante, con el objeto de estudiar los cambios en las propiedades 

de barrera de las membranas, han sido descriptos en Golovina y Tikhonov (1994) y en 

Golovina y col. (1997). 
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Brevemente, las semillas fueron tratadas con una solución de TEMPONE (4-oxo-

2,2,6,6-tetramethyl-1-piperidyneloxy)(Sigma). TEMPONE es un radical nitróxido anfifílico 

y estable que permeabiliza la membrana plasmática y separa las fases hidrofílica e 

hidrofóbica del citoplasma, dando a cada fase una señal ESR específica. El ferrocianuro es 

soluble en agua y no atraviesa la membrana plasmática excepto cuando las áreas dañadas 

están presentes decreciendo la amplitud de la señal (amplificante) correspondiendo a la 

fase hidrofílica, siendo el decrecimiento de la señal proporcional al daño de la membrana. 

La razón entre amplitud de ambas señales cuantifica el daño de la membrana. Ambas 

sustancias actúan como sondas paramagnéticas, permitiendo su detección por resonancia 

de espín electrónico. Para cada tratamiento, tres réplicas de 150 mg de semillas cada una 

fueron embebidas durante 6 h a 4º C en 1 ml de agua. Después de eso, 0,5 ml se 

extrajeron de agua y se agregó 2 ml de la solución TEMPONE,  se mezcló y luego se 

agregaron 0,5 ml de ferrocianuro de potasio hasta una concentración final de 120 mM y 

las semillas incubadas durante 15 min. Luego, se extrajo el solvente y las semillas se 

secaron a 20° C durante 2 h a humedad relativa ambiente. Las semillas secas fueron 

selladas en un capilar de 2 mm de diámetro. Las mediciones de ESR fueron realizadas a 

temperatura ambiente con el espectrómetro X-band ESR arriba mencionado. Las 

condiciones estándar del espectrómetro para los radicales nitróxidos fueron: campo 

central 3483 Gauss; amplitud de barrido 80 Gauss; poder de microonda 6,35 .10-1 mW; 

frecuencia de la micro-onda 9,62 GHz; el tiempo de conversión 2,56 min; constante de 

tiempo 2,56 min, frecuencia de modulación 50 KHz; amplitud de  modulación 9,52 .10-2 

Gauss; y ganancia 1,12. 104. Se acumularon 20 espectros para mejorar la relación 

señal/ruido. 

 

(9) Conductividad eléctrica 

La conductividad del filtrado se determinó según el siguiente protocolo: 300 mg de 

semillas se sumergieron en 8 ml de agua destilada, durante 3 h a 20º C. Se hicieron tres 

réplicas. La conductividad del medio acuoso se midió con un Conductivímetro Altronix 

Modelo CTX-II. Para la calibración del equipo se empleó una solución de KCl 3M. Los 

resultados se expresaron como µS mg-1 de semillas secas. Los valores correspondieron a 
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los valores promedio ± DE. 

 

(10) Priming osmótico 

El tratamiento de priming se llevó a cabo mediante la colocación de las semillas 

fotooxidadas en una solución de polietilenglicol 6000 (-1,55 MPa) (Merck) a 17º C, 

durante diferentes tiempos (o, 2, 4, 6 y 8 h) de acuerdo al tratamiento. Las semillas 

fueron lavadas brevemente con agua destilada y secadas en papel filtro a temperatura 

ambiente. 

 

(11) Quimioluminiscencia (SCL) 

Para medir la quimioluminiscencia, hemos modificado la técnica descrita por 

Causin y col. (2009). En pocas palabras, los viales se cargaron con 2 ml de 100 mM buffer 

fosfato (pH 7,0) y se midió dos veces la quimioluminiscencia. Posteriormente se 

agregaron las semillas (50 mg) y después de 30 min se leyó nuevamente 

quimioluminiscencia dos veces (siempre en condiciones de oscuridad). La 

quimioluminiscencia se midió en un contador de centelleo líquido Beckman LS-3150P 

operado en el modo out-of-coincidence con el programa que trae el dispositivo. Los 

valores fueron expresados como cuentas por minuto (cpm). La quimioluminiscencia se 

calcula según la fórmula:  

SCL (cpm) = (SCLs - SCL0) 

Donde SCLs es el promedio de lecturas de las muestras del vial que contiene las 

semillas y SCL0 es el promedio de las lecturas del vial con buffer 
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(12) Producción de O2·-
 

La producción del radical O2
·- se determinó mediante una versión modificada de 

LiszKay y col. (2004). Para estudiar el efecto metabólico de las ERO al comienzo de la 

imbibición sobre la GN y la producción del radical O2
·- se preincubaron en un tubo tipo 

eppendorf 0,1 g de semillas de sauce con 1 ml las diferentes soluciones: cloruro de 

manganeso (MnCl2), N, N'-dimetiltiourea (DMTU), dimetilsulfóxido (DMSO), sulfato de 

zinc (ZnSO4), cianuro de potasio (KCN) y azida sódica (NaN3). En el caso del control  se 

colocó 1 ml de agua. Pasados 5 min se agregó 0,5 ml de la sonda Na2,3’-[1-

[(phenylamino)-carbonyl]-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro) benzenesulfonic acid 

hydrate (XTT) 1,5 mM (0,5 mM en el medio de reacción) y se incubó durante 40 min más 

(45 min en total). Para lograr el mayor contacto de las semillas con las diferentes 

soluciones, la reacción se hizo en un homogenizador modelo Sang (Laboratorios IPE, 

Argentina). La absorbancia  de la mezcla de reacción (1,5 ml totales) incrementó debido a 

la formación del compuesto coloreado formazán y fue medida espectofométricamente a 

470 nm. La absorbancia fue transformada en concentración molar usado un coeficiente 

de extinción de 2,16 x 104 L mol-1 cm-1 (Sutherland and Learmonth, 1997). Los lotes de 

semillas destinados al cálculo de la GN se les agregó agua en lugar de XTT. 

 

(13) Localización de ERO 

H2O2 citoquímica 

El método utilizado para localización citoquímica del H2O2 se basó en la generación 

de precipitados de peróxidos de cerio (Bestwick y col. 1997). Las semillas fueron 

embebidas en una solución  5 mM de CeCl3, 50 mM buffer MOPS (3-

morpholinopropanesulfonic acid, 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid) pH 7,2 durante 1 

hora. El CeCl3 en presencia de H2O2 forma peróxido de Ce (IV) el cual precipita. Como 

control negativo, previo a la imbibición con CeCl3 las semillas se incubaron con DMTU (15 

mM), un atrapador de H2O2. Como control positivo se utilizó KCN (1 mM), un inhibidor de 

las peroxidasas. Los cortes histológicos de las semillas son analizados mediante un 
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microscopio ambiental de barrido (Enviromental Scanning Electron Mycroscopy-ESEM) 

provisto de un analizador EDAX el cual permite la detección de Ce en los diferentes 

compartimentos celulares.  

H2O2  histoquímica 

El método usado para detección in situ del H2O2 fue basado en la generación de un 

precipitado marrón en presencia de 3,3´-diaminobenzidine-HCl (DAB) (Romero y col., 

2004). Las semillas se embebieron en una solución de DAB del 0,1 %. Luego de una hora 

de incubación las semillas se lavaron con agua destillada y se decoloraron con alcohol 80 

% durante toda la noche. El control positivo y negativo utilizado fue el mismo que el del 

tratamiento anterior. 

O2
·-  histoquímica 

La presencia del O2
·- se determinó mediante el precipitado azul que forma el 

radical con el NBT (nitroblue tetrazolium chloride) (Romero y col., 2004). Las semillas se 

incubaron durante 1 hora en una solución 0,1 % de NBT. Las semillas se lavaron con agua 

destillada y se decoloraron con alcohol 80 % durante toda la noche. Como control 

negativo las semillas se incubaron previamente con una solución 12 mM de MnCl2, un 

atrapador radical O2
·-. 

 

(14) Proteínas solubles y oxidadas 

El contenido de proteínas solubles se determinó por el método de Bradford 

(Bradford, 1976) y se expresa como mg de proteína por gramo de peso seco. 

La medición de las proteínas oxidadas (carbonilos) se realizó de acuerdo a la 

técnica descripta en Reznick y Packer (1994). Esta técnica cuantifica 

espectrofotométricamente la formación de dinitrofenilhidrazona unida a proteínas a 

través de la reacción de la 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPh) y los carbonilos de las 

proteínas oxidadas. Este compuesto tiene un pico de absorción entre 355 y 390 nm y su 

coeficiente de extinción es 22.000 M-1 x cm-1. Las semillas se homogenizaron en una 
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solución de buffer de fosfato de potasio 50 mM pH 7,6 conteniendo 1 mM EDTA, 1 % 

(w/v) polyvinylpyrrolidone (PVP), 0,5 mM phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF), y 0,2 

mM benzamidine EDTA disódico 1 mM. El homogenato se centrifugó 15.000 x g durante 

20 min. Se extrajo el sobrenadante el cual se incubó 15 min con 10 % de sulfato de 

estreptomicina a temperatura ambiente para eliminar restos de DNA los cuales 

interfieren en el reacción. Nuevamente las muestras fueron centrifugadas 15.000 x g 

durante 20 min. El sobrenadante fue incubado 1 hora a temperatura ambiente en 

oscuridad con 2,4-Dinitrophenylhydrazine 10 mM + HCl 2,5 N. Al cabo de ese tiempo se 

agregó TCA 20 % y se dejó 10 min en hielo permitiendo así la precipitación de las 

proteínas. Se centrifugó la muestra (15.000 x g durante 10 min) conservándose esta vez el 

pellet que es donde se encuentran las proteínas. El pellet se lavó con etanol:acetato de 

etilo (1:1) hasta que el sobrenadante perdió el color. Por último se disolvió el pellet en 

clorhidrato de guanidina 6 M. La absorbancia se  leyó con un espectrofotómetro a 370 

nm. 

 

(15) Malondialdehido (MDA) 

Este compuesto se evalúa por medio de una técnica colorimétrica donde el ácido 

tiobarbitúrico (TBA) se une al MDA formando una base de Schiff que absorbe a 532 nm 

(Yagi, 1976). 

Con un mortero se homogenizaron las semillas en un buffer fosfato 30 mM pH 7,4 

KCl 120 mM y PVP. El homogenizado se centrifugó a 3000 x g 10 min y se descartó el 

pellet. Paralelamente se preparó un blanco con buffer en vez de muestra. Se tomó una 

alícuota del sobrenadante a la cual se le agregó BHT 100 mM y TCA al 20 % p/v  lo que 

luego de una incubación de 20 min y una centrifugación produjo la precipitación de las 

proteínas. El sobrenadante se colocó en tubos hermético y  se adicionó TBA 0.7 % . Los 

tubos tapados se pusieron a  baño maría 100º C durante 1 h, pasado ese tiempo, se 

enfriaron en hielo y se realizó la lectura espectrofotométrica. La concentración se 

determinó por la ecuación de Hodges y col. (1997). 
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(15) Actividad enzimática 

Cuatro réplicas de las semillas (30 mg) se homogeneizaron con 1,5 ml de buffer 

fosfato de potasio (pH 7,8)  conteniendo 1 mM EDTA, 1 % (w/v) de polivinilpirrolidona 

(PVP), 0,5 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), y benzamidina 0,2 mm . El 

homogenato se centrifuga a 16.000 g (4º C) durante 30 min y el sobrenadante se utilizó 

para los ensayos de actividad enzimática. La actividad enzimática de superóxido 

dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1), ascorbato peroxidasa (APX) (EC 1.11.1.11), guayacol 

peroxidasa (POX) (EC 1.11.1.7), y la catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6) se evaluó de acuerdo a 

Beauchamp y Fridovich (1971), Nakano y Asada (1987), Prochazkova y col. (2001), y Aeibi 

(1984), respectivamente. La actividad enzimática se expresó como porcentaje de las 

actividades de las semillas no fotooxidadas. 

 

(15) Análisis estadístico 

Todos los resultados los valores corresponden a la media ± el desvío estándar (DE). 

Las diferencias entre tratamientos se determinaron usando el test de Tukey con P ≤ 0.05



Capítulo 3.1 – Análisis de semillas fotooxidadas: Efectos de la fotooxidación 

17 

Capitulo 3.1 

Análisis de semillas fotooxidadas: 

Efectos de la fotooxidación sobre la integridad de las membranas 

 

INTRODUCCIÓN 

Las semillas ortodoxas típicas presentan longevidades de varios años (Roberts, 

1973a). Durante ese tiempo un proceso de envejecimiento se produce muy lentamente, 

siendo la autooxidación la principal causa  (Priestley, 1986; Wilson y McDonald, 1986; 

McDonald, 1999). Este proceso genera radicales libres (RL) y especies reactivas del 

oxígeno (ERO) que producen daños a moléculas y membranas y, en consecuencia, las 

organelas celulares se ven afectadas (Priestley y Leopold, 1983; Priestley, 1986; Wilson y 

McDonald, 1986; Ponquett y col., 1992). Las semillas de sauce poseen la capacidad de 

tolerar la desecación a contenidos de agua muy bajos, al igual que las semillas ortodoxas 

típicas, pero se diferencian de estas últimas en dos aspectos: (1) pierden  la viabilidad en 

unas pocas semanas a temperatura ambiente (Maroder y col., 2000), y (2) las células de 

los tejidos embrionarios no desdiferencian sus membranas durante el secado de 

maduración, y los cloroplastos conservan la clorofila manteniendo intacto su sistema de 

endomembranas (Maroder y col., 2003). 

En tejidos verdes y frescos (por ejemplo el parénquima clorofílico de una hoja), la 

clorofila excitada por la luz puede activar el oxígeno molecular ya sea directamente 

mediante la transferencia de energía de excitación, formando el oxígeno singlete, o 

indirectamente por la transferencia de electrones, formando el radical superóxido. 

Ambos tipos de oxígeno generan RL y ERO y el proceso es definido como una foto-

oxidación (Asada, 1994; Dalton, 1995; Foyer, 1996). Pocos estudios sobre la activación del 

oxígeno se han llevado a cabo en tejidos verdes y secos, como lo son los tejidos 

embrionarios de las semillas de Salicaceae. Aún así, es posible suponer que en estos 

tejidos la transferencia de electrones no se produce, dado que el fotosistema I no es 
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operativo en un estado deshidratado. Sin embargo, es importante destacar que la 

activación del oxígeno molecular mediante la transferencia de energía, junto con la 

emisión de luz con mayor longitud de onda y la liberación de calor, constituyen las 

posibles vías de disipación de energía de activación de luz activados por la clorofila 

(Golbeck, 1992; Chitnis, 1996). 

En este capítulo, se han seleccionados semillas de sauce de la especie Salix nigra L. 

y empleado varios métodos, entre sí complementarios, para estudiar el posible papel de 

la clorofila en la corta viabilidad  que caracteriza a estas semillas. Se propone que los RL y 

ERO generados por la clorofila activada por la luz producirían, en primer lugar, una 

intensa peroxidación lipídica en las membranas tilacoides, ya que ahí se encuentran 

localizados los complejos fotosintéticos conteniendo clorofila. En segundo lugar, el daño 

oxidativo difundiría a otras membranas y estructuras celulares. En el estado de 

deshidratación, las defensas moleculares contra estos agentes serían insuficientes y/o 

apenas eficientes, y las defensas enzimáticas, inactivas (Nandi y col., 1997; Bailly, 2004). 

Por lo que se conoce, no existen estudios similares en semillas verdes maduras, o en 

semillas que muestren un deterioro tan rápido. Para probar esta hipótesis, las semillas se 

envejecieron en diferentes condiciones de intensidades de luz (fotooxidación) y 

composiciones atmosféricas y la intensidad del daño se determinó mediante las 

mediciones de germinación normal (GN), germinación total (GT), y tiempo medio de 

germinación (TMG). La producción de RL se evaluó por espectroscopía de resonancia de 

espín electrónica (ESR); los cambios en la composición de ácidos grasos de los 

fosfolípidos, glicolípidos y triglicéridos se analizaron mediante cromatografía gas-líquido 

(GLC). Con el fin de conocer los efectos sobre la integridad de la membrana, un amplio 

estudio se llevó a cabo utilizando diferentes métodos como una sonda spin ESR, 

conductividad eléctrica y microscopía electrónica de transmisión (MET). 

 

RESULTADOS 

Cuando las semillas fueron fotooxidadas en presencia de luz y oxígeno hubo una 

disminución en la GN y un aumento de la TMG (Fig. 1).  
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Los RL fueron detectados tanto en semillas control como en los diferentes 

tratamientos. Las semillas control, con casi el 100 % de GN (Fig. 1), revelaron una 

cantidad significativa de RL, aproximadamente 50 % respecto de cantidad presente en las 

semillas en  donde la GN se redujo a casi 0 % (Fig. 2, tratamientos A y F). En estas semillas, 

el efecto del tratamiento de oscuridad y nitrógeno (tratamiento B) en GN como en RL no 

fue significativamente diferente al del control. Cuando el tratamiento se llevó a cabo en 

oscuridad y aire (tratamiento C) sólo hubo una pequeña disminución en la GN, mientras 

que el nivel de RL se mantuvo sin cambios (Fig. 1 y 2). Sin embargo, en el tratamiento D 

(luz y nitrógeno), hubo una disminución de la GN, que se asoció con un aumento en el 

nivel de RL (Fig. 1 y 2). Un incremento aún mayor en los RL fue claramente evidente en las 

semillas fotooxidadas (tratamientos E y F, Fig. 2) y esto se asoció con una reducción en la 

GN. En el tratamiento E, la GN se redujo a 18 % (Fig. 1) mientras que con una intensidad 

de la luz aproximadamente diez veces mayor (16,1 µmol m-2 s-1, tratamiento F) resultó en 

una gran disminución de la GN, pero no logró reducirla a cero y la GT no se vio afectada 

(Fig. 1). 

 
Figura 1: Germinación normal (GN), tiempo medio de germinación (TMG) y  germinación 
total (GT) de semillas de Salix nigra L. después de 3 días a 45 % HR, 25 °C y diferentes 
condiciones de almacenamiento: A, control; B, oscuridad y atmósfera de N2; C, oscuridad 
y aire; D, luz (1,75 µmol m-2 s-1) y atmósfera de N2, E, luz (1,75 µmol m-2 s-1) y aire; F, luz 
(16,1 µmol m-2 s-1) y aire. Los tratamientos con las mismas letras no varían 
significativamente en P = 0,05 de acuerdo a la prueba de Tukey. 
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Figura 2: A, Espectros de ESR de los tratamientos A y F de la Figura 1. La señal se 
corresponde con el sexteto de iones naturales de manganeso (Mn2+) con valores de g 
comprendidos entre 1,8565 y 2,1619. El espectro del radical es una señal con un valor de 
g de 2,0081 lo que sugiere que deriva de la quinona (Nandi y col., 1997). B, Amplitud de 
las señales de ESR para los tratamientos A-F (Fig. 1). Los tratamientos con las mismas 
letras por encima de las columnas no son significativamente diferentes en P = 0,05 de 
acuerdo a la prueba de Tukey. 
 

Estudios de MET mostraron que en las semillas expuestas a 16,1 µmol m-2 s-1 

durante 3 días, los efectos perjudiciales de la luz fueron especialmente evidentes en los 

tejidos superficiales, es decir, en la epidermis y en las capas subyacentes de parénquima. 

El daño fue claramente visible en los cloroplastos de las células de estos tejidos, 

especialmente en las membranas tilacoides (Fig. 3): esencialmente las membranas 

tilacoides de los granos se separan y por ende los espacios intramembrana se expanden y 

las membranas pierden su nitidez. Asimismo, se formaron vesículas intergranales (Fig. 3 

A-F). En contraste, sólo pequeñas alteraciones se detectaron en los cloroplastos del 

mesófilo central y adaxial de los cotiledones (Fig. 3 E y F), no observándose daños en los 

tejidos del eje central y en el meristema apical del brote. En las semillas sometidas a 

intensidades de luz de de 1,75 y 16,1 µmol m -2 s-1, el contenido de clorofila total se redujo 

significativamente de 1373 mg 100 g -1 (contenido de clorofila de las semillas control) a 

1113 y 890 mg 100 g-1, respectivamente. 
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Figura 3: Imágenes de cloroplasto de tejidos embrionarios de semillas de Salix nigra L. 
que muestran los efectos perjudiciales de la luz. Las imágenes fueron obtenidas con MET. 
A, En una semilla no-fotooxidada, cloroplasto de una célula subepidérmica (abaxial) del 
cotiledón; B, detalle de A. C y E, Semilla envejecida durante 3 días a 25 °C y 16,1 µmol m-2 
s-1 : C, cloroplasto de una célula subepidérmica (abaxial); D, detalle de C; E, cloroplastos 
de una célula del mesófilo central del cotiledón; F, detalle E. Note las diferencias en las 
membranas tilacoides entre las células subepidérmicas y las centrales. Abreviaturas: cw, 
pared celular; ie, espacio intercelular; lb, cuerpo lipídico; ph, depósito de fitoferritina; v, 
vacuola. Escala = 1 µm. 

 

Durante la germinación los daños producidos en las semillas fotooxidadas a 16,1 

µmol m-2 s-1 se reflejaron en: (a) menor tamaño de las plántulas, (b) radículas 

subdesarrolladas, y (c) cotiledones de color verde claro con áreas marrón y rojo tanto en 

su superficie abaxial como en los bordes. Todos estos aspectos han sido tenidos en 

cuenta en la evaluación de la GN (Fig. 4 A-B). Las semillas envejecidas en la oscuridad 
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produjeron plántulas de menor tamaño que las que provenían de semillas no-

fotooxidadas y sus cotiledones mostraron color verde pálido (Fig. 4 C). Los efectos de luz 

fueron más débiles en las semillas expuestas a 1,75 m-2 s-1 (datos no mostrados). 

 
Figura 4: Plántulas de siete días de Salix nigra L. A, Plántulas de semilla no-fotooxidada; B, 
plántulas de una semilla envejecida durante 3 días a 16,1 µmol m-2 s-1 y 25 °C. C, plántulas 
de semillas fotooxidadas en oscuridad durante 3 días a 25 º C. Abreviaturas: ab, plántulas 
vistas desde abajo (cara abaxial de los cotiledones), ad, plántulas vistas desde arriba 
(superficie adaxial de los cotiledones), r, radícula, sm, meristema apical. Escala = 2 mm. 

 

La luz produjo cambios significativos (P = 0,05) en la composición de ácidos grasos. 

Los cambios más importantes detectados en las semillas expuestas tanto a 1,75 y 16,1 m-2 

s-1 correspondieron a los ácidos grasos poliinsaturados (AGPI) derivado de fosfolípidos y 

glicolípidos, sobre todo estos últimos (Tabla 1). La intensidad de 1,75 µmol m-2 s-1 fue 

suficiente para producir una gran disminución en los AGPI (Tabla 1). La composición de 

ácidos grasos de los triglicéridos no fue significativamente (P = 0,05) afectada por la luz 

(Tabla 1). 
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Tabla 1. Efecto de la intensidad de la luz en las composiciones de ácidos grasos de los 
triglicéridos (TG), fosfolípidos (PL), y glicolípidos (GL) de las semillas de Salix nigra  

  Composición de ácidos grasos* (%) 

 
 C14:00 C16:00 C18:00 C18:1w9 C18:2 w6 C18:3 w3 Otros 

N
o

-f
o

to
o

xi
d

ad
a

 

TG 1,2±0,9 31,5±2,4 4,5±0,4 12,8±1,1 44,6±1,5 4,6±0,2 0,8 

PL 0,1±0,2 30,8±0,3 0,7±1,2 3,6±0,1 55,4±1,6 9,3±0,3 0,1 

GL 0,5±0,5 18,3±1,1 2,2±1,6 4,3±1,2 56,5±2,2 18,2±2,8 ND† 

1
,7

5
 µ

m
o

l m
-2

 s
-1

 

TG 1,0±0,4 32,4±2,3 4,8±0,1 13,0±0,3 43,6±0,5 3,8±0,5 1,4 

PL 2,3±1,4 32,3±1,2 5,3±1,4 4,3±0,1 46,3±2,8 6,1±0,9 3,4 

GL 3,0±0,2 32,3±5,6 4,8±0,7 4,1±1,1 38,6±3,4 12,6±0,4 4,6 

1
6

,1
 µ

m
o

l m
-2

 s
-1

 

TG 2,0±2,8 33,4±5,7 4,8±1,4 14,0±2,2 40,6±1,2 1,5±2,2 3,7 

PL 3,6±1,9 34,6±0,6 7,2±1,8 7,0±1,0 40,0±0,2 4,0±1,2 3,6 

GL 7,8±1,4 38,2±2,9 5,5±1,1 7,9±2,7 27,4±3,6 7,5±0,8 5,7 

Las semillas fueron fotooxidadas por 3 días a 25 ºC y dos diferentes intensidades de luz. 

Los valores corresponde a la media � DE (n=3) 
*Notación de ácidos grasos: C14:00 mirístico; C16:00 palmítico; C18:00 estéarico; C18:1w9 
oleico; C18:2w6 linoleico; C18:3w3 linolénico. 
†ND, no determinado 

 

El daño de la membrana plasmática, evaluado por ESR y conductividad, fue 

evidente en las semillas fotooxidadas. La Figura 5 A representa los espectros de 

resonancia paramagnética de Tempone; las señales del lado derecho del espectro 

representan los componentes L y W correspondientes a la señal de la sonda que se 

encuentra en las fases hidrofílicas e hidrofóbicas del citoplasma, respectivamente. Estos 

espectros muestran claramente que, a altas intensidades de luz, la señal W fue 

prácticamente cero debido a que el agente fue capaz de penetrar la membrana 

plasmática dañada y anular la señal hidrofílica (Fig. 5 A). La relación W/L, un índice de 

daño de la membrana plasmática, disminuye de 1,47 a 0,39 con 1,75 µmol m-2 s-1 y sólo 
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un 21 % adicional con 16,1 µmol m-2 s-1 (Fig. 6 B). La disminución de la W/ L fue asociada 

con un aumento en la conductividad (Fig. 6 B). 

 
Figura 5: En semillas de Salix nigra L., el efecto de la luz sobre la permeabilidad de la 
membrana fue evaluado tanto por la sonda spin ESR como por la conductividad. Las 
semillas fueron fotooxidadas durante 3 días a 25 °C y dos diferentes intensidades de luz 
(1,75 y 16,1 µmol m-2s-1). A, espectros de ESR de la sonda spin Tempone; B, gráfico de 
comparación entre ESR y la conductividad. Los valores corresponden a medias ± DE 

 

DISCUSIÓN 

Este estudio apoya la hipótesis que en semillas de Salix nigra la luz y el oxígeno 

promueven fuertes procesos fotooxidativos mediados por ERO y RL. La producción de 

estos agentes oxidantes está bien documentada para tejidos frescos (Asada, 1994; Dalton, 

1995; Foyer, 1996), pero es casi inexistente la información disponible sobre la presencia 

de estos procesos en los tejidos verdes secos, como los de los embriones de las semillas 

de sauce. Las semillas no-fotooxidadas, con GN cercanas al 100 % (Fig. 1), contenían 50 % 

de los RL que estaban presentes en las semillas en las que la GN se redujo a casi 0 % (Fig. 

2, tratamientos A y F). Esto sugiere que: (a) esta cantidad de RL no afecta la GN, y (b) 

durante la imbibición y al principio de la germinación de las semillas control, esta 
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cantidad de RL podrían ser eliminados y los daños reparados como consecuencia de la 

respuesta de las defensas moleculares y la activación de las defensas enzimáticas 

antioxidantes, las cuales según Bailly (2004) operan cuando las semillas se hidratan. 

En cuanto al origen de los RL en las semillas control, una hipótesis sostiene que la 

mayoría de los RL podría haber sido generado por el radical superóxido formado como 

consecuencia de la desregulación del transporte de electrones de la cadena respiratoria 

producida durante la deshidratación, lo que naturalmente ocurre en las últimas etapas de 

desarrollo de las semillas ortodoxas (Vertucci y Farrant, 1995; Bailly, 2004). Dado que 

estas semillas muestran una alta sensibilidad a la luz, no se puede descartar la posibilidad 

que los RL podrían haberse formado durante el tiempo transcurrido entre la expulsión de 

las semillas del fruto y su almacenamiento, aun cuando en el laboratorio donde se 

manipulaban los frutos y las semillas, la intensidad de la luz siempre se mantuvo en un 

nivel muy bajo. 

La disminución de la GN en el tratamiento C (oscuridad y aire) podría reflejar el 

daño producido por la reacción del oxígeno con los radicales preexistentes, como lo 

sugieren Ohlrogge y Kernan (1982) y Justin y Bass (1978), sobre todo teniendo en cuenta 

que las semillas fueron tratadas durante 3 días a 25 °C, una temperatura propicia para la 

autooxidación (Maroder y col., 2000). De acuerdo con Benson (1990), la disminución de la 

GN producida en el tratamiento D (luz y nitrógeno) puede ser atribuida a la clorofila 

activada por la luz la cual reacciona directamente con el sustrato para formar RL, 

excluyendo al oxígeno de la reacción. Sin embargo, la formación de oxi-radicales no es del 

todo imposible, ya que la sustitución del oxígeno por parte del nitrógeno podría haber 

sido parcial. Un aumento en la acción de deterioro de los RL se demostró claramente con 

la presencia de la luz y el aire (tratamientos E y F; Fig. 1). Esto sugiere que un fuerte 

proceso fotooxidativo ocurrió a pesar de la baja intensidad de luz (tratamiento E), que 

redujo la GN a valores muy bajos. Dado que estas semillas tienen un tegumento fino y 

transparente (Maroder y col., 2003), el ataque de los RL inducido por la luz en presencia 

de oxígeno comenzó en los tejidos superficiales del embrión, que son los del lado abaxial 

de los cotiledones y los del ápice de la raíz. Estos tejidos fueron los más dañados en estas 

condiciones (Fig. 3 y 4). Durante la germinación, el daño producido en las semillas se 
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manifestó como un desarrollo anormal de las raíces y los cotiledones, resultando en 

irregularidades en el tamaño y el color de los últimos, aspectos considerados en la 

evaluación de la GN. Se pudo comprobar que el daño oxidativo se extiende desde el 

exterior a los tejidos más internos de tal manera que el meristema apical del brote se 

mantiene protegido, lo que retrasó la disminución de la GT (comienzo de la mortalidad de 

las semillas). En el momento en que la GT se vio afectada por el daño, la GN ya se había 

reducido a cero, es decir, la disminución de los parámetros se produjo de forma 

independiente. En las semillas ortodoxas típicas, las cuales no son susceptibles a la luz 

(debido a la ausencia de clorofila), el proceso de autooxidación se produce de forma 

simultánea en todos los tejidos con sólo una leve variación en la intensidad, lo que resulta 

en una disminución casi simultánea de los dos parámetros (GT y GN) y, en consecuencia, 

las curvas de disminución se superponen (Ellis y Roberts, 1981). Esta interpretación de los 

resultados, basados en un proceso de oxidación que se inicia en los tejidos exteriores y 

que se extiende hacia el interior, también podría explicar la causa por la cual, como se ve 

en la Figura 1, una intensidad de luz de 1,75 µmol m-2 s-1 reduce a 20 % la GN, mientras 

que una intensidad aproximadamente diez veces mayor, no sólo no reduce la GN a cero, 

sino que tampoco afecta la GT (Fig.1). Del mismo modo una intensidad de luz de 16,1 

µmol m-2 s-1 dañó los tejidos externos de los embriones hasta tal punto de destruir la 

clorofila y reducir la penetración de la luz y la capacidad que tienen los tejidos de 

fotoactivarse. Esto demuestra que no habría ninguna relación entre la intensidad de la 

luz, la presencia de los RL y su efecto sobre la GN. Esta interpretación del proceso 

fotooxidativo ocurrido en estas semillas es apoyada por una disminución en el contenido 

de clorofila, el estudio de MET y las observaciones de las plántulas (Fig. 3 y 4, 

respectivamente). Asimismo, estos estudios demostraron que las partes más externas de 

la semilla, es decir, la superficie abaxial de los cotiledones y la radícula (caliptra y 

meristema apical de la raíz), son las más expuestas a la acción perjudicial de la luz y por lo 

tanto, las más afectadas y también que los tejidos más internos, es decir, la superficie 

adaxial de los cotiledones (epidermis adaxial y mesófilo subyacente), la parte central del 

eje, y el meristema apical del brote, no fueron prácticamente afectados. Esto explica 

porque la GT no mostró cambios a los 3 días (Fig. 1). 
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Un indicador metabólico estrechamente asociado con el deterioro de los RL sobre 

los lípidos es la peroxidación (Wilson y McDonald, 1986). Dado que los AGPI (importantes 

componentes de la membrana de lípidos) son los más fácilmente oxidables, una mayor 

reducción de éstos en la fracción lipídica proporciona evidencias de este proceso (Wilson 

y McDonald, 1986). En este estudio, la peroxidación no se evaluó utilizando el 

malondialdehído (MDA), ya que la cantidad de ácido linolénico (de la cual deriva el MDA) 

fue baja, por lo que la determinación de los cambios en AGPI por GLC resultó un mejor 

indicador de la peroxidación (Tabla 1). En este sentido, Chiu y col. (1995) no consideran la 

determinación del MDA un método apropiado cuando el contenido de ácido linolénico es 

bajo. 

Las observaciones utilizando MET revelaron daños causados por la luz en las membranas 

tilacoides. A partir de allí, los estudios se concentraron en los cambios en la composición 

de los ácidos grasos de los glicolípidos, principal componente de las membranas 

tilacoides, que se encuentran exclusivamente en los cloroplastos (Wintermans, 1960; 

Shibuya y col., 1965). La fuerte disminución en la fracción glicolipídica de los AGPI (Tabla 

1) apuntó a las membranas tilacoides como un blanco potencial de la peroxidación debido 

seguramente a la íntima relación entre los AGPI y la clorofila contenida en los receptores 

de la luz (Halliwell y Gutteridge, 1999). En este sentido, las membranas tilacoides serían el 

primer blanco de ataque del oxígeno activado, lo que lleva a la peroxidación de los ácidos 

grasos de las membranas. Los RL y ERO podrían extender el daño oxidativo a otras 

membranas lo que es consistente con la disminución de los AGPI correspondiente a la 

fracción fosfolipídica (Tabla 1), un componente distintivo de membranas (Pukacka y 

Kuiper, 1988; . Corbineau y col., 2002). 

El significativo daño inducido por la baja intensidad de luz y mediado por RL 

sugiere que una gran cantidad de moléculas de clorofila activa están involucradas en ese 

proceso. En cotiledones de semillas secas de arveja, Vertucci y col. (1985) encontraron 

que la cantidad de energía transferida a la clorofila desde otros pigmentos captadores de 

luz es limitada. Sin embargo, en las semillas de Salix nigra el fuerte proceso de 

fotooxidación que se produce se podría explicar, al menos en parte, por su alto contenido 

de clorofila. De hecho, la cantidad de clorofila en las semillas de Salix nigra es 
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aproximadamente diez veces mayor que en los cotiledones de la arveja (Cheng y col., 

2004). 

Por otra parte, los daños en el plasmalema evaluados por los cambios en su 

permeabilidad, corresponden a una disminución de los AGPI. En semillas sometidas al 

secado, Leprince y col. (1999) encontraron que el ESR es un indicador más sensible y 

preciso que la conductividad eléctrica cuando se trata de evaluar la integridad de las 

membranas. Sin embargo, en el presente caso ambos métodos estrechamente 

correlacionan entre sí (Fig. 5). 

De acuerdo con Smith y Berjak (1995), la MET puede detectar los cambios 

producidos en las membranas de las células meristemáticas del ápice radicular (como la 

separación de la membrana plasmática de la pared celular) cuando las semillas son 

embebidas. El presente estudio también reveló una separación incipiente de la 

membrana plasmática de las paredes celulares, que en estado seco y debido al proceso 

de fotooxidación intenso, podría causar graves daños en los tejidos embrionarios (Fig. 3). 

Vale la pena mencionar que la separación de la membrana plasmática de la pared celular 

se detectó en las semillas secas. 

En conclusión, los resultados de diferentes tratamientos de luz revelaron que el 

aumento de la intensidad de la luz fue acompañada por la formación de RL, dando lugar a 

una disminución de los AGPI. Este último se asoció con un daño significativo en las 

membranas tilacoides y una alteración de la permeabilidad de la membrana plasmática, 

todo lo cual constituye una secuencia de procesos estrechamente vinculados que se ve 

reflejada en la disminución de la GN. Estos resultados contrastan con los observados en 

Tortula ruraliformis (Seel y col., 1991), una especie de musgo que contienen clorofila y 

que tolera la desecación, y, por tanto, en estas características similar a las semillas de 

sauce aquí estudiadas. Sin embargo, en esta especie de musgo la acción de la luz produce 

RL sin causar daños. Esta diferencia puede atribuirse al alto nivel de las defensas 

moleculares antioxidantes, que en estado seco, protegen los tejidos.
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Capitulo 3.2 

Análisis de semillas fotooxidadas: 

Fluctuación de indicadores de estrés oxidativo durante el Priming 

 

INTRODUCCIÓN 

Una de las formas de revertir los daños ocasionados por las ERO, es la de someter 

las semillas a tratamientos de priming (Burgass y Powell, 1984, Dell’Aquila y Spada, 1992). 

Este tratamiento consiste en la hidratación parcial de la semilla, la cual mantiene el 

contenido de agua (ca) en valores que resultan insuficientes para que se inicie la división y 

elongación celular en el meristema apical de la raíz (inicio de la germinación). Sin 

embargo, esta hidratación parcial permite que operen procesos pregerminativos de 

reparación de los daños ocurridos durante la última etapa de secado de la semilla como 

los propios del envejecimiento, entre los que se incluyen los ocasionados por ERO. Evitar 

que se alcance ese valor de contenido de agua que permite el inicio de la germinación 

equivale entonces a prolongar el lapso en que actúan esos mecanismos y así mejorar la 

calidad fisiológica de la semilla (Bradford, 1986; Chojnowski y col., 1997; Taylor y col., 

1998). Un método usado para controlar el nivel de hidratación es mantener las semillas 

embebidas en una solución osmótica de polietilenglicol (PEG). Si bien las semillas 

maduras poseen defensas contra las ERO, tanto moleculares como enzimáticas, estas 

últimas en el estado deshidratado no serían operativas, recuperando su actividad durante 

la imbibición de la semilla al principio del proceso germinativo (Bailly, 2004). Las 

principales enzimas que cumplen esta función son la superóxido dismutasa (SOD) y las 

peroxidasas, entre las que se encuentra la catalasa (CAT), la ascorbato peroxidasa (APX) y 

la guayacol peroxidasa (POX), esta última específica de plantas. Cabe destacar que las 

ERO, a pesar de los efectos nocivos durante el almacenamiento de la semilla, juegan un 

papel vital en la germinación, facilitando entre otras cosas la elongación celular (Passardi 

y col., 2004; 2006). 
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De acuerdo a Maroder y col. (2000), si las semillas de S. alba y S. matsudana se 

someten a una atmósfera controlada de humedad (100 % humedad relativa) y 

periódicamente se toman muestras para testear la germinación se comprueba que a 

medida que aumenta el contenido de agua en los tejidos, primeramente ocurre un 

descenso del porcentaje de la germinación normal (GN) que posteriormente es seguido 

por un ascenso de la misma (Maroder y col., 2000). Esta fluctuación es difícil de explicar 

ya que en la abundante literatura donde se utilizó el priming en diferentes especies con el 

fin de mejorar el comportamiento de la germinación, no se ha hecho mención de las 

posibles fluctuaciones en la GN o de otro tipo de comportamiento de la germinación en 

las primeras horas de imbibición. Si se descarta la posibilidad que ocurran daños por 

imbibición (Maroder y col., 2000), el efecto positivo podría ser explicado por la 

humidificación al 100 % de humedad relativa (HR), ya que resulta en un proceso de 

hidratación lento que al mismo tiempo que retrasa el inicio de la división celular, prolonga 

el tiempo durante el cual actúan los procesos de reparación celular (priming). Esto podría 

explicar la razón por la cual el porcentaje de GN en las semillas sometidas a priming es 

mayor al del control. Es posible inferir que la fluctuación de la GN  podría ser reflejo de 

una similar fluctuación en la relación ataque oxidativo/defensa antioxidante. Al respecto 

cabe mencionar que uno de los primeros procesos bioquímicos que ocurren al comienzo 

de la imbibición de una semilla es el estallido oxidativo, (Boveris y col., 1984) lo que 

podría sugerir que el mismo se reflejase en el descenso de la GN. Una significativa 

contribución en cuanto a la identificación de las ERO que intervienen en este proceso la 

realizaron Chen y col. (2002) quienes observaron un aumento importante en la 

producción de oxígeno singlete (1O2) durante los primeros momentos de la imbibición en 

granos de arroz. Recientemente Kranner y col. (2010) demostraron que durante los 

primeros 30 min de imbibición de las semillas de arveja ocurre un considerable y 

transitorio aumento del radical anión superóxido (O2
·-) y del peróxido de hidrógeno 

(H2O2). Si un evento oxidativo similar también ocurriese en las semillas de sauce 

probablemente resultaría más intenso debido al alto nivel basal de ERO en semillas secas 

(ver capítulo 3.1). Por otra parte el hecho que en las semillas hidratadas los procesos 

oxidativos coexistan con una actividad antioxidante que los regula, reforzaría la 

suposición de que no solo el descenso inicial de la GN sino además su posterior 
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recuperación son reflejos de una fluctuación similar de la relación ataque 

oxidativo/defensa antioxidante. 

El objetivo en este capítulo es verificar en qué medida la fluctuación de la GN y la 

relación ataque oxidativo-defensa antioxidante están relacionados entre sí. 

Para tal fin se utilizaron lotes de semillas de Salix nigra fotooxidadas y 

posteriormente sometidas a diferentes tiempos de hidratación controlada (priming). Se 

investigó la producción de RL (radicales libres) y ERO por espectroscopía de resonancia de 

espín electrónico (Electronic Spin Resonance Spectroscopy-ESR), quimioluminiscencia, 

espectofotometría y mediante técnicas histoquímicas y citoquímicas. Tres indicadores de 

daños moleculares fueron monitoreados: peroxidación lipídica, destrucción de pigmentos 

y oxidación de proteínas; se evaluó también la integridad de las membranas por una 

sonda de espín electrónico. La actividad antioxidante se evaluó mediante los cambios en 

las enzimas SOD, CAT, APX y POX. Estos ensayos fueron acompañadoos por la 

determinación de la germinación normal (GN). Estudios previos han demostrado que las 

semillas de Salix nigra tienen un comportamiento y características similares a las de S. 

alba y S. matsudana, ambas especies utilizadas en trabajos anteriores por lo que las 

conclusiones de este estudio podrían ser hipotéticamente propuestas como 

características del género Salix. 

 

RESULTADOS 

Germinación Normal 

Semillas de Salix nigra con un 95% GN fueron fotooxidadas (2 mmol m-2 s-1) 

durante 3 d y posteriormente sometidas a diferentes tiempos de priming. El efecto del 

priming sobre la GN se evaluó a los 7 días de germinación. Previo al tratamiento de 

priming presentaron una disminución del 50 % en la GN con respecto a las no-

fotooxidadas (datos no mostrados) exhibiendo clorosis incipiente en sus cotiledones (Fig. 

1A, B). Durante las primeras dos horas del tratamiento, la GN se redujo al 20% y la 

mayoría de los cotiledones cambió su color de verde a verde-amarillento (Fig. 1A, C). 
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Después de 8 h de priming el porcentaje de GN mostró una recuperación (alrededor del 

80 5) y los cotiledones se recuperaron el color verde de las plántulas no fotooxidadas (Fig. 

1A, D). 

Figura 1. A, Efecto del tratamiento de priming (-1,55 MPa) sobre la germinación (%) 
de semillas de Salix nigra fotooxidadas (2 µmol m-2s-1). Los valores corresponden a la 
media ± DE (n = 4). B-D, Germinación en placas de Petri de semillas fotooxidadas sin 
priming (B), y previamente sometidas a priming durante 2 h (C) y 8 h (D). Abreviaturas: 
GN, germinación normal; GT, germinación total; ca contenido de agua. Escala: 1 cm. Los 
datos designados con la misma letra no difieren significativamente en P ≤ 0,05. 

 

Quimioluminiscencia 

La quimioluminiscencia mide los fotones producidos durante las reacciones en 

cadena de la peroxidación lipídica (Flecha y col., 1991). Según se muestra en la Tabla 1 y 
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al igual que lo observado en RLE los valores de quimioluminiscencia aumentaron 

considerablemente (75 %) en semillas fotooxidadas. Durante el priming, con el 

incremento del contenido de agua (ca) se produjo primeramente un aumento de la 

luminiscencia seguido por una disminución de la misma (Tabla 1), coincidiendo con el 

descenso inicial de la GN y la posterior recuperación (Fig. 1). 

Tabla 1. Efecto del tiempo de priming en la variación de quimioluminiscencia en semillas 
de Salix nigra fotooxidadas (2 µmol m-2 s-1). 

Tratamiento Quimioluminiscencia (cpm) 103 

No-fotooxidadas 24,6 ± 1,3a 

Fotooxidadas 41,6 ± 2,4b 

Fotooxidadas + 2 h priming 49,2 ± 1,8c 

Fotooxidadas + 4 h priming 39,4 ± 3,1b 

Fotooxidadas+ 6 h priming 33,2 ± 0,9d 

Fotooxidadas + 8 h priming 35,3 ± 3,2d 

Los datos designados con la misma letra no difieren significativamente en P ≤ 0,05. Los 
valores corresponden a la media ± DE (n=4). 

 

Producción de ERO 

Kranner y col. (2010) determinan que las principales ERO responsables del golpe 

oxidativo al comienzo de la imbibición de semillas de arveja son el O2
·- y el H2O2. Para 

establecer la implicancia que tienen estas ERO en el aumento de la quimioluminiscencia y 

por consiguiente en la eventual disminución inicial de la GN, se cuantificó la generación 

del O2
·- mediante la sonda XTT como así también la localización del mismo por medio del 

precipitado que forma con la sonda NBT. Estas sondas presentan una gran similitud ya 

que ambas son compuestos del tetrazolio, el cual en presencia del O2
·- se reduce 

formando productos coloreados (formazan). Ambas técnicas se complementan, y la 

diferencia entre ellas radica en que el XTT, al ser soluble, permite que el radical sea 

cuantificado espectrofotométricamente mientras que el NBT en presencia del radical 

produce un precipitado insoluble que permite su localización in situ. 
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Cuantificación de O2
·- 

La Tabla 2 muestra la cuantificación del O2
·- en semillas embebidas en presencia de 

diferentes atrapadores de ERO e inhibidores enzimáticos. La comparación del nivel de 

daño fotooxidativo bajo distintas intensidades de luz con la producción del O2
·- (Tabla 2), 

muestra que existe una correlación negativa entre éste y la diminución de la GN. Cuando 

se produce una disminución de la generación del O2
·- tanto por efecto del MnCl2 

(atrapador del O2
·-) como del ZnSO4 (inhibidor de NAD(P)H oxidasa, responsable de la 

reducción del O2 a O2
·-) la GN aumenta. Por el contrario, cuando la generación del O2

·- 

aumenta por efecto del KCN (inhibidor de las peroxidasa y también de la SOD) la GN 

disminuye (Tabla 2). Por otra parte ni el DMSO (atrapador de ·HO·) y ni el DMTU 

(atrapador de H2O2) mostraron algún efecto significativo (P ≤ 0,05) en la producción del 

O2
·- y la GN (Tabla 2). La producción del O2

·- no resultó afectada por NaN3 mientras que sí 

se produjo un importante descenso de la GN. Esto puede atribuirse a algún efecto tóxico 

de NaN3 debido a que además de su efecto como atrapador de H2O2 presenta múltiples 

funciones en las células como la de inhibir la producción de ATP (Muneyuki y col., 1993). 

Cabe mencionar que la GN de las semillas no-fotoxidadas no resultó afectada por 

ninguno de los diferentes atrapadores de ERO ni por los inhibidores de SOD (datos no 

mostrados). 
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Tabla 2. Efecto de atrapadores de O2
·- (MnCl2), ·HO (DMSO), H2O2 (DMTU) e inhibidores 

de NAD(P)H oxidasa (ZnSO4) o peroxidasa (KCN y NaN3) sobre la GN y la liberación de O2
·- 

durante los primeros 45 min de imbibición de semillas de Salix nigra fotooxidadas a dos 
intensidades de luz (2 y 10 µmol m-2 s-1). 

Tratamiento de las semillas GN (%) 
Liberación de O2

·- 
(ρmol g-1 PS) 

No-fotooxidadas 92 ± 8a 63 ± 5a 

Fotooxidadas 10 µmol m-2 s-1 14 ± 2b 92 ± 6b 

Fotooxidadas 2 µmol m-2 s-1 39 ± 5 (100 %)c 78 ± 6 (100%)c 

Fotooxidadas 2 µmol m-2 s-1 + MnCl2 (12 mM) 54 ± 5 (140 %)d 53 ± 4 (69 %)ad 

Fotooxidadas 10 µmol m-2 s-1 + ZnSO4 (10 mM) 53± 7 (137 %)d 45 ± 3 (58 %)d 

Fotooxidadas 2 µmol m-2 s-1 + KCN (1 mM) 22 ± 13 (57 %)b 117 ± 9 (151 %)e 

Fotooxidadas 2 µmol m-2 s-1 + DMSO (0,45 %) 47± 6 (120 %)cd 72 ± 9 (93 %)ac 

Fotooxidadas 2 µmol m-2 s-1 + DMTU (15 mM) 43 ± 7 (111 %)c 74 ± 6 (96 %)ac 

Fotooxidadas 2 µmol m-2 s-1 + NaN3 (10 mM) 17 ± 9 (43 %)b 83 ± 4 (107 %)bc 

Los datos designados con la misma letra no difieren significativamente en P ≤ 0,05. Los 
valores corresponden a la media ± DE (n=3) 

 

Localización 

En presencia del O2
·-, el NBT se reduce formando un producto coloreado insoluble 

que permite visualizarlo. Después de 1 h de imbibición, la presencia del radical pudo 

detectarse en la radícula del embrión y en la región basal del hipocótilo (Fig. 2), donde se 

originan los primeros pelos radicales (Polya, 1961). La coloración en la radícula resultó 

más intensa en las semillas no-fotooxidadas (Fig. 2). En los cotiledones, en cambio, se 

observó una mayor formación del radical con el incremento de la fotooxidación, no 

visualizándose coloración en los cotiledones de las semillas no-fotooxidadas (Fig. 2 a-c). 

En los cotiledones de las semillas en las que la fotooxidación ha sido menor, el radical 

localizó sólo en los bordes (Fig. 2 b) mientras que en las semillas con mayor fotooxidación 

alcanzó toda la superficie del cotiledón (Fig. 2 c). Cuando las semillas fotooxidadas a 2 
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disminución en los carotenos en las semillas fotooxidadas. Una vez sometidas a priming, 

las semillas mostraron una reducción en el contenido de clorofila y carotenos a las 2 h, 

seguida de una recuperación significativa de todos los pigmentos, alcanzando valores 

similares a los de las semillas no-fotooxidadas. 

Tabla 3. Efecto del priming en el contenido de clorofila y carotenos en semillas de Salix 
nigra fotooxidadas (2 µmol m-2 s-1). 

Tratamiento clorofila total carotenos 

 (mg 100g-1 FW) 

No-fotooxidadas 1374±22a 373±10f 

Fotooxidadas 1114±17b 301±9g 

Fotooxidadas + 2 h priming 807±9c 257±5h 

Fotooxidadas+ 6 h priming 1201±5d 303±6g 

Fotooxidadas + 8 h priming 1376±8e 375±9i 

Los datos designados con la misma letra no difieren significativamente en P ≤ 0,05. Los 
valores corresponden a la media ± DE (n=5). 

 

Peroxidación Lipídica 

Un indicador sensible del proceso de peroxidación lipídica está dado por los 

cambios que ocurren en los ácidos grasos poliinsaturados (AGPI) (Wilson y McDonald, 

1986). La Tabla 4 muestra el perfil de ácidos grasos extraídos de la semilla no-

fotooxidadas, fotooxidadas, y fotooxidadas y embebidas durante 8 h. La fotooxidación 

resultó en una marcada disminución del ácido linoleico y linolénico, en menor medida 

para el último, así como un ligero aumento en el porcentaje de la mayoría de los ácidos 

grasos saturados. El perfil de ácidos grasos de semillas sometidas a priming reveló valores 

similares a los de semillas no-fotooxidadas, a excepción del ácido linoleico, cuyo 

porcentaje fue mayor. 

Otra metodología ampliamente usada como indicador de peroxidación lipídica es 

la cuantificación de malondialdehido (MDA) (Wilson y McDonald, 1986). La Tabla 5 

muestra un aumento del 20 % aproximadamente de este aldehído en semillas 

fotooxidadas. Este incremento se revirtió por completo cuando las semillas se sometieron 
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a priming durante 8 h, con un aumento temporal visible en 2 h coincidiendo con la 

disminución de la GN. 

Tabla 4. Efecto del priming en la composición de ácidos grasos en semillas de Salix nigra 
fotooxidadas (2 µmol m-2 s-1). 

 Composición de ácidos grasos (%) 

ácidos grasos no-fotooxidadas Fotooxidadas Fotooxidadas + 8 h priming 

C16:0 42,4 ± 4,3 48,4 ± 2,1 40,9 ± 2,5 

C18:00 5,7 ± 1,2 6,8 ± 2,1 5,3 ± 0,2 

C18:1 w9 9,9 ± 2,0 10,1 ± 2,6 9,5 ± 0,9 

C18:2 w6 25,0 ± 1,0 16,9 ± 0,9 29,4 ± 3,4 

C18:3 w3 2,7 ± 0,3 1,7 ± 0,1 3,4 ± 0,1 

C20:00 4,5 ± 1,1 5,0 ± 0,3 3,6 ± 0,4 

C20:1 w9 4,2 ± 0,1 4,8 ± 1,2 3,6 ± 0,6 

C20:2 w6 5,2 ± 0,7 6,1 ± 1,3 4,0 ± 0,4 

Los valores corresponden a la media ± DE (n=3). 

 

Integridad de la membrana: 

Importantes cambios en la integridad de la membrana plasmática fueron reflejo 

de la peroxidación lipídica determinada en el punto anterior. La Figura 5 A muestra los 

espectros de resonancia paramagnética de la sonda TEMPONE correspondiente a semillas 

de sauce no-fotooxidadas, fotooxidadas y fotooxidadas con posterior tratamiento de 8 h 

de priming. Las señales del lado derecho del espectro muestran los componentes W y L 

correspondientes a las señales de las sondas que se encuentran en la fase hidrofílica e 

hidrofóbica del citoplasma, respectivamente. La relación W/L (Fig. 5 B), índice que revela 

el daño en las membranas plasmáticas, decrece considerablemente (78 %) cuando las 

semillas son fotooxidadas; este comportamiento fue observado y descripto también en el 

capítulo anterior. Cuando las semillas fotooxidadas se sometieron a hidratación se 

observó un gradual aumento del cociente W/L alcanzando valores hasta 25 % mayores a 

los de las semillas no-fotooxidadas. 
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aumento del tiempo de imbibición sólo se registro una ligera disminución de los 

carbonilos. 

Tabla 5. Efecto del priming sobre la concentración de malonildialdehído (MDA), el 
contenido de proteínas solubles y la intensidad de la oxidación proteica en semillas de 
Salix nigra fotooxidadas (2 µmol m-2 s-1). 

Tratamiento MDA Proteínas solubles Oxidación proteica 

 
µmol/g semilla mg/g semilla 

nmolcarbonilo/mg 
proteína. 

No-fotooxidadas 7,5±0,2a 89,3±1,9f 0,98±0,05h 

Fotooxidadas 9,1±0,1b 92,2±0,6g 1,42±0,10i 

Fotooxidadas + 2 h priming 10,7±0,3c 91,6±0,3fg 1,61±0,05j 

Fotooxidadas + 4 h priming 7,8±0,2d 87,2±2,2f 1,35±0,12k 

Fotooxidadas + 6 h priming 6,8±0,3e 93,6±0,8g 1,29±0,12k 

Fotooxidadas + 8 h priming 6,1±0,2e 92,6±0,9g 1,33±0,14k 

Los datos designados con la misma letra no difieren significativamente en P ≤ 0,05. Los 
valores corresponden a la media ± DE (n=4). 

 

Enzimas Antioxidantes 

La Figura 6 muestra la actividad enzimática de SOD, CAT, APX y POX. La 

fotooxidación de las semillas produjo una disminución de aproximadamente 50 % en la 

actividad de APX y POX y de un 65 % en la actividad de CAT, mientras que la actividad de 

SOD disminuyó sólo un 10 %. Cuando estas semillas fotooxidadas fueron sometidas a 

priming las enzimas SOD, POX y APX mostraron a partir de las 2 h un progresivo y 

continuo aumento alcanzando a las 8 h valores cercanos a los de la semilla control. En 

cambio, la actividad de CAT mostró una fuerte reducción (45 %) en las primeras 2 h de 

priming recuperándose la actividad hasta valores que superaron los equivalentes de las 

semillas fotooxidadas antes de ser sometidas a priming. Ninguna de las enzimas alcanzó 

los valores de actividad de las semillas no-fotooxidadas. 
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debido a que, habiendo transcurrido 2 h de iniciado el  priming, el contenido de agua en 

las semillas fue mayor que el alcanzado a las 8 h en atmósfera saturada. Esto indica que la 

fluctuación de la GN no depende de la velocidad de hidratación. Por otra parte, una 

fluctuación similar a la de la GN se observó en los indicadores de estrés oxidativo. 

Se considera que una de las principales causas del envejecimiento de las semillas 

ortodoxas se debe a un lento proceso de autooxidación (Wilson y McDonald, 1986; 

Hendry, 1993; McDonald, 1999) que es detectable por quimioluminiscencia (Benson, 

1990). La alta quimioluminiscencia que ocurre en las semillas fotooxidadas (80 % más que 

en las no-fotooxidadas) (Tabla 1) es consistente con una mayor sensibilidad a la acción de 

la luz. En sauce, la mayor sensibilidad que presentan las semillas, está determinada por el 

alto contenido de clorofila que las mismas contienen (ver capítulo 3.1).  

En este estudio se demuestra la ocurrencia de un aumento inicial y transitorio en 

la quimioluminiscencia al comienzo de la imbibición (Tabla 1) el cual es consistente con 

las observaciones de quimioluminiscencia reportadas por Boveris y col. (1980; 1983; 

1984) en soja y Chen y col. (2002) en arroz, quienes lo atribuyen a un estallido oxidativo 

producido en el primer caso por peroxiradicales derivados de los ácidos grasos 

insaturados y en el segundo por un aumento en el nivel de 1O2. En las semillas de sauce, 

en cambio, se identificó al O2
·- como uno de los principales responsables del aumento de 

la luminiscencia que produjo los menores valores de GN durante las primeras horas de 

imbibición (Tabla 1, Fig. 1 y 2). Este hecho concuerda con hallazgos recientes de Kranner y 

col. (2010) que muestran un considerable y transitorio aumento del O2
·- y del H2O2 

durante los primeros 30 min de imbibición de semillas de arveja. En las semillas de sauce, 

sin embargo, el H2O2 no cumpliría ningún rol aparente en el estallido oxidativo (Tabla 2, 

Fig. 3). 

Cabe destacar que existe una importante diferencia en las semillas de sauce 

respecto a las de arveja (Kranner y col., 2010) y arroz (Chen y col., 2002) ya que en estas 

últimas el estallido oxidativo disminuye con la capacidad germinativa mientras que en las 

de sauce aumenta (Tabla 1 y Tabla 2). En las de arvejas la generación de ERO estaría 

producida por una actividad enzimática pro-oxidante a la cual se le atribuye un efecto 

antimicrobiano (Kranner y col., 2010). En las semillas de sauce fotooxidadas, por el 
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contrario, las enzimas pro-oxidantes tendrían un efecto nocivo ya que cuando son 

inhibidas, disminuye la producción de O2
·- con el consecuente aumento en la GN (Tabla 2). 

En las semillas de sauce el estallido oxidativo estaría potenciado por dos características 

que son propias de estas semillas: i) una considerable presencia de membranas en los 

tejidos embrionarios de las semillas maduras (Maroder y col., 2003) lo que resulta en una 

mayor superficie lipídica atacable por agentes oxidantes; ii) un alto nivel basal de ERO 

producto de la alta sensibilidad a la luz (Fig. 4); y iii) una actividad enzimática disminuida 

debido al daño fotooxidativo (Fig. 6). Esto último se vería reforzado por el 

comportamiento que muestran las semillas al comienzo de la imbibición (Tabla 2) cuando 

se observa que un activador de la enzima SOD (MnCl2) produjo una disminución del 

estallido con el consecuente aumento de la GN; en cambio, en presencia de un inhibidor 

(KCN) sucede lo inverso, es decir, la intensidad del estallido aumenta y la GN disminuye. 

Otras de las causas que explicaría el descenso de la GN, es la rápida germinación como 

consecuencia de la desdiferenciación incompleta, lo que reduciría el tiempo de actuación 

de los mecanismos de reparación permitiendo así la detección de plántulas anormales. 

Puede inferirse que el descenso de la GN no ocurriría en semillas que no presenten estas 

características. 

Por otro lado, en semillas menos afectadas por la fotooxidación la producción del 

O2
·- se localizó sólo en los bordes de los cotiledones (Fig. 2 b) mientras que en las que 

tienen un mayor grado de fotooxidación alcanzó toda la superficie de los mismos (Fig. 2 c) 

lo que muestra un patrón de formación del O2
·- similar al patrón de daño descripto en el 

capítulo anterior, sugiriendo que la producción del radical estaría ligada al daño que 

sufren los tejidos. En este sentido los resultados obtenidos por Maroder y col. (2000) en 

dos especies de Salix, y los presentados en este capítulo en una tercera especie del 

mismo género serían los primeros que reflejan en un parámetro visible como es la GN, la 

ocurrencia de este golpe oxidativo que se produce al inicio de la hidratación. 

En tiempos de imbibición posteriores al de la ocurrencia del golpe oxidativo se 

produce una progresiva disminución de la luminiscencia la cual es consistente con el 

incremento en el accionar de las defensas antioxidantes y de los mecanismos de 

reparación (Fig. 1 y 6, Tabla 1). 
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A diferencia de lo que ocurre con los radicales libres reactivos asociados a la 

luminiscencia, el nivel de RLE durante las primeras dos horas de priming no se modificó 

(Fig. 4). Este comportamiento es esperable dado que los RLE son los productos finales de 

reacciones radicalarias iniciadas por radicales altamente reactivos (Jezierski y col., 2000) 

por lo que la detección de los RLE es posterior a la de los radicales reactivos, excepto en el 

caso en que las reacciones que lo producen sean muy veloces. La disminución de RLE 

durante el priming concuerda con la encontrada en semillas de maíz sometidas a este 

tratamiento (Chiu y col., 2003) y atribuida a una progresiva activación del sistema 

enzimático que los elimina (Saha y col., 1990; Chiu y col., 1995). 

En el capítulo anterior se demostró que en las semillas de sauce ocurre un 

importante descenso de los AGPI causado por la fotooxidación. Como estas semillas 

conservan los cloroplastos con clorofilas y éstas se encuentran dentro de las membranas 

tilacoides de los granos (ricas en AGPI), la disminución de estos compuestos en semillas 

fotooxidadas permite inferir que el proceso de deterioro comenzaría en dichas 

membranas. En coincidencia con lo que ocurre con la disminución de los AGPI, un 

aumento en el nivel de MDA se detectó en las semillas fotooxidadas. El bajo nivel de 

ácido linolénico que se encuentran en esta semillas respecto de otras no resultó limitante 

para detectar ese aumento de MDA. Chiu y col. (1995) reportaron un comportamiento 

similar en semillas de sandia. 

Coincidiendo con el aumento de la luminiscencia y la disminución de la GN, un 

aumento del contenido de MDA se produjo en las primeras horas del priming. Bailly y col. 

(2000) describen un patrón similar en las semillas de girasol en el que se observa un 

aumento brusco del MDA durante las primeras 3 h de imbibición. 

Aunque el nivel de AGPI no se evaluó a las 2 h de priming, habiendo transcurrido 8 

h, su valor excedió al de las semillas no-fotooxidadas. Sin embargo este mayor nivel no se 

reflejó en un incremento de la GN dado que en las semillas no-fotooxidadas ésta ya era 

cercana al 100 %. La consiguiente disminución en el nivel de MDA fue consistente con el 

aumento de los AGPI. En este sentido, la fluctuación en los niveles de MDA fue similar a la 

observada con la luminiscencia, lo cual nos permite inferir que este indicador constituye 

una prueba más del estallido oxidativo que se produce al comienzo de la imbibición. 
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La pérdida de integridad de la membrana plasmática es una característica de las 

semillas envejecidas (Wilson y McDonald, 1986). Esta resultó particularmente 

pronunciada en las semillas de sauce, probablemente debido al fuerte proceso 

fotooxidativo promovido por la luz. Cuando las semillas fotooxidadas se sometieron a 

priming se produjo una gradual recuperación de la permeabilidad tal como lo mostró el 

aumento del cociente w/l de la sonda TEMPONE (Fig. 6). Tanto el aumento de los AGPI, 

descripto anteriormente, como el de la integridad de las membranas reflejada en la 

disminución de la permeabilidad, que ocurren con el priming, no han sido reportados al 

presente en semillas de ninguna otra especie. El aumento de la peroxidación lipídica 

durante las 2 h de priming, según lo indicado por el MDA, no dio lugar a una pérdida de 

integridad de la membrana, podría atribuirse a que, en este tiempo, los daños todavía no 

alcanzaron a actuar sobre los componentes lipídicos del plasmalema. 

La clorofila tiene un rol dual al ser generadora, y a la vez blanco de ataque de los 

ERO (Knox y Dodge, 1985; Dalton, 1995). Se considera que uno de los principales roles de 

los carotenos, en los tejidos verdes es protegerla contra estos agentes (Benson, 1990). Un 

aumento de las ERO en las semillas fotooxidadas sería suficiente para destruir parte de 

los carotenos desprotegiendo las clorofilas del ataque oxidativo. En sauce, se mostró que 

estas moléculas disminuían (ver capítulo 3.1 de esta tésis). Si bien la información sobre 

estos procesos en tejidos verdes secos es escasa, en algunos musgos tolerantes a la 

deshidratación (Seel y col., 1991) y en semillas de arvejas (Cheng y col., 2004) se detecta 

una progresiva disminución de la clorofila con el aumento de la luz. En las semillas de 

sauce aquí estudiadas, al igual que lo ocurrido con los otros indicadores de daños, se 

observó, también en las primeras horas de priming, una apreciable disminución del 

contenido de carotenos y clorofilas el cual fue progresivamente recuperado a medida que 

aumentaba el tiempo, alcanzando valores similares a los de las semillas control. La 

fluctuación en la concentración de clorofila se reflejó en el color de los cotiledones de las 

semillas germinadas, que pasó de color verde claro-amarillo a las 2 h de priming a verde 

oscuro a las 8 h (Fig. 1). Conjuntamente con los anteriores indicadores bioquímicos de 

daño oxidativo en las semillas fotooxidadas se evaluó la actividad de diferentes enzimas 

antioxidantes. En el caso de la SOD la actividad prácticamente no presentó grandes 

cambios respecto del control. Un comportamiento similar se observa en semillas de 
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diferentes especies sometidas a diversos tratamiento de envejecimiento: algodón (Goel y 

col., 2003), soja (Stewart y Bewley, 1980), maní (Sung y Jeng, 1994) y girasol (Bailly y col., 

2002). Esto sugiere que la actividad de la enzima no sería afectada por los procesos 

oxidativos que ocurren en estos tratamientos. Las peroxidasas POX, APX y CAT, en 

cambio, mostraron un marcado descenso en la actividad, que resultó mayor en el caso de 

la última. Este mayor descenso concuerda con lo observado por Bailly y col. (2002) en 

semillas envejecidas de girasol. Una característica que tienen en común estas enzimas es 

que todas poseen como cofactor prostético al grupo hemo que al igual que la clorofila, 

derivan de la protoporfirina XI. Debido a que existe una vía común en la biosíntesis del 

hemo y la clorofila, es posible inferir que durante el fuerte estrés sufrido en las semillas 

fotooxidadas y en los primeros estadios de la imbibición, la disminución de la actividad de 

las peroxidasas y del contenido de clorofila estén vinculados a la sensibilidad de una o 

más enzimas que interviene en la biosíntesis de estas moléculas.  

Respecto de las semillas sometidas a priming, las enzimas mostraron un 

progresivo aumento de la actividad a partir de las primeras 2 h. Este aumento se 

considera una de las estrategias de las semillas en respuesta al incremento del nivel de las 

ERO producido a principios del priming (Chiu y col., 2005). En el caso de CAT el progresivo 

aumento fue precedido por una disminución de la actividad detectada en las primeras 2 h 

de priming momento donde el golpe oxidativo fue mayor lo que sugiere que esta enzima 

podría ser más susceptible a ese proceso que las restantes. La bibliografía no informa 

disminución de la actividad de estas enzimas durante el período de priming, pero sí Bailly 

y col. (2000) muestran una disminución de CAT en semillas de girasol al inicio (6 h) de la 

fase de hidratación. 

Cabe señalar que la actividad enzimática in vivo en una semilla está íntimamente 

relacionada con el contenido de agua en las células. A bajos contenidos de humedad, el 

agua está estrechamente ligada a las estructuras macromoleculares, disminuyendo así la 

movilidad y la accesibilidad de las enzimas a sus sustratos (Bailly, 2004). Como la actividad 

enzimática es medida in vitro en un medio acuoso, esto no necesariamente refleja su 

comportamiento in situ. Esto es consistente con la hipótesis arriba propuesta, que la 
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actividad de la enzima es incapaz de evitar el estallido oxidativo en las primeras horas de 

priming. 

Según Chiu y col. (2003) la reducción de la actividad de las enzimas antioxidantes 

en las semillas podría atribuirse a una modificación de las proteínas asociadas con el 

envejecimiento. En semillas secas esta modificación se cree que es causada por la 

oxidación (carbonilación) debido a la acción de las ERO (Berlet y Stadtman, 1997; Bernal 

Lugo y Leopold, 1998; Rajjou y col., 2008) y/o la formación de productos de Maillard, que 

también pueden estar asociada a dichos agentes oxidantes (Oracz y col., 2007). La 

lentitud característica de la formación de los productos de Maillard excluye que en estas 

semillas los mismos hayan tenido algún efecto sobre el rápido envejecimiento, resultando 

la oxidación (medido por la cantidad de carbonilos) como la principal causa de la 

modificación de proteínas (Tabla 5). En concordancia con los otros indicadores de daño, 

en las primeras horas de priming, las semillas mostraron una mayor cantidad de proteínas 

oxidadas. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurrió con la fluctuación de los otros 

parámetros evaluados, al aumentar el tiempo de priming solo se registró una ligera 

disminución. La ligera disminución podría deberse, de acuerdo a Berlet y Stadman (1997), 

a que las proteínas oxidadas derivadas de la peroxidación lipídica resultaron resistentes a 

la proteólisis, y además a que los productos de peroxidación lipídica podrían inhibir la 

capacidad de las proteasas para degradarlas. Johansen y col. (2004) y Job (2005) en 

cambio, consideran que el aumento de las proteínas oxidadas no necesariamente 

constituye un indicador de daño metabólico que se refleje en el proceso germinativo, sino 

más bien un proceso que es típico de las primeras etapas de la germinación. Por otro 

lado, la carbonilación es un proceso muy específico que se dirige a determinadas 

proteínas (Rajjou y col., 2008; Tanou y col., 2009; 2010), por lo tanto el hecho de medir 

los niveles globales de carbonilación no sería suficiente para comprender el 

comportamiento exacto de la oxidación proteica, ya que en las condiciones que se utilizan 

actualmente algunas proteínas podrían carbonilarse, mientras que las carboniladas ya 

existentes se degradarían (por la acción del proteasoma) lo que daría una medida global 

de la carbonilación aparentemente sin cambios.  
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Estos resultados intentan explicar las fluctuaciones en la GN de semillas de sauce 

sometidas a priming: Un aumento en la cantidad de ERO en las primeras horas de priming 

(estallido oxidativo) causa daños a las membranas, pigmentos y proteínas, llevando a una 

disminución de la GN. A medida que se incrementan los tiempos de priming los daños son 

progresivamente revertidos, como se ve reflejado en la recuperación de la GN. 

Al presente, no existen estudios moleculares que den cuenta de los mecanismos y 

genes implicados en estas fluctuaciones. 
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CAPITULO 3.3 

Análisis de plántulas procedentes de semillas fotooxidadas 

 

INTRODUCCIÓN 

Según lo observado en capítulo 3.1 las semillas fotooxidadas con una intensidad 

de luz de 10 µmol m-2 s-1 muestran daños visibles en los cloroplastos de las células de los 

tejidos superficiales (externos) de la semilla, es decir en los tejidos de la cara abaxial de 

los cotiledones. En cambio, solo pequeñas alteraciones son observadas en los cloroplastos 

del mesófilo central y adaxial. No se observan daños en los tejidos del eje hipocótilo-raíz 

ni en el ápice meristemático de la raíz (ver Fig. 3 del capítulo 3.1). Los daños resultan de 

una fuerte peroxidación lipídica debida a un aumento en la cantidad de ERO y a una 

disminución de las defensas antioxidantes (capítulo 3.1 y 3.2). Las plántulas procedentes 

de estas semillas fotooxidadas (PSF) muestran a los 7 días de germinación (DG) un patrón 

de daño característico compatible con el deterioro de las semillas, donde los tejidos 

externos más expuesto a la luz presentan mayor daño que los internos (ver Fig. 4 del 

capítulo 3.1). 

Al presente, numerosos estudios focalizados en el crecimiento han sido realizados 

en condiciones de fotooxidación (Wise y Naylor, 1986; Jakob y col., 1997; Triantaphylidès 

y col., 2008; Maruta y col., 2010). Por otra parte, son escasas las investigaciones sobre los 

efectos de la fotooxidación en semillas (ver cap. 3.1). Lo novedoso de la investigación que 

se propone en este capítulo es el estudio de la evolución del daño oxidativo (producido 

en la semilla) durante la germinación. 

Para esto, se evaluaron las características exomorfológicas, histológicas y 

subcelulares en diferentes tiempos de germinación y estos datos se complementaron con 

estudios fisiológicos y bioquímicos. Los materiales utilizados fueron semillas fotooxidadas 

en dos intensidades de luz y plántulas en diferentes estadios provenientes de las mismas.  
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Las determinaciones fueron acompañadas por dos controles consistentes en 

plántulas provenientes de: (i) semillas almacenadas en oscuridad (PSAO) y (ii) semillas no 

fotoxidadas (PSNF) 

 

RESULTADOS 

Análisis exomorfológico de las plántulas procedentes de semillas fotooxidadas (PSF) 

El análisis exomorfológico de las plántulas procedentes de semillas sometidas a 

dos intensidades de luz, durante tres días y en atmósfera de aire permitió detectar 

diferencias respecto de los controles. Las evaluaciones se hicieron a 7, 14 y 24 días de 

germinación (DG) (Fig. 1). 

7 DG 

Las plántulas procedentes de semillas fotooxidadas con una intensidad de luz de 

10 µmol m-2 s-1 (PSF-10) mostraron porcentajes de 97 % y 16 % de GT y GN 

respectivamente. Al igual que lo observado en el capítulo 3.1, las plántulas de 7 DG 

exhibieron cotiledones con clorosis incipiente y zonas necróticas en la cara abaxial y en 

los márgenes. El hipocótilo no mostró diferencias respecto a las PSNF. La raíz, en cambio, 

mostró crecimiento limitado sin desarrollo de raíces adventicias. El tamaño promedio de 

la plántula resultó considerablemente menor al del control (Fig. 2 y 4). 

Las plántulas procedentes de semillas fotooxidadas con una intensidad de luz de 2 

µmol m-2 s-1 (PSF-2) exhibieron un porcentaje de 99±1 % y 57±4 % de GT y GN 

respectivamente. Los cotiledones presentaron una menor clorosis y raramente mostraron 

zonas necróticas lo cual correlaciona con el mayor valor de la GN (Fig. 3). La raíz tuvo un 

crecimiento menor respecto de las PSNF; no obstante, a diferencia del anterior 

tratamiento un 20 % de las plántulas desarrollaron raíces adventicias (Fig. 1 B). El tamaño 

promedio de las plántulas también resultó menor respecto al de las PSNF aunque mayor 

que el de las PSF-10. El hipocótilo no mostró cambios. 
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Las PSAO mostraron porcentajes de 100 y 90 % de GT y GN respectivamente, y 

generaron plántulas que, en comparación con las PSNF, resultaron de tamaño algo menor 

y con incipiente clorosis en los cotiledones. El desarrollo de raíces adventicias fue alto en 

comparación con las PSNF pero esta característica no fue significativa en tiempos 

mayores ya que todos los tratamientos alcanzaron valores similares (Fig. 1 A). 

En ninguno de los tratamientos se observó desarrollo de primordios (Fig. 1 B) 

Figura 1. Desarrollo de raíces adventicias (A) y de primordios foliares (B) en diferentes 
días de germinación: Los tratamientos corresponden a plántulas procedentes de semillas 
no-fotooxidadas (PSNF), envejecidas en ausencia de luz (PSAO), plántulas procedentes de 
semillas fotooxidadas a 2 µmol m-2 s-1 (PSF-2) y 10 µmol m-2 s-1 (PSF-10) y plántulas 
procedentes de semillas no envejecidas a las cuales a los 3 DG se extirpó uno de sus 
cotiledones (s/cotiledón). 
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14 y 24 DG  

La aparición de primordios foliares fue mayor en PSF-2 y 10 que PSNF, siendo más 

alto en las PSF-2 (P ≤ 0,05) (Fig. 1 B, 2, 3 y 4). La mayoría de las plántulas que generaron 

primordios foliares sus cotiledones presentaban clorosis de forma generalizada o en 

pequeñas áreas (Fig. 3 y 4). A los 24 DG un 60 % de las PSF-10 habían desarrollado 

primordios foliares mientras que el 40 % restante presentaban daños severos visible en 

sus órganos, o estaban muertas. 

Con el fin de correlacionar la emergencia de los primordios foliares con la 

disminución de la superficie fotosintetizante se realizó un ensayo con semillas no-

fotooxidadas el cual consistió en extirpar tempranamente (3 DG) uno de los cotiledones. 

Los resultados mostraron que aquellas plántulas a las que se le habías extirpado un 

cotiledón, desarrollaron prematuramente primordios foliares (Fig. 1 y 5).  

En los diferentes tratamientos los porcentajes de plántulas con primordios de los 

igualaron a los controles en tiempos mayores de germinación, mientras que el porcentaje 

de raíces adventicias no varió con los distintos tratamientos (Fig. 1 A y B). 

 
Figura 2. PSNF, 14 DG. Las semillas germinaron en cajas de Petri sobre papel humedecido 
con agua destilada-desionizada, bajo luz fluorescente/oscuridad (16/8 h por día). 
Abreviaturas: C: cotiledón; Rp: raíz principal. Escala: 2 mm. 
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Figura 3. PSF-2, 14 DG. Las semillas germinaron en cajas de Petri sobre papel 

humedecido con agua destilada-desionizada, bajo luz fluorescente/oscuridad (16/8 h por 
día). Abreviaturas: C: cotiledón; Pf: primordio foliar; Rp: raíz principal; Ra: raíz adventicia. 
Escala: 2 mm. 

 

 
Figura 4. PSF-10, 14 DG. Las semillas germinaron en cajas de Petri sobre papel 
humedecido con agua destilada-desionizada, bajo luz fluorescente/oscuridad (16/8 h por 
día). Abreviaturas: C: cotiledón; Pf: primordio foliar; Rp: raíz principal; Ra: raíz adventicia. 
Escala: 2 mm. 

 

 
Figura 5. PSNF s/cotiledón, 14 DG, en las cuales a los 3 DG se extirpó uno de sus 
cotiledones. Las semillas no envejecidas germinaron en cajas de Petri sobre papel 
humedecido con agua destilada-desionizada, bajo luz fluorescente/oscuridad (16/8 h por 
día) Abreviaturas: C: cotiledón; Pf: primordio foliar; Rp: raíz principal; Ra: raíz adventicia. 
Escala: 2 mm. 
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Evaluación in situ de tejidos y células 

Para conocer la evolución del daño fotooxidativo durante la germinación se 

analizaron cortes histológicos de cotiledones en plántulas de 14 DG los cuales se 

confrontaron con los resultados presentados en el capítulo 3.1. 

 

PSNF 

Como ocurre en las semillas con germinación epigea, en los cotiledones, las células 

de los diferentes tejidos consumieron sus reservas (proteicas y lipídicas), desarrollaron 

una vacuola central y se expandieron (Fig. 6 A-B). En ambas epidermis, los cloroplastos 

desarrollaron en leucoplastos (plástidos carentes de clorofila) y se generaron los estomas.  

PSF-2  

A diferencia de las PSNF, las células de la epidermis abaxial y algunas de las células 

de la capa subyacente a la misma, no entraron en el proceso de diferenciación, es decir, 

no consumieron sus reservas ni desarrollaron una vacuola central y en consecuencia no se 

expandieron (Figura 6 C-D) Su aspecto por lo tanto no se modificó respecto al de las 

células de una semilla madura, es decir, no aumentaron su tamaño, no desarrollaron una 

vacuola central y no consumieron sus reservas. El resto de las células del mesófilo se 

diferenciaron, pero su tamaño resultó algo menor al de las PSNF (Fig. 6 A-D). 

PSF-10 

A diferencia del tratamiento anterior, los daños fueron más severos ya que las 

células de la epidermis abaxial y las de las primeras capas subyacentes del mesófilo 

mostraron características similares a las de las células no expandidas de las PSF-2 (Fig. 6 E-

F).  
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Figura 6. Sección transversal de cotiledón de plántulas de Salix nigra L., 12 DG. Las 
imágenes fueron obtenidas de secciones transversales de 1 µm de espesor, de 
cotiledones incluidos en resina Spurr, coloreados con azul de toluidina, utilizando 
microscopia óptica Zeiss EM109T en campo claro. A y B, PSNF. C y D, PSF-2. E y F, PSF-10; 
Abreviaturas: Ad: cara adaxial; Ab: cara abaxial; Cs: células expandidas; Cd: células 
dañadas no expandidas; Ei: espacio intercelular. Escala: 20 µm. 

 

En cuanto a las células diferenciadas (o expandidas), comparando las secciones de 

los diferentes tratamientos se pudo determinar que el tamaño final fue mayor en las 

plántulas control y menor en las PSF-10. Las secciones correspondientes a cotiledones de 

PSAO (datos no provistos) no presentan diferencias con lo observado en PSNF. 

 

Evaluación subcelular in situ 

En los cotiledones de las PSF-2 y las PSF-10 se evaluaron los cambios producidos 

en el nivel subcelular durante la germinación. Para ello, se realizaron secciones ultrafinas 

Ei 
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de cotiledones de plántulas de 14 DG. Especial atención se prestó a las características de 

núcleos, cloroplastos, cuerpos proteicos, cuerpos multivesiculares (estos últimos 

asociados al proceso de muerte celular programada), y vacuolas líticas (vacuolas 

asociadas a la autofagia). Se analizaron las células expandidas y las no-expandidas. 

Células expandidas 

Al igual que en las PSNF (Fig. 7), en las PSF-10 las células expandidas mostraron 

ausencia de cuerpos lipídicos y proteicos, vacuola central y citoplasma parietal. La 

ausencia de cuerpos lipídicos y proteicos indica la digestión de proteínas y lípidos que 

ocurre durante las primeras etapas de la germinación. Sin embargo en las PSF-10 los 

cloroplastos se observaron senescentes, con grana parcialmente desorganizada y con 

abundantes plastoglóbulos (Fig. 8). Su forma esférica se diferenció de la forma 

semiesférica o lenticular de los cloroplastos de las PSNF y la estructura de laminillas fue 

menos compacta. (Fig. 7 y 8). 

Estas células mostraron evidencias de autofagia de organelas, con cloroplastos y 

mitocondrias parcialmente digeridos en la vacuola (Fig. 8 y 9). En una etapa avanzada de 

la autofagia resultó difícil identificar el tipo de organela dentro de la vacuola. Cuerpos 

multivesiculares fueron frecuentemente encontrados (Figura 9). 

 
Figura 7. Célula del mesófilo esponjoso de cotiledón de las PSNF, de Salix nigra L., 14 DG 
Las imágenes fueron obtenidas utilizando microscopía electrónica de transmisión de 
cortes ultrafinos de cotiledones montados sobre grillas de níquel y contrastados con 
citrato de plomo seguido de acetato de uranilo. A, Célula expandida con cloroplastos 
lenticulares y grana desarrollada. La vacuola carece de contenidos sólidos. ei: espacio 
intercelular; va: vacuola; clo: cloroplasto; Escala: 1 µm. B, Detalle de un cloroplasto 
mostrando la grana con tilacoides ordenados. pc: pared celular; Escala: 1 µm. 
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Figura 8. Célula del mesófilo esponjoso de cotiledón de las PSF-10, de Salix nigra L., 14 DG 
Las imágenes obtenidas utilizando microscopía electrónica de transmisión de cortes 
ultrafinos de cotiledones montados sobre grillas de níquel y contrastados con citrato de 
plomo seguido de acetato de uranilo, A, en el cloroplasto se observa una zona carente de 
grana y una zona con grana que queda lateralmente desplazada. La grana está compuesta 
por granos parcialmente desorganizados. B, grana en detalle. Abreviaturas: es: estroma; 
gr: grana; m: mitocondria; va: vacuola; pc: pared celular. Punta de flecha: cuerpos 
osmiofílicos. Escala: 1 µm. 

 

 
Figura 9. Célula del mesófilo esponjoso de cotiledón de las PSF-10, de Salix nigra L., 14 
DG. Las imágenes fueron obtenidas utilizando microscopía electrónica de transmisión de 
cortes ultrafinos de cotiledones montados sobre grillas de níquel y contrastados con 
citrato de plomo seguido de acetato de uranilo, A-B, detalle de cuerpos multivesiculares: 
en A, se muestra el origen del cuerpo multivesicular en el citoplasma próximo a la pared; 
en B, el cuerpo multivesicular está siendo incorporado a la vacuola para su degradación. 
Abreviaturas: m: mitocondria; cm: cuerpo multivesicular; va: vacuola; pc: pared celular; 
ei: espacio intercelular. Escala: 1 µm. 
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Células no expandidas 

La mayoría de las células de los tejidos más superficiales de los cotiledones de las 

PSF-10 que, en el análisis por microscopía de campo claro se mostraron fuertemente 

picnóticas, carentes de vacuolas y con reservas (Fig. 6 E-F), en el nivel subcelular 

exhibieron profundas alteraciones en la grana de los cloroplastos (Fig. 10 B) 

En la pared externa de la epidermis abaxial, hacia el exterior, se observa 

abundante secreción de apariencia semisólida (Fig. 11). La presencia de esta secreción 

está indicando que a través de la epidermis abaxial se estaría generando una exocitosis en 

la que aparecen incluidos microorganismos. Al igual que en las secciones histológicas, las 

imágenes de MET provenientes de plántulas de semillas almacenadas en oscuridad no 

presentan diferencias con las de las plántulas control. 

 
Figura 10. Célula del mesófilo esponjoso de cotiledón de las PSF-10, de Salix nigra L., 14 
DG. La imágenes fueron obtenidas utilizando microscopía electrónica de transmisión de 
cortes ultrafinos de cotiledones montados sobre grillas de níquel y contrastados con 
citrato de plomo seguido de acetato de uranilo, A y B, Células no expandidas con cuerpos 
lipídicos y proteicos no consumidos y cloroplastos con grana profundamente alterada; en 
A se observa algunas células que han digerido parcialmente su reserva e iniciado la 
formación de una vacuola central. Abreviaturas: va: vacuola; ei: espacio intercelular; c: 
cloroplasto; cp: cuerpo proteico. Punta de flecha: cuerpos lipídicos. Escala: 1 µm.  
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Figura 11. Célula del mesófilo esponjoso de cotiledón de las PSF-10, de 14 DG de Salix 
nigra L. Las imágenes fueron obtenidas utilizando microscopía electrónica de transmisión 
de cortes ultrafinos de cotiledones montados sobre grillas de níquel y contrastados con 
citrato de plomo seguido de acetato de uranilo, A y B, En las dos imágenes se observa 
exocitosis desde las células de la epidermis abaxial al exterior. Abreviaturas: ex: secreción 
exocitada; ei: espacio intercelular; ce: célula epidérmica; cm: célula del mesófilo. Escala: 2 
µm. 

 

Peroxidación lipídica (MDA) y actividad de enzimas antioxidantes  

En semillas fotooxidadas y PSF con distinto DG se cuantificaron algunos 

marcadores de estrés oxidativo tales como la actividad de diferentes enzimas 

antioxidantes (CAT, POX, SOD y APX)  y el contenido de malonildialdehído (MDA). Los 

resultados se expresaron respecto de sus controles (no fotooxidados) al cual se le asignó 

el valor de 1 UA, i.e un valor de 1,8 UA de POX representa una actividad de 1,8 veces 

mayor al del control. 

PSF-2 

A los 3 DG se detectó un importante aumento en el contenido de MDA que 

alcanzó un máximo de 2,40 UA y fue disminuyendo progresivamente hasta equiparase al 

de su respectivo control a los 14 DG (Fig. 12 A). 

En los diferentes tiempos, cada una de las enzimas analizadas (SOD, POX, APX y 

CAT) mostraron patrones de actividad específica: las bajas actividades de SOD, POX y APX 

previo a la germinación (0 DG), exhibieron una rápida recuperación durante el primer día 

alcanzando a los 14 DG valores muy superiores a los de sus respectivos controles (Fig. 12). 
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En el caso de CAT, en cambio, la actividad se mantuvo baja durante los primeros días de 

germinación observándose sólo a los 7 DG un aumento transitorio (1.4 UA) que se redujo 

a la mitad a los 14 DG. 

PSF-10  

A diferencia de lo ocurrido en las PSF-2, durante la germinación no hubo una 

disminución de la concentración de MDA en los diferentes tiempos evaluados. Por el 

contrario, en plántulas de 14 DG la concentración aumentó 6 veces manteniéndose 

prácticamente constante a mayores tiempos de germinación (Fig. 12 A).  

Las actividades de las diferentes enzimas mostraron un comportamiento similar al 

observado en las PSF-2, aunque la actividad en PSF-10 fue comparativamente inferior. 

Pese a que entre los dos tratamientos hubo diferencia significativa (P ≤ 0,05) las mismas 

fueron más pronunciadas durante los primeros días de la germinación (Fig. 12). 

Los valores de MDA y enzimas son tenidos en cuenta hasta los 14 días ya que a 

partir de ese momento una gran proporción de las PSF-10 comenzaron a desarrollar 

hongos. 

El contenido de MDA y la actividad enzimáticas de las PSAO no mostraron mayores 

diferencias respecto a las PSNF. 
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La tinción en el meristema apical de la radícula que se produce en los primeros 

momentos de la imbibición de la semilla se observó a los 2, 4 y 8 DG, tiñéndose además 

en el último caso (8 DG) los ápices de la raíces adventicias que en ese tiempo se forman 

(Fig. 13). Otro región en la que se detectó la presencia del radical O2
·- fueron los tejidos 

del cilindro vascular. Similares observaciones son descritas por Causin y col., (2009) 

quienes vinculan la producción del radical O2
·- con la elongación de la radícula.  

Respecto de los cotiledones, la generación del radical se observó en los primeros 

momentos de la imbibición de la semillas fotooxidadas (ver Fig. 3 del capítulo 3.2) 

continuando durante los primeros 14 DG sin mostrar algún tipo de cambio aparente en la 

localización (Fig. 13 y 14). En el caso de las PSF-2, la producción del radical se localizó 

exclusivamente en los bordes del cotiledón mientras que en las PSF-10 lo hizo en toda la 

superficie del cotiledón (Fig. 13 y 14). Al igual que en las semillas (ver Fig. 3 del capítulo 

2), en los cotiledones de las PSNF no se observó prácticamente coloración durante los 

primeros 14 DG en los cotiledones de las PSNF (Fig. 13 y 14). 

Los primordios foliares de las PSF-2 y PSF-10 no presentaron ningún indicio de 

coloración (Fig. 14).  

Otra ERO que se intentó determinar mediante la técnica de DAB fue H2O2. la cual 

no arrojó datos concluyentes. 
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DISCUSIÓN 

El análisis de la germinación permitió determinar que las PSF-2 tienen la capacidad 

de superar las consecuencias del daño producido en los cotiledones generando 

prematuramente primordios foliares que reemplazan a aquellos en la fotosíntesis. La 

emergencia prematura de los primordios foliares en plántulas con un cotiledón extirpado, 

resulta consistente con la hipótesis que considera que la superficie fotosintética 

emergente de los primordios foliares tiende a sustituir la disminución de la misma en los 

cotiledones fotooxidados. Por el contrario, la falta de desarrollo de las raíces primarias 

debido al daño fotooxidativo, no produjo un adelanto en la formación de raíces 

adventicias, emergiendo las mismas simultáneamente con las de las PSNF. Esto también 

sugiere que la producción de fotosintatos por los primordios son utilizados en su propia 

expansión, no habiendo alcanzado todavía la capacidad de exportarlo a las raíces. 

A los 14 días no se detectaron diferencias significativas entre las PSF-10 y las PSNF 

en los porcentajes de plántulas con primordios. En ambos tratamientos los valores 

alcanzados fueron cercanos al 45 %. A los 28 días, en cambio, el restante 55 % de las PSF-

10 no sólo no formó primordios sino que, por el contrario, se produjo un progresivo 

deterioro. En cuanto a las PSNF, las mismas continuaron formando primordios hasta 

alcanzar valores cercanos al 100 %. Esto muestra que el nivel de daño fotooxidativo 

alcanzado en intensidades de 10 µmol m-2 s-1 afectó la actividad del meristema apical del 

brote, y por ende la formación de primordios foliares. En cambio, prácticamente todas las 

plántulas que continuaron vivas, desarrollaron primordios prematuramente. 

La diferencia en la aparición temprana de los primordios foliares entre las PSNF y 

las PSAO es consistente con el hecho que en oscuridad hay una sensible autooxidación, 

reacción que ocurre debido a la considerable y atípica presencia de membranas en 

semillas secas como consecuencia de la desdiferenciación incompleta (Maroder y col., 

2008), proceso que también operaría en las semillas fotooxidadas. 

El hecho que los primordios foliares no presentaron ningún tipo de alteración 

morfológica, a pesar del fuerte daño en otros órganos de la plántula, permite inferir que 
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el ápice meristemático del vástago, protegido por los cotiledones, no fue alcanzado por el 

daño fotooxidativo (ver capítulo 3.1). 

Las observaciones en los niveles histológico y celular realizadas en PSF-2 de 14 DG 

concuerdan con lo antedicho ya que muestran, al igual que lo observado en las semillas, 

que el ápice no presenta daños. En cambio, el daño fotooxidativo (parcial o total) 

producido en los cotiledones del embrión especialmente en la epidermis abaxial y en los 

tejidos subyacentes, es irreversible debido a que afecta el crecimiento de las células. La 

diferenciación celular que es inherente al proceso de germinación, requiere que las 

células embrionarias consuman las reservas almacenadas en los cuerpos proteicos y 

lipídicos, desarrollen una vacuola central y se expandan. Tampoco se expandieron las 

típicas células vacuolizadas de la capa sub-protodérmica del embrión descriptas por 

Maroder y col., (2003).  

En las PSF-10 las células expandidas mostraron menor tamaño que las de las PSNF, 

lo que determinó el menor tamaño final alcanzado por los cotiledones. Trabajos recientes 

han documentado el efecto de los diferentes tipos de estrés abiótico sobre la disminución 

de la expansión foliar, que atribuyen generalmente a una insuficiencia de la elongación 

celular con las hormonas jugando un rol protagónico (Taleisnik y col., 2009 y los trabajos 

allí citados). 

Adicionalmente, esta investigación permitió comprobar que el consumo de las 

reservas en los tejidos embrionarios en esta especie se produce por auto-fagocitosis (Fig. 

9) y no por el movimiento de enzimas provenientes de células vecinas. Este punto merece 

destacarse ya que son pocos los estudios que dan cuenta del origen de las enzimas, en 

otras palabras, si las enzimas provienen de la misma célula reservante o de otras células 

del mismo o de distinto tejido. Como ejemplos de casos en los que las enzimas proceden 

de otros tejidos, pueden mencionarse los siguientes: (i) el caso de la movilización del 

almidón del endosperma amiláceo de Poaceae (Bewley y col., 1994) o (ii) de los 

galactomananos del endosperma de la especie de Ceratonia siliqua  L. (familia Fabaceae, 

subfamilia Cesalpinoideae) (Grant Reid y col., 1985). En ambos casos se trata de tejidos 

muertos en la madurez. Como ejemplo de especies en las que las enzimas se generan en 

la misma célula reservante, cabe mencionar las células del endosperma de la palmera 
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Phoenix dactylifera L. (Arecaceae) donde la auto-catálisis de proteínas y lípidos ha sido 

reportada (Chandra y col., 1989; 1990; De Mason y col., 1985). Las alteraciones 

observadas en los cloroplastos tales como cloroplastos redondeados en lugar de 

lenticulares, espacios intra-tilacoides hinchados y membranas onduladas, en algunos 

casos con separaciones en el sistema interlamelar, mayor presencia de vesículas y 

plastoglóbulos, entre otras mostraron marcadas semejanzas con las ocurridas en hojas de 

otras especies sometidas a diferentes tipos de estrés abióticos. (Gabara y col., 2003, Wi y 

col., 2005, Xu et al 2006, Cheng y col., 2011, Zhang y col., 2011). Cabe señalar que la 

mayor parte de estas alteraciones también se observaron en los cloroplastos de las 

semillas fotooxidadas de S. nigra (capitulo 3.1). Todo lo que antecede permite sugerir que 

se trata de una respuesta de los cloroplastos, la cual es independientemente del grado de 

hidratación del tejido y del tipo de estrés. De acuerdo a Staehelin y col., (2000) la 

formación de los cuerpos multivesiculares en plantas está asociada al proceso de 

endocitosis y éste a su vez vinculado a la autofagia de las organelas durante la muerte 

celular programada. Por ello se puede inferir que la endocitosis y la autofagia de las 

organelas celulares observadas en los tejidos embrionarios de las PSF determinaron la 

muerte temprana de los cotiledones. Las plantas que anticiparon el desarrollo de sus 

primordios foliares pudieron sobrevivir, ya que éstos reemplazaron la función de 

fotosíntesis que, en las plantas con germinación epigea, como las de sauce, cumplen los 

cotiledones.  

Las variaciones del comportamiento germinativo correlacionaron con aquellas de 

los indicadores de estrés oxidativo. Así, el contenido de MDA, que mostró un considerable 

aumento en los primeros días de la germinación, disminuyó sensiblemente a los 7 DG, en 

las PSF-2. Las PSF-10, en cambio, no mostraron ningún signo de recuperación 

observándose a partir del 3 DG un aumento sostenido del MDA. Esto puede atribuirse a 

que en el último caso, el daño fotooxidativo alcanzó niveles que afectaron los 

mecanismos responsables de la recuperación lo cual se vio reflejado en la alta tasa de 

mortalidad en plántulas de más de 21 DG. 

El comportamiento resultó más complejo en cuanto a las actividades de las 

diferentes enzimas (SOD, CAT, POX APX) ya que si bien en ambos tratamiento (PSF-2 y 
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PSF-10) las mismas experimentaron un patrón de fluctuación similar, sólo las PSF-10 

mostraron una actividad enzimática inferior a la de las PSNF durante los primeros 

estadios de la germinación (0-3 DG). Esto sugiere que la rápida recuperación de las 

defensas antioxidantes de las PSF-2 resulta compatible con la disminución del contenido 

de MDA durante ese periodo. A pesar que no existe bibliografía que describa el 

comportamiento de las enzimas de plántulas provenientes de semillas sometidas a algún 

tipo de estrés, trabajos en otras especies muestran que al aumentar las defensas 

antioxidantes ya sea por algún tipo de sustancia exógena, o alguna modificación genética, 

las plantas toleran mejor las condiciones de estrés disminuyendo así el daño oxidativo 

durante los estadios tempranos de la germinación (Nasibi y Kalantari, 2009; Xi y col., 

2010; Nasibi, 2011; Xuexia y col., 2011) La actividad enzimática y los valores del contenido 

de MDA en las PSNF y las PPSO mostraron pequeñas diferencias confirmando el rol de la 

luz sobre los indicadores de estrés oxidativo evaluados. 

La producción del radical O2
·- en los cotiledones de las PSF exhibió un patrón de 

localización similar al del daño histológico. Este hecho es congruente con la presencia de 

cloroplastos con alteraciones morfológicas en las zonas del cotiledón donde se produce el 

radical. Por otra parte, no se descarta que la actividad enzimática antioxidante se 

mantenga en valores elevados como un mecanismo de protección de los tejidos 

meristemáticos lo que permitiría que los primordios no resulten afectados en plántulas 

con una alta producción del radical O2
·-. 
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Capítulo 4 

CONCLUSIONES 

A diferencia de lo que ocurre en una semilla ortodoxa típica, los tejidos 

embrionarios de las semillas de sauce presentan cloroplastos que no desdiferencian 

durante la maduración del secado, conservando la clorofila y manteniendo su sistema de 

endomembranas intacto. Debido a que las membranas tilacoides son los principales sitios 

para la generación de especies reactivas de oxígeno (ERO), resulta inevitable que sean 

afectadas o dañadas cuando las semillas son expuestas a la luz. Otra atipicidad que 

presentan estas semillas es que durante la hidratación controlada ocurre un descenso de 

la germinación normal (GN) que es seguido por una recuperación de la misma.  

Los estudios realizados en esta tesis doctoral permiten concluir que:  

• Debido a la presencia de clorofila, la luz y el oxígeno promueven un 

importante proceso oxidativo mediado por ERO y RL (fotooxidación).  

• Estas semillas carecen de endosperma y poseen un tegumento delgado y 

transparente, por lo que la fotooxidación es mayor en los tejidos más externos, y por lo 

tanto más expuestos a la luz.  

• La fuerte disminución de la fracción glicolipídica de los AGPI apunta a que 

las membranas tilacoides son un blanco preferencial de ataque de los agentes oxidantes 

lo que es confirmado por las imágenes de microscopía electrónica de transmisión que 

prueban el daño producido en la grana de los cloroplastos. 

• Cuando las semillas son sometidas a hidratación controlada (priming), se 

produce, al comienzo de la imbibición, un estallido oxidativo el cual ya ha sido reportado 

en semillas de otras especies. En las de sauce resulta particularmente intenso, 

produciendo un nivel de daño que se ve reflejado en el descenso de la GN. 

• El estallido oxidativo está potenciado por dos peculiaridades de las 

semillas: un elevado nivel basal de ERO como resultado de la presencia de clorofila y una 

importante peroxidación lipídica, producto del alto contenido de membranas que se 

mantiene en las células de los embriones maduros. 
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• En el estallido oxidativo, el O2
·- se revela como un importante agente 

oxidante. 

• A mayores tiempo de priming el daño causado por el estallido oxidativo es 

revertido debido a un mayor tiempo de actuación de los mecanismos de reparación y de 

las defensas antioxidantes que conducen a la recuperación de la GN.  

• En ausencia de priming (esto es, hidratación no controlada) el menor 

tiempo de actuación de los mecanismos de reparación y de las defensas antioxidantes se 

ve reflejado en un aumento de la geminación anormal. 

• El daño fotooxidativo producido en los tejidos es irreversible debido a que 

afecta el crecimiento y la diferenciación celular.  

• En los cotiledones fotooxidados, la producción del O2
·-está estrechamente 

vinculado a las alteraciones morfológicas que presentan los cloroplastos. 

• Cuando la fotooxidación no alcanza a dañar el meristema apical del brote, 

las plántulas pueden sobrevivir si desarrollan mecanismos que les permitan superar los 

daños, como: i) generación prematura de los primordios foliares, lo que compensa la 

reducción de la capacidad fotosintetizante de los cotiledones dañados, ii) rápida 

activación de las defensas antioxidantes  lo cual reduce el daño peroxidativo y evita que 

se extienda a los tejidos meristemáticos. 

Estas conclusiones confirman que la semilla de sauce constituye un modelo de 

estudio novedoso en el campo de conservación de semillas y otros biomateriales
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