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R E S U M E N 

El envejecimiento acelerado de las semillas. ha sido ampliamente 

utilizado como herramienta en la investigación de los parámetros que 

afectan ln calidad de las semillas en el almac€n y entre otras 

consecuencias. disminuye el vigor de las plintulas. Las plántulas de 

bejo vigor, manifiestan una menor capacidad de crecimiento 

heterotr6fico. 

Durante el período de movilizaci6n de las reservas de la semilla, 

el crecimiento depende de la adecuada asimilación y movilización de 

las reset:Vas almacenadas en el endospermo y la plántula se capacita 

para convertirse en un organismo aucótrofo. Dado el paralelismo entre 

estos dos procesos es de esp~rar~c que ambos sean ~nterdepeudientes. 

Para establecer la relación existente entre ellos. se estudió la 

eficiencia de las plántulas control y de bajo vigor para movilizar sus 

reservas. as! como la capacidad que presentan ambos sistemas para 

~&1m~lar el CO¡ d~l aire (fototrofia) y el nitr6geno inorgSnico 

(azeotrof!a). 

En este trabajo se obtuvo semilla deteriorada de altn viabilidad 

por envejecimiento acelerado y que dió origen n plántulas de bajo 

vi¡o~. Es~as manifws~~ron una menor acumulación de peso seco respecto 

al ccncrol, así como una menor capacidad de movilización de las 

Teaervas. Los pacrones de crecimiento, en ambos casos se modificaron a 

partir del riego con solución de Hogland supl.etnentada o no con 

nitraeos~ 

La capacidad de s!ntesis de prote!nas en ambos sistemas se mostró 

si~ilar nún cuando la cantidad de proteína sintetizada al suplementar 

el eedio de crecimiento con S03--siemprc f~e menor en canopias de bajo 
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vigor. Esta deficiencia parece deberse a un menor aporte de nitrógeno 

reducido, ya que la actividad de nitrato reductasa (ANR) tanto 

inducida como acumulada. siempre fue menor en canopias de bajo v~gor. 

La menor ANR fue acompañada de una menor capacidad de toma y acumula

ción de N03-, lo que sugirió que el tratam:l.ento de envejecimiento 

acel~~ado podr~a haber· dañado el sistema transportador y/o de toma 

activa de N03-. 

Los resu1tados mostraron la existencia de una correlación entre 

el proceso de capacitación autotróflca y la 1:10vilización de reservas. 

10 



1) 1NTRODUCCION Y ANTECEDENTES. 

La semi.lla es el ente biológico por excelencia mediante el cual 

la mayo~ra de las plantas se propagan y aseguTan su supervi~encia. La 

semilla eatá capacitada funcional y es~ructuralmente para pe'nllitlr que 

la nueva plintula en estado embrionario geTIDine y se desarrolle a 

par~ir de los materiales almacenados en sus cejidos de reserva. basta 

••t:ablecerse exitosamente como un organi.SUJo B\1tótrofo. 

La semilla como cualquier organ~~eo vivo9 con el tiempo sufr,.e un 

proceso de envejecimiento o senecencia que conlleva cierto deterioro 

bioqu~co y fisiológico qua se evidencia durante la germinación y el 

creci'llliento de la pl&ntula (40,48). Este proceso es acelerado por el 

almacenamiento de la setllilln en condiciones adversas (i.e. alta 

humedad relativa y temperatura) (7,ll,43,44,48). 

El deterioro de semillas durante el almacenamiento. puede 

producir entre otros efectos. una disminuci6n en el vigor de la 

pl&ntula (11,23). El vigor, se define como la capacidad de una 

plintula para crecer y ücsarrcllerqe hasta establecerse como organismo 

autStrofo (23). Generalmente, el 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 madurez de la planta resulta 

un procedimiento lento y costoso. adc~ás dada la importancia del vigor 

en el establecimiento de la pl&ntula, la m&}'Or parte de las 

investigaciones se han concentrado en la expresión del vigor durante 

lo germinaciSn y desarrollo temprano de la planta. En términos 

bioquímicos. se han hecho intentos para relacionar-el vigor de un lote 

de semillas con sus niveles de ATP (8) y de s!ntesis de procetnas y 

ácidos nucléicos (l,11,45). duraOte los primeras horas de imbibición. 

Sin embargo, el hecho de que la semillu geTmine (protuya 
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rad{cula), no garantiza que las plántulas tengan el vigor para esta

blecerse como un organisao autótrofo (11,23). Además, existe •videnc~a 

que sugiere que la germinabilidad y la menor capacidad de crecimi•nco 

de las plántulas de bajo vigor, son eventos tnt1-amente relacionados 

pero regulados por mecanismos que operan independientemente duran~• •1 

deterioro (1,48). 

Existen algunos estudios sobre los eventos bioqu{aico

! isiológicos involucrados en la adquisición de la autotrof!a (14,50), 

sin embargo, ha habido poco trabajo enfocado a relacionar esta última 

con el vigor de la plántula (23). 

En la 1DByor parte de los trabajos. se considera alcanzada la 

autotrof{a cuando el aparato fotosintético ha madurado y ea capas de 

fotosintetizar (fototrof!a), midiendo la incorporación de l4co2 (35) y 

la actividad de algunas de las enzimas involucradas, CO&IO la RuBPcasa 

(49) y la PEPcasa (14,49). 

El proceso de reducción del nitrato no •• ha tomado en cuenta en 

loa estudios de capacitación autotróf ica, ya qum se ha demostrado que 

en tan solo 2b h después de iniciada la imbibición de la semilla en 

presencia de nitatos (19) se induce la actividad de la Nitrato 

Reductasa (NR), primera enzima responsable de la reducción del nitrato 

y reguladora de la velocidad del proceso (12,30,31,37,49). Ad•-'•• an 

los ·trabajos donde se ha estudiado la adquieición de la autotrof!a, 

'ias pl§ntulas han sido adicionadas de nitraco exógeno, por lo que no 

se ha establecido si ln reducción del nitrato y la capacitación 

autotróf ica son independientes o no. 

Recientemente, detercinnndo la nct~vidod de la NR y la cant~dad 

de prote!na sOl.uble, Vela y Bcrnal-Lugo {50), sugieren que el proceso 
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de reducci6n del nitr6geno (a~eotrof!a), juega un papel importante en 

ia adquiaici6n de la autotrof{a. 

En este trabajo utilizando el modelo de envejGcimiento acelerado 

para obtener semilla deteriorada que dé origen a plántulas de bajo 

vigor. trataremos de establecer el papel del proceso de Teducci6n del 

nitrato en el establecimiento autotrófico de plántulas de trigo de 

a1to (control) y bajo vigor. 

En las plginas siguientes se presenta al lector en forma br~ve, 

la informaci6n que requiere para la mejor comprensi5n del tema. 

1.1 DETERIORO DE SEMILLAS Y VIGOR DE LA PLANTULA. 

Como cualquier organismo vivo, las semillas con el transcurso del 

tiempo . sufren un proceso de envejecimiento o senecencia que comienza 

en ol momento que alcanzan la madurez en la planta madre (1,40) y que 

termina en la :nuerte ó pérdida da la viabilidad (l,11,43). El vigor 

fisiológico considerado como el máximo potencial de establecimiento de 

la plintula (11,23,40), también disminuya desde un máximo en la 

,..duraci5n hasta cero, cuando la semilla muere (40). Por lo tanto, el 

envejecimiento de la aem~lla ocasiona un deterioro de la misma. que se 

manifiesta desde un vigor disminuído hasta la pérdida total de la 

viabilidad. 

El envejec~m.iento de la semilla en forma natural, es usualmente 

un prOceao iento y gradual, que conlleva un deterioro paulaCino taneo 

en la morfología como en la bioquímica y fisiolog!a de las semillas 

(1.11). Se ha observado que este proceso se ve mÓdificado por las 

condiciones de almacenamiento. Actualmente, se ha logrado un 

envejecimiento acelerado de la semilla sometiéndola n altas presiones 

de oxigeno. temperatura y humedades relativas (l.11,17,22,43,48). 
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El modelo de envejecimiento acelerado como ·herramienta de 

investigación, presenta ciertas ventajas sobre el envejecimiento 

natural: 1) el tiempo requerLdo para obtener semilla deceriorada. 

disminuye notablemente (23); 2) se logTa una mayor uniformidad en el 

vigor de un lote de semillas (40); 3) es repTesentativo del 

envejeciuiento natural, salvo en condiciones muy severas de 

almacenamienco {11); y 4) se puede pronosticar la secuenci.a de eventos 

involucrados en el deterioro (23). 

Pese a estas ventajas, existe en la literatura evidencia.de que 

algunos eventos bioqu1m1cos involucrados en la germ.inaci6n. se ven 

afectados de diferente manera cuando el envejecim:iento es a~elerado o 

natural (ll,44). Sin embargo, ya que el vigoT de la plántula aa 

manifiesta despúes de la gerninaciún (23,40,48), el modelo de 

envejecimiento acelerado sigue siendo adecuado para e1 desarrollo de 

este tTabajo. 

1.2 EVE~"TOS BlOQUlMICOS ~ FISIOLOGICOS QUE PARTIClPAli EN LA GEi\NINA

ClON DE CEREALES. 

Los eventos que se suceden en el embrión y que conducen a 1a 

protusi6n radicular los llamaremos eventos bioqutmico-f isio16gicos c¡u9 

participan en la geT1111.naci6n. A continuación se expondrá un breve 

panorama de lo hasta ahora conocido al respecto tan:co en sem111a 

control como en deteriorada. 

1.2.l HidTataci6n y Respiraci6n. 

La hidrataci6n de la semilla se lleva a cabo con la disainuci6n 

en la energ{a libre del sistema, ya que la semilla t~ene un potenc~al 

osm6tico muy negat~vo (22). La semilla embebe agua en tres fases. una 

fase intermedia, estacionaria que culmina con 1a protusióD radicular y 
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que separa una faae de imbibición inicial con rápida ganancia de agua 

de otra de crecimiento radicular (4,7). 

La elongación celular en tallos y coleoptilos, se debe a la 

acci6n acidificante de la pared celular promovida por las auxinas •. 

Para e11o. se requiere de una s{ntesis cont!nua de proteínas (enzimas 

y componentes de pared celular) y de la producción de energía (7). Por 

similitud con los sistemas anteriores, se ha sugerido que los eventos 

que suceden durante la imbibición y que culminan con la germinación, 

conducen al establecimiento integral de las maquinarias productoras de 

energ{a y m.acromoléculas que se requieren para la elongación~radicular 

(germinación) (7). 

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

observado que la cantidad de ATP aumenta rápidamente durante la prime

ra hora de imbibición, con una concomitante disminuci6n en la cantidad 

de ADP y AMP y un aumento en la s~ntesis de proteínas (8). 

La producc:lón de 11novo11 de ATF parectt tstil.t:t.t J::'ála.cionada ccn 1~ 

glucólisis o la v!a de las pentosas y no con la fosforilación oxidati

va. y~ que en estos escad!os, las mitocondrias son deficientes en 

cit.ocromo-c y no tienen acoplada la fosforilación a la ,respiración 

(4). 

Aunque la primera fase de hidratación la logran canto semillas 

viables como no viables, se ha demostrdo que en esta primera etapa la 

respiración debe ser lo suficientemente rápida para aportar la energía 

necesaria en la hidratación y alargamiento ordenado de las estructuras 

del eje embrionario (7). 

El reestablecimiento de la integridad membran~l perdida durante 

la deshidratación natural 1e la semilla se adquiere durante la 
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imbibición, permitiendo que las membranas adquieran su permeabilidad 

selectiva natural y se establezca la recompartamentalización de los 

eventos celulares. 

1.2.2 Bios!ntesis de Macromolécula~. 

Prote!nas y RNA. 

En ejes embrionarios disectados de arroz, frijo1 y trigo, se ha 

observado que la s!ntesis de prote!nas comienzc de 30 a 60 udnutos 

después de iniciada la imbibición. En embriones de tr~go seco se han 

encontrado los componentes citoplasmáticos esenciales para la síntesis 

de prote!nas (8), como RNA polimerasa dependiente de DNA que cataliza 

la síntesis de RNA inmediatamente después de iniciada la imbibición. 

Asimismo, el t-RNA está presente en exceso pnra sustentar la s!ntesis 

de proteínas. 

S~ bien la s!ntesis de m-RNA se observa en 1a etapa temprana de 

1a imbibición, se ha sugerido que este m-RNA no es necesario para 

dirigir la e!ntesis de prote!nas durante los primeros 40 minutos de 

iniciada la imbibición, sino que en esta etapa la s!ntesis es dirigida 

por un m-RNA previamente guardado en el embrión de la aem:l.lla seca 

(45,48). Se cree que éste m-RNA codifique para prote!nas ribosomales, 

ya que éstas son producidas abundantemente durante la primera hora de 

imbibición (13). La etapa posterior a los primeros 40 minutos de 

imbibición, raquiere de la· s!ntesis de "novO" de m-RNA. También se ha 

demostrado que e1 aumento en la acrividad de 1a síntesis de protelnis 

es un evento indispensable para la germinación (8,11). 

DNA. 

El DNA es una molécula de gran importancia biológica, ya que en 

ella se encuentra codificada la información genética de los organismos 
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vivos. Existen dos tipos de s{ntesis de DNA. la repnrativa y la 

rep11cativa. La s!ntesis reparativa, tiene como finalidad reestablecer 

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

observado q~e el DNA se encuentra dañado debido a los factores 

f!sicos, qu!micos y ambientales n lo~ que está expuesto durante el 

almacena.ad.ento previo a la siembra y que le hacen perder su integridad 

(4). Este daño tiene que ser rcpa~ado en los primeros estad!os de la 

imbibición, para aaegurar la eficiencia del templado en la sfotesi.s de 

prote!nas y la cons~rvación del geno"1S. Dada la importancia del DNA se 

ha sugerido que si el daño causado al mismo es mayor que su capacidad 

de reparación, la semilla pierde su viabilidad (4). 

Se sabe que la replicación del DNA ocurre despu•s de la protusión 

de la rad{cula, ya que ln protusión es dependiente únicamente del 

alargamiento celular (7). Sin eobargo, se ha encontrado que la activi

dad de ciertas enzimas involucradas en la replicación del DNA. como la 

Timi.dina quina.su. y la DNA poli.merasa, se incrementan durant.e las 

primeras horas de imbibición. é9ta última por s{ntes1.s de "novo" (7). 

1.3 EVENTOS BIOQUI?'llCOS Y FISIOLOGICOS TEMPRANOS EN L.A IMBIBICION .• 

QUE SE DAÑAN DURANTE EL PROCESO DE ENVE.JECIMIEi..""TO. 

El panorama hasta aqu! expuesto, nos dá una visión clara de la 

importancia de los eventos bioqu!micos tempranos en la imbib~ción, que 

conducen a una germinación exitosa. Si alguno de los procesos 

anteriores se dañan o no se dan en el espacio y tiempo adecuados, 

conducirán n la pérdidA de germinabilidad o viabilidad de la semilla. 

A continuación se expone un breve panorama de la f onna y magnitud en 

que estos p~ocesos se dañan tanto por el envejecimiento natural comD 

artificial. 
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l.3.1 Respiraci6n y S!ncesis de ATP. 

Las semillas deterioradas presentan altos valores de cocientes 

respiratorios (R.Q > l) en las ctapns cempranas de imbibici6n (1). 

Estos altos valores de R.Q. pueden deberse a dos factores: un aumento 

en la evolución de C02 o una reducci6n en la cantidad de oxígeno 

tomado. El aumento en la evolución de C02 se presenta en semilla con 

poco grado de deterioro (anees de que disminuya la germinaci6n), 

liUentrao qu~ el ~enor consumo tle oxígeno se presenca en grados 

avanzados de deterioro (23). 

Abdul-Bski (1) propone que el aumento en la evoluci6n de C02 no 

proviene de la oxidación de la glucosa. ya que experimentos realizados 

con 14c-glucosa demostraron que ésta es utilizada a menor velocidad por 

las semillas deterioradas que las normales. Sin embargo. Bewley y 

Black (11) contraponen que los experimentos realizadoe por Abdul-Ba'k:f., 

no toman en cuenca la posible diluci6n de la l4c-glucosa que resulta 

de la mayor cantidad de azúcaraa solubles presentes en ae'Jldlla 

~ctcricr~da y quu dan la Gpdr1~tt~1a J• J1.w1uuir la velociüad de 

consumo de la 14c-glucosa por el embrión de semilla deter~orada. 

También se ha encontrado que la capacidad de síntesis de ATP en 

las etapas tempranas de ln imbibici6n se puede correlacionar 

directamence con la pérdida de 1a viabilidad de 1a semilla (1.8). 

1.3~2 Bios!ncesis de Macromoléculas. 

Prote!nas y RNA. 

Como se mencionó anteriormente. la s!ntes~s de proteínas es un 

requisito indispensable para la germinación, por lo tanto, cualquier 

falla en el establecimiento integral de la síntesis de proce!naa 

funcionales durante los estad!os tempranos de la imbibición. ocnsio-
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nar& la pérdida de viabilidad de la semilla. 

Se ha encon~rado que embriones disectados de semilla deceriorada 

de arroz. ch{charo. soya y avena. incorporan una menor cantidad de 

amino§cidos marcados durante la imbibición (l,11). Asimismo, en pobla

ciones deterioradas de d~versas semillas de las cuales se eliminaron 

las sem:il1as muertas, ee observa que la síntesis de proteínas de los 

individuos vivos disminuye con la pérdida de la germinnbilidad (11). 

A1 parecer, la s{ntesis de proteínas se encuentra dañada tanto a 

nivel de traducción, como de ~ranscripción. A nivel de traducción, se 

detecta una menor actividad de los !actores de elongación l y 2 EF-1 y 

EF-2 (4,11), lo que sugiere un daño estructural en la maquinaria 

sintetizadora de prote!nas (4). 

La pérdida de la viabilidad asociada a una menor velocidad de 

a!ntesis de proteínas durante las primeras horas de imbibición, parece. 

deberse al hecho Oe que el w-ru,~ guar~ado ~n al v~br!5n y requerido 

para dirigir la síntesis temprana de proteínas. es degradado ó 

modificado a medida que la semilla envejece (4, 45). 

En cuanto a la s!ntesis de RNA, molécula clave en el pro~eso de 

transcripción de la 1nformaci6n codificada en el DNA, se ha encontrdo 

tanto en embriones de trigo (45) como de centeno (4), que la velocidad 

de síntesis de RNA durante las primeras horas de imbibición, disminuye 

a medida que el porcentaje de viabilidad del lote de semillas dismi

nuye también. Hasta ahora, no se ha esclarecido si esta disminución en 

la s!ntesis de RNA es debida a una menor actividad en la.s!ntesis de 

RNA (RNA polimerasa, cofactores, etc4) 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 v abilidad durante el 

envejecimiento de las semillas conlleva a una !etel:lllinada cantidad de 

ab~rraciones cromosoma.les que se manifiestan e 14 p~i~era divisi6n 

mit6rica y que su~len desaparecer a medida ue la Plántula crece, 

aunque ciertas anomalías llegan a perdurar ha ta la edad adulta (l). 

·La frecubnci~ d~ ~berraciones cromosoma.les se incrQmenta con al 

periodo de. almacenac~ento. exceptuando para trat:amientor:. de 

envejecimiento acelerado muy drásticos (trig 45°C; 18% contenido de 

humedad). donde al parecer las lesiones citop asmáticas que conducen a 

una pérdidad de viabilidad se suceden más r~pidamente que el daño al 

DNA (11). 

El daño al genoma de las células del em rión conducen a fallas en 

los procesos de transcripción y de tTaducció , even~os esenciales en· 

la síntesis de proteínas necesarias para la gorminaci6n. Sin embargo, 

se ~r~c ~u~ durante la ~mb~bición. el emb ión es capaz de reparar e1 

daño a sus utacromoléculas y estructuras ma romoleculaTc~. :~~~~e y 

cuando los segmentos de DNA que codifican ar& las enzimas reparadoras 

no hayan sido dañados y que el daño acumu ado no sobrepase su cap~c~

dad de reparación (4,11). 

1.3.3 Integridad Membranal. 

La deshidratación de la semilla c nduce a una ·pérdida de la 

integridad membranal, la cual es restaura a a medida. que la :lmbibicion· 

procede, completándose en una germinaci n exitosa (4,7); Sin embargo, 

en la semilla deteriorada se obsérva un mayor permeabilidad de las 

membranas a sales y compuestos polares, aumentaudo la conductivi.dad 

del medio de imbibición (l,4,ll,23). T mbién aumenta la permeabilidad 
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a la glucosa. aunque aún no se determina con precisión si el aumento 

de ésta en e1 medio de imbibición se debe a una menOr velocidad de 

uti1ización por e1 embrión (11) ó a diferencias cualitativas en la 

parmeabilidad !Jl9mbranal (4). 

E1 envejecimiento acelerado disminuye la cantidad de los 

fosfol!pidos en la membrana celular. al mismo tiempo que la 

viabilidad, lo cual no ocurre en el envejecimiento natural (11). Se ha 

sugerido que la peroxidación de l!pidos principalmente los !osfol!pi

dos. constituyentes importances de la membrana celular. contribuye 

grandemente al deter~oro membranal aunque este evento por s{ solo. 

debido al corto periodo de vida media de los radicales libres, no 

puede ser el causante de todo el daño. aunque s! puede ser un compo

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

1.4 HOVILIZACION DE LAS RESERVAS EN CEREALES 

En la sección anterior se ha hecho referencia a los eventos 

bioqu!micos y fisiológicos que suceden en el embrión, y que participan 

~n l.!! =:en::!:::..::!~n.. h,¡¡cicndü hl.ncoplt! en que la falla o reta't'do de 

éstos, conducirán a la pérdida de la viabilidad de la semilla. 

Una vez que la semilla ha germinado. es decir. ha protu!do la 

rad!cula (7, 40), se inicia la fase de crecimiento heterotrófico de la 

p1intula. En esta fase de desarrollo, 1a plántula se encuentra incapa

citada bioquímica, fisiológica y estructuralmente para sintetizar los 

factores tróficos y energéticos ~ue soportarán su desarrollo. por lo 

canto. su crecimiento dependerá de la eficiente movilización del 

material de reserva almacenado en la semilla. así como de su adecuada 

asimilación por la plántula. 

A continuación se consideran los eventos bioqu~micos que ocurren 
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después de la germinación y que son indispensables para mantener el 

crecimiento de las semi1las germinadas. 

1.4.l Estructura y Composición Química de la Semilla de Cereal. 

Las semillas de cereales, haciendo hincapiG en la de trigo, 

constan de dos regiones bien definidas: la región axial y la región no 

axial. La región axial está conatitu!da por los ejes elllbrionarios que 

darán origen a una nueva plántula.y el escutelo, tejido quo adecúa 1os 

productos de la hidrólisis de las reservas para su asimilación por el 

eje embrionario (6). 

La región no axial está constitu!dll por el tejido de reserva 6 

endospeT1110 alm..idonoso. constitu!do principa1mente por células muertas, 

y la capa de eleurona, constitu!da por células vivas y sitio de origen 

de gran parte de las enzimas que participan en la hidrólisis de loa 

materin1es de reserva. 

El material de reser,a que contiene la semilla de trigo se puede 

clasificar de acuerdo a su disponibili<lád {46): las de consumo 

inmediato,· presentes en la región axial como son g1ucosa. rafinosa-y 

aminoácidos principalmente y que se conswoen durante la ilabibic16n 

(8); y las de consumo tardío. que se encuentxan en 1as regiones. uo 

axiales y para cuya utilización se requiere de hidrólisis previa (9) • . 
Esta tipo de reserva está constitu!da principal .. nte por carbohidracoa 

(almidón) 60-75X, prote!nas (glutenins) 10-lSX y pequeñas cantidades 

de l!pidos, minerales y vitaminas. Las reservas de utilización tard!a 

son utilizadas para mantener el cTecimiento heterotróf~co de la 

plántula (9). 

l.4.2 Mecanismo de Controi de la Movilizaci~n de Reservas. 

Durante el crecimiento heterotrófico. la plántula depende 
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únicamente de la Teserva alimenticia almacenada, cuya asimilación 

depende a su vez de los mecanismos que producen 1n transformación 

regulada de estas reservas a una forma que pueda ser transportada y 

asimi.lad& por las regiones en crecimiento de las plántula (48). Se ha 

establecido para cereales~ que el concrol en la movil~zación de laa 

reservas la efectGa el embrión, el cual libera ácido giberélico {AG} 

que induce a la capa de aleurona a llevar a cabo una serie de cambios 

metabólicos que resultan en la bios!ntesis y/o liberación de 'las 

hidrolasas necesarias para degradar las reservas del endospermo 

almidonoao (9,10). 

1.4.2.l Movilización de Carbohidrato&. 

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

endospermo almidonoso, está formado por amilosa y nmilopectina. Estos 

dos compuestos son degradados hasta glucosa por la acci6n conjunta de 

cuatro enzimas hidrol!ticas (8): alfa amilasa, beta amilaaa, alfa 

glucosidasa y enzimas desramificadoraa. La glucosa ~9 er:n:fO!'!M\dR 

posteriormente a sacarosa en el escutelo y cransportada al eje 

embrionario para ser utilizada por la ra{: y tallo en crecimiento. 

El AG induce la actividad de las siguientes eniZllllls l{ticas.{9}: 

(a} alfa amilasa [ EC 3. 2. l. l]: s!ntesis de "novo" en la capa de 

aleurona y liberación en forma vesicular. 

(bf beta gl.ucanasa [EC 3.2.1.39] s!ntesis de "novo" en l.a capa de 

aleurona. Se secreta simultineamente con la alfa-aaúlasa y es 

necesar~a pra disolver ~a pared celular de1 endospermo para que 

actúe la alfa-ami1asa • 

. (c} arabinoxilanasa [EC 3.2.l.8] {pentosannsas): es sintetizada de 

11novo 11 en la capa de nleurona, está encargada de modificar· la 
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pared celular de1 endospermo. 

(d) alfa-glucosidasa: [EC 3. 2. l. 20]: se sintetiza de "novo" en la 

capa de aleurona, Es la responsable de degradar la alfa y beta

mal~osa hasta glucosa. 

Por oera parte. el AG escimula l~ 3c~ivid&d de la beta-am:ll.asa 

[EC 3.2.l.2], la cual se encuentra presente en un 80% en grano no 

germinado de trigo. ' Esta es liberada por la acci6n de las proteinasas 

induci~~s por el AG de los cuerpos de glutenina, a los que se 

encuentra unido por puentes d~sulfuro. No actúa sobre la reserva 

almidonosa hasta que lo haya hecho la alfa-amilasa (9). 

1.4.2.2 Movili~ación de Prote1nas. 

En cereales, las proce!nas de reserva se guardan en dos si~ioe: 

les zTAnos de aleurona en la capa de aleurona y los cuerpos protéicoa 

del endospermo a1midonoso. Las prote!nas de cereal son ricaa en lo= 

amino&cidos prolina, leucine, glutamina y asparagina y deficientes en 

triptofano y lisina (6,37). Los aminoácidos producto de la hidr6liais 

de las proteínas de reserva, pueden ser util~zados en la síntesis de 

prote!nas por 1a pl.ántula en crec~miento o bien para proveer de 

energ!a mediante la oxidaci6n del esqueleto hidrocarbonado, deapu&s de 

la desaminaci6n (9). 

En cereales exist.en tres si.stemas proteol!ti.cos en oper_aci&n 

(9,25): 

(a) Un sistema proteo11tico que opera en la capa de aleurona y 

que provee de aminoácidos para la s!Dtesis de enzimas h~dro

l!ticas bajo el control del AG (alfa-amilasa, proteinasa, 

etc.). 
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(b) Un sistema para la movilización de las reservas en el endos

permo para el uso de la plántula en desarrolo. Está formado 

por dos proteinasas en cebada, una es secretada y sintet1znda 

por la aleurona (controlada por AG) y otra pre-formada en el 

endospermo y reactivada. En ma!z se conocen dos h1drolasas, 

una endopeptidasa y una carboxipeptidaso sintetizadas de 

"novo" (sin efecto de AG exógeno) que se requieren simul-

t&neamente para la hidr6lisis completa de la 

reserva a pequeños pépcidoo (37). 

(e) Un sistema en el escutelo, que hidroliza a 

péptidos -que son la forma de transporte de los 

proteína de 

los pequeños 

amino&cidos 

hacia el embrión para evitar la oxidación en e1 trayecto 

(37)- hasta los aminoácidos requeridos por las regiones en 

crecimiento. 

Existe evidencia que sugiere que los mecanismos de toma de 

carbohidratoü (sacarosa) y de aminoácidos (glutamina) por el embri6n, 

son 

que 

complecamente independientes (9), sin embargo, 

1a actividad de ciertas enzimas ind~cadoraa 

se ha encontrado 

de reacc:l.ones 

anebólicaa· (NR) (37), son aumentadas por la adici6n de glucosa, la 

evidencia anterior sugiere que el metabolismo de la plántula está 

regulado por las cantidades re1ativas de estos dos nutrientes. 

l.4.2.3 Movilizaci6n de Reservas Menores. 

La ficina (sal mixta de K, Mg y Ca del ácido hexafosf6r.ico de 

myoinositol), es la principal reserva de fosfato y elementos· 

micronutrientes (6), ésta es hidrolizada por la fitasa para dar 

fosfato, myoinositol y sales (K, Mg y Ca), que al parecer se transpor

tan al eje embrionario por difusión (10). En cereales, las partes no 
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axiales son fuentes ricas en fitina~ La f~tasa puede aparecer asociada 

a los granos de aleurona de la capa de aleurona {cereales) 6 a 1os 

cuerpos protéicos (dicotiled6neas) (10). 

El tejido de reserva es capaz de proveer de suficientes 

nucleótidos para el eje en crecimieneo, aunque éste c~cne ln capacidad 

de sintetizarlos a partir de los aminoácidos resultado de la 

hidr6lisis de las prote{nas de reserva (10). 

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

1..s condici6n indispensable para la germinaci6n, es la viabilidad 

del embri6n, mÍen~ras que el vigor se manifiesta durante el 

crecimiento heterotrófico de la plántula. Asimismo, la mavilizaci6n de 

las· reservas a1imenticias comienza despúes de que la- germinación ha 

cooclu{do y es la velocidad de movilizaci6n de éstas aunada a 1a 

capacidad del embrión para utilizarlas, la que determinaré el vigor de 

la plántula durante el periodo heterotr6fico. 

Generalmente, la pérdida de la viabilidad no va acompañada de un 

c<U:lbio sustancial en la cantidad de las reservas al1Dllcenadas (1). 

Aunque se han reportado algunos cambios en las cual~dades de las 

prote{nas de reserve. as{ como una hidr6lisis lilllitada da alaid6n y 

prote{na debido a la ectivaci6n de enzimas hidrol!ticas pre-foraad&a" 

en la selllilla (11). Cuando ocurre una hidrólisis importante en el 

material de reserva, es debido a la acci6n de m.icroorgan~saoa que 

utilizan el hidrolizsdo (azúcares. 

nutrirse (l,36,48). 

amJ.noácidos y l{pidos) para 

Actualmente se ha reportado una dismi.nución tanto en la bios!nte-

sis como en la activac~ón de ciertas en~imas h~dro1{ticas de1 1!1ater~al 

de reserva en las semillas deterioradas (1,11), aunque s51o ae ha 
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demostrado que la disminución en la bios!ntesis de la alfa-amilasa 

repercute en el vigor de la plántula (48). 

Al parecer una de las consecuencias del deterioro de las se~illas 

es la incapacidad.de movil~zación eficiente de las reservas, más que 

la párdida de éstas, traduciéndose en un vigor disminu!do y manifes

t&ndose como una menor vel~cidad de crecimiento de la plántula hetero

trófica. 

1.6 CAPAClTACION AUTOTROFICA DE LA PLANTULA Y SU RELACION CON LA 

EXPRESION DEL VIGOR. 

Una vez que la plántu1a ha agotado las reservas almacenadas en la 

sem:illa, requiere para &u crecit:úen~o y desarrollo de los factores 

tróficos y energéticos sintetizados por ella misma a partir de la 

función fotosintética y de asimilación del nitrógeno inorgánico (Ni) 

(50), por lo tanto, durante la etapa heterotrófica la plántula debe 

de~ar~ollAr la capacidad para realizar estas funciones, es decir, debe 

de capacitarse'pnra la autotrof!a. 

La capacidad de la plántula para c010petir por los nutrientes con 

las demis plantas y por lo tanto de sobrevivir y completar su ciclo de 

vida, dependerá del pronto establecimiento de la capa~idad 

autotrófica. 

En la literatura se encuentra que una consecuencia del deterioro 

de las semillas es el lento crecimiento y desarrollo de la plintula 

autotrófica (23). La evidencia anterior conduce a esperar que el 

proceso de adquisición de la autotrof !a se vea modificado por la 

disminución del. vigor de la plántula, ya que la expresión de éste 

último dependerá de la adecuada movilización y utilización de la 

reserva almacenada en la semilla. 
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1.6.l Bioquímica de la Adquisición de la Autotrof!a. 

Durante el crecimianto heterotTÓf ico de la plántula, el endosper

mo actúa como una fuente de factores tróficos y energéticos que sopor

tarán el crecimiento de la plántula. En esta etapa, la plántula se 

capacita morfológica. estructural y bioqu!micnmente para adquir~r su 

independencia y convertirse en un organismo autótrofo. 

EncendeTemos la autotrof!a como la capacidad d~ 1a pl&ntula para 

acoplar el metnbol~smo de la asimilación de carbono a través de la 

fotosíntesis (fototrof!a) al de 14 reducción del nitrógeno inorgánico 

(Ni) (azeotroUa), (49). 

La fotos!ntesis provee tanto de factores tróficos (azúcares) como 

de energ!a (NADH, NADPH y ATP), mientras que la reducción del Ni 

provee de factores tróficos (aminoácidos) pero requiere de poder· 

reductor. 

Las hojas verdes de la plántula, van convirtiéndose paulatinamen

te en fuente de factores tróficos y energéticos que serán translocadoa 

hacia las partes de la plántula que los requieran, adquiriendo paula

tinamente Su independencia del material de reserva. 

Una vez que el material de reserva se ha agotado, el abaatec~

llliento de factores tróficos y energéticos por ls fotosíntesis es una 

condición constante del crecimiento (35). 

El crecimiento vegetal esti regulado Por la interrelac16n entre 

las diferentes hormonas vegetales. Se ha observado durante 1a ontog~

nia de la hoja de papa, que durante la fase inicial del crecimiento 

hay un incremento notable en la actividad de citocininas, acompañada 

de una división celular intensiva y de un gran aumento en la síntesis. 

de clorofila y prote!na (35). Asimismo, se ha observado que los pro-



duetos de baj~ peso molecular del ciclo de Calvin, junto con el almi

d6n, juegan un papel imporc&nte en la regulación de lu fotoslntesis, y 

que una planta fotosintética deficiente en nitrógeno, acumula almidón 

en los cloroplastos, regulando con ello ln fotos!ntesis. 

La plántula adquiere el carbono heterotrófico a partir de la 

hidr6lisis del nlaterial de reserva, mientras que el carbono nutotrófi

co es adquirido n partir de la fijación fotosintética del COz. 

El nitrógeno heterotrófico es adquirido mediante la hidrólisis de 

las protc!nas de reserva en forma de aminoácidos y pequeños pitidos 

(37). EJ. nitrógeno autotrófico es obtenido por la plántula principal

mente. a partir de la reducción secuencial en dos pasos del n~trato a 

amonio. El primer paso es la reducción de nitrato a nitrito, cataliza

do por la Nitrato Reductasa (NR) dependient~ de NAD(P)H. El segundo 

paso, es la reducción del nitrito a amonio y es ca~alizada en el 

cloroplasto por la Nitrito Reductasa (NiR) dependiente de ferredoxina 

y ATP. El amonio se fija en el cloroplasto v!a la Glurnmino Sinretasa 

(GS) que catalizn la amidinación dependiente de ATP del gluramato a 

glutamina. El N-a~ido de la glutamina se transfiere al 2-oxoglucarato 

para formar glutamato. en una reacción dependience de ferrodoxina y 

ca tal izada por la Glutamato Sintasa (GOGAT). El grupo amino del 

glutamato puede ser transferido para formar aspartato y alan~na a 

partir de oxaloacetato, por las enzimas Aspartato Amino-Transferasa 

(GOT) y Alanina Amino-Transferasa (GPT), form&ndose además los demás 

aminoácidos a partir de glutamato, aspartato y alanina con el corres

pondiente 2-oxoácido y su transaminasa (12,18,30). 

Trabajos en hojas de cebada sobre las variaciones diarias de las 

~nzimns involucradas en la asimiliación del nitrógeno hasta aminoáci

dos, reportan que ls actividad de la NiR, GS y GOGAT es diez vece• 
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mayor para las dos primeras y tres para la Gltima que la actividad de 

la NR, tanto en el din como en la noche. Las cransaminasas estudiadas, 

casi no mostraron variación diaria (30). por lo tanto se cree que la 

reducci6n del nitraco a nitrito es el paso limitante en la cadena de 

reacciones de asimilación del nitrógeno y parece ser el sitio regula

torio clave (12,30). 

1.6.2 Interrelación de la Fototrof{a y Azeotrof!a Durante la Capaci

tación Autotróf~ca. 

En pl5ntulas de maíz, se ha observado que el 14co2 autotr6fico, 

es rápidamente m~vilizado hacia ios requerimientos energéticos de la 

plántula. mientras que el carbón heterotr6fico se utiliza preferen

cialmente para la producción de materia soca en las hojas (14). 

Por otra parte, se ha observado. que el ciclo de los ác~dos 

t:r1.carbox:ÍJ.1.cos (CA·J:C) en operación es esencial pu.ro pruvuci:1· da poder 

reductor (NAD(P)H), necesario en la reducción del nitrato y para 

proveer de los esque1etos hidrocarbonados necesar~os para la asimila

ci6n del nitrito en hojas iluminadas (41). 

El nitrógeno heterotrófico es brindado por la hidr61isis de las 

proteínas de reserva en forma de amino!cidos~y pequeños 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 la imbibición, en 

embriones de cebada (19), aunque la capacidad para reducir nitrato 

está regulB.da por el aporte de nitrógeno reducido del endospermo_. ya 

que se ha encontrado en diferentes sistemas de los aminoácidos son 1as 

formas nitrogenadas que primero se absorben en los tejidos vegetales 

(37,51). La actividad de la NR se ve regulada también por el aporte de 

azúcares provenientes de la hidrólisis del almidón de reserva. que 
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como fuente de ATP y NAD(P)H) aumentan la inducción tanto de la acti

vidad de la NR como de la síntesis de prote!nas (37). 

Utilizando la actividad de la PEPCasa como enzima marcadora de la 

autotrof!a (en este caso fototrof!a) en maíz. se ha encontrado que 

ésta se alcanza a loa siete d!as de iniciada la imbibición (14). 

Determinando loa niveles de las diferentes formas nitrogenadas en 

.. via de plintulaa de ma!z decapitadas, se observa que el aporte de 

nitrógeno reducido por el endospermo se termina alrededor .del 

catorceavo d!a (37). 

La evidencia anterior sugiere que primero se alcanza la fototro

f !a, dada la necesidad de energ!a y esqueletos hidrocarbonados para la 

reducción del nitrógeno y una vez establecida ésta, se hace imprescin

dible la reducción eficiente del nitrógeno inorginico para proveer de 

las prote!nas necesarias para soportar el crecimiento. A su vez, el 

proceso de reducc16n del n~trato, requiere de enersI• vor •llo e= 

neceaario que quede bien establecida la fototrof!a. Al parecer, estos 

dos procesos 

heterotrófico 

son interdependiente& durante la etapa de crecimiento 

y 

ocasionar una 

autotrof !a. 

l. 7 HIPOTESIS. 

cualquier falta de coordinación entre ambos .podría 

deficiencia en el proceso de adquisición de la 

De acuerdo a la información anteriormente expuesta, se propone la 

siguiente hipótesis de trabajo: 

1151. las plintulas provenientes de semillas deterioradas presentan 

una menor capacidad de crecimiento que las contr-ol, entonces en las 

pr~meras tanto el proceso de movilización de reservas, como la capaci

t.aci.6n autotrófica se encuentran disminu!das." 
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La capacitnci6n autotrófica comprende dos eventos interdependien

tés: por un lado, l.A fototrof{a (asimilaci6n de1 C02 atmosférico) y 

por el otro, la azeotrof!a (integraci6n del proceso de reducci6n del 

Ni al metabolismo general). Si alguno de estos dos eventos no se dan 

en e1 tiempo y en el espacio adecuados, ésto se reflejará en una .. nor 

capacidad de crec.t.mi~nto de la pl~ntula. 

En este trabajo se estudió solamente la posibilidad de que el 

proceso de reducción del nitrato sea e~ responsable de la menor capa

cidad de establecimiento autotr6f ico de las pl&ntulas de bajo vigor. 

1.8 O!U&TIVOS 

Para ratificar esta hipótesis, se proponen los siguientes objeti-

vos: 

l) Obtener una población de semillas deterioradas lo más h0100génes 

posible, la cual manifieste una velocidad de germinación y vi•bilidad 

similares al control, pero con una menor capacidad de crecim.ienco. 

2) &etudi.ar la capacidad de 1110Vilizaci6n de las reservas en pl&ntulaa 

provenientes de semilla control y deteriorada. 

3) &studiar la ontogenia de la nitrato reductasa en pl&ntulas control 

y de bajo vigor. 

4) Determinar la capacidad de establecimiento autotrófico de 1as 

pl&ntulas de ambos lotes a través de cuantificar la eficiencia que 

presentan para ccntinuar su desarTol1o utilizando No3- y C02 CC19'0 

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

2.1 REACTIVOS UTILIZADOS. 

Loe reactivos ucilizados en el desarrollo de este trabajo fueron 

grado analítico y empleados sin purificación posterior. A continuación 

•• anliata la marca y el reactivo empleado. 

J.T. BAJU:R: nitrato da potasio, etanol (96%), malta, sulfato de 

magnesio, hidróxido de potasio, molibdato de sodio, acetato de cinc, 

•cido clorh!drico, cloroformo, ácido sulfúrico. 

KEP.CK: agar, cloruro férrico hexahidratado, fosfato di,cido de 

potasio, aal disódica del EDTA, L-ciste!na~ sulfato de cinc 

heptahidratado, cloruro de calcio dihidratado, desoxicolato de sodio," 

reactivo de 7olin-Ciocalteau, sÚlfato de cobre pentahidratado, 

bruc!na, nitrito de sodio. 

SIGMA: B-nicotinamida adenin-dinculeótido raducido (NADH), metaaulfto 

de fenazina. N-(1-naftil)etilendiamina (NNEDA), sulfanilamida, 

aeroalblimina bovina. 

TECNICA QUIMICA: nitrato de calcio tetrahidr:~:do, hidróxido de sodio. 

QUIMICA J.V.C.: cloruro de sodio, tartrato de sodio y potasio. 

DISTRIBUIDORA TATCHER: lauril sulfato de sodio. 

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

PRODUCTOS QUlMICOS MONTERREY: ácido tricloroacético. 

Para desinfectar las semillas. ee utilizó una disolución 

blanqueadora de la marca CLORALEX con un 6% de cloro activo. 

Las disoluciones saturadas que se utilizaron para establecer la 

hw:nedad relativa de las c~maras de deterioro fueron preparadas 

u~ilizando cloruro de sodio y potasio grado céCnico y comprados a 

granel. 
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2.2 EQUIPO 

A continuación se enlista el modelo y marca del equipo utilizado 

en la ralización de este trabajo: 

Centr!fuga refrigerada de baja velocidad MSE R-6, centr!fuga de 

velocidad 111Sdia Bcclanan J2-21 rotor JA20, balanza anal!tica Mettler, 

balanza granataria Sartorious, espectrofotómetro l'ye-Unicam SP6-550 y 

Carl Zeiz PMQ II, potenci6metro Sargent-Welch Sci. Co. y Beclcman 

3550. baño de agua de temperatura controlada Equipar, hornos con 

circulación de aire forzado Felisa, Blue-M y Freas, incubadoras l.ab

Line. 

2.3 MATERIAL BIOLOGICO. 

En la realización de este trabajo, se utilizó semilla de trigo 

(triticum aestivum) variedad Sal""'8nca, cosecha 1984, tratada con 

fungicida. La semilla se guardó en un recipiente de p!istico 

herm&ticamenta cerrado y a 4ºC hasta su utilización. La semilla fue 

selecc~onada lo in.is homogéncmnente poslül~. ~=~ech~ndo para l.as 

pruebas aquellas aellillas con cualquiera de las siguientes 

caracter!sticas: endosper11t<> ó embrión rotos ó incompletos, eabr16n 

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

2. 4 METODOLOCIA DEL DETERIORO DE S!MILLAS. 

Para obtener la semilla deteriorada, se utilizó el aitodo de 

envejecimiento ace1erado, que consiste en eo11teter al lote de aea111aa 

a temperaturas y humedades relativas altas. Consideramos que la 

semilla deteriorada por este método es uh buen mode1o, representat~vo 

del deterioro por envejecimiento natural (22). 

Los d~ferences grados de humedad relativa fueron pioporcionados 

por las disoluciones sa~uradas de las siguientes sa1es. de acuerdo con 
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Winston y Bat:es (52): 75% humedad relat:iva (HR) con cloruro de sodio y 

85% BR. con cloruro de potasio. El 100% de HR se logra con agua 

dest:ilada pura. 

Las temperaturas constantes de 5°, 20°, 30° C fueron mantenidas 

dant:ro de incubadoras Lab-Line y las de 40°, 42° y 45º er. estufas de 

aira refor&ado Felisa y Blue-M, con una precisi6n de ::!:. 1 y ::!:. 2° C 

raapectivamenta. 

Lae clmaras de deter~oro fueron cajas de pláatico trans~arentQ de 

36.0 x 26.5 x 13.5 cm con tapa barmética. En el fondo de la caja se 

colocaba 1 de la disolución saturada correspondiente y luego un 

aoporte profusamente horadado para posteriormente colocar encima los 

contenedores y cerrar herm&ticamente. Una vez cerrada, 1a cámara era 

colocada inmediatamente en la incubadora 6 estufa, a la temperatura 

deseada. 

Después del tratamiento, la semilla era secada a temperatura 

ambiente por 24 h y luego guardada a 4oc. 

2.4.l Decerioro ft~elu~oJo 

Con la finalidad de explorar las condiciones de temperatura y HR 

adecuadas para obtener el mater~al biol6gico con el grado de.deterioro· 

Tequerido, se rea1izaron tres experimentos diferentes. explorando 

diversas comb~nac~ones de temperatura, humedad relat~va y tiempo 

(di•&· 2.1). 

Cada u~~dad experimental, está representada por una cond~ción de 

t•mperatura y humedad relativa. Se pesaron 240 g de semilla 

expm:Timental y se repartieron en 12 contenAdores de plást:ico 

profusamente horadados de s.o cm de diámetro x 6.0 cm de altura 

conteniendo 20 g de semilla cada uno. Cada muestreo se realizó con 
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cuatro repeticiones. 

2.4.2 Metodologra para la Optl1li~acci6n de las Condiciones de Deter1o-

~· 

Una vez Tcalizados los experimencos señalados en el diagr ... 2.1. 

se valor6 la influencia del contenido de hU111edad 1nic1al de la Re•illa 

en el deterioro.. Para ello se deterioraron dos lotes de seaS.lla po~ 

los siguientes mé~odos: 

KETOOO A. Contenido inicial de h"""'dad de la semilla 11%. Doa 

lotea de 100 g de semilla se colocaron en ceataa de pl,stico da 

15.5 x 26.0 cm formando una capa única en el fondo. Se 

' introdujeron en una clmara de deterioro a una humedad relativa 

del 85% y temperatura de 42ºC. haclendo la\lestr•os a los 

3,6,8,9,10 y 12 d{as. 

METODO B. Contenid~ inicial de humedad de la aesilla l7X. Se 

petiá~V~ 10 l~t~~ d• semillas de 10 g e/u y se colocaron en tubos 

de p1ást1co para centrifuga de 30 .i con rosca y se •sitaron 

durante 10 min en un vortex con 660 aicrol de agua deeioniaada 

para ajustar el contenido de humedad de la semilla a 17%. Poeta-

· riormente fueron so=~tidns a las alamas condiciones de t••peTatu-

ra y humedad relativa que el l>Mitodo A (diag. 2.2). 

La cantidad de agua requerida para ajustar el contenido de 

humedad de la semilla a 17% se calculó de acuaTdo con la alguien-

te fónnula (36): 

t'°" -
'X humedad de la muestra -] masa de a.gua • aasa de la 9"lest~a· 

100 - % humedad deseada 
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EXPERIMENTO I 

Cámara de deterioro al 75% 

(l l. de sisolución saturada 

de NaCl) 

20· 30º 40° 

Diag. 2.1 

EXPERIMENTO II 

lotee de 240 g de 

semilla 

colocar en 12 concenedores 

de 6.0 x 5.0 cm. de 20 g. 

e/u. 

Cámara de deterioro al 100% 

HR (l l. de agua destilada) 

EXPERIMENTO u:r 

Cámara de deterioro al 85~ 

HR (l l. de disolución sa

turada de KCl) • 

DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE OETERIORb ACELERADO. 



METODO A 

muestreo a los 3, 6 1 

8, 9, 10, 11 y 12 d!as 

LOTES de 100 g de 

semillas 

colocar ~n monocapa 

cámara de deterioro 
al. il!>J; de üR. 

(1 l. de disolución 
saturada de KCl) 

estuf:i. de ai 't'e 

forzado a 42°C 

secaT-B temperacura 

a~biente por 24 h 

METODO B 

dividir en 10 lotes 

de 10 g e/u 

agit~r con 64Q,,¡l de 
agua des~on~tacla en 
vortex por 10 lldn. 

guardar a 4°C 

por 24 h. 

muestreo a los l. 2, 

3, 4, 5 y 6 d{as 

Diag. 2.2 METODOS A Y B PARA DETERIORO ACELERADO. 
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2.5 METODOLOGIA PARA LA EVALUACION DEL ESTADO FINAL DE LA SEMILLA 

SOMETIDA A TRATAMIENTO DE ENVEJECIMIENTO ACELERADO. 

Inmediatemente después que el lote d~ semillas era sacado a la 

cáms.ra de deterioro se le determinaba el contenido de humedad para 

establecer el grado de hidratación de la semilla. Una vez secada a 

cemperatura ambiente por 24 h, se le determinaba: micoflora, para 

indicar la indeseada invasión por hongos de almacén; velocidad de 

germ1nac~6n y germinación acumulada a los días, para establecer el 

buen escado fisiológico y la viabilidad del loce de semillas y; el 

peso seco de la plántu1a, para evaluar el vigor. 

2.5.1 Concenido de Humedad de la Semilla. 

Cajas de aluminio de 5.0 cm de diámecro X 1.5 cm de alcura con 

tapa y numeradas, se limpiaban con algodón humedecido con etanol al 

96% y se pesaban en una balanza anal!tica Mettler. En la caja 

previamente pesada se colocaba una capa de semilla de trigo por 

determinar el conten~do de humedad y se tapaba de inmediato, 

destapadaS 1 se colocaban a secar en una estufa de aire forzado Freas a 

103ºC por tres días (36). Una vez transcurrido este t~empo, eran 

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 fre1!_._c_o de la semilla - peso seco de la semilla X 100 
peso fresco de lá semilla. 

c8da determinación fue hecha por duplicado. 

2.5.2 Micoflora. 

Muestras de ~5 semillas eran colocadas en 5 hileras de 3. 6, 7. 6 
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y 3 semillas respeccivamente en un oedio 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 diámetro (17). Cada determ1naci6n 

se hizo por duplicado de cada lote de semillas. Las semillas, 

previamente fueron agitadas vigoros~mente en unn disoluci6n etanó1~ca 

al 50%, para 

vigorosamente 

remover el fungicida y desinfectadas 

en una disolución de hipoclo~ito de sodio 

agitándolas 

al 2%. Las 

semillas una vez sembradas se pusieron a incubar en un cuarto de 

crecimiento a 26ºC + 2 durante 7 d!as. 

2.5.3 Medición de la Viabilidad y Velocidad de Germ1naci6n. 

La viabilidad del lote de semillas, fue det~rminádo como el 

porcentaje de germinación a los siete d!as de iniciada la imbibición. 

La velocidad de germinación. se deteradnó como el porcentaje de 

germinación acumulada cada 24 h, por un per!odo de tres d!as. Para 

determinar estos parámetros, se utilizó la siembra en "TACO". descrita 

por Tiburcio (48). Las semillas fueron germin~dae en la oscuridud.y; 

una temperatura de 26ºC ±2· 

2.5.4 Determinación del Vigor de las Semillas. 

El vigor de las semillas s~ midió e partir del peso seco· de la 

plántula, éste últilllo fue tomado como parámetro de crecimiento (48). 

Pa.ra ello se utilizaron las plántulas de la prueba de viabilid.ad. 

Una vez hecho el conteo del porcentaje de germinaci6nD~e pua~e~on a 

secar por separndo coleopcilos, ra!z y endospermos de las plántulas 

germinadas. a 60°C por tres d!as en una estufa de aire forzado Felisa. 

2. 6 NETODO DE SIEMBRA 

La semilla fue sembrada en hileras de 10 K 10 de acuerdo con la 

40 



t:écnica del "TACO" y puest.as a germinar a 26 ::!: 2ºC por tres dí'1s. Al 

tercer d!a. las sendllas germinadas eran transplantadaa a un soporte 

~erte de agrolita, ésta era utilizada nueva, lavada con agua destila

da y est.erilizada a 15 lb de presión durante 1 h. 

Una capa húmeda de agrolita de 4 cm de espesor, era colocada en 

el fondo de una charola de plástico, sobre la agrolita d~ colocaban 

las semillas germinadas y se cubr!an con una capa de agrolita de 2 cm 

de espesor. Las charolas se trasladaban a un cuarto de crecimiento 

adapt:ado, en el cual era mantenido un fotoperiodo de 14 h luz y 10 h 

oscuridad, con una intensidad de luz de 5 000 lux, proveniente de 

bulbos de neón de 40 W y a una temperatura de 28ºC. 

El germinado de trigo era sembrado con una densidad de población 

de 20 individuos/dm2 y regados diariamente a la misma hora con la 

misma cantidad de líquido, aproximadamente de 50 ml/dm2 (disg. 2.J). 

Para el riego i::tfl!- uti.li.7.f'hft Ago~ d~~!oni~etla 1 o !:d..oen une di~o1uc:!.ón 

nutritiva de Hoagland (24) diluída a la mitad con 6 sin nitratos, a un 

pH de 5.5 - 5.7. La soluci6n de Hoagland era preparada adicionand~ las' 

sales an el orden indicado en la referencia y siguiendo la indicación 

de lulccrlo en 1.5 l de agua con agitación cunstante y ajustando el pH 

con KOH antes de aforar a 2 l (49). 

2.7 COSECHA DEL MATERIAL BIOLOGICO. 

Las plánt:ulas e~an cosechadas despúes de 4 a 6 h de iniciado el 

fotop~riodo de luz, ya que en este tiempo la nitrato reductasa. 

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

plántulas que tuvieran el mismo grado de desarrollo, colectando la 

parte aérea y desechando ra!z y endospermo. Las canopias eran 

!mediatamente pesadas, lavadas con agua corriente y luego con agua 
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siembra en ~acos. en 

hileras de 10 " 10 

1 

geinn1.nación por 3 

dl'.ae a 26ºC 

1 
trnnsplante a agroli-
ta estéril, a una 
densidad de 20 

Uid./dm2. 

1 
crecimien~o con foto-
periodo de 14 h luz, 

10 h oscuridad. 

J 
riego diario con 

50 ml/dm2 de líquido 

Diag. 2.3 KE'TODO DE SI.l!MBRA 
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desionizada. quitando el exceso con papel secante. Inmediatamente 

después se proced!a a hacer e1 extracto enzimá~ico. En algunas 

ocasiones fue necesario guardar el material biológico, ésto se hacía 

envolviéndolo en papel aluminio, congelando en nitrógeno líquido y 

guardando a -7o0 c por un periodo no mayor de 7 d!as. 

De la mi.sma cosecha se tomaba una muestra no menor de 10 

plántula9 para determinar peso seco, poniendo a secar por separado 

partes aéreas, endospeT100 y ra!z (diag. 2.4). 

2.8 DETER.'ilNACION DE LA AC'rIVIDAD DE LA NITRATO REDUCTASA (ANR). 

2.8.l Obtención del Extracto Enzimático para la DeteT10inación de la 

~ 

De 1 a 2 g del material biológico (canopias) se cortaba en trozos 

pequeños y se congelaba con nitrógeno l!quido en un mortero. Una vez 

evaporado el nitrógeno, se hac{a la molienda hasta polvo fino y se. 

dejaba a temperatura ambiente. Cuando e1 polvo empezaba a descongelar

se. se pon!a el mortero en un baño de hielo y se le adicionaban 5 ml 

de buffer de extracci6n (25 mM KH2P04, 5 mM EDTA y 5 mM 1-ciste!na, pH 

7.8) (47). La suspensión formada, era rápidamente homogeneizada y 

f~ltrad~ 3 través de cuatro capas de gasa. El fi1trado se recibía en 

tubos de centrífuga corex de 15 ml previamente enfriados en baño de 

hielo, y centrifugado a 10 000 rpm en la centrífuga Beckman J2-21 

rotor JA-20 por 10 min a 4°C. El sobrenadante fue denominado como 

extracto crudo, y era utilizado inmediatamente para determinar la ANR 

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

2.8.2 Filtración Molecular del Extracto Enzimático Crudo. 

En la literatura se ha réportado que en extractos enzimáticos' 
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peso seco 
ra!z: 

desechar·ra!z 
y endospermo 

·preparación 
del extrac'i::o 

peso seco 

partes aéreas 

separar partes aéreas, 
raíz y endospermo de al 
wcnos 10 individuos. 

cosecha de población 
homogénea 

2. gr de tejido fresco de 
partes aéreas. 

lavar con agua corriente 
y luego con desioni:ada 

secnr con papel. 

congélar con nit~ógeno 
líquido y guardar a -70°C 

Diag. 2.4 COSECHA DEL MATERIAL B-3LOGICO 
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1 a 2 g de tejido íresco 

cortar en trozos pequeños 

congelar en nitrógeno líqUido 

moler en fr!o hasta polvo fino 

adicionar 5 inl de buffer de 

extracción /g de tejido fresco 

homogeneizar y f~ltrar á 
través de 4 capas de gasa. 

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

EXTRACTO CRUDO 

'Ensayo enzimático Filtración molecular 

Diag. 2.5 OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO CRUDO, 
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" . 

crudos de hoja de nui!z, la cantidad de nitrato end6geno. es capaz en 

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

vitre" (16). Por ello se ha optado por desalar el extracto enzim&tico 

ant.es de ensayar 1.a ANR. Por otra parte,. se conoce también que la NR 

es una enzima muy lábil que pierde rápidamente actividad v!ctima de 

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

luar la conveniencia de desalar el extracto enzimát~co antes de ensa-

yar l:i .A..NR "in vitro" en las condiciones de trabajo de nuesero labora-

cririo. 

El desaládo se llevó a cabo n travgs de una columna de Sephadex 

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

h y removidos los finos, ero empacada en una columna de Biorad de 1.8 

mm de diámetro x 30 crn de largo con un volumen de cama de 19 cm3 y un 

volumen externo de 12.5 cm3, determinado con azul Dexcrán 2,000. 

Previa utilización de 1a columna, ésta era equilibrada con 3 

volúmenes del volumen de cama de buffer de extracción y una vez 

u=!li=a~A, era lavada con 3 volúmenes de cama de.agua des~onizada. 

El volu:ien de extracto en:imático por filtrar nunca fue mayor a~ 

6 m1 y toda la operación fue llevada a cabo entre O y 4ºC (diag. 2,6). 

2.8.3 Ensayo de la Actividad de la Nitrato Reductasa. 

La ANR fue determinada midiendo 'la aparición de nitritos como 

producto de la reducción del nitrato, utilizando como donador de 

.electrones al NADR, de acuerdo a la siguiente reacción (12): 

NADR + + + 

El ensayo se llevó a cabo de la siguiente manera: en tubos de 

ensayo de 80 x 10 mm se adicionó 1.0 ml de disolución de nitrato de 
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determinar el Vext. 
con Azul ~extrán 

2000 

desechar volumen 
muerto 

:i!.:.:ratar por 12 horas la resin.:i. 

Sepahdex G-25 

Remover finos 

EmpO.car columna 

equiiibrar con buffer de 
extracción 3\"carna 

introducir el extracto crudo 

eluir con buffer de extracción 

colcctnr volumen externo 
(extracto desalado) 

ensayo enzimático. 

lavar con agua des
ionizada 3Veama. 

Diag. 2.6 FILTRACION MOLECULAR DEL EXTRACTO ENZll1ATICO CRUDO. 

. ~ - '." 

47 



Diag. 2.7 

-2 1.0 :nl KN0 3 10 M 

100 •j 1 NADH 5 m.'1 

50-300 4 l del extraco cnzimátk 
completar a 2.0 ml con buffe~ 

de actividad, 

incubar a 30"C por 20 min 

adici.onar 100 "'\ 1 de ac.etat.o 
de cinc l M. 

centrifugar a 3,000 rpm por 
20 min. 

adicionar 100 i l de metasulfa
to de fenazi1u1 304 M 

reposar a TA por 10 min 

tomar alícuota para deeerminar 
nitritos 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA NITRATO REDUCTASA. · 
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potasio 10-2M (preparado con buffer de actividad), 100 microl de NADH 

5 mM (recién preparado) y completando a un volumen de 2.0 ml menos el 

volumen del extracto enzimático, con buffer de actividad (100 mM de 

KllzP04 pH 7.5). La reacción era iniciada adicionando a la mezcla 

anterior de 50 a 300 microl del extracto ~nziaWt~co. La mezcla de 

reacción era incubada a 30°C durante 20 min, tiempo después del cual 

se adicionaban 100 microl de acecato de cinc ~ para dar fin a la 

reacción. Los tubos eran centrifugados a 3 000 rpm en la centrifuga 

MSE durante 10 ain. Al sobrenadante se le adicionaban 100 microl de 

una disolución de t:ictasulfato de f enazina 30 microM para. oxidar el 

NADH remanente, ya que éste interfiere con el desarrollo del color 

para detectar nitritos (49) y se dejaba a temperatura ambiente durante 

10 mi:n• Transcurrido este tiempo. se tomaba una al{cuota para 

determinar los nitritos producidos. La concentración de Nitrato 

Reductasa se expresó en nmol de nitritos producidos durante 20 min 

(diag. 2. ii. 

2.9 OPTlMlZAClON DE LAS CONDICIONES PARA MEDIR LA ANR. 

2.9.1 Efecco del Desalado en la ANR. 

Para veri.ficar si la ANR "in vitro" es afeccada por el 'desalado, 

se procedió.a determinarla en extracto crudo y desalado. para ello se 

crecieron plántulas de trigo control. regándose 24 h antes de la 

cosecha con disolución nutritiva de Hoagland + NO), y diar~amente con 

Hg-NO~. Una vez cosechado el lote, se extrajo la enzima y se determ~nó 

la ANR en el extracto crudo. pasando posteriormente el extracto pór 

una columna de filtración molecular y deter'minando después la 

actividad (extracto desalado). Los· resultados se rauescran en la fig. 

2 .. 1. Se puede obse:-vur que la Ai.~R "in vicro" en extracto crudo es 
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ligeramente mayor que en extracto desalado, sin embargo, la diferencia 

en Activ~dad no es significativa. Por ello, en los s~guient:.e~ 

experitnent:.os se ensayó 1a ANR e:·n ext:racto crudo. 

2.9.Z Efecto del Tiempo de Iluminación en la ANR. 

Se ha Teportado en ln litera.tura, que la NR ¡>osee una rit:.mici.dad 

circadiana afectada pro la intensidad luminosa, oás que por la cali.dad 

de la 1uz (31). También se sabe que ld ::R ::::::inifietttn v.iri.nciones 

diurnas pronunciadas. incrementándose en 50-100% de actividad dur~nte 

el fotoperiodo de luz, a diferencia de las demás enzitnas de la vía de 

asimilaci6n del nitr6geno inorgánico, cuya actividad no se ve afectada 

por la luz (30). Con la finalidad de establecer las variaciones 

diurnas de la ANR. se cosecharon plántulas de 9 dias de edad regadas 

continuamente con una disolución de Hg-N03~ adicionando los nitratos 

24 h antes de la cosecha y determinando al ANR a lns Z, 4, 6, 8 y 10 h 

de iniciado el fotoperiodo. En la fig. Z.2 ne puede observar que la 

ANR. máxi.ma se manif1.esta ent.re lt1b !. y 5 h df! 1ni.ciado e1 fotoperiodo, 

observándose un aumento en la prote!na soluble proporcional al tiempo 

de iluminación. En los experimentos posteriores, se decidió efectuar 

la cosecha del material biológico entre las 4 y 6 h de iluminaci6n. 

2.10 DETER.Ml:NACIONES ANALlTlCAS. 

Z.10.l Determinación de Nitritos. 

La deterMinación de los nitritos se efectuó colorimétricamente. 

siguiendo la reacción de formación da un complejo colorido entre el N

( l-naftil) etilendiamina (NNEDA) (B) con la sal de diazonio formada 

entre el nitrito y la ~alfanilamida en medio ácido (A) (46). 

tt+ 
A) NOz- + H2N-SOz-(Q)·NH2 ----+ ilz:l-502- @-N:ll+ 
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+ 

NNEDA Complejo colorido ]<max 540 run. 

En cubos de 80 x 10 mm se colocó una al!cuota de la muestra, 

conteniendo entre 4 y 4Q n mol de NOf, no mayor de l .O ml, se añadiú 

0.5 al de una disolución ácida de sulfanilamida (1% de sulfanilamida y 

10% de Scido tricloro acético en HCl 3~) y 0.5 ml de una disolución de 

NNEDA el 0.02%. 

La mezcla se dejaba reposar a TA durante 10 min, determinando la 

absorción del complejo colorido n 540 Tim. Al blanco· de reactivos se le 

adicionó 1.0 m1 de buffer de actividad en lugar de nitritos (diag. 

2.8). 

Para la curva patrón (fig. 2.3) se utilizó una disolución patrón· 

de nitrito de sodio 100 1 M recién preparada a parcir de un s~ock dc 

nitrito de sodio 100 mM que contenía 6.5 mM de NaOH para evitar la 

reducción del nitrito por el COz ambiental (49). 

2.10.2 Determinación de Prote!nas por el Método de Peterson. 

Las proteínas fueron determinadas de acuerdo cOn Peterson (39), 

modificación al Lowry original. En tubos de 80 x 10 tmn se colocaba una 

al:l'.cuota de 25 a 30041 conteniendo de 5 a 100 4 g de proteína y se 

completaba a 1.0 m.l con agua des~onizada, posteriormente se 

adicionaban 10011 de una disolución de desoxicolato de sodio al 

0.15%, agitando y dejando reposar a TA por 10 min. Una vez transcurri-. 

do esee tiempo, los tubos eran sumergidos en un baño de hielo y se les 

adicionaban 100 -'\ 1 de una solución de ácido .tricloroacético al 50% 
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al!cuoca no mayor de 1.0 ml 
~ompletar a 1.0 ml con buffer 

de acciv:!.dad 

adicionar 0.5 ml de sulfanila
mida al l:t 

adicionar 0.5 ml de NNEDA 
al o.02:t 

reposar 10 min a TA 

leer absorbanc1a a 540 nm 

Diag. 2.8 DETERMlNACION DE NITRITOS. 
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· Fig. 2.3 CURVA PATRON DE NITRITOS. 

Cada punto es la media de tres determinaciones inde
pendientes, realizadas por duplicado. (I) desviación 
estándar. 
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(previamente enfriado) y se dejaba reposar durante 15 min en baño de 

hielo. Acto seguido, los tubos se centrifugaban a 3 000 rpm por 15 min 

a 4ºC. El sobrenadante era deshechado por decantación y el exceso 

eliminado mediante papel absorbente de las paredes de los tubos. 

'A los tubos ya secos, se les adicionaba 1 .. 0 ml de agua 

desionizada y !.O ml del reactivo A (disoluci6n patr6n de tartrato-

carbonato de cobre, NaOH 0.8 N, lauril sulfato de sodio al 10% y agua, 

en relación 1:1:1:1, estable por dos semanas) y se dejaba reposar 

durante 10 min a TA. Transcurrido este tiempo, se adicionaban 0.5 ml 

del reactivo B (reactivo de Folin-Ciocalteau dilu{do en agua destilada 

1.:6 estable a TA en frasco 5mbar). se agita y se deja reposar a TA 

por 30 min (diag. 2.9). Se lee la absorvancia del complejo colorido a 

750 nm. 

La disolución patrón de tartrato-carbonato de cobre se preparó 

añadiendo 1entamence y con agitación una solución de carbonato de. 

sodio anhidro a1 20% a una solución de sulfato de cobre-tartrato de 

potasio. pnrn dnr una concentrnci6n finnl de 0.1% de sulfato de cobre 

pentahidratado, 0.2% de tartrato de sodio y potasio y 10% de carbonato 

de sodio anhidro (d1soluci6n estable a TA por dos meses). 

La curva patrón de prote!nas se hizo utilizando seroalbíim.ina 

bobina (SAB) en una concentración de graficando el 

logaritmo de ln nbsorbancia contra el logaritmo de la cantidad de 

prote!na en microgrnmos (fig. 2.4). 

2.10.3 Determinación de Nitratos. 

La cantidad de nitratos presente en las muestras, fue determlllada 

colorimétricamente, midiendo la absorción del complejo colorido 

resultante de la oxidación de la brucina (alcaloide de alta toxicidad) 

(46). 
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al!cuota entre 25 y 300 '-j l 
completar a l ml con agun aes

ionizada 

adicionar 100~1 DOC 0.15% 
agitar y reposar 10 ain a TA 

enfriar en b~ño de hielo 

adicionar 100-'j l de TCA 50% 
fr!o. agiear y reposar 15 min 

centrifugar a 3,000 rpm por 15 
min a 4•c 

quitar exceso de l!quido 

añadir 
y 

el de agua desionizada 
ml de -reactivo A 

agitar y reposar 10 min a 
TA 

adicionar 0.5 ml de reactivo B 
agitar y reposar por 30 min 

leer absorbancia a 750 nm 

desechar sobrenadante 

Diag. 2. 9 DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE PETERSON. 
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-log A 740 nm 

0.100 

o. 

0.600 

o. 
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... . .. . .. . .. . .. 
Fi~. 2.4 CURVA PATRON DE PROTEINAS. 

La cantidad de prote!na fue evaluada de acuerdo con Peterson (39), 
utilizando como patrón la seroalbGmina bobina (SAB). Cada punto ~s 
la media de por lo menos cinco determinaciones por duplicado. (I) 
desviación estándar. 
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Estructura de la brucina ó 10.11-dime 
toxiestrichn~na. 

En tubos de ensaye de 80 x 10 mm se colocaba la muestra de 25 a 

20041• conteniendo entre 5 y 40"1g de nitrato. completando a ml con 

agua des ionizada. Se adi.cionaban una disolución recién 

preparada de brucina al 5% en cloroformo y acto seguido se añadtan 2 

ml de ácido sulfúrico concentrado. agitando vigorosamente en vortex 

durante min ó hasta que la mezcla de reacción tomara un color 

amarillo. Se tenía especial cuidado en proteger cara y manos, ya que 

el ácido sulfúrico cre~itaba al concacco ~vn ~l :o~e~ l..st mezcla. de 

reacción se dejaba rep• a temperatura ambiente, debiendo tomar la 

CM:%c1n de reacción un color amarillo. Ya fr!a. se añad!a lentamente 2 

m.1 de agua desionizada y se agitaba vigorosamente hasta la total 

homogeneización de la mezcla. Se enfriaban 1os cubos en baño de hielo 

ó al chorro del agua y se leta la absorbencia del complejo colorido a 

410 nm (diag. 2.10). 

La curva patrón (fig. 2.5) fue determi.nada utilizando una 

disolución patrón de 200lg/ml de nitrato de sodio anhidro {secado a 

llOºC por l H). 
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alícuota de 25 a 200~1 
completar a 1.0 ml eón 

agua desionizada 

":>adir 25 :'!l. de brucina al 5:; 
y 2 ml de ac. sulfúrico. 

::sitar vi.gorosamente en vorte)~ 
un min. 

reposar y enfriar completament~ 
a temperatura ambiente. 

añadir 2 ml de agua 
des ionizada. 

agitar vigorosamente hasta la 
completa homogeneización. 

enf rinr al chorro del agua 

leer absorbanc:la a 410 nm 

Diag. 2.10 DETERMINACION DE NITRATOS. 
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Fig. 2.5 CURVA PATRON DE NITRATOS. 

Cada punto es la media de por lu.~enos tres determinaciones in
dependientes realizadas por duplicado. (1) desviación estándar. 
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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 requer!a para este trabajo; y la 

segunda, de los experi~cntos bioqu!mico-fisiológicos. 

3.1 RESU'LTADOS DE ENVEJECIMIENTO ACELERADO. 

La parte de deterioro o envejecimiento acelerado, se presentará 

como los resultados de tres experimentos independientes, los cuales· se 

utilizaron como base p~ra sel~ccionar las condiciones de deterioro 

adecuadas para obtener las semillas con las caracter!sticas requeri

das. 

3.1.l Efecto del Contenido de Humedad de la Semilla en la Velocidad de 

Germinación. 

Después de que la semilla es almacenada en condiciones de alta 

temperatura y humedad relativa (H.R.), gana dif~rentes cantidades de 

agua (tab. 3.1). Esto le permite activar ciercos procesos metabólicos 

~7) que podr!an oscurecer la evaluación del tracamiento en la pérdida 

de vigor. Para tratar de eliminar esta posibilidad se determinó el 

efecto del tratamiento de deterioro cuando 1s se~illa se secaba o nó, 

previo a las pruebas de germinación (tab. 3.1). Se utilizaron las 

condiciones de almacenamiento de 40º y 75% H.R.; 450 y 75% H.R. y 30º 

7 100% H.R. 

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

horas como para semilla húmeda recién sacada del tratamiento, se midió 

el % de germinación acumulada a diferentes tiempos y el coef~c~ente de 
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SEMlLLA llUMEDA (1) SEMILLA SECA (2) 

COND!ClONES DE PERIODO % CONT§ % DE GERMlNACION ACUMULADA + 2% EN LOS DlAS: 
ALMACENAM l ENTO NIDO DE -

11.R. Y TEMP. HUMEDAD 1 2 3 7 CVG(3) 1 2 3 7 

Control V ll).7:, 27 97 99 99 

. 75'.t llR; zo•c 3 13.4 30 66 96 96 0.56 15 60 97 97 

6 13.6 23 67 97 98 0.54 22 70 9:> 95 

10 13.3 15 76 98 98 0.49 17 68 85 94 

75% llR; 45"C 2 13.1 15 93 95 99 0.53 32 85 95 96 

4 13.0 5 90 97 97 0.49 22 77 92 95 

6 12.6 8 62 83 97 0.46 15 76 82 9) 

100% llR; 30ºC 3 20.6 25 90 95 99 0.56 22 82 93 97 

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 determinacioneB por duplicado. 

l) Semilla puesta a embeber inmediatnmente después del tratamiento. 

2) Semilla puesta a embeber después de haber sido secndn n TA por 24 h. 

3) CVG, coeficiente de velocidad de germinación, determinado al tercer d{a~ 

r n 
CVC: -~ (40) 

n - número de semillas germinadas por separado. 

o - ora del conteo. 

CVG 

u.'.)/ 

0.49 

0.49 

o.so 

0.56 

0.52 

0.53 

0.53 



velocidad de germinación (CVG). Los Tesultndos de estos expeTimentoe 

se compendian en la tabla 3.1, observándose que si bien en las prime

Tas 24 h de imbibición, el 1% de germina.ción acumulada es igual 6 un 

poco aiayor cuando 1n semilla está seca. en las siguientes 24 h y 48 h, 

este porcentaje se invierte ó d~sminuye para la semilla seca, siendo 

en todos los casos el % de germinación tanto a los tres como a los 

siete d~as menor para semilla seca que para semilla húmeda. También se 

observa en cada tratamiento que a medida qua au:ente el tiempo de 

en~ejecimiento acelerado, el porcentaje de germinación, tanto a los 

tTes como a loa siete dtas disminuye. Esta disminuci6n es más evidente 

en el caso de semilla seca que en la húmeda. 

Estos resultados parecen indicar que el pr~ceso de deterioro de 

la semilla almacenada bnjo condiciones adversas, i=plica cieTto daño 

que puede ser reparado mientras que la semilla se encuentTe en cierto 

gTado ·de hidratación constante, ya que si es secada y vuelta · a 

hidrataT, este daño se hace irTeparable, manifentándo'e en la 

diemi.nución del porcentaje de germinucióh.. De: acuerdo con est.os 

·~esultados, se pTocedió a secaT la semilla después de cada tTatamiento 

a TA poT 24 h. 

3.1.2. Selección de las Condiciones de Almacenamiento paTa la 

Obtención de Semilla de TTigo de Bajo VigoT. 

PaTa los prop6sitos de este tTabajo se TequeT!an condiciones de 

deteTioro tales que disminuyeran el vigoT de la semilla al1DAcenada sin 

afectaT en foTm& significativa la geTminaci6n de la misma, poT lo que 

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

agruparon en tres experimentos cuyos resultados se muestran a 

continuación: 
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3.1.2.1 Experimento l. 

Dado que se ten!an antecedentes en el laboratorio de la relativa 

facilidad con que la semilla de trigo se ve!a invadida por hongos de 

almacén a temperaturas y humedades relar.ivas altas (48), se planearon 

los experimentos ajustando de tal manera temperatura, hw:iedad y 

tiempos, para evitar la invasión de la semilla por hongos de almacén. 

El pri~er experimento, fue realizado utilizando una humedad 

relaciva baja, del 75% en una amplia gama de cemperaturas. El criterio 

del tiempo se mn.nejó en sentido inverso a la temperatura, esca es, a 

mayor cemperatura menor tiempo de tratamiento y viceversa. 

En los resultados mostrados en la tabla 3.2, se puede observar 

que a cemperaturas relativamente bajas de 20 y 30ºC, el porcentaje de 

germinación a los 3 y 7 díñs no Re v~ afectado ni aún a tiempos largos 

de tratamiento; no as! la velocidad de germinaci6n la cual se ve 

ligeramente retrasada, manifestándose en un coeficiente de velocidad 

de germinación (CVG) menor que para el control. Sin embargo, en los 

dos tratagiencos observamos que con el transcurso del tiempo de 

deterioro, el valor del CVG, aunque ligeramente menor que el control. 

permanece apreciablemente constante. 

En cuanto al peso seco de partes aéreas, con el cual medimos el 

vigor de la plántula, a 1os siete d!as de imbibición, observamos que 

ésce ese§ dentro del margen de error del control. 

A temperaturas a1tas de 40°, 42° y 45°c, se observa que a medida 

que transcurre el tiempo de tratamiento, el porcentaje de germinación 

a los tres días disminuye apreciablemente as! como la velocidad de 

germinación, que se manifiesta por una ligera y gradual disminucióñ en 

dl CVG. El porcentaje de germinación a los siete días, es decir la 
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% DE GER.'-ilNAC tON ~ 2%(2) PES0 3 

A !.OS DlAS : SECO 
TIEMPO 

Tr:ttPE:RATURA (d!.n&) % CH
1 

:tcy' l 2 3 1 
,1, 

C\'G ms/ lnd ::':: (J 

Control 10.75 ::'::o.os 27 97 99 99 o. 57 ". + 0.2 

20º 15 14.0 ::':: 0.3 10 90 97 97 0.51 N.O. 
5 

30 14,8 ~ 0.1 10 88 97 97 o.so 7 .1 :!:: 0.4 

4S 15.5 ::':: 0.2 12 89 97 97 0.51 N.D. 

30° 10 )3.8 :! o.o 20 73 97 97 0.49 7. 3 ::':: o. 2 

zo 14.0 :!: 0.1 20 75 97 97 u.t,9 N.D. 

30 14.2 :!: 0.1 

1 

20 7S 96 97 0.50 

1 
1. J .! O.ó 

40" 3 13.4 :!. o.o IS 80 98 98 0.5) 7 _¿ + 0.2 

6 13.6 :!: 0.1 22 70 95 98 0.49 B.! :!: 0.5 

10 13.) :.!: o. 2 

1 

17 68 85 95 o.so 7 .4 ::':: 0.2 

. 42" )0 13. 7 :!: o·. 2 17 66 85 95 0,49 7. 7 :!: 0.4 

17 16.1 ::':: 3.2 10 67 83 91, 0.48 7.7 ::':: 0.4 

28 13.3 :!: o.o B 62 80 92 0.47 N.D. 

4Sº 2 13. l :!: 0.1 Jl 85 95 94 0.56 7 .9 :!: 0.4 

4 13.0 :t o .. 1 22 77 92 96 0.52 B.O::':: 0.3 

6 12.6 :'.: O.J 15 76 82 93 0.53 7.5 :'.: 0.4 

Tabla 3.2 RESULTADOS DEL EXPERIMENTO l. (75% H.R.) 

l) X de cont:enido de Humedad de la tll!'milla. promedio de 4 rep~"?ticiones por duplicado. 

2) promcdiO de al menos 3 repeticioens con(]"'"' máxima - :!:: 2% (s~milln secada n TA/24 h) 

3) promedio de al tn&?OOS 3 repu~iciones (deturminuda ~ 60°C/3 d!ns). 

peso seco de partes ñereaG, 50 ind/rep. 

4) % de viabilidad 

5) N.D. no determinado 



viabilidad de las sem1llaa, se ve ligeramente disminuido con el 

transcurso del tiempo de envejecimiento, aunque nunca es mayor del 7%. 

El vigor de la plántula, manifestado como aumento de peso seco de las 

partes aéreas a los siete d{as de imbibición, no se ve disminu!do aún 

a tiempos 1argos de tra~amiento, por el contrario, a 45º a 2 y 4 d!as 

y 40º y 6 d!as se ve ligeramente aumentado con respecto al control. 

Los resultados antcr~ores indican que los ~ratamientos aqu{ 

utilizados, si bien son capaces de disminuir la velocidad de 

germinación de las semillas sin disminuir apreciablemente su 

viabilidad, no lo son para discinu!r también el vigor de las mismas. 

El contenido de humedad de la semilla en todos los trata~ientos 

es bastante bajo, observándose contra lo esperado, que e1 contenido de 

humedad de la semilla eH menor a ~ccpcraturns altas para una· m1.sma 

humedad relativo. lo cual sugiere una falla en el sellado de la cámara 

de deterioro. que a mayor temperatura se hace ineficiente para 

mantener l~ 

a~pcri:entcs 

3tmósfera húmeda constante. por lo 

ro~t~riores se hizo especial hincapié 

hermético de las cámaras. 

que para loa 

en el sellado 

Ya que el tratamienco de 75% H.R. aún a temperaturas alcas y en 

los tiempos límites a la aparición de hongos de almacén, no produjo la 

disminución en el vigor, se probó con unR H.R. del 100%. 

3.1.2.2. Experimento 11. 

Se utilizó una H.R. del 100% y temperaturas de 50, 20° y 30ºC a 

tiempos bastante cortos, ya que la alta humedad que adquiere la semi.

lla, propicia la aparición de hongos de almacén. 

En la tabla 3.3, se muestran los resultados de este experimento. 

donde se observa que en ningún cnao existe una disminución apreciable 

ni en la velocidad de germinación (CVG) ni en el porcentaje de 
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% DE GERMlNACION 2 + 2% PES03 
-

TIEMPO n los d!as: SECO 
TEMPERATURA (d!as) % C.H. l ±<r l 2 ) 74 C'IG mg/ind ±(f 

Control 10. 75_:!: o.os 27 97 99 99 o. 57 7.4 + 0.2 
s• 10 23.8 + 0.3 - 30 90 95 95 0.57 N.;.s 

15 27.l :!: 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° 1 15.S :!: o. 3 12 80 98 98 0.49 7.4 ± 0.5 
2 18.6 + - 0.7 37 90 95 98 0.60 8.8 + 0.2 -
3 20.0 + 0.4 25 83 - 93 99 0.54 8.4 .± 0.2 

30° l 16.0 :!: 0.2 20 83 98 98 0.51 7.5 ± 0.3 
2 19.3 :!: 0.4 40 92 95 97 0.62 8.6 + 0.7 -
3 20.6 :!: 0.4 22 82 93 97 0.53 8.3 + 0.5 -

Tabla 3.3 RESULTADOS DEL EXPERlMENTO Il. (100% 11.R.) 

1) Contenido de humednd de la semilla. promedio de 4 repeticiones por duplicado. 
2) promedio de a1 menos 3 repeticiones con (Í máxima • ± 2% (semilla secada n TA/24 h) 
3) promedio de al menos 3 repeticiones (determinada a 60ºC/3 d{as). 

peso seco de partes áereas, 50 ind/rep. 
4) % de viabilidad 
5) N.U. no determinado. 



germinación a los 3 y 7 d!as, ni en el vigor de la plántula (peso seco 

de partes aéreas). 

En dos casos se observa un ligero aumento en el CVG del 5.3 y 

8.8% para 20° y 2 días y para 30° y 2 d!as respectivamente, que 

corresponden a un marcado aumento en el peso seco de partes aéreas de 

la plántula a los siete d!as de imbibición de 1.4 y 1.2 mg que 

representan un 19 y 16% con respecto al control. 

Estos resultados sugieren una posible invigorización (23) da la 

semilla debido al alto contenido de humedad. que en corto plazo y a 

temperaturas óptimas induce a la semilla a germinar más rápidamente 

que el control. A1 parecer, con este tratamiento se ponen en marcha 

los ~ecanismos de la germinnci6n, que sin dañarse al ser secada la 

semilla y volverse a imbibir. permiten que la germinación prosiga su 

curso noTI11Slmente y adelantada en el tiempo. Esta pronta germi.nación 

se manifieste en un aumento en la acumulación de peso seco en la 

canopia medido a los siete días, lo cual la hace una plintula m.!is' 

capacitada para sobrevivir en un medio adverso •. 

3.1.2.3. Experimento III. 

En este experimento se prob6 con una hum~dad relativa de 85% que 

permitiera aumentar el tiempo de tratamiento y la temperatura. 

En la tabla 3.4, se muestra que a las temperaturas de 200 y JQOC, 

la germinación al tercer día disminuye ligeramente al transcurrir el 

tiempo de tratamiento, al igual que la velocidad de germinación~ 

aunque el CVG permanece apreciab1emente constante. La viabilidad de la 

semilla disminuye ligeramente un máximo del 5% para 30 d!as de 

tratamiento a J0°c, mientras que el vigor para ambas temperaturas.· 

medido como peso seco de partes aéreas a los 7 d!as de imbibición de 

la semille, permanece dentro de los límites del control, observándose 
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% DE GERMINACION 2 
± 2% a PES03 

loe d!ae: SECO TlEMPO 
1 74 CVG TEMPERATURA (d!as) %C. !l. ± cr l 2 3 I:>g/:l.nd ± (J" 

Control 10.75± 0.05 27 97 99 99 0.57 7.4 ± o. 2 
20° 5 16. 7 ± 0.2 o 87 98 98 0.47 7.5 ± 0.6 

10 17.0 ± 0.2 N.D. 5 N.D. N.D. 98 N.D. 7 .8 ± 1.1 
15 17:4 ± 0.1 N.D. N.D. N.D. 98 N.O. 8.0 ± 0.2 -- -----

. -·~ -- --
30º 6 

·.· 16:2 + o.6 20 85 97 98 0.52 7.3 ± 0.1 
9 15~9 ± 0.2 18 90 98 98 0.53 7.1 ± 0.5 .. 

·16 16.4'± 0.3 18 86 96 96 0.52 8.3 ± 0.3 
30 16-.9±0~3 15 80 95 95 o.so 8.4 ± 0.7 

42° 5 14.3 ;!:0.4 18 88 96 96 0.53 7.2 ± 0.3 
10 13~3 ± 0.4 15 70 94 95 0.47 B.O± 0.8 
17 15.1 ± 0.5 5 50 80 88 0.43 6.7 ± 0.2 
21 16.0 ± 0.4 o o o o - -

Tabla 3.4 RESULTADOS DEL EXPERIMENTO lII. (85% H.R.) 

l) Contenido de humedad de la semilla. promedio de 4 repeticiones por duplicado. 
2) Promedio de nl menos 3 repeticiones con O- máxima • + 2% (semilla secada a Ta/24 h) 
3) Promedio de al menos 3 repeticiones (determinadas a 60°c /3 d!as) 
4) % de viabilidad 
5) N.O. no determinado. 



un ligero aumento a tiempos largos de los dos tratamientos. Este 

aumento corresponde n una pérdida de la viabilidad de la semilla, la 

cual puede contribuir a eliminar individuos pequeños de la población y 

aumentar el peso seco promedio de la población muestrada. 

Para el cratamiento de cayor temperatura {42ºC). al transcurrir 

el tiempo de trncamiento. se observó una marcada disminución en la 

germinac1.Ón a los 3 d!~c 3S! como una disminución en la velocidad de 

germinación, disminuyendo el CVG considerablemente a 1os 17 d!as de 

tratamiento. En este mismo lapso de tiempo, l.a viabilidad disminuye 

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

a los 21 d{as de tratamiento. 

En cuanto a1 conteni.do de humedad de ln semilla, ésta aumencó con 

el tiempo de almacenamiento. y es menor a la misma temperatura que 

para el tratamiento de 75% H.R. como era lo esperado. Sin embargo. se 

observó que la desviación estándar en el contenido de humedad a 85% 

H.R. es mayor qu~ p~=~ le corTespondiente temperatura a 75% H.R. Este 

últi~o hecho se reflejó en una mayor desviación.estándar en el peso 

seco de la población muestreada al 85% que al 75% H.R. a las mismas 

temperaturas. Estos resultados nos condujeron a suponer que la forma 

de los contenedores no permit!3 que la población de semillas tomara 

humedad homogéneamente, ni que todas las sem.i.llas tuvieran la ~ama 

disponibilidad de 02, creándose microambientes diferentes dentro del 

mismo contenedor que hac!an que la población de semillas se deteriore 

heterogéneamente. 

El vigor medido como peso seco de partes aéreas a los siece d!as 

de imbibición, también disminuyó drásticamente a los 17 d!as de 

tratamiento. 

Los resultados anteriores indi~aban~ que se pod!a obtener semilla 
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deteriorada, de bajo vigor pero con viabilidad similar a la .del 

control, entre loe 10 y 17 d!as de tratamiento a 85% H.R. y 42ºC. 

Estas condiciones fueron lan que se escogieron para obteneT las 

semillas deterioradas. 

3.1.3 Optimización de las Condiciones de Almacenamiento para Obtener 

Semillas Deterioradas. 

A la luz del experimento 111, se tenían las condiciones 

tentativas de deterioro de 85% H.R. y 42ºC entre 10 y 17 d!as de 

tratatrdento, que permitir!an obtener una poblac~ón de semillas 

deterioradas con una viabilidad semejante al control. Con la finalidad 

de encontrar el pcr{do de tiempo exacto que permitiera obtener las 

semillas con el grado de deterioro deseado, se probaron dos métodos, 

los cuales difieren únicamente en cuanto al contenido inicial de 

humedad de la semilla. En el método 1, el contenido de humedad de la 

9~milla se equilibraba lentamente con la cámara de deterioro, llli.entras 

que por el método 2, el contenido de humedad da la semilla se ajusta 

daada al principio a un 17% (ver material y mitodoa). Por lo de-'•• 

los do• aé~odoa son similares, ya que en ambo~ se mantiene una humedad 

ralatiV3 del 85% y una temperatura de 42°C y las se~llas colocadas en 

1D0nocapa para facilitar una humectación y disponibilidad de oxígeno lo 

mis homog¡nea poa~ble. 

En las tablas 3.5 y 3.6 se muestran los resultados de la 

caracter~zación de las semillas deterioradas por los métodos y 2 

respectivamente. En ambos métodos se observa que al aumentar el tiempo 

de tratamiento, disminuyen: la velocidad de germinación, m~dida como 

una disudnución en el CVG; el porcentaje de germinación tanto a los 3 

como a los 7 d!as y; el vigor, medido como aumento de peso seco en 
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TIEMPO 

d!as 

º1 

3 

6 

8 

9 

10 

11 

12 

1 

% c.11. 2 % GERMINACION ACUHULADA3 PESO SEC04 

:to- :t 2% a los días: 
CVG 

1118 I canopia 

1 2 3 7 

10.7 ! o.o 22 97 99 99 0.57 N.D. 

15.3 :t 0.1 18 88 98 98 0.52 10.l 

15.3 ! 0.1 
1 

15 70 94 94 0.48 9.51 

15.3 ± o.o o 60 90 90 0.43 9.0j 

15.6 ! 0.1 o 28 60 88 0.39 8.05 

15.7 :t 0.1 o 15 30 84 0.40 8.29 

15.5 ± 0.1 o 10 25 75 0.38 6'.51 

15.5 :t 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 l. (85% H.R.; 42°C; 11% CH) 

1) Tiempo cero es el control 

2) Contenido de Humedad. cada número es el promedio de 4 repeticiones 
por duplicado. 

3) Promedio de dos repeticiones con(J'" mlix :t 2%. Cada repetición 

fue de 100 ind. 

4) Promedio de dos repeticones. Cada repetición fue de 25 ind. 
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TlEMPO % C.H. 2 % GERMINACION ACUMULADA) PESO SEC04 

:!: 2% o J.os días: CVG 
DIAS :t<r mg/canopia l 2 3 7 

ol 17 .2 :!: o.o 20 90 98 98 0.53 10.10 

1 24.4 ± 0.2 15 90 96 96 0.52 9.31 

2 24.8 :!: o.o 18 89 95 95 0.53 8.70 

4 23.3 ± 0.2 13 79 83 90 o.so 8.10 

5 22.l + o.o o o 15 60 0.33 6.31 -
6 23.9 + o.o o o o 20 - 5.10 -

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

NACION. VIABILIDAD y vrr.oR DE SEM!LL~ DETEP.!OP ... .DA POR 

EL METODO 2. (85% H.R.; 42"C; 17.2% C.H. ajustada). 

1) Tiempo cero es el control, con humedad ajustada al 17% y guardada a 4ºC 
por 24 h. 

2) Contenido de humedad. cada número es el promedio de dos repecicones. 

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

4} Promedio de dos repeticiones. Cada repetición fue de 25 ind. 
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conopia al 70 d!a de iniciada la imbibición. Sin embargo. en el 

deterioro logrado por el método 2 éstos parámetros disminuyen más 

rápidamence con el tiempo que por el método l. 

Por el método 1, la semilla que presenta las carocter!sticas de 

producir plánculas de b.o.jo vigor con velocidad de germinación y 

viabilidad semejantes al contol, es la tratada durante 8 d!as, mien

tras que por el método 2 es ln tratada por 4 d!as. 

De acuerdo con estos resultados, se seleccionó deteriorar la 

semilla por el método 2 durante 4 días, es decir, se escogió ajustar 

el contenido de humedad inicial de la semilla a un 17% y deteriorarla 

a 85% H.R., 42ºC y cuatro d!as de tratamiento. Estas fueron las 

condiciones de envejecimiento acelerado que se escogieron para obtener 

la semilla deceriorada que se utilizó en el resto del crabajo. 

Una vez que se obtuvo el material biológico con las 

caracter!scicas deseadas de vigor y viabilidad, se procedió a estudiar 

la influencia de la velocidad de movilización de reservas en la 

capacidad de la plántula para establecerse como Organismo aucotrófico. 
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3.2 RESULTADOS BlOQUlMICOS Y FlSIOLOGICOS 

3.2.l Velocidad de Movilizaci6n de Reservas en Plántulns Control y de 

Bajo Vigor. 

Después que ha genn.inado, el embrión inicia un periodo de 

crecimiento heterotrófico dependiente únicamente de la movilización de 

las reservas almacenadas en el endospermo, durante el cual, debe de 

capacitarse estructural, morfológica, fisiológica y bioqu{mic3mcnte 

para establecerse como organismo autótrofo. Para determinar· la 

duración de éste periodo se determinó la cinéeica de movilización de 

las principales reservas, ya que se espern que cuando éstas se hayan 

agotado, la plántula haya adquirido o esté adquiriendo la capacidad 

para establecerse como organismo nutótrofo. 

3.2.l.l Cinética de Movilización de las Reservas de Plántulns de Trigo 

Control y de Bajo Vigor. 

Durante el ~rpc~miento heterotrófico, las plintulaa crecen a 

expensas del material de reserva almacenado en el endospermo. 

midió la cinética de movilización de reservas 

por lo 

como la que se 

disminución de peso seco en el endospermo y acumulac~ón dei aismo en 

ralz y canopia. Este e~perimento se realizó en plántulas de trigo 

control y de bajo vigor crecidas en la luz y regadas únicamente con 

agua deaioni%ada. 

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

durante los primeros d!as de crecimiento, del 4° al s0 d!as para 

coleoptilo (fig. 3.1 A) y del 4° al 10º d!n para ra!z (fig. 3.1 B), la 

acumulación de materia seca es mayor en plántulas control que en las 

provenientes de semilla deteriorada, llegando a igualarse e inclusive 

superando las de bajo vigor a las de alto vigor e~ d~P.S posteriores. 
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En cuanto al consumo del material de reserva. se puede observar 

que éste (fig. 3.1 C) es consumido n una velocidsd constante y similar 

hasta el 8º d!as para endospermos provenientes de semilla control y 

hasta el 10º d!a para los de semilla deteriorada. Los resultados 

anteriores sugieren que basta los 8 dlas de crecimiento, la menor 

capacidad de ~cu::.ulación de materia seca tanto en raíz como en 

coleopti1o por las plántulas de bajo vigor. es debida a un retraso en 

la movilización de lo reserva almacenada en el endospermo. 

Por otra parte, también sugiere que el aumento en peso seco. 

tanto en ra!z como en canopia, durante los primeros ocho días de 

iniciada la imbibición para plántulas control y 10 d!as para plántulas 

de bajo vigor, se debe fundamentalmente a los factores tr6f~cos 

provenientes de la hidrólisis del material de reserva. De acuerdo con 

esto. se puede deducir que la transición de la hecerotrof!a a la 

aulutrof !u ~= ~rcduc~ Alrededor del 8º para plántulas control y 10º 

d{a para plántulas de bajo vigor, en estas condiciones. 

3.2.1.2 Efecto de las Sales Minerales en la Ci~¡tica de Crecim~ento 

de Plántulas de Trigo Control y de Rajo Vigor. 

Una vez demostrado que lBs pl~ntulas provenientes de semilla 

concrol manifestaban una mayor velocidad de crec1m1.enco. medido como 

acumulación de peso seco, que las plintulas se semilla deteriorada. •• 

estudió el efecto. por un lado. de las sales minerales (-Ni). y por 

otro, del nitrógeno inorgánico (Ni} sobre los patrones de crecimiento. 

Para lograr este objetivo. se crecieron plántulas de trigo control y 

de bajo vigor en la luz, regándolas diariamente con una soluc~ón 

nutritiva de Hoagland sin nitratos (Hg-N03-) (efecto de sales 

minerales) y con solución nutritiva de Hoagland con nitratos (Hg+No3-) 

(efecto del Ni). 
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Para efectos de comparación, en la fig. 3.2 y 3.3 se muestran los 

patrones de crecitili.ento de plántulas cc.ntrol y de bajo vigor 

respectivamenteJ en donde puede observarse que durante el crecimiento 

heterotrófico el desarrollo de la plántula control (7 d) o de la de 

bajo vigor, es indepen~iente de los nutrientes exógenos adicionados. A 

part~r.de este momento, depende del aport~ ~xógeno de ~~les minerales. 

Una vez que se han agotado las reservas del endospermo, la capacidad 

para acumular peso seco es similar en plántulas control y de bajo 

vigor (fig. 3.4). Este patrón se observa tanto en raíz (fig. 3.4B) 

como en canopia (fig. 3.4 A). 

Cuando se determina el patrón de acumulación de peso seco en 

plSntuloa regadas con sales minerales entre las cuales se incluye el 

N03- (Hg+N03- fig. 3.5), la raíz de ambos tipos de plántulas acumulan 

peso seco con la mismn eficiencia (fig. 3.5.B), ·mientras que la 

canopia de plintulas de bajo vi~or nunca :lc~n~en ln ef~ciencia 

presentada 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 autotrof!a y en ausencia de Ni exógeno, las 

plántulas control y las de bajo vigor. son igualmente eficientes en 

acumular maceria seca (fig. 3.4), lo que sugiere que la capacidad para 

fijar COz es similar en ambos casos. Sin embargo. cuando el Ni se 

encue11tra en el medio de crecimiento las plántulas control acumulan 

mayor cantidad de peso seco que las deterioradas. Esto último, podría 

deberse al hecho de que en plántulas de bajo vigor la asimilación del 

nitrógeno y/o la integración del mismo al metabolismo general esté 

disminuído con respecto al control. 
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3.2.2. Efecto del Deterioro en la Integración del Metabolismo Nitroge

nado al Metabolismo Hidrocarbonado. 

Para estudiar la integración de los metabolismos nitrogenado e 

hidrocarbonado. se optó por determinar el contenido de, prote!na en 

canopias de plántulas de trigo control y de bajo vigor, ya que es en 

ésta parte de la plántula donde se manifiesta más evidentemente tanto 

el efecto del deterioro durante el crecimienco heterotrófico as! como 

el del aporte nitrogenado durante el crecimiento autotr6fico. 

La s!ntesis de proteínas es un evento que requiere además de una 

fuente de nitrógeno, una de energ!a y una de esqueletos hidrocarbona

dos para su eficiente funcionamiento. Estos dos últimos son proporcio

nados durante el periodo heterotrófico por la hidrólisis del material 

de reserva y durante el periodo nutotrófico por la fotosíntesis. Es 

por ello que la síntesis de proteínas es un buen indicador de la 

integración del metabolismo nitrogenado e hidrocarbonado. Llamaremos 

proteína heterotróf ica a aquella sintetizada a partir del nitr6geno 

presente en el material de reserva y prote!na autotr6fica a la sinte

tizada a partii de una fuente exógena de nitrógeno. 

3.2.2.l Efecto del Deterioro en la S{ntee~s rie Prote!na 

Heterotrófica. 

Para estudiar este efecto, se determ:ln6 el contenido de prote!na 

en canopias de plántulas de trigo control y de bajo vigor, regadas con 

una solución nutritiva de Hg-NO) crecidas en la luz. La proteína total 

se extrajo de material seco en 0.8 N de NaOH y se determinó por el 

método de Peterson, o bien, la proteína soluble se extrajo de material 

fresco en el buffer de extracción (ver material y métodos) determina

dos de la misma manera. 
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La proteína total en canopias de plántulas de trigo control es el 

doble de la proteína soluble (fig. 3.6 A) y ambos patrones mostraron 

el mismo comportamiento durante todo el periodo de tiempo estudiado. 

Por esta raz6n las determinaciones posteriores se hicieron en base a 

la proteina soluble. 

Los patrones de s!ntesis de proteína soluble de canopias control 

y de bajo vigor (fig. 3.6 B), muestran tres fases. Una primera fose de 

síntesis lenta de proteinas del 4° al 6º d!a; una segunda fase del 6º 

al 100 día a una mayor velocidad para canopias de bajo vigor que las 

control y; una tercera fase estacionaria después del 10º día. La 

cantidad de prote!na soluble sintetizada por las canopias de bajo 

vigor es menor que el control hasta el 8° día de iniciada la imbibi

ción, para posteriormente igualarse (fig. 3.6 B). 

Los resultados anteriores sugieren que la s!ntesis de prote!na 

heterotr6fica se encuentra disminu!da con respecto al control. Esta 

menor cantidad de proteína manifiesta una falta de coordinación y/o 

integración entre el metabolismo hidrocarbonado y nitrogenado en cano

pias de bajo vigor durante el periodo heterotrófico (antes de los 9 

~-

3.2.2.2 Efecto del Deterioro en la Síntesis de Proteína Autotrófica. 

La proteína autotr6fica se determinó como la diferencia en el 

contenido de proteína de canopias de crigo regadas con disolución 

nutritiva de Hg+NOj menos la proteína de canopias de plántulas regadas 

con Hg-NO). 

Para esto, se crecieron en la luz plántulas de trigo contrOl y 

decerioradas regándose diariamente con una solución nutritiva de 

Hg+N03~ La proteína total y soluble~ se extrajeron y determinaron en 
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Fig. 3.6 VARIACION EN EL CONTENIDO DE PROTEINA HETEROTROPICA 
EN CANOPIAS CONTROL Y DE BAJO VIGOR. A, Contenido 
de prote!nas en canopias control regadas con Hg
No3-: (--<>-4 proteína total; (-o-) proteína soluble. 
B, conÍenido de proteína soluble en cano~ias 
regadas con Hg-N03- (--) canopias control; (_._ ) 
canopias de bajo vigor. Cada puneo es la media de 
por lo menos dos experimentos independientes 
realizados por duplicado. · 
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~a forma anterioT111ente descrita. 

En la fig. 3.7 A, se puede obseTvar que el contenido de 

prote!na tanto total como soluble en canopias control, aumenta con la 

edad de la pl¡ntula, siendo del 4° al 6º día el doble de la segunda. 

Esta ~elación aumenta con la edad de la plántula hasta ser el triple 

del 9° d!a en adelante. Sin embargo, ya que las dos siguen la mismn 

tendencia. se decidió utilizar con fines comparativos el contenido de 

prote!na soluble, por ser de más fácil extracción. 

En e1 patrón de contenido de proteína soluble en canopias control 

y de bajo vigor, regadas con N03- (fig. 3.7 S) se observó que la 

cant~dad de prote{nas es siempre mayor para canopias control que para 

las de bajo vigor. 

La prote!nn autotróf ica se definió como la d~ferencia entre el 

coneenido de prote!nas en canopias tratadas con NOJ y sin ellos. se 

observó que la prote!na aut~=~ófica soluble en canopias concrol (fig. 

3.7 C) se sintetizaba a partir del 7° día en cantidades cada vez 

mayores, mientras que en canopias de bajo vigor (fig. J.7 D) na apa

rece nada de pro~e!na autotrófica. al menos durante el periodo de 

ciempo escud~ado. 

El hecho de que las canopias de plántulas de bajo vigor no sinte

cicen pro~e!na autotrófica soluble. sugiere que el mecanismo de asimi

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

crabajo, se decidió evaluar ln segunda posibilidad, ya que las cano

pias de bajo vigor son capaces de f ocosintetizar en ausencia de Nq3-

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

ción ddl Ni a la Nitrato Reductasa (NR), enzima responsable de la 

asimilación del N03- y reguladora de la v!a (12,30). 
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en canopias control (C) y de bajo vigor (O) regndaa con: (-.-) Hg+No3-; 
(--o-) 11g+No3-. Cada punto es 1a media de por lo menos dos experimentos 
independientes realizados por duplicado. 
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3.2.3 Actividad de la NR. 

El estudio de la actividad de la NR (ANR) se llevó a cabo a la 

luz de dos experimentos diferentes: por un lado, se determin6 la 

capacidad de inducción de A.~R induciendo la actividad por sustrato 24 

h antes de la cosecha, mediante el riego con N03-; por otra parte, se 

determinó la capacidad de acumulación de ANR induciendo la actividad a 

partir del 40 d!a de iniciada la imbibición. Ambos experimentos fueron 

11evndos a cabo tanto en plántulas control como en las de bajo vigor y 

corre1acionadas con eus respectivos niveles de nitratos. 

3.2.3.J Efecto del Deterioro de la Capacidad de Inducción de ANR y 

Captación de Nitratos. 

En la fig. 3.8 se puede observar que la capacidad de inducción de 

ANR que presentan las plántulas control ó deterioradas aumenta a 

medida que la plántula se desarrolla, aunque la actividad de la enzima 

siempre es menor en las de bajo vigor que en las control. En ambos 

casos también se observa un máximo de actividad a los 8 d ,¡e:epués de 

dis\"linuir. Este pat.rón se observa independientemente de si la activi

dad se expresa por cancpia (fig. 3.8 A) ó por mg de proteína soluble 

(iig. 3.8.B) ó por mg de peso seco (ftg. 3.B.C). 

Ya que la NR es una enzima induc1da por su sustrato, se determi

naron paralelamente los niveles de nitratos, tanco en canopias control 

como de bajo vigor tratadas durante 24 h con nitratos. En la fig. 3.9 

A se muestran los niveles de N03-/canopia en función de la edad de 1a 

plántula, observándose que tanto en canopias control como de bajo 

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

de la plántula hasta el 10° día aproximadamente, para después permane-
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cer constante. La cantidad de nitratos captada en 24 h, es menor para 

canopias de bajo vigor que para las control, aunque esta diferencia es 

menor del 4° al 8º d!a. Resultados semejantes se obtienen al graficar 

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

3.2.3.2 Efecto del Deterioro en la Capacidad de AcUlllulación de ANR y 

de Nitratos. 

Para determinar la capacidad de acumulación de ANR por plántulas 

de trigo control y de bajo vigor, se utilizaron plántulas que n partir 

del 4° d!n de iniciada la imbibición fueron regadas con solución 

nutritiva de Hg+No3: Los resultados se muestran en la fig. 3.10. 

Cuando la actividad se expresa por cnnopia (fig. 3.10 A), la 

acumulación de ANR aumen~a con la edad de la plántula hasta 1os 11 

d!as tanto para canopias control como de bajo vigor. La ANR acumulada 

a1canzada por las plántulas deterioradas es siempre menor que para 

pl&ntulas control. Esta diferencia se hace evidente a partir del 6º 

d!a de edad, ya que las plántulas control da 5 d!as tienen ln misma 

ANR que las de bajo vigor. 

Si la actividad se expresa por mg de prote!na soluble (fig. 

3.10.B) 6 por mg de peso seco (fig. 3.10.C), la capacidad de 

acumulac16n.de ANR, presenta dos fases distintas: del 5º al 8º día, 

lR ANR se incrementa con la edad de le pl&ntula y después disminuye. 

Esto sugiere que antes del 8º d!a la capacidad de acumulación de ANR 

se incrementa a mayor velocidad que la prote!na soluble ó el peso seco 

de la plántula y que después del 8º d!a sucede lo contrario, o bien 

aumerita en mayor proporción la prote!na soluble y el peso seco que la 

ANR. 

Los niveles de nitratos acumulados también aumentan con la edad 
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de la plántula (fig. 3.11.A) siendo menor la acumulación de nitratos 

en plántulas de bajo vigor que en las control. Resultados similares se 

obtienen al graficar los niveles de nitratos/mg de materia seca (fig. 

3.11.B). Al parecer, se requiere de cierta madurez de la plántula para 

poder concentrar nitratos, ya que las plántulas contTol de 5 y 6 dtas 

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

Sometiendo a las semillas a temperaturas y humedades relativas 

altas, se ha logrado acelerar su proceso de envejecimiento. El 

deterioro de la se?:1illa que conlleva el cnvcjecit:iicnt:o de ln misma,. 

implica toda una serie de cambios en su fisiología y bioquímica. Estos 

eambioR se manifiestan durante le geroinación y el ~recimiento 

het-erotrófico de ia plántula y van desde una disminución en la 

velocidad de la germinación (1) hasta la total pérdida de la 

viabilidnd del embrión (48). Una consecuencia del envejecimiento de 

las semillas es la producción de plántulas con un vigor disminu!do,. 

asto es,. con una menor capacidad de crecimiento heterotrófico y 

establecimiento de la planta autotrófica (23). 

La mayor,parte de los estudios realizados en semilla deteriorada,. 

han sido en poblaciones mixtas de semillas viables y no viables (11) y 

enfocando la atención a los eventos que ocurren durante la germinaci~n 

{l,45). En este trabajo, se hizo un especial hincapié en la obtención 

de una población de semillas deterioradas que tuvieran una viabili15d 

y velocidad de germinación similar al control. pero que dieran lugar a 

pliin::ulas con un vi¡;or di~cinu!do. Lo anterio::- '"' hi::o con 1'1 

finalidad de evitar el oscurecimiento de los resultados por la 

presencia de semillas no viables y poder esclarecer la participación 

de la movilización de las reservas en la expresión del vigor, asumien

do que los eventos que suceden en el cmbrióÓ durante la germinación, 

se dan 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 100% HR a 20ºC ó 30ºC 

por dos d!as, manifiestan tanto una mayor velocidad de germinación. 
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as! como una mayor capacidad de acumulación de materia seca a1 7º d{a 

de iniciada la imbibición, con respecto a las no tratadas. El resu1ta

do ant~rior sugicTc que los semillas almacenadas en las condiciones 

antes descritas, se invigoriznn, de acuerdo con Heydecker y Hegarty 

(22,25). Asimismo, se encontró que las semillas manifiestan una mayor 

pérdida de viabilidad cuando son sembrad.as secas después del trata

miento de humedad (a TA por 24 b), que cuando son sembradas húmedas. 

recién sacadas del tratamiento d~ dc:criorc (teb. 3.1). Ambos resultn

dos apoyan la sugerencia de Bewley y Black (11), quienes postulan que 

mientras la semilla mantenga cierto grado de hidratación constante. 

los mecanismos de reparación se encuent~an activados permanentemente. 

reparando los daños causados por el deterioro, evitando as! que se 

acumulen y después sean imposibles de reparar. 

Por otra parte. almacenando la semilla var. Salamanca. cosecha 

1984 con humedad inicial ajustada al 17%, a una humedad relativa de 

85% y 42°C por 4 d!as, se logró obtener una población de semillas 

det:erioradae cuti uno v.i.a.bil!.tl:id ::::::::j:?.nt:~ e le ci•l control,. pero con 

una menor velocidad de germinación (tab. 3.6). Para eliminar los 

efectos de la menor velocidad de germinación en el crecimiento de las 

plántulas. se escogier~n sólo aquellas semillas tratadas que mostraron 

igual veloc~dad de germinación que el control. En estns condiciones, 

la capacidad de crecimiento de las plántulaa provenientea de semilla 

deteriorada fue menor que el control. Este resultado apoya la sugere~

cia de que los mecanismos que controlan la germinñción son diferentes 

a los que controlan la capacidad de crecimiento de la plántula (1,48) 

y por consiguiente el vigor de la misma. 

La condición indispensable para la germinación, es que el embrión 

permanezca viable. Una vez germinada la semilla, comienza el periodo 
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de crecimiento heterotróf ico. El crecimiento y desarrollo de la 

plántula en esta etapa. se realiza a expensas del material de reserva 

almacenado en la semilla. Este es hidrolizado en el endospermo aloido

noso y adecuado en el escutelo para ser transportado y asimilado por 

el embrión. La capacidad de la plántula para realizar y coordinar 

estos procesos se reflejar!a en su velocidad de crecimiento. Fisioló

gicamente se dice que una plántula es tanto más vigorosa cuanto mayor 

velocidad de creci~iento heterotrófi~o presente. Como consccucncin~ el 

v~gor dependerá de la eficiente movilización y asimilación de las 

reservas almacenadas en la semilla. 

Durante el periodo heterotrófico (dependiente de las reservas), 

la plántula desarrolla una serie de procesos morfológicos. 

fisiol6gicos y bioquímicos que le permi~irán establecerse como un 

organismo independiente. es decir. se capacita para la autotrof{a. 

La capacitación autotrófica adiestra a la pláncula para que una 

vez que sus reservas se hayan agotado sea capaz de continuar con su 

d~~~r.rollo, utilizando el C02 atmosférico y el nitr6geno inorgánico 

(Ni). La asimilaci6n del C02 se realiza por medio de la fotosíntesis 

(fototrofía) y la del Ni por medio del proceso de reducci6n del 

nitrato (azeotrof!a). 

El hocho de que lo copocitoci6n autotr6fica se realice en forma 

paralela al proceso de movilización de las reservas. sugiere la 

posibilidad de que ambos procesos sean interdependientes. 

Por otra pate. ya que el vigor se manifiesta como una menor 

capacidad de crecimiento de la plántula heterotrófica 1 es de esperarse 

que el proceso. de adquisiCión de la autotrofía sea modificado por el 

vigor de la plántula. 
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Con la finalidad de estudiar ambas propuestas, en este trabajo se 

determinó la eficiencia de las plántulas control y de bajo vigor para 

movilizar sus reservas (fig. 3.1). la capacidad de ambos sistemas para 

asimilar el C02 (fototrofia) (fig. J.4) y el nitrógeno inorgánico 

(azeotrofia, fig. 3.7). 

Durante el periodo comprendido entre el 40 y el a 0 d!a. las 

plánculas provenientes Ce semillas deterioradas, presentaron una menor 

eficiencia en la movilización de sus reservas, esto se ve reflejado en 

la mayor acumulación de peso seco en las plántulas control con 

respecto a las de bajo vigor (fig. 3.1). Sin embargo, la velocidad de 

crecioiento es similar en ambos casos. Este comportamiento no se ve 

modificado cuando se suplementan iones inorgánicos excepto nitratos 

(Hg-NO)) (fig. J.2). La adición de este último a la disolución nutri

tiva de riego (Hg+Nd)) produce plántulas de menor peso seco en canopia 

durante este mismo lapso de tiempo (fig. J.5.A), que las producidas en 

su ausencia (fig. J.4.A). Este efecto del nitrato durante el periodo 

heterotrófico se observa tanto en plántulas cantro1 como de bajo 

vigor. Esto podria deberse a que las plántulas regadas con No3- re

quieren de un mayor aporte de energ!e y por lo tanto su metabolisaío 

oxidativo sea mayor que· en 1as regadas -Noj. La necesidad de un aporte 

extra de energia podria deberse al hecho de que en presencia de N03-

exógeno. las plántulas deberi sintet~zar ciertas proteínas que en su 

ausencia no se requieren, ~or ejemplo NR y NiR; prote!nas regu1adorae 

de la ANR; proteínas que participan en el transporte de NOja través 

de la raíz, etc •• as! coco la s!ntesia de cloroplasto. Evidencia que 

apoya este último hecho, es que en presencia de NOJ exógeno, la foto

trofia se logra más rápidamente que en su ausencia (fig. 3.5 y 3.7). 

En plántulas regadas con N03~ se alcanza a los 6-7 días para ambos. 
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casos, mientras que en plántulas sin nitratos, la fototrofta se logra 

basta despuEs de los 8 d!as para el control y los 10 d!as para cano

pias de bajo vigor. 

Durante este mismo periodo de cr~cimiento (4º 8° dias), la. 

cantidad de prote!na heterotrófica soluble, acumulada en canopias de 

bajo vigor, es menor que el control. Sin embargo, a partir del so d!a, 

los n~veles de prote!na son similares. Esto sugiere que la capac~dnd 

de síntesis de proteína en ambos sistemas es muy semejante y muy 

probablemente el retraso en la acumulaci6n de prote!na por canopias de 

bajo vigor se deba a una menor movilización de la proteína de reserva. 

Evidencia que Apoya esta 9ugerencia ea la presentada por Bernal-Lugo 

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

aleurona es ~enor en semillns de~erioradas que en las control. 

A pesar de que la capacidad de síntesis de prote!nas tanto en 

eAnopias control como de bajo vigor es similar, la acumulación de 

pro~etns soluble en presencia de nitratos ex6genos {fi¡. J.9.B) 

siempre es genoT para canopias de bajo vigor que para e1 control. Este 

hecho susiere que la capacidad de asimilación de nit~ógeno inorgánico 

en plén~ulas de bajo vigor es deficiente con respeceo al control. Esta 

sugerencia está apoyada fuertemente por el hecho de que las canopias 

control a partir del 6° día acumulan proteína heterotróf ica soluble en 

cantidades cada ve~ 111Byores (fig. 3.9.C), lo cual se refleja también 

en una mayor acumulación de peso seco en canópia {Hg+Noj vs Rg-NOj 

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

aumento ni en la acumulación de prote!nn (fig. 3.9.D) ni en la 

acumulación de peso seco en canopia (Hg+NO) vs Hg-NO), fig. 3.J.A). 

La in.capacidad que presentan las plánt.ulas de bajo vigor para 
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asimilar e1 Ni parece deberse a un menor aporte de nitrógeno reducido

yn que la ANR tanto inducida por periodos cortos (24 h) (fig. 3.8) 

como acumulada (fig. 3.10) siempre es menor en canopias de bajo vigor 

con respecto al control. Esta menor ANR presentada por las canopias de 

bajo vigor parece deberse ~ ln :cnor capacidad que presentan las 

plántulas de bajo vigor respecto al control, para captar (fig. 3.9) y 

a~umular ni~ratcs (fig. 3.11). quizás porque el tratamiento de 

envejecimiento 

transporte de 

acelerado haya afectado el deaarTollo del sistema. 

nitratos o bien porque la menor velocidad 

de 

de 

movil~zac~ón de la reserva influya en el desnrrollo del sistema de 

toma activa de nitratos. 

En la literatura existe evidencia que apoya esta última 

sugerencia. Se sabe que el desarrollo del sistema de absorción de 

n~tratos es afectado en algunos casos por la presencia de aminoácidos 

(32, 34). Además, hay sugerencias de que el sistema de toma activa no 

~esarroll~ activamente 

proporcionando nitrógeno reducido (37) ó carbohidratos (38) n la 

plántula. Sin embargo, con los resul~ados de es~e trabajo~~no nos •• 

posible establecer la casualidad del fenómeno anteriormente citado. 

Por otra par~e, un hecho interesante que vale la pena discutir. 

es que la ANR inmducida por 24 h, disminuye apreciablemente en 

canopias de bajo vigor a partir del 8° día mientas que en las control· 

lo hace sólo a partir del 11º día (fig. 3.8.A). Este hecho podría 

deberse a que la NR en canopias de bajo vigor sea más sensible a la 

inactivación (2, 15, 20) que en canopias control~ sin que los n~veles 

de proteína soluble disminuyan apreciablemente o bien que se sintetiza 

en menor cantidad. 

Por último se encontró que la ANR por mg de prote!na 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 8° d!a con la edad de la plántula, lo cual 

revela que una vez alcanzada la fototrof !a la NR se hace más cf iciente 

en aportar N reducido para la síntesis de proteínas as! como para 

acumular peso seco a medida que la plántula se hace más autotr6fica. 

Los resultados discutidos apoyan la hipótesis planteada en este 

trabajo: Las plántulas de bajo vigor presentan menor capacidad de 

crecimiento que las control porque la movilización de reservas y la 

capacitaci6n autotrófica se encuentran dañadas. Además~ también 

establecen la existencia de una correlación entre la expresión de los 

mecanis:os bioqu!:icos que fori:ian pnrte de la capacitación autotrófico 

y la eficiencia con la cual se realiza la movilización de reservas. ya 

que laa plántulas con el mismo grado de desarrollo pero diferente 

capacidad para movilizar las reservas (mismo peso seco y concenido de 

proteína figo. J.l y 3.6) presentan diferente grado de autotrof{a 

cuando ésta es medida como capacidad de la plántula para inducir 

nicraco reductasa ó acumulación de prote!na. 
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5) CONCLUSlONES. 

A continuaci6n se enlistan las conclusiones mñs relevantes de este 

trabajo: 

1.- La semilla ver. Salamanca cosecha 1984. almacenada a 100% HR y 20º y 

JOºC por dos d!as, se invigorizan con respecto a las no tratadas. 

2.- La semilla var. Salni:mnca cosecha 1984 con hucedad inicial ajustada al 

17% y almacenada a 85% llR y 42ºC por 4 d!as se deteriora con respecto 

a las no ::r~t..'.ld:Js. prcd\1ciendo semillas con viabilidad semejante al 

control pero que dan origen a plántulas de bajo vigor. 

J.- E1 vigor se manifi~sta como una menor capacidad de crecimiento de la 

pl5ntula durante el periodo heterotrófico, la cual a su vez está 

determinada por la eficiencia en la movilización de la reaerva. 

4.- Tanto las canopias de bajo vigor como 1as control, alcanzan la .foto

trof!a, aunque las primeras no logran integrar durante el tiempo 

estudiado, el proceso de asimilación del nitrógeno al de la fotos!nte

sis. 

5.- La# p15n:ul~= de baj~ v1gorT acumulan una menor canc~dad de proteína 

eolub1e en presencia de N03-~ a pesar de que ambos sistemas presentan 

una capacidad de s{ntesis de prote!naa similar. 

6.- La capacidad para inducir y acumular ANR as! como la capacidad para 

captar nitratos y acumularloa. var!a con la edad de la plintula y 

ambos son menores para plántulas de bajo vigor. 

7.- Existe una correlación entre la capacitación autotrófica de las 

plántulas y la eficiente movilización de las reservas almacenadas en 

el endospermo. 
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6) PERSPECTlVAS. 

Para continuar con esta l!nea de investigación, quedan abiertas 

varias posibilidades: 

1-- Determinar si el siscema cransportador y de toma activa de 

nitratos se dañó a consecuencia del tratamiento de ~nvejeci~iento 

acelerado y si este daño es part~cular o general para cualquier 

tratamiento dado. 

2.- Se ha propuceto que el N03-" en las plantas estñ distriburdo en dos 

compartimientos (3): la poza citoplásmica metabólica, de pequeño tR

mnño y recambio rápido y; la poza vacuolar de almt1cenam.:i.ento. Se 

piensa que el N03- de la poza metabólica es el que induce la actividad 

de 1o. NR ºin vivo".. De acuerdo con esto, y a pesar de que la menor 

capacidad de toma y de acumulación de N03- presentada por las plántu

las de bajo vigor, la poza metabólica de ambos podr!a ser similar y lo 

que estuviera afectando la asimilación del N03- fuera una afinidad 

diferente de la enzima por su austra~o a consecuencia del envejeci

mien~o o ~i~n que el ui.ecanismo de inducción de ln enzima eatuv:J.ese 

afectado. 

3~- Por otra parce, ya que en este crabajo sólo se estudió la 

azeotrof!a asumiendo, po~ los resultados de acumulación de peso seco 

de las plántulas regadas con Hg-No3-, que la fototrof{a se alcanza, "se 

propone estudiar la actividad de alguna de las enzimas marcadoras del 

desarrollo de cloroplasto suplementado el crecimiento de las plántulas 

con y sin N03-. can~o en plántulas control como de bojo v~gor. 
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