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RESUMEN

'En los cereales, las distintas etapas de crecimiento se
encuentran delimitadas por eventos bioquimicos y fisioldgicos.Este
hecho permite que los cereales constituyan un sistema adecuado
para estudiar el efecto del deterioro durante la germinacidn y el
desarrollo de 1la plantula.

Estudios anteriores han mostrado que, en el caso del trigo,
la movilizacidén de reservas (medida como actividad de 4 -amilasa)
se encuentra dafiado en semillas deterioradas. Asi mismo 1la
Actividad de Nitrato Reductasa (ANR) est&4 disminuida, lo que
podria explicar la monor talla de las plantulas deterioradas.

En este trabajo se determiné el efecto del deterioro en
las diferentes setapas del desarrollo en plantulas de maiz. Se
encontrd gque el crecimiento heterotréfico esta notablemente
disminuido en las plantulas deterioradas. La adquisicién de 1la
capacidad fototréfica se vio retrasada en las plantulas
deterioradas, con respecto a los controles. Se observé que la
capacidad azeotréfica, medida como ANR (expreéada por g. de peso
fresco y por parte aérea), estd disminuida en las plantulas
procedentes del lote deteriorado. Por lo anterior, en estas

plantulas se encuentra alterado el establecimiento autotréfico.



INTRODUCCION

La semilla es la estructura a partir de la cual se desarrolla
un esporofito. En las plantas con semilla, ésta juega un papel
preponderante en la continuidad entre las generaciones
suscesivas.En las Angiospermas, 1la capacidad para producir
semillas ha permitido la predominancia de este grupo dentrc de las
plantas actuales (Esau,1977).

El desarrolloc de un nuevo individuo a partir de uwna semilla
se inicia con la germinacién. Esto incluye numerosos eventos:
hidratacidén, cambios estructurales a nivel celular, respiracién,
sintesis de wmacromoléculas y elongacién celular (Khan,1982). La
combinacién de ellos permite la transformacién de un embrién con
metabolismo basal hacia uno con metabolisme activo (Bewley,1986).
Una vez que la semilla ha germinado se inicia otra etapa de gran
importancia: el crecimiento heterotréfico, donde, el desarrollo de
la plantula se lleva a cabo a expensas de Jlas reservas del
enGosperns, las cuales son movilizadas hacia el eje embrionario
en cracimiento gracias a la intervencién de enzimas que hidrolizan
el almidén, como la d-amilasa, f-amilasa, y otras. (Bewley,1986).
En esta fase del crecimiento, el nitrégeno necesario para 1la
sintaesizs de aminocicidos se obtiene a través de la hidrélisis de
las proteinas de reserva (Padilla, 1987).Durante el crecimiento
heterotréfico, la plantula desarrolla las actividades tréficas
(fijacién de €02 y asimilacién de nitrégeno) y energéticas
necesarias para adquirir la autotrofia. Se dice que una planta se
ha establecido autotréficamente una vez que ésta agota las

reservas del endospermo y, logra acoplar la fotosintesis con la
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asimilacién de nitrégenc (Padilla,1987).

Durante el crecimiento de la plantula, la adquisicién de los
factores fototrdficos juegan un papel determinante. Este fendmeno
implica la maduracién y desarrollec de los cloroplastos. Lahluz
estimula y contrela la produccién de 1los precursores de la
clorofila, asi como la sintesls de las macroproteinas y de 1los
pigmentos que forman a los fotosistemas I y II. Una ve: gue el
cloroplasto ha madurado, se inician las funciones fotosintéticas,
es decir, la fijacién de €02 (Salisbury, 1978).

El nitrdégeno autotréfico se adquiere a través de la
asimilacién de  iones nitrato (NO3™ ) o amonio (NHT )
(salisbury,1978). El primer paso en la reduccién del ion nitrato
es catalizado por la Nitrato Reductasa (NR), que realiza 1la
transformacién de nitratos a nitritos (Campbell, W.H; and
Smarrelli, J., 1986). La NR es una enzim§ nultimérica. cada
mondémero contiene tres grupos prostéticos redox activos: FAD, hemo
Y el cofactor molibdeno, en una relacién estequiométrica de
1:2:1 gue, en ese ordqn, catalizan la transferencia de dos
electrones, ya sea del NADH ¢ MNADPI &l nitrato (Solomonson,
1990). La forma enzimdtica comén en las plantaé superiores
es la NADH:NR (Caboche,1990). La reaccién realizada por la NR es

1a siguiente:
NADH + NO3 ——————— NAG' + NOZ + OF
Cerca del 25% de la energia producida durante la fotosintesis

se consume en la asimilacién de los nitratos, por lo'que este
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proceso desde el punto de vista energético es de importancia
biolégica fundamental (Guerrero,1981). Debido a gue los nitratos
son la fuente principal de nitrégeno, su asimilacién y su
reduccidn constituyen el paso limitante para el crecimiento de una
planta (Solomonson,1990).Existe un gran interés en el estudio de
la regulacién de la NR, debido a la importancia de esta enzima en
la adquisién de la autotrofia . Por lo anterior, en este trabajo,
la actividad de NR 8e utilizé como indice del establecimiento
autotréfico de la plantula.

Bajo condiciones de almacenamiento, las semillas se
deterioran. Es importante mencionar que existen al menos tres
factores dignos de atencidén, pues determinan la viabilidad de la
samilla en el almacén y las causas de su deterioro, se trata de la
temperatura, la humedad relativa y las presiones de oxigeno
(Tiburcio,1985).

Aun cuando la semilla esti viva y mantiene su capacidad para
germinar, el deterioro d& lugar a individuos de menor talla gque la
normal y, con poca adecuacién para sobrevivicr 1os ri
campo. A este tipo de semillas se les llama de bajo vigor
(Association of Official Seed Analysts, 1983).

Biolégicamente, el vigor de 1la semilla se basa en su
constitucién genética, pues establece el potancial £isiolégico
maximo. La susceptibilidad al deterioro y la pérdida de vigor se
determinan tanto por las caracteristicas genéticas de la especie,
como por todos aqueilos eventos gque ocurren durante el desarrollo
de la semilla: su cosecha, su secado Yy su almacenamiento
(Association of Official Seed Analysts,1983).
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Desde el punto de vista bioquimico y celular, el deterioro
ocasiona diferentes alteraciones dependiendo del tipo de semilla
de la cual se trate (Bewley,1986). S in embargo, algunos
de los dafios ocasionados por el deterioro son comunes a todas las
semillas.

En lo que se refiere a los cambios a nivel molccular, los
lipidos y las proteinas son los mas afectados. El contenido de
1i§1dos disminuye por el almacenamiento prolongado. Cuande existan
21tos contenidos de humedad los niveles de fosfolipidos declinan
drdsticamente (Gidrol, X. et al,, 1989; Priestley,1986). En cuanto
a las protefnas, se ha encontrado que el deterioro altera la
solubilidad de estas. En el maiz, las proteinas del endospermo
disminuyen su solubilidad conforme declina la viabilidad (Bewlay,
1986}, Ademis, la semilla deteriorada presenta alteraciones en la
sintesis de novo de enzimas de importancia en el
desarrollo (Bewley,1986; Priestlay,1986).

A nivel celular, se ha visto gue el deterioro ocasiona
lesiones directas en la estructura =nmitccondrial o dafios a nivel
del desarrollc de las mitocondrias. La disminucién en las tazas de
consumo de 02 se asocia con este fendmeno (Priestley,1986).

Existen otras alteraciones en las semillas deterioradas:

" pérdida de 1a compartamentalizacién celular, cambios en 1la
aétividad de agquéllas enzimas determinantes en el crecimiento de
la plantula, fallas en la reparacién de DNA, cambios. en la
integridad del DNA, ¥y otfas. Dependiendo de la susceptibilidad de
la semilla al deterioro, serd la extensidn del dafio en el almacén

(Priestley,1986).



ANTECEDENTES

El deterioro de una semilla es un proceso gradual, gque suele
manifestarse a nivel fisiolégico durante la germinacién y el
crecimiento de la plantula (Padilla, 1987; Tiburcio, 1985; Bernal-
Lugo, 1990). Se percibe desde una fase inicial, por wuna
disminucién en la velocidad de germinacién, sin embargo el grado
de deteriorc puede ser mas profundo y manifestarse con un
decremento en la velocidad de crecimiento durante el desarrollo de
1a éléntula VvV, an una etapa mas grave con la pérdids Qs viabilidaa
de la semilla (Bernal-Lugo, 1990).

pDesde el punéo de vista bioquimico se ha ehcontrado que en
trigo el deterioro disminuye el vigor de las semillas, alterando
algunas funclones bioquimicas de la aleurona y algunas actividades
enzimidticas y de transporte de iones asociadas al crecimiento de
la plantula. La actividad de ol-amilasa fue menor en aleuronas
deterioradas que en el control (Rodriguez, 1991). La actividad de
NR, acumulacién y transporte de NO3, fue menor en pléantulas
provenientes de semillas deterioradas que en aquéllas due
procedieron de semillas control (Padilla, 1987; San Miguel, 1981).

Lo anterior sugiere que el deterioro de semillas puede
afectar uno o varios de los procesos del desarrollo de una
pléntula, es decir, la movilizacién de reservas, el crecimiento
heterotréfico y/o el establecimiento autotréfico de la plantula.

El grupo de los cereales es un sistema adscuado para
estudiar el efecto del deterioro durante el desarrollo de la
pléntula, debido a que en ellos las diferentes etapas del

crecimiento se encuentran delimitadas por eventos bioquimicos
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particulares para cada fase.

El objetivo del presente trabajo fue ampliar los
'conocimientos que se tienen respecto al deterioro de las semillas
en los cereales, para lo cual se escogié al maiz como material
biclégico de estudio. Existe una gran cantidad de estudios sobre
la fisiologia del maiz, aun asi no logramos encontrar informacién
acerca de los efectos del deterioro sobre las etapas que anteceden

al establecimiento autotréfico de la plantula.



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar las alteraciones ocasionadas por el deterioro en
plantulas de maiz, durante el crecimiento heterotréfico y el

establecimiento de la autotrofia.

Objetivos Particulares

I.- Determinar la movilizacién de reservas y el desarrollo en
plantulas deterioradas, crecidas en condiciones de oscuridad y
ausencia de NO3, para conocer si se encuentra alterado o no el

crecimiento heterotréfico.

II.- Caracterizar la capacidad fototréfica y azeotréfica en 1las
plantulas deterioradas, para poder dicernir si una o ambas se

encuentran daniadas.

III.~ Analizar la capacidad de establecimiento autotréficoy de las
plantulas deterioradas, cuantificando su crecimiento como
acumulacién de peso seco en condiciones de luz y en presencia de

nitratos.



MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

En este trabajo se utilizaron semillas de maiz hibrido,
CPS-HT-1 cosecha 1989. Estas fueron alﬁacenadas a 4% en frascos
de vidrio, con bolsas de sflica gel. Para los experimentos, las
semillas fueron previamente scleccionadas, de entre las mejores de

acuerdo a su integridad fisica.

DETERIORO DE SEMILLAS

El lote control, asi como el de 1las semillas que Ee
sometieron al deterioro, fueron preacondicionados en 100% de
humedad relativa y a temperatura ambiente durante 12 horas, para
evitar gue las células del embrién sufrieran un chogue osmético al
entrar en contacto con el agua (Priestley,1986). Posteriormente,
las semillas se lavaron con una solucién de hipoclorito de sodio,
al 2%, durante dos minutos, y se pusieron a secar, durante 12
horas, en una campana estéril de flujo laminar.

Para la obtencién de la semilia detericradz, se empled el
método de envejecimiento acelerado, gque consiste en someter el
lote a temperaturas y humedades relativas elevadas
(Tiburcio,T.L.1985). Las semillas se colocaron en bolsas de malla
de pléstico y fueron introducidas en frascos de vidrio de 6.5 cm.

X 16 cm., los cuales contenfan una solucién saturada de KCl
9



para proporcionar 85% de humedad relativa, las bolsas se colocaron
evitando que tuvieran contacto con la solucidén. Una vez cerrado el
frasco, se le introdujo en una estufa marca "Felisa" a 30%
durante 20 dias. Cuando se completaron los dias de deterioro, se
les determind el contenido de humedad (Moreno, M.E. 1984) a las
semillas y se realizaron las pruebas de velocidad de germinacién y

de vigor.,
DETERMINACION DE LA VELOCIDAD DE GERMINACION

las semillas fueron colocadas en papel estrasa humedo. Una
hoja de papel de 43 cm.x 66 cm, fue doblada en 4 partes y se
depositaron 15 semillas por hoja, estas fueron cubiertas con otra
capa de papel humedo y enrolladas en forma de “taco'. Los "tacos"
fueron incubados a 259 en una cémara de germinacién a 100% de
humedad relativa. La prueba se realizé en la oscuridad y, cadé 24

horas, se determind el porcentaje de germinacién acumulada.

EVALUACION DEL VIGOR DE LAS PLANTULAS

Las semillas fueron sembradas en charolas de plastico de 27
cm. de ancho x 37 em. de largo ¥ da 10 cm. de altura.Se colocd una
capa de 3 cm. de vermlculita, sobre la cual se sembraron las
semillas (36 semillas por charola) y, se cubrieron con una capa de
lcm. de espesor. Se realizaron varias pruebas: ya fuera con luz
constante (con una intensidad de 5000 lux, provenientes de bulhos
de nedén de 40 watts), ya en oscuridad y regadas con o T
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nitratos. Se tomé una muestra no menor de 10 plantulas, a partir
del cuarto dia en el caso de las plantulas crecidas con luz y a
partir del sexto dia para las crecidas en 1la oscuridad,se
separaron los endospermos, rajfces Y hojas y se les determiné el
peso seco. Los endospermos fueron secados a 100°% durante 3 dias,

en tanto que raices y hojas se secaron a 80°% por 3 dias.

EXTRACCION DE LA NITRATO REDUCTASA

Se hicleron dos determinaciones de la actividad de la Nitrato
Reductasa para ambos lotes, la primera a los 6 difas y la segunda a
los 10 dias decrecimiento. La extraccién de la enzima se realizé
de la siguiente forma: se tomaron al azar entre 15 y 20 canopias y
sa cortaron en trozos pequefios, se pesaron 2 g. de peso fresco y
se congelaron con nitrégeno liquido en un mortero. Una vez gque el
nitrdégeno comenzd a evaporarse se realizd la molienda hasta polvo
fino y se dejé a temperatura ambiente,Cuando se inicié la
descongelacién dei polvo, se le agregaron 5 ml. de buffer de
extraccién (25mM de XH2PO4, 5mM L-cistefna, 15 % glicerol, pH
7.8) [Campbell,W.H.et al,1978; Kuo,T. et al, 1980; 0ji, Y. et al,
1988]. Antes de iniciar la extraccién se le adiciond el buffer,
el cual contenia inhibidores de proteasas en una proporcién de 1
ml. por cada ml.de buffer (Leupectina 10 mM, TLCK 0.065 mM y PMSF
1.5 mM) (Sherrard,J.H., y col. 1979; Redinbaugh,M.G. y c0l.1981;
Remmler,J.L. y col. 1986). La suspensién formada se homogenizd
rapidamente y se f£iltré a traves de 4 capas de gasa. El filtrado
se recibidé en tubos de centrifuga corex de 15 ml., previamente

11



enfriados y, se centrifugaron a 10 000 rpm en una centrifuga

"Beckman" J2-21, rotox JA-20 por 10 minutos a 4°%.
ENSAYO PARA LA ACTIVIDAD DE LA NITRATO REDUCTASA

En tubos de ensayo de 12 mm. X 100 mm. se adicionaron 0.4 ml.
de buffer de actividad, 1.0 ml. de sustrato (KNO3 0.01 M preparado
con buffer de actividad) y 100 ml., de NAPH 5 mM recién
preparado. Por ultimo se agregaron 0.5 ml. del sobrenadante del
extracto enzimitico (Sherrard,J.H.et al 1979; Nakagawa,H.et al
1981). El ensayo se realizdé a 30%. Transcurridos 20 minutos se
detuvo la reaccién adicionando 100 ml. de acetato de zinc (1M pH
4) .Los tubos se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos. Se le
adiciond al sobrenadante, 100 ml. de una disolucidén de metasulfato
de fenazina (PMS 30mM), con el fin de oxidar el NADH remanente
para gque este no interfiriera con la determinacién de nitritos
durante el desarrollo de color. Transcurridos 10 minutos, se

tomé, una alicuota para cuantificar los nitritos producidos.

DETERMINACION DE NITRITOS

A una alicuota del ensayo enzimitico (no mayor de 1.0 ml, en
caso de que fuera menor se completaba a 1.0 ml con buffer de
actividad), se le adicionaron 0.5 ml. de una disolucién &cida de
sulfanilamida (1% de sulfanilamida y 10% de &cido tricloroacético

12



en HC1 ‘3 N), y se afadieron 0.5 ml. de una disolucién de
N-(1-naftil) etilendiamida (NNEDA 0.02%), por ultimo se agité. Al
blanco de reactivos se 1le adiciondé 1.0 ml. de buffer de
actividad. Se dejaron pasar 10 minutos y se ley$ la absorbancia a
540 nm.

Para la curva patrdén, se utilizé una disolucién de nitrito
de sodio 100 mM, recién preparada a partir de un stock de nitrito
de sodio 100mM que contenia 6.5 mM de NaOH, para evitar 1la

reduccién del nitrito por el CO2 ambiental (Padilla,M.I. 1987).

DETERMINACION DE NITRATOS

Esta se hizo con un electrodo de nitratos marca "Orion", para
lo cual se tomaron 2 ml. de extracto enzimitico.Se le adicioné 0.5
ml. de una solucién 2M de (NH4)2504 para ajustar la fuerza idnica
de las muestras, Yy 0.25 ml. de una solucién saturada dé 4cido
bérico. La muestra se llevé a 25 ml. con agua bidestilada y se
tomo la lectura como potencial del electrodo en v
(Deana~Drummond,C.F.. et al 1883},

Para la curva patrén, se prepararon soluciones con diferentes
concentraciones de KNO3 (10,100 y 1000 ppm). A cada muestra se le
adiciond 1 ml. de sulfato de amonio, 0.5ml. de la solucidén de
4cido bérico. Finalmente la muestra se llevé a 50 ml. vy se le tomé
la lectur;. Los valores en milivolts fueron graficados con su
concentracisén de nitratos correspondiente, en papel

semilogaritmico.
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CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Se realizé por el método de Lowry modificado por
{Peterson,G.L.1977).

Reactivos: )

1) Desoxicolato de sodio 0.15% (DoC).

2) Acido tricloroacético 50% (TCA).

3) Solucidn de carbonato tartrato de cobre (CIC).

Preparacién del CTC:

Peterson

A una solucién de Na2CO03 al 10 % se le adicioné CuS04, hasta una

concentracién de 0.1 % y tartrato de potasio hasta e
(solucién estable por 2 meses a temperatura ambiente).

4) Dodecil sulfato de sodio al 10 % (SDS).

$) NaOH 0.8 N.

6) Reactivo de Folin-Ciocalteau.

Reactivo A: Se mezclaron partes iguales de los stocks

1 0.2 %

de cTC,

NaOH, SDS, y H20 (reactivo estable 2 semanas a temperatura

ambiente).
Reactivo B: Un volumen del reactivo Folin-Ciocalteau se me

5 volumenes de agua bidestilada.

zclé con

Procedimiento: De acuerdo a la cantidad de proteina en la muestra,

se tomd una alicuota conteniendo de 20 a 25 mg. de protei
se completd a 0.9 ml. con agua bidestilada, a cada tubc

afnadié 0.1 ml. de DOC, 0.1 ml. de TCA, se agité y se incub

na, esta
se le

s a 4%

por 10 minutos. Se centrifugé a 3000 xrpm durante 15 minutes. El

sobrenadante se descartd y los tubos se dejaron escur:

14
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eliminar el agua al m&ximo. A cada pastilla se le aiadié 1.0 ml.
de agua y 1.0 ml. de reactivo A, se dejdé incubar 10 minutos, a
temperatura ambiente, y, por ultimo, se adicionaron 0.5 ml. del
reactivo B. Esto se agitd y se dejdé reposar, durante 30 minutos.
Se leyé la absorbancia a 750 nm. La curva patrén se hizo con BSA,

ésta fue linear en el rango de 20 a 80 mg. de BSA.

ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico utilizado fue la "t" de Student con
un c=0.05, debido a que la cantidad de muestras que se tenian
nunca fue mayor de 10 (Gil, S§.I., 1986). El analisis fue aplicado
en los experimentos para cuantificar la ANR, la determinacién de

proteinas y en las curvas de crecimiento.
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RESULTADOS
CARACTERIZACION DE LOS LOTES DE SEMILLAS

La viabilidad y el t50 de germinacién (tiempo en el cual se
alcanza el 50% de la cuenta total de 1la germinacidén), fue mayor
para el 1lote control (LC) que para el lote deteriorado (LD)
{figura 1]. Estos resultados concuerdan con lo reportade por otros
autores (Padilla,1987; Tiburcio,1985), e indican que las
semillas se deterioran durante el almacenamiento Yy que las
condiciones de temperatura y humedad relativa (300(: y 85 %
respectivamente), utilizadas en este trabajo, no son apropiadas
para mantener la calidad de germinacidén de las semillas de maiz

en el almacén.

EFECTO DEL DETERIORO EN EL CRECIMIENTO HETEROTROFICO

Durante la fase de emergencia de la plantula, el crecimiento
esta sostenido exclusivamente por las reservas del endospermo, por
lo que a esta etapa del crecimiento de la plantula también se le
denomina crecimiento heterotréfico. Para observar solo la
contribucién de las reservas al crecimiento de las plantulas,
estas fueron crecidas en la oscuridad y en ausencia de nitratos.
La figura 2 muestra que la acumulacién de peso seco por pléntula.
es menor en el lote deteriorado que en el control. Esto podria
deberse a que la capacidad para movilizar las reservas en la
pléantula proveniente de semillas deterioradas, fuese menor que en
las plantulas control y/o, a que la asimilacidén de las reservas
por la plantula misma estuviese disminuida. Para decidir entre

estas dos posibllidades, se determind el peso seco de los
16
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endospermos a diferentes edades de la plantula (figura 3). En
plantulas provenientes de semillas deterioradas, la velocidad de
movilizacién de reservas, medida como la pendiente en la grafica
de la figura 3, fue menor (13.9 mg./dia) gue en las control (17.5
ng./dia), lo cual indica que la menor acumulacién de peso seco
observado en plantulas deterioradas, es debido, al menos en parte,
a que el deterioro disminuye la capacidad de la semilla para

movilizar sus reservas.

INFLUENCIA DEL DETERIORO EN LA CAPACIDAD FOTOTROFICA

Para que se realize el establecimiento autotréfice de 1la
pléantula es necesario que los procesos tréficos se encuentren
activos y acoplados. Dichos procesos son la fotosintesis
(fototrofia) Yy la reduccidn de nitratos (azeotrofia)
[Padilla,1987]. Con el fin de determinar la capacidad de las
plantulas control y deterioradas para adquirir 1la actividad
fototréfica (fijacién de €oO2), ambos lotes de semillas se
crecieron en presencia de luz y ausencia de NO3. La figura 4
muestra que en presencia de luz, al igual gue en la oscuridad
(figura 2), las plantulas deterioradas acumularon menor cantidad
de peso seco que las controles, pero cuande en un mismo lote se
comparé el peso seco acumulade por pléntula, crecidas en 1luz
contra las crecidas en la oscuridad (comparar figuras 2 y 4),se
encontréd que en presencia de luz, las plantulas control acumularon
mayor cantidad de peso seco que las crecidas en la oscuridad.
Durante los primeros 8 dias de crecimienté, las pléantulas
deterioradas crecidas ya fuera en luz o en oscuridad, acumlaron
la misma cantidad de peso seco. En el décimo dia, las plantulas

19
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deterioradas crecidas en la luz, acumulan mayor cantidad de peso
seco que las crecidas en la oscuridad (comparar figuras 2 y 4). En
cuanto a la movilizacién de reservas (figura 5) en las plantulas
crecidas en la luz , el punto de mayor crecimiento se alcanzé casi
sin modificacién de la movilizacién de reservas en las plantulas
deterioradas, en tanto que en las plantulas control significé un
mayor gasto de reservas (figura 5). E1l hecho de que la acumulacidn
de materia seca (figura 4), inducido por la luz, fuese mayor que
el incremento en la movilizacién de reservas, indica que en ambos
lotes de pléntulas la fotosintesis estd activa: en las plantulas
" control desde el octavo dia de crecimiento y para las
pléantulas deterioradas a partir del dia 10. Para cuantificar el
efecto del deterioro en la actividad fototréfica de la plantula,
se determiné la cantidad de peso seco acumulado por efecto de la
fotosintesis y, se expresé como la diferencia entre el peso de
las plantulas crecidas en la luz, menos el peso seco de las
plantulas crecidas en la oscuridad, los datos se muestran en la
tabla 1. En ambos lotes de plantulas, el peso seco aumentd por la
actividad fotosintética (figura 4) y, de nuevo se observé gque
dicha actividad se establece a partir del dia 8 en las plantulas
control y, entre el octavo y décimo dfa para las plantulas
deteriovradas. Sin embargo, la actividad fototréfica encontrada en
las pléantulas deterioradas, siempre fue menor que en las control
(figura 4). Estos resultados indican gque la actividad fototréfica
de las plantulas se vid afectada por el deterioro.

ACTIVIDAD AZEOTROFICA EN PLANTULAS CONTROL Y DETERIORADAS

El andlisis de la actividad azeotrdfica en ambos lotes de

semillas, se realizé cuantificando 1la actividad de Nitrato
22
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Tabla 1. Efecto del Deterioro en el Desarrollo de 1la Capacidad

Fototréfica.
Capacidad Fototrdéfica

mg de peso seco/pléantula

Dias de Crecimiento CONTROL DETERIORO
8 13.45 5.64
10 26.11 22.69
15 93.47 74.38

Nota.- El incremento en fotosintesis se obtuvo restando el peso
seco acumulado de las plantulas crecidas en oscuridad y sin
nitratos, el peso seco acumulado de las plantulas crecidas en 1la
luz y en ausencia de nitratos.
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Reductasa, que presentaban las plantulas crecidas por 6 y 10 dias
en presencia de NO3 (tablas 2). Las pléantulas de ambos lotes
fueron capaces de inducir y acumular Nitrato Reductasa (tabla 2).
Cuando la actividad de Nitrato Reductasa se expres$ en nanomolas de
No2/minuto/g. de peso fresco o por mg. de proteina, fue similar y
constante a lo largo del periodo estudiado. Sin embargo, cuando la
actividad se expresé en nanomolas de NO2 por parte aérea (tabla
2), la actividad de Nitrato Reductasa a los 6 dias de crecimiento,
fue similar en ambos lotes, pero a los 10 dias de crecimiento la
actividad enzimitica aumentd considerablemente en el lote control
respecto al deteriorado. Para saber si los datos anteriores eran
resultadc de una mayor acumulacién de NO3 en las pléntulas
control, que en las plantulas deterioradas, se cuantificé 1la
concentracién de NO3 presentes en los extractos enzimdticos. En la
tabla 3 se muestran los resultados, cuando el contenido de
nitratos se expresa en moles por parte adrea; en el 1otz oonlirdl e
presenta una concentracién ligeramente mayor de este anidn, pero
no significativa en comparacién al deteriorado, por el contrario,
este hecho no se obsaxva cuando los valores se expresan en moles

de NO3 por gramo de peso fresco.

EFECTO DEL DETERIORO EN EL ESTABLECIMIENTO AUTOTROFICO

Para conocer si ambos lotes de plantulas presentaban la misma
capacidad para establecerse como organismo autotréfico, se
determind el efecto de los NO3 en la acumulacién de peso seco y,
se cuantificé la proteina soluble tanto en plantulas provenientes
de semillas deterioradas como de semillas control.

La adicidén de nitratos al agua de riego, incrementé la
25 :



Tabla 2. Efecto del Deterioro en la Actividad de Nitrato Reductasa
en Plantulas de Maiz.

Actividad de

Nitrato Reductasa . lote 6 dias de crec. 10 dias de crec.

nmolas NO2/g.P.F./min. ¢ 13z.62 ¥ o.532 36.98 ¥ 3.27%
D I390.44 ¢ 12.07% 27.98 ¥ 1,533
nmolas W02/P.A./min.  C 213,80 ¥ 4.940 42.74 * 7,238
o Ma0.51 ¥ 10.288 24.63 ¥ 3.79]
nmolas/min./mg.prot. c 215,12 ¢ 4.712 22.07 ¥ 4.22;
o Tao.86 -* 3.92,F 22.19 - 1.40,7

Nota.- Subindices iguales indican que no existen diferencias
estadisticamente significativas, subindices distintos indican que
hay diferencias.Letras mayusculas comparan el lote control vs lote
deteriorado en forma vertical; letras minisculas czZparan a 10s
lotes entre si a Adifcraites dias de crecimiento en forma
iorizontal; ambas comparaciones para una misma forma de expresidn
de ANR. Los nimeros que aparecen en la ANR a los 6 dias de
crecimiento comparan en forma vertical a los lotes entre si en las
distintas formas de expresidén de la actividad enzimatica.
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Tabla 3. Concentracién de Nitratos Presentes en 5 ml. de Extracto

Enzimatico en Plantulas de Maiz Control y Deterioradas.

Dias moles de No;/g. peso fresco moles de No;/ parte aérea
x 1074 x 1079
de
crec. control deterioro control deterioro
6 2.51%2.48 2.67%2.36 1.95%0.37 1.35%1 .28
10 1.75%0.72 1.81%0.76 1.96%0.63 1.67%0.87

Nota.~ Al aplicar 1la prueba estadistica no se encontraron
diferencias significativas, en ninguno de los casos.
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acumulacién de peso seco de las plantulas control, en comparacién
con aquéllas que crecieron en ausencia del anidn, este efecto no
se observé en las plantulas deterioradas durante los primeros 10
dias de crecimiento (figura 6). El efecto benéfico del anisén NO3
en el crecimiento de las plantulas control, estuvo acompafiado por
un ligero aumento en la movilizacién de reservas (figura 7). El
incremento en la movilizacién de reservas por influencia del NO3,
también se observéd en las, plantulas ‘deterioradas, sin embargo,
este hecho no se puede correlacionar con el incremanto en la
acumulacién de peso seco por la plantula, como es el caso de las
plantulas control (figuras 6 y 7).Dado que la fototrofia en las
plantulas control se establece en el octavo dia y en las
deterioradas en el dia 10, es probable que la reduccién de
nitratos 1iniclalmente se realiza wutilizando el carbono que
proviene de la movilizacién de reservas.

En la tabla 4 se observa que durante los primeros 8 dias de
crecimiento en agua y luz, la cantidad total de proteina soluble
en ambos tipos de plantulas es similar, sugiriendo que ambos tipos
de plantulas presentan la misma capacidad para sintetizar
proteinas, La disminucidén en el contenido de proteinas que se
observé en pléntulas de 13 dias de crecimiento en ausencia de
NO3, podria deberse a que la asimilacién de carbono continuase aun
cuando 1la cantidad de proteina se mantuviera constante, quizas
porque en este tiempo ya se agoté la reserva nitrogenada
proveniente del endospermo. La presencia de nitratos aumenta el
contenido de proteinas tanto en las plantulas control, como en las
deterioradas. Sin embargo, en las controles se percibe un aumento
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Tabla 4. Contenido de Proteina Soluble Total en Extractos

Enzimdticos de Plantulas de Maiz Control y Deterioradas.

ng. de proteina/ mg. de peso cecco

Dias
de control deterioro
crec. + NO, = NO, + 7o, —Hg,
6 86.28%3.68%  72.17% 2.1 97.47%4.40°  s1.97%2.7s9
8 99.27%0.00°  75.92% 3.619 76.50%4.449  75.72t1.429
13 130.63%4.24"%  35.72%10.391 97.21%s.113 59.50t8.75K
Nota.~ Subindices iguales indican gue no existen diferencias

estadisticas significativas.
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constante a lo largo del periodo de crecimiento estudiado,
mientras que en las deterioradas no se observa ningln aumento a lo
largo de todo el periodo. En ambos tipos de pldntulas se establece
la autotrofia, pero en las pldntulas control ésta funciona con
mayor eficlencia. En el caso de las plantulas deterioradas 1lo
anterior podria deberse a que la sintesis de proteinas estuviese
disminuida, o a que la Nitrato Reductasa no esta activa en la

misma proporcién.
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DISCUSION

Con el fin de evidenciar las alteraciones ocasionadas por el
’ deterioro en el desarrollo de las plantulas de maiz, se estudid en
forma comparativa la capacidad de crecimiento heterotréfico y
"autotréfico, mostrado por las plantulas provenientes de semillas
de maiz control y deterioradas., La capacldad de crecimjiento se
determiné como el peso seco acumulado por plantula a diferentes
dias de desarrollo.

Una vez que la semilla ha germinado (protrusién de 1la
radicula), el eje embrionario continua su desarrollo utilizando
como unica fuente de sustratos a las rararvas almscenadzac on al
endospermo (Bewley, 1986). Esta etapa del crecimiento del
organismo corresponde a la fase previa a la emergencia de
la plantula, por lo gue los experimentos para demostrar el efecto
del deterioro en el crecimiento, se realizaron en la oscuridad y
en ausencia de NO3. Para la movilizacién de reservas, la aleurona
sintetiza y secreta al endospermo almidonoso diversas hidrolasas,
como son las %-amilasas y las proteasas (Bewley, 1986). En trigo
se ha demostrado que el deterioro disminuye la capacidad Qe la
aleurona para sintetizar g-amilasas (Rodriguez, 1991), asi como la
capacidad de ia semiila para movilizar sus reservas (Padilla,
1987). Los resultados reportados en este trabajo demuestran que en
la semilla de maiz, el deterioro al igual que en el trigo, produce
una disminucién en la velocidad de movilizacidén de reservas. Esta
disminucidn en la movilizacion de reservas, observada en plantulas
de maiz que provienen de semillas deterioradas, podria estar
determinada por una menor produccién de -amilasa, o bien, por una

menor demanda de sustratos por el embridn. Los  resultados
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descritos anteriormente, indican que la mnmenor velocidad de
emergencia, que presentan las plantulas provenientes de semillas
deterioradas, se debe, al menos en parte, a que se encuentra
disminuida la movilizacidén de reservas.

En el campo, una vez que la semilla emerge, el crecimiento es
sostenido tanto por lo que aun queda de reservas, como por los
productos de la actividad autotréfica de la plantula, es decir, la

fijacién de CO2 por la fotosintesis y la reduccidén de nitratos.

En el laboratorio, a diferencia de lo que sucede en el campo,
s8& puede disectar la actividad azeotréfica de la fototréfica.
Cuando las pléantulas son sembradas en soportes inertes en
presencia o ausencia de luz y, en ambos casos se riega con aqua,
la diferencia en la acumulacién de peso seco entre uno y otro
tratamiento, constituye una medida indirecta de la actividad
fotosintdética de la plantula, siempre y cuando la luz no medifique
la velocidad de movilizacién de reservas. Utilizando la estrategia
anterior, en este trabajo se cuantificé la actividad fotosintética
de plantulas provenientes de semillas control y deterioradas. Los
resultados mostraron que la actividad fotosintética para amboc
lotes de plantulas fue similar, de donde se concluye dque en el
maiz el deterioro de las semillas no afecta la capacidad fototré-
fica de la pléantula ¥, dque la menor acumulacién de peso seco
que se observa en plantulas deterioradas, se debié principalmente
al .retraso que presentan estas plantulas durante el crecimiento
heterotréfico, y que se mantiene a lo largo del desarrollo. Siendo
esta una posible explicacién a la menor talla que presentan las

plantulas deterioradas respecto a las control (Khan,1982).
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La adquisicidén de la actividad azeotréfica esta determinada
por la capacidad de la plantula para asimilar y reducir los
nitratos. Estudios anteriores demostraron gque en el caso .del
trigo, la actividad azeotréfica se encuentra alterada en las
plintulas procedentes de semillas deterioradas, medida tanto como
por la capacidad para asimilar nitratos del medio (San
Miguel,1991), como por la capacidad para reducir los nitratos
(actividad de Nitrato Reductasa) [Padilla,1987). En el caso del
maliz se encontrd, al igual que en el trigo, que se encuentra
mcdificadé 1a oanaclidad de rcduccidn do niltratos. Este Gitimo
hecho nos permite afirmar que las pléntulas de maiz deterioradas,
presentan alteraciones en la movilizacién de reservas y en la
adquisicién de los factores tréficos y enexrgéticos. Lo anterior
tiene como resultado que las plintulas de maiz deteriorado, esten
retrasadas en el crecimiento .en comparacién con las pléntulas

control.
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CONCLUSIONES

- El crecimiento  heterotréfico se encontré modificado

negativamente en las plantulas deterioradas.

- Existe un retraso en la adquisicién de los factores fototréficos

en las pléntulas deterioradas.

- La capacidad azeotré6fica (medida como Actividad de Nitrato
Reductasa), se encontré alterada en las plantulas deterioradas en

comparacidén con las pléntulas control.
- Estas alteraciones se expresan en el crecimiento de 1las

plantulas deterioradas comc un retraso en el establecimiento

autotréfico, con regpecto a las plantulas control.
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