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Resumen

Sinapis alba L. "mostaza blanca” (Brassicaceae) se destaca como aro-
matica, cultivada con fines comerciales por sus numerosos usos. Delfina
INTA es el primer cultivar argentino de S. alba inscripto. Los objetivos
fueron caracterizar la semilla, la plantula y la germinacion bajo estrés
hidrico y salino del cv. Delfina INTA. Los analisis morfo-anatémicos se
realizaron mediante técnicas convencionales de microscopia estereoscé-
pica, éptica, confocal y electrénica de barrido. Se realizaron ensayos de
germinacién por 21 dias. Para simular estrés hidrico el osmolito fue PEG
6000 y NaCl para el salino, ambos con potenciales hidricos equivalentes
a-04,; -0,6; -0,8; -1,0 y -1,2 MPa. Se determiné el porcentaje final de
germinacion (PFG), velocidad de germinacién (Vg) y se caracterizé la
plantula. La semilla de forma esférica (2 mm) y color 10 YR 7/6 present6
un patrén de ornamentacién reticulado irregular y microgrietas alrede-
dor del hilo y micrépilo. El episperma mostré epidermis con mucilago,
subepidermis, capa empalizada y capa de aleurona. El ingreso inicial de
agua se registré en la region hilar y micropilar. La germinacién epigea
desarrollé una plantula con raiz principal y laterales, hipocétilo con tri-
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comas simples y cotiledones reniformes, verdes con maculas violaceas
en cara abaxial. En control, el PFG fue 97,22% y la Vg, 70,97%/dia. A
igualdad de potenciales, la disminucién en el PFG fue mayor en salini-
dad respecto a sequia a -0,4; -0,6; -0,8 y -1,0 MPa (24,91% vs 1,51%;
38,28% vs 19,76%; 53,71% vs 33,55% y 76,26% vs 56,80%, respectiva-
mente); y fue menor en tratamientos a -1,2 MPa (84,57% vs 89,71%). La
Vg fue mayor en salinidad respecto a sequia. La informacién generada
contribuye a la descripcién de S. alba cv. Delfina INTA y seria util para
evaluar la posibilidad de su cultivo en ambientes con estrés hidrico o
salino; y para programas de mejoramiento.

Palabras clave: Cubierta seminal; imbibiciéon; mostaza blanca; mucilago; sa-
linidad; sequia.

Abstract

Sinapis alba L., commonly known as “white mustard” (Brassicaceae), is
an important aromatic species cultivated commercially for its numerous
uses. ‘Delfina INTA' is the first Argentine recorded cultivar of S. alba. This
study aimed to characterize the seed, seedling, and germination of the
cv. Delfina INTA under water and salt stress conditions. Morphological
and anatomical analyses were conducted using conventional techniques,
including stereoscopic, optical, confocal, and scanning electron micros-
copy. Germination trials were carried out for 21 days. To simulate water
stress, PEG 6000 was used as the osmolyte, and NaCl was employed
for salt stress, both applied at water potentials equivalent to -0.4, -0.6,
-0.8, -1.0, and -1.2 MPa. The final germination percentage (PFG), ger-
mination rate (Vg), and seedling characteristics were determined. The
spherical seeds (2 mm), with a color of 10 YR 7/6, showed an irregular
reticulate ornamentation pattern and microcracks around the hilum and
micropyle. The seed coat exhibited an epidermis with mucilage, sub-
epidermis, palisade layer, and aleurone layer. Initial water uptake was
observed in the hilar and micropylar regions. Epigeal germination result-
ed in seedlings with a primary root and lateral roots, a hypocotyl with
simple trichomes, and reniform cotyledons, green with purplish spots
on the abaxial side. In the control, the PFG was 97.22% and the Vg was
70.97%/day. At equivalent water potentials, the decrease in PFG was
greater under salinity than under drought at -0.4, -0.6, -0.8, and -1.0
MPa (24.91% vs. 1.51%; 38.28% vs. 19.76%; 53.71% vs. 33.55%:; and
76.26% vs. 56.80%, respectively); and was lower in treatments at -1.2
MPa (84.57% vs. 89.71%). The Vg was higher under salinity compared
to drought conditions. The generated information contributes to the
description of S. alba cv. Delfina INTA and may be useful for evaluating
its cultivation potential in environments affected by water or salt stress,
as well as for breeding programs.

Keywords: Drought; mucilage; salinity; seed coat; seed integument; water
entry; white mustard.
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INTRODUCCION

El cambio climatico ha impactado de manera significativa en la agricultura
y modificé los escenarios productivos a nivel mundial. Factores como el
aumento de las temperaturas, la variabilidad en las precipitaciones, la sequia
y la salinidad han contribuido al aumento de suelos con baja productividad
(Food Agriculture Organization of the United Nations [FAO], 2015). Esta
situacion no solo afecta los rendimientos agricolas, sino que también com-
promete la seguridad alimentaria mundial. Ante este panorama, la identifi-
cacion y aprovechamiento de cultivos alternativos capaces de desarrollarse
en ambientes marginales surgen como estrategias clave para garantizar la
sostenibilidad agricola (FAQO, 2015).

En este contexto, Stnapis alba L. (Brassicaceae) conocida como “mostaza
blanca”, se presenta como una especie de gran interés, cultivada con fines
comerciales. Se trata de una planta herbacea anual, de ciclo productivo
otono-invernal, que puede alcanzar hasta un metro de altura. Morfoldgica-
mente, presenta un tallo erguido y ramificado con hojas simples, pecioladas,
de color verde, ambos pubescentes. Sus inflorescencias son racemosas y
ebracteadas, con flores perfectas de pétalos amarillos distintivos. El fru-
to es una silicua torulosa y pubescente, con valvas convexas y un rostro
comprimido que generalmente carece de semillas (Tai-yien ez al., 2001).
El cultivar Delfina INTA, desarrollado a partir de dos genotipos, uno de
origen canadiense y el otro de Republica Checa, conserva las caracteristicas
exomorfoldgicas de la especie (Oberti et al., 2012). Entre las caracteristicas
propias del cultivar se destacan una altura de hasta 130 cm, silicuas de 1,03
x 0,30 cm con cuatro semillas, y un peso de 1000 semillas de 5,36 g (Oberti
et al., 2012).

Internacionalmente, Canad4 se destaca como principal productor y
exportador de semillas y harina de S. alba, seguido por Alemania e India
(FAO, 2021). En Argentina, su cultivo se remonta a la década de 1970
(Veiga, 1984). En la actualidad, Delfina INTA es el Ginico cultivar nacional
de S. alba inscripto en el Registro Nacional de cultivares del Instituto Na-
cional de Semillas [INASE] (Res. INASE n° 67/2012) (Oberti et al., 2012).
Este cultivar se caracteriza por un comportamiento agronomico favorable
en las condiciones agroecoldgicas de la region pampeana (Oyenard, 2023).
En los tltimos anos, esta especie ha despertado el interés de los produc-
tores agricolas de nuestro pais debido a los precios internacionales para
su comercializacion (Secretaria de Agricultura Ganaderia y Pesca, 2022) y
porque constituye una opcién de invierno, apta para su rotacion con soja
de segunda (Oyenard, 2023). Por lo tanto, es considerada una alternativa
atractiva para los productores que eligen cultivos invernales tradicionales
como Triticum spp. “trigo” y Brassica napus “colza” (Paunero, 2006).
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El valor de S. alba radica en sus multiples aplicaciones de importancia
econémica. Sus semillas son utilizadas en la industria alimentaria (Me-
jia-Garibay et al., 2011), mientras que sus propiedades antimicrobianas
respaldan su uso en medicina, conservacién de alimentos y biofumigacion
(Fernandez et al., 2014; Rahman ez al., 2018). Ademas, su resistencia a pat6-
genos como Alternaria raphani y Leptosphaeria maculans la convierte en una
fuente genética prometedora para el mejoramiento de cultivos del género
Brassica (Gupta, 2009). Asimismo, el aceite extraido de sus semillas es uti-
lizado en la produccion de biodiésel (Saez-Bastante et al., 2016; Mitrovic et
al., 2020) y como lubricante industrial (Falasca y Ulberich, 2012), mientras
que el subproducto resultante se emplea como suplemento proteico en la
alimentacién animal (Mitrovié et al., 2020).

En cuanto a los antecedentes, esta especie ha sido descripta en distintas
publicaciones (Boelcke y Romanczuk, 1984; Dimitri, 1987; Tai-yien et al.,
2001). En general, la informacién existente se centra en la planta adulta
de S. alba, destacandose las caracteristicas de tallo, hojas, flores y frutos.
Si bien La Porte (1953) ha descripto la plantula de esta especie y Oberti et
al. (2012) han caracterizado el cultivar Delfina INTA, los datos reportados
son limitados. Otros autores, como Vaughan y Whitehouse (1971), Koul
et al. (2000) y Kasem et al. (2011), llevaron a cabo la caracterizacion de la
semilla a nivel de especie; no obstante, las descripciones de la cubierta
seminal son discordantes. Por otro lado, los estudios de la germinacién
de S. alba en condiciones de estrés abidtico han proporcionado algunos
resultados de interés. Con restricciones hidricas, a menores potenciales
hidricos disminuye el porcentaje final de germinacién (PFG) y la velo-
cidad de germinacion (Dawadi et al., 2019). En condiciones de salinidad,
se ha reportado un efecto negativo del NaCl sobre el PFG, observandose
que disminuye significativamente a potenciales hidricos de -0,8 MPa, -1,1
MPa y es nulo a -1,5 MPa; el porcentaje de recuperacion de las semillas no
germinadas en esos tratamientos es cero (Bojovic et al., 2010). Sin embargo,
no se registra informacién relacionada con la velocidad de germinacién ni
con los potenciales hidricos asociados al 50% de germinacion (G50) bajo
estrés hidrico y salino del cultivar Delfina INTA.

En base a estos antecedentes, el presente estudio tuvo como objetivos
caracterizar morfologicamente las semillas y plantulas de S. alba cv. Delfina
INTA y evaluar la germinacién en condiciones de estrés hidrico y salino.
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MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

Las semillas de Sinapis alba cv. Delfina INTA fueron cosechadas en el afio
2020, de manera mecanica en un campo ubicado en Argentina, provincia
de Buenos Aires, Dpto. Pergamino, 34°07°08,4”S 60°38’42,7”0. El material
fue colocado en frasco de vidrio y conservado a 4 °C en heladera, hasta la
realizacién de los estudios.

Caracterizacion fisica y morfo-anatémica
de las semillas

Peso y contenido de humedad.— El peso de 1000 semillas (P1000 g) y el
contenido de humedad (CH %) se determiné segin los lineamientos de la
International Rules for Seed Testing [ISTA] (2024). Para determinar el P1000
se utilizo una balanza analitica de precision Mettler Toledo (AB104-SRS) y
para el CH se pesaron dos muestras de 20 g que luego fueron colocadas en
una estufa (Memmert ULE 500) a 105°C por 17 h. Al finalizar este periodo,
se pesd y se determiné el CH mediante la siguiente ecuacion:

Pi(g)—- P
Contenido de humedad (%) = M * 100
Pi(g)
Donde P es el peso inicial en gramos (g) de las semillas, y Pf el peso final
en gramos de las semillas luego de ser secadas en estufa.

Tamaio, forma y color.— Para analizar las caracteristicas de la cubierta
seminal (tamafio, forma y color) se seleccionaron al azar 20 semillas. Es-
tas se observaron bajo un microscopio estereoscopico Zeiss Stemi 2000-C,
obteniéndose imagenes fotograficas que posteriormente se procesaron con
el software Image ] (Schindelin et al., 2012) para determinar el tamafo y
la forma. La clasificacion de la forma se realiz6 siguiendo los criterios de
Vaughan y Whitehouse (1971), y el color se determiné utilizando la carta
de colores de suelo de Munsell (2000).

Caracteristicas de la cubierta seminal.— Se observ¢ la superficie externa
de la cubierta seminal con microscopio estereoscopico (ME) Zeiss Stemi
2000-C, microscopio de barrido (MEB) FE-SEM Xigma Zeiss Gemini y
microscopio confocal laser de barrido (CLSM) OLYMPUS modelo LEXT
OLS4000. Se analizoé el patréon de ornamentacion, se clasificé con la ter-
minologia propuesta por Werker (1997) y se describi6 la region hilar y
micropilar.
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Para verificar la presencia de mucilago se adaptoé la técnica propuesta
por Garcia-Fayos (2015). Se sumergieron 10 semillas en azul de metileno
(0,1 v/v) durante una hora. Luego se retiraron y se colocaron en portaob-
jetos. Seguidamente se observaron bajo microscopio estereoscopico Zeiss
Stemi 2000-C. Se tomaron fotografias y luego se midi6 el espesor (um) de
la capa de mucilago con el software Image J (Schindelin et al., 2012).

Determinacion de la zona inicial de entrada de agua en la imbibicién.—
En una solucién con Fast Green saturado en alcohol etilico 96° a tempera-
tura ambiente (Diaz y Molinelli, 2018) se colocaron 30 semillas. A las 6 h
de inmersion se retiraron 15 semillas y a las 14 h, las 15 semillas restantes.
Se las dispuso sobre papel tissue para quitar el exceso de colorante y se
realizaron cortes a mano libre en el plano sagital de las semillas. Luego
bajo microscopio estereoscopico se observo el avance del frente de mojado.

Anatomia de la cubierta seminal— Para la caracterizacién anatémica de
la cubierta seminal se sumergieron 20 semillas en agua destilada por 1 h.
Al retirarlas, se realizaron cortes a mano libre a nivel de la zona hilar de
la cubierta seminal. Las muestras se tifieron con fast green y se montaron
preparados semi-permanentes con glicerina al 50 % (Zarlavsky, 2014). Bajo
microscopio Optico se observaron los estratos celulares de la cubierta semi-
nal y las caracteristicas morfoldgicas de sus células.

Tipo de embrion.— Para la caracterizacion del embrién se utiliz6 la ter-
minologia y clasificacién propuesta por Martin (1946).

Ensayo de germinacion

Las semillas fueron desinfectadas en una solucién de hipoclorito de sodio
al 5% sumergidas durante 5 minutos. Luego se enjuagaron 3 veces por 5
minutos con agua destilada. Seguidamente, se sembraron en bandejas plas-
ticas con papel de germinacién embebido segiin cada tratamiento: control
(agua destilada) y diferentes potenciales hidricos (¥YH): -0,4; -0,6; -0,8;
-1,0 y -1,2 Mega Pascal (MPa). Se utilizé polietilenglycol 6000 (PEG 6000,
Biopack®) como osmolito para simular condiciones de estrés hidrico, segtin
la formula de Michel (1983) y cloruro de sodio (NaCl, Cicarelli®) para los
ensayos con estrés salino (Sosa et al., 2005). Se realizaron 4 repeticiones de
25 semillas por tratamiento. LLas bandejas se acondicionaron en bolsas plas-
ticas y se cerraron para prevenir la evaporacién. Se colocaron en una cdmara
de germinacién, con un disefio de bloques completamente aleatorizados,
a 20 =1 °C con luz fluorescente fria de 16,67 umol/sm2, con un régimen
de fotoperiodo de 8 h de luz y 16 h de oscuridad (ISTA, 2024) durante 21
dias. Para mantener constante el WH, se renovo el papel de germinacién
humedecido cada 72 h.



Lilloa 62 (2): 479-505, 7 de diciembre de 2025 485

Se registrd diariamente la cantidad de semillas germinadas con una
radicula de 2 mm durante 21 dias. Al finalizar se midieron los siguientes
parametros de germinacion:

El porcentaje final de germinacion (PFG) se calculé mediante la si-
guiente ecuacion:

n° de semillas germinadas de cada tratamiento

PFG (%) =
(%) n° total de semillas de cada tratamiento

La velocidad de germinacién (Vg) se calculé6 mediante la ecuacién
propuesta por Timson (1965):

Vg (%/dia) = Y. %

Donde G es el porcentaje de semillas nuevas germinadas en cada conteo y
t son los dias transcurridos hasta ese conteo.

Al finalizar el experimento se realizo la tipificacion y clasificacion de
las plantulas en condiciones control siguiendo la terminologia y los tipos
morfologicos propuestos por Ye (1983), De Vogel (1980) e ISTA (2018) y
se calcul6 el porcentaje (%) de plantulas anormales segiin el manual de
evaluacion de plantulas ISTA (2018).

Las semillas no germinadas en condiciones de estrés hidrico y salino
se sometieron a un periodo de recuperacion durante siete dias (Arias et al.,
2018). Se lavaron con agua destilada y se colocaron en condiciones control
en camara de germinacion. Se registr6 diariamente el nimero de semillas
germinadas. Al finalizar el ensayo se establecid el porcentaje de semillas
germinadas denominandolas porcentaje de “semillas recuperadas™.

Se tomaron registros fotograficos de todas las observaciones realizadas
de semilla, germinacion y plantula.

Analisis estadistico

Los resultados de PFG, Vg, porcentaje de semillas recuperadas y porcentaje
de plantulas anormales fueron comparados con el anélisis de la varianza
(ANOVA). Para el ensayo de germinacién en condiciones de estrés hidrico
y salino, las diferencias entre los distintos tratamientos (control; -0,4; -0,6;
0,8; -1,0 y -1,2 MPa) se sometieron al test de DGC (p<0,05) con el programa
InfoStat (Di Rienzo et al., 2020).



486

RESULTADOS

Caracterizacion fisica y morfo-anatémica
de las semillas

El peso de las 1000 semillas fue 4,6 = 0,2 g con un contenido de humedad
de 8,1 = 0,6%. El tamano de las semillas fue de 2,2 = 0,2 mm de largo, 2,0
+ 0,2 mm de ancho y 2,0 = 0,2 mm de espesor, caracteristicas de una forma
esférica. La cubierta seminal mostré una coloraciéon marrén claro-amari-
llento (10 YR 7/6) con manchas blanquecinas sobre la superficie (Fig. 1) y
se observo un patroén de ornamentacion reticulado irregular (Fig. 2A) con
alveolos hexagonales (Figs. 2B y 2C).

Se observo el micropilo, el hilo y la rafe alineados (Fig. 3A); la zona
hilar se caracteriz6 por la presencia de un reborde, que se corresponde a
restos del funiculo, que circunscribe al hilo de forma circular (Fig. 3B).
Préximo a éste, se observo el micrépilo puntiforme (Fig. 3). Alrededor del
hilo y el micrépilo se visualizaron microgrietas (Fig. 3B y 3C).

Se identific6 la presencia de mucilago en las semillas, mediante la reac-
cion positiva al azul de metileno, a partir de la formacion de un halo azulino
de aspecto gelatinoso y translicido de 0,28 = 0,06 mm de espesor (Fig.
4A). Se verifico que el mucilago es liberado por la ruptura de la pared tan-
gencial externa de las células epidérmicas de la cubierta seminal (Fig. 4B).

Fig. 1. Vista externa de la semilla de Sinapis alba cv. Delfina INTA.

Fig. 1. External view of the seed of Sinapis alba cv. Delfina INTA.
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Fig. 2. Detalle del patron de ornamentacién de la cubierta seminal de S. alba cv. Delfina
INTA. A) Microscépio éptico (MO). B) Microscopio confocal (MC). C) Microscopio elec-
trénico de barrido (MEB).

Fig. 2. Detail of the seed coat ornamentation pattern of S. alba cv. Delfina INTA. A) Op-
tical microscope (OM). B) Confocal microscope (CM). C) Scanning electron microscope
(SEM).
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Fig. 3. Region hilar y micropilar de la semilla de S. alba cv. Delfina INTA (MEB). A) Vista
ventral. B) Detalle del hilo. C) Detalle del micrépilo. Referencias: h, hilo; m, micrépilo; r,
rafe; punta de flecha, micro grietas; MEB, microscopio electrénico de barrido.

Fig. 3. Hilar and micropylar region of S. alba cv. Delfina INTA seed (SEM). A) Ventral view.
B) Hilum detail. C) Detail of the micropyle. References: h, hilum; m, micropyle; r, raphe;
arrowhead, micro cracks; SEM, scanning electron microscopy.

Fig. 4. Mucilago en la cubierta seminal de S. alba cv. Delfina INTA. A) Vista general de
la cubierta seminal con mucilago. B) Corte transversal de la cubierta seminal. Referen-
cias: ca, capa de aleurona; ce, capa de empalizada; e, epidermis; h, hilo; mu, mucilago;
s, subepidermis; flecha indica ruptura de la pared celular por emergencia de mucilago.

Fig. 4. Mucilage in the seed coat of S. alba cv. Delfina INTA. A) General view of the seed
coat with mucilage. B) Cross section of the seed coat. References: ca, aleurone layer; ce,
palisade layer; e, epidermis; h, hilum; mu, mucilage; s, subepidermis; arrow indicates
rupture of the cell wall due to mucilage emergence.
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En corte transversal la cubierta seminal presentd distintos estratos
celulares (Fig. 5). El externo, compuesto por células epidérmicas que con-
tienen mucilago. A continuacion, dos capas de células parenquimaticas
con paredes radiales y tangenciales engrosadas, que forman la subepider-
mis. Seguidamente, el cuarto estrato de células en empalizada con engrosa-
mientos lignificados y que difieren en la longitud de sus paredes radiales.
Inmediatamente por debajo de la capa empalizada, se observa un estrato
de células colapsado. Luego, se distingue una capa de células mas o menos
isodiamétricas que corresponden a la aleurona y a continuacion, el tegu-
mento interno comprimido.

La Fig. 6 muestra la histologia de la region hilar. En esta zona, se
observ6 una disminucidn del espesor de las capas subepidérmica y de em-
palizada delimitando un canal micropilar. La capa de aleurona disminuy6
el grosor gradualmente hasta desaparecer en la zona de la cubierta seminal
cercana al micropilo.

Respecto al tipo de embridn, se observé un embridn curvo, de posicion
axial y con los cotiledones conduplicados, que rodean longitudinalmente a
la radicula, se clasific6 como embrion ortoploceo (Fig. 7).

Fig. 5. Corte transversal de la cubierta seminal de S. alba cv. Delfina INTA. Microscopio
optico (MO). Referencias: e, epidermis; s, subepidermis; ce, capa empalizada; cp, capa
pigmentada; ca, capa de aleurona; mu, mucilago: ti, remanentes de las células mas in-
ternas del tegumento interno.

Fig. 5. Cross section of the seed coat of S. alba cv. Delfina INTA. Optical microscope (OM).
References: e, epidermis; s, subepidermis; ce, palisade layer; cp, pigmented layer; ca, aleu-
rone layer; mu, mucilage; ti, remnants of the innermost cells of the internal integument.
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Fig. 6. Corte longitudinal de la cubierta seminal de S. alba cv. Delfina INTA. A) Vista
general. B) Detalle de la zona micropilar. C) Detalle de la cubierta seminal en la region
micropilar. Referencias: ca, capa de aleurona; ce, capa empalizada; e, epidermis; h, hilo;
m micrépilo; s, subepidermis.

Fig. 6. Longitudinal section of the seed coat of S. alba cv. Delfina INTA. A) General view.
B) Detail of the micropylar zone. C) Detail of the seed coat in the micropylar region.
References: ca, aleurone layer; ce, palisade layer; e, epidermis; h, hilum; m, micropyle;
s, sub-epidermis.

Fig. 7. Corte transversal de la semilla de Sinapis alba cv. Delfina INTA (MEB). Referencias:
c1, cotiledon 1; c2, cotiledén 2; r, radicula.

Fig. 7. Cross section of the seed of Sinapis alba cv. Delfina INTA (SEM). References: c1,
cotyledon 1; c2, cotyledon 2; r, radicle.

Determinacion de la zona inicial de entrada de agua
en la imbibicion

Se observo la tincion del micrépilo, lugar de ingreso del agua con fast green
a las 6 h (Fig. 8A). Al extraer la cubierta seminal en ese momento, se vi-
sualizo el apice de la radicula tenido de verde (Fig. 8B y 8C). A continua-
cién, la cubierta seminal se colore en su totalidad a las 14 h (Fig. 8D). El
frente de mojado avanzé desde la radicula en forma periclinar por el plano
sagital de la semilla, hasta alcanzar el meristema apical caulinar (Fig. 8E).
Progresivamente se hidrataron en el plano anticlinal los cotiledones, hasta
la hidratacién completa del embrién.
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Fig. 8. Ingreso de agua y frente de mojado en la semilla de S. alba cv. Delfina INTA. A,
By C) 6 h después de inmersién en Fast-Green. D y E) 14 h después de inmersion. A)
Coloracién en la zona de contacto con el micrépilo (flecha indica micrépilo). B) Vista del
embrién. Cy E) Frente de mojado (la linea de puntos en Cy E, indica el avance del frente
de mojado). D) Coloracién del tegumento seminal. F) Hidratacion completa del embrién.
Escalas: 1 mm.

Fig. 8. Water entry and wetting front in the S. alba cv. Delfina INTA seed. A, B and C)
6 h after immersion in Fast-Green. D and E) 14 hours after immersion (dashed line in
C and E indicate the advance of the wetting front). A) Coloration around contact zone
with the micropyle (arrow indicates micropyle). B) View of the embryo. C and E) Wetting
front. D) Coloration of the seminal integument. F) Complete hydration of the embryo.
Scale Bar: Tmm.

Ensayo de germinacion

Se consider6 el tratamiento control para establecer las caracteristicas de
la germinacion y plantula normal. Se observé una germinacion epigea,
donde la radicula emergi6 1 dia después de la siembra (DDS) a partir de
la ruptura de la cubierta seminal. A los 2 DDS el hipocétilo (blanquecino,
con tricomas simples) se elongé y elevo los cotiledones encerrados en la
cubierta seminal que se desprendié cuando los cotiledones se desplegaron a
los 3 DDS. Al entrar en contacto con la luz, los cotiledones dejaron de ceder
reservas y comenzaron a cumplir la funcion de fotosintesis. En el comienzo
de la fase o etapa autotrofica los cotiledones reniformes, pronunciadamente
emarginados, se caracterizaron, ademas, por su color verde intenso con
maculas violaceas en la cara abaxial (Figs. 9A, 9D y 9E). Los peciolos de
longitud desigual (uno de ellos un tercio mas largo que el otro) presentaron
tricomas simples (Fig. 9C).
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Fig. 9. Detalle de la exomorfologia de la plantula normal de S. alba cv. Delfina INTA 21
dias después de la germinacion. A) Vista completa. B) Detalle de raiz principal y laterales.
C) Cotiledones y yema apical caulina. D) Cara adaxial del cotiledén. E) Cara abaxial del
cotiledon. Referencias: rl, raiz lateral; rp, raiz principal; p, yema apical caulinar; t, tricoma.

Fig. 9. Detail of normal S. alba cv. Delfina INTA seedling exomorphology 21 days after
germination. A) full view. B) Detail of the main root and lateral roots. C) Cotyledons and
terminal bud. D) Adaxial surface of the cotyledon. E) Abaxial face of the cotyledon. Ref-
erences: rl, lateral root; rp, main root; p, terminal bud; t, trichome.

A los 4 dias después de la siembra, en el extremo del hipocétilo se
desarroll6 un breve epicétilo con la yema apical (Figs. 9C). A los 21 DDS
el sistema radical presenté la raiz principal desarrollada con 5 (8) raices
laterales (Figs. 9A y 9B).

En la Tabla 1 se presentan los porcentajes finales de germinacion
(PFQG), la velocidad de germinacién (Vg) y el porcentaje de las semillas re-
cuperadas obtenidos en condiciones de estrés. El PFG disminuy6 a medida
que lo hizo el potencial hidrico. Los valores maximos se registraron en el
control y a -0,4 MPa generado con PEG; mientras que los minimos, fueron
a potenciales -1,5 MPa con PEG y NaCl, sin diferencias significativas entre
ellos. E1 50 % de germinacion se superd con potenciales de hasta -0,8 MPa
en tratamientos con PEG y -0,6 MPa con NaCl.

Respecto a la velocidad de germinacion, el control mostré el maximo
valor. En los tratamientos con PEG a -0,4 MPa la Vg disminuy6 un 52%
respecto al control; mientras que a -1,5 MPa se registr6 el valor minimo.
Los tratamientos con NaCl mostraron una similar respuesta para los mis-
mos potenciales; por lo tanto, a menor potencial, menor Vg en todos los
tratamientos con estrés.
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Tabla 1. Porcentaje final de germinacién (PFG), indice de velocidad de germinacién de Timson (Vg),
porcentaje de semillas recuperadas y de plantulas anormales 21 dias después de la siembra de S. alba
cv. Delfina INTA, bajo condiciones de estrés hidrico generado con PEG y estrés salino generado con
NaCl. Los datos corresponden al valor medio y el EE de cuatro repeticiones, se realizé ANOVA y se
utilizo el test de DGC, (a>0,05). Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos.

Table 1. Final germination percentage (FGP), Timson germination rate index (Vg), percentage of
recovered seeds and abnormal seedlings 21 days after sowing S. alba cv. Delfina INTA, under water
stress conditions generated with PEG and salt stress generated with NaCl. The data corresponds to
the mean value and the SE of four repetitions. ANOVA was performed and the DGC test was used
(>0.05). Different letters indicate significant differences between treatments.

Semillas Plantulas
0 0
- PFG A) recuperadas (0/0) anormales (D/O)

Control 97,22 + 0,48 a 70,97 = 2,47 a 0,00 + 0,00 c 1,78 £ 0,97 a
PEG -0,4 95,77 £ 0,53 b 36,92 + 1,41 ¢ 0,00 + 0,00 c 3,04 £2,03a
-0,6 78,00 = 0,63 ¢ 31,16 = 1,48 e 40 = 30,55 b 7,77 £ 2,94 a
-0,8 64,61 = 0,75 e 11,74 £ 1,52 ¢g 98,07 = 1,16 a 2,22 1,11 a
-1,0 42,02 £ 0,759 4,97 = 0,90 h 79,67 = 4,67 a 2,22 £ 2,22 a
=l,2 10,23 + 0,66 j 1,74 £ 0,41 i 83,23 + 10,57 a 1,11 x111a
Nacl -0,4 73,00 + 0,28 d 43,65 * 2,61 b 0,00 + 0,00 c 15,66 = 7,11 b
-0,6 60,30 += 1,04 f 37,06 = 1,66 d 54,57 = 4,67 b 19,98 = 5,09 b
-0,8 4522 £ 1,71 g 14,49 = 3,15 f 53,33 +3,33b 29,85 £ 5,20 b
-1,0 26,42 + 1,75 h 6,18 = 0,67 h 35,53 £ 5,53 b 18,87 = 9,09 b
=1l,2 15,05 + 1,33 2,83 £0,38i 22,15+ 7,76 b 16,65 = 5,77 b

Comparativamente, a igualdad de potenciales, la Vg fue mayor en tra-
tamientos con NaCl respecto a los realizados con PEG.
En relacién con el ensayo de recuperacion, para un mismo potencial

hidrico, los tratamientos con PEG alcanzaron mayores porcentajes de re-
cuperacion que aquellos en situacion de salinidad, a excepcion de los trata-
mientos a -0,6 MPa. El mayor porcentaje de recuperacion se registro para
el tratamiento -0,8 MPa generado con PEG.

En cuanto al porcentaje de plantulas anormales, no se observaron dife-
rencias significativas entre el control y los tratamientos con PEG. Sin em-
bargo, los tratamientos con NaCl superaron significativamente al control.
El valor maximo se registré con NaCl a -0,8 MPa mientras que el minimo
se obtuvo en el control y con PEG a -1,2 MPa. A igualdad de potenciales
los tratamientos con estrés salino mostraron mayor porcentaje de plantulas
anormales respecto a los tratamientos con estrés hidrico (Tabla 1).
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DISCUSION

Caracterizacion fisica y morfo-anatémica
de las semillas

Los parametros fisicos evaluados en las semillas de S. alba cv. Delfina INTA,
muestran concordancia con estudios previos en relacion con la especie. El
peso de las 1000 semillas estd dentro de los rangos citados por Katepa-Mu-
pondwa et al. (2006) y Paunero et al. (2016) para distintos germoplasmas.
Sin embargo, Oberti ez al. (2012) informé un peso superior para las semillas
del cultivar Delfina INTA. En relacién con el tamano, las semillas fueron
ligeramente mas pequefas que las reportadas por Bengoechea y Gémez
Campo (1975) y Kasem et al. (2011) (2 x 3 mm y 2,57 x 2,58 mm respecti-
vamente) para S. alba. Las variaciones en el peso y el tamano se explicarian,
segln Sliwinska y Bewley (2013), por las condiciones ambientales en la
etapa reproductiva de la planta madre. LLa semilla se caracteriz6 por pre-
sentar una forma esférica, en contraposicion con lo indicado por Hani ez al.
(2017) quienes la describieron como ovoide y comprimida lateralmente. Lo
observado en este trabajo concuerda con lo descripto por Vaughan y White-
house (1971) y podria relacionarse por la posiciéon del embrién ortopldceo,
caracterizado por sus cotiledones plegados que encierran la radicula. Esta
misma caracteristica fue identificada en las especies mas evolucionadas de
la tribu Brassiceae como Brassica oleraceae y B. napus (Bengoechea y Gomez
Campo, 1975; Arambarri, 2018). Por otro lado, el color de la cubierta semi-
nal del cv. Delfina INTA (marrén claro amarillento) fue mas claro que el
establecido por Bengoechea y Gémez Campo (1975) en la especie. Segiin
estos autores, el color de la cubierta seminal estaria relacionado con el tipo
de suelo donde crecen las plantas. Adicionalmente, la influencia de la con-
centracion de flavonoides presentes en la capa pigmentada de la cubierta
seminal, senalada por Auger et al. (2010) en especies del género Brassica,
podrian contribuir con la coloracién observada en las semillas.

La ornamentacion reticulada e irregular de la cubierta seminal en el
cv. Delfina INTA, concuerda con lo reportado para la especie por Kasem
et al. (2011) y contrasta con lo descripto por Vaughan y Whitehouse (1971),
quienes la caracterizaron como lisa. Asimismo, no se detecté el patrén sul-
cado con depresiones alargadas en forma de “V” mencionado por Koul ez
al. (2000) en su estudio sobre semillas de la subtribu Brassicinae, a la que
pertenece el género Sinapis.

El hilo de contorno circular concuerda con lo senalado por Bell (2000).
Sin embargo, la forma del hilo no es un caracter taxonémico distintivo
del género; por ejemplo, en S. arvensis el hilo presenta una forma lineal.
Por otro lado, las microgrietas alrededor del hilo y del micrépilo fueron
similares a las presentes en Brassica napus, donde se ha demostrado que
dichas estructuras participan en la hidratacion de la semilla durante la
germinacion (Lechowska et al., 2019).
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Respecto a la anatomia de la cubierta seminal, los tejidos observados
coinciden con lo descripto por Vaughan y Whitehouse (1971) y Bengoechea
y Gomez Campo (1975) para la especie. Las células epidérmicas secretoras
de mucilago se encuentran en distintas especies de Brassicaceae (Western,
2012); sin embargo, no constituye un caracter taxonémico del género Si-
napis. En especies como S. flexuosa, S. turgida y S. pubescens las células de
la epidermis no secretan este polisacarido (Vaughan y Whitehouse, 1971;
Bengoechea y Gomez Campo, 1975). La liberacion del mucilago ocurre
por la ruptura de la pared tangencial de las células epidérmicas, un proce-
so que segin Moise er al. (2005) se debe a la expansion de la pared celular
cuando entra en contacto con el agua. En cuanto a la subepidermis, las
observaciones difieren de lo reportado por Vaughan y Whitehouse (1971),
quienes describieron la presencia de colénquima angular. En su lugar, se
identificaron dos estratos de parénquima formados por células aproxima-
damente rectangulares, con paredes radiales engrosadas y mas cortas que
las tangenciales.

La organizacion de las células que forman la capa de la empalizada
también result6 relevante para la morfologia de la cubierta seminal. Las
células con paredes radiales de distintas longitudes presionarian a las cé-
lulas epidérmicas y de esta manera formarian el patron de ornamentacion
reticulado. Esta configuracién ha sido observada en otras especies como
Brassica barrelieri (Bengoechea y Gomez Campo, 1975). El estrato de células
con pigmentos se observo colapsada, probablemente por el desarrollo de la
capa de empalizada durante la maduracion de la semilla, como se mencioné
para B. rapa subsp. pekinensis (Ren y Bewley, 1998) y Arabidopsis thaliana
(Debeaujon et al., 2002). La presencia de la capa celular pigmentada fue
mencionada también para otras especies de Brassica (Zeng et al., 2006).

El adelgazamiento de la capa subepidérmica y de la capa de empalizada
en las proximidades del micréopilo que forma un canal micropilar, coinci-
de con lo descripto por Edwards (1968) para S. arvensis y lo observado en
este estudio para S. alba cv. Delfina INTA. Segin este autor la reduccion
longitudinal de los estratos celulares disminuye la resistencia mecdnica en
esa region y favorece la emergencia de la radicula.

El embrién de posicién axial, curvo y cotiledones conduplicados en S.
alba cv. Delfina INTA concuerda con el tipo de citado por Martin (1946) y
Arambarri (2018), caracteristico de las Brassicaceae. No obstante, el embrién
identificado como ortopldoceo, es una particularidad que solo se encuentra
en la tribu Brassiceae (Vaughan y Whitehouse, 1971).
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Zona inicial del ingreso de agua

La imbibicién es el primer paso para que se produzca la germinacién. En
S. alba cv. Delfina INTA el ingreso de agua al inicio de la imbibicion
ocurre a través de la zona micropilar, lo que podria estar vinculado a dos
caracteristicas especificas de la cubierta seminal. La primera, es la presencia
de microgrietas en la cubierta seminal alrededor del hilo y micrépilo que
facilitarian el ingreso de agua a la semilla, tal como lo observaron Lechows-
ka et al. (2019) en Brassica napus. En segundo lugar, el adelgazamiento de
la subepidermis, la capa empalizada y la capa de aleurona en la zona mi-
cropilar podria favorecer la hidratacion de la semilla. Segin Upretee et al.
(2024) 1a disminucion del grosor de los estratos celulares en esa area ofrece
menor resistencia a la entrada de agua. La zona inicial de ingreso de agua
a través del micropilo también ha sido reportada en especies como Brassica
napus (Munz et al., 2017), Ipomoea lacunosa (Jayasuriya et al., 2007), Cassia
leptophylla (Souza de Paula et al., 2012) y Gleditsia sinensis (Zhu et al., 2021).

Ensayo de germinacion

Los eventos sucedidos durante la germinacion de S. alba cv. Delfina INTA
se correspondieron a los de una germinacion epigea tipica. Este tipo de
germinacion caracteriza a las Brassicaceae (Tai-yien et al., 2001). Las plan-
tulas presentaron caracteristicas en los cotiledones, hipocoétilo y raices que
coincidieron con las expresadas por La Porte (1953) para S. alba. Sin em-
bargo, las maculas violaceas observadas en la cara abaxial de los cotiledones
del cv. Delfina INTA no fueron mencionadas en sus descripciones de la
especie. Las plantulas, segin los criterios de clasificacion de Ye (1983),
corresponden con el tipo y subtipo Chimonanthus; y segin los de De Vogel
(1980), con Macaranga. Para estos autores, el sistema radical que se desa-
rrolla a partir del crecimiento de la radicula, el alargamiento del hipocétilo
y los cotiledones con funcién fotosintética son caracteristicas necesarias
para clasificar la plantula dentro de los tipos y subtipos mencionados. Por
otro lado, ademas de los caracteres mencionados, la clasificacion propuesta
por ISTA (2018) considera el uso de la especie (agricola en este caso) y el
desarrollo del epicétilo durante el periodo evaluado. Asi, la estructura de
la plantula se correspondié con una plantula normal tipo E: categoria A
grupo 2-1-1-1, que tiene como género tipo a Brassica.

Respecto al porcentaje final de germinacion del control, supera al ob-
tenido por Oyenard (2023) en pruebas realizadas a campo con el cv. Delfina
INTA. El mayor PFG y Vg del control respecto a los tratamientos bajo
condiciones de estrés, se puede explicar teniendo en cuenta la disponibili-
dad de agua durante la germinacion. Bradford y Still (2004) indicaron que
a mayor diferencia de potenciales entre el sustrato y la semilla se completa
mas rapidamente la respuesta trifasica de la germinacion.
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En tratamientos con PEG, la presencia de esta sustancia osmoéticamen-
te activa, ocasiona una menor diferencia respecto al ¥ interno de la semilla
(Bewley y Black, 1994). Por lo tanto, el flujo de agua hacia su interior dismi-
nuye al punto de demorar la imbibicién, la reanudacién del metabolismo,
y en consecuencia, el completamiento de la fase III con la emergencia de
la radicula (germinacion sensu stricto) (Bewley et al., 2013; Baskin y Baskin,
2014). Los resultados del presente trabajo concuerdan con los citados por
Dawadi et al. (2019) para S. alba. Sin embargo, estos autores sefialaron una
disminucion del 21 % del PFG cuando el potencial osmético disminuia a
-0,2 MPa; mientras que para el cv. Delfina INTA la disminucién no supe-
r6 el 17 % con potenciales de hasta -0,8 MPa, lo cual indicaria una mejor
respuesta al estrés hidrico. Kayacetin et al. (2018) observaron un compor-
tamiento similar en Sinapis arversis e indicaron que la disminucién en la
imbibicién reduce la hidrdlisis y utilizaciéon de las reservas demorando la
germinacion. Estos resultados también se obtuvieron en otras especies de
Brasicaceas como Brassica carinata “mostaza de Etiopia” (Patané y Tringa-
li, 2011), Brassica rapa (Castillo-Lorenzo et al., 2019) y Lesquerella fendler:
(Windauer et al., 2007) y en especies pertenecientes a otras familias, como
Ceratonia siliqua “carob” (Cavallaro et al., 2016), y Vicia angustifolia (Zhang
et al., 2016).

En relacion con las condiciones de salinidad, los PFG para el cv. Del-
fina INTA a -0,8 MPa fueron similares a los valores sefialados por Bojovié
et al. (2010) en ensayos con otras variedades de S. alba, bajo condiciones
similares. Ademas, los resultados también concuerdan con los indicados
por Kayacetin et al. (2018) en Sinapis arvensis y por Toosi et al. (2014) en
B. juncea.

Por otro lado, al comparar los datos obtenidos con estrés hidrico y
salinidad a igualdad de potenciales, también se observaron diferencias sig-
nificativas entre los tratamientos. En el caso del PFG, la superioridad de
los valores en estrés hidrico comparados con los del salino, estaria condi-
cionada por la presencia de iones Na+t y Cl- en este ultimo tratamiento.
Aunque tanto el estrés hidrico como la salinidad producen deshidratacion
celular que causa estrés osmotico, la concentracién intracelular de Na*y
Cl- podria causar toxicidad y alterar la actividad enzimética y hormonal en
la semilla (Bartels y Sunkar, 2005). Esta condicion también podria explicar
el hecho que en tratamientos con PEG se alcanza el 50% de germinacion
con potenciales hidricos inferiores respecto a los realizados con NaCl. Estos
resultados coinciden con los obtenidos en Sinapis arvensis por Kayacetin
et al. (2018) y Zare y Malekpoor-Shahraki (2022), y en Lepidium apetalum
segin Lu er al. (2022).

En cuanto a la velocidad de germinacién, los valores mas altos obser-
vados en salinidad en comparacién con estrés los correspondientes estrés
hidrico a igualdad de potenciales, también fueron reportados en S. arvensis
por Kayacetin ez al. (2018) y Brassica napus por Heshmat ez al. (2011). En
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estos estudios se determiné que el ingreso de moléculas de Na* durante la
imbibicién, mantendria un gradiente de potencial hidrico entre el interior
de la semilla y el medio. De esta forma, el ingreso de agua continuaria hasta
la germinacion de la semilla (Mehra ez al., 2003; Petrovic et al., 2016). El
PEG, al tener un alto peso molecular no ingresa a la semilla; y una vez que
se produce un equilibrio entre potenciales la imbibicién no continia. Por
otro lado, las condiciones de estrés hidrico y salinidad durante la germina-
cidn ocasionaron un aumento del porcentaje de plantulas anormales. Es-
tas condiciones de estrés alterarian los procesos fisioldgicos y bioquimicos
esenciales en las plantulas, que pueden conducir a un desarrollo anormal
de 6rganos. Ademas, el hecho de que a igualdad de potenciales hidricos, en
tratamientos con NaCl, se observaran mayor nimero de pldntulas anorma-
les respecto a PEG, supondria un efecto toxico del Na+ y CI- que provocan
desbalances i6nicos y nutricionales, y altearian procesos metabdlicos esen-
ciales (Atta et al., 2023; Peduzzi et al., 2024).

Los porcentajes altos de recuperacion de los tratamientos de estrés
hidrico respecto al estrés salino, se explicarian ya que el PEG podria ejercer
un efecto osmoprotector en las semillas sometidas con este osmolito. Esto
es, el sistema de membranas del embridn, que previo a la imbibicion de las
semillas se encuentran en fase gel, al imbibir lentamente restablecerian su
configuracion a la fase liquido-cristalina, hasta completar la fase I del patrén
de absorcion de agua (Bewley y Black, 1994). Las membranas no perderian
su propiedad de permeabilidad, y se evitaria el periodo de transicién con
el caracteristico dafo por imbibicién. De esta forma se comprenderia la
mayor recuperacion y la rapida respuesta a la germinacion del cultivar al
restablecerse las condiciones 6ptimas de disponibilidad de agua. Por otra
parte, la ausencia del efecto osmoprotector en los tratamientos con NaCl,
justificaria el bajo porcentaje de recuperacion ya que las semillas en estos
tratamientos se imbibieron rapidamente. Asi, segin Bewley y Black (1994),
durante la transicion de las membranas de la fase gel a liquido cristalino,
se producirian pérdidas de electrolitos debido a la permeabilidad de estas.
Los bajos porcentajes de recuperacion en los tratamientos mas severos de
estrés salino expresan la alteracién del equilibrio i6nico y acuoso que genera
un estrés hiperosmotico, desbalance i6nico y toxicidad que compromete la
viabilidad de las semillas expuestas. Si bien Bojovié et al. (2010) registraron
porcentajes de germinacion nulos en la recuperacion de S. alba bajo salini-
dad; los resultados que se lograron con el cv. Delfina INTA mostraron se-
millas germinadas. Atin mas, los porcentajes decrecientes obtenidos a mayor
contenido de NaCl, concuerdan con los senalados por Santo et al. (2017);
quienes en su trabajo con Brassica insularis observaron menor porcentaje de
semillas recuperadas a menores potenciales osmoticos generados por NaCl.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se caracteriz6 por primera vez la morfo-anatomia de la se-
milla y la plantula de Sinapis alba cv. Delfina INTA. Ademas, se estableci6
la regién hilar como zona inicial del ingreso de agua en la imbibibidn.
Las descripciones morfo-anatomicas de la semilla y exomorfoldgicas de la
plantula complementan la caracterizacion de S. alba cv. Delfina INTA. En
relacion con la germinacién, en condiciones de estrés hidrico se alcanzo el
G50 hasta con potenciales de -0,8 MPa; y en estrés salino, hasta con -0,6
MPa. Estos resultados resaltan un mejor comportamiento del cultivar en
cuanto al PFG y Vg en condiciones de estrés hidrico en comparacién con
estrés salino a igualdad de potenciales.

Es importante destacar que este trabajo es el primer antecedente en el
que se informa sobre el comportamiento de la germinacién del cv Delfina
INTA en condiciones de estrés hidrico y salino. Por lo tanto, la informa-
cién obtenida podria establecer un punto de partida para futuros estudios
que permitan evaluar su introduccién como cultivo invernal en ambientes
caracterizados por las limitaciones anteriormente mencionadas. Ademads, los
resultados son de utilidad para incorporar estos parametros como indica-
dores de seleccion temprana en programas de mejoramiento de cultivares.
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