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Resumen: En este estudio se efectud una aproximacion experimental al proceso de germinacion
de semillas de Cicer arietinum L. cv. Castellana. Para ello, se evaluaron la toma de agua
(mgPF), el porcentaje de germinacion, el contenido de proteinas (mg/gPF) y de azucares (mg/
gPF) totales en diferentes estadios germinativos (0, 3, 24 y 72 horas) de las semillas. Los resul-
tados demostraron que todo el proceso de germinacién es muy eficaz en esta variedad y que
esta sujeto a una estricta regulacion.

Palabras clave: peso fresco, germinacion, contenido de proteinas, contenido de azucares, gar-
banzo, Cicer arietinum.

Resumo: Neste estudio efectuouse unha aproximacion experimental 6 proceso de xerminacion
de sementes de Cicer arietinum L. cv. Castellana. Para elo, avalidronse a toma de auga (mgPF)
a porcentaje de xerminacion, o contido de proteinas (mg/gPF) e de azucares (mg/gPF) totais en
diferentes estadios xerminativos (0, 3, 24 e 72 horas) das sementes. Os resultados demostraron
que todo o proceso de xerminacion € moi eficaz nesta variedade e que esta suxeito a unha es-
tricta regulacion.

Palabras chave: peso fresco, xerminacion, contido de proteinas, contido de azucares, garavan-
zo, Cicer arietinum.
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INTRODUCCION

La germinacion de la semilla comprende
una serie de procesos que comienzan con la
imbibicién de agua y culminan con la emer-
gencia de la radicula a través de las cubier-
tas. La absorcion de agua por la semilla
desencadena una secuencia de cambios
metabdlicos que incluyen la activacion del
proceso respiratorio, la sintesis proteica y la
movilizacion de las reservas (Bewley, 1997).
La hidratacion inicial de la semilla depende
en gran parte del potencial hidrico de las
células que la componen. En muchos casos
los valores iniciales del potencial hidrico son
muy bajos, pudiendo ser menor que —100
Mpa (Matilla, 2000a).

Con la toma de agua se activa el pro-
ceso respiratorio y con ello toda la maquina-
ria metabdlica, se induce la sintesis proteica
que da lugar, entre otras proteinas, a la for-
macion de enzimas hidroliticas que produ-
cen la movilizacion de las reservas (Matilla,
2000a).

Las principales reservas de las semi-
llas suelen componerse de lipidos, protei-
nas, carbohidratos y compuestos inorgani-
cos. En el caso de las leguminosas, se al-
macenan proteinas junto con cantidades
considerables de almidon, siendo en éstas
los lipidos muy escasos. Ademas, las protei-
nas y los hidratos de carbono de reserva
estan localizados en los cotiledones, que
generalmente son muy voluminosos (Matilla,
2000a). La movilizaciéon de estas reservas
requiere un proceso previo de hidrélisis para
liberar compuestos de menor peso molecu-
lar, que pueden ser utilizados durante el cre-
cimiento inicial de la plantula. El eje embrio-
nario en desarrollo puede regular la movili-

zacion de las reservas a través de mecanis-
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mos hormonales como la accién de gibereli-
nas sintetizadas por el propio eje, inducien-
do la sintesis de enzimas hidroliticas
(Debeaujon y Koornneef, 2000; Matilla,
2000a). Cabe destacar la accion del etileno
en la induccién de la germinacion de mu-
chas especies. De hecho, la semilla de gar-
banzo requiere la sintesis de esta hormona
para que se produzca la germinacién
(Gallardo et al., 1994; Matilla, 2000b).

Los cambios fisiolégicos y metabdli-
cos que sufren las semillas no latentes des-
pués de la imbibicién de agua culminan con
el inicio de la division celular en el embrién y
el desarrollo posterior de la plantula. Por lo
general, este proceso comienza por la radi-
cula, que es el primer érgano que emerge,
produciendo la ruptura de la testa. En las
plantulas hipogeas, los cotiledones perma-
necen bajo el suelo, con un corto hipocatilo.
Con posterioridad, el epicotilo se alarga y
aparecen las primeras hojas verdaderas,
como sucede en la semilla de garbanzo
(Matilla, 2000a).

MATERIAL Y METODOS

Con objeto de realizar un seguimiento del
proceso germinativo de semillas de garban-
zo, se seleccionaron un total de 1100 semi-
llas por homogeneidad de tamafio, sin tratar
y conservadas previamente en camara fria a
4°C y en oscuridad. Estas se distribuyeron
en 4 grupos: T, (semilla “seca”), T4
(imbibicion 3 horas), T, (incubaciéon 24
horas) y T3 (incubacion 72 horas).
Procedimiento.

Todas las semillas, excepto las correspon-
dientes al estadio Ty, se sumergieron en
hipoclorito sédico al 1% con el fin de evitar
la contaminacién de la cubierta. Posterior-

mente, las semillas del grupo T se sumer-



gieron en agua destilada durante 3 horas en
oscuridad; las de los grupos T, y T3 se distri-
buyeron en grupos de 50 semillas sobre
bandejas de germinaciéon de 30x20 cm, con
dos papeles de filiro humedecidos con
150 ml de agua destilada y cubiertas con
papel de aluminio. Finalmente, las bandejas
se dispusieron en una estufa termostatizada
Sanyo Incubator a 25°C en oscuridad, con
una humedad relativa del 70%.

Determinacion del Peso Fresco (PF) y
Porcentaje de Germinacion.

Se determind el peso de las semillas del
estadio Ty (mg PS/semilla). A continuacion
se separaron manualmente los ejes embrio-
narios y cotiledones de las mismas y se ob-
tuvieron los mg PS/eje y mg PS/cotileddn,
respectivamente. Para la determinacion del
peso de las semillas del estadio T, (mg PF/
semilla), el procedimiento fue idéntico al an-
terior. En este caso, las semillas se secaron
previamente y la extraccion de los érganos
se ejecutd sobre hielo picado. Transcurrido
el tiempo de germinacién estipulado mas
arriba para las semillas correspondientes a
los estadios T, y T3, se calculd el porcentaje
de germinacion por bandeja, considerando
como semilla germinada aquélla cuyo eje
embrionario hubo atravesado la cubierta
seminal. Después, las semillas y 6rganos se
pesaron analogamente al grupo T4.

Para cada estadio se obtuvieron 3 g de
ejes embrionarios y 3 g de cotiledones para

el ulterior andlisis de proteinas y azucares
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Activacion Metabdlica. Sintesis de Protei-
nas y Movilizacion de las Reservas.

3 g de ejes embrionarios y cotiledones de
cada estadio se homogenizaron en morteros
de porcelana, preenfriados en congelador,
colocados sobre hielo picado para evitar la
degradacion de la muestra. A continuacion,
se homogenizé con tampdn de extraccion
fosfato soédico 200 mM pH = 7.0 en propor-
cién 1:2 (p/v). Los homogenizados se tras-
vasaron a tubos de centrifuga y se centrifu-
garon a 4°C, 15.000 r.p.m. durante 15 minu-
tos en una supercentrifuga Sorvall modelo
RC 5B Plus. El sobrenadante obtenido se
almacené a -20°C hasta el momento de su
utilizacion.

Determinacién de Proteinas Totales. Mé-
todo de Bradford.

A partir del sobrenadante anterior se reali-
z0 la determinacion de la cantidad de protei-
nas totales correspondientes a los ejes em-
brionarios y cotiledones de cada estadio (T,
T4, T2 y T3) mediante el método de Bradford
(1976),
(BSA) 1 pg/uL como patron. Para que las

utilizando seroalbumina bovina
medidas entrasen en el rango de absorban-
cias de la curva patrén se hizo necesaria la
dilucién de las muestras de la forma que se
indica en la tabla 1.

Determinacién de Azucares Totales.

Se determin6é el contenido de azucares
totales a partir de los sobrenadantes alma-
cenados a —20°C por el método de Dubois
et al (1956), utilizando glucosa 100 pg/mL

como patrén. En algunos casos tuvieron que

totales.
Muestra ETo CT, ET, CTy ET, CT. ET; CT;
Dilucién 1/50 1/50 1/50 1/50 1/10 1/50 1/10 1
Vol. Muestra (pL) 20 20 20 20 50 20 100
Vol. Agua (pL) 980 980 980 980 950 980 900

Tabla 1.

La nomenclatura E corresponde a ejes embrionarios y C a cotiledones.
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Muestra E T, CT, | ETy |CT, | ET, | CT, | ET; | CT,
Dilucion 1100 | 1/200 | 1/50 | 1/50 | 1/50 | 1/50 | 1/50 | 1/50
Vol. Muestra (uL) 10 5 20 20 20 20 20 20
Vol. Agua (ul) 990 995 980 | 980 | 980 980 | 980 | 980

Tabla 2. La nomenclatura E corresponde a ejes embrionarios y C a cotiledones.

diluirse las muestras como consecuencia del
excesivo color resultante de la determina-
cion. Las diluciones y volumenes utilizados
se muestran en la tabla 2.

RESULTADOS

Peso Fresco de las Semillas y Porcentaje
de Germinacion.

En este ensayo, los resultados revelaron
una ganancia de peso de las semillas, coti-
ledones y ejes embrionarios en los tiempos
analizados, alcanzandose el valor mas alto

alas 72 horas en todos ellos (Tabla 3).

1a y 1b). En relacién a los ejes embriona-
rios, el incremento de peso alcanzé su ma-
yor pendiente a partir de las 24 horas, lle-
gando a aumentar aproximadamente en 21
veces a las 72 horas en comparacién con el
control (Fig. 1c). A las 0 horas (control), el
peso de los cotiledones fue aproximada-
mente 54 veces superior al de los ejes em-
brionarios, mientras que a las 72 fue de 5

veces.

0 horas (control

mgPS/semilla

3 horas

mgPF/semilla

24 horas

mgPF/semilla

72 horas

mgPF/semilla

Semillas enteras

282.76 £ 17.51

518.57 + 3.96

622.49 + 10.10

721.62 +17.23

Cotiledones

273.68 £ 11.97

486.41 £ 11.45

586.79 + 21.93

599.97 + 9.80

Ejes embrionarios

5.73£1.27

7.93+244

11.93 + 1.56

119.79 £ 14.20

Tabla 3. Pesos frescos de las semillas de garbanzo en los diferentes estadios evaluados

En relacion al porcentaje de germinacion,
los valores fueron superiores al 80% tanto
para las semillas evaluadas a 24 como a 72
horas (Tabla 4).

24 horas 72 horas
% Germinacién 84.29 £ 6.97 96.50+ 1.0
N° semillas germinadas | 42.14+3.48 | 48.25+0.50

Tabla 4. Porcentaje de germinacién y del numero de

semillas germinadas por bandeja.

En cuanto al peso de las semillas enteras y
de los cotiledones, el mayor incremento se
observo tras las 3 primeras horas en imbibi-
cién, momento en el que se obtuvo casi el

doble de peso con respecto al control (Figs.
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Por otro lado, las semillas mantenidas du-
rante 24 y 72 horas para el estudio de la
germinacién tuvieron un porcentaje de éxito
de mas de un 80% (Tabla 4). En base al
numero de semillas germinadas, las bande-
jas analizadas a las 24 horas presentaron
un rango amplio (38-48 semillas germina-
das) mientras que a las 72 horas dicho ran-
go fue muy estrecho (48-49 semillas germi-
nadas).

Contenido de Proteinas.

Nuestros resultados revelaron un descenso

en el contenido de proteinas durante la ger-

minacion tanto en los cotiledones como en
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Figura 1. Variacion de peso fresco (mgPF/semilla) de las semillas de garbanzo a 0, 3, 24 y 72 horas; a) Semilla ente-

ra; b) Cotiledon; c) Eje embrionario. Los resultados representados son producto de la media de cuatro réplicas. Las

lineas verticales en cada punto se corresponden con la desviacion tipica.

0 horas (control

mg proteina/gP$

mg proteina/gPF

3 horas

24 horas 72 horas

mg proteina/gPF mg proteina/gPF

Cotiledones

385.31 £ 112.72

61.07 £ 6.62

195.17 £ 8.66 1.78 £0.20

Ejes embrionarios

190.03 £31.42

62.14 £ 4.16

62.73+1.71 50.24 £ 4.27

Tabla 5. Contenido de proteinas en las semillas de garbanzo en los tiempos analizados

los ejes embrionarios (Tabla 5, Fig. 3). Los
mayores niveles se registraron en ambas
estructuras a las 0 horas. En esta fase, ade-
mas, los cotiledones presentaron el mayor
contenido en proteinas siendo, incluso, mas

del doble respecto a los ejes embrionarios
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Figura 2. Porcentaje de germinacién y nimero de semi-

llas por bandeja a 24 y 72 horas de germinacion. Los resul-

tados representados son producto de la media de siete (24

horas) y cuatro (72 horas) réplicas. Las lineas verticales en

cada punto se corresponden con la desviacion tipica.

(385.31 y 190.03 mg proteina/gPF, respecti-
vamente). A las 3 horas post-imbibicién, se
produjo un descenso en el contenido de pro-
teinas de cotiledones y ejes embrionarios
idénticos

llegando a presentar valores

(61.07 mg/gPF y 62.73 mg/gPF, respectiva-

450 4 B Ejes embimenaiion
400 4

350 4

250 4

mg proteinalgPF

O horas
(pontrol)

3 horas 24 horas T horas

Tratamients

Figura 3. Contenido de proteinas (mg/gPF) en
cotiledones y ejes embrionarios de garbanzo a 0, 3,
24y 72 horas. Los resultados representados son
producto de la media de tres réplicas. Las lineas
verticales en cada punto se corresponden con la

desviacion tipica.
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0 horas (control 3 horas 24 horas 72 horas

mg azicar/gP$ mg azicar/gPF mg azicar/gPF mg azicar/gPF
Cotiledones 476.62 £ 3.90 37.25+4.09 73.48+1.36 22.75+0.67
Ejes embrionarios 10712+ 4.24 36.61+2.98 22.12+2.28 55.79 £ 0.32

Tabla 6. Contenido de azucares en las semillas de garbanzo en los estadios estudiados.

mente). A las 24 y 72 horas, la cantidad de
proteinas en los cotiledones tuvo un incre-
mento inesperado de sus niveles en 3 veces
(24 horas) seguido de un descenso de 35
veces (72 horas) respecto a las 3 horas en
imbibicion. De esta manera, a las 24 horas,
el contenido de proteinas en los cotiledones
se triplico respecto al de los ejes embriona-
rios y a las 72 horas dicha cantidad se redu-
jo hasta practicamente 0. En los ejes em-
brionarios, a partir de las 3 horas post-
imbibiciéon los valores obtenidos permane-
cieron mas o menos constantes hasta la
ultima fase analizada, ésta inclusive.

Por ultimo, se calcul6 el contenido de pro-
teinas en porcentaje de esta variedad de
garbanzo (por semilla), que fue de 57.53%.
Contenido de Azucares.

Durante el proceso de germinacion, el con-
tenido de azucares totales disminuyd tanto
en los cotiledones como en los ejes embrio-
narios (Tabla 6, Fig. 4). A las 0 horas, tanto
los cotiledones como los ejes embrionarios
presentaron los valores mas altos, si bien
los cotiledones superaron en mas de 4 ve-
ces la cantidad respecto a la de los ejes em-
brionarios (476.62 y 107.12 mg/gPF, en ca-
da caso). Tras las 3 horas en imbibicién, la
cantidad de azucares en los cotiledones y
en los ejes se redujeron 13 y 3 veces res-
pectivamente hasta alcanzar valores simila-
res entre si (37.25 y 36.61 mg/gPF, respecti-
vamente). A las 24 horas, el contenido de
azucares en los cotiledones se duplicé

mientras que en los ejes los niveles disminu-
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yeron 1.5 veces con respecto al estadio an-
terior. A las 72 horas, en los cotiledones se
produjo un nuevo descenso en los niveles
de azucares de 3 veces y, en los ejes, su
contenido casi se ftriplicd en relacion a los

valores obtenidos a las 24 horas.
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Figura 4. Contenido de azucares (mg/gPF) en coti-
ledones y ejes embrionarios de garbanzo a 0, 3, 24 y
72 horas. Los resultados representados son producto
de la media de tres réplicas. Las lineas verticales en

cada punto se corresponden con la desviacion tipica.

INTERPRETACION Y DISCUSION DE LOS
RESULTADOS.

Peso Fresco de las Semillas y Porcentaje
de Germinacion.

En nuestro estudio, durante el proceso de
germinaciéon se observaron una serie de
cambios importantes en las semillas, produ-
cidos por la imbibicion inicial, que implicaron
un aumento de peso y la degradacién de las
reservas (Khattak et al., 2007). Durante las

primeras horas (T4) absorbieron gran canti-



dad de agua debido a la gran diferencia de
potencial hidrico y, a simple vista, esto se
tradujo en un aumento significativo del ta-
mafo y del peso hasta las etapas finales de
la germinacién, donde se redujo progresiva-
mente hasta ser practicamente nula (Tabla
3).

En cuanto al porcentaje de germinacion,
los resultados obtenidos son consecuentes
con los de Iglesias y Babiano (1995) y Her-
nandez-Nistal et al. (2006). Desde nuestro
punto vista, el tiempo éptimo para evaluar el
mayor porcentaje de germinacion con un
rango de variacion minimo seria entre 48-72
horas post-imbibicién (Tabla 4).

Contenido de Proteinas Totales.

En nuestro estudio hemos observado que
la diferencia entre To y T4 es muy acusada
en los cotiledones (Fig. 3). La explicacion
mas plausible es por la metodologia utiliza-
da ya que el peso del material en un estadio
y en otro, a pesar de ser idénticos, no lo fue-
ron en el numero de cotiledones y tampoco
en su contenido en agua. En este aspecto,
en la fase T4 las proteinas estaban mas di-
luidas a consecuencia de la imbibicion. A las
24 horas, se produjo un aumento desorbita-
do del contenido de proteinas, quiza debido
a un error metodoldgico por realizar dilucio-
nes diferentes a las demas horas de los es-
tadios. A las 72 horas se observa una acu-
sada disminuciéon provocada por la dilucién
debido al contenido hidrico de los cotiledo-
nes. Sin embargo, la variacion existente en-
tre este tiempo y las 24 horas es muy acu-
sada como para que se produjera dicha dis-
minucién de esta manera segun nuestros
resultados. Ademas, este estudio revelé que
nuestras semillas se comprendian dentro

del valor biolégico de las proteinas estipula-
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do por la FAO (52-78%) (Hernandez y Sas-
tre, 1999).

En relacién a los ejes embrionarios, a las 0
horas el contenido en proteinas fue obvia-
mente menor que en los cotiledones ya que
estos ultimos actian como reservorio de
estos compuestos cuando la semilla esta
“seca”. En nuestro estudio, la extraccion del
eje embrionario en esta fase del ensayo fue
dificultosa y, ademas de extraer el eje, pudi-
mos cortar parte del cotiledén y la cubierta
externa, pudiendo influir en los resultados
de las proteinas totales de los susodichos
ejes. A las 3 horas de imbibicion (T+) el con-
tenido de proteinas de los ejes se redujo de
forma menos drastica que en el caso de los
cotiledones. Esto fue debido a que el cotile-
dén, proporcionalmente, tomé mas cantidad
de agua del exterior, diluyendo mas su con-
tenido en proteinas que las del eje en este
estadio. En esta fase, la cantidad de protei-
nas en si no se vio afectada porque a este
tiempo las hormonas no ejercieron su fun-
cibn sobre las reservas del cotiledon
(Matilla, 2000a). Tanto en T4, To y T3, la can-
tidad de proteinas permanecié a niveles si-
milares dado que la relacién actividad bio-
sintética/degradativa fueron mas o menos
idénticas. A partir de las 24 horas, coinci-
diendo con el fuerte incremento de peso de
los ejes, la accién de distintas hormonas en
el cotileddon refuerza la hipétesis de que a
este tiempo sus reservas ya comenzaron a
ser hidrolizadas y transportadas a los ejes
dando como resultado el crecimiento de la
radicula.

Contenido de Azicares Totales.

Con respecto al contenido de azucares, se

observé una alta cantidad en el cotileddn

“seco” (Ty), debido a la presencia de las re-
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servas de almidén. Con el inicio de la imbibi-
cion, transcurridas 3 horas, se pudo apreciar
una disminucién significativa en el contenido
inicial de azucares en cotiledones, debido a la
toma de agua (Fig. 4). A las 24 horas se cons-
taté una acumulacién de azucares en los cotile-
dones que se corresponde con la hidrélisis de
las reservas previa al transporte de sus produc-
tos hacia el eje, proceso regulado fundamental-
mente por giberelinas (Debeaujon y Koornneef,
2000; Matilla, 2000a). La disminucién observa-
da a las 72 horas se debié enteramente al
transporte hacia el eje embrionario de estos
nutrientes para facilitar su crecimiento. De
hecho, si solo se tiene en cuenta el peso seco
(sin agua) y la cantidad obtenida de azucares,
se observaria un rapido pero continuo descen-
so del contenido de azucares en los cotiledo-
nes (por el transporte hacia el eje) y un sustan-
cial incremento en los ejes embrionarios a partir
de las 24 horas y hasta el final del periodo estu-
diado, que coincide con la hidrdlisis de las re-
servas y su transporte hasta el eje embrionario
(Fig. 5).

- rer-
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Figura 5. Contenido de azucares (mg/gPS) en
cotiledones y ejes embrionarios de garbanzo a 0, 3,
24 y 72 horas. Los resultados representados son la

media de las tres réplicas de la tabla 4 descontan-

do el peso del agua en cada tratamiento y érgano.
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En los ejes, el contenido inicial de azucares
fue mucho mas reducido a la espera de la
reactivacion metabdlica que se produjo con
la toma de agua para promover la moviliza-
cion de reservas desde el cotiledon. Una
cantidad minima de polisacaridos en los ejes
preexistié a pesar de estar en estado de le-
targia. En los ejes, como en los cotiledones,
pudo producirse la dilucién de estos azuca-
res tras la entrada de agua cuya activacion
metabdlica posterior conllevé que en los es-
tadios posteriores estas reservas remanen-
tes empezasen a ser utilizadas.

En conclusién, podemos afirmar que el pro-
ceso de germinacion es muy eficaz en esta
variedad de semillas de garbanzo y, ade-
mas, la toma de agua en la fase de imbibi-
cion es de vital importancia para la ruptura
de la testa, con el consecuente aumento de
peso. En cuanto a las reservas, vemos que,
en general, la cantidad de proteinas y azu-
cares en el cotiledén es alta al principio de la
germinacién y va disminuyendo a medida
que el embrién crece. Esta eficacia presen-
tada por el proceso germinativo demuestra
estar sujeta a una estricta regulacion, tanto
hormonal como metabdlica.
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