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RESUMEN

Las semillas ortodoxas a diferencia de las racalcitrantes, se caracterizan por su
tolerancia a la desecacién y por su iongevidad. Ambas caracterfsticas se adquieren
durante el desarrollo de la semilla: |a tolerancia a la desecacién durante ia fase de
acumulaclén de reservas y la longevidad durante |a fase de desecacion. El consenso
general en esta drea del conocimiento es que los aztcares y las protelnas no-
coagulables por calor participan en el mecanismo que confiere tolerancia a la
desecacién, sin embargo, se clesconoce s estas mismas biomoléculas y por ende el
mismo mecanismo particlpan en |a longevidad de ia semilla, entendiendo por
longevidad como el iempo de viabilidad.

Eil propdsito del presente trabajo es elucidar esta incégnita y para eilo se midieron
jos niveles de estos compuestos en semillas de malz tolerantes a la desecacion
pero con diferencias en longevidad (alta y baja en este trabajo). Estas
caracteristicas de longevidad y tolerancla a la desecacién se lograron, embeblendo
semillas a diferentes iempos, seguldos de un periodo de rdplda desecacién. Se
encontré que la composicidn de azicares de las semiilag tolerantes a le desecaclin
pero de diverso grado de longevidad, varia solo en el contenido de monosacaridos y
rafinosa. Los primeros aumentan y la segunda disminuye en forma muy iImportante,
El contenido de sacarosa fué similar en todos los casos. Asi mismo, la abundancia
de dos grupos de péptidos no-coagulabies por calor (12.4-24 Kd y 44-86 Kd) fué un
prerrequisito para aumentar la longevidad de |a semilla pero no para sus
propledades de tolerancla a la desecacién. Lo anterior sugiere que la rafinosa y
algunos de los péptidos no-coagulables por calor participan al mantener la
estabilidad de la semilla durante su aimacenamiento, mientras que la tolerancia a la
desecacién parece depender solo de los niveles de sacarosa.



INTRODUCCION

Durante su desarmolio, las semillas enfran a un periodo de desecacién y
quiescencia fisiolégica que seftala el término de la fase de maduracién de ias
semillas (Still y col., 1994), su hidratacién subsecuente, permitira su germinacion y
por tanto, es posibie que ia desecacién juegue el papel de Intermuptor entre los
pracesos de desarrolio con los asociados a la germinacién (Long y col., 1981).
Durante la desecacién, el contenido de humedad de las semillas ortodoxas puede
disminulr @ menos del 5% y su longevidad (tlempo de viabilidad) aumenta
proporcionaimente al decremento en el contenido de agua (Still y col., 1994). La
adquisicion de la tolerancia a la desecaclén es un proceso gradual,
aproximadamente en ia mitad de su desarrollo, las semijlas pasan rdpidamente de
un estado de intolerancia al de tolerancla a ia desecacién y se plerde pocas horas
después de Iniciada la germinacién (Dasgupta y col., 1982), por lo general, se
considera la emergencia de la radicula de la cublerta seminai, como ei estadio de ia
germinacidn en que se plerde la tolerancia a la desecacién (Koster y Leopoid ,
1988). Se ha propuesto que la tolerancia a la desecacién es una estrategia de
sobrevivencia de ias semillas, ya que permite a estas mantenerse viables, aun en
condiciones ambientales desfavorables, asi como un mecanismo de dispersion v
preservacién de las semillas durante largos periodos de almacenamiento (Leopold,
1988).

Entre los mecanismos propuestos que confieren « las serfias a habllidad parz
sobrevivir en desecacion extrema, se menciona la acumulacién de clertos azicares
camo los principales responsables en el desarrolio de {a tolerancia a la desecacién
(Koster y Leopold, 1988). Se ha propuesto que los grupos hidroxiios de los azlicares
reemplazan la polaridad del agua removida, airededor de las membranas y
previenen su dafio estructural (Crowe y Crowe, 1982). Los azucares favorecen la
vitrificacion (condicidn donde los liquldos se vuelven aliwtnenta viscosos) ¥ sel euten



el dafio causado por cristalizacién mientras el agua es retirada (Williams y Leopold,
1989). Ademds de los azucares, un conjunto especial de protelnas no coagulables
por calor y altamente hidrofilicas, tamblén partictpan en la proteccién de los
componentes intraceiulares durante la desecacion. El mecanismo de cémo estas
proteinas realizan su funclén protectora no se conoce, sin embargo se ha sugerido
que podrian actuar como inhibidores de enzimas, removedores de radicales libres,
quelantes idnicos, como meciios de solvatacién en lugar de agua e inhibidores de
cristallzacién (Dure, 1993, Close et al, 1993b).

Puesto que Ia longevidad y la tolerancia a la desecacién son dos propledades
que poseé fa semilla ortodoxa y ambas se adquieren durante el desarrollo de la
semilla, es razonable hipotetizar que ambas caracteristicas son consecuencia de un
mismo mecanismo. Con el objeto de probar esta hipétesis, en este trabajo se
determiné si 1a semilla perdia o no simultaneamente su longevidad y su tolerancia a
1a desecacion y si esto estaba asociado a cambios en los niveles de las molécuias
propuestas como responsables del mecanismo que les contiere tolerancia a la
desecacion: azucares y protelnas altamente hidrofiiicas.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

§i la tolerancia a la desecacion y la longevidad de las semillas ortodoxas son dos
manifestaciones de un mismo mecanismo, entonces, la disminucién en longevidad
debera estar asociada a cambios en 103 niveles y/o composicidn de azicares y
protelnas no coagulables por calor (PNCC), simllares a los que 8a presentarfan al
perder la tolerancia a la desecacién.

Para probar esta hipotesis se establecieron los siguientes objetivos:

1. - Generar lotes de semilias tolerantes a la desecacion pero de diferente grado de
longevidad.

2.- Determinar la composicién de aziicares y PNCC en los fotes de semillas.

3.- Comparar [a composicién de aziicares y PNCC de las semillas tolerantes a la
desecacion con diferente grado de longevidad.



ANTECEDENTES

MORFOLOGIA DE LA SEMILLA

La semilla, s ef dwulo fecundade, transforniads y madure de las ahglospermas,
por tanto, es la estructura de reproducclén sexual que permitird la variabllidad
gendtica y la conservacién de la especie (Ruiz QOronoz y col., 1983). Partes
esenclales son la cublerta de la semllla, desarrollada de los tegumentos del évilo, ¥
el embridn que ordinariamente se desarrolla de la oosfera fecundada. A menudo el
embrién estd embebldo en el endospermo o estd acompaflado por é&l. El
endospermo, es un tefldo de almacenamlento que se deriva del nicleo de triple
fusidn del dwulo, El embrién, es una planta en minlatura, que consiste de un eje
corto con una o dos hojas pegadas, los cotiledones. La parte de eje arriba del
cotileddn(es) es el eplcdtio o plimula, que se convierte en la yema terminal de la
plantula. La parte del eje, inrediatamente abajo del cotiledon(es) es el hipocétilo,
una reglén de transicidn entro el tallo v la rafz. El hipocttilo se prolonga en la base
hacla la radicula que se convierte en la rafz primaria de la plantula. El embrién de las
semillas de las gramineas, Incluyendo a los granos de cereales, es poco usual en el
sentido de que el eplcdtilo estd completamente cublerto por una vaina denominada
el coleoptilo, y fa radicula también esta cublerta por una vaina denominada
coleomza (fig. 1). Las reservas almacenadas en la semllla Incluye proteinas,
carbohldratos y grasas, y las proporciones varfan de acuerdo con la especie. E!
endospermo del malz tiene una parte dura y cémea, con una buena cantidad de
proteinas, y una parte mas suave y amildcea, con una afta proporcién de aimidén.
Junto a la cubierta de la semllla y el pericarplo, se forma de esta dos regiones una
capa de aleurona del endospermo, que es de una célula de grosor y estd
principalmente constituida por proteinas (Cronquist, 1984).
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Fig. 1.- Componentes estructurales de la semilla de maiz (Bidwell, 1479)



LONGEVIDAD

La longevidad o tlempo de vlabilidad de la semllla es un tema controvertido,
después de mas de 100 afios de Investigacién en almacenamiento de semliias y
longevidad, se sabe que la mayorfa de las clases de semillas pueden prolongar su
periodo de vida a bajas temperaturas y bajo contenldo de humedad. Cuatro factores
Importantes afectan la longevidad de la semilla: el contenido de humedad de Ia
semilla, la temperatura, la atmdsfera (oxigeno) y el potenclal genético. Aunque se
sahe con certeza que el estado fisioldgico, juega un papel importante en la
respuesta de la semilla al almacenamiento, a Interaccidn entre temperaturas de
almacenamlento y contenido de humedad de la semllla estan blen establecldas. Es
claro, que para las semillas ortodoxas, contenldos de humedad esenclalmente entre
un 4 a 7% asegura la retencion de un alto porcentaje de germinacién por uno o mas
aftos a temperatura ambiente. Utillzando temperaturas de almacén debajo del punto
de congelaclén puede prolongarse la vida de ia semilla durante 20 arfos ¢ mias.
Aunque el oxigeno ha sido considerado como un factor importante en la longevidad
de las semlllas, los datos experimentales son confusos por el hecho de que en
contenedores sellados, la atmésfera cambia durante el almacenamiento como
resuttado de la respiracién de las semillas y de la microfiora asociada a ellas,
ocasionando la disminucién en la concentracién de oxigeno y en consecuencia
Incrementandose el bldxido de carbono, las presiones parclales bajas de oxigeno
favorecen la conservacion de ia viablidad y resultados Iguaimente favorabies han
sido obtenidos reemplazando el aire en contenedores de almacenamiento con
nitrégeno, biéxdo de carbono o argén. Para algunas semillas, el aimacenamiento
en vacio es igual de elective. Los factores genéfcos con respecto al
almacenamiento pueden explicarse de dos maneras. La primera es la diferencla



genética obvia entre cultivos, especies u otros grupos taxonérnicos y el segundo
punto de vista conciemne al dafto ocasionado ai DNA en la semilla, se sabe que
serniilas mas viejas producen mayor variacién genética que las semiilas jovenes y
esto ha sido correlacionado con un incremento visibie en el dafio cromosdmico
durante el aimacenamiento. Mas ain el dafto cromosomal es promovido por [as
mismas condiciones de almacenamiento que favorecen ia pérdida de viabilidad,
llamense alta humedad, temperatura y oxigeno. Aigunas teorlas propuestas de [as
acclones deletereas que ocurren en las semiilas para que éstas pjerdan su hablildad
para germinar, son la disminucién en ia disponibilidad de reservas, ya que se dafian
los mecanismos para su movilizacién, la afteracién de su composicién quimica, io
que ocasiona que las reservas alimenticias ya no sean Utiles como fuente de
energla, la alteracion de la integridad de las membranas, |a alteracién enziméatica y
el daflo genético debido primordiaimente a una pérdida de los mecanismos
naturales de reparacién celular (Mc Donald y Nelson, 1986; Bradbeer, 1988).

LATENCIA

Para que ia germinacién ocurra, las semillas por lo general requieren de humedad,
una temperatura adecuada y en la mayorfa de los casos de una atmdésfera aerdbica.
Siuno o mas de estos requenmientos no se satisfacen, la germinacién no ocunira,
y en esta condicién puede decirse que ias semillas estan en un estado de latencia
impuesta. La latencia se define cuando la semilla de una especie dada falla para
germinar, bajo condiciones de humedad, temperatura y oxigeno que normaimente
son favorables para los estadios posteriores de ia germinacién y crecimiento de
dicha especie (Bradbeer, 1888). La latencia o dormancia puede deberse a varios



factores que actian solos o en combinacion. Los mas comunes son:

1) Cubierta de la semilla impermeable al agua, al oxigeno o a ambos.

2) Cubjerta de (a semilla resistente mecanicamente a la expansién del embrién.

3) Embrién rudimentario o Inmaduro.

4) Necesidad para cambios fisioldgicos posteriores (maduracién posterior) en
un embrién completamente desarrollado.

5) La presencla de sustancias quimica que Inhiben la germinacién (Cronquist,
1984).

6) Requerimlentos de luz .

Existen varios mecanismos utilizados para romper la latencia impuesta de las
semillas, entre ellos se encuentran la congelacién, es declr, la exposicién de éstas a
bajas temperaturas (entre uno y cero grados centigrados), el almacenamiento en
8eCO y a altas temperaturas y la escarificacién o abrasion, los cuales se utiilzan con
la finalidad de romper la cubierta dura de algunas semillas; !a fixiviacién de
inhibidores de germinacién, que son liberados durante la imbibicién de algunas

semillas; la exposicién a productos quimicos (ftorreguladores) y 1a aplicacién de luz
que dependiendo del tipo de semilla puede tener efectos de inducclon, inhibicién o
ninguno de los dos (Bradbeer, 1988).



GERMINACION Y VIABILIDAD

Se presume que el proceso de germinacién comiernza con una secuencia de
eventos a nivel molecular y celular, que precede al crecimiento visible del embridn.
Usuaimente se toma a la protrusién de la radicula através de la cubierta seminal
como el dato cuantitativo de la germinacién, aunque existen clertas clrcunstancias
donde otro criterios han sido utilizados, tales como la curvatura geotrépica de la
radicula en un embrién aislado. Ofro criterio es que la germinacién se ha
completado cuando todas las reservas alimenticias de |a semilla han sido
consumidas y ia plantula es capaz de una existencia independiente (Bradbeer,
1988).

El agua es primordial por lo que la semilla debe absorber una buena cantidad
antes de que se inicie [a germinacién; el primer estadio de l|a germinacion
llamado imbibicion es por lo tanto de rapida toma de agua, no hay crecimiento sino
hasta que se alcanza un cierto nivel crfiico de agua. Después de la imblbicisn la
absorcion de agua decrece, la germinacién prosigue y empiezan [0S procesos
irreversibles que llevan al crecimiento y desarrollo de la plantula (Bldwell, 1979).

Para que una semllla germine y origine una nueva planta, son necesarias diversas
condiciones que se pueden agrupar en dos clases: condiciones intrinsecas y
condiciones extrinsecas. Las primeras, son [as que se refieren a la semilla misina,
siendo tres las principales:

1) Que la semilla esté normalmente constitufda, tanto el embrién como las

sustancias de reserva.
2) Que la semilla esté madura, en cuyo caso el embrién ha alcanzado su
completo desarrollo.
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3} El embrion debe estar vivo en el momento en que sé siembra la semilla, o
sea, conservar su facuftad germinativa que le permita desarrollarse
normaimente y formar una nueva planta.

Las condiciones extrinsecas o extemnas son las que deben poseer et medio ambiente
en el cual va a germinar la semilla:
1) Et agua, es indispensable durante la germinacion.
2) El aire, que ileva el oxigeno, es indispensable durante toda la vida del
embrién.
3) Una temperatura apropiada, como se sabe, es un factor Indispensable para
toda manifestacidn vital (Ruiz Qronoz, 1983).

Durante la germinacién de la semilla del malz (Zea mays), la radicula crece
hacia abajo a través de la hendidura de la cublerta seminal, para producir la rafz
primaria; mientras que el vastago, encerrado en su vaina protectora, ei cofeopiiio,
crece hacia ammba. Cuando el coleoptilo alcanza la superficie del suelo, cesa de
crecer y las hojas de la plimula de reciente formacién atraviesan su d4pice y

continuan creciendo. El sistama radical se desarrolia con la formacion ocasional de
ramas o ralces secundarlas a partir de la ralz primaria.

La edad de ias semillas es un factor de importancia en la germinacién.
Contrariamente a fa creencia popular, pocas son las que pueden sobrevivir durante
muy largo tiempo. Hay constancia auténtica de que algunas sobrevivieron un
almacenaje de mdas de cien aflos, pero la mayoria duran cuando mucho unos pocos
aflos (10 aflos en promedio) (Bidwell, 1979; McDonald y Nelson, 1986).

Una semilla viable es aqueila que es capaz de germinar bajo condiciones

11



adecuadas. La definicion incluye a las semillas latentes, en cuyo caso la latencia
debe romperse antes que la viabilidad pueda ser medida por la germinacién. Una
semilla no viable , es entonces, aquella que falla para germinar aun en condiciones
6ptimas, incluyendo los tratamientos para remover la latencia. La definicién practica
de viabilidad depende del contexto en que se use; por ejemplo, para el ecologista, la
viabilidad implica la habilidad de la semilla para germinar y la habilidad de la plantula
para establecerse en el ambiente en el que la semllla se encuentra. Sin embargo,
cuando las semillas son utilizadas para produclr un cuttivo, por ejemplo, entonces la
viabilidad es una medida de la adecuacion del lote de semillas para producir una
cosecha satisfactoria. (Bradbeer, 1988).

TOLERANCIA A LA DESECACION

Dependiendo de sus requenmientos para germinar, las semillas han sido
clasificadas en recalcitrantes y ortodoxas. Las primeras pueden germirniar tan pronto
alcanzan la madurez en [a planta madre y no son tolerantes a la desacacién; las
segundas, al alcanzar la madurez en la planta madre, requieren de un periodo de
descanso denominado qulescencia y son tolerantes a la desecacién (fig. 2)
(Leopoid, 1990). En el caso de las semlllas ortodoxas, ia semilia ¢3 una estructura
de reposo, los procesos metabdlicos estan suspendidos o tienen lugar muy
lentamente; las semillas estan en una condiclén de vida interrumplda, debido
principalmente a la carencia de agua y oxigeno (Bidwell, 1979). Las semillas en
general, tienen un contenido de agua relativamente bajo, y los procesos fisioléglcos
necesarios para la germinacién ocurren séio cuando la proporcién de agua ha
aumentado (Cronquist, 1984).

12



ORTODOXAS: requieren de un
periodo de dormancia o
quiescencia para germinar

y son tolerantes a la
SEMILLAS < desecacioén.

RECALCITRANTES:

germinan tan pronto
alcanzan la madurez en

la planta madre y no son
tolerantes a la desecacion.

R

Figura 2.- Clasificacion de las semillas, segun sus
requerimientos para germinar, de acuerdo a
Leopold, 1990.
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En el relno vegetal, |3 tolerancia a la desecacién ocurre en un amplio range de
taxa y estructuras. Las semillas ortodoxas de angiospermas, son las estructuras
mas tolerantes a la desecacidn, lo que las proveé de ventajas Importantes, por
ejemplo el evadir medios ambientes estresantes: ia desecacidn, es una adaptacion
comun a periodos de sequla, permite 1a sobrevivencia en temperaturas extremas,
una prolongada sobrevivencia de las semillas y proveé de una capacidad de
dispersion facilitada, principalmente por fa accién del viento (Leopold, 1990).

Mtentras el agua se plerde de fa célula, se Iniclan los procesos regulatorios que
ajustan el metabolismo celular a las nuevas condiciones celuiares, por lo que la
adquisicion de la tolerancia a la desecacién es un proceso gradual.
Aproximadamente en (a mitad de su desarrollo, las semillas pasan rdpidamente de
un estado de intolerancia al de tolerancia a la desecacién y se pierde pocas horas
después de iniciada la germinacién (Dasgupta y col., 1982), por lo general, se
considera la amargencia de la radlcula de Ia cubierta seminal, como e} estadio de la
germinacidn en que se pierde 13 lolerancia a Ja dasacacitr [Kaster y Leopold, 1988).

Las adaptaciones esfructurales a la desecacion, deben proporcionar algunos
atributos a las paredes celulares, membranas celulares, desensamblaje de
polisomas y hebras de actina y finalmente la adquisicion de un plegamiento
reversible y la condensaclon de las macromoléculas det citoptasma (Leopold, 1990).

Entre los mecanismos propuestos que confieren a las semillas la habilidad para
sobrevivir en desecacién extrema, se menciona, [a acumulacién de ciertos azicares
como los principales responsables en el desarrolio de la tolerancia a la desecacién
{Koster y Leopold, 1988); las proteinas también deben participar en la proteccién de
los componentes intracelulares durante la desecacién, sus mecanismos de accién
deben ser analogos a los propuestos para prevencién o reparacion de agregados de
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proteinas desnaturalizadas por algunas proteinas de estres termico (heat shock) y
éstas deben particlpar también, aunque menos directamente, en las propiedades
del agua de unidn de la semilla (Blackman y col., 1991).

Una respuesta metaholica comun de Jas plantas al agobio hfdrico es la elevacion
en los niveles de acldo abscisico (ABA). Ademas de su participacion en respuestas
a estres, el ABA estd involucrado en conservar la embriogénesis. La sintesis de
muchas protelnas de almacenamiento es regulada por ABA en embriones aistados y
los genes inducidos por estrés hidrico también son expresados durante la
embriogénesis tardia, cuando los embriones pierden agua de manera natural
(Roberton y Chandier, 1992).

En 1965, Webb trabajando con células bacterianas, notdé que el desarrolio del
endurecimiento (formacion de la endospora) estaba asociado conla acumulacion de
inositol, sugiriendo que la acumulacién de polioles tales como el inositol podria
proveer los componentes hidrofilicos (hidroxilos) que deben reemplazar el agua
celular mientras continua la desecacién. E! llamo a ésta la hipbtesis del
reemplazamiento del agua (citado en Leopold, 1990).

El estado de vitrificacion, es un estado altamente viscoso, metaestable y amorfo,
que dehe proparcionar varios hepeficios a los tejidas daesecados, incluyendo
limitaciones en la pérdida adicional de agua y la supresién de reacciones quimicas
que pueden amenazar la sobrevivencia de organismos desecados (Burke, 1986).
Sin vitrificacién, las sales citoplasmaticas y proteinas pueden cristalizarse durante la
pérdida de agua con efectos catastréficos en la sobrevivencia (Leopold, 1930).

Los azucares solubles, tales como la sacarosa, rafinesa y estaquiosa, son los
principales agentes de vitrificacion en {as plantas (Wendell y Leopold, 1993).
Muchos organismos en e} estado de tolerancia a la desecacion, contienen grandes
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cantidades de azicaras, En las semilias ortodoxas, se ha asociado su tolerancia a la
desecacién con la acumulacién de grandes cantidades de sacarosa, normalmente
acompafiada con oligosacaridos largos tales como la rafinosa y estaqulosa
(Leopold, 1990). La sacarosa, es un protector de membranas muy efectivo en los
sistemas de modelos, sus grupos hidroxilos pueden reemplazar el agua por unién de
hidrégenos a las cabezas de los grupos fosfollpidos de la membrana. Sin embargo,
la sacarosa por si sola puede cristalizar, lo que es favorecido por un secado lento,
en estas condiciones los hidroxilos no estan disponibles. Alternativamente [a
sacarosa puede formar un vidrio amorfo durante el secado. En este estado, los
hidroxilos de los azGcares pueden estar libres para unirse a las membranas. La
formacién del estado vitreado puede estar favorecida por la presencia de
oligosacaridos que rompen las matrices de cristales normales. Entre varios azucares
y compuestos organicos probados, la rafinosa y la estaquiosa fueron los mas
efectivos en inhibir el crecimiento de los cristales de sacarosa.

Durame la getrminacidn, hay pérdida de tclerancia a 1a dasanacién, 1o ciial estd
unido al consumo de las reservas de los oligosacdridos (rafinosa y estaquiosa). De
ahl, que se sospeache, que los azlcares, en materiales vegetales tolerantes a la
desecacion, son esenciales para sobrevivir en el estado desecado.

El alto contenido de azicares en las semillas (hasta de un veinte porclento)
sugiere la posibilidad de formacion del estado vitreado, si éste puede formarse
durante la desecacién, proporcionard varios efectos benéficos incluyendo una
limitacién en la pérdida de agua, una limitacién de la cristalizacion de sales o
proteinas y una proteccién contra cambios en el pH del agua (Leopold, 1880).

En general se piensa que un nimero de genes inducidos por |a deficlencia de
agua protegen las estructuras celulares de [os efectos de la pérdida de agua. Estas
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predicciones se derivan de la secuencia de aminodcidos deducidos y de sus
caracteristicas de expresidn. Estos genes, frecuentemente denominados como /ea
(late emhryogenesis abundant gene) fueron primero identificados como genes que
se expresan durante las fases de maduracion y de desecacién en el desarrollo de
las semillas. Cuando menos seis grupos de los genes /ea han sido identificados,
basados en la secuencia de aminoacidos entre varias especies. La mayoria de los
productos de los genes lea son predominantemente hidrofilicos, basandose en su
composicion de aminoacidos, carecen de cisteinas y triptofanos y se han propuesto
que estan localizados en el citoplasma y en nlicleo. Las secuencias de aminoacidos
individuales y la prediccion de la estructura proteica han sido utilizadas para
proponer funciones especlficas para cada grupo de proteinas LEA. Estas funcionas
incluyen: secuestro de iones, proteccion de otras proteinas ¢ membranas Yy
renaturalizacion de las proteinas no plegadas (Bray, 1893).

Las dehidrinas (dehydration proteins), también conocidas como la familia LEA D-
11, se caracterizan por una secuencia consenso de quince aminodcidos
EKKGIMDKIKEKLPG que esta presente cerca del extremo carboxilo terminal y en
copias adicionales rio arriba del término, en muchos casos, se encuentra una
pequefta modificacion del consenso con 14 aminoéacidos KKGIKEKEKLPG (Close y
col.,, 1993a). Cuando menos treinta genes diferentes han sido identificados como
miembros de este grupo, su pasible funcidn incluye 1a de chaperoninas o alguna que
preserve la estructura proteica (Dure, 1993).

El tamafio de las dehidrinas va de 15 a 150 kDa, las cuales generalmente son
codificadas por familias multigénicas, cuyos miembros individuales estan presentes
como alelos multiples en el genoma total de cada especie de planta (Close y col.,
1993a).
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Frecuentemente, se ha pensado que la pérdida de turgor o cambio en el volumen
celular como resultado a diversos ambientes estresantes, permite la deteccién de la
pérdida de agua a nivel celular. Uno o ambos cambios, deben activar canales
estrechamente relacionados, alterar la conformacién o la yuxtaposicién de proteinas
criticas, o causar alteraciones en la célula de la continuldad pared-membrana
plasmatica (Ding y Pickard, 1993), de esta forma, disparando una o varias vias de
transduccion de seftales se induce la expresién génica.

El ABA es un fitorregulador, que tamblén se acumula en respuesta al fenémeno
fisico de pérdida de agua causada por diferentes tipos de estres, y la elevacién del
ABA endb6geno, se sabe que induce ciertos genes inducidos también durante el
déficit de agua (fig. 3). De ahl que se hayan clasificado a los genes inducldos por
deficiencia de agua en ABA dependientes y ABA independientes. Varios genes
inducidos por sequlfa no son expresados en mutantes deficlentes de ABA en
comparacién con la muestra siivestre. Estos genes, se han denominado ABA
dependientes.

Se sabe que el ABA, interactia conlas células guarda de la epidermis de ia hoja
para inhibir la apertura estomatica, en las células embrionarias inhibe los procesos
de germinacién (Hetherington y Quatrano, 1991).

Durante el desarollo de la semlla, tanto en monocotiedéneas, como en
dicotileddneas, un juego de productos génicos se acumulan en los embriones que
incluyen una variedad de protelnas tales como lectinas (Ralkel y Wilkins, 1987),
inhibidores de enzimas (Mundy y col., 1986), proteinas membranales de cuerpos
lipidicos (Hatzopoulos y col., 1980) y un nGmero de proteinas funcionales no
caracterizadas que aparecen durante la adquisicién del embrién de [a habilidad de
tolerar a |a desecacion (Dure y col., 1989). Si estos embriones son aislados en
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etapas tempranas del desarrolio y expuestos a ABA exdgeno en cultivo, la mayoria
de las mismas protelnas se acumulan precozmente (Quatrano, 1987, Skriver y
Mundy, 1990). En ausencia de ABA, estos productos no se acumulan, el embrién no
madura, no adquiere tolerancia a la desecacién y germina precozmente en plantulas
(Quatrano y Marcotte, 1993).
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MATERIALES Y METODOS

GERMINACION

Para obtener la curva de germinacion de las semillas de maiz, se colocaron lotes
de 15 a 20 semillas en la parte media de una toalla de papel humedecido en agua
comiente. Se enrollé la toalla y se sumergié el extremo proximal a la radicula en
200 mi de agua corrients, contenida en un vaso de pracipitado de 1000 ml y el otro
extremo se cubrid con ofro vaso de precipitado del mismo volumen, se sellaron los
extremos de ios vasos con cinta adhesiva, para formar una camara de humedadyla
camara se coloco en una incubadora a 25°C.

Para medir el porcentaje de germinacién, se sacaron las toallas de las cdmaras
de humedad en los tiempos de andlisis (6, 18, 30 y 42 h) y se desenrollaron y
cuantificaron el nimero de semillas que presentaron protrusion de la radicula (tan
pronto rompfa la cublerta seminal), lo cual nos indicé que la semilla hablan
germinado, se volvieron a enrollar las semillas que atn no habian germinado y se
colocaron de nuevo en la camara de humedad, hasta la slguiente medicién, con los
resultados se ohtuvieron fa velocidad y porcentaje de germinacién. Los resuttados
reportados son la media de tres experimentos independientes hechos por duplicado
cada una (3n+n]), danda n as igual al nimara da samillas.

EMERGENCIA

Para conocer el vigor de tas plantulas obtenidas durante la germinacién, las
semilles se sembraron en un soporte inerte (vermiculita) a una profundidad de 0.5
cm, fa vermiculita fué previamente humedecida con agua corriente y exprimida con
el fin de evitar el exceso de agua. &t contenedor se colocd en una incubadora a
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25°C y se midié diariamente la cantidad de coleoptios que emergian hasta
completar la totalidad de las semilias, o al transcurrir una semana desde que éstas
habfan sido sembradas. De esta forma, ademas se obtuvieron la velocidad y el
porcentaje de emergencia de las semillas. Los resultados mostrados son la media
de dos experimentos independientes hechos por triplicado ¢cada uno,

VIABILIDAD Y VIGOR

En el presente trabajo se consideré la viabilidad como la capacidad de la semilla
para germinar bajo condiciones adecuadas (25° C, 100% humedad relativa), por lo
que los experimentos de germinacidn y emergencia se tomaron como una medida
de la viabilidad de la semilia.

El vigor es la capacidad de la semilla para emerger (protrusion del coleoptilo)
através de un soporte inerte (vermiculita) y establecer una plantula. Para su
medicidn sa utilizd |a sigulente férmula;

al + b2 + cd3 +d/4
Porcertaje de vigor = x 100

donde a, b, c y d representan respectivamente e! nimero de semillas que germinan
después de 1, 2, 3 y 4 dias de imbibicién a 25°C y S representa el nimero total de
semillas en el lote {(Bradbeer, 1988). Los resultados son la media de dos
experimentos independientes hechos por duplicado (2{n+n}).
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DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD

Para determinar el contenido de humedad de las semillas y embriones durante la
germinacidn (0, 6, 18 y 30 h), después def tratamiento (6, 18 y 30 h) y del
almacenamiento (6, 18 y 30 h), se utillzaron cajas de aluminio numeradas (ires por
cada fiempo), se pesaron pala sustraer su peso del obtenldo al colocar dentro dlez
semillas o embriones de cada lote antes y después de introducirlas en un horno de
vacio a 100°C durante 3 dlas, ai retirarias del horno, las cajas se colocaron en un
desecador que contenfa sllica gel para permitir que se estabilizara {a temperatura y
pesar las cajas evitando su hidratacién con la humedad amblental. El peso obtenido
de las semillas antes de colocarlas en el horno fué el peso fresco (PF) de éstas y el
peso obtenldo al sacarlas del homo fué el peso seco (PS). Para determinar el
contenido de humedad en base al peso seco, se utilizd ia siguiente férmula:

PF -PS
Contenldo de humedad = —~——x 100
PS

Los resultados mostrados son la media de tres experimentos independientes
hechos por duplicado cada uno (3[n+n)).
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DISECCION DE EMBRIONES

So disectaron embriones para medir el contenido de humedad y para cuantificar
los azucares solubles, para ello se utilizé una navaja de afeitar para separar el
embrién cada semilla del endospermo y se retiré la cubierta seminal adyacente a
este.

DISECCION DE EJES EMBRIONARIOS

Para determinar el comportamiento de fas PNCC, se disecté el embnén de Ia
semilla y se separé cuidadosamente el eje embrionario del endospermo con la
ayuda de una navaja de afecitar.

TRATAMIENTO Y ALMACENAMIENTO DE LAS SEMILLAS

Para preparar el material para el anslisis de azicares solubles y PNCC, se
tomaron a tiempos especificos de la imbibicién de la semiila (6, 18, 30 y 42 h),
muestras de cuando menos 280 semillas, por cada experimento (tres) hecha por
duplicado (n+n) y se deshidrataron hasta su ccntenido de humedad inicial. Las
semillas embebidas se colocaron dentro de bolsas de malla de plastico en un
desecador F42010 Scienceware con valvula, conteniendo silica gel y conectandose
a vacio, durante 3 dias; posteriormente Ia mitad de las semillas fueron aimacenadas
durante 30 dias en desecador con silica gel a 4°C.
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EXTRACC!ON DE AZUCARES

Los embniones de cinco semillas Se pesaron y se homogenizaron en un mortero
€on un poco de arena de mar estéril, se le adiciond la diferencia con etanol al 80%
para mantener una relaclén de la mezcla de 1:5/p/p, se hirvié durante tres minutos y
se centrifugd a 3,000 rpm por 10 minutos, se recuperé el sobrenadante y se colocd
en un tubo con fondo de pirdmide invertida. Se introdujo en un bloque de
calentamiento a una temperatura de 80°C, para evaporar el etanol durante la noche,
se resuspendid la pastilla en 0.5 il de agua estéril y se analizaron los azucares
solubles de la muestra.

CUANTIFICACION DE MONOSACARIDOS (GLUCOSA Y FRUCTOSA),
SACAROSA Y RAFINOSA

Para cuantificar el cambio en los azlcares durante ta germinacion, tratamiento y
almacenamiento, se utilizaron los juegos de diagnéstico de Boehringer y se siguieron
las indicaciones del proveedor (Boehringer, 1989).

El principio para la cuantficacion de glucosa, fructosa y 8acarosa, consiete en que
la concentracidn de D-glucosa es determinada antes y después de la hidrélisis
enzimatica de la sacarosa; la D-fructosa es cuantificada después de Ila
determinacién de D-giucosa. A pH 7.6, la enzima hexoquinasa cataliza la
fosfonlacién de la D-glucosa por ATP (trifosfato de adenosina) con la formacién
simuitanea de ADP (difosfato de adenosina). En presencia de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa la glucosa-6-fosfato formada es oxidada especificamente por
NADP (fosfato de nicotinamin-adenin dinucledtido) a gluconato-6-fosfato con la
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tarmacion del NADP reducids (NADPH), el NADPH formado en esta reaccién es
estioquiométrico con la cantidad de D-glucosa y se midi6 el cambio en un
espectrofotometro Beckman a 340 nm.

La nexoquinasa también cataliza la fosforilzacion de D-fructosa a
fructosa-6-fosfato con la adicién de ATP, la cual es convertida por la fosfoglucosa
isomerasa a glucosa-6-fosfato que nuevamente reacciona con NADP durante la
formacion de gluconato-6-fosfato y NADPH. La cantidad de NADPH producido
ahora es proporclonal a a cantidad de D-fructosa.

A pH 4.6, la sacarosa es hidrolizada por la enzima (-fructosidasa (invertasa) a
D-glucosa y D-fructosa, la determinacién de ia D-glucosa obtenida después de Ia
inversion, es llevada a cabo de acuerdo a lo antes ya mencionado, el contenido de
sacarosa es calculado de la diferencia de ia concentracién de D-glucosa antes y
después de la Inversién enzimatica.

La rafinosa es hidrolizada a pH 4.5 a D-galactosa y sacarosa en presencia de a
enzima «-galactosidasa, la D-galactosa es oxidada por NAD (nicotinamin-adenin
dinuciedtido) a galacton-actona en presencia de galactosa deshidrogenasa, la
cantidad de NADH formado es estioquiométrica con la cantidad de rafinosa y se
leyé su produccion a 340 nm. Los resultados son ja media de tres experimantos
independientes hechos por duplicado (3[n+n}).
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EXTRACCION DE PROTEINAS PROTEINAS NO COAGULABLES POR CALOR
{PNCC) (Modificado de Blackman, 1991).

Sa extrajeron manualmente los ejes embrionarios de § semillas, se pesaron y se
homogenizaron en un mortero con un poco de arena de mar y 50 pl del
amortiguador de axtraccion, el homogenado se colocd en un tubo de
microcentrifuga, utilizando el resto del buffer de extraccion (450 pl) para recuperar
del mortero la mezcla adherida a este, se agitd vigorosamente y se centrifugé a
14000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se calenté a 80°C durante 10
minutos, se centrifugd nuevamente y se separé de esta forma la proteina coagulada
por el calor, se recuperé el sobrenadante y en este se determiné la cantidad de
proteina, por el métado de Lowry (Lowry et al, 1951). Se tomaron 50 pg de la
proteina estable al calor y se corrié en un gel de SDS-poliacrilamida con gradiente
de 10 al 18% (donde Ia relacién de acrilamida-bisacrilamida es de 30:1) tiléndose
con azul de Caomasie.

Buffer de extraccién: Tris-HCI 50 mM (pH 7.5), NaCl 500 mM, MgC! 5 mM y PMFS
1 mM (fluoruro de fenilmetileulfonilo) .
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CUANTIFICACION DE PROTEINA POR EL METODO DE LOWRY (Lowry et al
1951).

Se adicionaron 0.5 mi de la solucién A, a cada tubo preparado previamente de
acuerdo a la tabla 1, se dej6 incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente y
se adicion6 0.5 mi de la solucién de Fenol-folin. Los tubos se incubaron durante 30
ininutos y se leyeron en un espectrofotdmetro a 750 nm. Las absorbancias se
graficaron contra los mg de protefna. Para cuantificar protelna en el extracto, se
utilizé una alicuota de éste (50 a 100 pl tabla 1) y se traté en forma similar a las
muestras de la curva patron. El contenido de protefna del extracto proteico se
caiculé por interpolacién en la curva patrén.

Soluclén A;
Meazclar partes iguales de:
- Carbonato de sodio al 10%, tarfraiv qe sodic-pstasic 9.2% v
sulfato de cobre al 0.1%
- SDS 10% (dodecil sulfato de sodio)
- Hidréxido de sodio 0.8 N
-Agua

Solucion de Fenol-folin:
Mezclar en una relacién de Folin Ciocalteau:agua 1:5.
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Tabla 1.- Elaboraclén de una curva patrén para la cuantificacion de protelna total por
el método de Lowry. BSA (albimina sérica bovina) como estandar de proteina,
DOC (deoxicolato de sodio).

No. tubo Concentracion  Volumen Volumenaguap 0.15% DOC
BSA ng/pl muestra i
1 - - S00 100
2 1 - 800 100
3 2 - 880 100
4 4 - 860 100
s 8 - 820 100
6 10 - 800 100
7 - 50 850 100
8 - 100 800 100



ELECTROFORESIS EN GEL DE GRADIENTE DE SDS-ACRILAMIDA (Tomado
de Bollag y Edelstein, 1991).

Para determinar los cambios es lag PNCC durante la germinacion, tratamlento y
aimaceriamiento e corrleron geles de electroforesis en gradiente como sigue:

Se prepard el equipo de electroforesis y el hacedor de gradientes, callbrandose
la bomba peristaitica a una tasa de fiujo de 3 mi/min. Se prapararon 16 mi d
soluclén de acrilamida al 10% y otros 10 ml a una concentracién de 18% partiendo
de una solucidn que contenla una proporcién 30:1 acrilamida:bisacrilamida, de
acuerdo a la tabla 2, sin afadir el TEMED.

Tabla 2 - Elaboracién del gel separador para electroforesis en gradiente.

REACTIVOS Solucién al 10% Solucién al 18%

Solucién de acrilamida-

bisacrilamida 301 5.00 ml 9.00ml
Buffer 4X, Tris-HCI 1.5

MpH 8.8, SDS 04 % 3.75ml 3.7 ml
Agua bidestilada 6.20 m! -
Sacarosa - 225¢g
Persuifato de amonio 75.0 pl 75.0

TEMED 754 754

Se coloco el temed y se mezcld rapidamente en ambas soluciones las cuales se
colocarcn en el hacedor de gradientes teniendo cuidado que la solucién al 18%
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quede en &l vaso proximal a la salida del flujo. Se ahno la llave de paso del hacedor
de gradiente y se encendid la bomba peristiltica para permitir que fluyera el
gradiente dentro de la camara de electroforesis. Una vez polimerizado el gel se
adiciond fa solucién para la formacion del gel de apilamiento,cuya composicion se
muestra enla tabla 3.

Tabla 3 - Elahoracion del gel de apilamiento para electroforesis de SDS-Acrilamida.

REACTIVO CANTIDAD
Solucién de acrilamida-hisacrilamida 1.0ml
30:1
Buffer de Tris-HCl 0.5 M pH 6.8, SDS
0.4% 1.5ml
Persuifato de amonio 45
TEMED 7.5

Se adiciond el buffer de electroforesis constituido por Tris-HCI, glicina, SOS el
cual se prepar6 de una solucion concentrada 10 X (30 g de Tris, 144 g de glicina, 10
g de SDS y agua, con un pH aproximado de 8.3).

Las muestras se colocaron en tubos eppendorf y se mezciaron con buffer de
muestra (Tris-HCI 60 mM pH 6.8, glicerol 25%, SDS 2% y mercaptoetanol 14.4
mM), se hirvieron durante 5 minutos y se colocaron en los cariles del gel de
apilamiento.

Al terminar la electroforasis, s¢ desmontd el gel con cuidado y se titd por 12
horas, con una solucion de azul de coomasle R-250, metanol y acido acético
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giacial: 1.0 g de azui de coomasie R-250, 450 ml de metanol, 450 mi de agua y
100 mi de acido acético glacial.

El gel se destind con una solucién de metanol y &cido acético glacial: 100 mi
metanol, 100 ml cido acético glacial y 800 m! de agua.

DENSITOMETRIA DE GELES DE ELECTROFORESIS DE PROTEINA

Para medir los cambios sufridos en las PNCC durante la germinacion,
tratamiento y almacenamiento, los geles tefiidos con azul de Coomasie se
colocaron dentro de una bolsa de plastico transparente sellada y se barrié cada
uno de los carmiles del gel con un densitémetro Pharmacia GelScan XL para
obtener cambios en la intensidad de cada una de las bandas de protelna por
camil, los resuttados fueron grabados en un disco de computadora y analizados
con el programa del paquete de cémputo del mismo proveedor (Pharmacia).

ANALISIS ESTADISTICO

En general se utilizaron los promedlos y las desviaciones estidndares en la
mayoria de los experimentos cuantitativos, excepto para el anélisis de los azucares
donde se utilizo el programa de computacién MicroCal Origin, donde ademas de los
parametros eatadisticos antes menclonados, se determiné la significancla de los
resuitados obtenidos, medlante la prueba T de Student asi como su andiisis de
varianza .
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RESULTADOS

VELOCIDAD DE HIDRATACION

En la figura 4, se grafica las velocldades de hidratacion de las semillas y los
enibriones de maiz obtenidas mediante la cuantiticacion dei contenido de humedad.
Durante las primeras 18 h de imbibicién, la hidratacion de las semillas mostré un
comportamiento exponencial (r = 0.99), en la cual se pueden observar dos
diferentes velocldades: una rapida, comprendida entre las 0-6 h de imbibicién y otra
mds lenta comprendida entre las 8-18 h. Después de este tiempo, se observa una
fase estacionaria que se prolonga hasta las 30 h de imbibicidn, seguido de un
segundo incremento en el contenido de humedad de la semilla que coincide con la
protrusién de la radfcula (desde las 30 a(as 42 h). A cada tiempo de hidrataci6n se
determiné el contermdo de humedad del embrion, el cual se aislé de la semilla
hidratada en los tiempos especificados. E! perfll de hldratacidn observado en este
caso fué similar al de las primeras 18 h de imbihicion mostrado por la semilla
completa, diferenciandose en que los valores de hidratacién alcanzados por el
embridn después de las 6 h de imbibicién fueron mayores que los registrados para
fa semilla completa.

De acuerdo a lo reportado aen la literatura, fa hidratacién de la semilia en la
germinacidn, se reallza en tres etapas. La fase | o de raplda hidratacién, tamblén
denominada imbiblcidn, y que en este trabajo esta comprendida entre las 0-18 h (fig.
4), donde el incremento en el contenido de humedad de la semilla se debe
princlpaimente a la fuerza matrica de las macromoléculas de la semilla. Durante ia
fase il o fase estacionaria, 18-30 h en este trabajo, se realizan diversos eventos
bioquimicos y genéticos que culminan en la elongacion de la radicula o germinacion.
La fase I}, caracterizada por un rapido aumento en el contenido de humedad de la
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samilla, sl cual se debe a la elongacién celular del coleoptilo marcando el inicio del
desarrollo de la plantula.

GERMINACION Y TOLERANCIA A LA DESECACION

Para seleccionar el tiempo de germinacién en el cual las semillas aun son
tolerantes a la desecacién, se evalué la viabilidad y el vigor de las semillas
hidratadas a diferentes tiempos (6, 18, 30 y 42 h), y deshidratadas répidamente
(tratamlento), a contenidos de humedad del 8-10%.. E! control utilizado en todos los
experimentos fueron semillas del mismo lote inicial pero sin haber sido imbibidas.

Las semillas tratadas por 6 h y 18 h, mostraron caracteristicas de viabllidad,
emergencia de la plantula y vigor semejantes a las del control. En ias semillas
tratadas por 30 h 6 42 h (fig. 5), la viabilidad de las semillas no se modificé, sin
embargo, la velocldad de germinacién fué mayor en semillas tratadas por 30 h que
en las tratadas por 42 h. La capacidad de emergencla de! !cte ratado, dieminuyd
desde las 30 h de tratamiento (fig. 6a), pero el vigor de las semillas que aun
germinaron fué similar al presentado por las del lote control (fig. 7).

LONGEVIDAD

Posteriormente se probé el efecto del fratamiento en la longevidad de la semllla.
Las semillas fueron tratadas y almacenadas a 4°C. Después de 30 dias de
almacenamiento, las semillas fueron germinadas en toallas de papel para evaluar su
viahilidad (fig. 8) 6 en vermiculita, para determinar el vigor de la semilla como
capacidad de emergencia (fig. 6b) 0 como vigor de garminacion (fig. 7). La
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vianilidad cuantificada como protrusion del fote de semillas, no se modificé durante
el almacenamiento a ninguno de los tiempos de tratamiento estudiados (fig. 8), sin
embargo, en semillas fratadas por 30 h y almacenadas, el porcentaje de
emergencia de plantulas (fig. 6b) y el vigor de germinacién de {a semilla (fig. 7)
disminuyd de forma notable.

Las semillas con altos contenidos de humedad (>12%) plerden vigor y viabilidad
durante el almacenamienta (Bradbeer, 1988), por lo que se determiné el contenido
de humedad de los embriones y de las semillas tratadas (fig. 9), encontrandose que
durante el aimacenamiento el contenido de humedad de los embriones aumentaba,
pero el contenido de humedad en ningin caso rebasé el 10%, valor similar al que
presentan las semillas control,
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CONTENIDO DE AZUCARES SOLUBLES

Los azlcares presentes en el embribn de malz fueron: glucosa y fructosa
(monosacéridos), sacarosa y rafinosa. De éstos, solo los dos Ultimos se encontraron
en mayor proporcién, siendo mayor el contenido de sacarosa que el de rafinosa.
Durante Ia imbibicion, sélo los niveles de rafinosa disminuyeron dramdticamente
respecto a la semilla seca, mientras que los contenidos de monosacaridos y los de
sacarosa permanecieron constantes durante ias primeras 18 h de germinaclén para
luego aumentar. El secado de las semillas embebidas, no incrementé en forma
significativa los niveles de estos azicares respecto a los mostrados por sus
contrapartes germinadas. En general, el almacenamiento de semillas embebidas y
secadas, no modificé los niveles de azucares, con excepcién de la sacarosa en
semilias germinadas por 6 h donde, se observa un aumento en el contenido de este
disacdrido (tabla 4).
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Tapla 4- Contenido de azucares durante la germinacién, tratamiento y
almacenamiento de semillas de malz. Los valores representan la media de tres
experimentos Independientes por duplicado + desviacion estandard.

Tiempo Germinacién Tratamlento Almacenamlento
MONOSACARIDOS
Qh 053310147 - -
6h 0.737 £ 0.192 0.838 + 0.298 0.547 + 0,162
18h 0.688 +0.152 0.752 + 0.057 0.462 £ 0.098
30h 0.825 £ 0.239 1141 0.932 £ 0.268
SACAROSA
Qh 89.71 + 17.59 - -
éh 70.38 +17.86 97.64 + 16.91 163.26 +17.07
18h 94.69 + 4062 128.05 137892 +36.14
30h 127.28 12849 12122 1 4143 140.31 £ 34.44
RAFINOSA
On 6.72 +1.47 - -
6h 513 £1.70 8.89 +2.238 666 10.88
18h 235 £0.85 241 £1.74 3.81 £0.70
30h 017 £0.08 0.71 +0.30 037 +0.18

Las unidades estan dadas en mg por gramo de peso seco del embrién de fa
semilla de maiz.



PROTEINAS NO COAGULABLES POR CALOR

Durante Ia imbibicién de ia semilla, el perfil de péptidos aitamente hidrofilicos no
varié, sin embargo, la ahundancia relativa de estos mismos péptidos, se modificé,
de forma tal, que su abundancia, respecto a la observada en la semilla, antes de
iniciar la imbiblcién, dependié del empo de imbiblcién analizado. Dado que no hubo
reproducibilidad en la determinacién cuantitativa de cada uno de ios péptidos (fig.
10), esta no se reporta. La desecacién y el aimacenamiento de semillas embebidas
no modifica en forma importante los patrones cualitativos de las protelnas (fig. 10).
Sin embargo se observa que a medida que procede la imbibicién de Ia semilla dos
grupos de péptides disminuyen en forma considerable uno que comprende ia regién
entre 10-24 Kd y el ofro de 45 a 86 Kd. El secado induce la acumulacién de estos
péptidos, en semillas hidratadas por 18 h pero no en las embebidas por 30 h. El
almacenamlento de las semillas previamente fratadas no modificé el patrén de
péptidos con respecto al encontrado en ia semilla tratada no almacenada.
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DISCUSION

Con la finalidad de demostrar si las biomoléculas que confieren tolerancia a la
desecacién de la semilla: carbohidratos solubles y proteinas altamente hidrofllicas
(Blackman y col., 1992) también participan en el mecanismo de longevidad, se
detenninaron los niveles de éstos compuestos, en semillas de malz con igual grado
de tolerancla a la desecacién pero de diferente longevidad.

La tolerancia a la desecacion se definié como la capacidad de {a semilla
embebida (0-42 h) y desecada (72 h), para desarroliarse como plantula normal en
un subsecuente periodo de imbibicién. La longevidad se defini6 como el vigor que
muestra la semilla embebida, desecada y almacenada, en un subsecuente periodo
de Imbibicién.

ASPECTOS FISIOLOGICOS DE LA TOLERANCIA A LA DESECACION Y
LONGEVIDAD

Los resultados de las figuras 6,7 y 8y 9, en las que se muestra la sensibilidad a la
desecaclén y la longevidad de los diversos lotes de semillas, indican que la

tolerancia a la desecacién se mantiene en semillas embebidas hasta por 30 h,
mientras que la longevidad se disminuye deede este tiempo de imbibicion. Esta

disminucidn no fue debida a diferencias en el contenido de humedad de las semilias,
puesto que éste fué similar para todos ios tiempos de imbibicion después del
tratamiento de desecacion (fig. 9). Mas aln, el contenido de humedad de la semilla
embebida y desecada fué similar al de las semillas control (fig. 9). Lo anterior indica
que la longevidad de ia semilla se pierde antes que la tolerancia a ia desecacion.
Dado que en las semilias utilizadas en este trabajo, la tolerancia a la desecacién se
mantuvo y o que varié fué la jongevidad, de aquf en adefante se hara referencia
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sélo a semillas de alta y baja longevidad en el entendido de que ambos tipos de
semillas presentan el mismo grado de tolerancia a la desecacién.

PARTICIPACION DE LOS AZUCARES Y PNCC EN LA LONGEVIDAD DE LA
SEMILLA

Para decidir si los azucares y las protelnas no-coagulables por calor participan en
mantener la longevidad de la semilla, lo que se hizo fué evaluar los contenidos de
carbohidratos solubles (tabla 4) y el patron de proteinas no-coagulables por calor
(fig. 10).

AZUCARES

Las semllias de menor longevidad presentaron niveles de sacarosa (14.32%)
simllares a los que presentaron las semillas con alto grado de longevidad (13.7% y
16.32%), sin embargo, los contenidos de rafinosa fueron entre 10 y 20 veces
menores en semiftas de bajo grado de longevidad (0.037%) que en semifias de aita
longevidad (0.66% y 0.38%). Por su parte los niveles de monosacdildos fueron
ligeramente mayores en semillas de baja longevidad que en semillas de alta
longevidad {cuadro 4).

Los azicares presentes en & embrién de la semilla con bajo contenido de
humedad (<10% PS) son capaces de formar un estado vitreo (Willlams y Leopold,
1989). El cual es un liquido sélido de alta viscosidad que limita |a difusién molecular
y de esta manera evita las reacciones deletereas, como son: la pérdida de actividad
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enzimatica, la pérdida de fa integridad membranal, la formacion de radicales libres,
etc. De acuerdo al consenso general en el drea, estas reacciones son responsables
del envejecimiento de las semillas (Priestiey, 1988). Se ha demostrado que la
estabilidad del estado vitreo depende de su composicién quimica, es decir tipo y
proporcion de azucares (Koster, 1991). A contenidos bajos de humedad (<15%) la
rafinosa puede disminuir fa tendencia de la sacarosa a cristalizar, por 10 que su
presencia resulta en una mayor estabilidad del estado vitreo. En el caso de las
semillas embebidas por diversos tiempos, la proporcibn de los azicares,
especiaimente la de rafinosa, varfa y esto podria reflejarse en que durante el
tratamiento de desecacién, el estado vitreo formado en el embrion de la semilla, sea
de diferente estabilidad y por tanto el grado de proteccion ofrecido por este
mecanismo también seria diferente en cada caso. Por ejemplo a las 0 h de
imbibiclén 1a proporcion de rafinosa en el total de azicares fué de 7%, alas 18 h de
242 %y alas 30 h de 0.13%. Lo anterior sugiere que ¢l estado vitreo formado por
sacarosa es suficiente para dotar a la semilla de tolerancia a la desecacion, y que su
estabilidad en el almacén, longevidad, depende de 10s contenidos de rafinosa.
Resultados similares se han encontrado en granos de polen maduros (Hoekstra y
col., 1991) los cuales acumulan solo sacarosa y presentan viabilidad de
aproximadamente 30 dias y en semillas de malz de diferentes cultivares, donde la
longevidad esta asociada a los contenidos de rafinosa (Bemal-Lugo y col., 1993),

PROTEINAS NO COAGULABLES POR CALOR (PNCC)

La participacidn de las protelnas no-coagulables por calor (altamente hidrofilicas)
en lalongevidad de la semifla no es tan claro come en el caso de la rafinosa,
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primerc porque no se ha establecido la forma como protegen a la semilla durante la
desecacion y segundo porque no se determiné si la recuperacién de cada una de las
protelnas era similar en cada caso. Sin embargo, alge que es muy notorio en la
figura 10 es que los péptidos de peso molecular de 64.9 Kd, 45.3 Kd, 20.5 Kdy 14.4
Kd se encontraron en menor proporcién en semillas de baja longevidad (fig. 10 camil
1,8y 9) y corrésponden a los que durante el periodo dé desecacitn de las semillas
embebidas por 18 h disminuyen (fig. 10 camil 3) y se re-sintetizan y o acumulan
durante la deshidrataclén de las mismas (carmil 6). Esto no se observa en semllias
embebidas por 30 h, donde los péptidos si disminuyen durante la imbibicién (fig. 10,
canil 4), pero no aumentan cuantitativamente por efecto de la deshidratacion de la
semilla (fig. 10, camil 7). Estos resultados Indican que la longevidad de la semilla
esta asociada a la presencia de estos péotidos altamente hidrofilicos y que la
capacidad para sintetizarlos y/o acumuiarlos depende de las caracteristicas de
longevidad de ia semilla. Ademas sugieren que su sintesis y o acumulacién estd
regulada por cambios en el potencial osmético de la semilla, pues cdurante la
deshidratacion de Ia semiila se observan niveies similares a los obtenidos en semilia
fresca (fig. 10, camil 1).

En ofros sistamas sa ha damostrado que durante la desacacién de plantilas, se
acumulan proteinas altamente hidrofiiicas (no-coagulables por caior), taies como las
dehidrinas cuya funcién es la de proteger, a bajos contenidos de agua, las
superficies celulares tales como la estructura de las macromoléculas y membranas
y/o como inhibidores de enzimas, por ejemplo, fosfolipasas (Crowe, 1993). En el
caso de semillas de maiz se ha demostrado la presencia de este tipo de proteinas
cuyas caracteristicas de solubllidad (no-coagulable por calor), los factores que
inducen su degradacion y su sintesis (germinaclén y desecacién respectivarnente), y
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su peso molecular, coinciden con las propiedades de al menos uno de los péptidos
asociados a longevidad (20.5 Kd) y es posible que este uitimo sea también una
dehidrina. Para demostrar de manera unequivoca que se trata de una dehidrina
serfa necesario demostrar su identidad inmunoldgica y/o a través de la
determinacion de su secuencia.

Si como antes se indicd las proteinas altamente hidrofilicas participan en la
estabilizacidn de superficies celulares cuando ef contenido de agua es bajo, cabria
esperar que semillas de baja longevidad presenten una menor integridad
membranal que las de mayor longevidad. Esta expectativa se ve reforzada en el
hecho de que en semillas de baja longevidad (30 h de imbiblcidn, desecacidn y
almacenamiento), los componentes celulares se escapan mas que en las semilias
de cualquiera de las otras condiciones (Bernal-Lugo, 1984, comunicacion personal).
Esto de nuevo sugiere que en semilia de baja longevidad, los aztcares y/o los
péptidos aitamente hidrofilicos del citoplasma no estan realizando su funcién de
estabilizar a los fosfolipidos de la membrana, quizd porque en el primer caso se
esten cristalizando y en el segundo caso se modifiquen las caracteristicas de
sofubilidad del péptido y/o se realice su proteéiisis.
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CONCLUSIONES
Del presente trabajo, podemas concluir lo sigulente:
1.- La rafinosa juega un papel importante en la longevidad de las semillas ortodoxas.

2.- Aparentemente, soio algunas de las proteinas altamente hidrofilicas podrian
estar asocladas a la longevidad de la semilla.

3.-Enla tolerancia a la desecacion, solamente la sacarosa parece estar
participando.
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PERSPECTIVAS

El campo de estudio del presente frabajo es muy amplio, aln existen muchas
incgnitas por resoiver, algunas de ellas son:

- Los mecanismos por los cuales la poza de sacarosa se mantiene constante
durante la geminacién, ya sea por movilizacién de las reservas del endospermo
(almidadn), por la catalisis de la rafinosa o ambas.

- Determinar ia limitante para la sintesis de novo de rafinosa durante el tratamiento
(precursores o actividad enzimatica). El efecto en el almacenamiento, de la
administracidn exégena de rafinosa al embrnion durante el tratamiento
(microinyeccion).

- El andlisis fino de los cambios en los niveles de las proteinas no coagulables por
calor, durante la condiciones estudiadas, la utiizacién de anticuerpos contra
proteinas de estres en particular las sintetizadas por choque térmico a fin de
identificar si alguna de las protelnas estables al calor pertenecen a este grupo, el
empleo de mutantes en las proteinas estables al calor a fin de determinar cudl o
cudles de ellas estan directamente involucradas en la longevidad de la semilia.
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