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INTRODUCCION

Mz ez fas:l ubicar histéricamente el momento preciso en que el
hombre comenzéd a utilizar en su dieta a los granos? pero cuando
esto sucedid empezd a cdepencder de ellos al grado de que
actualmente, los wtiliza ©come principal componente de su
alimentacion (1D,

En términos generales se considera que la dieta del hombre
consiste en un 70 % de productos de origen vegetalCsiendo estos
principalmente grancs) y el resto ce origen animal (1. Uno de los
vegetales gque conrcrman’és!..e vasto conjunto, es el trigo.

El trigo., que :crrespc;\:ie al género Jadicum sp. se encuentra
representadc por varias especies de intereés comercial, como lo son
Taitacum  cesuvum & TFalicum  vulgane, Taucum  tuagadum T ridicum
onelia, etc(2). Se tLiene conocimiento de que este valiocso cereal
se cultivé desde hace S000 ahos en China, y que es de origen
eurcpeac(2).

A nivel mundial, el trigo es uno de los granos y semﬂlas‘ que
mis se producen y comercializan, siendo imprescindible un aumento
cada aflo en su produccién, por lo que las investigaciones
encamihadas en este sentido estan enfocadas a temas que van desde
el mejoramiento genético en el laberatorio, la produccidén en el
campo, hasta su correcto manejo en el almacenamiento Yy
distribucidn,

ANTECEDENTES
1.1 LA SEMILLA

La semilla "es el ovulo fecundado, transformado y maduro de las
pPlantas Fanerog sClas que pr » flord); asimismo, es la parte

de los vegetales que tiene como funcidn reproducir y perpetuar la
especie™ (2,3).

eSemilla. -Nombre gque los agromomes dan a toda aquella parte de
una planta que ewrve para ser sembrosa.
®0rano. - Yoda aquello semilla deslinada para el consumo.



St ferma y color externos, asi come su estructura interna
varfan seguin la especie de que se trate CFig.1J. Una vez que una
semilla llega a su madurez, se cobserva que las células vivas del
ombrién entran en "latencia®, lo cuidl significa gque las funciaenes

de respiracidén y nutriciédn disminuyen a un grado minimo €2,5).

Capa de aleurona

Endospermo

Coleoptilo

Rad{cula

Figura 1.~ Morfologia tnterna de una semilla de trigoCtomada de
C42).

Esta maduracidn va acompafada por lo general por una pérdida de
agua en sus tejidos. Al concluir el proceso de maduracién, la
semilla inicia una etapa de vida latente; la longevidad de la
semilla, esto es, €l tiempo que permanece en ¢ste estado y con
potencial germinativa, os muy variable dependiendo de
circunstancias tales come la especie de planta de que se trate y
el Lipo de reserva contenida en la semilla(2,9).

Es en este lapso de tiempo en el que las semillas pueden ser
suceptibles de verse afectadas en su “vigor" al ser sometidas a

condiciones extremas como se verd més adelante.

1.2 VIGOR Y VIABILIDAD DE LAS SEMILLAS

En el medic agrondémico suele escucharse con regularidad la
frase "esta semilla tiene alta VIABILIDAOCse refiere a =i una

2



serilla germinates wviabled ¢ no germnpalno es viabledd ¥y un
excelente VIGOR"; con lo que se trata de ex‘presar.que un lote de
semitllas tiene muchas posibilidades de crecer Yy desarrollarse
¢ptimamente en el campo. '

Sin embargo, la palabra viger no solamente se utiliza en este
contexto. En un princifio, vigor signmificd “la habilidad que
capacita a una plantula para crecer rapidamente y bren’™(8); mis
tarde IselyC(7) en 1957, sugiridé dos 1deas respecto al wvigor que
fueron : 1) rapidez de creciuento y 2) la no existencia de
suceptibilidad a condiciones desfavorables de crecimiento;
lleganac a la csnclusion de que el vigor ™“es la suma total de
todos les atributos de una semilla que favorecen su correcto
establecimiento en el campo aun cuande se presentaran cendicianes
ambrentales desfavoraples™. Ader(8) menciona que “el vigor es el
porcentaje de semillas .qgapaces de producir plantulas normales,
aunque las condiciones NO sean las ¢ptimas"”, Debe notarse que a
partir de la primera i1dea de lo gque es el vigor de una semilia,
las definiciones van abarcando un mayor numerc de aspectos, Que no
sélo involucran a la semilla sino también otros relacionados zon
el ambiente an donde finalmente tendri que germinar y
establecerse.

Continuando con e@sLe analisis, se encuentra que Neebl(®)en 1870
define el vigor de una semulla como“el total de propiedades gue
contribuyen a la defensa contra peligros bidticos y abibticos
durante la germinacién”. Germ(10), define vigor como "la habilidad
de las semillas a producir plintulas capaces de incrementar su
talla y volumen mientras dependan de sus propias reservas"”,

Como era de esperarse, resulta que la palabra vigor abarca
muchos aspectos. desde los concernientes a la estructura interna
de la semilla, hasta los ambientales a los que se enfrentari una
vez que sea sembrada; pese a ello, creoc que una exacta definicién
de lo que es vigor es muy diffcil de encontrar, pues en la mayorf{a
de las ocasiones. el concepto de vigor de una semilla variara
dependiendo del profesionista que lo defina, ya que mientras un
bioquimico le dard mids pesc a la definicién que abarque procesos
metabolicos y fisiologicos., un agronome seguramente pondré mayor

enfasis en las condiciones del ambiente.



1.2.1 Pruebas para medir el vigor

Existe toda una serie de pruebas que se diseflaron con la
finalidad de determinar cuil es el nivel de vigor de un lote de
semillas, y aunque algunas son muy antiguas, dada su facilidad y
rapidez se contindan wutilizando en muchos laboratorios del

mundo(8.11.12). Las pruebas son las siguientes

1) Prueba del ladrille molido.- Verifica la capacidad de
emergencia que tiene Una semilla al ser sembrada bajo una capa de
ladrillo molido & arena con un determinado espesor.

2) Prueba frf{a.- Determina el efecto de las bajas temperaturas

sobre el desarrollo de las plantulas.

3> Prueba de agotamiento.- Esta micde el potencial de crecimiento
de las plantulas antes de que comiencen a fotesintetizar.

4) Prueba de conductividad eléctrica.- Determina la habilidad de
las membranas celulares para prevenir la fuga de electrolitos.

5) Prueba del tetrazolio para la viabilidad, en la cudl las

células vivas Caquellas que producen actividad de deshidrogenasad,

se tornan rojas.

8> La prueba de germinacidén.- Consiste en sembrar semillas en
tocallas de papel para germinacién., enrrollandolas posteriorments e
incubindolas en una cimara humeda a una determinada temperatura,

para después contar el numero de semillas germinadas y expresar

el resultado final en porciento de semillas germinadas.

Esta dltima prueba es la que mis se utiliza en los laboratorics
de verificacién de calidad de semillas, pues bajo rigurosos
criterios dictados por asociaciones come la “International Seed
Testing Association “. puede dar una estimacién real del vigor que

presenta un lote de semillas.

1.3 DETERIORO EN LAS SEMILLAS

Como se citd en las primeras lineas de esta tesis, resulta
apremiante la obtencién de cosechas de trigo cada vez mayores para
abastecer @l mercado nacional y mundial, pero el esfuerzo que se
realice en el campo para llevar a cabo ésto, muchas veces puads



verse mermadc si en el almacen donds se guardan Jos grancs IJue
seran vendidos como alimento © las semillaz para ciclos de siembra
pestericres. carecen de las condiciones necesariat para mantener
eif wvigor <e las temillas, propiciandce sy deterioro (12,

La palabra deterioro, significa simple y llanamente estropear o

arruipar. ahora tien, s1 se aplica a las semullas entonces el
deteritoro de una semalla implica un cambio degenerative
irreversible en la calidad de esta, después de haber tenido su
miximo nivel de vigor"(12). Para comprender la magnitud del
problema se analizardn a continpuacidn los factores principales que

influyen en el deterioro de las semillas.

1.3.1 Factores gue :influyen en el deterioro de semllas de

ospecies cultivadas ppr el hombre
v

Cuando se observa detenidamente la historia de una semilla
agricola. desde Su surgimiento en la planta madre hasta su salida
del almacén donde estuve aguardando el momento de emprender su
regreso al campo para ser sembrada, se ve que son muchos los
factores responsables del deterioro de ésta, Para una mejor

comprensidn de ellos, se describiridn abarcando las etapas de :

Pr ha, a2 y post ha.

Fendmenos que contribuysn al deterioro en la semi{lla durante la
PTO-COSKI’\II H

Las plantas productoras de semillas una vez que han alcanzado
su nadurez y cuando tedavia no san fecundadas, pudieran
enfrentarse a diversos factores como son ¢ Una deficiencia
mineral. la presencia de un elemento téxico, el atagque por una
plaga y7o enfermedad 6 a faclores climiticos adversos camo lluvias
tarrenciales, rayos 6 granizo afectando a las plantas productoras
y ocasicnando finalimente el datericro de las semillas al inicioc de
su formacidénCisd,

Fendémenos que contribuyen al deterioro en la semilla durante la
cosecha :

Al llegar el momento de levantar una caosecha, debe existir la
seguridad de que la mayoria de las semillas han llegado a su
estado de madurez , entendiendo como semilla madura aquella gque ha
concluido su procese de llenado y de secado,y estd lista para su

S



colecta, pues si la semulla no ha experimentadeo la suficiente
pérdida de agua, al momento de utilizar la miquina cosechadora
puede resultar daflada; también se ha reportade que el guardar una
semilla inmadura provoca una disminucidn de su viabtlidad después
del almacenamiento, aln cuando las condiciones del almacén hayan
sido las mis adecuadas (14).

Fenémenos que contribuyen al deterioro en la semilla durante la
post-cosecha

Finalmente se tiene que las condicicnes de manejo de la cosecha
previas al almacenamiento, deben llevarse a cabo de acuerdo al
estado en que se encuentren las semillas recién llegadas del campo
de cultiva, para lo cuil el éxito de este mane)o dependerd
fundamentalnente de las pruebas de calidadCvigor y
viabilidaddC11,12,142. Una vez que las semillas son depositadas en
el almacén. éste debe mantenerse a una temperatura y humedad
adecuadas al tipo de semillas que se trate , e! destino que se les

dard y la cantidad de las mismas, entre otras.
1.3.2 Efecto del deterioro en la semilla

Cuando una semilla tiene contacto con condiciones adversas en
cualquiera de las etapas antes menctonadas, ésta comienza a sufrir
el detericoro que, en casc de ser muy severo, da por consecuencia
la pérdida de viabilidad de la semi1l1aC8). Ahora bien, el hecho de
que una semilla finalmente muera a consecuencia de un deterioro
drdstico, no significa que la muerte en s{ sea un efecto
inmediato; sino mis bien la consecuencia de una serie de cambios
que se dan enh la semilla y Que en su etapa final dan como
resultado la muerte C12).

Los cambios bioquimicos y fisioldgicos en una semilla

deteriorada segun Heydecker(8) son :

- Degradacién de las membranas celulares y una subsecuente
pérdida del control de la permeabilidad,

- Detertoro del sistema energético y de los mecanismos
biosintéticos.

~ Una reduccidn de la respiracién y brosintesis.

- Una disminucidn en el vigor y viabilidad de las semillas.
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- Una reduccion en el potencial de almacenamiento.

~ PRetardo en el crecirmiantec y desarrollo .da l1a planta
autolréfica.

~ Mencr uniformidad en el crecimientc y desarrollo de las
plantas en la poblacién.

« Incremento en la suceptibilidad a condiciocnes ambientales
agobtantes.

~ Incremento en el porcentaje de plantas anormales.

~ Pérdida de la viabilidad.

1.2.3 Uso de marcadores fisioclégicos y biogquimicos para

determinar el vigor de las semillas

Dentro de los cambjos que sa van dando cen el deterioro de una
semilla, se ven involucrados una serie de componentes y procesos
tanto fisioldgicos como biogquimicos. Por ejemplo al sufrir wuna
alteraciodn alguna enzima, ¢sto da por resultado la modificacion de
algun sisterma de la semilla que se manifiesta cuando ésta
germinal8,12>.

En vista de que los mecanismos enzimiticos son relativamente
féciles y ripidos de poner a prueba en el laboratorio, para dar
una evaluacién del vigor de un lote de semillas. se ha propuesta
una serie de marcadores bioquimicos y fisioldgicos para
verificarlo, Estos marcadores no son mis que ciertas enzimas u
otros elementos que i1ntervienen en algun proceso vital durante los
primeros estadios de la germinacién & en el establecimiento de la
planta como tal. Dentro de esiLos marcadores se pueden mencionar a
las actividades de las enzimas deshidrogenasasCls) b4 la
descartoxilasa del &cido glutamcoli18) que se han encontrado muy
correlacionadas con la  wviabilidad de una semillaCa mayer
deterioro, manor actividad de éstas enzimas); también se Liehe
como procese marcador a la respiraciénCiS) ya gque cuando a una
semilla deteriorada se le mide el consumo de oxigena, éste resulta
bajo.

1.3.4 Hedidas preventivas para evitar el deterioro de las
somillas



Analizando los puntos antes mencionados se observa que son
muchos los factores causales que contribuyen en mayor © menor
grado al deterioro de un lote de semillas; para tratar de
minimizar su efecto deben tenerse en cuenta una serie de
recomendaciones, entre las que se encuentran las siguientes :

ad) Cuando se decida sembrar alguna variedad do semillas de
cualquier tipo de cultivo, ésta debe poseer una serie de
caracter{sticas genéticas las cuales le permitan interactuar
favorablemente con el ambiente donde vaya a desarrollarse (8).

b) Una vez sembrada, la aplicacidn de quimicos Cfertilizantes y
plaguicidas) debe realizarse bajo la supervisién de personal
capacitado, para evitar una contaminacién excesiva de los suelos,
as{ como una afectacidédn de las plantas por la carencia 6 exceso de
algin nutrientels). »

c) Debe cosecharse en el momento oportuno y cuidando que el
contenido de humedad sea el mis bajo posibleC(en un rango de
14-18% de contenido de humedad)(13,14).

d) Durante el manejo previc al almacenamiento, debe aplicarse
tecnologla capaz de no provocar daflo algunc durante el transporte,
limpieza, secado, soleccién de semillas y la aplicacidén de
fungicidas.

@) Por dltimo, las condiciones que tienen mayor influencia en
ol deterioro durante el almacenamiento y que por lo tanto deben
ser las mis vigiladas son :

- La humedad relativa.- Los silos deben tener la humedad relativa
mis baja posible. Por ejemplo, en el casc de un lote de trigo con
un contenido de humedad que se eoncuentre entre 13 y 14 %, es
rocomendable almacenarlo en un silo con menos del 83% de humedad
relativac1,13d.

-~ La temperatura.- Esta debe ser alrededor de 4°c, Para disminuir
la respiracién de los embriones as{ como también el desarrollo de

los hongos de almacén C1,14).

1.4 IMPORTANCIA DEL NITROGENO PARA LAS PLANTAS

Como se menciond anteriormente, diversos mecanismos y procesos
fisioclégicos se ven afectados de modo significative en las plantas

8



provenientes de semillas Que por una u oOtra causa fueron afectadas
negativamente en su vigor. Al respecto, uno de los.aspacLos que se
ha desarrollade en el labecratorio donde se elabord el presente
trabajo. es el de conhocer el efecto del proceso de daterxor$ de
las semillas sobre el metabolisme de los nitrates de las plantas
que se van a originar de esas semillas. En un estudio llevadec a
cabo por PadiliaCl7) en 1985, se reporta gque los niveles de

acumulacién de nitratos en las plantulas de semillas deterioradas
de trigo, dismnuyen en comparacién con las plantulas de semillas
control, lo cudl suglere gque. necesariamente alguna de las etapas
de asimilacién de este compuesto esta siendo afectada por el
deterioro. Una de esas etapas que puede estar contribuyendo a la
deficiente acumulacidén de nitratos, podria ser un defecto en la
toma ¢ absorcién de lps mismos a nivel de la membrana plasmitica.

.

1.4.1 El mitrégeno ¢ N D en la naturaleza

El nitrégenc es ol elemento que se encuentra en mayor
abundancia dentro de la atmédsfera terrestre ya que ocupa cerca del
80% de la totalidad de los gases que en ella se encuentran,
siguiéndole @l oxigeno con un 18%, el hidrégeno y octros elemontos
raros(18). Dada la abundancia de este elemento en la atmésfera
Ccerca de 3,88 x 10“kg 3€19), se considera a ésta como el segundo
reservorio importante de nitrégenc después de los sedimentos y
rocas igneasCque contienen 1.64 x 10 mkg de nitrégenc) y del cuil
las plantas no pueden disponer(18).

El nitrégeno se encuentra en muchas moléculas importantes para
los seres vives como lo son los aminoicidos, purinas, pirimidinas,
porfirinas, clorofilas, etc (20). Sin embargo, resulta que la
mayor parte de los seres vivos no pueden disponer directamente del
nitrégeno atmosférico para sintetizar dichas moléculas, por lo que
requieren de varias reacciones bioquimicas, que permitan la
formacién de los compuestos nitrogenados asimilables para los
organismos. Entre todos los seres vivos existentes, las plantas
tienen comc funcidn la de convertir a los compuestos nitrogenados
1norginicos a formas organicas asimilables a los animales
rumiantes y éstos a los no rumiantes. Esta capacidad vegetal de

convertir nitroégeno 1nhorganico a nitrégenc orginice juega un papel



imprescindible en el ciclo de este elementolFig.2).

\ ’\
j « Desnitrificacid

Mtcrnﬁrgun;lmc“ echos orgdnicos

N2

I Microbios
degradadores

Figura 2.- Ciclo del Nitrégeno. Esquema simplificado del
originaldiel,

1.4.2 Fijacién del nitrégeno

La fijacién del nitrégenc a partir del aire de la atmdsfera.
consiste en la formacién de compuestos incrgt‘nlcos nitrogenados
que son puestos a disposicién de seres vivos capaces de
aprovecharlos, esta fijacién puede llevarse a cabo de dos
distintas maneras : la primera es cuando se dan eventos de
ionizacién en la atmésfera como pueden ser descargas eléciricas &
radiaciones cdésmicas, que provocan la formacién de compuestos
nitrogenados(muchos de ellos son &xidos), los cuales a su vez son
precipitados al suelo con la lluviaC2i,22)., La otra forma, y la
mis importante, la llevan a cabo bacterias de vida libre como son
las del género sjsiolacler, algas verde-azules como las de tos
ordenes Nostocales y Stigonematales as{ comoc también bacterias del
género RAgedium on  que se encuentran asociados a algunas plantas
{principalmente legumincsasd{2i,22,23,24).

1.4.3. Nitrificacién
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Como resultade de! proceso de nitrificacion. muchos de los
compuestos Nilrogenaccs inNcrganicos disponibles en ol suelc se
encuentran en rorma de neraLoscNo;). si1endc la fuente principal
de nitrogenc para las plantas(21,22). La formacion de estos
nitrates, se lleva a cabo medrante los siguientes sistemas :

1> El Jrncnxacc(NH-)prasenLe en el suelc como resultado de la
fi1jacidn de nitrogeno por microorgantsmes ¢ por la descomposicioén
de otrcs organismos muertos, se oxida por medio de bacterias del
grupo Nitroso(p.e. suwosmas) formandose los nitrites(NOD. A su
ver los nitritos se convierten en nitratos gracias a bacterias de
los géneros Hwislacien y Hurecpysus (21D,

Las siguientes ecuaciones mmuestran las reacciones que se
llevan a cabo en este sistema.-

HHPCIID NH + 12 O ~-<=~=>NH_OH

. L] z i 2
NH:OH + Q:---'--"-)MNOz id HzO
No; 12 0:—---~->N0'.0 Energta

2> El amenxo(NH:n que se encuentra en equilibrio parcial con el
amon{aco gaseoso, también lo oxidan bacterias del grupo Nitroso
para formar nitrites(22). Los demids pasos para llegar a los

nitratos son los mismos gque en la forma antertor.
1.4.4 Desnitrificacidn

El nitrégeno de los nitratos presentes en el suelo puede llegar
a ser incorporado a la atmdsfera nuevamente en forma de nitrégenc
molecular ¢ éxido nitroso a consecuencia de la accidn de bacterias
anaerdbicas de los géneros MAchremedacter sn., sSMprebacterium on. ,
Hlealigenes on. . Kingella on. .,y Moeraxella on. (24D

1.4.5 Utilizacidén del nitrégeno por las plantas

Las plantas, como se mencioné con anterioridad, juegan un papel
muy importante en el cicleo del nitrdgenc, ya que representan el
enlace entre la parte inorginica con la orgénica del mismo.

Est os seres autotrdéficos, pueden utilizar como fuentes

nitrogenadas al amonfaco, amonio, nitritos & nitrates. De todos
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ellos, los gque scn cominmente espleados por la mayor parte de las
plantas superiores son el amonio y el nitrato. Al respecto se han
realirado pruebas comparativas con varias especies para determinar
cual de las dos formas nitrogenadas es mejor y que produce una
mayor productividad en las plantas. Los resultados han mostrado
que aparentemente prefieren al amonio, pero este resultado varia
mucho pues depende del tipo de suelo. el pH del mismo, la especie
de planta, atc(23). Stin embargo, al amonio presenta el
inconveniente de no permitir el paso de ionas como el calcio y el
magnesic en plantas que nc estan habilitadas para absorber amonio,
dando como consecuencia una sintcmatologfa caracteristica de la
falta de estos nutrientes(23).

En contraparte. el nitrato es el compuesto nitrogenado
principal empleado por la mayor parte de las plantas. ya que puede
ser absorbido y almacenarse en varios de sus tejidos sin causar
dafio alguno, ademis de ser la forma nitrogenada mis abundante en

el suelol23).
1.4.8 Metabolismo del nitrato en las plantas

Una vez que el nitrato es absorbido por la raf{z de la planta,
éste debe convertirse a amonfaco para que el nitrdgeno pueda
participar en los procesos metabdlicos(22,23).

La reduccidén de nitrato a amonfaco se efectGa en dos pasos,
utilizando para ello a 1la Nitratoreductasa C(NRAD y a la
Nitritoreductasa CNRID (Fig. 3). Una vez que el amonfaco se
encuentra disponible dentro de la célula vegetal, ésta incorpora
el nitrégeno via varias rutas de sintesis para formar diversas
moléculas, algunas de ellas ya mencionadas al principic de esta

seccidn.
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.
NH4
MEDIO EXTERHO/ \ CELWA VEGETAL
Pared celular Membrana plasmitica
Figura 3.- Represenlacién gréfica de! metabolismo del nitrdégeno

eon la célula vegetal.En -.l".squam NRA = Nitratoreductasa y NRI =
Nitritoreductasa. Nota.- No se presenta el meconiemo QUe explica

la entrada de nitratos al citoplasma y a Lla vacuola.

1.5 ABSORCION DE NITRATOS POR LAS CELULAS DE LAS RAICES

La forma de entrada ce los nitratos a las raices de las plantas
superiores, constituye unc de los temas que en bioquimica )y
fisiologia vegetal han provocado gran controversia y discrepancia
entre los estudicsos del tema.

Entre las decadas de los afllos 50 y 60, investigadores como
Epstein y Hagen comenzaron a i1ndagar sobre los eventos
involucrados en la absorcién de nitratos, encontrandose desde esta
época gue el pH del medioc externo se alcalinizaba durante la
absorcién de estos iones por las ralces(2S). Al finalizar la
décads de los 70 empezaron a dilucidarse otros fenémenos
importantes que, on la literatura recirente, se continuan
reportando cada ve: con mis detalle; entre ellos se encuentra el
hecho de que ! transporte de hitratos se induce Unicamente por el
16n No;(26.27.29.29.30>. que el pH y la concentracién de nitratos
externos asf{ como tamdbién algunos lones como el Ca"y -l
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c1s nfluyen en la velocidad de captacidn de los
nitratesCi9,26,31,32,33,35) y que probablemente existen por lo
mencs dos sistemas transportadcres de nitratos ubicados en la
membrana plasmatica1g,29,30,32,34,36).

Esta serie de evidencias diercn pie a la propuesta de diversos
modelos que explicaban de una u otra manera estas observacicones.
Al respecto, Butz y Jackson(37) propusiercn en 1977 un mecanismo
para explicar el transporte y reduccidén de los nitratos en la
células de las rafces; ellos pensaban gque 1la molécula encargada de
la reduccidén del nitrato era un tetrimerc asociado a 3 mondémeros
de una ATPasa, localizado en la merbrana plasmitica. Segun ellos,
@este complejo atrapaba y reducia al nitrato ingresante a la
célula. Sin embargo. este modelo presentd upa serie de
inconvenientes tanto energéticcs como estructurales que aunados a
descubrimientos posterioraes(come el que establecid que la
captacién y reduccién del nitrato son dos procesos independientes)
lo anularcn. Durante la décacda de lo=s 80, la utilizacién de
métodos mis precisos, como se veri a continuacidn, empezaron a
resolver los detalles scbre las caracteristicas del mecanismo

involucrado en la absorcién de nitratos.

1.5.1 Técnicas y sistemas biolégicos empleados en el estudio de

la absorcién de nitratoes

Las técnicas comunmente usadas para este tipo de estudios son :

a> Las colorimétricas, empleadas en la determinacién de los
cambios en los niveles de nitratos contenidos ya sea dentro de los
tejidos vegetales ¢ en las solucicnes que rodean a las rafces
durante los ensayos. Para las determinaciones colorimétricas,
existen varias reacciones gquimicas a base de 4cidos yso bases,
entre los que destacan el 4dcido perclérico(38), el 4cido
salicilico €3W), la brucinaC40) y el icido fenoldisulfdédnicol3id.

bd Los isétopes radicactivos coma el
NO[(28.27,41,42,43.44.1'N0C27)  y  *’NO[C29.20.45.48> se han
empleado para determinar las cantidades de nitratos que entran y
salen de las células de la raf{z durante ensayocs de absorcién de
nitratos.

< El uso de electrodos especificos para
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nitratesC35,47,.48,49); estes instrumentos pusden desempefiar las
mismas funcisnes que las tecnicas cclcrxmétr:-.:as. cecn la
diferencia de que en este casc las propiedades fisice-gquimicas y
eléctricas del electrodo aunadas a las de un aparato electronice
son las encargados de detectar las concentracicnes da nitrateos.

d> Por ultimo eraste una técnica muy ref:nada utilizada para
deterrminar los cambics de concentracidn de nitrates en los medics
de incubacién & en muestras de tejidos vegetales de manera
automatica, esta técnica es la "HPLC" siglas que significan “High
Performance Liquid Chromatography"” (Cromatografia liquida de alta
resoluciénd(33.50,512. Las lecturas obtenidas mediante esta
técnica poseen la ventaja de ser muy precisas y confiables, va que
s1 se maneja adecuadamente, pueden identificarse especificamente
los nitratos y descarjarse las posibles fuentes de interferencia.

Estas técnicas de .guantificacién de nitratos han sido
herramientas de trabajo indispensables en el estudio de 1la
absorcidn de nitratos.

Por otro lado, los sistemas biolégicos en los que se han
empleado estas técnicas han sido principalmente
ad Rajices aisladas de los demis componentes de la
plantaC2s,27,28,34,35,43).

b)) Plantas & plantulas completasC26,29, 30, 31,32, 33).
¢) Cultivos de tejido 6 células en suspensiénCds).

Debe seflalarse que estos sistemas provienen, la mayoria de las
veces, de vegetales de interés comercial, como en el caso del
maf{zCZea maysd €27,28,30,34,35.43), trigolr. aestivumd
€26,50,52,53), y la cebadalXeardeum vulpared (25,29,31,33,46), si
bien otros estudios se han enfocado hacia especies que poseen
caracteristicas genéticas, fisicldgicas & bioquimicas de especial
interés, entre ellas encontramos a Srabdudenois thaliana (323,
Brazouwa napus C(54,55), Yemaa pdba (45), Lolium perenne (56.57),
¥ Buanidium caldarium (49), entre otros.

1.5.2 Energética de la absorcién de nitratos y mecanismos

P opuestos

La absorcion de nitratos en cualquiera de los sistemas
bioldgices que ya se mencionaron, requiere forzosamente de la
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intervencién de un mecanismo complejo(19). Los componentes que en
la actualidad se propone conforman este mecanisme son

ad Un sistema transportador de nitratos 1 S
‘econstitutive'(30,32,35,36,58).

b) Un sistema transportador de nitratos Il cuya s{ntesis es
inducida ¢2¢ neve una vez que las células de la rafz tienen
contacto ceon los nitratos extracelulares(19,29,30,32,35,36,58).

e) Una ATPasa-H® ublcada en la membrana plasmitica.

Con base en los diversos estudios realizados sobre este tema,
se propche en térmunos generales, Qque este mecanismo funciona de
la siguiente manera: Una vex que las células vegetales tienen
contacto con los nitratos, estos aniones comienzan a penetrar a
través del transportader de nitratos “constitutive" & de "alta
afinidad” , lograde ésto se comienza a sintetizar el sistema
transportador de nitratos 1! denominadeo de “baja afinidad”, el
cudl se propone lleva a cabo la absorcién de nitrates en un
transporte simporte NO:2H'(19.35.36>.

El aporte de los protones necesarios para llevar a cabo este
transporte lo realizan las ATPasas~H' localizadas en la membrana
plasmitica, de las cuiles se conoce entre otras caracteri{sticas
que bombean protones al! exterior(S59), se piensa ademis que al
descender la concentracidén de protones en el medic externc a
consecuencia del transporte de los nitratos y de otros tones, la
ATPasa-H® aumenta su act{vidadC1@).

Sin embarga existen también otros estudios cuyos resultados
parecen 1r en contra de lo postulado en este modelo; dentro de
estas discrepancias se tiene que al medir el pH de los medios
circundantes a las rafces, éstos se alcalinizanCl®@ en lugar de
acidificarse{como deberfa suceder a consecuencia de la actividad
de 1a ATPasa-H® de la membrana plasmiticad. En otras pruebas con
rafces de mafz, al usarse inhibidores de la ATPasa-H' de membrana
plasmitica se encontré que @l proceso de absorcidén de nitratos no
se vié afectado en lo mis minimaC19). Por otra parte en especies
como & thaliena el medio alcalino es @l que favorece la absorcidén
de nitratos(32), A la luz de estas discrepancias se han propuesto
otros modelos como el de Thibaud y Grignon (19,38) quienes
sugirieron un mecanismo antiporte ENO;/DH-.

Para el caso de la vacucla, que es el organelo donde se
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acumulan los nitratos en la célula vegetal., exuste un condcimuiento
mucho menor acerca de la manera en coémo se transpbr&a este anmion
hacia su intericr(i®9>. En este sentido Schumaker y Sze(60) en un
estudic llevado a cabe en vesiculas de toncplastolmembrana de
vacuola) aisladas de raices de avena, encontraron evidencias para
pensar que el transporte de nitratos hacia el interior de las
vacuolas estid acoplado al transporte de protenes, Yy que
dependiendo de la disponibilidad del anidédn dentro de la misma, asi
como tambieén de la dermanda del metabolismoc celular., estos sistemas
de transporte pueden movilizar los nitratos almacenados en la
vacuola para usarse en @l citoplasma. Los mecanismos que se citan
para llevar a cabo ésto scn : un mecanismo Lipo simporte para la
movilizacidn de los nitratos del citoplasma hacia el interior de
la vacuola y un mecanismo antiporte para su salida. El gradiente

de protones generados por,la A'ﬂ"asa-H' y la FPasa-H‘dcl tonoplasto,

NOJ NO,
2HY
W
KTP
H
ADF + Pi
CELULA VEGETAL MEDIO EXTERNO

Fig 4.- Hodelo integral que explica la absorcién de nitratos.
" Torado de(19.29.36,49.60).

1.5.3 Regulacién de la absorcién de miratos
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Una vex que los sistemas de absorcién de nitratosCvéase el
punto 1.5.2) se encuentran funcicnande en su miximo nivel, los
nitratos se acumulan en la vacuola & son reducidos en el
citoplasma, pero después de un cierto tiempo a la vez que las
raices se encuentran absorbiendo nitratos del medio externo,
comienca a producirse el fendmeno dencminado ‘efluje’ ¢ ‘salida’
de nitratosC19,26,27,29,30,36,45.47,49,58). El por qué se produce
ésta salida de nitratos no se sabe con certeza; algunos autores
piensan que se debe a que las células alcanzan una concentracién
eritica de nitratos en el citoplasmaCl19,27,49,58) y otros. a que
productos de la reduccién de estos nitratos son los que la
provocan €18,52). De cualquier modo, éste mecanismo regulador
ciertamente es muy fino y sensible a los cambios de concentracidn

de nitratos.

1.8.4 Cinética de la absorcidn de nitratos
1.5.4.1 Efecto de la concentracién externa de nitratos

La concentracién de nitratos presente en las soluciones,
influye en el lapso de tiempe necesario para completar la fase de
“induccién*(fase en la que se propone se sintetiza de nocve el
sistema transportador de nitratos IIJ, pues a medida que aumenta
la concentracién de nitratos del! medio circundante a las rafces,
el tiempo que se requiere para completar la "induccién' es menor.
La toma de nitratos post-induccidén también se encuentra
influenciada por la concentracién de nitratos presentes en el
medio, pues aumenta su velocidad a medida que se incrementa la
concentracidén de los mismosC28,29,30,503.

La dependencia que existe entre la absorcién de nitratos y la
concentracidén externa de los mismos en plantas supericres podri{a
deberse a una de las siguientes hipdtesis que menciona Shamm< 50>
a) Que existan dos sistemas distintos de toma & acarreadores :uno
que funciona a bajas concentraciones de nitratos y el otro en
altasCdel cudl ya se habld con detalle en el punto 1.5.2).

b) Un sistema de toma con distintas fases que dependen de la
concentracién.
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) Un acarreador saturado con un compsnente de difusidn.

En la maycr parte de las xnvesugacaones' citadas. las
caracter{sticas detectadas en el estudio del transporte de
nitratos pueden explicarse en base a la propuesta del incisoc ad.

Para los dos transportadores propuestos. se han obtenidc sus
valores de constantes de afinidad(Kmd. observandose diferenc:ias
entre las especies Yy aun en lcs valores de una misma especie. En
=tr1gol Juwun Bl R se ha reportado para el sistema
ICcenstitutived) una Km de 0.027 mM(S0), en -mafz(ZFea mepysd- de
0.023 mMC30), en -CXemna >0 - 0.033 mMC31), en ~-#. thalianc~ 0.040
mMC 320, y da 0.001 a 0.025 mM para —cebadal Xorteum
vulgared ~C 31,373 .

Para el caso del sistema II los valores oscilan entre 7.5 mM
para el Lrlgo(]"wucu’.m orCS0) y 25 mM para o, Aalianal32)
siendo é€stos numeros siempre mayores que los del mecanismo I.

Como se menciond, los valores de Km se han determinado en
rafces djisecadas, en pldntulas completas & en cultivo de tejidos y
nunca con la proteinals? purificada, lo que puede explicar las
variacicnes en los valores de la Km para los sistemas
transportadores de nitratos aun cuando se halla llevado a cabo el
estudio on el mismo sistema bioldgico.

1.5.4.2 Efecto del pH

Los efectos que causa el pH en la mayoria los sistemas
estudiados son los siguientes : la absorciéon de nitratos en
cebadal®. vulgared(25,31), Yemna on (B0, mafzl(Z mapsd(35 y
avenal duena sakiwad(B0) decrece con el incremento del pH externo.
en este sentido Mc Clure et a&38) encontraron que a pH 8 y por
arriba de éste la inhibicidn de la toma de nitratos en mafiz fue
completa. Por otra parte, la absorcidén de nitratos se incrementa
en los mismos sistemas con un pH 4cido, probablemente debido a un
decremento en el potencial negativo de las células de la rafz{(38),
A pH alto la competencra de los i1ones OH con los nitratos podria
ter lo que causa la reduccidn de la absorcidn de los nitratos(38).
Antes de continuar debo menciocnar que éstas observaciones son
consistentes con el modelo donde se propone la participacién de un

mecanismo si1mporte NO;rZH'Cvéase punto 1.5.2).
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En el caso cde & ({Aalwnc, su comportamienteo ante el pH es
aiferente, como lo mencionan Doddema y Telkamp(32) quienes
reportan una absorcién de nitrateos optima alrededor de pH B. A
pH's por arriba cde 9.5 y abajo de 4.5 #&. (Aalwanae no sdlo deja de
apsorber nitrateos., sino qQue también expulsa una sustancia no
icentificada Que absorbe a 210nm(32), no encontrandose hasta el

moment.o una explicacidén satisfactor:a de este comportamiento.
1.5.4.3 Inhibidores de la absorcidén de nitratos

La toma de nitrates puede verse alterada negativamente por el
efecto de : bajas temperaturas, medios anaerdbios e inhibidores
del metabolismol(i9,31,54,5%5).

En lo que toca a les inhibidores del metabolismo, se ha
encontrado toda una gama de elles que inhiben la absorcidén de
nitrates. Algunos de estos inhibidores son: el
DESCDiethilstilbestrol) y el vanadato., los cuales en experimentos
llevados a cabo en rafces de mafz(31,38,52) provocaron una
inhibicién de la respuesta al nitrato. Debe resaltarse el hecho de
que estos dos inhibideres se han reportado come 1nhibidores
especi{ficoz de la A'K‘sta-l»(‘ de membrana plasmitica(S3) lo que
concuerda con la necesidad de un gradiente de protones para la
éptima absorcidn del nitrato via el mecanismo de simporte.

Otros inhibidores son el PGO(Fenilglioxal) y el amonio,
reportandose en la literatura que el PGO inhibe tanto la toma de
cloro, como la absore1dén de nitratos en rafces de mafz,
interactuando directamente con los sistemas de transporte de
nitratos e indirectamente con la bomba de protones(31,34,38). Por
su parte el {én amonioc a clertas concentraciones disminuye la
entrada de nitratos a las rafces y en otras la inhibe
completamentelll, 44,468,47,48).

La puromicina y la cicloheximida, que son inhibidores de la
s{ntesis de proteinas impiden el desarrollo de la sintesis del
sistema transportador II de la absorcién de nitratosCel que debe
sintetizarse de novel(S2,820.

1.5.4.4 Factores que contribuyen a incrementar la toma de
nitratos



Algunas de las condiciones que favorecen la absorcién de
nitratos son : condiciones aerébicasCi9), temperatura alrededor
de 30°CC31,54,55) y 1a presencia en la solucién de algunos
cationes como el potasioCK’d y el calesolCa®3¢31,36).

Se tra bien d ado que el potasio incrementa la

absorcioén de nitratos(31,36,53), siendo una posible explicacion de
ello, que la A‘l‘P;sa-H’ de membrana plasmitica incrementa su
actividad con este calién(589), aumentandose entonces el gradiente
de protones que facilita el ingreso del nitrato externo via el
mecanismo simporte NO;IZH'. Por &u parte la presencia del calcio
en los medios de absorcién de nitratos, ayuda & mantener la
estructura y funcionalidad de las membranas de las células de la
rajiz en oplimas :ond;e:on's. lo que confiere a estas rafces la
habilidad de soportar congiciones de estrés salinoC3i,33).

1.8 SITUACION DE LA PRODUCCION DE TRIGO EN MEXICO

En paises desarrollados que son grandes exportadores de trige
como es el caso de E.U.A y AustraljaCFig. 53, sus formidables
producciones de Lrigo se deben entre olros faclores a que poseen
Lierras con sistemas de irrigacién artificial, semillas con alta
calidad, fertilizantes adecuados Yy buenas condiciones de
almacenamiento entre otros (64D,

Por el contraric en paises qQue son productores, pere que
también son importadores como es el caso de México, existe toda
una problemitica que ocasiona un bajo nivel de produccidédn(84d. Por
ejemplo, los fertilizantes que tienen la finalidad de incrementar
la producciédn, en muchas ocasiones son aplicados en exceso(B4). A
este respecto, segun dates aportados por el CIMMYTCCentro
Internacional para el Mejoramiento del Mafz y del Trigod, en
Méx3co se aplican un promedic de 260 kg de fertilizante por
hectérea de 1os cuales el 66 % lo ocupa el nitrégeno y #l resto el
fésforo, en comparacién con los mayores productores como lo son
Australia y E.U. A, que aplican mlmimas cantidades de fertilizantes
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Yy con un mejor equilibrioc en el contenido de sus férmulas(Fig.B6).

MLLONES DE TONELADAS(1965-87)

EUA. CANADA FRANCIA AUSTRALIA
PAIS

Figura 5.- Niveles de produccién de trigo a nivel mundial. La
grafica muestra la produccién de trigo de los principales paises
exportadores a nivel mundial, durante el bienio(1985-87)(tomada de
C64d.

El empleo indiscrimnado de estos fertilizantes se debe
principalmente a los grandes subsidios; p.e. en la mayoria de los
grandes productores no sSe asignan subsidios a los fertilizantes,
quedando el -;alvor de 1 kg de fertilizante igual a 2-4 kg de trigo,
en cambioc en paises como Arabia Saudita , Argelia y México, el
abundante subsidio de los fertilizantes hace que el precio de 1 kg
de fertilizante sea i1gual a uno de trigo (843,

Ademis, contraric a lo gque se pudiera pensar, en México., como
en otros palises en desarrollo que aplican exceso de fertilizantes,
no se cobtiene incremento alguno en la produccidn de grancs y
semillas de trigo., debido tal vez, al mal equilibrio de los
nutrientes empleados (N,P y K), & a las précticas generales de
cultivo, como el uso de plaguicidas, herbicidas, etc (64D,



KG. NUTRENTES/HA.

,,,,,,, I B R e

FRANCIA MEXICO CANADA  EUA.AUSTRAULA

PAS

Figura 6.~ Niveles de fertilizantes empleados en trigo por los
mayores exportadores y México.(Grafica construida con los datos

reportados en (64)).

Pecr aun resulta el hezho de que a base de grandes esfuerzos,
se logra la preciada produccitn de semillas y por falta de una
adecuada infraestructura para un buen almazenamiento de estas, se
sume una perdida extra provecada por dafos causados por factores
fisicos C(excesiva humedad y temperatura en el s:1lo) y/o
bioticos{ataques pzr  distintas plagas). Ez por ello que la
investigacicn scbre todo lo relacionade corn la  calidaa de

sez:llas y su almscenamientc vc de suma i1mpertancia actualmente.






OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL :

Evaluar el efectc que causa el deteriors fisico ¢e las semillas
sobre 1a absorcién de nitratos en las raices de las
pliantulas correspondientes.

OBJETIVOS PARTICULARES :

- Determinar la wviabilidad y velocidades de germinacién y
crecimiento en semillas control y detericradas.

- Determinar los estades de desarrollec egquivalentes en las
semillas deteriocradas y control.

- Determinar la cinética de absorc:édn de nitratos en las rafces
de las plantas procedentes de los lotes de semillas control y
deteriorado, durante las primeras ocho horas de contaclo con este
anidén bajo las siguientes condiciones:

a) Aante distintas concentraciones de nitrato(0.3 a 10 mbO.

b) Usando diferentes valores de gH € 4.5, 8.0 y 7.5,

HIPOTESIS :

Si el vigor de las plantulas provenientes de semillas
detericradas se ve disminuido., entonces es posible que un sistema
bioquimico importante para el crecimiento cde la plintula como es

el de absorcidén de nitratos se encuentre afectado negativamente.
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METODOLOGI A
3.1 MATERIAL BIOLOGICO

La variedad de trigo C(Jakcum aestivumd en estudico fue
Salamanca cosecha B88-83, adquirtida en la productora Nacional de
Semillas (PRONASE), siendo su porcentaje de germinacidén de 9@
Para su conservacién se almacend en un cuarto sin luz. a 4°C, Yy
mantentendo el contenido de humedad(C.H> de la semilla en 10 %.
Cabe seMalar que ésta .semilla se encontraba ya tratada con un
fungicida llamade CAPTAN. para evitar la proliferacién de
patégencs.

2.2 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD DE LA SEMILLA

Una vez adquirida la semilla, se procedid a evaluar el
porcentaje exacto de su contenido de humedad para considararlo en
las operaciones do deterioro. Para determinar éste pardmetro, se
colocaron aproximadamente 30 semillas en cajitas de aluminio
previamente pesadas., Acto seguido se pesaron las semillas en las
cajas en una balanza analiticalpeso fresco de las semillasd, para
después secarlas en un horno de alta temporatura a 115°C durante
18 horas(11,17>. Al momento de sacar las cajas con las semillas, se
introdujeron en un desecador por espacio de 10 min., para luego
proceder a determinar su pesolpesc seco de las semillas)., Los
datos obtenidos se sustituyeron en la siguiente férmula:

% CH =CPf.-P.5.2 x 100
P.r.
eh donde:
C.H. = Contenido de humedad del grano o semilla.
P.f. = Peso fresco de la semilla
P.s. = Peso seco de la semilla
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La ceterminacién del porcentaje de contenido de humedad (¢4

C.H.), se realizé un minimo de S5 veces, por lote.

3.3 DETERIORO DE LA SEMILLA

Para simular las condicicnes a las que se ve sometido un lote
de semillas durante un inadecuado almacenaje ocasionado por altas
temperaturas y humedad, se ha propuesto un método daenominado
"envejecimiento acelerado de serullas”™, que consiste en elevarles
el ccntenido de humedadCa 17% para el caso del triged, y
almacenarlas después con temperatura y humecdad relativa(H.R.D
altas y postericrmente secarlas(11,17,81). El procedimiento fue el

siguiente:

3.3.1. Ajuste del contenido de humedad de la semilla
por deteriorar

Esta operacién consistié en incorporar agua destilada a las
semillas, agitando vigorcsamente por espacio de una hora o hasta
que finalmente €1 agua se incorporase a las semillas; después de
lo cuil el frasco fue cubiertoc con un trozeo de papel “Parafilm™ al
que se@ le hicieron 4 perforaciones. Este frasco se introdujo en un
refrigeracor a 4°C durante 12 horas, con el fin de que la humedad
se distribuyera uniformemented11). La cantidad de agua requerida
para elevar el contenicdo de humedad de las semillas, se calculd
seguin la férmula:

Volumen de agua = (100-%C. H.a-12 (O
mld €100- % C.H.bd

en donde:
% C.H. a = Porcentaje del contenidc de humedad inicial de

la semilla C10% para este casod.

% C.H. b = Porcentaje del contenido de humedad final al -
que se desea dejar la semilla. (17 X para este
casod.

C = La masa del lote de semillas expresada en gramos.
Referancialll 17D



3.3.2. Preparacién de la cimara de deterioro

En una caja hermética de plasticol38cm x 28cm » 1Scmd se virtié
1 litro de una solucidn saturada de KCl, que dié una humedad
relativa interior del B85% dadas sus propledades coligativas(C11,813,
Sobre la solucidén se colocd una rejilla de pliastico, con el fin de
colocar sobre de ella a las semillas y Que de ésta forma la
humedad se distribuyera uni:formemente., Posteriormente se selld la
caja con cinta adhesiva y se guardd en una estufa de cultive
(modelo FE~131) a temperatura constante de 421 °C durante 5 dfas.

3.3.3 Téermino del procesg de deterioro

Después de los 3 dias de deterioro., se sacaron de la camara las
semillas, para secarlas a temperatura ambiente durante 12h. Al
finalizar ésto, se tomd una muestra del lote deteriorade a la que
se lo determind el % C.H. final . Finalmente se procedid a guardar

las semillas deterioradas en un cuarto a 4°C.

3.4. EVALUACION DEL VIGCR Y VIABILIDAD DE LOS LOTES CONTROL Y
DETERIORADO

Para determinar ol dalo ocasionade por el detericro a las
semillas, se llevaron a cabo las siguientes pruebas, tanto en el

lote deteriorado como en el control:
3.4.1. Cinética de crecimiento

Esta prueba es la mis utilizada para evaluar el vigor de un
lote de semillas(8,11,17). En el fondo de una caja de plistico, se
colocd una hoja de papel filtro grueso, que se humedecid a
saturacién con una solucién 0.1 mM de CACJg(S(), sobre la cudl se
distribuyeron 100 semillas de cada lote lavadas previamente en
agua destilada para retirar el exceso de CAPTAN, postericormente se
cuybriercn con otra hoja saturada con la solucién ya indicada.
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La cAmara se incubd a 20 > 2°C, con foropariodo natural. A los
3,4,5,8 y 8 dias de haber sido sembradas, se disecaron 20
pléntulas, separando el endosperme del coleoptilo y de la raiz.
Estas tres partes se introdujeron por separado en cajitas de
aluminio previamente pesadas, para después meterlas a un horno a
118° C durante 2¢ horas ; al concluir el secado, se introdujeron a
un desecador para su enfriamiento antes de ser pesadas nuevamente.
Con esto se establecid la cantidad de materia seca acumulada a
través del tiempo. Los resultados que aparecen en las Figuras
12,13 y 14 se expresiron como XN peso secosplintula’™, el culdl se
derivé de la siguiente expresidn :

% peso seco de la rafz = (100%0 - (%peso seco del coleoptilo + %
peso seco del endospermo)

Siendo &) 100% el peso seco de la plintula completa.

3.4.2. Velocidad de germinacidn

La curva que se deriva de esta prugba, evalda tanto la rapidez
con que germinan las semillas de un lote, como la viabilidad del
mismoC8,11,173. Para llevarla a cabo. las semilias se manipularon
en la misma forma que en la prueba anterior, con la variante de
que en ver de disecar, 1o que se hixo fue contar cada 24 horas el
nimero de semillas germinadasCconsiderando qQue una semilla
germinada era aquella que ten{a protufda su radicula principal)d,
hasta completar 8 dfas.

Una vez concluido este punto, se procediéd a calcular el valor
del Coaeficiente de Velocidad de Germinacidn (C.V.G>{14> para poder
comparar westadi{sticamente las dos curvas generadas en este
e xperinento.

Do los resultados obtenidos de 1las pruebas de vigor y
viabilidad, se seleccionaron los dias de cosecha para la parte de
los experimantos relacionados con la absorcidn de nitratos, la
seleccién se hizo de tal manera gque en @)l dia de cosecha ambos
lotes tuvieran @l mismo X de peso seco por plintula en sus ralfces.



3.5. DETERMINACION DE LA ABSORCION DE NITRATOS A UN pH
CONSTANTE DE 6

En la literatura, el estudio de la absorcidn de nitratos, se ha
llevade a cabo por diversos métodosCVéase punto 1.5.10; dado que
para este trabajo se requeria de una técnica accesible, preciza,
no muy laboriosa ni: de larga duracidén, se optd por modificar el
disefo empleado por diversos autores(3l,35,63).

Cien semillas de trigo de cada lote fueron sembradas en las
mismas condiciones que se uytilizaron para la cinética de
crecimiento. A los S dias de haberse sembrado el lote deteriorado,
se separaron las rafces de la pléntula para sumergirlas
inmediatamente en agua bidestilada fri{a y aereacda durante 15 min..
Posteriormente se pesaron 3 gramos de las ralces en tubos de
ensaye frios, a las que se les afladian 30 ml de una sclucidn con
0.3, 1.0, 3.0, 5.0, 7.5 ¢ 10.0 mM de nitrates (Ver Fig.7). Las
soluciones contentan KNO.. CA(NO’):CBS!,andO presente por cada
molécula de Ca(NO')z. dos de KNO’). 0.25 mM cdo MES/KOH pH 6.0 y
0.5 uM de NalHoO . El perfodo total de absorciédn fue de 8 horas
mantentendo un flujo de aire canstante en la solucién y una
temperatura de 30%1°C. Cada 2 horas se tomé una alfcucta de 1.7 ml
de la solucidén, la que después se utilizd para determinar la
concentracidén de nitrates disminuida del medic, asumiendo que
correspond{a a la cantidad absorbida por las rafces. Los

experimentos se repitieron un m{nimo de 9 veces.

3.5.1 Determinacidén de la toma de nitratos en soluciones con

otros pH

Dado que el pH juega un papel muy importante en la absorcién de
nutrientes y en especial para el caso de los nitratos, se decidid
estudiar el efecto que tiene @l pH en la absorcién de nitratos por
las plintulas provenientes de semllas deterioradas siguiendc la
metodologia reportada per Rao y RainsC31). Para cuantificar éste
efecto, se probaron las soluciones que contenfan 3.0, 7.5 y 10mM
de nitratos en las rafces de ambos lotes , pero ahora con un pH de
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DISERO EXPERIMENTAL

100 semillas ¢ control o
detaricradas)

Siembra en papel filtro
con 0.1 mM de CaClx

Disecar raices

Pesar 3.0 g ————————Determinacidén de NO;

endégano
Lavar en agua fria
Pasar a 30 ml de n]
€ 0.3, 1.0 ,3.0., 5.0, 7.5, 10 dmM ¢ 3.0, 7.5, y 10> mM
de NO:ypH 6.0 de NO, pH 4.5 y 7.5
Sacar alicuotas
de 1.7 ml
2 b Métodos con :
4 hr § Determinacidn a3 Brucina
8 hr de b) Ac. perclérico
8 hr No; por e) Ac. salicflice

Fig 7. =~ Procedimiento para estudiar la toma de nitratos en
las rafces de los lotes de Lrigo contral y deterio
radas.



4.5 y 7.5 . El ajuste del pH 4.5 se hizo afladiendo HClC12.1N) y el
de 7.5 con KOHCIMD, en ambos casos no se afadid solucién
amertiguacdora. Las demas condicicnes fueron las mismas gque en el

experimento anterior. Los experimentos se repitieron 3 veces.
3.6. DETERMINACION DE NITRATOS

Los nitratos fueron determinades segun 3 diferentes métodos de
acuerdo al experimento. En todos los casos cada muestra seo
determindé por triplicado y a su vez cada lote de muestras
procedentes de un experimento se determinaron por duplicado. Cada
experimento se llevd a cabo al menos 3 veces.

o

3.8.1. Método con Acido percldrico. Se siguid el procedimiento

citado por Cawse(38).

Este método se basa en la abscrcidn que presenta el ién nitrato
al ponerlo en un medic con 4cido percldérico con al 8% y
leerlo a 210 y 300 nm. La mayor sensibilidad de este
método se reporta a 210 nm.£38).

Para la construccidn de la curva patrén(Fig.8), se depositaron
alicuotas que contenian entre S y B0 ug de nitratos a partir de
una solucidén “stock™ con 3225.81 ug de No;/ ml en tubos de ensaye
de 100 x 12 mm, ajustandose ol volumen a 1.0 ml con agua destilada
y afladiendo 2.0 m! de ac. perclérico al 5 % . El blanco se prepard
con 1.0 m! de agua destilada y 2.0 ml de 4c. perclérico al S%. Al
cabo de 10 mn, se ley® la absorbencia a 210 nm en un
espectrofotdémetro Beckman mod. DU-6S. El rango lineal de la curva
se encontrd entre 5 y 40 pug de nitratos.

Para el caso de las muestras, se afladieron alfcuotas que
contuvieran entre B y 40 ug de nitrates, agregandose agua
destilada hasta completar un volumen total de 1.0 ml . Al final se

adicicnaren los 2.0 ml de ic, percldérico al S5 %.

3.6.2. Método con brucina. Se siguid el método citado por
SnellC40>
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CURVA PATRON DE NITRATOS
METODO DEL AC. PERCLORICO

25

Abs. ¢ 210 m{UD.O)
o
T

Jg de Nitratos

Figura 8.- Curva patrén de nitratos segun el método del
4cido percléricoC3B8d.



L3 reaccidn por medic de la cual se detecta al ien nitrate, es
la oxadaciodn de la bructnaCalcaloide de alta toxacidadd). El
compuesto resultante es de color amarilloC40).

La curva patron(Fig. ©) se elabord colocando on tubls de ensayée
de B8O » 150 mn una muestra gue contuviera entre £ v 80 wg de
nitratos, completande a 1.0 ml con agua destilada. Se adicionaren
20 pi de una solucidn de brucina al % disuelta en cloroformo y
preparada ese mismo dia, agregandosele posteriormente 2.0 ml de
4cido sulfurico concentrade y agitande vagorosamente an el vortex
durante 1 minuto ¢ hasta que la mezcla virara de 1incoloro a un
color amarilla. La metcla se de)o reposar a temperatura ambiente.
Una vez fria, se aRadieron lentamente 2.0 mli de agua destilada
agitandola nuevamente haste la total homogenizacidén de 1la
mezcela., Se enfriaron los tubos en hielo y s& leyeron en o1
espectrof otonetra Beckman a 410 nm. Para el caso de las muestras
se aRadieran alicuotas que contenfan entre S y 40 pglque es e}
range lineal de 12 curva patrén? a 1.0 ml de agua y todcs los

demss reactives.

2.8.3. Hatodo con dcido salicilico. Se siguid el procedimiento
citado por Cataldo « all39)

Este método se basa en la oxadacién que sufre el &c. salicllice
al ponerlo en contacto con los nitratos; el compuesto que se forma
es de color amarilloe(389).

El ensayo seo llevd a cabo en tubos de vidrio con las mismas
d:mensiones que &n el metodo anterior. Para la construcciédn de la
curva patrénCfFig. 102 so colocaran alicuatas del stock que
contuvieran de 5 a 80 ug de nitratos agregando después agua
doesionirada para tener fipalmente un volumen de 3100 upl; a
continuacian se adicionparon 400 ]l de una solucion de Aacido
salicilico al $%. disuelto en acido sulfurica concentrado., se
agitd ¥ deyw repotar la mexcla por 22 minytes apreximadamente. Por
Hitiyma e agregaron 9.5 ml de HaOH 2N observandose un cambio de
1ncelorc 2 un color amarillo; se leyeron las nmuestras en el

especirofotomatra a 410 nm.
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CURVA PATRON DE NITRATOS
METODO DE BRUCINA

Abs. a 410 n{UDO)
o
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Figura 9.~ Curva patrén de nitratos segin el mnétodo de
Brucinal4od.
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CURVA PATRON DE NITRATOS
METODO DEL AC. SALICILICO
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Figura 10.~ Curva patrén de nitratos segun el método del
scido salicf{licoC38).



En el caso de las muestras problema, como en los dos métodos
anteriores, se agregaron al{cuctas gque contenian entre 5 y 40 ug
de nitratcsCqQue es el rango lineal de la curvad a los 100 ul ce
agua destilada ,después de lc cuil se proced{a de la forma ya

sofal ada.
3.7 CETERMINACION DEL NITRATO ENDOGENO DE LAS RAICES

Para conocer la cantidad inicial de nitratos presentes en el
tejido radicular de las pliantulas utilizadas en los experimentos
de absorcién de nitratos, se procedid de la siguiente manera :

De pliantulas control y detericradas con 4 y S dias de edad
respectivamente., se pesaron 5 gr de raf{z fresca por separado.
Estas ralces seo desecaron en cajitas de aluminio en el horne a
115°C durante 18 horas. Inmediatamente después se pesaron en la
balanza anali{tica. De estas muestras secas, se tomaron 100 mg por
cada lote para triturarlas en un mortero; el polvo resultante se
mezcléd con agua bildestilada en un tube a 70°¢C, agitandose
vigorosamente en el vortex durante 1 minuto. Estos tubos se
incubaron por ' 1 hora a 60°%, para inmediatamente después
centrifugarlos a 5000 g por 15 minutes. El sobrenadante se guardd
para realizar las pruebas colorimétricas de determinacidén de
nitratos posteriocrmente.

3.8. METODOS ESTADISTICOS
3.8.1. C.V.G.

El C.Y.G.C Coeficiente cde Velocidad de Germinacién ) enunciado
por SlowskiC14), se calculé para los lotes de semilla control y
deteriorado, usandose para ello la fdérmula :

C.V.G. = Fn x 100 7 E ¢D.nd
en donde :
n = El némero de semillas germinadas cada dfa.
D = E! nimerc de cada dfa después del " dfa cera “Cdia
de siembral.



Lzos C.V.G. cbtenidcs se ccmpararon con la prueba estadistica T

de student (p<0.05).
3.8.2. Velocidad de crecimiento

Los datos de la seccién 3.4.1. se scmetieron a una correlacidn
y regresién lineal simples.

Una vez definidos los parimetros de modelo lineal y = mx + b
donde m es la tasa de velocidad con que ganaron ¢ perdieron pesc
dependiendo de la parte de la plintula que se tratase, se procedid
a comparar la "m” de ambos lotes por medico de la prueba
estadistica “Comparagidn de las pendientes de dos
curvas”(p<0.05)(65). e

Para saber si exist{an © no diferencias significativas entre
tres ¢ mis tratamientos se utilizd la prueba ANALISIS DE VARIANZA
Cp<0.053(58).
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RESULTADOS

4.1 OBTENCION DEL LOTE DETERIORADO DE SEMILLAS

El contenido de humedad de la semilla adquirida fue del 10%
aproximadamentelTabla 13, encontrandose en un nivel adecuado para
su inmediato almacenamiento. Cuando se procedid a ajustar la
humedad para la oObtencién del lote deteriorado, las semillas
alcanzaron cerca de! 17% antes de ingresar a la cimara de
deterioro; después de S dias el lote de semillas deterioradas tuvo
un 15% de contenido de humedad{véase la Tabla ID.

Tabla I.- Porcentajes de contenido de humedad. Se muestran los
niveles de humedad de los lotes de semilla control Yy
deteriorado. Los valores son la media de 8 determinaciones.

Lote % Contenidoc de humedad
Control 10.8
Deteriorado 1.8 »
15.2 mn

® Antes de ingresar a lo cdmara de deterioro.

% Despude de los o dias de deterioro,

4.2 VIGOR Y VIABILIDAD DE LOS LOTES DE SEMILLA CONTROL Y
DETERI ORADO

Con la finalidad de establecer los estadfos de desarrollo

equivalentes entre los dos lotes de semillas, as{ como también
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determinar e]l posible cdafilo que se ocasiond a las semillas con el
deterioro, se llevaron a cabo las pruebas de velocidad de
germinacién y crecimento descritas en la Metodologia.

Los datos obtenidos del experimento de velocidad de germinacidn
se muestran en la Fig.11. Analizando estas curvas se observa que
el procesc de germinacién se encuenira retrasado aproximadamente
en 24 hcras con respecto al lote control a consecuencia del
deterioro y que e! porcentaje de semillas germinadas disminuyd del
00 al OS%.

Para saber si las diferencias en la germunacién eran o no
significativas. se procedid a calcular los Coeficlentes de
Velocidad de Germinacién, los cuales se muestran en la Tabla 1I,
estos coeficientes fueron significativamente distintos entre s{
segun 1o indicé la prueba estadistica “T de Student”(p<0.0%).

Tabla 1I.- Coeficientes de velocidad de germinacién .Se muestran
los C.V.G. de los lotes de semilla control y deteriorado.

Lote Coeficiente de Velocidad de Germinacidén
Control 43.8¢4 2 1.28
Deteriorado 35.14 2 0.20

Los valores son la media + desviacidn estdndortn=zp)

Los valores son significativamente dietintioe(p¢0.03) ;¥obeserva~

dazt11.23, ttablaez2z.®.

Por otra parte, las raices y los endospermos de las pléntulas
provenientes de semillas deterioradas, presentaron también
diferencias significativas(p<0.03) en las tasas de crecimiento
cuandc se compararon por medio de la prueba “Comparacién de las
pendientes de dos curvas™ con las correspondientes del lote
controlCvéase la Tabla IIl y las Figs. 12,13). En lo concerniente
a los coleoptilos(Fig.14). no se encontrd diferencia significativa
alguna(p<0.05) cuando se compard la cinética de crecimientoc del
lote control y la del deteriorado.



%% DE GERMINACION

VELOCIDAD DE GERMINACION

CONTROL

100+ | e
/‘/"""—*_“"4 DETEROR,

4 6 g
TEWPO (dios)

Figura 11.- Velocidad de germinacién de los lotes de semilla
control y deteriorade. Cada 24 horas ze contd el nimero de
semillas germinadas en cada lote. Los puntos son la media de
3 determinaciones.



VELOCIDAD DE CRECIMIENTO
RAIZ

25 —_—
“é CONTROL

20+ e
3 DETEROR,
g 15+ /
o]
3 10F
o]
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134

% 2 P 6 8
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Figura 12.-Velocidad de crecimientc de la rafz. Se muestra
el incremento de masa en las rafces de las pléntulas a
través del tiempo expresacda como el %X de peso seco
/pléntula, de los lotes de semilla control y detericrado. De
estos datos se seleccionaron los dias 6 para el control ¥y S
para el deteriocradc para cosechar dada la simlitud
proporcional de los valores en anbos lotes. Los puntos
representan la media de 3 determinaciones.



VELOCIDAD DE DEGRADACION DEL

ENDOSPERMO

2% PESO SECO POR PLANTLLA
=T

DETEROR,

0 2 4 6
TEMPO (DIAS)

Figura 13.- Velocidad de degradacién del

endospermo. Se

muesira el consumo de los materiales de reserva contenidos en
el endospermo de 1os lotes de semilla control y deteriorado a
través de! tiempo. Los puntos representan la media de 3

determinaciones.




% PESO SECO POR PLANTULA

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO
COLEOPTILO

P
CONTROL
- iy
DETEROR.
15 -
10
5t
% 2 g 5 8
TEMPO (DIAS)
Figura 14.- Velocidad de crecimiento del coleocptilo.Se

mue.tra e]! incremento de masa de los coleoptilos de los
lot+s de semilla control y deteriorado a través del tiespo
@x ~esado coma % de peso seco/ pléntula, Los puntos
representan la sedia de 3 determinaciones.



Tabla 111.- Tasas de crecimientoc., Se presentan las tasas

crecimiento de las partes de las plirntulas procedentes del lote

control y deteriorado,

Parte Lote Tasa de crecimiente Diferencias significativas
% peso §7co plantu- Cp ¢« 0.0%
la "dfa™ ")
.
Raiz Control 3.55:0. o3 o * St hubo
Deteriorade 3.00-0.25
Coleoptilo Control a. 66:0.51 N No hubo
Deteriorado 2.24-0.13
. .
Endosper m Control 5.51-0.25 e Si hube

Deteriorado .. 47-0. 43

N .
Loe valores son la media - desviacitOn ei:andartnzs,,

a v tablas!s3. 102 v0beervadar?. 52
b ¥ tablae =8 rvadai?. 23
e v tablas =23 rvadai®. 13

4.3 DETERMINACION DE LA ABSORCION DE NITRATOS CEZ LOS LOTES
EXPERIMENTALES A pH 6

Con el fin de llevar a cabo el analisis de :2 que estaba
ocurriendo con la abscorcidén de nitratos onllas ralces provenientes
de los dos lotes de semilla, se optd por graficar las curwvas que
describen la absorcién en dos principales conjuntos. uno do ellos
involucra a las concentraciones “bajas”(0.3 a 3.0mM cde2 nitratos) y
el otro a las "altas”(5.0 a 10mM de nmitratos)., ~3 acuerdo a
oxperimentos preliminares.

En ¢! primer grupo(Fig.18 y Tabla IV), se aprecic m:na absarcién
de nitratos similar en los dos lotes, la cudl fue r: ~porcional a
la concentracién de nitratos del medio. aunque dezfu23 de las 6
£Orat ex1staé un comportamiento irregular por fpatte del lote

celerioradc en las concentraciones de G.3 v 1, 0mM.
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ABSORCION DE NITRATOS
pH 6.0 CONTROL

E 03 mM
\5 3 10 mM
s 0
i 1
g GQ 2 . 4 [ 8
. TEMPO (HORAS)
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Figura 15. - Absorcion de nitratos por las rafces de trigo de

los Jotes de semilia control Y deteriorade cuando se
incubaron en szeluciones con concentraciones de nitrato entre
.3 ¥y 2.0 mH y un PH de 8.0. Los puntos de cada curva
corresponden a un exper)mento seleccionado de @ experimantos
independientes.



Tabla IV, -Niveles de nitratos abscrbidos a 0.3,1.0 y 3.0 mM de

nitratos externos.

tbscreiontumcl de NO; g_'pcso fresco rafzd

Lot
Concentracién Tiempo Control Deteriorado
CmM NOD CHoras)
2 0.15 0.50
0.3 4 0. 40 0.70
) 0.70 - 0.%0
8 0.0 - 0.50
2 0.80 0.3%8
1.0 4 1.40 1.18
-] 2.25 0.80
:} 2.98 3.80
2 1.00 0.80
3.0 4 2.29 2. 40
8 3.10 2.99
8 3.80 3.3%

Todos estos valores fueron determinados con el método del 4c.
perclérico. El pH del medio fue 6.0,

Ahora bien, examinando las respuestas que tuvieron los lotes
control y deteriorade, pero a las concentracicnes de 5.0 a 10mM de
nitratos(Fig. 18 y Tabla V) el lote control presentd nusvamente la
tendencia a absorber @l anién en forma propercional al aumento de
l1a concentracidn externa del mismo. Por el contraric se detectd
Que las rafces de las pliantulas procedentes de las semillas
deterioradas redujeron su absorcidn neta de nitrates a partir de
S.0mM de nitratos externos. absorbiendo 37% menos y a 7.3%mM un QOX%
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Figura 16.- Absorcién de nilratos por las ralces de trigo de
los lotex de semilla control v deterimrado cuando se
1ncubaron en scluciones Cen confentracicnes de nitratc entre
5.0 y 10.0 M y un pH de 6.0. Los puntos de cada curva
corresponden a un experimento seleccionado de © experimentos
independientes.



menos s. se coRpara con las cinéticas presentadas por el lote
gontrol en esas mismas concentraciones; al llegar a2 10mM se
presento aparentemente una salida neta de los nitratos contenidos

@en las ratces.

Tabla V.-Niveles de nitratos absorbides a 5.0.7.S y 10 mM de

nitratos externos.

Absorcién(umol de NO; g-‘peso fresco raf{zd

Lote
Concentracién Tiempo Control Deteriorado
¢aM NOJ) CHoras>

2 4.75 1.00

8.0 4 68.00 2,40

8 7.80 6.00

8 9.50 8.00

a 5. 80 0. 65

7.8 4 8. 70 1.80

e 7.50 1.0

8 10.65 1,05

2 11.80 -2.00

10.0 4 9.50 -0.58
8 12.45 =4.45

8 13.00 -8.83

Todos estos valores fuercn determinados con el método del 4c.
perclérico. El pH del medic fue 6.0.

4.2.1. Determinacion de la absorcidén de nitratos de los lotes

eoxperimentales a pH 4.5 y 7.5
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En vista de que los resultades anteriocres mostraron un efecto
nulo del deteriorc en la absorcidn de nitratos a concentraciones
externas de 0.3 a 3.0 mM de nitratos. as{ como también un descenso
importante en la toma neta de los mismos por parte del lote
deteriorado a concentracicnes externas de 5.0 a 10mM, se dectdid
ahora f{nvolucrar al facter pH, ya que se ha reportado en la
literatura que un pH A4Acido externc favorece la entrada de
nitratos, en tanto que uno alcalino la dificulta en el caso de

especies como la cebada, el trige y e! maf{z(18,31,32,35,36,060).

Las curvas cde la Fig.17 y Tabla V] resumen los resultados de
los ensayos cuando las rajices se sometieren a una concentracién de
3.0 mM y a pH 4.5,8.0 y 7.95. A pH 4.5 ambos lotes tuviercn una
respuesta positiva ya que aumentaron su absorcidén neta en un 41%
respecto a esa misma concentracién a pH 6.0, sin encontrarse
diferencias en la absorceidn entre los dos lotes. A pH 7.8 ¥ 3.0 mM
de nitrates, la absorcién neta de los mismos fue equivalente 3 la
del final del periodo de absorcién a pH 4.8, con la dUnica
diferencia de que durante las 3 primeras horas del ensayo, la
absorcidén de los nitrates fue lenta si s& compara con las

cinéticas de los olros dos pH.

A 7.5 mM de concentracidn de nitratos(Fig.18 yTablaVIl) y un pH
de 4.5, el lote control exhibié una absorcién neta de nitratos
incrementada en un 31% respecto a la obtenida por ese mismo lote
pero a un pH de 6.0, por su parte el lote deteriocrado también tuve
una absorcidén de nitratos neta muy supericor a la presentada a un
PH de 8.0 pues ¢sta se incrementd en un 91X, Antes de continuar
con lo ocurride en esta misma concentracidn pero ahora a pH 7.5,
debe mencionarse que pese a que el lote deterioradec presentd una
absorcidn neta mejorada, ésta continud estando por debajo de las
einéticas del lote control. En 7.5 mM de nitratos ¥y pH 7.5, se
encontré que el lote detericrado mejord en un 838% su absorcidén de
nitratos respecto al pH 5.0, en tanto que el control la disminuyé
en S54%, en ambos casos las curvas fueron inferiores a las
obtenidas con un pH de 4.5.
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Figura 17.- Absorcidn de nitratos por ralces de Lrigo de las
lotes cde semtlla control(-8-) y deterioradoC(=6=) a 3.0 mM de
NOY externos., diferentes tiempos y pH. E! conjunio de
graficas muestra el comportamiento de las cinéticas de
absorcién de nitratos. una vex que las rajces se sometiercn a
los pHs 4.5, 6.0 .7.5, y 3.0 mM de KO3, Los puntos en cada
grafica corresponden a uUn experimentoc seleccionade de 3
experimentos 3ndependientes.



Tabla V1.~ Abgorclion de nitratos a partir de una soluelén con
3 mM de nitratos ¥y pR 4.5, 6.0 y 7.5,

Absaorciond umol No; g 'peso fresco rafz)

Lote
pH Tiempo Cantrol Deteriorado
CHoras)
=3 S.10 1.40
s 4 3.08 3.e5
8 4.19 5. 00
8 8.50 5.98
2 1.00 0.50
5.0 4 2.26 2.40
-] 3.10 2.95
B8 3.80 3.33
\
2 0,80 -0.40
5 4 1.88 1.85
-] 3.20 4.50
8 3.70 B.65

Valores determinados con el método del 4cids perclérico,
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Figura }e@. ~ Absorcién de nitratos por rafces de trigo de los
lotes de semilla conirol(-M-3> y deteriocradoC-#-~) a 7.3 mM de
NO3 externos, diferentes tiempas y pH. El  conjunto de
graficas muestra el comportamiento de las cindlicas de
absorcidn de mitratos. una vex gue las rafces se sometieron a
los pHs &£.5, 8.0.7.5, ¥y 7.5 =M de NOI. los puntos en cada
grafica corresponden a un experimento seleccionado de 3
sxparimentas {ndepend: entes



Tabla VII.~ Absorcién de nitratos a partir de una solucidn c<on
7.5mM de nitratos y pH 4.5, 8.0 y 7.5,

Absorciéon pmal NO; g-'peso fresco raizd

lote
pH Tiempo Control Deteriorado
Choras)
a 8. 00 1.90
4.5 4 8. 495 2.80
8 13.88 6.50
8 15. 45 i1.50
a2 5. 80 a.e0
8.0 4 8.70 1.80
-] 7.80 1.90
B 10.88 1.08
2 2.10 1.40
.8 ) 4.10 3.33
-} 4,20 4.73
a 7.18 4.00

Valores determinados con el mélodo del dcido perclérico.

Finalmente a2 10 mMFig.1Qy Tabla VIIID y pH 4.5 el lote control
presentd el nivel més alto de absorcidn gque se encontréd en todos
estos experimentos (~ 24 umol de nitratos absorbidos a lax 8
horas), en tanto que &l lote deteriorado durante las 4 primeras
horas tuvo un comportamientoc ascendenle en su abscrcidn, la cuil
fue la mejor de todos los ensayos, sin embargo después de estas
cuatro horas se inlcid un descenso abrupta que culmind con una
nula absorcidn de nitratos a las B horas. En 10mM y pH 7.5, la
cinética de absorcidn disminuyd en el lote control en un 893%
intcialmente, para al final del perfiodo de absorcidn estar un 30%
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Figura 16.-~ Absorcién de nilratos por rafces de trige de los
lotes de semillia controlC(-E-) y deterioradol-#—=) a 10 mM de
NOZ externcs. diferentes tiempos y pH. El conjunto de
graficas muestra el comporlanmiente de las cinéticas de
absorcidn de nitratos, una ve: que las ralices se sometieron a
los pHs 4.5,8.0,7.5, y 10 mM de NO3. Los puntos en cada
grifica corresponden a un experimentce seleccicnado de 3
experimentos independientes.



por detajo de la turva generaZa en esta mista congentracitn pero a
pH £8.0. En lo gue “occa al lcote deteriocrado, este presentd el misms
comportamiente ocuUrridc @n el caso cvande se Luvo en el medio 10

mM4 de nitratos y un pH ce 6.0.

Tabla VIII.- Absorcion de nitratos a partir de una solucion con

10.0rM de nitrates y pH 4.5, 8.0 y 7.5,

Absorcignlamsl HO: g-'peso fresco rafzd

Lote
pH Tiermpa Centrol Deteriorada
Choras)
2 14.90 10. 30
4.5 4 20.20 10. 85
8 21.89 6.10
g 23.79 0.0
a 11.50 -2.00
5.0 4 9.50 -0.55
-] 12.45 ~4.45
8 13.00 -8.88
2 5.50 -2.20
7.5 4 10.685 -0.78
6 7.20 -3.15
8 Q.10 -7.80

Valores determinados con el método del icide perclérico.

4.3.2 Determinacién de la abscrcidn de nitratos de los lotes

experimentales con los métodes de brucina y dc, salicilico

El comportamuentoc de la absorcién de nitrates por el lote
control descrito en los datos anteriores. se halld muy samtlar en
magnitudes al reportado en otros sistemas(29,30,31,34.35)., sin

erbargo no existen en la literatura datos sobre plintulas de
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semt llas deterioradas, por lo que se procedid a verificar que la
expuls:ién neta ante 10mM de nitratos exdgencs observada en las
grificas del lote detericrado a pH de 6.0 y 7.5(Figs.16,19, no
fuera un artificio provocado por alguna sustanciaCs) que estuviera
interfiriendo con la determinacién de nitratos por el método a
base de acido percldrico, que fue el que se estuvo manaejando hasta
ese momento.

Para lograr esto, primero se procedid a comparar tres métodos
de cuantificacién de nitratos y a determnar la cantidad de
nitratos presentes en las rafces no expuestas a estos iones.

Los otros dos métodos que se usaron fuercn el de la brucina y
el del 4icido salicf{lico. Los resultados de esta determinacidn
pueden apreciarse en la Tabla IX. estos datos fueron procesados
por medic de un Analisis de Varianza(p<0.0%), observandoso-qun los
valores cbtenidos por los métodos del dcido saltci{lico y brucina
no presentaron diferencias significativas entre si. en tanto que
con el método del 4dcido perclérico, las cantidades obtenidas
fueron S5 veces mayores que las reportadas por los otros dos
métodos. Sin embargo por los tres métodos no existen diferencias
significativas entre las cantidades de nitratos existentes en

ambos lotes de rafces.

Tabla IX.- Niveles de nitratos iniciales en las rafces.
Se indican los niveles de nitratos iniciales en el
tejido radicular de los lotes control y detericrado determinados

Por tres métodos.

Contentdo de nitratos
Cpmol No:zg de peso fresco de rafzd

Lete

Método Ac. Salicilico Brucina Ac. Perclérico
Control 3.80 1 0.9 4.28 ® 0.24 21.57 1 0.012
Peteriorado 3.21 - 0.38 S5.21 *1.32 22,63 1 0.018

Cada valor ee le medicsdesviacion estandartn=d)
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£stes resultadss :ndicaren gque la cantidad maxwima Ze nitratos
que pod{an expulsarse al medio externc de acuerdo a la tecrnica del
dcido perclorico era alrededer de 2umoi-g de rafz fresca,
cantidad de nitratos censistente cen las 8Sumolrsg de ratz
expulsadas al medio al final de los ensayos con 10mM de nitrates y
pH 6.0 y 7.5 por el lote deteriorade. MHo obstante. como se
menciond anteriormente, se ha reportado en algunos casos la salida
de una sustanzia junto con les nitratos que abscrbe a 210nm( 32,582
por lo que decidimos asegurarncs de que en nuestras
determinaciones con acidse perclérico no hubiera existido una
fuente de interferencia gue pudiera provenir de algun reactivo
mezclado en la solucidn,para el ensayo de absorcidn de nitrates &
que alguna sustancial(s) .de naturaleza desconocida estuviera
saliendo de las rafces al medie e interfiriera en las
determi haciones.

Explorando la primera pos:ibilidad, en la Tabla X, se muestran
los resultades que se obtuvieron al determinar la cantidad de
nitratos presentes en una alicucta de una solucidn para ensayo con
10mM de nitratos y O.25mM deo Mes KOH pH B.0. Al cemparar los
resultados entre s{ por medio de! Andlisis de Varianza no se

encontraron diferencias significativas {p<0.09).

Tabla X.- Determinacién de nitratos en alfcuotas de una
solucidén de nitratos por 3 métodos. La solucién contenfa SmM KNO’.
2, 8mM Ca(NO.Dz. Q.285mM Mes-KOH pH 6.0 y O0.5uM de Na MoO ; la
cantidad de nitratos totales fue de 14.2 ug

Método Cantidad de nitratos Cugd
Ac. Salietlico 15.15 2 0.17
Brucina 14.48 1 0.32
Ac. Perclérico 15.07 * 0.17

Los valores son la mediasdesviacién estdndartnza?

Con los resultados de la Tabla X era logico suponer qua en caso
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Estos resultades i1ndicaron gue la cantidad marima de nitratos
que podfan expulsarse al medio externo de acuerds a la técnica del
Acido perciorico era alrededer de 22umol.g de ralsx frasca,
cantidad de nitratos consistente con las  Sumolsg de ratz
expulsadas al medio 3l final de los ensayos con 10mM de mitratos y
pH 8,0 ¥y 7.5 por @l lote detericrado. No obstante, coma s@
menciond anteriarmente, se ha reportado en algunos casos la salida
de una SUSLancta JUnto con los nitratos que abserbe a 210nNmC 32,582
per lo que decidimos asegurarnes dg que an nuestras
determinaciones con Acida perclérico no hubtera exstido una
fuente de interferencia que pudiera provenir de algun reaactivo
mezclado en la solucidn,para el ensayo de absorcidn de nitrates &
qque alguna sustancials) .¢de naturaleza desconocida estuviera
sajiendo de las rafces al medio e anterfiriera en las
determinaciones.

Explorando la primera posibilidad, en la Tabla X. se muestran
los resultados que se obtuvieron al determinar Ia cantidsd de
nitratos presentes en una alicuota de una solucidn para ensayo con
10mM de mitratos y 0,.29mM de Mes/KOH pH 8.0, Al camparar los
resultados antre sf por medic del Andlisis de Varianzas no se
encontraron diferencias significativas {p<O. 057,

Tabla X. - Determinacidén de nitratos en alficuatas de una
solucidn de nitratos par 3 métodos, La solucidn contenia SmM KNO’.
2.5mM ClCNO.)z, ©.25mM MessXOH pH 6.0 y 0.5uM de NJ‘HOO‘; ila

cantidad de nitratos totales fue deo 14.2 wg

Mé&todo Cantidad da nitratos Cug?
Az, Saltcilico 15.15 % 0.17
Brucina 14.48 1 0.32
Ac. Perclérico 15.07 1 0.17

Low valorss son la mediardesviacidn estdndarinuy)

Con los resultados de la Tabla X era légico suponer Que en CAso
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de existir una interferencia con las determinaciones, ésta tendria
que provenir de alguna sustancials) "X" la cudl era vertida al
medic externo durante el ensayo, por lo que se optd por llevar a
cabo un ensayc de absorcidn de nitratos con una solucidn 10mM de
nitratos y pH 6.0, monitorear a los tiempos 6 y 8 horas(que eran
los tiempos en donde mayor “salida™ de nitratos indicaban los
experimentos previosCver Fig.19)) y determinar nitrates en las
alicuoctas por los tres distintos métodos.

En la Tabla XI se resumen los datos por duplicado que se
obtuvieron del ensayo antes descrito. Se encontré que no hubo
diferencias significativasCp<0.05) entre los tres métodos en los
casos 6 horasCcontrol y deteriocrado) as{ como también on el caso B
horas control. Los datos del caso 8 horas del lote deteriorado sf
presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre los métodas,
resultando el método del 4c. perclérico con cifras negativas
comparadas con las de los otros dos métodos. No obstante, con las
tres técnicas se obtuvieron valores mencores de nitratos absorbidos
a las 8 horas comparadas con las de las 8 horas, lo cuidl sugiere
una disminucién en la capacidad de absorber nitratos per el lote
deteriorado.

Tabla XI.- Determinacién por 3 métodos de los niveles de
nitratos absorbidos a 2 tiempos.

Absorcién de nitrates (umol NO.q"poso fresco rafzd

Método Lote 6 horas 8 horas
Cantrol Deteriorado Cont.rol Deteriorado
. . . .
Ac. Perclérico 10-8271.43  4.8111.34 14.80%0.48 -3.02%0.10
11.1520.86 4.2620.60 14.88%20.0 -3.12%0.11
8.0820.0 S.D. 10.51%2.14 S.D.
Ac, Salicilico . N . .
8.0670.24 5.8420.64 7.8520.85 0.40%1.07
Bructma 5.20%0.06 7.92%0.32 e.33l5.78 0.458%0.0
15.020.0 7.0870.59 20.0320.0 0.27%1.05

Los valores reportados para cada método cogresponden a dos
determinaciones independientes de la misma muestraidesviacién nstag
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dar{n=3), S.D. Sin determinar

La discordancia entre los valores de absorcidn de nitratos
obtenida por la técnica del icido perclérico y las otras dos a la
concentracidn de 10mM de nitratos exdégenos y tiempo 8 horas.
indicaba claramente que éste tiempo y concentracién de nitratos
exégenos podia causar un dafio en la permeabilidad de los tejidos
radiculares del lote deteriorado, lo que podria permitir la salida
de unCos) compuestos que i1nterfirieran con las determinaciones a
base de icido perclérico.

En vista de que el método empleado en las determinaciones de
absorcidén de nitratos(ie. percléricod, resultd ser sensible a
algunals) sustancial(s) exceetadas no identificadals), se decidid
llevar a cabo otros ensayos de absorcién para determinar los
nitratos ahora con’ el método del A:xdd salici{lico, ya que fué el
segundo on orden de facilidad y seguridad en el trabajo, as{ como
tambi én el que menos interferencias reportabal(39). Las
concentraciones gque s¢ Seleccionaron para llevar a cabo este
propésito fueron :1.0, 3.0, 6.0 y 10mM, por ser las mis
representativas de los conjuntos de curvas encontradas en un
principio.

En la Fig. 20 y Tabla XII, se presentan los datos de este
experimento.

En ol lote control a 1.0 y 3.0mM de nitratos en el medio, se
encontréd con e! método del! adcido salici{lico un incremento en la
absorcion de nmitratos, dependiente del aument.o on la concentracién
del nitrato exogeno y dal tiempo de absorcion. Esto mismo se habfa
encontradc en el experimento analogo en donde la determinacidén de
nitratos se habfa llevads a cabo con el métode del 4cide
perclorico. Sin embargo, la magnitud de los valores del nitrato
absorbido en éste ultimo experimento., parece ser ligeramente mayor
comparada con la de los obtenidos por el métodos del Acido
perclorica.

En las sturvas de absorcién de nitratos por el lote control a
6.0 y 10mM de nitratos exogenos, el patrédn encontradc fue también
similar aunque incrementade en magnitud al obtenido con el método
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Figura 20.- Absorcién de nitratos por las rafces de trigoe de
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Tabla XII.~ Niveles de nitratos absorbidos a concentraciones
externas de 1.0, 3.0,6.0 y 10mM de nitratos.

Absorcidénlumol NO: g 'posc fresco rafzd

Lote
Concentracidén Tiempo Control Deteriorado
Cumal NO;) CHoras)

2.5 2.45 4. 48

1.0 8.0 4.80 4.80
B.O 38.80 5.00

2.8 4.70 1.80

3.0 8.0 8.00 5.19
8.0 .80 3.63

2.5 4.50 3.30

8.0 5.0 14.09 6.10
8.0 18. 80 B8.70

a.5 14.10 13. 20

10.0 8.0 22. 40 14.30
6.0 28. 20 Q.70

Valores determinados con el método del ac. salici{lico,



del acido perclerico. 3

Por su parte el lote cdeteriorado a 1.0 y 3.0mM de nitratos en
el medio, presentd tambien un aumento en la absorcién de nitratos
dependiente del incremento en concentracion de los mismos y del
tiempo de absorcidén. Este comportamiento es equivalente al hallado
en el experimento correspondiente a estas concentracicnes pero
determinado por medio del método con Acido perclérico. En lo
referente a las magnitudes, se determind que por ambos métodes
colorimetricos fueron simlares.

La absorcidn del lote deteriorade ante 5.0 y 10mM de nitrates
externcs, se encontrd nuevamente incrementada dependiendo del
tiempo y de la concentracidén. No obstante a las 8 horas con 10mM
de nitratos en el medioc -se hizo evidente un descenso en la
absorcidn del anidn.

Esta cinética dé absorcién de nitratos observada con 6.0mM de
nitratos y estimada con el A&cido salic{lico., fue congruente con la
observada a 5,.0mM y determinada con el icide perclérico, en tanto
que a 10mM los valores fueron distintos a los determinados por el
método del acido perclérico, en donde se observéd una salida
neta de nitratos.

Finalmente al comparar las curvas de absorcién de nitratos de
los lotes control y deteriorado determinadas con la tdécnica del
acido salici{lico, se aprecia que a concentraciones de 1.0 y 3.0mM
de nitratos en el medio, pricticamente ambos lotes de raices
absorbiercn nitratos con la misma velocidad y cantidad. Por otra
parte a 6.0 y 10mM de nitratos exdgenos el lote control absorbid
@]l doble da los mismos en comparacidén con el lote deteriorado, e
inclusive a un tiempo de 8 horas y 10mM de nitralos externos,
ex1sLid una expulsidén de los nitratos en el lote deteriorado,

Es conveniente recalcar que a pesar de la diferencia aen
maghitudes en el nitrato absorbido por los dos lotes(deteriorade y
control) segun los dos diferentes métodos, persiste una diferencia
entre el grupo control y el deteriorado estando disminu{dos los
valores de nitratos absorbidos del grupo deteriorado con respacto

al control a concentracicnes de nitratos exégenas entre 6 y 10mM,
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DISCUSION

las sem:llas scmetidas al deterioro presentarcn un retraso
significativo (p<0.05) de su velocidad de germunacién respecto a
las del lote control. este retraso se mantuve durante toda la
experimentaciédn siendo mas evidente la diferencia durante leos tres
primeros dias de gQermnacidniFig. 11),

Con esto se determund que la viabil:dad fue afectada por el
deterioro de una manera moderadalel porcentaje de germinacion
disminuyd solamente del ©0% al 85%0.

£n cuanto al pardmetro de velocidad de crecimientolTabla I1II3
de cada una de las partes que conforman a la plintula, éstas se
vieron afectadas en el lote deteriorado cde diferente manera; en el
caso de la ralz, se presentd una reduccién significativa del
crecimiento(p<0.05) con respecto al lote controlCFig. 120, dsl
mismo modo pero ahora en el caso del endospermo, el consumo de los
materiales de reserva contenidos en é! fue muche mds lento en el
lote deteriorade(Fi1g.13). Los coleoptiles par su partelFig. 14D,
no presentaron diferenciras s:gnificativas entre los dos lotes en
sSuUs tasas de crecimiento.

Estas caracterf{sticas denotan que en el lote de semillas
detericoradas el <desarrollo de las ©primeras etapas de la
germinhaci én fueron afectadas negativamente por un lado, y por otro
que el desarrollo de sus plintulas se alterd en lo concerniente al
incremento en biomasa del tejido radicular as{ como en el consumo
de las sustancias de reserva; de esto se desprende que el vigor de
las semullas detericradas se vid reduzido como consecuencia del
tratamiento de deterioro.

Toda esta serte de eventos fisiolégicos alterados a

consecuencia de un deterioro suave., Nos sugieren que el lote de
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semi}las deterioradas pudo sufrir las cuatro primeras fases de la
serie de suceses fisioldgices y bioquimicos propuestos por
Haydecker{8) que son: a) La degradacién de membranas celulares y
uyna subsecuente pérdida del control de la permeabilidad, bd El
deterioro del s1stema energétice b4 de los DecCAni STOS
biosintéticos, <O Una reduccidn de la respiraciédn y bios{ntesis y
d) Disminucidn del viger y viabilidad de las semllas. En virtud
do que el mecanismo de absorcidn de nitratos estd involucrado en
los eventos descritos en los incisos a) y b) pensamos que nuestras
condiciones de deterioro fuercon las adecuadas para llevar a cabo
nuesiLro estudia.

Dado Que para la realizacién de los ensayos de absorcidn de
nitrates se requerfan de 3g de tejido radicular fresco como
cantidad minima, as{ como también de gue las ralces de ambos lotes
de semillas tuvieran en el d{a del ensayo al mismo estadio de
desarrolle, se determingd a partir de los datos de la Fig. 12 que
los dias de cosecha fueran, 4 para el control y S para el

deteriorado.

Para llevar a cabo el estudic de la absorcidn de nitratos en el
lote deteriocrado y control, se optd por hacerlo a concentracianes
de nitrateos “bajas*“(0.3 a 3.0 oM de nitratos) y "altas™(S a 10 mM
de nitratosY, determninadas praviamente en experimentos
preliminares y a pH de B8.0. Este pH se escogié por ser el que en
la literatura se reporta como &ptimo para la realizacidn de este
Lipo de estudios.

La Fig. 15 y Tabla IV que corresponden a las cinéticas de
absorcidn de nitrateos ante “bajas” concentraciones de los nmisoos
en el medio y que fueron daterminadas con el método del ac.
percldérico, indicaba que ambos lotes de rafces increswntaban su
abscrcion de nitratos dependienda de la concentracidén y del tiempo
e tnclusive las absorciones gue alcanzan ambos lotes eran muy
pParecidas. aun cuando exista cierta dispersién en el lote
detericrado.

Al someter estos lotes de ralices a concentraciones “altas™(8-10
mM de nitratesCFig. 18 y Tabla V)2, el lote control mantenia el
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mismo comportamtento que a “bajas™ concentraciones, mientras que
@]l lote deteriorado a partir de 5.0 mM parecia absorber mencs
nitratos en relacidn a la cinética obtenida a esta misma
concentracién en el lote centrol, En 7.9 mM se incrementaba la
diferencia, observandose finalmente que a 10mM de nitratos
externos el lote deterieradeo no absorbfa en ningdn momento
nitratos, y por el contrario parec{a expulsar los enddgencs en

forma continua.

Las lecturas procedentes de los ensayos de absorcién con 10mM
de nitrates y pH 6.0 y 7.5, determinadas colorimétricamente por
medio del método del dcide percldérico, en el lote deteriorado
resultaba dificil de explicar por qué desde el inicio del ensayo
se presentaba una salida neta de los nitratos internocs y que se
mantenfa a lo largo del experimento, ya que otres reportes
indicaban que una expulsidén de nitratos toma generalmente tiempos
mis largos(19.28,27,29,30,30,42,47,49,88) ., Sin wembargo estos
reportes han sido en plantas cuyas semillas no han sido
deterioradas. El otro punto por aclarar era si1i en realidad esta
salida de nitratos era tal, y no obedecia a un artefacto en la
determinacién quimica de los nitratos.

Con el finh de evitar la posibilidad de haber sobrestimado la
cantidad de nitratos vertida al medio, provocada por algin tipo de
interferencia, se optd por determinar nitratos en diferentes tipos
de muestras utilizandoc los métodos del dcido salic{lico, brucina y
dc. perclérico para efectos comparativos.

Cuando determinamos nitratos en extractos totales de raices de
Lrigo de los lotes detericrado y controlCTabla IX), encontramos
que el método del dcido perclérico produci{a lecturas muy altas
comparadas a lac de los olros dos mélodos, sin embargo las
diferencias entre los lotes control y deteriorade eran estimadas
correctamente. Por lo cuil este métode nos estar{a dando
magnitudes diferentes. pero podria estimarnos de manera confiable
las diferencias entre los lotes control y deteriorade. la razén
por la cuil. este método proporciond numeros sobrestimados de

nitratos podria ser que en este caso las muestras fueran extractos
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tctales de rafz., lo cuidl puede llevar a la solubilizacién de
muchos compuestos que absorben como el (dn nhitrato.

Cuande las muestras procesadas por los tres métodos fueron
estaindares de nitrate(Tabla X), no se encontraron diferencias
significativas(p<0.05) entre las cantidades reportadas por los
tres métodos. con lo que se descartd la posibilidad de que los
reactivos de la solucidén empleada para los ensayos interfirieran
en la determinacién colorimétrica. Mis adelante se realizé un
ensayo de absorcién de nitratos con una solucidén con 10mM y pH
6.0, monitoreando a las € y 8 horas. para luego determinar las
alicuotas por los tres métodosCTabla XIJ.

Al comparar estadisticamente las lecturas obtenidas por los
tres métodosCTabla XID>, se encontréd que no existi{ian diferencias
significativas en las cifras de las columnas CONTROLLBhr y SBhrd y
DETERIORAD Bhr3. En el casc de las lecturas de la columna
DETERIORAIXX 8hr) s{ existieron diferencias significativas(p<0.0%
entre las lecturas de los tres métodos, siendo las del métode con
ac. paerclérico las que diferfan con las de los otros dos métodos,
lo cudl i1ndicd que éste Ultimc métodoldc. perclérico) era sensible
a algun compuesto que podria estar liberandose al medio por las
rafices del lote deteriorado a tiempos largos y a altas
concentraciones de nitratos exdgencs.

Finalmente para verificar que los resultados de las
determinacicnes que ya se habfan realizado con el &c. perclérico
fueran los mismos sin importar el método para determinar al anidn,
se decidié repetir las cindticas de absorcién en medios con 1,3,8
y 10mM de nitratos a pH B8.0CFig.20 y Tabla XIl) usando ahora el
método del Ac. salicilico. Al comparar las anéLlcas.do apsorcidén
obtenldas con el 4c. percldérico con su correspondiente de 4c.
salicilico, se encontré que a 1 y 3mM de nitratos
externos(concentraciones “"bajas'dambos lotes de rafces aumentaban
su absorcién dependiendo del tiempo y de la concentracién, ademis
de que no hubo diferencias en sus comportamientos. Tal patrén es
consistente con lo obtenide anteriormente con el método del fcide
perciérico. A concentraciones de 8 y 10mM(concentraciones “altas®)

el lote control presentd la misma tendencia que a bajas

81



concentrac:ones, lo cual tambien se habfa enceontrads con el ensayo
del acido percliorico. en tanto que el lote deteriorado absorbid
Mencs nitratos en ccmparacidn con lcs nmiveles del lete centrol, A
10mH llamo la atencién el hecho de que el lote deteriorado si
absorbie nitrates al :inicic cdel ensayo, aungue al final comenzd a
expulsarles.

Las discrepancias entre las magmitudes de les resultados
obtenices por estes dos metodos, pueden deberse a que sustancias
desconocidas Sean vertidas por las raizes al rmedic externoc ¥y que
se entuentren anterfiriendc con el ensayo de deteccion de
nitratos. Al respecto Doddema y Telkamp(322 y lackson(58) reportan
que una sustancia de njturaleza desconocida puede seor expulsada
por las raices bajo cierias condiciones y gue esta sustancia
absorte a 210 nm. Tomando en consideracién el rangos de absorcidén
de esta sustancia, es factible que tanto el metodo del &c.
perclérizo, as{ como el del! 4c. salicilice puedan tener este tipo
de interferencia, no obstante, las técnicas del acido salicilico y
cde la brucina cuantificaron los mismos niveles de nitratos en las
diferentes condiciones, per lo culdl estas dos técnicas son las més
confiables.

Las tendencias determ: nadas por ambos métodos
colorimétricosCic. perclédrico y ac. salic{licoe) ceincidieron en
sefalar que. ante ba)as concentraciones de nitratesC0.3 a 3.0mM)
®l lote de ralcec provenientes de semillas deterisoradas presentd
un comportamiente similar al del lote centrel, en tanto que a
altas concentraciones(5.0 a 10mM> la absorcidn fue deficiente en
@l lote deteriorado.

Estos resultados pueden interpretarse de varias maneras.
Existen suficientes pruebas por las cuales muchos investigadores
prepenen la existencia de dos sistemas invelucrados en el
mecanismo de absorzidn de nitrates an las plantas
superioresC19,20,30,31,32,35,36.58), estos mismos autores
mencicnan que uno de los sistemas(sistema constitutive) funciona a
cCncentrac: Snas bajas ¥ el otrolsistena 115, lo hace a
concentracicnes aitas, ademis de que este ultimo es sintetizado de

fAgve uha ve: QuUe la ralT tiene contacto con 1os nitratos que la

52



circundan. Tomando en consideracidn estos hechos parece factible
que el sistema I & ‘constitutive’, encargado de transportar los
nitrates ante “"bajas" concentraciones de los mismos, no haya sido
afectado a consecuencia del detericoro como 1o muestran las curvas
generadas a concentraciones de 0.3 a 3.0mM(bajas concentracionesd)
de nitratesCFig. 15).

En contraparte, el encontrar una explicacién satisfactoria a
los fenémenos de disminucidn de absorcidn a partir de 5.0 mM en el
lote deteriorado, as{ como también la salida neta de los mismos a
10mM, es mis complejo ya que cabe la posibilidad de gque sean
varios los componentes afectados por el deterioro. Algunas de las
posibles explicaciones pudiesen ser las siguientes:

a) Una vez que el nitrato hubiera entrado a la célula e
indujera la sintesis d¢ neve del sistema Lransportador II, cabria
la posibilidad de que su sintesis & insercién en la membrana
Plasmitica no so llevase a cabo adecuadamente y por lo tanto no
funcionara ¢ptimamente. La exploracién de esta posibilidad podri{a
llevarse a cabo siguiendo la sintesis del transportadorCse ha
reportado que el peso molecular de esta proteina es de alrededor
de 47Kd) por medio de técnicas de ®lectroforesis.

b) Otra probable explicacidn pudiera ser que las membranas
plasmiticas se hallen permeabilizadas y por lo tanto los nitratos
salgan en mayor cantidad a medida que aumenta la concentracién de
nitratos presentes en el medio, Para comprobar esta posibilidad,
podrfan hacerse pruebas con algun tipo de colorante{p.e. azul
tripanod, el cuidl tiene la propiedad de atravesar las membranas
Plasmiticas que esten permeabilizadas. per 1o que si éste fuera el
caso, las células de las rafces deterioradas se tefiirian con el
colorante.

c? Por dltimo debe recordarse que el mecanismo de absorcidn de
nitratos una vez que los dos sistemas de transporte trabajan a su
maxima capacidad, se encuentra regulado por una entrada y salida
de nitratos, proponiendose ademi: que esta entrada y salida
dependen de la concentracidén del anién que se alcanza en el
citosol. Ademds, la acumulacicén de nitratos en las plintulas de
semillas deterioradas esta disminuida en comparacién al lote
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contro! asi comd tamtien la activigad de la
NRACNi1trato-reductasal{17). Entonces seria factible pensar Qque
durante la expeSicidn a altas concentraciones de nitrates las
raices deterioradas aumentarian su concentracién de nitralos en el
citozcl., y 51 éstos no pudlieran reducirse a velocidades normales
por la NRA o no pudieran almacenarse adecuadavmente, saldrian en

una relacién mayor a su entrada.

El efecto producicdo por el pH 4acido en el medio, fue ol de
incrementar la abscrcidén de nitratos en el lote de rajces control,
en tanto que el pH alcaline produje un decremento, efectos que
coincidieron con lo reportade en la literatura(2%,31,602. Por su
parte el lote deteriorado 'no compartid este mismo compertamento
en su totalidad ya que por ejemple, cuando se sometieron las
rajces a pH 7.5 y una concentracion de nitratos de 7.5 mM en vex
de disminuir su abscorcidn de nitratos con respecto a la de los pH
4crdos. ésta se vie incrementadalFig. 182,

Los resultados obtenidos para el lote control vienen a apoyar
las propuestas que existen en cuanto a la existencia de un
transporte de nitratos de Lipo de simporte uo;-.aﬂ’. Ya que a mayor
concentracidn de protones se facilitd la entrada de nitratos. en
este senlido los iones OH Ca pH basico) interfieren negativamente
por el sitio de absorcidén de nitrates(19).

Cuando se habla de gradientes de protones, debe recordarse que
las enzimas involucradas en el mantenimiento de este gradiente en
el medio extracolular son las ATPasas de H' de 13 membrana
plasmatical(S8). Estas enzimas como se menciond con anterioridad
han sido relacionadas {ntimamente con el mecanismo de absorcidn de
nitratosCMc Clure et af{38) observaron que al inhibir la actividad
de la ATPasa-H  de la membrana plasmitica., la absorci1édn de
nitrates en rafces de malz cesaba). Estos hechos aunados a los
resultados que se obtuvieron al variar el pH en el lote
detericorado, pudieran estar evidenciande también una produccién
insuficiente de un gradiente de protones a consecuencia de una
ineficiente produccién de ATPasas-H’ de membrana plasmitica, a un

inadecuado funcicnamiento de las existentes o bien a un aumento a

54



la permeabilidad :nespecifica de la membrana. Con el uso de
técnicas de biosintesis de protefnas, podria investigarse si la
cantidad de ATPasas de H® esti disminuf{da en el lote deteriorado.
y por pedio de ensayos i viae con la enzima  inclufda en
microsomas obtenidos de las rafces de los lotes en cuesticn,
podria verificarse la actlvidad de estas ATPasas de K.

Un efecto interesante del pH sobre la aparente expulsidn de
nitratos es que a pH 4c1dof4.5>, no hay un eflujo dei anidn,
mientras que un aumento en el PH(S.0 & 7.8 lo favorece. La
explicacién a ésto pudiera ser fisiolégica y seria que un pH dcido
permita una mayor entrada de mtratos, y con ello la salida se vea
minimizada, © bien que el dafio fisioldgico de la raiz del lote
deteriorade se exprese menos. Tanbién es probable que lalsd
sustancia(s) que se libera de la rafz y que es(son) detectadals)

como nitrates cambie sus propiedades espectroscdpicas segun el pH.

A lo largoe del desarrollo de este trabajo, se hicieron
evidentes algunas de las consecuencias que trae consige el
deterioro de semillas durante el alracenamiento, estos efecteos
fueron, una disminucidn en: 1) El porcentaje de germinacién., 25 La
velocidad de germinacién, 3) Las velocidades de crecimiento de las
rafices y dol consumo de los materiales de teserva del endospermo.
Aunado a ésto, la disminucidédn en la absorcidén de nitratos por las
rajices del lote detericrado, dificulta el pronto establecimiento
de la planta como organismo autotréfico.

Este conjunto de consecuencias pueden incidir a largo plazo en
la produccidn de granos y semillas, ya que el éxite en la
agricultura depende entre otros factores de disponer de lotes de
semtlla de alta calidad, de las cuales emerjan rdpida ¥y
homogeneamente las pléntulas, evitandose con ello que los
patégenos del sueleo lleguen a infectar a la semilla.

Respecio al uso de fertilizantes en los campos de cultivo, no
obstante que los ensayos llevados a cabo fueron in vitre, se
recomienda Lener moderacidn en su aplicacién ya que si a 10 mM de
nitratos externos se detectd una expulsidn de nitratos en las

rafces del lote detericrado, si llegaran a usarse semillas
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ligeramente deterioradasCcome fue éste @l casod y una alta
concentracion de nitratos{se sabe que la concentracidn de nitratos
en los suelos agricolas mexicanos es excesivamente alta en
rela;xéh a los de los pafses que son grandes exportadores de
trigo,(véase Figs. S y B)se producirian deficiencias & aun un nulo
crecimiento de las pliantulas, despercdiciandose asi{ recursos en

culLivos cuya produccidén ne serd la esperada.

Esta tesis da pauta a que s@ realicen mis investigaciones para
cenocer especificamente cuiles de los componentes del mecanismo de
transporte de nitratos fueron afectados durante el desteriocro,
siendo algunos probables sujetos de estudio las ATPasas-H' de la
membrana plasmitica y de tomoplasto, las cinéticas de los sistemas
transportadores de nitratos 1 y 11 en vesiculas de membrana
plasmitica, usando para ellc como técnica de medicidn de nitratos
los electrodos, HPLC & isdtopas, 1la identificacidén de 1a
sustanci1a(s) Que estuvo interfiriendo en las determinaciones de

absorecidn, entre otres,

Para finalizar debo mencionar que la serie de investigaciones
sugeridas anteriormente, deben encaminarse a despejar la incdédgnita
de qué¢ es lo que acoentecid durante el deterioro de la semilla que
di1dé por consecuencia una plintula deficiente en la absorcidén de
nitratos por sus ralces. En este sentido opino que el DNA
contenide en las células del meristemo radicular de la semilla
sufri1d algun tipe de alteracién que persistiéd hasta las células de
1a raiz. produciendose a consecuencia de elle, disfuncicnes en
moleculas relacionadas con la absorcidn de nitratos como pudieran
ser ATPasas-H‘ de membrana plasmitica Y de tonoplasto,
l:pasasicausantes del deterioro de las membramas plasmatica y de

toncplasts), acarfeazzres de mitratns. etc.






CONCLUSIONES @

aY Los pardmetros velocidad de germinacidn y crecimento fueron
afectados negativamente on las semillas sometidas al deteriocro, si
bien éste fue un deterioro moderado.

b Las <cineticas dae absorcién de pitrates no difieren
significativamente entre los lotes control y deteriorado cuando
las concentraciones externas de nitratos estan entre 0.3 y 3.0mM.

c) A concenLraciories externas de nitratos entre S y 10mM las
cinéticas de absorcién difieren significativamente siendo el lote
deteriorado el que presenta una abscrcidén dismnuida.

dd Lo anterior podria explicar la disminucién de 1a acumulacidn
de nitratos en Pplantulas de semillas de trigo deterioradas
reportada por Padillaci7d,

o) El pH 4cido favorectd la entrada de nitratos en los dos
lotes de raices independientemente de la concentracién de nitratos
externa.

2 Los métodos de determinacién de nitratos con &c. perclérico
y &c. salicilico detectaron, que las raices del lote deteriocrade
al contacto con un medic de alta concentracién de nilratos y< o pH
alcalino. absorben nitratos en niveles muy inferiores a los del
lote control. Ademis de que el método con &c. percldrico reveld la
presencia de alguna sustancials) no identificada que probablemente
@s expulsada por las raices del lote deteriorado a tiempos largos
y ante altas concentracicnes de nitratos exégenos.

g> La deficioncia en la absorcidn de nitratos en las rafces del
lote detericrado puede estar causada por un daflo al acarreador del
anién, a las ATPasas de H' de la membrana plasmatica y del
tonoplaste, y7c a la parmeabilidad de la membrana plasmitica. No
s@ descarta que la membrana del tonoplasto también Se encuentre
afectada de manera analoga. Lo mAs plausible que estas
alteraciones tengan origen en @l DNA  de los sistemas
correspondientes y que pudo ser afectado en las células presentes

en la semilla durante el deterioro.
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