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RESUMEN
Entre especies e incluso cultivares, existen grandes diferencias en cuanto a la respuesta de las plantas a la toxicidad por aluminio. A pesar de existir varios estudios sobre el tema, todavía no se conoce el principal objetivo celular del aluminio, y su efecto sobre varios procesos del desarrollo vegetal como la germinación, han sido poco estudiados; además, los resultados encontrados son muy variables. La germinación es uno de los procesos más importantes en el crecimiento y desarrollo vegetal, ya que de ella depende la estabilización de los cultivos que se encuentran bajo condiciones de estrés. Se realizó un experimento en Tunja / Colombia con el fin de evaluar la influencia del aluminio sobre la germinación de las semillas de trigo (Triticum aestivum) y de maíz (Zea mayz), tomando como material vegetal semillas de tres cultivares de trigo (ICA Tenza, Sello rojo e ICA Bochica) y de dos cultivares de maíz (ICA V-305 e ICA V-508). De cada especie, ICA Bochica e ICA V-305 fueron los cultivares más afectados por aluminio; el porcentaje de germinación se redujo 31 y 15% en comparación con el testigo, respectivamente. En general, la germinación en trigo fue más afectada por aluminio que la germinación en maíz.
Palabras clave: ICA Tenza, Sello Rojo, ICA Bochica, ICA V-305, ICA V-508.

SUMMARY
There are great differences between species and cultivars regarding plant response to aluminium-induced toxicity. In spite of there being several studies on the topic, aluminium’s main cellular target still remains unknown and its effect on several vegetal development processes (i.e. germination) has been little studied and the few results found have been very variable. Germination is one of the most important processes in vegetal growth and development since stabilising crops growing under stress conditions depends on it. An experiment was carried out in Tunja, Colombia, aimed at evaluating aluminium’s influence on wheat (Triti- cum aestivum) and corn (Zea mayz) seed germination, taking seeds from three wheat (ICA Tenza, Sello rojo and ICA Bochica) and two corn cultivars (ICA V-305 and ICA V-508) as vegetal material. ICA Bochica and ICA V-305 were the cultivars in each specie which were most affected by aluminium; germination percentages became reduced by 31% and 15% respectively compared to control. Germination in corn was more affected by aluminium than germination in wheat.
Key words: ICA Tenza, Sello Rojo, ICA Bochica, ICA V-305, ICA V-508.

INTRODUCCIÓN
El maíz es el tercer cereal más producido a nivel mundial y se utiliza como alimento para humanos y animales, como forraje, para la extracción de aceite y la producción de celulosa (Mahmood et al.,2005). En Colombia, el área sembrada en este cereal ascendió en 2006 a 49.020 has, de las cuales, 2.540 se sembraron en Boyacá, lo cual corresponde a

5,18% del área total sembrada en maíz a nivel nacional (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Ru- ral, 2007).
Entre 40 y 50% de la superficie cultivable en el mundo corresponde a suelos ácidos con problemas de toxicidad por aluminio, lo cual es uno de los factores que más limitan la producción vegetal en suelos ácidos (Casierra-Posada y Cárdenas–Hernández,
2007). El área cubierta por suelos ácidos en el mundo
se considera que asciende a 3.950 millones de hectáreas, de las cuales el 41% se encuentran en América. En Colombia, 67 millones de hectáreas corresponden a suelos con problemas de acidez (Arcos, 2008), lo cual ocasiona problemas por toxicidad por aluminio.
Los síntomas de fitotoxicidad por aluminio no dependen únicamente de una concentración crítica del elemento en el sustrato (Cameron et al., 1986).

Por eso, aunque la presencia de aluminio es un fac- tor muy importante en la expresión de la respuesta al daño  causado por este  elemento,  otras características del medio, como el pH, la formación de precipitados insolubles, los efectos protectores de iones, la fuerza iónica de la solución, la presencia de quelatantes, y el genotipo de la planta, pueden también actuar en la modificación de la respuesta de los vegetales al aluminio (Gallardo et al., 1999; Casierra-Posada, 2001). Muchos de estos factores químicos se pueden comprender mejor si se tiene en cuenta los efectos que causa la especiación de aluminio, la que varía según el pH (Kinraide, 1991; Casierra-Posada y Niño-Medina, 2007), ya que las especies tóxicas de aluminio están en función del pH y afectan en distinto grado a especies vegetales y cultivares dentro de una misma especie, siendo Al+3 la especie más tóxica, conocida como ‘Al lábil’ (Gallardo et al., 2005).
La membrana plasmática representa el principal lugar de ataque del aluminio (Takabatake y Shimmen,
1997; Casierra-Posada, 2002). Dentro de los efectos inducidos por Al+3  en los sistemas biológicos tanto in vivo como in vitro, uno de los efectos más graves es la destrucción de los ácidos grasos que conforman la membrana, provocado por los radicales libres del oxígeno, (Mossor-Pietraszewska, 2001).

Muchos organelos celulares se han relacionado con la toxicidad por Al+3, tal es el caso de la pared celular y el núcleo, más específicamente el DNA (Rengel,
1996; Silva et al., 2000; Taylor et al., 2000; Casierra-
Posada, 2002). Al parecer, la mayoría del Al+3  se acumula en la pared celular. Se reportó una acumulación de 99,9%, del total de Al3+ presente en la célula, en la pared celular del alga Chara corallina (Taylor et al., 2000); esto se relaciona principalmente con la parte péctica de la pared celular la cual permanece en el protoplasma incluso después de la digestión enzimática de la pared. Se cree que el aluminio puede asociarse a la pectina que se pro- duce en el momento que se expone el tejido a Al+3 (Chang et al., 1999).
En general se ha reportado que el Al+3 interfiere con la división celular en raíces, aumenta la rigidez de la pared celular mediante el entrecruzamiento de las pectinas, reduce la replicación del DNA mediante el aumento de la rigidez de la doble hélice, fija el fósforo en formas menos solubles en el suelo y en la rizósfera, disminuye la respiración en las raíces, interfiere con varias enzimas, disminuye la producción y el transporte de las citoquininas, modifica la estructura y funcionamiento de de las membranas plasmáticas, reduce la toma de agua e interfiere con la toma, transporte y metabolismo de varios nutrientes esenciales (Mossor-Pietraszewska, 2001; Casierra- Posada y Cárdenas-Hernández, 2007). Otros órganos que se ven afectados al entrar en contacto con el Al+3 son las mitocondrias (Yamamoto et al., 2002) y los cloroplastos (Scandalios, 1993).
La genética de la tolerancia a Al+3   ha sido ampliamente estudiada en plantas de importancia económica. En Zea mays, se encontró que dos loci mayores e independientes son los responsables del control de la tolerancia a Al+3 (Gallego y Benito, 1997; Sibov et al., 1999), mientras que en Triticum aestivum, la tolerancia a Al+3  es una característica compleja controlada por varios genes mayores y menores modificados (Aniol, 1990), y por locus simples (Delhaize et al., 1993).

Dentro del desarrollo de un vegetal, la germinación es una de las etapas más importantes. La germinación inicia con la imbibición o absorción de agua por la semilla y finaliza con la elongación del eje embrionario, principalmente de la radícula (Román, 2000, Bewley y Black, 1985b). La cantidad de agua absorbida en la imbibición no supera dos a tres veces el peso seco de la semilla, proceso que se ve afectado por los factores que determinan el movimiento del agua hacia la semilla (Simon, 1984).
Las plántulas jóvenes son más susceptibles que las plantas ya desarrolladas a la toxicidad causada por Al+3. Aunque aparentemente el Al+3   no afecta la germinación de las semillas, se sabe que disminuye el crecimiento de las nuevas raíces y la estabilización de las plántulas (Nosko et al., 1988). Sin embargo, con respecto a esta afirmación, los resultados varían mucho entre especies, e incluso entre cultivares. Estudios sobre el efecto de Al+3 en Triticum aestivum han demostrado la gran variabilidad en la respuesta de los diferentes cultivares de esta especie a la exposición a Al+3 (Costa et al., 2003; Gallardo et al.,
2005; Rincon y Gonzales, 1992). Por otro lado, se encontró que en semillas de arroz sin cascara tratadas con Al+3, se modifica el peso, el contenido de proteína, de fécula y la actividad de la a-amilasa y de la proteasa en el endospermo, mientras que en las semillas con cáscara no se observó cambios en las variables mencionadas, indicando que la cáscara del arroz puede actuar como barrera contra la acción de Al+3 sobre el endospermo (Wang y Kao, 2005 ). Además, Igbal y Shafig (2005) encontraron que el aluminio afecta tanto la germinación como el crecimiento inicial de dos cultivares de trigo.
El objetivo del presente estudio fue determinar la influencia del aluminio sobre la germinación de tres cultivares de trigo y dos cultivares de maíz, comúnmente cultivados en el altiplano Cundiboyacense, teniendo en cuenta la gran importancia de la germinación, en el establecimiento de un cultivo en condiciones de estrés (Welbaum et al.,1998).

MATERIALES Y MÉTODOS
El ensayo se realizó a campo abierto en las instalaciones del vivero Puente Restrepo de la

Antes de la siembra se embebieron las semillas en una solución de sulfato de aluminio (Al (SO ) .18H O,
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Facultad de Ciencias Agropecuarias, en la Universidad
Pedagógica y Tecnológica de Colombia en Tunja / Colombia, ubicada en las coordenadas 5°322 73 N,
73°222 043 O a 2690 msnm. Las condiciones ambientales de la localidad del ensayo fueron: 12,7º C de temperatura promedio anual y 82% de humedad relativa.
Como material vegetal se utilizaron semillas certificada de maíz de los cultivares ICA V-305 e ICA V-508 y trigo ICA Tenza, Sello rojo e ICA Bochica. Por tratamiento se utilizaron 50 semillas.
Previo a al siembra de las semillas se esterilizaron las camas de germinación mediante una solución de formaldehído al 5%. Posterior a la desinfección, se dejaron las camas cubiertas con un plástico du- rante una semana y posteriormente se descubrieron y se sembraron las semillas tres semanas después de la aplicación del formaldehído. El sustrato de germinación consistió en una mezcla 1:1 de tierra negra obtenida en al zona (Andosol) y arena lavada
de río.

Riedel-de Haën ®, Alemania) en concentraciones de
0,5; 1 y 2 meq de Aluminio. Como control se embebieron las semillas en agua bidestilada. El periodo de imbibición fue de 24 horas y posteriormente se colocaron las semillas en las ca- mas de germinación. Posterior a l siembra, se monitoreó a diario la germinación hasta que no se observara más la emergencia de plantas. Esta información se llevó a términos de porcentaje.
El ensayo tuvo un arreglo trifactorial con tres concentraciones de aluminio y un control como primer factor; dos especies como segundo factor y diferentes cultivares de cada especie como último factor de variación. Cada tratamiento se replicó cinco veces. La información obtenida se sometió a un análisis clásico de variancia y a la prueba de separación de promedios de Tukey con una probabilidad de 5%. El análisis estadístico se realizó con la ayuda del software SPSS (Statistical Product and Service Solutions) versión 8.0.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Al analizar cada una de las variedades de trigo por separado, se pudo apreciar en todas una disminución en el porcentaje de germinación. Tanto en la variedad ICA Tenza como en Sello Rojo, los testigos mostraron diferencias altamente significativas (P<0,01) con los tratamientos, mientras que en la variedad ICA Bochica el testigo no presentó diferencias con el tratamiento de 0,5 meq de Al3+, presentó diferencias significativas con el tratamiento de 1 y diferencias altamente significativas (P<0,01) con el tratamiento más alto (2 meq. de Al3+) (Fig 1). En la variedad ICA Tenza, la reducción en la tasa de germinación fue del orden de 6,4; 10,5 y 18,1%, cuando las semillas se expusieron a 0,5; 1 y 2 meq de Al3+ respectivamente, mientras que en la variedad Sello Rojo, la germinación se redujo 4,8; 8,9 y 9,5, respectivamente. Por último, la variedad ICA Bochica

manifestó reducción en el la geminación en porcentajes de 2,8; 7,3 y 34,7 cuando se mantuvieron las semillas en soluciones que contenían 0,5; 1 y 2 meq de Al3+ respectivamente.
A pesar de la variabilidad en la respuesta a la exposición de las semillas a aluminio en las diferentes especies, los resultados encontrados en este estudio concuerdan con resultados obtenidos en estudios previos, donde al estudiar el efecto del aluminio sobre tres especies dentro de las que se encontraba el trigo, se determinó que la germinación, el crecimiento temprano de las plántulas y los contenidos de clorofila disminuyeron con el incremento en la concentración de Al+3, mientras que la proteína soluble de las hojas y contenido total de fenoles incrementó en comparación con el control (Rana y Aery,1999).

Adicionalmente en ensayos de campo evaluando la tolerancia de xTriticosecale Wittmack se encontró que además de la restricción en la longitud radicular causada por Al+3, la producción se redujo considerablemente en los diferentes genotipos evaluados dado que la producción de grano estuvo
más estrechamente correlacionada con el crecimiento

relativo de las raíces y con la inducción de calosa (Oettler et al., 1997). Esta apreciación sugiere que el aluminio tiene un efecto negativo no solamente sobre la germinación de las semillas de Triticum aestivum como se encontró en el presente estudio, sino también, sobre los estados tempranos de la plántula
y finalmente sobre la producción de grano.

Figura 1. Porcentaje de germinación de semillas de tres variedades de trigo (Triticum aestivum)

expuestas a diferentes concentraciones de alumininio
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La secreción de ácidos orgánicos inducida por aluminio en las raíces de las plantas expuestas al metal se ha considerado comúnmente como un mecanismo de tolerancia al elemento (Casierra- Posada y Aguilar-Avendaño, 2007), por tanto se estudiaron los patrones de secreción de ácidos orgánicos en Secale cereale y Triticum aestivum y se encontró que la alteración en el metabolismo de los ácidos orgánicos está involucrada en la secreción de los mismos, bajo condiciones de toxicidad por aluminio en Secale cereale, pero sólo la activación de un canal de aniones parece ser la responsable de la secreción rápida de ácido málico en Triticum aestivum (Li, et al.,
2000); por tanto, dada la diferencia encontrada en los diferentes cultivares evaluados en el presente ensayo es posible suponer que el mecanismo de relativa tolerancia exhibido por los cultivares, esté relacionado con la posibilidad de los mismos de exudar ácidos orgánicos a través de la ridícula recién emergida, lo cual permitiría una inactivación parcial del elemento, limitando su entrada a los tejidos vegetales.
Al analizar el comportamiento de la germinación en semillas de trigo como especie, es decir, las tres

variedades en conjunto se observó la misma tendencia que en las variedades, observandose una proporción inversa entre el porcentanje de germinación y la concentración de Al3+  en la solución (Fig. 2). La exposición de las semillas a concentraciones de 0,5;
1 y 2 meq de Al3+ indujo una reducción de 4,6; 8,8 y

20,9% en la germinación de las semillas, respectivamente.
Estos resultados (Fig. 1 y 2) concuerdan con reportes anteriores, donde la germinación de las semillas de Triticum aestivum cv. ‘Faisalabad 85’ y T. aestivum cv. ‘Blue Silver’ fue significativamente afectada con respecto al testigo, por diferentes concentraciones de aluminio (Iqbal y Shafiq, 2005). Al respecto se ha encontrado que en general, la activación de la semilla se inhibe ante la presencia de sustancias tóxicas que afectan su germinación. La división celular en los meristemos radiculares se puede afectar, y esto puede ocurrir debido al retraso en la mitosis o a alguna alteración en el proceso de elongación de la radícula (Adam y Duncan, 2002; Casierra-Posada y Cárdenas- Hernández, 2007).

Figura 2. Porcentaje de germinación de semillas de trigo (Triticum aestivum)

expuestas a diferentes concentraciones de alumininio
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En cuanto al comportamiento de las variedades de maíz, se observó que en la variedad ICA V-305 disminuyó el porcentaje de germinación a medida que aumentó la concentración de Al3+ y se presentó diferencia estadísticamente significativa (P >0,05) entre todos los tratamientos. En la variedad ICA V-

508, el porcentaje de germinación fué muy parecido entre los tratamientos, no hubo una relación clara entre éste y la concentración de Al3+; sin embargo,
hay una disminución en la germinación de los

tratamientos con respecto al testigo, presentándose diferencias significativas (P >0,05) (Fig 3). En la variedad ICA V-305, la exposición de las semillas a Al3+ redujo la germinación en términos de 12,2; 15,9 y 18,4% con concentraciones de 0,5; 1 y 2 meq de Al3+, respectivamente, mientras que en la variedad ICA V-508 estos mismos contenidos de Al3+  en la solución de imbibición de las semillas motivaron reducciones promedio en la germinación del orden
de 6,4; 5,4 y 6,4%, respectivamente.

Figura 3. Porcentaje de germinación de semillas de dos variedades de maíz (Zea mayz) expuestas a diferentes concentraciones de alumininio
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En relación con este resultado, se ha reportado que en semillas de Vigna radiata y V. sinensis expuestas a diferentes concentraciones de Al3+, no mostraron disminución en la germinación de las semillas ya que
100% de las semillas de ambas especies germinaron en poco tiempo. Sin embargo, se reporta la inhibición total del crecimiento de la raíz en V. radiata , mientras que en V. sinensis se observó un aumento en la longitud radicular (Jamal et al., 2006a; Foy et al., 1978; Casierra-Posada y Cárdenas-Hernández, 2007). Con esta información se corrobora el hecho de que en algunas especies, la respuesta de las semillas a la exposición a Al3+ es muy variable e incluso las semillas se pueden ver poco afectadas por el metal. Esto demuestra la gran variabilidad en la respuesta a la presencia de Al3+, mostrada por plantas del mismo género, la cual se observó en las variedades de maíz analizadas en el presente ensayo, dado que tanto el crecimiento como la producción se ven severamente afectados en plantas de maíz expuestas a concentraciones altas de aluminio (Collet et al., 2000). Adicionalmente, la imbibición y en consecuencia la germinación, puede afectarse por factores como el agua, los gases, la temperatura, la luz, los iones y los inhibidores (Román, 2000). La activación de la semilla se inhibe ante la presencia de sustancias tóxicas, que afectan su germinación. La división celular de los meristemos radiculares puede afectarse, ya sea por retraso en el proceso de mitosis o por alteración en la elongación radicular (Adam y Duncan,
2002).
Tomando en consideración que las especies monocotiledóneas y dicotiledóneas presentan grandes diferencias en cuanto a la composición de sus paredes celulares por su contenido de pectina y su potencial de sitios de unión del aluminio, se han encontrado amplias diferencias en cuanto a la respuesta de plantas de Vicia faba y Zea mayz. Como resultado se encontró que en puntas de raíces de Z. mayz, el aluminio alcanzó la estela en cerca de 60 minutos, mientras que en V. faba este se concentró en la rizodermis y en las células de la corteza externa, lo cual indica un alto potencial de unión del aluminio en las paredes celulares de la dicotiledónea (Marienfeld

et al., 2000), lo que puede explicar el comportamiento de los cultivares de maíz presentado en la figura 3.
La exposición de diferentes variedades de Zea mayz a un pH ácido y a aluminio, dió como resultado una disminución progresiva de los niveles de DNA con relación a los existentes en el control a pH 6,0 (Feixa,
2001). Un efecto similar puedo ocurrir en las semillas evaluadas en el presente estudio, contribuyendo asi a la disminuciòn observada en la germinación de la variedad ICA V-305.
Al hacer el análisis de la germinación de las semillas de maíz, se observó una disminución en las semillas expuestas a Al3+  con respecto a las semillas germinadas en el testigo, sin embargo entre todo los tratamientos con Al3+, el comportamiento fue muy simi- lar y de hecho no hubo diferencia estadisticamente significativa (Fig. 4). En maíz, la germinación de las semillas se redujo 9,0; 10,3 y 12,0% respectivamente, cuando las semillas se expusieron a concentraciones de 0,5; 1 y 2 meq de Al3+.

En cuanto a los resultados encontrados en Prosopis juliflora el aluminio no afectó el porcentaje de germinación ni la masa seca (jamal et al., 2006b; Claire et al., 1991; Fernandes y Henriques, 1991), similar a lo encontrado en el presente ensayo. Aunque las semillas de Zea mayz en este experimento sí redujeron su porcentaje de germinación con el aumento en la concentración de Al3+, la tendencia en la disminución de la germinación no fue lo suficientemente amplia, como para que se presentaron diferencias significativas.
Por otro lado, en estudios en los que se evaluó la influencia de los metales sobre la germinación, se encontró que ni el Cu ni el Zn influyen significativamente sobre la germinación de las semillas de Zea mayz (Mahmood et al, 2005), lo cual puede deberse a que la semilla usa sus propias reservas durante la germinación evitando asi la influencia de la presencia de iones metálicos presentes en el sustrato (Stefani et al., 1991). Por tanto, es posible que debido a esta propiedad de las semillas de Zea mayz, los efectos negativos que causa el aluminio sobre la germinación sean menos marcados que en otras especies.

Figura 4. Porcentaje de germinación de semillas de maíz (Zea mayz) expuestas a diferentes concentraciones de alumininio
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La germinación implica numerosos eventos como la hidratación de proteínas, el cambio de estructuras subcelulares, la respiración, la síntesis de macromoléculas y la elongación celular, pero ninguno de los cuales por sí mismo determina la germinación (Bewley y Black, 1985a; 1985b). El desarrollo de estos procesos se ve afectado por los iones que entran a la semilla en el momento de la imbibición, ya que en condiciones experimentales y naturales (en el suelo), la semilla se encuentra en solución y por ende, los solutos entran a la semilla al igual que el agua (Simon,
1984). De igual manera que en el presente ensayo, en los suelos ácidos el Al+3  se encuentra formando parte de los solutos disueltos en la solución del suelo, lo cual afecta algunos de los procesos implicados en la germinación.
Se encontró que el aluminio afecta en primera medida la elongación celular en raíces de Glycine max (Horst y Klotz, 1990), lo cual puede deberse a la restricción física del crecimiento, ya que los iones Al3+  hacen más rígida tanto la membrana celular (Jones y Kochian,
1995; Horst, 1996 y Yamamoto et al., 2001), como la red de actina (Grabski y Shcindler, 1995). Por otro lado, la toxicidad por Al3+ en las plantas inhibe la mito- sis e induce daños a los cromosomas, lo cual está asociado con el efecto del Al3+ sobre las proteínas fosforiladas asociadas al ADN (Matsumoto y Morimura, 1980; Kochian, 1995); además, elAl3+ puede

interferir con la biosíntesis de las proteínas (Delhaize y Ryan, 1995).
Se ha encontrado que la reorientación inducida por las auxinas y la depolimerización inducida por el frío en los microtúbulos de la corteza externa en las raíces de maíz se bloquea mediante tratamientos previos con aluminio; lo que sugiere que el aluminio incre- menta la estabilidad en los microtúbulos estas células. El efecto estabilizante de las células de la corteza externa coincide con la inhibición del crecimiento; por tanto, la reorganización y estabilización del citoesqueleto están íntimamente asociadas con la toxicidad por aluminio en raíces de plantas de Zea mayz (Blancaflor et al., 1998).
Varios componentes son los responsables del hinchamiento de la semilla tales como la celulosa, sustancias pécticas, almidon y proteína; de las cuales, esta última, es el principal componente que embebe agua en la semilla (Mayer y Polja Koff-Mayber, 1975; Tran y Cavanagh, 1984; Ueda y Kato, 1980). Muchas de estas sustancias se ven afectadas por el Al3+. Por ejemplo, es posible que el aluminio se asocie con la pectina que se produce en el momento que se expone el tejido a Al3+  (Chang et al., 1999). En cuanto a la proteína, en semillas de arroz sin cáscara se reporta una disminución del contenido de proteína del endospermo cuando estas se tratan con diferentes concentraciones de Al3+ (Wang y Kao, 2005).

Al comparar los resultados encontrados entre las variedades de Zea mayz y las de Triticum aestivum, se observó que en ambas hubo disminución en el porcentaje de germinación, sin embargo fue mucho más marcado en las variedades de Triticum aestivum que en Zea mayz. A Pesar de que el Al3+ al entrar en
la semilla afecta la radícula, mediante su asociación

con el núcleo de las células meristemáticas, lo cual desencadena una serie de sucesos que afectan tanto el crecimiento como la división celular (Silva et al.,
2000; Casierra-Posada y Cárdenas-Hernández,

2007), no se debe olvidar la respuesta diferencial que presentan los genotipos cuando se exponen a

concentraciones elevadas de Al.
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