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Ganem, Darío G.; María A. Equiza; Máximo Lorenzo;  Jorge A. Tognetti (2014) Cambios en la anatomía 
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Entre las numerosas respuestas morfo-anatómicas inducidas por el frío en gramíneas de ciclo otoño-inverno-
primaveral, los cambios en la anatomía epidérmica han recibido muy poca atención pese a su importancia 
adaptativa. En este trabajo se estudiaron los cambios inducidos por baja temperatura (5ºC, en comparación con 
los controles a 25ºC) en la anatomía epidérmica foliar de trigo, cebada, centeno y avena, incluyendo, para cada 
especie, un genotipo primaveral y uno invernal, con el propósito de evaluar si la baja temperatura modifica la 
densidad estomática, el índice estomático y variables relacionadas, así como si existe relación entre la magnitud 
de estas respuestas y el carácter invernal o primaveral de los genotipos. Se observó una disminución 
generalizada de la densidad estomática en todos los genotipos a 5°C, en comparación con los controles a 25°C, 
mostrando los cultivares de tipo invernal la mayor disminución. La caída en densidad estomática estuvo 
principalmente explicada por un alargamiento de las células epidérmicas entre estomas, y adicionalmente por 
una menor proporción de filas con estomas, lo que a su vez explica la reducción en el índice estomático a 5°C, 
observada en varios casos. La longitud de las células estomáticas no fue afectada por la temperatura, difiriendo 
de reportes previos. Nuestros resultados sugieren que la disminución en densidad estomática a baja temperatura 
es una respuesta general en gramíneas de ciclo otoño-inverno-primaveral, que es particularmente notable en los 
genotipos invernales de cada especie. Se discuten posibles mecanismos involucrados e implicancias 
ecofisiológicas de estas respuestas.   
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Ganem, Darío G.; María A. Equiza; Máximo Lorenzo; Jorge A. Tognetti (2014) Leaf anatomical changes in 
temperate cereals in response to low temperature. Rev. Fac. Agron. Vol 113 (2): 157-164 
 

Among the numerous morpho-anatomical responses induced by low temperature in temperate grasses, those 
related to changes in epidermal anatomy have received little attention despite their adaptive significance. In this 
work we studied leaf anatomical changes induced by low temperature (5°C, as compared to controls at 25°C) in 
wheat, barley, rye and oats including, for each species, two genotypes with contrasting cold adaptation responses 
(one spring and one winter genotype), with the aim of evaluating if low temperature modifies stomatal density, 
stomatal index  and related variables, and whether the magnitude of these responses is linked to genotype 
characteristics (either spring or winter). A generalized decrease in stomatal density was observed in all genotypes 
as a consequence of low temperature, but this response was most remarkable in winter cultivars within each 
species. The decrease in stomatal density was mainly explained by an increased length of inter-stomatal 
epidermal cells, and additionally by a lower proportion of rows with stomata. This, in turn, would explain the 
reduction in stomatal index that was observed in several cases. Length of stomatal cells was not affected by 
temperature, unlike previous reports. Our results suggest that the decrease in stomatal density at low temperature 
is a general response in temperate grasses, especially in winter genotypes within each species. Possible 
mechanisms involved  and ecophysiological significance of these responses, are discussed. 

 
Key words : stomatal density, stomatal index, low temperature, acclimation, grasses  

                                                 
Recibido: 25/04/2014 
Aceptado: 26/01/2015 
Disponible on line: 01/03/2015 
ISSN 0041-8676 - ISSN (on line) 1669-9513, Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, UNLP, Argentina 



Ganem et al (2014)                                                                            Cambios en anatomía epidérmica en respuesta al frío 

158 

 

INTRODUCCIÓN 
 
En plantas de clima templado como las gramíneas de 
ciclo otoño-inverno-primaveral (O-I-P), la exposición a 
temperaturas bajas positivas provoca, además de 
muchas respuestas bioquímicas y fisiológicas 
(Theocharis et al., 2012; Hüner et al., 2013), diversos 
cambios morfo-anatómicos tales como el acortamiento 
de vainas y láminas (Hüner et al., 1998), el incremento 
en la relación raíz:parte aérea (Equiza et al., 1997; 
2001), el incremento en el grosor foliar (con la 
concomitante disminución del área foliar específica; 
Hüner et al., 1981; Equiza et al., 2001) y el desarrollo 
de paredes celulares más gruesas en las células 
epidérmicas y en la vaina mestomática (Griffith & 
Brown, 1982; Equiza et al., 2001). Este conjunto de 
cambios es parte del proceso de aclimatación de las 
plantas a esta nueva condición térmica, y del desarrollo 
de un incremento en la capacidad de tolerar 
posteriormente temperaturas de congelamiento (Levitt, 
1980; Guy, 1990; Equiza & Tognetti, 2002).  
Los cambios en la anatomía epidérmica han recibido, 
en contraste, poca atención. Se ha reportado una 
disminución en la densidad estomática en hojas 
desarrolladas a bajas temperaturas en centeno (Hüner 
et al., 1981; Hüner, 1985) y trigo (Equiza et al., 2001), 
pero en general, se carece de estudios enfocados en 
evaluar cuáles podrían ser los mecanismos que llevan a 
esa respuesta. Los cambios en la densidad estomática 
podrían tener influencia sobre la aclimatación de la 
planta a bajas temperaturas positivas y también sobre 
la tolerancia al congelamiento. Las temperaturas de 
suelo en el rango de 0 a 10°C afectan negativamente la 
absorción de agua por las raíces debido a aumentos en 
la viscosidad del agua y en la resistencia radical a la 
absorción, por lo que una menor proporción de área 
cubierta por estomas podría contribuir al mantenimiento 
del estado hídrico de las plantas, particularmente en 
días con relativamente alta demanda transpiratoria 
(Equiza et al., 2001). Asimismo, se ha propuesto que 
los estomas podrían ser puntos de propagación de 
cristales de hielo en temperaturas de congelamiento 
(Pearce, 2001), por lo que una disminución en el 
número de estomas en plantas desarrolladas a baja 
temperatura podría contribuir a una mayor tolerancia a 
heladas. Además de la cantidad, el tamaño de los 
estomas podría jugar un rol importante. Limin & Fowler 
(1994; 2000) encontraron una moderada correlación 
inversa entre el tamaño de las células guardianas y la 
tolerancia al congelamiento en numerosos cultivares de 
trigo, por lo que propusieron el empleo de ese criterio 
anatómico en los programas de mejoramiento para 
resistencia al frío (Limin & Fowler, 1994; 2000). De esta 
manera, sería importante analizar en un mayor número 
de gramíneas O-I-P en qué medida tanto la densidad 
estomática como el tamaño de células guardianas se 
modifican en respuesta al frío.  
Si la disminución en la densidad estomática es una 
respuesta de aclimatación de las plantas a las bajas 
temperaturas, cabría esperar que se manifestara en un 
amplio abanico de especies de tipo similar y que dentro 
de una especie la magnitud del cambio se encontrara 
relacionada con la capacidad de tolerancia a las bajas 
temperaturas de los cultivares. En los cereales de clima 

templado existen dentro de una misma especie 
cultivares primaverales e invernales; estos últimos son 
los que pueden adquirir mayor tolerancia a heladas 
cuando las plantas se exponen a temperaturas bajas 
(Cloutier & Siminovitch, 1982; Fowler et al., 1996, Páldi 
et al., 2001). De esta manera, también podría esperarse 
que la disminución en la densidad estomática inducida 
por bajas temperaturas fuera mayor en los cultivares 
invernales que en los primaverales dentro de cada 
especie. Por otra parte, las bases citológicas asociadas 
a los cambios en la densidad estomática inducidos por 
las bajas temperaturas han sido escasamente 
estudiadas (Huner et al., 1981; Equiza et al., 2001). En 
las hojas de gramíneas los estomas se disponen en 
filas de células epidérmicas que contienen, además de 
las células oclusivas, células inter-estomáticas. Estas 
filas se encuentran, a su vez, intercaladas con filas de 
células epidérmicas sin estomas. De esta manera, la 
disminución de la densidad estomática en hojas 
desarrolladas a bajas temperaturas podría ser el 
resultado de: i- una mayor separación espacial entre los 
estomas, debida a un alargamiento de las células 
epidérmicas inter-estomáticas, o  ii- un cambio en la 
proporción de células epidérmicas que se diferencian 
en estomas (i.e. el índice estomático).  
En el presente trabajo se estudian los cambios 
inducidos por baja temperatura (5ºC, en comparación 
con 25ºC) en la anatomía foliar de 4 especies de 
cereales de ciclo O-I-P (trigo, cebada, centeno y avena) 
incluyendo, para cada especie, un genotipo primaveral, 
y uno invernal, con el propósito de evaluar i- si la 
temperatura provoca un descenso generalizado en la 
densidad y el índice estomáticos, ii- la posibilidad de 
que los cambios en densidad estomática sean 
consecuencia de variaciones en el largo de las células 
interestomáticas, iii- si la temperatura produce una 
disminución generalizada del tamaño de los estomas, y 
iv- si existe una relación entre la magnitud de estas 
respuestas y el carácter, primaveral o invernal, de los 
cultivares dentro de cada especie.  
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Material vegetal y condiciones de cultivo 
Se utilizaron las siguientes especies y cultivares: trigo 
pan (Triticum aestivum L.) cvs. Buck Patacón (tipo 
primaveral, P) y PROINTA Pincén (tipo invernal, I); 
cebada forrajera (Hordeum vulgare L) cvs. Mariana 
INTA (P) y Alicia INTA (I), centeno (Secale cereale L.) 
cvs. Lisandro INTA (P), y Fausto INTA (I); y avena 
(Avena sativa L) cvs. Máxima INTA (P) y Aurora INTA 
(I). Debe notarse que en avena las diferencias entre los 
cultivares empleados en cuanto a adaptación al frío son 
menores que en las restantes especies, ya que no se 
cuenta con genotipos contrastantes. 
Las semillas se embebieron por 24 h a temperatura 
ambiente, en cajas de Petri con papel de filtro saturado 
en agua destilada. Las semillas embebidas se 
sembraron en macetas plásticas de 12 cm de diámetro 
y 30 cm de profundidad conteniendo vermiculita de 
granulometría intermedia, saturada con solución 
Hoagland diluida (½) (Hoagland & Arnon, 1950). Se 
sembraron 20 semillas por maceta y se raleó a 10 
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Especie Cultivar Temperatura Densidad estomática 
(estomas mm-2) 

Índice estomático 
(%) 

Trigo Patacón (P) 25°C 27,1 ± 1,4 d 12,8 ± 0,3 bc 
  5°C 24,7 ± 0,8 c 13,2 ± 0,3 c 
 Pincén (I) 25°C 22,8 ± 1,5 b 11,5 ± 0,4 b 
  5°C 11,5 ± 0,3 a 8,6 ± 0,1 a 

Cebada Mariana (P) 25°C 36,4 ± 0,1 c 13,6 ± 0,1 c 
  5°C 27,1 ± 0,2 b 11,5 ± 0,1 a 
 Alicia (I) 25°C 38,9 ± 1,5 d 13,4 ± 0,3 bc 
  5°C 22,9 ± 1,0 a 12,2 ± 0,3 b 

Centeno Lisandro (P) 25°C 36,1 ± 1,2 d 12,5 ± 0,7 c 
  5°C 22,6 ± 0,5 b 10,5 ± 0,2 a 
 Fausto (I) 25°C 33,7 ± 0,3 c 12,0 ± 0,1 bc 
  5°C 20,6 ± 0,2 a 10,9 ± 0,1 ab 

Avena Máxima (P) 25°C 25,4 ± 1,0 c 16,2 ± 0,6 b 
  5°C 24,2 ± 0,1 b 12,8 ± 0,1 a 
 Aurora (I) 25°C 27,8 ± 0,4 d 16,2 ± 0,3 b 
  5°C 21,5 ± 0,1 a 12,8 ± 0,1 a 

 

plantas por maceta luego de la emergencia para lograr 
mayor uniformidad. El sustrato se mantuvo en 
condiciones de capacidad de campo durante todo el 
ensayo. Las macetas fueron colocadas en una cámara 
de cultivo a 25 ± 1ºC, bajo 250 µmoles de fotones 
(PAR) m-2 s-1 al tope de las macetas, suministrados por 
una batería de tubos fluorescentes (Osram Lumilux 
820) con un fotoperíodo de 12 horas. A los 8 días, 
cuando las plantas se encontraban en el estado de la 
primera hoja verdadera plenamente expandida (lígula 
visible), la mitad de las macetas fueron transferidas a 
una cámara de crecimiento a 5 ± 1ºC, por lo demás 
bajo similares condiciones de cultivo, incluyendo 
irradiancia y fotoperíodo. La temperatura del medio 
radical en las macetas de las plantas transferidas de 25 
a 5°C (medida cada 15 min con termocuplas 
conectadas a un datalogger) disminuyó a una tasa de 
aproximadamente 2 ºC h-1, alcanzando una temperatura 
similar a la de la cámara fría al cabo de 10 h. Las 
plantas se cultivaron en ambas condiciones de 
temperatura hasta el estado de 4 hojas plenamente 
expandidas. En todas las especies y cultivares los 
análisis anatómicos se realizaron en la cuarta hoja, la 
cual emergió y se expandió a 25ºC o 5ºC. Los 
tratamientos de temperatura no afectaron el contenido 
relativo de agua (CRA) de la lámina de la hoja más 
joven totalmente expandida, medido al inicio del 
período lumínico en plantas al estadío de cuarta hoja, o 
bien a intervalos de 2h durante las primeras 10h en 
plantas transferidas de 25 a 5°C, obteniéndose en 
todos los casos valores de CRA superiores a 96% (no 
mostrado). 
 
Preparación de las muestras y determinaciones 
Sobre la cara abaxial de la cuarta hoja plenamente 
expandida se aplicó esmalte acrílico incoloro. Una vez 
seco, se retiró la capa de esmalte empleando una cinta 
transparente adhesiva. La impronta de las células 
epidérmicas (que incluyen a los estomas) se fotografió 
bajo un  microscopio  binocular Olympus  modelo BX51  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

con una cámara digital Olympus modelo Q-Color 5TM.  
Las imágenes obtenidas fueron procesadas empleando 
el software Image-Pro Express 6.0 (Media Cybernetics, 
Inc. Silver Spring, MD  20910). De cada imagen se 
seleccionaron al azar 12 sectores de 1 mm2, en los 
cuales se realizaron los recuentos de número total de 
estomas y de células epidérmicas no estomáticas en la 
cuadrícula; longitud de células epidérmicas entre  
estomas; longitud de células estomáticas; número de 
filas de células con estomas por milímetro de ancho de 
hoja y número de filas con células epidérmicas no 
estomáticas entre filas de células con estomas. A partir 
del número total de estomas y de células epidérmicas 
no estomáticas en la cuadrícula, se calcularon la 
densidad estomática (estomas mm-2) y el índice 
estomático (estomas X n° total de células-1). Es 
importante notar que, en las filas con estomas, estos se 
dispusieron en forma alternada con células epidérmicas 
no estomáticas, en relación 1:1 en todos los preparados 
observados.  
 
Diseño experimental y análisis estadístico  
Para cada genotipo y condición de temperatura se 
emplearon 5 macetas, de cada una de las cuales se 
seleccionaron dos plantas representativas de las que se 
tomaron las hojas con las que se prepararon las 
improntas. De cada una de las improntas se 
seleccionaron los 12 sectores para obtener los 
recuentos de células enumerados en el punto anterior. 
Los datos se analizaron por ANOVA utilizando el 
software Statistica (v. 7.0); las medias se separaron 
empleando la prueba de Tukey (P = 0,05). 
 
 
RESULTADOS 
 
Densidad e índice estomáticos  
En las cuatro especies investigadas las hojas 
desarrolladas a 5°C presentaron una reducción 
significativa de la densidad estomática en relación a sus  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 1. Densidad e índice estomáticos en la cara abaxial de la 4ª hoja plenamente expandida de plantas de cultivares 
primaverales (P) o invernales (I) de trigo, cebada, centeno y avena desarrolladas bajo condiciones controladas a 25ºC 
o a 5ºC. Los datos corresponden a la media de 10 plantas (± EE). Dentro de cada especie, letras diferentes indican 
diferencias significativas (p<0.05). 
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Especie Cultivar Temperatura LEpi (µm) Longitud de células 
guardianas (µm) 

Trigo Patacón (P) 25°C 138,3 ± 2,0 b 60,2 ± 0,2 a 
  5°C 162,7 ± 3,1 c 60,5 ± 0,1 a 
 Pincén (I) 25°C 127,0 ± 1,5 a 61,2 ± 0,2 b 
  5°C 258,2 ± 2,0 d 60,6 ± 0,1 ab 
Cebada Mariana (P) 25°C 96,7 ± 0,7 b 39,0 ± 0,2 ab 
  5°C 115,9 ± 1,5 c 37,9 ± 0,1 a 
 Alicia (I) 25°C 88,9 ± 1,5 a 40,1 ± 0,4 b 
  5°C 127,4 ± 0,6 d 43,1 ± 0,3 c 
Centeno Lisandro (P) 25°C 126,1 ± 1,7 b 43,0 ± 0,4 b 
  5°C 145,9 ± 1,8 c 42,2 ± 0,4 b 
 Fausto (I) 25°C 101,2 ± 0,5 a 35,1 ± 0,4 a 
  5°C 128,3 ± 1,2 b 34,7 ± 0,1 a 
Avena Máxima (P) 25°C 288,1 ± 4,6 b 40,4 ± 0,3 a 
  5°C 301,5 ± 8,2 b 40,3 ± 0,1 a 
 Aurora (I) 25°C 256,7 ± 2,0 a 47,4 ± 0,5 b 
  5°C 322,2 ± 3,2 c 47,1 ± 0,3 b 

 

correspondientes controles a 25°C, la cual varió entre 
4,7% y 49,7% dependiendo de la especie y del cultivar 
(Tabla 1). Excepto en centeno, en el que tanto el 
cultivar primaveral como el invernal mostraron una 
caída similar en la densidad estomática a 5°C (37,3% y  
38,9% para cv. Lisandro y cv. Fausto, 
respectivamente), en el resto de las especies la caída 
en la densidad estomática fue mayor en los cultivares 
invernales que en los respectivos primaverales. Así, en 
trigo, la densidad estomática de las hojas desarrolladas 
a 5°C del cultivar primaveral (Patacón) se redujo un 
8,7%, y en el invernal (Pincén) un 49.7%. En cebada, la 
reducción fue del 25,6% en el cultivar primaveral 
(Mariana) y del 41% en el invernal (Alicia), mientras que 
en avena la reducción fue del 4,7% en el cultivar 
primaveral (Máxima) y de 22,6% en el invernal (Aurora).  
La temperatura tuvo también un efecto significativo en 
el índice estomático en varios de los cultivares 
analizados, pero estos cambios no fueron tan marcados 
como los observados en densidad estomática (Tabla 1).  
En trigo no hubo diferencias significativas entre 
tratamientos de temperatura en el cultivar primaveral 
(Patacón), mientras que en el cultivar invernal (Pincén), 
el índice estomático fue significativamente menor 
(25.2%) en las hojas desarrolladas a 5°C. En los 
cultivares    primaverales   de   cebada   y   centeno   se 
observó una disminución significativa a 5°C, del 15,4% 
y 16.0%, respectivamente, mientras que en los 
cultivares invernales de ambas especies se observó 
una tendencia a la disminución, que no llegó a ser 
significativa. En avena el frío causó una reducción 
significativa en el índice estomático en ambos cultivares 
(26,3% y 26,4% para Máxima y Aurora, 
respectivamente).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Longitud de células epidérmicas inter-estomáticas y  
longitud de células guardianas 
El desarrollo de las hojas a 5°C resultó en un 
incremento significativo en la longitud de las células 
epidérmicas en todas las especies analizadas (Tabla 2). 
Asimismo, en trigo, cebada y centeno el incremento en 
la longitud de las células epidérmicas observado a 5°C 
fue de mayor magnitud en los cultivares invernales que 
en los correspondientes cultivares primaverales 
(103,6% vs 17,9% en trigo, 44,0% vs 19,7% en cebada, 
y 30,1% vs 18,0% en centeno, cultivar invernal versus 
primaveral, respectivamente). En avena, el cultivar 
primaveral (Máxima) fue el único caso en el que la 
longitud de las células epidérmicas inter-estomáticas no 
aumentó significativamente a baja temperatura, 
mientras que en el cultivar invernal se observó un 
incremento del 25,4% en las hojas desarrolladas a 5°C.  
Por otra parte, la longitud de las células guardianas no 
fue afectada por la temperatura excepto en el cultivar 
invernal de cebada (Alicia), en el que las células 
guardianas de hojas desarrolladas a 5°C fueron ligera 
pero significativamente más largas (7,0%) que las 
correspondientes a 25°C (Tabla 2).  
 
Número de filas de células por unidad de ancho de 
hoja  
El número de filas con estomas por milímetro de ancho 
de hoja disminuyó significativamente en las hojas 
desarrolladas a 5°C de ambos cultivares de cebada, 
centeno y avena, así como en el cultivar invernal de 
trigo. Los cambios oscilaron entre -12,2%  y -33,0%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 2. Longitud de células epidérmicas inter-estomáticas (LEpi) y longitud de células guardianas en la cara abaxial 
de la 4ª hoja plenamente expandida de plantas de cultivares primaverales e invernales de trigo, cebada, centeno y 
avena desarrolladas bajo condiciones controladas a 25ºC o a 5ºC. Los datos corresponden a la media de 10 plantas (± 
EE). Dentro de cada especie, letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05). 
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Especie Cultivar Temperatura NFE (mm-1) NFEpi  
Trigo Patacón (P) 25°C 5,71 ± 0,17 b 5,54 ± 0,04 ab 

  5°C 5,60 ± 0,21 b 5,70 ± 0,04 b 
 Pincén (I) 25°C 5,14 ± 0,19 b 4,81 ± 0,07 a 
  5°C 3,85 ± 0,02 a 8,21 ± 0,09 c 

Cebada Mariana (P) 25°C 5,63 ± 0,04 b 5,57 ± 0,04 a 
  5°C 4,85 ± 0,06 a 5,82 ± 0,05 a 
 Alicia (I) 25°C 5,57 ± 0,23 b 5,45 ± 0,06 a 
  5°C 4,57 ± 0,17 a 6,31 ± 0,05 b 

Centeno Lisandro (P) 25°C 6,67 ± 0,30 c 5,66 ± 0,03 c 
  5°C 4,47 ± 0,09 a 6,35 ± 0,06 d 
 Fausto (I) 25°C 5,54 ± 0,05 b 4,28 ± 0,02 a 
  5°C 4,87 ± 0,03 a 5,05 ± 0,05 b 

Avena Máxima (P) 25°C 7,74 ± 0,35 b 5,50 ± 0,07 a 
  5°C 5,87 ± 0,04 a 6,09 ± 0,04 b 
 Aurora (I) 25°C 7,79 ± 0,20 b 5,25 ± 0,07 a 
  5°C 5,87 ± 0,04 a 5,96 ± 0,04 b 

 

Solamente en el cultivar primaveral de trigo (Patacón) 
no se observaron diferencias significativas entre 
temperaturas. En cebada y en avena, la reducción 
observada a 5°C fue de similar magnitud en ambos 
tipos de cultivares, en tanto que en centeno, la caída 
fue mayor en el cultivar primaveral que en el invernal 
(Tabla 3).  
En todos los casos, los estomas se dispusieron 
alternados con células epidérmicas normales, en 
relación 1:1. Debe mencionarse además que en cebada 
se presentó un patrón de distribución de filas de células 
con estomas diferente del observado en las otras 
especies estudiadas, ya que en ambos cultivares a 
25ºC se encontraron algunas “filas dobles” de células  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

con estomas, las que no se observaron en plantas a 
5ºC (Fig. 1).  
El número de filas con células epidérmicas no 
estomáticas entre filas de células con estomas se 
incrementó significativamente en las hojas 
desarrolladas a 5°C en todos los cultivares invernales 
de las cuatro especies analizadas, así como en los 
cultivares primaverales de centeno y avena. Los 
incrementos variaron entre 10,7 y 70,5 % (cebada 
Mariana y trigo Pincén, respectivamente). No se 
observaron diferencias significativas entre temperaturas 
en los cultivares primaverales de trigo y cebada (Tabla 
3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 3. Número de filas de células con estomas por milímetro de ancho de hoja (NFE) y número de filas de células 
epidérmicas sin estomas entre filas con estomas (NFEpi) en la cara abaxial de la 4ª hoja plenamente expandida de 
plantas de cultivares primaverales e invernales de trigo, cebada, centeno y avena desarrolladas bajo condiciones 
controladas a 25ºC o a 5ºC. Los datos corresponden a la media de 10 plantas (± EE). Dentro de cada especie, letras 
diferentes indican diferencias significativas (p<0.05). 
 

Figura 1. Fotografías de improntas de epidermis de la cara abaxial de la 4ª hoja plenamente expandida de cebada cv 
Alicia a 25ºC (A) o a 5ºC (B), apreciándose filas dobles de estomas en las hojas desarrolladas a la temperatura más 
alta. 
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El número total de filas de células por milímetro de 
ancho de hoja no fue afectado por la temperatura en 6 
de los 8 genotipos estudiados (no mostrado). 
Solamente se observó una disminución significativa a 
5ºC en el cultivar primaveral de centeno, Lisandro, y en 
el cultivar invernal de cebada, Alicia, en los que los 
cambios fueron de -18,0% y -15,7%, respectivamente.  
 
Relaciones entre la densidad estomática y variables  
relacionadas con la anatomía epidérmica 
Para evaluar en qué medida la disminución en la 
densidad estomática como consecuencia del frío puede 
ser explicada por el incremento en la longitud de las 
células epidérmicas inter-estomáticas, o bien por el 
incremento del número de filas no estomáticas entre 
filas con estomas, se realizó un análisis de regresión 
tomando los datos de los 8 genotipos estudiados (Fig. 
2). Las regresiones fueron significativas para ambas 
variables, pero la caída en densidad estomática se 
mostró más correlacionada con el incremento en la 
longitud de las células epidérmicas inter-estomáticas 
que con el incremento del número de filas no 
estomáticas entre filas con estomas (r2 = 0,72; P= 0,008 
y r2= 0,54; P= 0,038, respectivamente).  
 
 
DISCUSIÓN 
 
En las cuatro especies de gramíneas estudiadas la 
densidad estomática de las láminas foliares se redujo 
en las plantas cultivadas a 5ºC con respecto a las 
mantenidas a 25ºC. Esto coincide con lo observado por 
Hüner et al. (1981) y Hüner (1985) en un cultivar de 
centeno y por Equiza et al. (2001) y Equiza & Tognetti 
(2002)  en  varios  genotipos  de  trigo.  En  el  presente  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

trabajo, las mayores diferencias se observaron 
generalmente en los cultivares invernales de cada 
especie, excepto en centeno, en que se registraron 
porcentajes similares de disminución en ambos 
cultivares. Para el conjunto de genotipos evaluados, la 
disminución de la densidad estomática inducida por el 
frío se encontró explicada principalmente por el 
incremento en el largo de células epidérmicas inter-
estomáticas y en menor medida por una menor 
proporción de filas con estomas (Fig. 2). Tanto el 
alargamiento de las células epidérmicas como la 
reducción en el número de filas con estomas a 5°C 
fueron significativos en 7 de los 8 genotipos estudiados, 
siendo las excepciones los cultivares primaverales de 
avena y trigo, respectivamente. El alargamiento de las 
células inter-estomáticas observado en  frío podría 
asociarse a una disminución de la actividad de 
peroxidasas extracelulares (enzimas claves en la 
rigidificación de las paredes) en la zona en expansión 
foliar, que fue observada previamente en el cultivar 
invernal Pincén, pero no en el cultivar primaveral 
Patacón (Lorenzo et al., 2009). Por otra parte, la 
diferenciación de un menor número de filas de células 
con estomas en frío estuvo fuertemente asociada con 
un aumento del número de filas epidérmicas entre 
estomas en las plantas cultivadas a 5°C (Tabla 3). Esta 
respuesta, que implica cambios en la diferenciacion 
celular en los ápices, podría relacionarse con la mayor 
acumulación de azúcares a bajas temperaturas en 
trigos invernales que en primaverales (Equiza et al., 
1997; Equiza & Tognetti, 2002), ya que se ha propuesto 
que los azúcares (posiblemente sacarosa) constituirían 
una señal traslocada desde las hojas maduras al ápice 
que inhibiría la diferenciación de estomas en los 
meristemas   (Coupe  et  al.,  2006).  Por  otra  parte,  la  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Reducción porcentual de la densidad estomática a 5ºC (respecto de 25ºC) en función del incremento 
porcentual de la longitud de células epidérmicas (LEpi) y del incremento porcentual en el número de filas de células 
epidérmicas entre filas con estomas (NFEpi). Para cada variable, los puntos corresponden a los 8 genotipos 
estudiados. Las ecuaciones ajustadas fueron: y=18,9 – 15,0 ln x (r2 = 0,72) para el incremento en LEpi, y y=1,8 – 12,2 
ln x  (r2 = 0,54) para el incremento en NFEpi. 
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ausencia de cambios en el número de filas de células 
por milímetro de ancho de hoja en 6 de los genotipos 
estudiados sugiere que el ensanchamiento celular tiene 
una contribución menor en la disminución de la 
densidad estomática a baja temperatura. No obstante, 
en el cultivar de cebada Alicia (invernal) y en el cultivar 
de centeno Lisandro (primaveral) el número de filas 
totales disminuyó significativamente a 5°C, sugiriendo 
un incremento en el ancho de las células.  
El índice estomático fue menos afectado por la 
temperatura que la densidad estomática. Si bien se 
observó una tendencia a la disminución por frío en la 
mayoría de los casos, sólo en 5 de los 8 genotipos 
estudiados las diferencias fueron significativas, y aún 
en estos casos, las magnitudes de los cambios entre 
tratamientos de temperatura fueron generalmente 
menores que las observadas en la densidad 
estomática. En todos los casos en que el índice 
estomático disminuyó, se observó asimismo una 
reducción en el número de filas con estomas por unidad 
de ancho de hoja (Tablas 1 y 3). En cambio, la 
proporción de estomas dentro de cada fila fue 
constante. El índice estomático es comúnmente usado 
en estudios paleo-climáticos para estimar la 
concentración de CO2 atmosférico, a través de 
mediciones en hojas fósiles de diversas especies 
arbóreas (Beerling et al., 1999; Royer, 2001; Li-Qun et 
al., 2001; Beerling & Royer, 2002; Retallack, 2002). No 
obstante, existen evidencias de que la temperatura 
podría también afectarlo, como reportaron Beerling & 
Chaloner (1993) para Quercus robur. El efecto de la 
temperatura sobre el índice estomático evidenciado en 
el presente trabajo también cuestiona la rigurosidad del 
empleo de esta variable para la estimación de las 
concentraciones atmosféricas de CO2. 
En general, no se encontró una asociación clara entre 
la longitud de las células guardianas y el carácter 
invernal o primaveral del genotipo (Tabla 2). Por 
ejemplo, el cultivar invernal de centeno tuvo células 
guardianas más largas que el primaveral, pero lo 
opuesto ocurrió en avena, independientemente de la 
temperatura, mientras que no hubo diferencias entre 
cultivares en trigo y cebada. Si bien estudios previos en 
diversos cultivares de trigo han sugerido que el tamaño 
de estomas puede ser un parámetro útil en los 
programas de mejoramiento para tolerancia a heladas 
(Limin & Fowler 1994; 2000), nuestros datos cuestionan 
su posible empleo en gramíneas de ciclo O-I-P.  
La generalidad de la disminución en la densidad 
estomática en frío, especialmente en los cultivares 
invernales de cada especie, es consistente con un 
posible rol de esta respuesta en la aclimatación de las 
plantas a las bajas temperaturas. Por una parte, una 
disminución en la superficie cubierta con estomas 
podría contribuir al mantenimiento del estado hídrico a 
bajas temperaturas, particularmente durante períodos 
en que la demanda transpiratoria es relativamente alta 
(Equiza et al., 2001 y Equiza & Tognetti, 2002). La 
densidad estomática se encuentra asociada con la tasa 
transpiratoria, como mostraron Doheny-Adams et al. 
(2012) empleando mutantes de Arabidopsis, y existen 
evidencias de una disminución de la conductancia 
estomática y de la tasa transpiratoria en trigo y centeno 
como consecuencia de la aclimatación al frío (Dahal et 
al., 2012). Sería importante establecer el posible 

impacto de estas respuestas sobre la eficiencia de uso 
del agua a bajas temperaturas, teniendo en cuenta que 
disminuciones en la conductancia estomática afectan 
generalmente más al intercambio de vapor de agua que 
al de CO2 (Jones, 1993; Abbate et al., 2004). Por otra 
parte, la reducción en la densidad estomática sería 
también consistente con el posible rol de los estomas 
en la propagación del hielo en los tejidos (Pearce, 
2001). En las láminas de las gramíneas los cristales de 
hielo que se forman sobre la superficie ingresan a los 
tejidos a través de estomas o de sectores dañados de 
la cutícula (Gusta & Wisniewski 2007) y posteriormente  
se propagan muy rápidamente en el interior de las 
láminas (entre 1 y 4 cm s−1; Pearce & Fuller, 2001). La 
posibilidad de que la menor densidad estomática de las 
plantas aclimatadas al frío pueda reducir la propagación 
de hielo en el interior de las láminas merece ser 
estudiada en profundidad. Si bien no fue el objetivo de 
nuestro trabajo, nuestros resultados indican que las 
especies y cultivares seleccionados pueden ser de gran 
utilidad en estudios futuros enfocados a esta hipótesis.  
 
 
CONCLUSIONES 
 
Nuestros resultados sugieren que la disminución en la 
densidad estomática a baja temperatura es una 
respuesta general en gramíneas de ciclo otoño-inverno-
primaveral, y que la magnitud de la respuesta se 
encuentra asociada con la capacidad de adaptación al 
frío de los genotipos dentro de cada especie. La 
disminución en la densidad estomática sería la 
consecuencia del alargamiento de las células 
interestomáticas y, en menor medida, del desarrollo de 
una menor proporción de filas con estomas, que a su 
vez llevaría a una disminución en el índice estomático 
en plantas desarrolladas a baja temperatura. Los 
resultados obtenidos en este trabajo no sustentan el 
empleo del largo estomático como criterio de 
mejoramiento para tolerancia al frío, como había sido 
propuesto previamente. La elucidación de los 
mecanismos fisiológicos involucrados en estas 
respuestas, así como el impacto de las mismas sobre el 
funcionamiento de la planta en períodos de bajas 
temperaturas positivas y de congelamiento requiere 
estudios específicos.  
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