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Resumen

Se analiza la anatomia del fruto en diferentes estadios de desarrollo en Nicotiana glauca Graham. Se trata de una capsula
pluriseminada, cuyo pericarpo a la madurez se diferencia en exocarpo, mesocarpo y endocarpo. Este ltimo, se compone de estratos
lignificados que participan en la dehiscencia del fruto. La semilla es la inica forma natural de reproduccion, por ello es de interes conocer
particularidades de su estructura, el poder de germinacion y valorar el éxito reproductivo. A la madurez, la semilla acumula proteinas
y lipidos y el tegumento externamente presenta notables omamentaciones. La fuerza de germinacion se comprobo mediante ensayos
con 4 tratamientos diferentes: 1- semillas no lixiviadas + acido giberélico (1ppm); 2- semillas no lixiviadas + agua destilada (control);
3- semillas lixiviadas + acido giberélico, y 4- semillas lixiviadas + agua destilada. El porcentaje de germinacion fue mayor con el tercer
tratamiento (84%), pero las diferencias con los otros ensayos no fueron estadisticamente significativas. Se determind el éxito
reproductivo relativo (RRS) y arrojo un valor de 20%. El bajo éxito reproductivo es compensado con la produccion de abundantes
frutos y semillas (aproximadamente 1.500 por fruto), lo cual es coincidente con la gran capacidad de dispersion que presenta esta
planta.

Palabras clave: anatomia, germinacion, viabilidad.

Abstract

Fruit development is analyzed in Nicotiana glauca Graham. At maturity the capsule is differentiated m exocarp, mesocarp and
endocarp. Endocarp has lignified layers that participate in the fruit dehiscence. The seed is only natural form of reproduction.
Endosperm has proteins and lipids in mature seed. Externally the pericarp has omamentations. The germination is venified in 4
different treatments: 1- seeds not leached + giberelic acid (1ppm); 2- seeds not leached + distilled water (control); 3- leached seeds +
giberelic acid, and 4- leached seeds + distilled water. Third treatment shows the greater percentage (84%), but the differences with the
others are not statistically significant. The reproductive success (RRS) throws a value of 20%. The low RRS 1s compensated with too
much fruits and seeds production (approximately 1.500 by fruit), that are coincident with the great capacity of dispersion that has this
plant,

Key words: anatomy, germination, viability

Introduccion

Nicotiana glauca Graham, «palan paldn», es la (nica Se ha esparcido por todo el mundo, ha llegado a Espaiia
especie lefiosa de las 8 del género que crecen en  (Andreu & Vila, 2007), a las Islas Cananas, por la gran

Argentina (Hunziker, 2001). Es un arbusto que florece  capacidad de dispersion que posee, como asi tambien al
casi todo el afio y habita en el norte y centro del pais  sudeste australiano (Florentine & Westbrooke, 2005). Sin

(Ragonese & Milano, 1984). Es semiruderal, prefiere  embargo, no se ha registrado que . glauca haya
suelos alcalinos, sueltos y hiimedos (Marzocca, 1994). desplazado a plantas nativas de esas zonas (Brandes, 2002).
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S1 bien, se trata de una especie toxica para el ganado
(Ragonese & Milano, 1984), posee también cualidades
medicinales tradicionalmente reconocidas. Las hojas
frescas son externamente aplicadas como antiinflamatorio.
antthemorroidal y antirreuimatico (Barboza et al, 2006).
Entre sus principios toxicos se destacan dos alcaloides:
la anabasina y la nicotina, ambos sumamente toxicos. La
anabasina es un isomero de la nicotina (Ragonese &
Milano, 1984) y es el que se encuentra en mayor

proporcion en las hojas (Barboza et al., 2006).

Rara vez es cultivada, aunque es mencionada como

omamental por sus abundantes y vistosas flores (Lopez
Lillo & Sanchez de Lorenzo Caceres, 2001).

Los estudios anatomicos realizados en esta especie,
estan principalmente referidos a las caracteristicas que
presentan los om)s vegetativos (Cosa, 1991); mientras

L., especie ampliamente estudiada por su importancia
comercial (Dave, 1980).

Teniendo en cuenta que la semilla es la tnica forma

natural de reproduccion, resulta de interés conocer sus
particularidades anatémicas y la de su estructura

protectora: el fruto; su capacidad de germinacién y el
exito reproductivo, con el proposito de contribuir al
conocimiento de especies nativas de Importancia
economica y proporcionar datos necesarios para el

manejo y aplicacién en préacticas de cultivo y
mejoramiento vegetal.

Materiales y Métodos

Nicotiana glauca. ARGENTINA. Prov. Cordoba:
Dpto. Capital: 30-X1-2006, Machado 2: del mismo lugar

02-11-2007, Machado 3: del mismo lugar 04-V-2007,
Machado 4.

SeutiljzémateﬁalﬁmcoyﬁjadoenFAA.Serealimmn
preparados permanentes de cortes seriados

longitudinales y transversales de frutos y semillas en
diferentes estadios de desarrollo.

Elmaieﬁalﬁ.ledmhidmtadoentmaseﬁedealoohol
etilico/xilol y se lo incluyé en Histoplast. Los bloques se
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seccionaron con microtomo de rotacion con un espesor
de 15um; se colorearon con safranina, hematoxilina
activada y verde permanente (Conn et al, 1960) y

finalmente se montaron con balsamo de Canada.

Las observaciones se realizaron con microscopio
optico y se registraron mediante fotomicrografias
tomadas con camara digital.

Para determinar la composicion quimica de las reservas
del endosperma, se sometidé un grupo de semillas a
pruebas histoquimicas (Johansen, 1940): se utilizd yodo-
1oduro de potasio (lugol) para determinar almidon, Sudén
IV para lipidos y eosina para proteinas.

La fuerza germinativa se determind con ensayos que
consistieron en someter a las semillas a cuatro
tratamientos: 1- semillas sin lixiviar + acido giberélico
(1ppm); 2- semillas sin lixiviar + agua destilada; 3-semillas
lixiviadas +acido giberélico (1ppm); y 4- semillas lixiviadas
+ agua destilada.

Los datos obtenidos mediante estos ensayos se
organizaron en un disefio completamente aleatorizado, a
un solo factor en bloques. Se utilizaron 3 plantas, cada
una de las cuales constituy6 un bloque. De cada planta
s€ sacaron 4 frutos. De cada fruto se obtuvieron 100
semillas, que se dispusieron en cajas de Petri con una
fina capa de algodén y papel de filtro a temperatura
ambiente (22°- 25°). Posteriormente, los datos sé
sometieron a un Anélisis de Varianza utilizando los
programas SSPS e INFOSTAT.

Para obtener el Exito Reproductivo Relativo (RRS) s¢
utiliz6 la formula de Dafni (1992), a la cual se agrego el
porcentaje de germinacion, esto Giltimo permitio estimar
el nimero de semillas abortivas, debido a su reducido
tamarno y abundancia de dvulos. La formula utilizada en
el presente trabajo fue la siguiente:

RRS = (N° de frutos/ N° de flores) X (N° de semillas/
N” de 6vulos) X % de germinacion



Machado et al.: Desarrollo de fruto, semilla y germinacion en Nicotiana glauca (Solanaceae)

El tamano de la semilla se midid con un ocular
micrometrico en Microscopio Optico.

Resultados

Desarrollo del fruto. El fruto maduro es una capsula
bicarpelar y bilocular, con dehiscencia apical, mide de 11-
I5 mm de long. x 5-8 mm de lat.; contiene en promedio
unas 1.500 semullas (Fig. 1 A - D), el caliz es persistente. A
medida que madura, aproximadamente 20 dias desde la
flor en antesis, el pedicelo se curva hacia abajo para facilitar
la chispersion de las semillas (Fig. 1 A).

Poco después de la fecundacion, la pared del ovano
consta de un estrato epidérmico externo, con celulas altas
de paredes externas ligeramente engrosadas; el mesofilo,
presenta tres estratos externos con células isodiameétricas
y dos internos con células comprimidas, estos ultimos
son similares al estrato epidérmico interno (Fig. 2 Ay B).

Durante las primeras divisiones del endosperma.
todas las células del pericarpo se alargan en sentido
tangencial (Fig. 2 C). En el transcurso de la ontogenia no
se observa incremento en el nimero de estratos.

En los estadios de proembrion globular y hasta que
la semilla madura, se observan marcados cambios en la
pared del fruto (Fig. 2 D- F). Los estratos internos del
mesofilo y la epidermis interna engrosan y lignifican
notablemente sus paredes, constituyendo un endocarpo
de fibrosclereidas; mientras que, la epidermis externa y
los estratos externos del mesofilo tienen paredes menos
engrosadas y constituyen el exocarpo y mesocarpo.
respectivamente (Fig. 2 D). Cuando el fruto esta maduro,
el exocarpo presenta células isodiamétrica, muy
vacuolizadas y pared tangencial externa engrosada, los
estratos del mesocarpo estan comprimidos y el
endocarpo consta de fibrosclereidas (Fig. 2 F).

Desarrollo de la semilla. La semilla proviene de un
6vulo anatropo (Fig. 3 A). Cuando esta madura, mide 600

mm de long. aproximadamente, es endospermada y el
embnion recto (Fig. 3 E).

En los primeros estadios del desarrollo (Fig. 3 B), el
tegumento esta formado por: epidermis unistrata, con
c€lulas de gran tamario; 4 a 5 estratos medios con células
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1sodiameétricas y un endotelio con células grandes, muy
vacuolizadas.

En estadio de proembrion globular (Fig. 3 C y D), las
celulas de la epidermis externa presentan paredes radiales
y tangenciales internas engrosadas y lignificadas vy el
citoplasma contiene abundantes vesiculas involucradas
en la deposicion de lignina. Los estratos medios pierden
el citoplasma y el endotelio limita con restos de la nucela.

Cuando la semilla esta madura (Fig. 3 E y F), el
tegumento consta de la epidermis y restos comprimidos
de los estratos medios y del endotelio. Externamente,
presenta omamentaciones (Fig. | E) producidas por el
contomo trregular y por los engrosamientos de las paredes
radiales y tangencial intema de las células epidérmicas;
la pared tangencial externa en cambio, es delgada y se
adosa a la pared interna cuando la semilla esta
deshidratada. En este estadio, las reservas del

endosperma son lipidos y proteinas.

Fuerza germinativa de la semilla por regulacion de
la germinacion. El mayor porcentaje de germinacion fue
de 84% vy se obtuvo con la aplicacion de acido giberélico
a semillas previamente lixiviadas (Fig. 4). Con los otros
tratamientos el porcentaje de germinacion fue de 72%,
para semillas lixiviadas e hidratadas con agua, de 53%,
para semillas sin lixiviar y tratadas con acido giberélico;
mientras que, con el ensayo control germino el 56% de
las semillas. Cuando se sometiéron estos datos a
ANOVA. no se encontraron diferencias sigmficativas
entre los tratamientos, p= 0.0544 (Tabla 1).

Las semillas desarrollan la radicula a los 2 y 3 dias de
puestas a germinar; entre los 7 y 9 dias se observan

cotiledones emergentes con restos de tegumento seminal
(Fig. 1 F) y en 25 dias las plantulas tienen los pnmeros
nomofilos. Las plantas de aproximadamente 7 meses de
edad, presentan abundantes flores y las de | anio alcanzan
1.50 m de altura y presentan flores y frutos en sus
diferentes estadios. Aproximadamente 1 de cada tres flores
forman frutos (35,5%).

Exito reproductivo. Como se menciono antes, la
cantidad de semillas por fruto es muy alta (= 1.500). Todos
los 6vulos al parecer son fecundados, conforme a lo
observado en los cortes transversales por frutos jovenes
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Fig. 2. Desarrollo y estructura del fruto. A. corte transversal por fruto joven despu?"s de la fecundacién, nétese las
placentas muy desarrolladas; B. detalle de A: C. detalle de la pared del fruto inmaduro, ll.!ego de las primeras
divisiones del endosperma; D. corte transversal préximo al septo por fruto, cuando las serm}]as estan en estado
de proembrién globular; E. corte transversal por fruto préximo a la madurez, mostrando semillas con embriones;

F. detalle del pericarpo del fruto maduro. Abreviaturas: ec: endocarpo; ee: epidermis externa; ein: epidermis
interna; exo: exocarpo; f: fibrosclereidas: h: hacecillos; m: mesofilo; me: mesocarpo; p: pared; pl: placentas; se:

semillas.
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(Figs. 1 Cy 2 E). Considerando esto y la proporcion de
fructificacion, el Exito Reproductivo Relativo (RRS), arrojo
un valor de 20%. Se tom¢ el porcentaje de germinacion
del tratamiento control para determinar el RRS, el cual
simula las condiciones naturales a las que se somete la
planta.

Discusion y conclusiones

El fruto de N. glauca es una capsula con dehiscencia
apical, multiseminada, lo cual es caracteristico del género
(Hunziker, 2001). En V. tabacum L., Dave (1980) reconoce
al pericarpo compuesto por exocarpo, mesocarpo Yy
endocarpo, desde el principio de la ontogenia del fruto;
en N. glauca, dicha diferenciacion se hace notoria recién
a la madurez.

El nimero de capas del pericarpo no aumenta hacia
la madurez en N. glauca, como ocurre en N. tabacum
(Dave, op. cit.); en cambio, en otros representantes de la
misma subfamilia (Cestroideae), caso de Sessea Ruiz et
Pav. (Liscovzky, 2007), el niimero de estratos intermedios
del pericarpo se incrementa en la madurez.

La aparicion de esclereidas en la epidermis intema y
en los estratos intermedios internos del fruto, sucede en
N. glauca, igual que en N. tabacum. Esta caracteristica
esta relacionada con la dehiscencia (Roth, 1977), ya que
¢l endocarpo lignificado, por un proceso de
deshidratacion de sus células, lleva a cabo la apertura de
las valvas para la liberacion de semillas.

La semilla proviene de un 6vulo anatropo, un tipo
morfoldgico primitivo, caracteristico del género Nicotiana
(Barboza, 1991) y presenta un embrién recto, como en la
mayoria de las especies del género (Hunziker, op. cit.). El
(€gumento seminal maduro esta formado por epidermis
eXtema, restos de estratos subepidérmicos comprimidos
y endotelio, lo cual difiere de especies de Solanum para
las que se ha citado, tegumento compuestos por
¢pidermis externa y endotelio (Dottori & Cosa, 2007).

En cuanto a las reservas del endosperma, Czaja (1978)
sefala que en general, las Solanaceas contienen lipidos
Y proteinas, como se evidencia en la especie aqui
€Studiada.

Amaldoa 15(2): 227 - 235, 2008

La tuerza germinativa de la semilla esta representada
por la velocidad y el porcentaje de germinacién (Hartmann
& Kester, 1971). En N. glauca el 56% de las semillas
germinaron a los 20 dias en el tratamiento control. Wells
(1959) obtuvo valores similares para N. attenuata Torr, y
N. triginophylla Dun. En N. glauca el porcentaje de
germinacion no varid significativamente entre los
tratamientos, lo que indica que presenta naturalmente
valores de germinacion similares a los obtenidos
aplicando acido giberélico, sustancia que disminuye los
efectos mhibidores de las semillas y acelera la velocidad
y el porcentaje de germinacion (Hartmann & kester, op.
Cit. ).

Los valores de exito reproductivo citados en el género
Nicotiana fueron 37% para N. otophora Gnseb. (Nattero,
2006) y 65% para N. longiflora Cav. (Primo, 1997). Nattero
(op. cit.), obtuvo para N. glauca, teniendo en cuenta
solo el porcentaje de fructificacion, valores entre 18% vy
88%. Nuestros resultados en la misma especie, arrojan
un valor de RRS de 20%, el cual es semejante al menor
valor hallado por dicha autora. Conforme a nuestros
resultados, se esperaria un mayor valor de RRS que el
obtenido, ya que la floracion promueve la presencia
continua de recursos a los cohibries polimizadores durante
gran parte del ano, los cuales son sus visitantes legales

(Grases & Ramirez, 1998).

Si bien estas plantas no tienen un RRS alto, producen
abundantes semilla, pequenas y livianas, abundantes
frutos y su periodo de floracion es extenso, ello explica

su alto grado de dispersion, a esto se agrega el amplio
rango de temperatura en el que pueden germinar sus
semillas (Brandes, 2002), la tolerancia a diversos danos
mecanicos que presentan las mismas (Andreu & Vila,
2007) y que las plantas presentan un rapido crecimiento
pudiendo producir flores y frutos completamente viables
en solo un ano. Florentine et. al. (2006), observaron en
estudios realizados en el sudeste australiano, que la
humedad es un factor limitante para el establecimiento
de esta planta; ésta podria ser una de las razones por lo
que no es buena competidora (Brandes, 2002). El genero
Nicotiana, como explica Wells (op. cit.), esta compuesto
por especies pioneras que ocupan ambientes disturbados
con alta humedad. Brandes (op cit.), en estudios
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PORCENTAJE DE GERMINACION

Porcentaje de semillas germinadas

Dia 10 Dia 15 Dia 20
Dias de tratamiento

Fig. 4. Porcentaje de germinacién de semillas sometidas a 4 tratamientos diferentes a lo largo de 20 dias

Tabla 1. Comparacién entre los 4 tratamientos por Andlisis de Varianza (ANOVA) a un solo factor por blog
para un a = 0.05 (p= 0,0544) (SSPS. V. 13.0)

Suma de
cuadrados

Tratamientos
Bloques
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