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afectan 1a calidad de

al centrol, asi

RESUMERN

El envejecimiento acelerado de las semillas, ha sido ampliamente

utilizado comwo herramienta en la investigacidn de los par&metros que

las semillas en el almacén y entre otras

consecuéncias, disminuye cl vigor de las pléntulas. Las plintulas de
bajo vigor, nanifiestan una wmenor capacidad de crecimiento
heterotrSfico.

Durante el perfodo de movilizacidn de las reservas de la semilla,

el crecimiento depende de la adecuada asimilacidn y wovilizaeidn de

ias reservas almacenadas en el andospermo y la pldnrula se capacita

PATYa convertirse en un organismo autdStrofo. Dado el paralelismo entre

estos dos procesos €3 de esperarsc que ambos sean interdependientes.

Para establecer 18 relacidn existente entre ellos, se estudid la

eficiencia de las pliintulas contrel vy de bajo vigor para movilizar sus

reservas, asf{ como 1la capacidad que presentan ambos sistemas para

asimilar el CO; del aire (fototroffa) y el naitrfgeno inorginico

(azeotrofia).

En aat§ trabajo sSe ocbtuvo semilla deteriorada de alta viabilidad:

por envejecimiento acelerado y que did origen & plantulas de bajo

vigor. Estas manifastaron una menor acumulacidn de peso seco respecto

como una menor capacidad de wmovilizacidén de las

resarvas. Los patrones de crecimiento, en ambos casos se modificaron a

partir del <xiego con solucidn de Hogland suplementads o ﬁo' con

nitratos.,

La capacidad de sIntesis de proteInas en-ambos sistemas se mostrd

similar aGn cuando la cantidad de protefna sintetizada al suplementar
8l medio ﬁe crecimiento con N037 -slempre fue menor en canopias de bajo
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vigor. Esta deficiencia parece deberse a un menor aporte de nitrSgeno
reducido, ya que la actividad de nitrato reductasa (ANR) tanto
inducida como acumulada, siempre fue menor en cancpias de bajo vigor.
La  wmenor ANR fue acompaiiada de una menor capacidad de toma y ncuﬁulé—'
cién de NO3~, 1lo que sugirid que el tratamiento de envejccin#eﬁto
‘;celérado podrfa haber dafiado el sistema tranaportador y/o de :toma -
activa de NO3~. .
Los resultados wostraron la existencia de una correlacidn entre

el proceéo de capacitacidén autotrSfica y la movilizscidn de resefvap."

10




1) INTRODUCCION Y ANTECEDENTES.

Ia semille es el ente bloldgico por excelencia mediante el cual

1a mayorfa de lss plantas se propagan y aseguran su supervivencia. La

semilla estf capacitada funcional y estructuralmente para permitir que

ia nueva pléntula en estado embrionario geruine y se desarrolle a

partiy de los materiales almacenados 2n sus tejidos de reserva, hasta

establecerse exitosamente como un organismo autdtrofo.

La memilla como cualquier organisme vivo, con el tiempo sufre un

proceso de envejecimiento o senecencia que

biloquinico

conlleva clerto deterioro
y fisiolégico que se¢ evidencia durante la germinacidn y el

crecimiento de la plfingula (40,48). Este proceso es acelerado por el

almacenamiento de la semilla en condiclones adversas {(i.e. alta

hunedad relativa y temperatura) (7,11,43,44,48).

E)l deterioro de semillas durante el almacenamiento, puede

producir entre otros efectos, una dismlnuciSa en el vigor de 1la

plé&ntula (11,23). E)l vigor, se define como la capsacidad de ‘una'

pléintula para crecexr y désarrcllarce hasta establecerse como organismo

AﬁtStrofo {23). GCeneralmente, cl vigor persiste durante todo el ciclo

de vida de la planta y se manifiesta en el rendimiento de la cosecha

(44). Sin embargo, evaluar el vigor en la wadurez de la planta resulta
un procadimiento lento y costoso, ademfis dada la importancia del vigor
en el establecimiento de 1la pléntula, la wayor parte de 1las

investigaciones se han concentrado en la expresidn del vigor durante

la germinacién y desarrollo temprano de 1la planta. En t&rminos
bioquimicos, se han hecho intentos para relacionar-el vigor de un lote
de gemillas con sus niveles deVATP (8) ¥ de sintesis de protelnas i

Bcidos nucléicoes (1,11,45), durante las primeras horas de imbibicidn.

S{n embsrgo, el hecho de que 1la semilla germine . (protuva

11



radfcula), mno garantiza que las plidntulas tengan el vigor para esta-—
blecerse como un orzanismo autdtrofo (1l1,23). Ademiis, existe evidencia
que sugiere que la germinabilidad v la menor capacidad de crecimiento
de las plintulas de bajo vigor, son eventos I[ntimamente relacionados
pero regulados por mecanismos que operan independientemente durante el
deterioxre (1,48).

Existen algunos estudios sobre los eventos bloquinmico-
fisfoldgicos involucrados en la adquisicidn de la autotroffa (14,50),
sin embargo, ha habido poco trabajo enfocado a relacionar esta Gltima
con el vigor de la plantula (23).

En la wayor parte de los trabajos, se considera alcanzada la
autotroffa cuando el aparatce fotosintético ha madurado y es capax de
fotosintetizar (fototroffa), midiendo la incorporacidn de l‘COj 35) v
la actividad de algunas de las enzimas involucradas, como la RuBPc-sg
{49) y la PEPcasa (14,49).

El proceso de reduccién del nitrato no se ha tomado en cuenta en
los estudios de capacitacidn auto:;ﬁficl. ya qui se ha demostrade que
en tan 5010 26 h después de iniciada la iabidicién de la semilla en
presencia de uaitatos (19) se induce la actividad de 1la Nitrato
Reductasa (NR), primera enzima responsable de la fcducci&n del nitrato
¥ reguladora de la velocidad del proceso (12,30,31,37,49). Adon‘i. an
los ‘irabajoa donde se ha estudiado la adquisiciSn de la autotrofia,

"“ias pléntulas han sido adicionadas de nitrato exSgeno, por lo que ™Mo
" se ha establecido si 1la reduccidn del nitrato y 1la capacitacién
“autotrSfica son independientes o no.

Recientewents, determinando la actividad de la NR y la cantidad

" de proteina suluble, Vela y Bernal-Lugo (50), sugleren que el proceso




de reduccifn del nitrdgeno (azeotroffa), juega un papel iumportante en
la adquisicifn de la autotrcfia.

En este trabajo utilizando el modelo de envejecimlento acelerado
para obtener semilla deteriorada que dé origen a plidntulas de bajo
vigor, trataremos de establecer el papel del proceso de reduccidn del
nitratc en el establecimiento autotr8fico de plintulas de trigo de
_ alto (control) y bajo vigor.

En las péiginas siguientes se presenta al lector en forma breve,

1a informacifn que requiere para la wmejor comprensiSn del tema.
1.1 DETERIORC DE SEMILLAS Y VIGOR DE LA PLANTULA.

Como cualquier organismoe vivo, las semillas con el transcurso del
tiempo . sufren un proceso de envejecimiento o senecencia que comienza
en ¢l momento que alcanzan la wadurez en la planta madre (1,40) y que
termina en la muerte & pérdida de la viabilidad (1,11,43). El1 ~vigor
fisiol6gico considerado como el miximo potencial de establecimiento de
la plintuia tll.23,40). también disminuye desde un ~mAximo en -la
maduracifn hasta cero, cuando la semilla muere (40). Por lo tanto, el
anvejecimiento de la semilla ocasiona un deterioro de la misma, que ée
asnifiesta ‘deade un vigor disminuido hasta la pé&rdida total de 1la
viabilidad.

El envejecimiento de la semilla en forma natural, es usualmente
un proceso lento y gradual, que conlleva un deterioro puulatiho tanto

~en la morfologfa como en la bioquimica v fisiologia de las semillas
(1,11). Se ha observado que este proceso se ve modificado por las
condiciones de almacenamiento. Actualmente, se ha logrado un
envejecimiento acelerado de la semilla sometiéndola a altas presiones

de oxIgeno, temperatura y humedades relativas (1.11.17.22.43,&8).

13



El modelo de envejecimiento acelerado como ‘herramienta ‘de
investigacidn, presenta clertas ventajas sobre el envejecimiento
natural: .1} el tiewpo requerido para obtener semills deteriorada,
disminuye notablemente (23); 2) se logra una mayor uniformidad en el
vigor de un lote de semillas (40); 3) es representativoe dsi
envejecimiento natural, salvo en condicilones muy saveras de
almacenamiento {11); y 4) se puede promosticar la secuencia de eventos
involucrados en el deterioro (23).

Pese a estas ventajas, existe en la literatura evidencia de que
algunos eventos biloquimicos invelucrados en la germinaciﬁn. se ven
afectados de dif;rente manera cuande el envejecimiento es acelerado o
natural (11,44). - Sin embargo, Yya que el vigor de 1la pliatula se

manifiesta despiies de 1la germinacidn (23,40,48), el modelo  de

envejecimiento acelerado sigue siendo adecuado para el desarrollo de

este trabajo.

1.2 EVENTOS BIOQUIMICOS Y FISIOLOGGICOS QUE PARTICIPAN EN LA GERHINA-

CION DE GEREALES.

Los mventos que se suceden en el embrifn y que conducen a  1a

protusidn radicular los llamaremos eventos biloquimico-fisiolSgicos qun"

participan en la germinacidn. A continuacidn se expondr& un breve

‘pancrama de lo hasta ahora conocido al respecto tanto en semilla

contrel como en deteriorada.

1.2.1 Hidrstacién y Respiracidn.

La hidratacidn de la semilla se lleva a cabo con la disminucin .:

en la energfa libre del sistema, ya que la semilla tiene un potencial
osmdtico muy negativo (22). La semilla embebe agua en tres fages, una

fase intermedia, estacionaria que culmina con la protusisn radicular y

14



que separa una fase de imbibicidén inicial con rdpida ganancla de agua
de otra de crecimiento radicular (4,7).

La elongacidn celular en tallos y coleoptiles, se debe a la
accifén acidificante de la pared celular promovida por las auxinas.,
Para ello, se requiere de una siIntesis contfinua de proteinas (enzimas
¥ componentes de pared celular) y de la produccidn de energia (7). Por

" similitud con los aistemas anteriores, se ha sugerido que los eventos
que suceden durante la imbibicién y que culminan con la germinacidn,
conducen al establecimiento integral de las maquinarias productoras de
energfa ¥y macromol&culas que se requieren para la elongaciﬁn_radicu;ar
(germinacidn) (7).

Durante la germinacidn de embriones de lechuga y trigo, se ha

observado que la cantidad de ATP auments ridpidamente durante la prime-
ra hora de imbibidcidn, con una concomitante disminucidn en la cantidad
de ADP ¥y AMP ¥y un aumento en la sfntesis de protefnas (8).

La produécién de Ynovo" de ATP parece esiar velacisnada com 12
glucSlisis o la via de las pentosas ¥y no con la foafogilaci&n oxidati-
va, yg que en estos estadfos, las mitocondrias son deficientes en -
citocromo-c y mno tienen acoplada la fosforilacidén a 1la :eépiracién
O _ »

7 Aunque la primera fase de hidratacién la logran tanto semillast‘“'
vinbies_como no:viables, se ha demostrdo que en esta primera étapatla
respiracisn debe ser lo suficientemente répida para aportar la energla
necesaria en la hidratacidn v alargamiento ovdenado de las es:;udcuraa
‘del eje'éuhrionario (7).

El reestablecimiento de la integridad membranal perdida durante
1a deshidratacifn mnatural- de Ia semilla se adquiere. durante. la

15




imbibicién, permitiendo que las membranas adquieran su permeabllidad
selectiva wnpatural y se eatablezeca la recompartamentalizacidn de losr

eventos celulares.

1.2.2 J;iosintesis de Macrowecléculas.
Protefnas y RNa.

En ejes embriomarios disectados de arroz, f£rijol y trigo, se ha
observado que la sintesis de protefnas comienzs de 30 a 60 minutos
. después de inicisda la imbibicidn. En embriones de trigo seco se han
encontrado los componentes citoplasmiiticos esenclales para la sIn:eaig
de proteinas (8), como RNA polimerass dependiente de DNA que cataliza
la sintesis de RNA inmediatamente después de iniciada la imbibicidn.
Asimismo, el t~RNA estd presente en exceso para sustentar la sintesis
de proteinas.

Si bien la sintesis de m-RNA se observa en la etapa temprana éa
la dwmbibicidn, se ha sugerido que este m~RNA no es nc;asario para
dlrigif la sintesis de protefnas durante los primeros 40 minutbs de
iniciada la imbibicidn, sino que en esta etapa 1; sintesis es dirigida
per un m~RNA previamente guardado en el embrifn de la semillé ‘seca
(45.435. Se cree que &ste m-RNA codifique para proteiInas ribasomaleq,‘
ya que @éstas son producidas abundantemente durante la primera hora de
1mbibicisdn t13). La etapa posterior a los primeros 40 minutos 'd-‘
imbibician. raquiere de la sfntesis de ‘novo" de w-RNA. También se ha
de&osttado que el aumento en la acrividad de la sintesis de ptote!ﬁiu
es'un.e;en:o indispensable para la germinacidén (8,11).

DNA. '
El DNA es una molécula de gran importancia bioldogica, ya que en

_ella se encuentra codificada la informacidn genZtica de los organismos

16




vivos. Existen dos tipos de sintesis de DNA, 1la reparativa y 1la

repiicativa. La sintesls reparaciva, tiene como finalidad reestablecer

la integridad del DNA antes de su replicacidén. En semilla seca, se ha

observado que el DNA se encuentra dafado debido a los factores
fisicos, quimicos y amblentales a los que estd expueasto durante el
almacenamientos previo a la siembra y que le hnocen perder su integridad
(4). Este dafio tiene que ser reparado en los primeros estadfos de 1la
imbibicidn, pars asegurar la eficiencia del templado en la s{n:esi_s de
protefnas y la conservacidn del genoma. Dada la importancia del DRA se
ha sugerido que si el dafio causado al mismo es mayor que su capacidad
de raparascidn, la semilla plerde su viabilidad (4).

Se sabe que la replicacion del DRA ocurre despu@s de la protusidn
de 1la vadfcula, ya que la protusidn es dependiente {nicamente del
alargamiento celular (7). Sin embargo, se ha encontrado que la activi-
dad de ciertas enzimas involucradas en la replicacidn del DNA, como la

Timidine quinasa 7 12 DNA polimerasa, se incrementan durante las

primeras horas de imbibicidn, €ata (iltima por sintesis de "novo" (7). -

1.3 EVENTOS BIOQUIMICOS Y FISIOLOGICOS TEMPRANOS EN LA IMBIBICION,
QUE SE DARAN DURANTE EL PROCESO DE ENVEJECIMIENTO.
El panorama hasta aqul expuesto, nos did una visién clara de 1la
1mpc?:nncia de los eventos bioquimicos tempranos en la imbibicidn, qu;

conducen a una germinacidn exitosa. Si alguno de 108 procesos

anteriores se daflan o0 no se dan en el espaclio y tiempo adecuados,

conducirdn a la pérdida de germinabilidad o viabilidad de la semilla.

A continuacidn se expone un breve panorama de la forma v magnitud en

que estos procesos se dafian tanto por el envejecimiento natural como

artificial.
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1.3.1 Respiracién y Sintesis de ATP.

Las semillas deterioradas presentan altos valores de ‘cocientes
respiratorios (R.Q > 1) en las etapas tempranas de imbiblcidn (1).
Estos altos valores de R.Q. pueden deberse a dos factores: un aumento
en 1la evolucidn de CO3 o una reduccidn en 1la  cantidad de oxIgeno
tomado. El aumento en la evolucidn de COz se presenta en aemiila con
poco grado de deterioro (antes de que disminuya 1a germinacidn),
nientras que el wenor consumo de oxigeno‘ae presenta en grados
avanzados de deterioro (23).

Abdul-Baki (1) propone que el aumento en la evoluciSn de CO» no
proviene de la oxidacidn de la glucosa, ya que experimentos realizados
con l‘c-glucosa demostraron que €sta es utilizada 2 menor velocidad por
las semillas deterior;das que las normales. Sin embargo, Bewley Yy
Black (11) contraponen que los exparimentos realizados por Abdul-Baki,
no toman en cuenta la posible dilucién de la 14C—glucosa Que rxesulta
de la mayor cantidad de aziicaxas 8solubles presentes en semilla
deterdcrada y gqus dan  la apariencla de diswinuir la velocidad de
consumo de la l4¢-glucosa por el embridn de semilla deteriorada.

Tambilén se ha encontrado que la capacidad de aIntes4= de ATP . en
las etapas tempranas de la imbibicidn se puede correlacionar

directamente con la pérdida de la viabilidad de la semilla {(1,8).

1.3.2 Biosfntesis de Macromolé@culas.

Protefnas y RNA.

Como se menciond anteriormente, la sintesls de proteinas es un
requisito indispensable para la germinacidn, por lo tanto, cualquier
-falla en el establecimiento integral de 1la sIntesis de protelnas

funcionales durante los estadfos tempranos de la imbibicién, qchéio-
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naré ia pérdida de viabilidad de la semilla.
Se ha encontradeo que embriones disectados de semilla deteriorada

"de arroz, chicharo, soya y avena, incorporan una menor cantidad de

: aminoficidos marcados durante la imbibicidn (1,11). Asimismo, en pobla-

ciones deterioradeas de diversas semillas de las cuuies se eliminaron
las semillas muertas, se observa que la sintesis de proteinas de los
';ndividuos vivos disminuye con la pé&rdida de la germinabilidad (11).

Al parecer, la sintesis de protefinas se encuentra dafiada tanto a
nivel de traducclidn, comeo de transcripcidn. A nivel de traduccidn, se
detecta una menor actividad de los factores de elongacién 1 y 2 EF-1y
EP-2 (4,11), 1o que suglere un dafio estructural en la maquinaria
sintetizadora de protefnas (4).

La pé&rdida de la viabilidad asociada a una menor velocidad de
sIntesis de proteinas durante las primeras horas de imbibicifn, parece.

- daberse al hecho de que el w-RFA guardado sn 21 s=briSn 7. requeride
para 1dirigir la sintesis  temprana de proteinas, es dcgradado &8
modificado a medida que la semilla envejece (4, 45).

En cuanto a la sintesis de RNA, molécula clave en el proceso de
ttahscripciﬁn de la informacidn codificada en el DNA, se ha encontrdo -
tanto eﬁ embriones de. trigo (453) como de centeno (4), que la velocidad
de sfntesis de RNA durante las primeras horas de imbibicién, disminpyp
a medida que el porcentaje de viabilidad del lote de semillas dismi-
nuye tambi&n. Hasta ahora, no se ha esclarecido si esta disminucidn en
la sIntesis de RNA es de&ida a una menor actividad en la.sIntesis de
RNA (RNA polimerasa, cofactores, etc.) o bien a una baja en la  efi-

ciencia del templado del DNA (4,11).
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Se ha observado que la pérdida de viabilidad durante sl

envejecimiento de las semlillas conllevae 3 una determinada cantidad de

aberraciones cromosomales que se manifiestan en la primevra divisidn

- mitStica y que suelen desapareéat a medida que la ﬁléncul# crece,

aungue c¢ilertas anomalfas llegan a perdurar hagta ls edad adulta (1).

‘La frecusnciz de adberraciones cromosomales | se incrementa con - al

periodo de  almacenawmiento, exceptuando para tratamientos de

envejecimiento acelerade muy dristicos {trige 459C; 182 contenido de

humedad) , donde al parecer las lesiones citoplasmfiticas que conducen a

una pérdidad de viabilidad se suceden mis ripidamente que el dafio al

‘ DNA (1l1).

El dafio al genoma de las c&lulas del embdridn conducen a fallas en -

los procesos de transcripcidn y de traduccifin, eventos esenclales en’

la sintesis de proteInas necesarias para la germinacién. Sin embargo,

‘se c¢raz que durante la imbibiciSn, el embyiSn es capaz de reparsr el -

dafic a sus wacromolEculas ¥ estructurss macromoleculares, sicwpre -y
cuando los segmentos de DNA que codifican garz las enzimas raparadoras

no hayan sido dafiados y que el dafio acumuledo no sobrepase su capaci~

dad de reparacifn (4,11).

1.3.3 Integridad Membranal.

La  deshidratacifn de la semilla conduce a una pérdida de il‘.

integridad membranal, la cual es restaurada 4 medida que la :Lmb!.bi‘ciﬁnf

“procede,  completiindose en una germinacidn exitosa {(4,7). Sin eubargo,

en la semilla de:efiorada se observa una mayor permeabilidad de las

membranas a sales y compuestos polares, aumentaudo la ' conductividad

del medio de imbibiciSn (1,4,11,23). Tambi&n eumenta la permeabilidad

20



a la glucosa, aunque aiin no se determina con precisidn sl el aumento
de &sta en el medio de imbibicidn se debe a una menor velocidad ae
utilizacidn por el embridn (11) 5 a diferencias cualitativas en 1la
permeabilidad membranal (4).

El envelecimiento acelerade disminuye la cantidad de los
" fosfolfpidos en la wmembrana celular, al mismo tiempo que' la
viabhilidad, lo cual no ocurre en el eqvejecimienco natural (i11). Se ha
sugerido que la peroxidacidn de 1fpidos principalmente los fosfol?pi—
dos, constituyentes 1mportantes de la membrana celular, contribuya
grandgmen:e al deterioro membranal aunque este evento por sl solo,
debido al corto periodo de vida madia de los radicales 1libres, no
puede ser el causante de todo el dafio, aunque sf puede ser un compo-

nente esencial en la pérdide de la viabilidad (4,11).

1.4 MOVILIZACION DE LAS RESERVAS EN CEREALES
En la seccién anterior se ha hecho referencia a los eventos
bioquimicos y fisloldgicos que suceden en el embrifn, y que participan

en '~ 1a gerzinscifa, haclendo hincapié en que la falla o retardo de’

"’ &stos, conducirin a la pérdida de la vinbilidad de la semilla.

Uns vez que la semilla ha germinado, es declir, ha pto:u!do la
radfcula (7, 40), se inicis la fase de crecimiento heterorrdfico de la
“pléntula. En esta fase de desarrollo, la pléntula se encuentra incapa-
citada bioqufnica,- figlolGgica y estructuralmente para sintetizar los
fa;tores tréficos ¥ energéticos Que soportaran su desarrollo, por lo
tanto, su crecimiento dependerd de la eficiente wovilizacién del
material de reserva almacenado en la semilla, asi como de su adecuada 
asimiléciGn por la pldntula.

A continuacidn se consideran los eventcs bioquImicos que ocurren



después de 1la germinacidn y que son indispensables para mantener . el

crecimiento de las semillas germinadas.

1.4.1 Estructura v Composicidn Quimica de la Semilla de Cereal.

Las semillas de careaiea, haciendo hincepi& en 1la de trigo,

constan de dos regiones bien definidas: la regidn axial y 1a regién no

axial. La regidn axial estd constitulda por los ejes ewbrionmariocs que

dar@in origen a una nueva pléntula.y el escutelo, tejlde qua adecfia los

productos de la hidrélisis de las reservas para su asimilacidn por el

eje ewbrlonario (6).

La regifn no axial estd comstitufda por el tejido de reserva &

. endospermo almidonoso, counstitufde principalmente por cé€lulas muertas,

y . 1la capa de aleurona, constitulda por c&lulas vivas.y aitdio de origen

de gran parte de las enzimas que participan en la hidr8liisis de 1los

materiasles de reserva.

El material de reserva que contiene la semilla de trigo se puede

clasificar de acuerdo & su disponibilldad (49): las de consumo

inmediato, preseates en la regldn axial como son glucosa, rafinosa-y

aminodcidos principalumente & que se consumen durante 1la 1mbibici&n

{(8); y 1las de consumo tardfo, que se encuentran en las re;ionca. no

axiales y para cuya utilizacidn se requiere de hidr8lisis previa  (9).

L]
Este tipo de reserva estd constitufda principalmente por carbohidratos

(almidén) 60-75%, protefnas (glutenina) 10-15% y pequefias cantidades

de 1fpidos, minerales y vitaminas. Las reservas de urilizacidn rardfa

son utilizadas para oantener el crecimiento heterotrdfico de 1a

pléntula (9}.

1.4.2 Mecanismo de Control de la MovilizaciZn de Reservas.

Durante el crecimiento heterotréfico, la pléntula dépende
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Gnicamente de 1a reserva alimenticia almacenada, cuya asimilacién

depende a su vez de los mecanismos que producen  la :ransformnéi&n
régulad# de estas reservas a una forma que pueda ser Ctransportada VY.
asimilada por las regiones en crecimiento de las plintula (48). Se ha
e#tablﬁcido para cereales, que el contrel en la movilizacidn de las

resarvas la efectfia el embriSn, el cual libera Acido giber&lico (AG)

que induce &8 1a capa de aleurona a llevar a cabo una serie de cambios
wetab8licos que resultan en la biosintesis y/o 1liberacidén de "las
hidrelasas necesarias para degradar las veservas del endospermo
aimldonoso (9,10).

1.4,2.1 Movilizacidn de Carbohidratos.

El almidén, que constituye el 60-75%Z de las reservas del

endospermo almidonoso, estd formado por amilosa y amilopectina. Estos
dos cdgpuestos son degradados hasta glucosa por la accidn conjunt& de .
cuatro enzimas hidrolfiticas (8): alfa amilasa, beta amilasa; alfa
glﬁcosidasa ¥y enzimas desramificadoras. La glucosa «s ctransformada
‘posﬁ.tiornentc a sacareosa en el escutelo y transpo::ida al ejﬁr
 ¢a;r1onario para ser utilirzada por la rafz y tallo en crecimiento.
El AG induce la actividad de las siguientes cnizmas 1fticas (9):
(a) alfa amilasa [EC 3.2.1.1)}: sIntesis de "novo*™ en la capa 'de .

aleurona y liberacién en forma vesicular.

(b)  beta glucanasa [EC 3.2.1.39] sintesis de “ngvo" en la capa. de -

aleurona. Se secreta simultfneamente con la ailfa-amilasa y es

necesaria  pra disoiver la pared celular del endospermo para que
actie la alfa-amilasa.

{¢) arabinoxilanasa {EC 3.2.1.8] (pentosanasas): es sintetizada de

Ynovo'" en la capa de aleurona, estd encargada de modificar la

23




pared celular del endosperwo.

(d) alfa-glucosidasa: [EC 3.2.1.20): se sintetiza de "novo" en la

capa de aleurona. Es la respounsable de degradar la alfa y beta-

maltosa hasta glucosa.

Por otra parte, el AG estimula la sefividad de la beta-amilase

{EC 3.2.1.2], 1la <cual se encuentra presente en un 80% en grano no

germinado de trigo. Esta es liberada por la accifn de las proteinasas

inducidas por el AG de los cuerpos de glutenina, a los que se

ericuentra unido por puentes disulfuroc. No actida sobre 1la reserva

almidonosa hasta que 1o haya hecho 1a alfe-amilasa (9.

1.4.2.2 Movilizacién de Protelnas.

En cereales, 1las proteinas de reserva se guardan en dos aiFioa:

les granos de aleurona en la capa de aleurona y 1og cuerpos - protéicos

del endospermo almidonoso. Las proteinas de cereal son ricas en oz -

aminoficidos prolina, leucina, glutapina y asparagina y deficientes en .

triptofano y lisina (6,37). Los aminofcidos proﬁucto de 1a hidr&iisis

de las protefnas de reserva, pueden ser utilizados en la sIntesis de

proteinas por la pliintula en crecimiento o bien para proveer de

energfa mediante la oxidacisén del esqueleto hidrocarbonado, despuis de

la desaminacién (9).

En cereales existen tres sistemas proteolfticos. en operacidn
(9,25):

(a) Un sistema proteolitico que opera en la capa de aleurcna Yy
que . provee de aminodcidos paras la sfntesis de enzimas hidro-
1fticas bajo elyconcrél del AG (alfa~amilasa, proteinasa,
eic.).




(b) Un sistema para la movilizacidn de las reservas en el endos-
permo para el uso de la pléntula en desarrolo. Estd formado,
per dos proteinasas en cebada, una es secretada y sintetizada
por la aleurona {(controlada por AG) y otra pre~formada en el
endospermo y reactivada. En mafz se conocen dos hidrolasas,
una endopeptidasa y una carboxipeptidasa sintetizadas - de
"novo" (min efecto de AG exBgeno) que se requieren siwmul-
téneamente para la hidr8lisis completa de la protefna de-
reserva a pequeiios p&ptidos (37). -

{(c) Un sistema en el escutelo, que hidroliza <a los pequeiios
péptidos -que son la forma de transporte de los aminoficides
hacia el embridn para evitar la oxidacidn en el trayecto
(37)~ hasta los aminodcidos requeridos por las reglones en

crecimlento.

Existe evidencia que sugilere gque los mecanismos de toma de
carbohidratos (sacarosa) y de aminofcidos (glutamina) por el embridn,
son . completamente independientes (9), sin embargo, se ha encontrado
que la “actividad de clertas enzimas indicadoras .de reacciones
anab8licas (NR) (37), son aumentadas por la adicién de gluéosa. ia
evidencia anterior suglere que el metabolismo de"la piﬁntula estd

regulado por las cantidades relativas de estos dos nutrientes.

1.4.2.3 MovilizaciSn de Reservas Menores.

La fi:inA (sal mixta de K,. Mg y Ca del &cido hexafosféiico' de
myoinositol), es la principal reserva de fosfato vy eleﬁnntoa‘
micronutriences. (6), &sta es hidrolizada por ia fitasa para da;
foafato, myoinositol y sales (K, Mg y Ca), que al parecer se transpor-

tan al eje embrionario por difusidn (10). En cereales, las ﬁartes no
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axiales son fuentes ricas cn fitina., La fitasa puede aparecer asoclada
a los granos de aleurona de la capa de aleurona (cereales) § a los
cuerpos prot&icos (dicotileddneas) (10).

£l tejido de .reserva es capaz de proveer de suficientes
nuclebtidos para el eje en crecimiento, aunque Este tiene 1a cabncidad

de sintetizarlos a partir de los aminoZecidos resultado de la

hidrélisisrde las proteInas de reserva (10).

1.5 RESERVAS ALIMENTICIAS Y SU RELACION CON LA EXPRESION DEL VIGOR.

Ta condicifn indispensable para la germinacidn, es la viabilidad
del embridn, mfen:ras que el vigor se manifiesta durante el
crecimiento heterotrSfico de la pléntula. Asimismo, la movilizacidn de
las - reservas alimenticias comienza desplies de que la - germinacidn ha
conclufdo y ' es 1la velocidad de wovilizacidn de &stas aunada a 1a
capacidad del ewbrifn para utilizarlas, la que determinari e} vigor de -
la pléntula durante el periodo heterotrSfico.

Generalmente, la p&rdida de la viabilidad no va acompaiiada &e un,
camblo sustancial en la cantidad de las veservas alwacenadas (1).
Aunque se han reportado algurces comblos en las cuﬁlidadas de las
prote!nag‘ da}reser&a. asf como uﬁa hidrSlisis limitada de alwmiddn y
proteIna debido a la activacién de enzimas hidrolIiticas prc—fot-ad.s~'
en 1a semilla (11). Cuando ocurre uns hidrSlisis importante en al
material ~de resetva; es debido a la ncc#&n de microorganissos ' que
utilizan el hidrolizado (az{icares, aminoficidos y 1Ypidos) para
nutrirse {(1,36,48).

Actpalmente se ha reportado una disminucidn tanto en la biosinte-
sis como en la activacidn de ciertas enzimas hidrolfticas del uateéial

de reserva en las semillas deterioradas (1,11), aunque 85lo s¢ ha
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demostrado que la disminucién en la bicsiIntesis de la Valfa—amilaaé
repercute en el vigor de la plﬁﬁtula (48).

Al parecer una de las consecuenclas del deterioro de las semillas
es,lé incapacidad de movilizacidn eficiente dg las reservas, mis que
la pérdida de Esatas, traduciéndose en un vigof disminufdo y manifes-

téndose como una menor velocidad de crecimiento de la pliAntula hetero-

tr&fica.

71-6 CAPACITACION AUTOTROFICA DE LA PLANTULA Y SU RELACION CON LA

EXPRESION DEL VIGOR.

Una vez que la plintula ha agotado las teservas alwacenadas en la
semilla, requiere para su crecimiento y desarrollo de 1los factores
- tr8ficos y . energéticog sintetizados por ella misma a partir de 1la
funcidn fotosintética y de asimilacidn del nitrbgenc inorglnice (Ni)
(50), por lo tanto, durante la etapa heterotrSfica la plantula debe
‘desarrollar la capacidad para realizar estas funciones, es decir, debe
de'capaciturse‘pnrnrla astotroffa.

La capacidad de la pléntula para competir por los nutrientes coﬁ
las demfs plantas y por lo tanto de sobrevivir y cumﬁlatar su ciclo de
vida, dcpucht& del pronto establecimiento Vde la capacidad
autotrdfica. 2

En la literatura se encuentra que una qonaecu;ncia del ‘deterioro
‘de  las semillas es el lento crecim;en:o yyaesarrolio de la ﬁlintula
autotrSfica (23)- La evidencia anterior conduce a espera; que el
'proceso de adquisicién de la autotroffa se vea modificado ‘pot ‘la
disminucidn &el' vigor de la plantula, ya que 1a expresidn de &ste
filtimo dependerd de la adecuada movilizacidn » utilizaéién de la

reserva almacenada en la semilla.

27




1.6.1 Bioqufmica de la Adquisicidn de la Autotroffa.

Durante el érecimiznto heterotrSfico de la plintula, el endosper—
mo actiia como una fuente de factores trSficos y energéticos que sopq¥~
tarén ‘el crecimjento de la pléntula. En esta etapa, la pléncula. se
capacita wmorfoldgica, estructural y bioquimicamente para adquirir su
independencia y convertirse en un orgaunismo autdtrofo.

Entenderemos la autotrofia como la capacidad de la pléintula parva
acoplar el metabolismo de la asimilacidn de carbono a través de la
fotosfntesis (forotrofia) al de la reduccién del nitrdgeno inorgdnico -
(Ni) (azeotrofia), (43).

La fotesintesis provee tanto de factores trificos (azlicares) como
de energfa (NADH, NADPH y ATP), mientras que la reduccidén del Ni
provee de factores tr&ficos (aminofcidos) pero requiere ' de poder’
reductor. 7

Las hojas verdes de la plintula, van convirti&ndose paulatinl;sn;.“
te en fuente de factores trSficos y energlticos que se%En translocadpu
~hacia las partes de la plantula que los requieran, adquirie;do péula—
tinamentes su independencia del material de reserva.

Una  vez que el material de reserva se ha agotado, el abasteci-
miento de factores trSficos y energéticos por la fotosintesis es una
:condicidn constante del crecimiento-(35).

El crecimiento vegetal estd regulado por la interrelacidn entre
las diferentes hormonas Vegetales. Se ha observado durante la ontog;—
nia de la hoja de papa, que durante la fase inicial del crecimlento
hay un incremento notable en la actividad de citocininas, accmpaﬁad;
de una divisidn celular intensiva y de un gran aumento en la sIntesiS.'

de clorofila y protefna (35). Asimismo, se ha observado que los pro-—
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ductos de bajo peso molecular del ciclo de Calvim, junto con el almi-
dén, juegan un papel imporctante en la regulacidn de la fotosIntesis, y
que una planta fotosint@tica deficlente en nitrSgeno, acumula almiddn
en los cloroplastos, regulande con ello la forosintesis,

La Vpiincula adquiere el carbono heterotrSfico a partir de la
hidr5lisis del materinl de reserva, mientras que el carbono autotrdfi-
co es adquirido a partir de la fijacién fotosintética del COz.

El nitrSgeno heterotr&fico es adquirido mediante la hidrSlisis de
las protefnas de reserva en forma de aminodcidos y pequefios p&tidos
(37). El1 nitrogenc autotrdfico es obtenido por la pldntula principal-
mente, a partir de la reduccidn secuencial en dos pasos del nitrato a
amonio. El primer paso es la reduccidn de nitrato a nitrito, cataliza—
do por la Nitrato Reductasa (NR) dependiente de NAD(P)H. E1l segundo
paso, es la reduccién del nitrito a amonic y es catalizada en el
cloroplasto por la Nitrito Reductasa (NiR) dependiente de ferredoxina
y‘AIP. El aconio se fija en el cloroplaste vfa la Glutamino Sintetasa
{G5) que cataliza la amidinacidn dependiente de ATP del glutamato‘ ;'
élutnmina. El N-amido de la glutamina se transfiere al 2-oxoglutarato
para formar glutamato, en una.teucciﬁn dependiente de ferrodoxina y
catalizada por la Glutamato Sintasa (GOGAT). E1 grupo amino del
glutamato puede ser transferido para formar aspartato y  alanina a
partir de oxaloacetato, por las enzimas Aspartato Amino-Transferasa
(GOT) y Alanina Amino-Transferasa (GPT), formindose ademfis los demds
aminodcidos a partir de glutamato, aspartato y alanina con el corres-
pondiente 2-oxodcido y su transaminasa (12,18,30).

Trabajos en hojas de cebada sobre las variaciones diarias de las
snzimas Involucradas en la asimiliacidn del nitrGgeno hasta aminodci-

dos, reportan que la actividad de la NiR, GS y GOGAT es diez veces
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mayor para las dos primeras y tres para la Gltima que la actividad de
la NR, tanto en el dfa como en la noche. Las transaminasas estudiadas,
casi no mostraron variacidn diaria (30), por lo tanto se cree que la
reduceién del nitrato a nitrito es el pasec limitante en la cadena de
reacciones de asimilacidn del nitrdgeno y parece gser el sitio regula-

torie clave (12,30).

1.6.2 Interrelaci&n de la Fototroiffa y Azeottoffa Durante la Capaci-

tacidén Aurotrffica.

En plintulas de maXz, se ha observado que el l"602 autorrdfico,
es répldamente mgvilizado hacia los requerimientos energéticos de 1la
pléntula, mientras que el carbdn heterotrSfico se utiliza preferen-
cialmeﬁte para la produccidn de materia ssca en las hojas (14).

Por otra parte, se ha observado, que el ciclo de 1los 4&cidos
tricarboxflicos (CAIC) en operacidn es esencial para proveer deé podar
feductor (NAD(P)H), necesario en la reduccion del nitrato y para
proveer de los esqueletos hidrocarbonados nacesaries para la agimila~
cién del nitrito en hojas iluminadas (41).

El nitr8genc heterotrSfice es brindado por la hidrdlisis de las
proteinas de reserva en forme de aminofcidos -y pequefios péptidos hacia
el eje en crecimiento (9,37). Se ha observado que la NR se puede
inducir por sustrato desde las 36 h de iniciada 1la imbibicidn, en
embriones de cebada (19), aunque la capacidad para reducir nitrato
estd regulada por el aporte de nitrdgeno reducido del endospermd, ia
que se ha encontradc en diferentes gistemas de los aminodcidos son las
formas mniltrogenadas quelprimero se absorben en los tejidos  vegetales -
(37,51). La actividad de la NR se ve regulada también por el apbrte de

azdcares provenientes de la hidrSlisis del a2lmiddn de reserva, que
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como fuente de ATP 'y NAD(P)H) aumentan la induccidn tanto de la acti-
vidad de la NR como de la sintesis de protefnas (37).

Utilizando la actividad de la PEPCasa como enzima marcadora de la
autotroffa (en este caso fototroffa) en mafz, se ha encontrado - que
&#sta se alcanza a los siete dfas de iniciada 1a dmbibicidn  (14).
Determinando los niveles de las diferentes formas nitrogenadas en
savia de plintulas de mafz decapitadas, se observa que el aporte de
nitrdgeno rcducid; por el endosperme se termina alrededor . del
catorceavo dfa (37).

La evidencia anterior suglere que primero se alcanza la fototro-
£1a, dada la necesidad de energias y esqueletos hidrocarbonados para la
reduccisn del nicrfgeno y una ver astablecida §sta, se hace imprescin-
didble 1la reduccidn eficiente del nitrdgeno inorgiinico para proveer de
las protefinas mecesarias para soportar el crecimiento. A su vez, el
proceso de reduccidn del nitrato, requiere de energla por .&llo €5’
necesario que quede bien establecids la fptotrofia. Al parecer, estos
dos procesos son interdependientes durante la etapa de crecimiento
heterotr§fico y cualquier falta de coordinacidn entre ambos .podrfa
ocasionar una deficiencia en el proceso de adquisicién de 1a

autotroffa.

1.7 HIPOTESIS.

De acuerdo a la informacidn anteriormente expuesta, se propone la

siguiente hipStesis de trabajo:

"Si las pléntulas provenientes de semillas deterioradas presentan
una menor capacidad de crecimiento que las control, entonces en las
primeras tanto el proceso de movilizacién de reservas, como la capaci-

tacidn autoctrdfica se encuentran disminuidas."
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La capacitacidn autotréfica cooprende dos eventos interdependien—
tes: por un lado, la fototroffa {(asimilacibn del CO, atmosférico) 7y
'pot el otro, la azeotroffa (integracidn del proceso de reduccién del
Ni al metabolismo general). Si alguno de eatos dos eventos no se - dan
en el tiempo y en el espaclo adecuados, &sto se reflejarf en una menor
éapacidnd de crecimiento da la plEntula.

En este trabajo se estudid solamente la posibilidad de que el
proceso de reduccidn del nitrato sea el responsable de la menor capa-

cidad de establecimiento autotr&fico de las plintulas de bajo vigor.

1.8 OBJETIVOS

Para ratificar esta hipGtesls, se proponen los siguilentes objeti-

vosi

1) Obtener una poblacién de semillas deterioradas lo mis homogénea
.posible, ‘1a cual manifieste una velocidad de germinacién y viabilidad
similares al control, pero con una menor capacid.ad de crecimiento. 7
2) uiudu}: la capacidad de wmovilizacién de las reservas en plintulas
provenientes de semilla control y deteriorada.

3)  Estudiar la ontogenia de la nitrato reductasa en plintulas coﬁttoi
y de bajo vigor.

4) Determinar 1la capacidad de establecimiénto autotréfico dg las
plEn'tulas de ambos lotes a través de cuantificar la  eficlencia que
presentan para continuar su desarrollo utilizando NO3~ y <02 coto

fuente de nitrdgeno y carbono.
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2) MATERIALES Y METODOS.

2.1 REACTIVOS UTILIZADOS.

Los reactivos utilizados en el desarrollo de este trabajo fueron
grado analftico y empleados sin purificacién posterior. A con:inuacisn
se anlista la marca y el reactivo empleado.

J.T. BAKER: nitrato de potasic, etanol (96X), malta, sulfato ‘de
magnesio, hidrfxidoc de potasio, wolibdato de sodib. acetato de cinc,
Scido clorhIdrico, cloroforme, &cido sulfirico. ‘

HIRC;: agar, cloruro férrice hexahidratado, fosfato dificido de
potasio, sal disSdica del EDTA, L-cistelina, sulfato de - cinc
heptahidratado, cloruro de calelo dihidratado, desoxicolato de sodio,’
reaé:ivo de TFolin-Ciocalteau, sulfato de cobre pentahidratado,
brucina, nitrito de sodio.

SIGMA: B-nicotinamida adenin-dinculedtido reducido (NADH), metasulfco
de fenezina, N~(l-naftil)etilendiamina (NNEDA) , sulfanilanmida,
seroalbimina bovina. . .
TECNICAlQUIHICA: nitrato de calcio tetrahitdrzatodo, hidvéxido de sodio.
QUIMICA J.V.C.: cloruro de sodio, tartrate de sodio y po:aaio.
DISTRIBUIDORA TATCHER: lauril sulfato de sodio.

PHARMACIA: resina Sephadex G-25, azul dextrian 2000.

PRODUCTOS QUIMICOS MONTERREY: Acido tricloroacético.

Para desinfectar las semillas, se utilizﬁ una disoclucidn
blanqueadora de la marca CLORALEX con un 6X de cloro activo.

Las disoluciones saturadas que se utilizaron parh establecer la
humedad relativa de las cdmaras de deterioro fueron prépatadgg
ﬁtilizando cloruro de sodio y potasio grado té&cnico y comprados a

granel,
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2.2 EQUIPO

A continuacidn se enlista el modelo y marca del equipo utilizado

en la ralizacidn de este trabajo:

Centrifuga refrigerada de baja velocidad MSE R-6, centrifuga de

"velocidad media Beckman J2-21 votor JA20, balanza analftica Mettler,
balanza granataria Sartorious, espectrofotSmetro Pye-Unicam SP6-550 y
Carl Zeiz PMQ II, potencidmetro Sargent~Welch Sci. Co. 'y Beclman
- 3550, Dbafio de agu§fd= temperatura controlada Equipar, hornos con

circulacidn de aire forzado Felisa, Blue-M y Freas, incubadoras Lab-

Line.

2.3 MATERIAL BIOLOGICO.

En 1la realizacidn de este trabajo, se utilizd semilla de _trigo
(triticum aestivum) variedad Salamanca, cosecha 1984, tratada éon
fungicida. La semilla se guardS en un recipiente de . plistico
hermé@ticamente cerrado y a 4°C hasta su utilizacidn. La semilla fue
seleccionada lo mls homogéneamente posibvle, _dzzechando para 1{5
pruebas aquellas semillas con cualquiera de las

caracteristicas: endospermo & embriSn votos & 1uncompletos, elbtiﬁn;

negro o manchado de fungicida, semilla de color oscuro o muy pequcﬁi.

2.4 METODOLOGIA ﬁzx DETERIORO DE SEMILLAS.

Para obtener la semilla deteriorada, se utilizd el witodo de ‘
envejecimiento acelerado, ' que consiste en someter al lote de gemillas
a temperaturas y humedades relativas altas. COnsideramcs que 1la
semilla deteriorada por este método es un buen modelo, reptes.ntativ&
del deterioro por envejecimiento natural (22). - -

Los diferentes grados de humedad relativa fueron pioporcionadug

por las disoluciones saturadas de las siguientes sales, de acuerdo con .
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Winston y Bates (52): 75X humedad relativa (HR) con c¢lorurc de sodio y
8;2 HR con cloruro de potasio. E1 1601 de HR se logra con agua
- destilada pura.
Las temperaturas constantes de 5%, 209, 30° C fueron mantenidas-
dintto'de jincubadoras Lab-Line y las de 40°, 42° y 459 en estufas ‘de
yrlirl reforzado Felisa y Blue~-M, - con una precisién de + 1 y + 2°‘ [+
rospaétiv-nnnt-.
‘ Laa clmaras de deterioro fueron cajas de plastico transparents de
‘36.0' x 26.5 x 13.5 cm con tapa harmética. En el fondo de la caja se
colocaba 1 1 de 1a disolucidn saturada correspondiente y luego un
soporte profusamente horadaedo para posteriormente colocar encima los
contenedores y cerrar hermSticamente. Una vez cerrada, 1la cimara era
colocada inmedistamente en la incubadora & estufa, a la temperatura
AQBenda. ‘
Después del tratamlento, la semilla era secada & temperatura
ambiente por 24 h y luego guardada a 4ASC.

2.4.1 Deteriore Acelezado

Con ‘la finalidad de explorar las condiciones de temperatura y HR

" adecuadas para obtener el paterial biolSgico con el grado de deterioro

’ roﬁuerido, se realizaron tres experimentos diferentes, explorando_
" diversas - combinaciones de temperatura; humedad relativa y tlempo . B
(diag. 2.1).

Cada upidad experimental, estd representada por una condicién dQ‘
temperatura ¥y ‘humedad relativa. Se pesaron 240 g de semilla
expgrimentui y ®e repartieron en 12 contenedores de plEstico‘
pfofusamen:? horadados de 5.0 cm de difmetro x 6.0 cm de - altura

conteniendo 20 g de semilla cada uno. Cada muestreo se realizd con
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cuatyo repeticiones.

2.4.2 Metodologfa para la Optmizaccién de las Condiciones de Deterlo-

re-

Una vez tecalizados los experimentos sefialados en el diagrama 2.1,

se valor$ la influencia del contenido de humedad fnjcial de la semilla

en el deterioro. Para ello se deterioraron dos lotes de semilla por

los siguientes wftodos:

METODO A. Contenido inicial de huwedad de la semilla 11X. Dos

lotes de 100 g de semilla se colocaron en cestas de plistico  de

15.5 x 26.0\ cm formando una&a capa dUnica en el fondo. Se

introdujeron en una clmara de deterioro a una humedad telativa

del 85X y temperatura de &29C, haclendo. wmuestrecs a los

3,6,8,9,10 y 12 dfas.

METODO B. Contenids inicial de humedad de la semilla 17X, Se
pPewaron 10 lotes de semillas de 10 g c/u y se colocarom en tubos
de plistico paras centrffuga de 30 ml con rosca y se aé‘li:u:on
durante - 10 min en un vortex com 660 microl de agua desionj.z-dl
rpnra ajustar el contenido de humedad de la senilluv‘a 17%. - Poste-

“riormente fueron sometidas a las wmismas condiciones dea temperatu-

ra v huwedad relativa que el método A (diag. 2.2).

La cantidad de agua requerida para ajustar el contenido de

humedad de la semilla a 17X se calculd de acuexdo con 1a siguien;-

te fSrmula (36):

100 - X humedad de la muestra .
masa de agua = - 1| masa de la wuestra

100 ~ T humedad deseada

36



Le

EXPERIMENTO 1

EXPERIMENTO 11

lotes de 240 g de

EXPERIMENTO IIIL

semilla

colocar en 12 contenedores
de 6.0 x 5.0 cm, de 20 g.

clu.

C8mara de deterioro al 75%
(! 1. de sisolucidn saturada
de NaCl)

Cimara de deterioro al 1002
HR (1 1. de agua destilada)

Diag. 2.1

Camara de deterioro al 85%
HR (1 1. de disolucidn sa-
turada de KCl1).

20° 30° 42°

DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE DETERIORO ACELERADO.




METODO B

METODO A

LOTES de 100 g de

semillas

dividir en 10 lotes
de 10 g c/u
1

agitar con 64041 de
agua desloniza en
vortex por 10 min.

|

guarday a 4°C
por 24 h.

-——l colocar en monocipa '——-————-—

cémara de deterioro
al 85% de HR.

(1 1. de disolucidn
saturada de KCl)

- . astufa de aire
forzado a 42°C

" myestreo a los 3, 6, muestreo a los 1, 2,
8, 9, 10, 11 y 12 dias 3, 4, 5 y 6 dfas

secar a temperatura

ambilente por 24 h

” s 'Plag. 2.2 METODOS A Y B PARA DETERIORO ACELERADO.
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2.5 HMETODOLOGTIA PARA LA EVALUACION DEL ESTADO FINAL DE LA SEMILLA

SOMETIDA A TRATAMIENTO DE ENVEJECIMIENTO ACELERADO.

Inmediatemente después que el lote de semillas era sacado a 1la
cBmara de deterioro se le determinaba el contenide de humedad para
establecer el grado de hidratacidn de la semilla. Una vez secada a
temperatura ambiente por 24 h, se le determinaba: micoflora, para
indicar 1la indeseada inv;siSn por hongos de almacénj velocidad de
Vgerminacién y germinacién acumulada a los 7 dias, para establecgr el
buen estado fisiolSgico y la viabilidad del lote de semillas y; el
peso seco de la pldntula, para evaluar el vigor.

2.5.1 Contenido de Humedad de_la_ Semilla.

Cajas de aluminio de 5.0 cm de diimetro x 1.5 ¢m de altura con
tapa y numeradas, se limplaban con algoddn humedecido con etanol al
962 y se pesaban en una balanza analftica Mettler. En la caja
previamente pesada se colocaba una capa de semilla de trigo por
determinar el contenido de humedad y se tapaba de inmediato,
procedlendo & pesar nuevamente. Las Cajas conm semilla ya pesadas y
aéstapadaé, se colocaban a secar en una estufa de aife Eorzado>Freas a
103°C por tres dfas (36). Una vez transcurrido este tiempo, evan
enfriadas en un desecador y pesadas de nuevo. El contenido de humedad
de la muestra era determinado en base al peso fresco, de la siguiente
manera (11,36):

% CH =~ peso fresco_de la semilla - peso seco de la semilla y ypp
peso fresco de la semilla.

Cada determinacidn fue hecha por duplicado.

2.5.2 Micoflora.

Muestras de 25 semillas eran colocadas en 5 hileras de 3, 6, 7, 6
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y 3 semillas respectivamente en un wmedio de cultivo selectivo para

hongos de almacén de malta, sal y agar (MSA) al 2, 6 y 2% respectiva—
mente, en cajas de Petri de 10 cm de didmetro (17). Cada determinacifn
se hizo por duplicado de cada lote de semillas. Las semillas,
previamente fueron agitadas vigorosamente en una disolucidn etandlica
al 50%, para remover el fungicida y desinfectadas agitidndolas
vigorosamente en una disolucidn de hipoclorito de sodio al 2%. Las
semillas- una vez sembradas se pusieron a incubar en wun - cuarte ‘dé‘

crecimiento a 26°C + 2 durante 7 dias.

2.5.3 Medicidn de la Viabilidad y Velocidad de Germinacidn.

La wviebilidad del lote de semillas, fue determinado como el
porcentaje de germinacifn a los siete dfas de iniciada 1a imbibicidn.

La velocidad de germinsacidn, se deternind como el porcentaje de

germinacifn acumulada cada 24 h, por un perfodo de tres dfas. Para

~determinar estos pardmetTos, se utilizd la siembra en “TACO", descrita

por Tiburcio (48). Las semillas fueron germinadas en la oscuridad.y"

4

una temperatura de 26°C <42.

2.5.4 Determinaciin del Vigor de las Semillas.

El vigor de las semillas se midid 2 pertir del peso seco: de 1la

pldntula, €ste {iltimo fue tomado como pardmetro de crecimieunto (48).

Para ello se utilizaron las plintulas de la prueba de visbilidad.
Una vez hecho el conteo del porcentaje de germinacidn.se pusieron a
secar por separado coleoptilos, ralz y endospermos de las plﬁhtulns

getrminadas, a 60°C por tres dfas en una estufa de aire forzado Felisa.

2.6 DMETODO DE SIEMBRA

La semilla fue sembrada en hileras de 10 x 10 de acuerdo con 1la
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técnica del "TACO" 1y puestas a germinar a 26 + 2°C por tres dfas. Al

tercer dfa, las semillas germinadas eran crnnsplan:nda# a un soporée

inerte de agrolita, &sta era utilizada nueva, lavada con agua destila-
da 'y esterilizada a 15 ib de presidn durante 1 h,
Una capa himeda dc agrolita de 4 c¢m de espesor, era colocada en

el fondo de una charola de plastico, sobdbre la agrolita se colocaban

las pemillas germinadas y se cubrfan con una capa de agrolita de 2‘cm-

de espesor. Las charolas ee trasladaban a un cuarto de creciﬁien:;
adaptado, en el cual era wantenido un fotoperiodo de 14 h luz y 10 h
oscuridad, con una intensidad de luz de 5 000 1lux, provenients de
bulbos de nedn de 40 W y a una temperatura de 2B9C.

El germinado de trigo era sembrado con una densidad de poblacibn

de 20 1ndividuosldm2 y regados diariamente a la misma hora con la

misma cantidad de 1fquido, aproximadamente de 50 ml/dm? (diag. 2.3).

‘Para el riego se utilizaba agus dasionirada, o bien unza disoclucifn

nutritiva de Hoagland (24) dilufda a la mitad con § sin hitre:os.ka un 

pH de 5.5 « 5.7. La solucifn de Hoagland era preparada adicionando las

gales en el orden indicado en la referencia y sigulendoc 1la indicacidn '

de hacerlo ou 1.5 1 de agua con agitacida constante y ajustando el pH

con KOH antes de aforar a 21 {49),

2.7 COSECHA DEL MATERIAL BIOLOGICO.

Las  pléntulas eran cosechadas desples de 4 a 6 h de iniciado el

_fotoperiodo de 1luz, ya que en este tiempo 1la nitrato reductasa

presenta un pico de mixima actividad (fig. 2.2). Se cosechaban las

pléntulas que tuvieran el mismo grado de desarrolloc, colectando la

parte aérea y desechando rafz y endospermo. Las cancoplas eran

imediatamence pesadas, lavadas con agua corriente y luego.con agua
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~ siembra en tacos ‘en

.hilerna de 10 x 10

germinacién por 3

dfas a 26°C

transplante a agroli-

ta estfril, & una

densidad de 20 : R
ind. /dm2. S

crecimiento con foto—
periodo de 14 h  1luz,
10 h oscuridad.

riego diario con

50 ml/dm? de 1fquido

Diag. 2.3 METODO DE SIEMBRA
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“desionizada, quitando el eéxceso con papel secante. Inmediatamente
desbués se procedfa a hacer el extracto enzimdrico. En algunas
ocasiones fﬁe necesario guardar el materfal bioldgico,  é&sto sé haﬁia
_envolviéndolo en papel aluminio, congelando en nitrdgeno liquido y
guardando a -70°C por un periodo no mayor de 7 dfas. '
De la misma cosecha se tomaba una muestra no menor  de. 10
plEntulas pars determinar peso seco, poniendo a secar por  separado

partes aéreas, endospermo y rafz (diag. 2.4).

2.8 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA NITRATO REDUCTASA (ANR).

2.8.1 Cbtencidn del Extracto Enzimitico para la Determinacién de la

ANR.

De | a 2 g del material bioldgico (canopims) se cortaba en trozos
pequefios y se congelaba con nitrSgeno 1fquido en un morterm. Una vez
evaporado el mnitrdgeno, se hacYfa la molienda hasta polvo fino y se.
deiaba a temperatura ambiente. Cuando el polvo empezabs a deacongelgr—
Qé. - se ponia el mortero en un bafio de hielo y se le adicionéﬁag 5 ml N
.de buffer de extraccidn (25 wM KHpPO,;, 5 oM EDTA y 5 mM l-clstelna, pﬁ
-7.8) 4D . La‘auspensién formada, era ripidamente homogenéizadé y'
£41ltrada a través de cuatro capas de gasa. E1 filtrado se recibfn en
tubos ~ de centrffuga corex de 15 ml previamente enfriados en bafio de
hielo, y centrifugado a 10 000 rpm en la ¢entrifuga Beckman J2-21
;o:or JA~20 por 10 min a 4°C. El1 sobrenadante fue denominado como
- extracto c?udo. y era utilizado inmediatamente para decerminpr la ANR

o bien desalado por filtracifn molecular (diag. 2.5).

2.8.2 Filtracidn Molecular del Extracto Enzimitico Crudo,

Ern 1la literatura se ha réportado que en extractos enzimaticos
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pesoisecc o peso seco pesoc seco
ralz -
partes aéreas endospermo
separar partes aéreas,
ralz y endospermo de al
menos 10 individuos.
" desechar rafz cosecha de poblacidén
'y endospermo homogé&nea
2 gy de tejido fresco de
partes a€rcas.
preparacifn R lavar con agua corriente
- del extratto ¥ luego con desionizada
e secar con papel.

}

congelar con nitrdgenc
1fquido y guardar a —-70°C

Diag. 2.4 COSECHA DIL MATERIAL B-JLOGICO
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lazzg deltejido fresco

cortar en trozos pequefios

congelar en nitrdgenc lIquido

moler en frio hasta pelvo fino

!

adicionar 5 ml de buffer de

extraccidn /g de tejido fresco

homogeneizar y filtrar &
través de 4 capas de gasa.

|

centrifugar a 10,000 rpm
por 10 min a 4°C

[

-y

EXTRACTO CRUDO

i“ﬁnnafo‘éniimﬁcico

Filttéciﬁﬁ‘ﬁdlgcuiqr;

Diag. 2.5 OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO CRUDO,




crudos de hoja de ma¥z, la cantidad de nitrato endSgeno es capaz en

presencia de NADH ex8geno de dar una apreciable cantidad de ANR "in

vitro" (16). ©Por ello se ha optado por desalar el extracto enzimiAtico

antes de ensayar la ANR. Por otra parte, se conoce tambi&n que la KR

es una enzima muy 1Ebil que pilerde rdpidamente actividad victima de

las proteasas (20,27). Por lo anteriormente expuesto se decidid eva-

luar la conveniencia de desalar el extracto enzimfitico antes de ensa-

yar la ANR "in vitro" en las condiciones de trabajo de nuestto.lhborar

torio.

El desolado se llevS a cabo a travds de una columna de Sephadex -

G-25 grado medium de Pharmacia. La resina una vez hidratada durante 12

h y removidos los finos, ers empacada en una columna de Biorad de 1.8
mn de difmetro x 30 cm de large con un volumen de cama de 19 cmd ¥y un
volumen externo de 12.5 cm3, determinado con azul Dextrfn 2,000.

Previa utilizacién de la ¢olumna, &sta era equilibrada con 3
volimeénes del volumen deA cana de buffer de extraceldn y una vez.
uéili:adu, era lavada con 3 voldmenes de cama de. agua desionizada. -

El volumen de extracto enzimitico por filtrar nunca fue mayor . de

6 ml y toda la operacidn fue llevada a cabo entre O y 49C (ding. 2.6).

2.8.3 Ensayo de la Actividad de la Nitrato Reductasa.

La ANR fue determinada midiendo la aparicisn de nitritos como -

producte de 1la reduecidn del nitrato, utilizando como donador de

electrones al NADH, de acuerdo a la siguiente reaccidn (12):
NapH 4+ Nogm PR waD*  +  NOpm 4+ om-

El ensayo se llevd a cabo de la siguiente wmanera: en tubos de -

ensayo de BO x 10 mm se adiciond 1.0 ml de disolucién de nitrato  de
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dfiratar por 12 horas la resina
Sepahdex G-25

Remover finos

l

;Haterminar el Vext.

--con azul Dextréin
2000

<

Empacar columna

1

equilibrar con buffer de
extraccidn 3Vcama

. introducir el extracto crudo

_'degechar volumen
wuerto

eluir con buffer de extraccidn

lavar con agua des-

ifonizada 3Vcama.

I

colectar volumen externo
(extracto desalado)

l

ensayo enzimidtico.

Diag. 2.6 FILTRACION MOLECULAR DEL EXTRACTO ENZIMATICO CRUDO.
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1.0 al KNO, 1077 ¥

1004 1 NADH 5 wM .
50-300 41 del extraco enzimidtic :

completar a 2.0 ml con buffer
de actividad,

I

incubar a 30°C por 20 min

1

adicionar 100 41 de acetato
de cinc 1 M.

]

centrifugar a 3,000 rpm por
20 min.

t

adicionar 1004 1 de metasulfa-
to de fenazina 30J1M

N L
R R L reposar & TA por 10 min
B » " tomar alfcuota para determinar
nitritos

Diag. 2.7 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA NITRATO REDUCTASA."'Z
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potasio 102 (preparadc con buffer de actividad), 100 microl de NADH
5 oM (recié&n preparado) y completando a‘un volumen de 2.0 ml menos el
volumen del extracto enzimatico, ' con buffer de actividad (100 mM de
KH,P0, pH 7.5). La reaccidSn .era iniciada adicionando a la mezcla

anterlor de 50 a 300 microl del extracto enzimdtico. La mezels . de
reacciﬁn. era incubada a 30°C durante 20 min, tiempo después del cual
sé adicionaban 100 microl de acecato de cinc L M para dar £in a 1la
reaccidn. Los tubos eran centrifugados a 3 000 rpm en la cen:tifuga
MSE durante 10 min. Al sobrenadante se le adicionaban 100 microl de
una disolucidn de metasulfato de fenazina 30 microM para oxidar el
NADH remanente, ya que €ste interfiere con el desarrollo del color
para detectar nitritoes (49) y se dejaba a temperatura ambiente durante
10 min. Transcurride este tiempo, Se tomaba una alfcuota para
determinar los nitritos producidos. La concentracidn de Nitrato
Reductasa se expresd en nmol de nitritos producidos durante 20 min

(diag. 2.7).

2.9 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES PARA MEDIR LA ANR.

2.9.1 Efecto del Desalado an la ANR.

Para verificar si la ANR "in vitro" es afectada por el ‘desalado,
se procedid a determinarla en extracto crudo y desalado, para ello ée
erecieron pléntulas de trigo control, regindese 24 h ante; de " la
cosecha con disolucidn nutritiva de Hoagland + NO3j, y diariamente con
Hg~NO3. Una vez cosechado el lote, se extrajo la enzima ¥ se determind
la ANR en el extracto crudo, pasando posteriormente el extracto pérr
una columna de filtracidén molecular ¥ determinando después la
actividad (extracto desalade). Los-resultados se muestran en la fig.

2.1. Se puede observar que la ANR "in vitro” en extracto crudo es




n mol. NOp / 20 min/conopla )

Ll-an

0~

.
')
<

Fig. 2.1
DE ANR.

Pléntulas de trigo control, regadas 24 h ante

con HgtNOT .

(—~o0—o—) ‘eXtracto enzimdcico crudo; (~—)
tracto enzimdtico desalado.

]

EFECTO DEL DESALADO EN LA INDUCCION
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ligeramente mayor que en extracto desalado, sin embargo, la diferencia
en actividad no es significativa. Por ello, en los sigulentes
experimentos se ensayd la ANR en extracto crudo.

2.9.2 Efecto del Tiempo de Iluminacidn en la ANR.

Se ha reportade en la literatura, que la MR posee una ritmicidad

circadiana afectadas pro la intensidad luminocsa, mds que por la calidad

de  la luz (31). También se sabe que 1a NR =mapifiesta variaciones

‘diurnns pronunciadas, incrementéndose en 50-100% de actividad durante
el fotoperiodo de luz, a diferencia de las demds enzimas de la via. de
asimilacifn del nitrdgeno inorgénico, cuya actividad no se ve afecteda
por 1la luz (30). Con la finalidad de establecer laas variaciones

diurnas de la ANR, se cosecharon pléintulas de 9 dfas de edad regadas

continuamente con una disoclucion de Hg-NO3T adicionando los nltrates

24 h antes de la cosecha y determinando al ANR a las 2, 4, 6, 8 vy 10 h

de iniciado el fotoperiodo. En 1la fig. 2.2 se puede observar que 1la
_ ANR mixima se wmanifiesta entre lus‘L 5 & hde {niciado el fotroperiodo,
VobservEndose un aumento en la protefna soluble proporecional al tiempo -
de 1luminacisn, En los experimentos posteriores, se decidid efectuar

la cosecha del material bioldgico entre las 4 y 6 h de iluminacidn.

2.10 DETERMINACIONES ANALITICAS.

2.10.1 Determinacidn de Nitritos.

La determinacifn de los nitritos se efectud colorim@tricamente,

siguiendo la reaccidn de formacidn de un complejo colorido entre el N~-

(l-naftil) etilendiamina (NNEDA) (B) con la sal de diazonioc fotmédg

entre el nitrito y la sulfanilamida en medio dcido (A) (46).
ut
" A) Nog~ + HaN-505-C QO PNy ——— ey i1y N-505- (D5
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Fig.. 2.2 CINETICA DE ACTIVINDAD LUMINOSA DE LA NR.
Plantulas de trigo control de 9 diIas de edad, re—

gadas 24 h antes con HgtNOy {(—@—) ANR; (~%-)
proteina soluble. .

Mg do protefna / canopia




8) HpN-505-C NN+ - CHp~CHp—~NHj NH3CH,CHp-NH

.

R <E)-s0-1i

NNEDA Complejo colorido }mx' 540 nm.

En tubos de 80 x 10 mm se colocd una alfcuota de la- muesr_ré,
conteniendo entre 4 ¥ 40 n mol de NO7, no mayor de 1.0 ml, se afadid
0.5 m1 ‘de una disolucidn Aeids de sulfanilamida (1% de sulfanilamida y .
10X de &cido tricloro acético en HC1l 3N) y 0.5 ml de una disolucidn dé
NNEDA 21 0.02Z.

La mezcla se dejaba reposar a TA durante 10 min, determinando la
absorcidn del complejoc colorido a 540 nm, Al blanco de reactivos se le .
adiciond 1.0 ml de buffer de actividad en lugar de nitritos (diag.

2.8).

Para la curva patrdn (fig. 2.3) se utilizd una disolucidn patrdn .
de nitrito de sodio 100 4 M recién preparada a partir de un scock. da
nitrito de sodio 100 mM que contenfa 6.5 mM de NaOH para evitar : la
reduccidn del nitritc por el COp ambiental (49).

2.10.2 Determinacidn de Protefnas por el Mdtodo de Peterson.

Las protefnas fueron determinadas de acuerdo con Peterson (39)_,
modificacidén al Lowry original. En tubos de 80 x 10 um se colocab; una
alfcuota de 25 a 300;11 conteniendo de 5 a 106 ,:.1 g de protefna y se
completaba a 1.0 ml con agua desionizada, posteriormente se
adicionaban 100 ,.1 1 de una disolucidn de desoxicolato de sodio al
0.15%, agitando y dejando reposar a TA por 10 min. Una vez transcurri-.
do este tiempo, los tubos eran sumergidos en un bafio de hielo y se les

adicionaban 100 J‘ 1 de una solucidn de &dcido tricloroacético al 50%
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alicuota no mayor de 1.0 ml
completar a 1.0 ml con buffer
i de actividad

adicionar 0.5 ml de sulfanila-
mida al 1%

|

adicionar 0.5 ml de NNEDA
al 0.02%

|

reposar 10 min a TA

[

leer absorbancia a 540 nwm

Diag. 2.8  DETERMINACION DE NITRITOS.. - i

54




540

’ n mol NOZ

-Fig. 2.3 CURVA PATRON DE NITRITOS. : U IR

Cada punto es la media de tres determinaciones inde-
" pendientes,; realizadas por duplicado. (I) desviacidn -
.est@ndar. R




{previamente enfriado) y se dejaba reposar durante 15 min en bafio . de
" hielo. Acto seguido, los tubos se centrifugaban a 3 000 rpm por 15 min

a 49C, El1 sobrenadante era deshechado por decantacidn y el -exceso

eliminado mediante papel absorbente de las paredes de los cuBos.

A los tubos ya secos, se les adicionaba 1.0 ml de agua
desionizada y 1.0 ml del reactivo A (disolucifn patrén de tartrato- '
carbonato de cobre, NaOH 0.8 N, lauril sulfato de sodio al 10X y agua,
en relacidSn 1:1:1:1, estable por dos semanas) y se dejaba reposar
durante 10 min a TA. Transcurrido este tiempo, se adicionaban 0.5'm1‘ 
del reactivo B (reactivo de Folin-Ciocalteau dilufdo en agua destilada
1.:6 estable a ThA en frasco ambar), se agita y se deja reposar a TA

. ﬁor 30 min (diag. 2.9). Se lee la absorvancia del complejo colorido a
750 nm.

La disolucidn patrdén de tartrato-carbonato de cobre se prepard
afiadiendo lentamente ¥y con agitacidn una solucidn de carbonato de ..
sodio anhidro sl 20% a una solucldn de sulfato de cobre—tartrato de
potaéio, para dar una concentracidn fimal de O.Ii de sulfato de cobre
bentahidra:ado. 0.22 de tartrato de sodio y potasic y 10X de carbonato . °
dé sodio anhidro (disolucidn estable a TA pbt dos meses) . -

La curva patrén de proteinas se hizo u:ilizand§ setoalbﬁminé
bobina (SAB) en una concentracidn de SOOIng/ml, graficando a1
logaritmo de 1la absorbancia contra el logaritmo de la cantidad  de
proteinaken‘qicrogramos (fig. 2.4).

2.10.3 Determinacién de Nitratos.

La cantidad de nitratos presente en las muestras, fue determinada’ .

colorimé@tricamencte, midiendo la absoreidn del complejo colorido

rasultante de la oxidacién de la brucina {(alcaloide de alta coxicidad),  ‘;,:

(463,
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Diag.

alfcuota entre 25 y 30041
completar a I ml con agua des-
ionizada

!

adicionar 1004 1 DOC 0.15%
agitar y reposar 10 min a TA

|

enfrinr en bafio de hielo

adicionar 10041 de TCA 50%
frfo, agitar y reposar 15 min

j

centrifugar a 3,000 rpm por 15
win a 4°C

desechar sobrenadante

l

quitar exceso de liquido

- afiadir 1 ml de agua desionizada
¥y 1 wl de reactivo A

agitar y reposar 10 min a
TA

r

ndicionar 0.5 ml de reactivo B
agitar y reposar por .30 min

l

2.9

leer absorbancia a 750 nm

DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE PETERSON.
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168 4540 nm

0,800~

Q.00

080t

™~ Ly
e z.0
tog {sa8] (o)
Fig, 2.4 CURVA PATRON DE PROTEINAS.
La cantidad de protefna fue evaluada de acuerdo con Peterson (39),

utilizando como patrdn la seroalbiimina bobina (SAB). Cada punto es

1a media de por lo menos cinco determinaciones por duplicado. (I)
deaviacidn estdndar.
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Estructura de la brucina & 10,11-dime
toxiestrichnina.

En tudbos de ensaye de 80 x 10 mm se colocaba la muestra de 25 - a
200,11. conteniendo entre 5 y 40;13 de nitrato, completando a 1 ml com
agua desionizada. Se adicionaban 25;11 de una disclucién recién
preparada de brucina al 5X en cloroformo y acto seguido se afiadfan 2
wl de &cido sulfdrico concentrado, agitando vigorosamente en vortex
durante 1 min & hasta que la mezcla de reacciSn tomara un. coler
aharillo. Se tenfa especial cuidado en proteger cara y manos, Yya que
- el &cido sulfdrico crepitaba al contacco ¢on 21 =2gus. La wezcla. de
reaccién se dejaba repr ’ a temperatura ambiente, debilendo tomar la
mezcla de reaceidn un coior amarillo. Ya frfa, se afiadfa lentamente. 2
ml de agua desionizada y se asgitaba vigorosamente hasta la total
homogeneizacién de la mezcla. Se enfriaban los tubos en bafio de hielo
8 al chorro céel agua y se lefa la absorbancia del complejo colorido a
410 nn (diag. 2.10).

La curva patrdn (fig. 2.5) fue determinada utilizando una
disolucidn patrdn de 2001g/ml de nitrate de sodio anhidro (secad§ a
110°C poxr 1 H).
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alicuota de 25 a 20041
completar a 1.0 ml cdn
agua desionizada

I

afadir 25;11 de brucina al 5!,
y 2 ml de ac. sulfirico.

|

=g5itar vigorosamente cun vorte:n
un min.

reposar y enfriar completaments
a temperatura amblente.

5

afiadir 2 ml de agun
desionizada.

|

agitar vigorxosamente hasta la
completa homogeneizacidn.

" i

enfriar al chorre del agua

leer absorbancia a 410 nm

-Diag. 2.10 DETERMINACION DE NITRATOS.
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410nm

0.3

4o NO™y
Fig. 2.5 CURVA PATRON DE NITRATOS.

Cada punto es la media de por lc¢ menos tres determinaciones in-
dependientes realizadas por duplicado. {1) desviacién estdndar.
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3) RESULTADOS

Los resultados de este trabajo se dividen en dos partes: la

- primera parte consiste en los experimentos llevados a cabo para

obte-
ner la semilla deteriorada que se requerfa para este trabajo; y la
segunda, de los experimentos bioquimico-fisioldgicos.
3.1 RESULTADOS DE ENVEJECIMIENTO ACELERADO.
La parte de deterioro o envejecimiento aceclerado, se presentard

como los resultados de tres experimentos independientes, los cuales se

utilizaron como base para seleccionar las condiciones de deterioro

adecuadas para obtener las semillas con las caracteristicas requeri-.

das.

3.1.1 Efecto _del Contenido de Humedad de la Semilla en la Velocidad de
Germinacidn.

Después de que la semilla es almacenada en condiciénes de alta
temperatura y humedad relativa (H.R.), gana difgren:es cantidades de
agua (tab. 3.1). Esto le permite activar clertos procesos metabdlicos
77) que podrfIan oscurecar la evaluacidn del tratamiento en la péfdida

de vigor. Para tratar de eliminar esta posibilidad se determind - el

efecto del tratamiento de deterioro cuando la semilla se secaba o né,
previo. a8 1las pruebas de germinacidénm (tab. 3.1). Se utilizaron 1las

condiciones de almacenamiento de 40° y 75% H.R.; 45° y 75% H.R. y 30°
v 100% H.R.

Tanto para semilla secada a temperatura ambiente (TA) por 24

horas como para semilla himeda recié@n sacada del tratamiento, se midid

el % de germinacidn acumulada a diferentes tiempos y el coeficlente de
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SEMILLA HUMEDA (1) SEMILLA SECA (2)

CONDICIONES DE PERIODO | X CONTE % DE GERMINACION ACU + :

A CENAMIENTO 100 DE CUMULADA + 22 EN LOS DIAS:
H.R. Y TEMP. HUMEDAD 1 2 3 7 CVG(3) 1 2 3 7 cVG
Control [ 10.75 27 97 a5 39 0.57
. 75% HR; 20°C 3 13.4 30 86 98 98 0.58 15 80 97 97 0.49
6 13.6 23 87 97 98 0.54 22 70 95 95 0.49
10 13.3 15 78 98 98 0.49 17 68 85 94 0.50
752 HR; 45°C 2 13.1 15 93 95 99 0.53 32 85 95 96 0.56
4 13.0 5 90 97 97 0.49 22 77 92 95 0.52
6 12.6 8 62 83 97 0.46 15 76 82 93 0.53
100Z BR; 30°C 3 20.6 25 90 95 99 0.56 22 82 93 97 0.53

Tabla 3.1 EFECTO DEL SECADO EN LA VIABILIDAD Y VELOCIDAD DE GERMINACION DE LA SEMILLA DE
TRIGO. Cada Resultado es el promedio de 4 determinaciones por duplicado.
1) Semilla puesta a embeber inmediatamente después del tratamiento.
2) Semilla puesta a embeber después de haber sido secada a TA por 24 h.
3) CVG, coeficiente de velocidad de germinacidn, determinado al tercer dfa:

T n n = nimero de semillas germinadas por separado.

CVG = B (40)

D = Dfa del conteo.



" envejecimiento acelerado,

velocidad de germinacidn (CVG). Los resultados de estos experimentos

se compendian en la tabla 3.1, observdndose gque si bien en las prime~

ras 24 h de imbibicidn, el 1% de germinacibu acumulada es 1gual & un

poco mayor cuando la semilla estf seca, en las siguientes 24 h y 48 h,

este porcentaje se invierte § disminuye para la semilla seca, siendo
en todos los casos el X de germinacisn tanto a los tres como a los

slete dfas menor para semilla se¢ca que para semilla hGmeda. También se

observa en cada tratamiento que a medida qua aumenta el tiempo de

el porcentaje de germinaciBn, tanto a los
tres como a los siete dfas disminuye. Esta disminucidén es mis evidente
en el caso de semilla seca que en la himeda.

Estos resultados parecen indicar gque el procesc de deterioro de

la semilla almacensda bajo condiciones adversas, implica clerto dafio

que puede ser reparado mientras que la semilla se encuentre en cilerto

grado ‘de hidratacién constante, ya que s5i es secada ¥ vuelta a

hidratar, este dafic se hace irreparable, manifestéindoge en la

disminucién del porcentaie de germinscidn. Dz sacuerdo . con e3tos

‘resultados, se procedid a secar la semills despuls de cada tratamiento
a TA por 24 h.

3.1.2, Selececidn de las

Condiciones de Almacenamiento para -la

Obtencidn de Semilia de Trigo de Baje Vigor.

Para los propSsitos de este trabajo se requerfan condiciones de

deterioro tales que disminuyeran el vigor de la sewmilla almacenada sin

afectar en forma significativa la germinacifn de la miswa, por lo que

se exploraron diversas combinaciones de temperatura y H.R. Estas se

agruparon en tres experimentos cuyos resultados se muestran a

continuacidn:
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3.1.2.1 Experimento 1.

Dado que se tenfan antecedentes en el laboratoric de la relativa
facilidad con que la semilla de trigo se vefa invadida por hongos de
almacén 8 temperaturas y humedades relarivas altas (48), se planearon
los experimentos ajustando de tal manera temperatura, humedad  y
tiempos, para evitar la invasidn de la semilla por honges de almacén.

El primer experimento, fue realizado utilizando una humedad
relativa baja, del 757 en una amplia gama de remperaturas. El criterio
del tiempo se manejd en sentido inverso a la temperatura, esto es, a
mayor temperatura menor tiempo de tratamiento y viceversa.

En los resultados mostrados en la tabla 3.2, se puede observar
que a temperaturas relativamente bajas de 20 y 30°C, el porcentaje de
germinacién a los 3 y 7 dias ﬁo re ve afectado ni aidn a tiempos largos
de tratamiento;‘ no asf la velocidad de germinacién la cual se ve
ligeramente retrasada, manifestdndose en un coeficiente de velocidad
de germinacidn (CVG) menor que para el control. Sin embargo, en los
dos tratamientos observamos que con el transcursc del tiempo de
deterioro, el valor del CVG, aunque iigetamente menor que el concroi,

Vpermanece apreciablemente constante.

En cuanto al peso seco de partes afreas, con el cual medimos el
vigor de la pldntula, a los siete dfas de imbibicidn, observamos queA
8ste estd dentro del margen de error del control.

A temperaturas altas de 409, 420 y 459C, se observa que a medida
que transcurre el tiempo de tratamiento, el porcentaje de germinacién
a los tres dias disminuye apreciablemente asi como la velocidad de
germinacion, que se manifiesta por una ligera y gradual disminucién en

el CVG, El porcentaje de germinacidn a los siete dfas, eas decir la
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z DE GERMINAcION + 2%¢2) pESO?
‘ p——— ) A LOS DIAS : . SEGO
TEMPERATURA (dfae) z o +G 1 2 3 7 cve mg/ind + G
Control 10.75 + 0.05 27 97 99 99 0.57 7.4 k0.2
20° 15 14.0 *+ 0.3 10 90 97 97 0.51 N.p.>
30 14,8 + 0.1 to 88 97 97 0.50 7.1 + 0.4
45 15.5 + 0.2 12 89 97 97 0.51 N.D.
30° 10 13.8 *0.0 20 73 97 97 0.49 7.3 % 0.2
20 14.0 + 0.1 20 75 97 97 0.49 N.D.
30 14.2 + 0.1 20 75 96 97 0.50 /.3 % 0.6
40° 3 13.4 % 0.0 15 80 98 28 0.53 7.2 + 0.2
6 13.6 + 0.1 22 70 95 98 0.49 8.1 + 0.5
. 10 13.3 +0.2 17 68 a5 95 0.50 7.4 + 0.2
- 42° o 10 13,7 + 0.2 17 66 85 95 0.49 7.7 + 0.4
17 16.1 + 3.2 10 67 83 94 0.48 7.7 + 0.4
28 13.3 +0.0 8 62 80 92 0.47 N.D.
45° 2 13.1 + 0.1 32 85 95 94 0.56 7.9 + 0.4
4 13.0 + 0.1 22 77 92 96 0.52 8.0 + O.
6 12,6 + 0.3 15 76 82 93 0.53 7.5 + O.

Tabla 3.2 RESULTADOS DEL EXPERIMENTO I. (75Z H.R.)

1) % de contenido de Humedad de la semilla, promedio de & vepeticiones por duplicado.
2) promedio de 3l menos 3 repeticioens con T maxima = + 2% (semilla secada a TA/24 h)
3

~

promedio de al menos 3 repericiones (detsrminada a 60°C/3 dfas).
peso seco de partes dereas, 50 ind/rep.

4) X de viabilidad

5) N.D. no determinado




viabilidad de 1las semillas, se ve ligeramente disminufdo con el
transcursc del tiempo de envejecimiento, aunque nunca es mayor del 72.
El vigor de la plintula, wmanifestado como auzento de peso seco de las
ﬁurtes aéreas a los siete dfas de imbibicibn, no se ve disminufdo adn
a tiempos largos de tratamlento, por el contrario, a 452 a 2 y &4 dfas
y 40° y 6 dfas se ve ligersmente aumentado con tespecto al control.

Los resultados anteriores indican que 1los =tratamientos aqui
utilizados, si bilen son capaces de disminufr la velocidad de
germinacidn de las semillas sin disminuir apreciablemente sa
viabilidad, no lo son para disminuir tambi&n el vigor de las mismas.

El contenido de humedad de la semilla en todos los tratamientos
es bastante bajo, observindose contra lo esperado, que el contenido de
humedad de 1a semilla es menor a tcmperaturas altas para una’ misma -
humadad relativa, lo cual sugiere una falla en el sellado de la cme;a
de deterioro, que a mayor temperatura se hace ineficiente para
mantener 1li atmdsfera  hiimeda constante, por lo que para los
axperimentos posteriores se hizo especial hincapié& en el sellado
hermético de las cimaras. .

Ya que el tratamiento de 75% H.R. aiin a temperaturas altas y en
los tiempos lImites a la apsricidn de hongos de almacén, noc produjo la
disminucidn en el vigor, sc probS com una H.R. del 100%.

'3.1.2.2, Experimento I1I.

Se utilizd una H.R., del 100Z y temperaturas de 5°, 20° y 30°C a
ctiempos bnscante‘co:cos, ya que la alta humedad que adquiere la semi-
1la, propicia la aparicibn de hongos de almacén.

En la tabla 3.3, se muestran los resultados de este experimento,
donde se observa que en ningiin caso existe una disminucidn apreciable

ni en la velocidad de germinacién (CVG) ni en el porcentaje de
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X DE GERHINACIONZ + 2Z PESO3
TIEMPO a los dfas: . SECO
TEMPERATURA (dfas) X C.H. +§ 1 2 3 7 CYG mg/ind +{
Control 10.75+ 0.05 27 97 99 99 0.57 7.4 + 0.2
5° 10 23.8 + 0.3 30 90 95 95 0.57 N.D.S

15 27.1 + 0.8 16 89 98 98 0.52 N.D.
20 29.5 + 0.4 17 | 92 98 98 0.52 | 7.7 + 0.3
20° 15.5 + 0.3 12 ) 8o 98 98 0.49 .4 % 0.5
2 18.6 + 0, 37 90 95 98 0.60 8 + 0.2
3 20.0 + 0.4 25 83 93 99 0.54 8.4 + 0.2
30° 1 16.0 + 20 83 98 98 0.51 -5+ 0.3
2 19.3 + 0, 40 | 92 95 97 0.62 .6+ 0.7
20.6 + 0. 22 | 82 93 97 0.53 | 8.3 + 0.5

1) Contenido de humedad de la semilla, promedio de 4 repeticiones por duplicado.
2) promedio de al menos 3 repeticiones con

peso seco de partes dereas, 50 ind/rep.

Tabla 3.3 RESULTADOS DEL EXPERIMENTO II.

4) % de viabilidad
5) N.D. no determinado.

(100Z H.R.)

midxima = + 2% (semilla secada a TA/24 h)
3) promedio de al menos 3 repeticiones (determinada a 60°C/3 dfas).




germinacidn a los 3 y 7 dTas, ni en el vigor de la pliantula (peso seco
de partes a&reas).

En dos c¢asos se observa un ligero aumento en el CVG del 5.3 vy
8.8% para 20° y 2 dflas y para 309 y 2 dYas respectivamente, que
corresponden a4 un marcado aumento en el peso seco de partes afreas de
la " plaAntula a los siete dfas de imbibicidn de 1.4 y 1.2 wmg que
representan un 19 y 162 con respecto al control.

Estos resultados sugleren una posible invigorizacién (23) de 1la
semilla debide al alto contenido de humedad, que en corto plazo y a
temperaturas Optimas 1induce a la semilla a germinar wmds répidamente
que el control. Al parecer, con este tratamiento se ponen en marcha
los cecanismos de la germinacidn, que sin dafiarse al ser secada 1la ‘
semilla y volverse a imbibir, permiten que la germinacidn prosiga su
¢urso normalmente y adelantada en el tiempo., Esta pronta germinaciﬁn
se manifiesta en un aumento en la acumulacidn de peso speco en 1la
canopia wedido a los siete dfas, lo cual la hace una pléntula mis
capacitada para sobrevivir en un medio adverso. .
3.1.2.3. Experimento III.

En este experimento se prob& con una humedad relativa de 85X que
permitiera aumentar el tiliempo de tratamiento y la temperatura.

En la tabla 3.4, se muestra que a laﬁ temperaturas de 200 y 3050.”«
la germinacifn al tercer dia disminuye ligeramente al transcurrir ;171
tiempo de tratamlento, al igual que la velocidad de germinnciSn;
aunque el CVG permanece apreciablemente constante. La viabilidad de 1la
sémilla disminuye ligeramente un wmdximo del 5% para 30 dIas de
tratamiento a 309C, mientras que el vigor para ambas temperaturas,
medido come peso seco de partes aéreas a los 7 dias de imbibicidén de

la semilla, permanece dentro de los limites del control, observindose . -
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0L

I DE GERMINACION? + 2% a PESO>
los d¥as: Ef
T1EMFO 1 4 cve SECO
TEMPERATURA (dfas) XC.H. . + O 1 2 3 7 ag/ind +
Control 10.75+70.05 | 27 97 99 99 0.57 .4+ 0.
20° 5 16.7.% 0.2 o 87 98 98 | 0.47 + 0.
: 8.p.° | N.D. | N.D. | 98 | N.D. 8 + 1.1
N.D. N.D. | N.D. | 98 N.D. .0 + 0.2
30° ‘20 85 97 98 | o0.52 +0.
18 90 98 98 | 0.53 .1 + 0.5
18 86 96 96 | 0.52 .3+
15 80 95 95 | 0.50 8.4 +
42° + 18 88 96 96 | 0.53 7.2 +
+ 15 70 94 95 | 0.47 8.0 +
+ 5 50 80 88 | 0.43 6.7 +
+ [} 0 0 0 - -
Tabla 3.4 RESULTADOS DEL EXPERIMENTO III. (85% H.R.)
1) Contenido de humedad de la semilla, promedio de 4 repeticiones por duplicado.
2) Promedio de al menos 3 repeticiones con O mixima = + 272 (semilla secada a Ta/24 h)
3) Promedio de al menos 3 repeticiones (determinadas a 60°C /3 dfas) S
4) Z de viabilidad
5) N.D. no determinado.




un ligerc aumento a tiempos larges de los dos tratamientos. Este

aumento corresponde a8 una p&érdida de 1la viabilidad de la semilla, 1la
cual puede contribuir a eliminar individuos pequefios de 1la poblacién y
aumentar el peso seco promedio de la poblacidn muestrada.

Para el tratamiento de mayor temperatura (42°C), al transcurrir

el ctiempo de tratamiento, se observd una marcada disminucidn en la

germinacién a los 3 &%as asf como una disminucidn en la velocidad de

ggrminaciﬁn, disminuyendo el CVG considerablemente a los 17 dfas de

tratamiento. En este mismo lapso de tiempo, 1la viabilidad  disminuye

hasta un 12X llegando bruscamente a la total pérdida de la viabilidad

a los 21 dfas de tratamiento.

En cuanto al contenido de humedad de la semilla, &sta aumentd con

el tilewmpo de almacenamiento, Y €8 menor a la misma temperatura que

para el tratamiento de 75Z H.R. como era lo esperado. Sin ambargo.vse

observd que la desviacidn estfndar en el contenido de humedad a 85

H.R. es mayor Gua parz ls correspondiente temperatura 8 75Z H.R. Este

Gltimo hecho se reflejS an una mayor desviaciSn. estindar en el peso

seco de la poblacidn muestreada al 85X que al 752 H.R. a las mismas
temperaturas. Estos resultados nos condujeron a suponer que la forma

de los contenedores no permitfa que 1la poblacidn de semillas tomara
humedad homogéneamente, ni que todas las semillas tuvieran la misma

disponibilidad de 03, credndose microambientes diferentes dentro del,
wismo contenedor que hacfan que la poblacidén de semillas se deteriore
heterogéneamente.

El vigor medido como peso seco de partes a&reas a los siete dIas
de i1mbibicién, también disminuyd drésticamente a -los 17 dfas de

tratamiento.

Los resultados anteriores indicaban, que se podfa obtener semilla
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deteriorada, de bajo vigor pero con viabilidad similar a 1la .del
control, entre los 10 y 17 dfas de tratamiente a 85X H.R. y 42°C.
Estas condiciones fueron 1las que se escoglieron para obtener las

senillas deterioradas.

3.1.3 Optimizacisn de las Condiciones de Almacenamiento para Obtener

Semillas Deterioradss.

A 1a 1luz del experimento III, se tenfan las condiciones
tentativas de deterioro de 85X H.R. y 429C entre 10 y 17 dfas de
tratamiento, que permitirfan obtener una poblacién de semillas
deterioradas con una viabilidad semejante al comtrol. Con la finalidad
de encontrar el perf{do de tiempo exacto que permitiera obtener las
semillas con el grado de deterioro deseade, se probaron dos mé&todos,
los cuales difieren inicamente en cuanto al contenido inicial de
humedad de la gemilla. En el método 1, el contenido de humedad de la
semilla se equilibraba lentamente con la ciimara de deterioro, mientras
‘que por el m&todo 2, el contenido de humedad de la semilla se ajusta
desde ¢l principio a wun 17%Z (ver material y mé€rodos). qu lo demis,
los dos métodos son similares, ya que en ambos se mnntiena‘unn humedad
relativa del 85% y una temperatura de 42°C y las semillas colocadas en
monocapa para facilitar una humectacidn y disponibilidad de oxIgeno lo
mAs homogénea posible.

En vlaa tablas 3.5 y 3.6 se muestran los resultados de 1la
caracterizacién de las semillas deterioradas'pcr los mthdos 1 vy 2
respectivamente. En ambos m&todos se observa que al aumentar el tiempo
de tratamiento, disminuyen: 1la velocidad de germinacidn, medida como
una disminucidn en el CVG; el porcentaje de germinacidn tanto a 1o§ 3

como a los 7 dfas y: el vigor, medido como aumento de peso seco en
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Tieeo | x con. ? % GERMINACION ACUMULADA> | eeso sEco®
dfas + + 2X a los dias: cve og / canopia
1 2 3 7

o! 10.7 + 0.0 22 97 99 |99 |o.57 N.D.
3 15.3 + 0.1 18 88 98 98 | 0.52 10.1

6 15.3 + 0.1 15 70 94 | 94 |o.48 9.51
8 15.3 + 0.0 0 60 90 90 | 0.43 9.03
9 15.6 + 0.1 0 28 60 |88 |o.39 8.05
10 15.7 + 0.1 o 15 30 |84 [o0.40 8.29
11 15.5 + 0.1 o 10 25 75 |0.38 6.51°
12 15.5 + 0.1 o o 20 |69 |0.33 5.04

Tabla 3.5 EFECTO DEL TIEMPO DE DETERIRO EN LA VELOCIDAD DE
GERMINACION, VIABILIDAD Y VIGOR DE SEMILLA DETERIO-
RADA POR EL METODO 1. (85Z H.R.; 42°C; 11X CH)

1} Tieompe cero es el control

2) Contenido de Humedad, cada nimero es el promedio de & repeticicnes
por duplicado.

3) Promedio de dos repeticiones cono- mix <+ 2X. Cada repeticidn
fue de 100 ind. *
4) Promedio de dos repeticones. Cada vepeticidn fue de 25 ind.
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TLEMPO z c.n.2 % GERMINACION ACUMULADA® PESO SECOY
+ 2% a los dias: CcvG
- DIAS + G—' 1 I 5 3 7 mg/canopia
o? 17.2 + 0.0 | 20 90 98 98 | 0.53 10,10
1 2.4 + 0.2 | 15 90 96 96 | 0.52 9.31
2 26.8 + 0.0 | 18 89 95 95 | 0.53 8.70
5 23.3+0.2 | 13 79 83 90 | o0.50 8.10
5 22.1 + 0.0 0 0 15 60 | 0.33 6.31
6 23.9 + 0.0 0 o 0 20 - 5.10

Tabla 3.6 EFECTO DEL TIEMPO DE DETERIORO EN LA VELOCIDAD DE GERMI-

NACION, VIABILIDAD Y VIGOR DE SEMILLA DETERIOR
EL METODO 2.

(85X H.R.;

42%C;

ADA POR

1 SLL A 5

17.2% C.H. ajustada).

1) Tiempo ceroc es el control, con humedad ajustada al 17Z y guardada a 4°C"

por 24 h.

2) Contenido de humedad, cada nimero es el promedic de dos repeticones.

3) Promedio de dos repeticiones. Cada repeticidn fue de 50 ind.

4) Promedio de dos repeticiones. Cada repeticidn fue de 25 ind.
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cenopia al 7° dfa de iniciada la imbibicidén. Sin embargo, en el
deterioro lograde por el método 2 &stos parimetros disminuyen wmis
répidamente con el tiempo que por el método 1.

Por el método 1, 1la semilla que presenta las caracterf{sticas de
producir plintulas de bajo vigor con velocidad de Qermihaciﬁn y
viabilidad semejantes al contol, es 15 tratada durante 8 dias, mien-
tras que por el método 2 es la tratada por 4 dfas.

De acuerdo con estos resultadeos, se seleccionS deteriorar 1la
semilla por el mé&todo 2 durante 4 dfas, es decir, se escogid ajustar
el contenido de humedad inicial de la semilla a un 17X y deteriorarla
a B5Z H.R., 429C y cuatro dfas de tratamiento, Estas fueron las
condiciones de envejecimiento acelerado que se escogieron para obtener
la semilla deteriorada que se utilizd en el resto del trabajo.

Una vez que se obtuvoe el material bioldgico con las
caracteristicas deseadas de vigor y viabilidad, se procedis a estudiar
la influencia de 1la velocidad de movilizacidén de reservas en lia

capacidad de 1la plidntula para establecerse como organismo autotréfico.
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3.2 RESULTADOS BIOQUIMICOS Y FISIOLOGICOS

3.2.1 Velocidad de Movilizacién de Reservas en Plantulas Control y de

Bajo Vipor.

Después que ha germinado, el embridn inicia un periodo de

crecimiento heterotréfico dependiente Unicamente de la movilizacidn de
las reservas almacenadas en el endospermo, durante el cual, debe de

capacitarse estructural, morfolSgica, fisilolégica y bloquimicamente

para establecerse como organismo autdtrofo. Para determinar 1la

duracidn - de &ste periodo se determind la cinética de movilizacién de

las principales reservas, ya que se espera que cuando &stas se hayan

agotado, la plintula haya adquirido o esté@ adquiriendo la capacidad

para establecerse como organismo autdtrofo.

3.2,1.1 Cindtica de Movilizacidn de las Reservas de PlAntulas dez Trigo

Control y de Bajo Vigor.

Durante 2l crecimiento heterotrdfico, las pldntulas crecen =&

expensas del material de reserva almacenado en el endospermo, por lo

que se midi§ 1la cindtica de movilizacidn de reservas como la

disminucidn de peso seco en el endospermo y acuwulacibn del mismo .en'

rafr y canopla. Este experimento se realizd en plAntulas de trigo

control y de bvajo vigor crecidas en la luz y regadas dnicamente con

agua desionizada.

En los resultados mostrados en la fig. 3.1, se puede observar que

durante los primeros dias de crecimiento, del 4° al 8° dfas para

coleoptilo (£ig. 3.1 A) y del 42 al 10° dfa para ralz (fig. 3.1 B), la
acumulacidn de materia seca es mayor en plantulas control que en las
provenientes de semilla deteriorada, ilegando a igualarse e Inclusive

superando las de bajo vigor a las de alto vigor er df=s posteriores.
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En cuanto al consumo del material de reserva, se puede observar
que &ste (fig. 3.1 C) es consumideo a una velocidad constante y similar
hasta el B° dias para endospermos provenientes de semilla control y
hasta el 10° dfa para los de semilla deteriorada. Los resultados
anteriores sugleren que hasta los 8 dias de crecimieﬁco, la menor
capacidad de acuzulacién de wmateria secs tanto en ralz como en
coleoptilo por las pliantulas de bajo vigor, es debida a un Tetraso em
la movilizacién de la reserva almacenada en el endospermo.

Por otra parte, tambié@n sugiere que el aumento en peso seco,
tanto en ralz como en canopia, durante los primeros ocho dfas de
iniciada la imbibicién para plintulas control y 10 dfas para pléntulas
de bajo vigor, se debe fundamentalmente a los factores tr8ficos
provenientes de la hidrdlisis del material de reserva. De qcuerdo con
esto, 'se puede deducir que la transicidn de la hetatotfuf!a a 1la
autotroffs e produce alrededor del 89 para plantulas control y 109

dfa para pléntulas de bajo vigor, en estas condiciones.

3.2.1.2 Efecto de las Sales Minerales en 1la 61ﬁit1ca de thciniento'

de Pl8ntulas de Trigo Control y de Bajo Vigor.

Una vez demostrado que lzs pliintulas provenientss de semilla
control wpanifestaban una mayor velocidad de crecimiento,  medido como
acumulacidn de peso seco, que las plintulas se semilla deteriorada, se
estudid el efecto, por un lado, dellas sales wminerales (-Ni}, 1y por
otro, del nitrdgeno inorgédnico (Ni) sobre los patrones de crecimiento.
Para lograr este objetivo, se crecleron plantulas de trigo control vy
de bajo vigor en la luz, regdndolas dfariamente con una solucidn
nutritiva de Hoagland sin nitratos (Hg-N03~) (efecto de sales

minerales) y con solucidn nutritiva de Hoagland con nitratos (Hg+NO3™)
(efecto del Ni).
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Para efectos de comparacién, en la fig. 3.2 y 3.3 se muestran los
.patrones de crecimiento de pléntulas centrol y de bajo wvigor
respectivamente, en donde puede observarse que durante el crecimiento
“heterotr8fico el desarrollo de la pldantula control (7 d) o de 1la de
bajo vigor, es independiente de los nutrientes exdgenos adicionados. A
partir de este momento, depende del aporte exdgenc de sales minerales.
Una ve2 que se han agotado las reservas del endospermo, la capacidad
para acumular peso seco es similar en pliantulas contrel y de bajo
vigor (fig. 3.4). Este patrdn se observa tanto en rafz (fig. 3.4B)
como en canopia (fig. 3.4 A).

Cuando se determina el patrdn de acumulacidn de peso seco en
pléntulas regadas con sales minerales entre las cuales se incluye el
NO3~™ (Hg+NO3~ fig. 3.5), 1a raiz de ambos tipos de pléntulas acumulan
peso seco con la misma eficiencia (fig. 3.5.8), mnilentras que 1a
canopia de pliAntulas de baje vigor nunca alsanzan la  eficiencia
preaeﬁtada por el control (fig. 3.5 A).

Los resultados de las figuras 3.4 y 3.5, se interpretaron como
que una vez alcanzada la autotroffa y en ausencia de Ni exdgeno, ' las
pldntulas control y las de bajo vigor, son igualmente eficlcntes en
acumular materia seca (fig. 3.4), lo que suglere que la capacidad para
fijar €O, es similar en ambos casos. Sin embafgo. cuando el Ni se
encuetitra en el medio de crecimiento las plantulas comtrol acumulan
mayor cantidad de peso seco que las deterioradas. Esto Gltimo, podria
deberse al hecho de que en plintulas de bajo vigor la asimilacidn del
nitrégeno y/o 1la integracidn del mismo al metabolismo general  esté

disminuido con respecto al control.
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3.2.2. Efecto_del Deterioro en la Integracifn del Metabolismo Nitroge-

nado al Metabolismo Hidrocarbounado.

Para estudiar la integracidn de los metabolismos nitrogenado e
hidrocarbonado, ¢e optd por determinar el contenidoc de protefina en
canopias de pldntulas de trigo control y de bajo vigor, ya que es en
€ata parte de la plintula donde se wmanifiesta wmis evidentemente tanto
el efecto del deterioro durante el crecimiento heterotrS5fico asi como
el del aporte nitrogenado durante el crecimiento autotrifico.

La sintesis de protefnas es un evento que requiere ademfs de una
fuente de nitrdgeno, una de energfa y una de esqueletos hidrocarbona-
dos para su eficiente funcionamiento. Estos dos iltimos son proporcio-
‘nados durante el periodo heterotréfico por la hidr8lisis del material
de reserva y durante el periodo autotrdfico por la fotosIntesis. Es
por elloc que la sintesis de protefnas es un buen Iindicador de 1la
integracidn del metabolismo nitrogenado e hidrocarbonado., Llamaremos
proteina  heterotrdfica a aquella sintetizada a partir del. nitrdgeno
presente en el Qaterial de reserva y protefna autotréfica a la sinte-

tizada a partir de una fuente exSgena de nitrdgeno.

3.2.2.1 Efectc del Deterioro en la Sfntesis de Proteina
HeterotrSfica.

Para estudiar este efecto, se determind el contenido de protefina
en canopias de pléntulas de trigo control y de bajo vigor, regadas con
una solucidn nutritiva de Hg-Nd; crecidas en la luz. La proteina cotél
se extrajé de material seco en 0.8 N de NaOH y se determiné por el
método de Peterson, o bien, la protefna soluble se extrajo de material
fresco en el buffer de extraccidn (ver material y métodos) de:ermina;~

dos de la misma manera.
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La protefna total en canopias de pléntulas de trigo control es el
doble de la proteina soluble {fig. 3.6 A) y ambos patrones mostraron
el mismo comportamiento durante todo el periodo de ciembo es:udiado,
Por esta razon las determinaciones pos:eriorés se hicieron en base a
la protelina soluble.

Los .patrones de sintesis de proteima soluble de. canopias control -
y de bajo vigor (fig. 3.6 B), muestran tres fases. Una primera fase de
sintesis lenta de proteinas del 4¢ gl 6° dIa; una segunda fase del 60
al 10° dfa a una wayor velocidad para canopias de bajo vigor que las
control ¥; una tercera fase estacionarila después del (0° dfa. La
cantidad de protefna soluble sintetizada por las canopias de bajo
vvigor es menor que el control hasta el 8% dfa de iniciada.la imbibi-
cidn, para posteriormente igualarse (fig. 3.6 B).

Los resultados anteriores suglerven que la sintesis de proteina
heterotr5fica se encuentrs disminuida con respecto al econtrol. ﬁs:a
menor céﬁtidad de protefna manifiesta una falta de coordinacifn y/o
1ntesr$c¥6n entre el metabolismo hidrocarbonado y nitrogenado en cano-
pias de bajo vigor durante al periodo haterotrdfico (antes de 1les 9

d).

3.2.2.2 Efecto del Deterioro en la SIntesis de Protefna AutotrSfieca.
La protelna autotr§fica se determind como la diferencia en- el

contenido de protelna de canopias de trigo regadas con disolucidn

nutritiva de Hg+NO3 menos la protefna de canopias de pléntulas regadas

con Hg-Nos. .

Para esto, se crecieron en la luz pléntulas de trigo control y
deterioradas regdndose diariamente con una solucidn nutritiva de

K3+N05: La protefna total y soluble, se extrajeron y determinaron en
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realizados por duplicado. . :
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38 forma anteriormente descrita.

En 1a fig. 3.7 A, se puede observar que el contenido de

proteina tanto total como soluble en canopias control, aumenta con la

edad de la plintula, siendo del 4° al 6% dfa el doble de la segunda.

Esta relacidn aumenta con la edad de la pléntula hasta ser el triple

del 9° dfa en adelante. Sin embargo, ya que las dos siguen la- misma

tendencia, se decidid utilizar con fines comparativos el contenido de

proteina soluble, por ser de mds fAcil extraccidn.

En el patrSn de contenido de proteina soluble en caunopias control

y de bajo vigor, regadas con NO3~ (fig. 3.7 B) se observé que la

cantidad de protelnas es siempre mayor para canoplas control que para
las de bajo vigor.

La - proteina autotrdfica se definid como la diferencia entre el

contenido de proteinas en canopias tratadas con N0§ y 8in ellos, se

observd que la protafna aut.:rSfica soluble en canopias control (fig.

3.7 C) se sintetizaba a partir del 7° dfa en cancidades cada vez:

wmayores, mientras que en canopias de bajo vigor (fig. 3.7 D) no apa-

rece nada de proteina autotrSfica, al menos durante el periodo de

tiempo estudiado.

El hecho de que las canopias de plintulas de bajo vigor no sinte-

ticen proteina auvtotrSfica soluble, suglere que el mecaniswo de asimi- -

1pciSn del Ni no funcione o lo haga en forma ineficiente. En este

trabajo, 6e decidid evaluar la segunda posibilidad, ya que las. cane-

pias de bajo vigor son capaces de fotosintetizar en ausencia de NO3~

(acumular peso seco). Se eligid como marcador del proceso de asimila-

c46n del Ni a la Nitrato Reductasa (NR), enzima responsable de 1la

asimilacidn del NO4~ y reguladora de la via (12,30).

87



3200 — 1200 —

1800~

=200 —§

Mo de proteins / aoriopla

.DD_—‘

‘o 0 b
1) T 1] 1 T ) 13
4 L] L] r s 0

T

n 13 A s 3
Tiempo {dias)

T
? L]

-7 T . o .
] o " 2

Fig. 3.7 VARIACIONES EN EL CONTENIDO DE PROTEINA AUTOTROFICA EN PLANTULAS DE.
i TRIGO, CON LA  EDAD A Canopias control regadas con HgtNO3™: (~—)
- proteina total; {—o—) protefna soluble, B, proteina soluble en canopias
regadas con Hg+NO3~™: (——) control; (—~) bajo vigor. Prpoteina goluble
¢n canopias control (C) y de bajo vigor (D) regadas con: (-+) Hg+NO3™; .
(—o—) Hg+N03~. Cada punto es la media de por lo menos dos experimentos
independientes realizados por duplicado.
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3.2.3 Actividad de la NR.

El estudioc de la actividad de la NR (ANR) se llevd a cabo a 1la
luz de dos experimentos diferentes: por un lado, .se determind la
capacidad. de induccién de ANR induciendo 1a actividad por sustrato 24
h antes de la cosecha, mediante el riego con NO3™; por otra parte, se
determind la capacidad de acumulacidn de ANR induciendo la actividad a
partir del 49 dfa de iniciada la imbibicidn. Ambos experimentos fueron
llevados a cabo tanto en pléntulas control como en las de bajo vigor y

correlacionadas con sus respectivos niveles de nitratos.

3.2.3.1 Efecto d?l beteriorec de la Capacidad de Induccidn de ANR ¥y
Captacidn de Nitratos.

En la fig. 3.8 se puede observar que la capacidad de induccién de
ANR que presentan las plintulas control & daterioradas ;umenta a
medida que la pléntula se desarrolls, sunque la actividad de la enzima
siempre es menor en las de bajo vigor que en las . control. En ambos
casos también se observa un miximo de actividad a los 8 d después de
iniclada 13 imbibiciZn. A pavrir 4z csta tiempo 1m ::ndenqia =8 a.
disninuir. Este patrdn se observa independientemente de si la activ1+
dad se expresa por cancpla (fig. 3.8 A) & por mg de proté!nn soluble
(fig. 3;8.B) & por mg de peso seco {fig. 3.8.C).

Ya que la NR es una enzima inducida por su sustrato, - se determi-
naron paralelamente los niveles de nitratos, tanto en canopias.concrol
como de bajo vigor tratadas durante 24 h con nitratos. En la fig. 3;9ﬁ

A se muestran los niveles de NO3~/canopia ¢n funcidn de la edad de 1la

plédntula, observidndose que tanto en canopias control como de bajéf"

vigor, la capacidad para captar nitratos (en 24 H) aumenta con la edad

de la pldntula hasta el 10° dfa aproximadamente, para después permane—
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cer constante. La cantidad de nitratos captada en 24 h, es menor para
canoplas de bajo vigor gque para las control, aunque esta diferencia es
menor del 4° al 8° dfa. Resultados semejantes se obtienen al graficar

los niveles de nitratos/mg de peso seco (fig. 3.9.B).

3.2.3.2 Efecto del Deterloro en la Capacidad de Acumulacién de ANR ¥y
de Nitratos.

Para determinar la capacidad de acumulaciSn de ANR por plantulas
de trigo control y de bajo vigor, se utilizaron pldntulas que a partir
del 4° dfa de iniciada la imbibicidn fueron regadas con solucidn
nutvitiva de Hg+NO3T Los resultados se muestran en la Ei;. 3.10.
Cuando 1la actividad se expresa por canopia (fig. 3.10 A), 1la
;cumulaciEn de ANR aumenta con la edad de la plantula hasta los 11
dfas tanto para canopias control como de bajo vigor. La ANR acumulada
alcanzada por las pldntulas deterioradas es siempre menor que para
pléntulas control. Esta diferencia se hace evidente a partir del 69
.dfa de edad, ya que las pléintulas control da 5 dfas tienen la wmisma
ANR que las de bajo vigor.

$f  1la actividad se expresa por mg de protefna soluble (fig.
3.10.B) ‘& por mg de peso seco (fig. 3.10.0), la capacidad‘ de
acumulacidn de ANR, presenta dos fases distintas: del 5° a1 8° dfa,
la ANR se incrementa con la edad ﬂe la pléntula y deapufs disminuye.
Esto sugiere que antes del 89 dfa la capécid;d de acumulacidn de = ANR
'se incrementa a wmayor velocidad que la protefna scluble & el peBO'aeéér
de la pléntula y que después del 8 dfa sucede lo contrario, o _bién
aumenta en mayor proporcifn la proteIna soluble y el peso seco quévla_
ANR.

Los niveles de nitratos acumulados tamblén aumentan con la edad
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de la pléntula (fig. 3.11.A) siendo menor la acumulacidn de nitratos
en pléntulas de bajo vigor que en las control. Resultados similares se
obtienén al graficar los niveles de nitratos/mg de matevia seca {fig.
3.11.B). Al parecer, se requiere de cilerta madurez de la plintula para
poder concentrar nitratos, ya que las plintulas contxol de 5 y 6 dfas

captan la misma cantidad de nitratos/mg de materia seca.
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4) DISCUSION

Sometiendo 2 las semillas a temperaturas y humedades relagivas
altas, Be ha logrado acelerar su proceso de envejecimiento. E1
deterioro de la semilla que conlleva el envejecimiento de 1la misma,
implica toda una serle de cambios en su fisiologfa y bioquimica. Estos
canmbios se manifiestan durante la germinacion y el <crecimienteo
heterotr6fico de la plantula y van desde una disminucién en 1la
velocidad de 1la germinacidén (1) hasta 1s total pérdida de 1la
wviabilidad del embridn (48). Una consecuencia del envejecimiento de
las semillas es la produccidn de plantulas con un vigor diswminufdo,
esto es, con una wmenor capacidad de crecimiento heterotréfico y
establecimiento de la planta autotrSfica (23).

La mayor, parte de los estudios realizados en semilla deteriorada,
han sido en poblaciones mixtas de semillas viables y no viables (i1) vy
enfocando la atencidn a los eventos que ocurren durante la germinacidn
(1,45). En este trabajo, se hizo un especial hincapi? en la obkencian
" de una poblacidn de semillas deterioradas que tuvieran una viabilidad
-y velocidad de germinacifn similar al control, pero que dieran lugar a
plinzulas con un vigor disminufdo. Lo anterior se hizo con 1a
finalidad de evitar el oscurecimlento de 1los resultados por la
presencia de semillas no viables y poder esclarecer la participacidn
de 1a movilizacidn de las reservas en la expresidn del vigor, asumien-
do que los eventos que suceden en el embridn durante la germinacidn,
aeldan tanto en semillas deterioradas como en control.

Uno de los resultados en este trabajo, fue que la semilla de

trigo var. Salamanca, cosecha 1984 almacenada a 100X HR a 20°C & 30°C

por dos dfas, manifiestan tanto una mayor velocidad de germinacidn,
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asf como una mayér capacidad de acumulacidn de materia seca al 7° dfa
de iniciada la imbibicidn, con respecto a las no tratadas. E1 resulta-
do anterior suglerc que las semillas almacenadas en las condiclones
antes descritas, se invigorizan, de acuerdo con Heydecker y Hegarty
{22,25). Asimismo, se encontrd que las semillas manifiestan una mayor
pérdida de viabilidad cuando son sembradas secas dcspués del trata-—
miento de humedad (a TA por 24 h), que cuando son sembradas himedas,
reci1én sacadas del tratamfentc de dereriore (teb. 3.1). Ambos resulta-
dos apoyan la sugerencia de Bewley y Black (11), quienes postulan que
mientras la semilla mantenga clerto grado de thidratacidn constante,
los mecanismos de reparacifn se encuentran activados permanentemente,
reparando los dafios causados por el deterioro, evicango asf que se
acumulen y despu&s sean imposibles de reparar.

Por otra parte, almacenando la semilla var. Salamanca, cosecha
1984 con humedad inicial sajustada al 17%, a una humedad relativa de

85X y 42°C por 4 dfas, se logrd obtener una poblacidn de semillas

- deterioradas con unha viabilida

1

zzzodante a2 18 del control, pero .con .
una - memor velocidad de germinacidn (tab. 3.6). Para elimiﬁqt los
efectos de la menor velocidad de germinacidn en el crecimiento de las
plantulas, se escopiersn s6lo aquellas semillas tratadas que mostraromn
iguél velocidad de germinacidn que el control. En estas condiciones,
la  capacidad de crecimiento de las plidntulas provenientes de semilla
deteriorada fue menor que el control. Este resultado apoya la’susereq-
cia de que los mecanismos que controlan la germinacifn son diférentes
a los que controlan la capacidad de crecimiento de la pldntula (1,48)
y por consiguiente el vigor de la misma.

La condicidén indispensable para la germinacién, es que el embrién

perumanezca viable. Una vez germinada la semilla, comienza el periodo
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de crecimiento heterotrdfico. E1 crecimiento y desarrolle de 1la
plinctula en esta etapa, sSe realiza a expensas del material de reserxva
almacenado en la semilla. Este e¢s hidrolizado en el endospermo almido-
noso y adecuado.en el escutelo para ser transportado y asimilado por
el embridn. La capacidad de la plidntula para realizar y coordinar
esins procescs se-reflejaria en su velocidsd de crecimiento. Fisiold=-
gicamente se dice que una pléntula es tanto mds vigorosa cuanto mayor
veleocidad de crecimiento heterotrdfico presente. Como consccuencia, el
vigor dependerd de la eficiente movilizacidn y sasimilacidn de 1las
reservas almacenadas en la semilla.

Durante el periodo heterotrdfico (dependiente de las reservas),
la pléntula desarrolla una serie de pProcesos morfoldgicos,
fisiolégicos y bioquimicos que le permitirdn establecerse como ‘un
organismo independiente, es decir, se capacita para la autotroffa.

La capacitacidn autotrdfica adiestra a la plintula para que una
ver dque sus reservas ge hayan agotado sea capaz de continuar con su

) de!arréllo, utilizando el CO» armosférico y el nitrdgenc inorginico
(N1). La asimilacién del CO; se realiza por medio de la fotosIntesis
(fototroffa) y 1la del Ni por medio del proceso de reduccidn del
nitrato (azeotrofis).

El1 hecho de que la capacitacidén autotrSfica se realice en - forma
paralela al  proceso de movilizacidn de 1las reservas, suglere la
posibilidad de que ambos procesos secan interdependiences.

Por otra pate, ya que el vigor se manifiestA como  una mgnof
capacidad de cfecimien:o de la pléntula heterotrdfica, es de esperarse
que el proceso'de adquisicidn de la autotrofia sea modificado por el

vigor de la pléntula.
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Con la finalidad de estudiar ambas propuestas, en este trabajo se
determind  la eficiencla de las plé&ntulas control y de bajo vigor para
movilizar sus reservas (fig. 3.1), la capacidad de ambos sistewmis para
asimilar el COp (fo:;troffa) (fig. 3.4) y el nitrSgeno inorginico
(azeotroffa, fig. 3.7).

bhrante el periodo comprendido entre el 4°. y el 8° dfa, las
plantulas provenientes de semillas deterioradas, Presentaron uha menor.
eficiencia en la movilizacidn de sus regervas, esto se ve reflejado en
_ la mayor acumulacidn de peso seco en las plantulas control con
respecto a las de bajo vigor (fig. 3.1). Sin embargo, la velocidad de
creciniento es similar en ambos casos. Este comportamiento uno se ve
modificado cuando se suplementan iones inorginicos excepto nitratos

(Hg-NO3) (fig. 3.2). La adicidn de este dltimo a la disolucidn nutri-
tiva de riego (Hg+Nd§) produce pldantulas de menor peso seco en canopila
durante este mismo lapso de tiempo {fig. 3.5.A), que las producidas en
su ausencia (fig. 3.4.A). Este efecto del nitrato durante el periodo
heterotr3fico se observa tanto en pléAntulas cantrol como de bajo
vigor. Esto podrIa deberse a que las pliantulas regadas con N03; re—
quieren de un mayor aporte de energfa y poxr lo tanto su metabolismo
oxidativo sea mayor que en las regadaé -NO}. La necesidad de un aporte
extra de energfa podrfa debersz al hecho de que en presencia de N63-
exSgeno, las pléntulas deben sintetizar ciertas ptoceinaq que en su
ausencla no se requieren, por ejemplo NR y NiR; proteinas ieguladoraa
‘de .1a ANR; proteinas que pér:icipan en el transporte de NOj a través
de la rafz, etc., asf como la sintesis de cloroplasto. Evidencia que
apoya este iiltimo hecho, es que en presencia de NOS'engano. la foto-
trofia se logra mds rdpldamente que en su ausencia (fig., 3.5 y 3.7).

En plintulas vregadas con NOj3, "se alcanza a los 6-7 dfas para ambos
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casos, mientras que en plintulas sin nitratos, la fototroffa se logra

hasta después de los B dfas para el control y los 10 dfas para cano-~

piles de bajo vigor.

Durante este mismo perlodo de crecimiento (4° - 8° dIas), 1a

cantidad de protefna heterotrdfica soluble, acumulada en canopilas de

bajo vigor, es menor que el control. Sin embargo, a partir del 8° dfa,
los niveles de protefna son similares. Esto sugiere que 1ia capacidad

de  sintesis de protefna en ambos sistemas es miy semejante Yy muy

probablemente el retrasoc en la acumulacifn de protefma por canopilas de -
bajo vigor se deba a una menor movilizacidn de la protelna de reserva.

Evidencia que apoya esta sugerencia es la presentads por Bernal-Lugo

(5), quien encuentra que la actividad de la proteasa producida por

alsurona  es menor en semillas deterioradas que en las control.

- A pesar de que la capacidad de sfntesis de proteIinas tanto en

canopias control como de bajo vigor es similar, 1la acumulacidn de

protefina soluble en presencia de nitratos exdgenos ({fig. 3.9.B)
siempre es menor pafa canopias de bajo vigor que para el control. Este
hecho suglere que la capacidad de asipila:iﬁn de nitrégeno inorgdnico
en pléntulas de bajo vigor es deficlente con respecto 2l control, Esta
sugerencia - esti apoyada fuertemente por el hecﬁo de que las canoéias

control a partir del 6° dfa acumulan proteina heterotrSfica soluble en

‘cantidades cada vez mayores (fig. 3.9.C), 1lo cual se refleja también

en una mayor acumulacidn de peso seco en canopia (Hg+N0§ vs Hg—NOS

(fig. 3.2.A), mlientras que las canopias de bajo vigor no se detecta un

aumento ni en la acumulacidén de protefna (fig. 3.9.D) nul en 1la

acumulacién de peso seco en canopia (Hg+N0; vs Hg—NOS, fig. 3.3.A).

La incapacidad que presentan las pldntulas de bajo vigor para
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as;milar el Ni parece deberse a un menor aporte de nitrSgeno reducido,
y2 que la ANR tanto inducida por periodos cortos (24 h) (fig. 3.8)
como . acumulada (fig. 3.10) siempre es menor en canoplas de bajo vigor

" con regpecto al control. Esta menor ANR presentada por las canopilas de
bajo vigor parece deberse a 1la menor capacidad que presentan las
pléantulas de bajo vigor respecto al control, para captar (fig. 3.9) 'y
acunular nitratcs £1ig. 3.11), quizas porque el tratamiento de
envejecimiento acelerado haya afectado el deparrollo del sistema de
transporte de nitratos o bien porque la menor velocidad ‘de
movilizacidén de 1a reserva influya en el desarrollo del sistema de
toma activa de nitratos.

En la literatura existe evidencia que apoya esta . Gltima
sugerencia. Se sab; que el desarrollo del sistema de absorcidn de
nitratos es afectado en algunos casos por la presencia de  aminodcidos
(32, 34). Adenis, hay sugerencias de que el sistema de toma activa no
éa‘ desarrells zilentras £l endesperme permAnazca ac:ivamantQ
proporcionande nitrdgeno reducido (37) & carbohidrartos (38) a 1la
pldntula. Sin embargo, con los resultados de este crabajo,&no nosv.l
posible establecer la casualldad del fenSmenc anteriormente éit#do.

Por otra parte, un hecho interesante qﬁe vale la pena . discutir,
es que la ANR inmducida por 24 h, disminuye apreciablemgnte en
canopias de bajo vigor a partir del 8° dfa mientas que en las control
lo hace s&lo a partir del 11° d¥a (fig. 3.8.A). Este hecho podria
deberse a que la NR en canopias de bajo vigor sea mis sensible a la’
inactivacidn (2, 15, 20) que en canopias control, sin que los nivelés
de protefna soluble disminuyan apreciablemente o bien que ge sintetiza

en mener cantidad.

Por Ultimo se encontrd que la ANR por mg de prote¥fna soluble
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(Fig. 3.8.B) ¥y 3.10.B) o por mg de peso seco (fig. 3.8.B y 3.10.C)
disminuyen a partir del B® dfa con la edad de la pléantula, lo  cual
revela que una vez alcanzada la fotorroffa la NR se hace mis eficiente
en aportar N reducido para la sintesis de protefnas asI como para
acumular peso seco a medida que la pléntula se hace mis autotr6fica.
Los resultados discutidos epoyan la hipdtesis planteada en este
trabajo: Las pldntulas de bajo vigor presentan menor capacidad de
crecimiento que las control porque la movilizacidn de reservas y 1la
capacitacifn autotrdfica se encuentran dafiadas. Ademiis, tambidn
establecen 1la existencia de una correlacidn entre la expresidn de los
mecanismos bioquimicos que forman parte de la caopacitacidn autotr&fica
y la eficiencia con la cual se realiza la movilizacidn de rTeservas, ya
que las pléntulas con el mismo grado de desarrollo pero diferente
capacidad para movilizar las reservas (mismo peso s;co y contenido de
protefna figs. 3.1 y 3.6) presentan diferente grado de autotrofia
cﬁéndor‘ista es medida como capacidad de la plantula patar inducir

nitrato reductasa & acumulacidn de protefna.

102



5). CONCLUSI1ONES.

A continuacifn se enlistan las conclusiones mfis relevantes de eate

trabajoz

1.~

6.-

La semilla var. Salamsnca cosecha 1984, almacenada a 100X HR y 20° y
30°C por dos dfas, se invigorizan con respecto a las no tratadas.

La semilla var. Salamanca cosecha 1984 con humedad inicial ajustada al
172 y almacenada a 85X HR y 42°C por &4 dias se deteriora con respecto
a las no tratadas, preduciendo semillas con viabilidad semejante al
control pero que dan origen a plAntulas de bajo vigor.

El vigor se manifiesta como una menor capacidad de crecimiento de 1la

plintula durante el periodo heterotrdfico, 1la cual a su vez esté

‘determinada por la eficiencila en la movilizacién de la resérva.

Tanto las canopilas de bajo vigor comc las control, alcanzan la ‘fotof,
troffa, aunque 1las primeras no logran integrar durante el. tiempo
estudiado, el proceso de asimilacién del nitrdgenc al de la fotdsin:e—
sis.

Las plintulas de bajto vigor, acumulan una menor cantidad dei proieiqa
soluble en preseacia de NO3™, & pesar de que ambos sisteﬁasrprcaancan
una capacidad de sintesis de protefnas similar.

La capacidad para inducir y scumular ANR asl como la capacidad pnti
captar nitratos y acumularlos, varXa con la edad de la. plintula y

ambos son mengres para plintulas de bajo vigor.

Existe una correlacidn entre la capacitacidn autotr§fica . de las ===

plantulas y la eficiente movilizacidn de las reservas almacenadas en

el endospermo.
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6) PERSPECTLIVAS.

Para continuar con esta 1Iinea de investigacién, quedan abiertas

varias posibilidades:

1.- Determinar si el sistema ctransportador y de toma activa de

nitratos se dafid a consecuencia del tratamiento de  envejecimiento
acelerado y si1 este dafo es particular ¢ general para cualquier

tratamiento dado.

2.~ Se ha propuasto que el NO3™ en las plantas estd distribufdo en dos

compartimientos {(3): 1la poza citoplismica metsbSlica, de peguefic ta-

mafio y yecambilo rapido y; la poza vacuolar de almacenamiento. Se

pilensa gque el K03~ de la poza metabdlica es el gue induce la actividad

de la NR "in vivo'". De acuerdo con esto, Yy 8 pesar de que la menor

capacidad de toms y do acumulacidn de NO3™ presentada por las plﬁhtu-

las de bajo vigor, la poza metabdlica de ambos podria ser similar y lo

que estuviera afectando la asimilacidn del NO03™ fuera una afinidad

diferente de la enzima por su sustrato a consecuencia del envejeci-
miento o Cien gue el mecaniswo de induccidn de la enzima estuviese
afectado.

3.~ Por otra parte, ya que en este trabajo s8lo se estudid la

azeotroffa asumiendo, por los resultados de acumulacién de peso seco

de las plantulas regadas con Hg-NO3™, que la forotrofia se alcanza, se
propane estudiar la actividad de alguna de las enziwmas marcadoras del
disarrcllo de cloroplasto suplementado el crecimiento de las pléntulas

con y sin NO3~™, tanto en plidntulas control como de bajo vigor.
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