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RESUMEN

Eu la presente investigacion se establecieron las condiciones para osmoacondicionar
setuillas de frijol (Phaseolus vulgavis L); se encontid que el potencial osimdtico de -0.8 MPa fue
capaz, de iuhibir la germinacion, cuando las semillas se incubaron en una solucion de PEG-
8000. Las semillas osmoacondicionadas mostraton un incremerto en su velocidad y
unifornidad de germinacion una vez que se removio el agente osidtico. Asimismo, el
osttoacondicionantiento fue capaz de revigorizar semillas de frijol detevioradas artificialmente.
A nivel bioquinico, se encontrd que los ejes embrionarios provenientes de semillas
osmoacondicionadas incovporaron (H) timidina 2 ADN en bajas cantidades duranic ¢l
osmoacondicionamiento; st cmbargo, en  la germinacion  subsecuente  al
osmoacondicionamiento, la cinética de incorporacion del precursor at ADN fue mucho mayor,
por otra parte se observd que la actividad de ta ADN polimerasa se increimenta notablemente a
partiv de las 6 horas de imbibicion después dzl osmoacondicionamiento, y parece mostrar nna
conducta ciclica, lo cual no sucede en los semillas control. Finalmente se determing la
expresion de PVLEA-14 (proteina de embriogenesis tardia) en respuesta al déficit hidvico
gencrado durante ¢l OSMA; la expresion de esta proteina y de su trauscrilo no fire inducida
por el déficit hidrico generado durante ¢l OSMA (-0.8 MPFa); sin embargo, los resultados

sugicren que la expresion de la proteina PvLEA-14 se induce 4 -1.4 MPa.,



1. INTRODUCCION

1.1. GERMINACION

La germinacion empicza con la entrada de agua a fa semilla Gimbibicion) y termnina con
la iniciacion de fa elongacion del cje embrionario, usualmente 1a radienia (Bewley y Black,
1994) ; este proceso incluye eventos como la hidratacion de proteinas, cambios estruciurales
subcelulares, sintesis de macromoléculas, respiracion y elongacion celular. 1a combinacion de

eslos eventos lietie cotto objetivo activar el crecitiento del enibridn,

1a germinacion ha sido defitida desde varios puntos de vista: el bioquinico que define a
fa germinacidn como la serie de eventos moleculares que anteceden y preparan la primera
ronda de division celular (Meléndez Lopez y Vidzquez Ramos, 1991); el fisiologico que define a
la germinacion como fa combinacion de eventos que activan el crecimiento de un embrion
deshidratado con un metabolismo casi nulo a un embridn con un netabolismo activo y
vigoroso y que culmina en la protrusion de la vadicula( Bewley y Black, 1994). La germinacion
en sentido estricto no incluye el crecimicnto de la plantula, ef cual ¢s una consecuencia del
término de la germinacion, Estas definiciones no han sido aceptadas por los agrénomos, por lo
que ellos definen a la germinacion como los procesos de desarrollo y emeigencia de aquellas
estructuras provenientes del embuion, manifestando asf la capacidad de las semillas para

formar una plantula normal bajo condiciones favorables (ISTA, 1985).

Bajo condiciones dptimas, la entrada de agua a las semilins estd caracterizada por tres

fases (Bewley y Black, 1994). la fase | conocida como imbibicidn, es un proceso fisico que



ocurre en las semillas viables y no viables, en esta fase el potencial de agua de la semilla es
mucho menor gue et de su eatorno. Kn la fase 1§ el potencial de agua de la semilla es ignatado
con ¢l de su entorno, en ésta etapa ocurren muchos eventos metabolicos que preparan a fa
semilla para la energencia de Ta radicula; en ta fase 11i se presenta la protrusion radicular para
dar origen at crecimiento de la plantula. La duracion de cada fase depende de las propiedades

inherentes ( tamano, permeabilidad, ete. ) de las semittas,

11,1, Metabollsmo de las semfllas durante la germinacldn,

I.1.1. 1. Resplracion. La respivacion ent las semillas secas es wuy baja comparada con la
respiracion que se da durante el desarrollo y la germinacion de éstas. La respiracion sigue un
palron caracterizado por tres o cuatro fases (Bewley y Black, 1994): en Ja primera fase se
incrementa el consumo de oxigeno, debido a fa hideatacion y activacion de enzimas
mitocoudriaies que funcionan en el ciclo del dcido citrico y en ¢l transporte de electrones; en la
segunda fase et consumo de oxigeno se estabiliza debido posiblemente a que en este perfodo
pucde haber una reduccion en los procesos metabdlicos de la germinacién necesarios que
preparan al embrion para el crecimiento celular; es en este momento cuando {as semitfns se han
hidratado completamenie y las enzimas preexistentes se han activado. Entve esta fase y a
tercera fase es cuando emerge la radicula. la tercera fase s¢ caracteriza por un nucvo
incremento en el consumo de oxigeno, el cuat es atribuido a un incremento de las mitocondrias

y enzimas respivatorias; Ia tltima fase solo ocurre en tejidos de reserva.

El consumo de oxigeno estd acoplado a la vez con la produccion de ATP, que
proporciona la energia necesaria para que se inicien ofros procesos metabolicos de la

germinacion como sintesis de ADN, ARN y proteinas,



I.1.1.2. Sintesis de ADN. La sintesis de ADN ¢s un evento e se inicia en tiempos

tempranos de la germinacion. Al respecto s¢ ha reportado que existe sintesis temprana de ADN
de tipo reparativo (Vdzquez Raios y Osborne, 1986), Ia cual ticne como fin sustituir al ADN
danado durante la maduracion, deshidratacion y almacenamiento de las semillas; en maiz esta
sintesis teruprana puede ser de tipo reparativo (Vizquez-Ranios y Osborne, 1986), o de tipo
organelar (Zlatanova ¢t al., 1987). La sintesis replicativa del ADN ¢s un evento tardio que se
inicia- alrededor de las 14 horvas, alcanzando su muiximo valor a las 40 horas (Baiza et al.,

1989).

I1.1.1.3. Sintesis de ARN y protefnas. la transicion del desarrollo a la germinacion

necesita fundamentalinente de catibios en la expresion genélica, Todos los estados de expresion
de genes que codifican para proteinas de reserva y para enzimas que estdin involucradas en la
sintesis de material de reserva durante la maduracion de la semilla y otras actividades afines
ticnen que estar apagados, mietttras que los genes que codifican para enzimas involucradas en
la germinacion, iniciacion del crecimiento y la subsecuente movilizacion de reservas deben de
ser activados (Beweley y Black, 1984). Asimismmo, con 14 iniciacion de la germinacion se
incrementa la demanda de proteinas esenciales para este cvento. Al respecto, se ha reportado
que en semillas de maiz, una vez que el metabolismo de la germinacion se activa con la entrada
de agua, ocurre sintesis de proteinas, la cual se incrementa en forma progresiva conforme
avanza la germinacion (Sdnchez de fiménez y Aguilar, 1984). La sintesis de proteinas, durante
las primeras horas de germinacion en semillas de maiz, pino y trigo se debe tanto a la presencia
de ARNm preformados durante el desarrollo de las semillas, que son preservados durante la
desecacion y almacenamiento, coro a transcritos sintetizados de novo (Spiegel et al., 1975;
Martin et pl,, 1981; Datta ¢t al., 1983; Sdnchez de Jiménez ¢f al., 1984; Masumori ¢f al., 1992;

y Bewley y Black, 1994 ); sin embargo, la funcion de los ARNm preformados es rdpidamente

S



reciplazada por ARNm que se sintetizan de novo, estos nuevos mensajes pueden codificar para
los mismos polipéptidos o para otros polipéptidos propios de [a germinacion (Caers et al.,

1979).

En un estado mis avanzado de la germinacion se inicia la division celnlar (Katterwan y
Hammett, 1975). Se ha demostrado en matz que las células del mesocotilo son Jas primeras que
sufren division celular, 1o cual ocurre alrededor de Ias 28 horas de nnbibicion; posteriormente,
la division celular taubién se presenta en raices seminales a las 32 horas y en raices primarias
a las 36 horas de imbibicion (Baiza et al., 1986). Con la division celular se continta la
protrusion radicular que iniciahmente puede ocurrir solo por elongacion celular, Es en este
motnento cuando s¢ desencadena Ja proliferacion celular para iniciar ¢l crecimicnto del eje

embrionario y dar origen al establecimiento de una nueva plintula.

El éxito de la germinacion depende en gran mmedida de factores ambichiales, tales como,
humiedad, oxigeno, luz y temperatura; sin cibargo, si alguno de estos factores es alterado,
sobre todo cuando hay bajo coutenido de humedad, la germinacion puede inhibirse
parcialmente hasta que las semillas son libevadas del estrés hidrico (Hegarty, 1978). No
obstante, el que pueda o no concluir la germinacion dependetd del grado de avance que se
haya alcanzado antes del déficit liidvico y Ia duracion de éste. Lo anterior ha dado pie a postular
un puuto de regulacion fisioldgico de la germinacion, antes del cual los procesos germinativos
pueden suceder y no daftar la viabilidad de las sewmillas si éstos son interrumpidos por un défieit
hidrico; sin embargo, st se rebasa dicho punto de regilacion y se presenta un déficit hidrico; la
germinacion puede inhibirse parcialivente ¢ inclusive puede haber una pérdida total de

viabilidad en las semillas (Comte ct al., 1989).



La existencia de un punio de regulacion en los procesos germinativos ha permifido
desarrollar una scrie de metodologius agricolas por las cuales se regula la enfrada del agua a las
seiillas pars permitir que los procesos germinativos se inicien pero que no concluyan, sin
afectar la viabilidad de las semillas, aderads de revigorizarlas. Dentro de estas técnicas se

encuentra la del osmoacondicionamienio de semillas (Heydecker ef al., 1973).

1.2, OSMOACONDICIONAMIENTO

El osmoacondicionamiento (OSMA) es un sistema que consiste en preimbibir semillas
con un agente osmdtico inerte como ¢l polietelén-glicol, el cual genera un potencial hidrico
que controla la hidvatacion de las sewmillas sin afectar su viabilidad, permitiendo que algunos
eveatos wmetabolicos se Heven a cabo sin que protruya la vadicula; con esto se ovigina que al
reestablecer las condiciones hidricas en las semillas, la protrusion radicular sea mas vapida y
uniforwie que la de las semitlas no osmoacondicionadas (Brocklehurt y Dearman, 1983). Otro
beneficio obtenido durante el OSMA es que las semillas osmoacondicionadas al ser
deshidratadas conservan en gran medida los beneficios ganados durante el tratamiento

(Dearman ¢t al., 1986),

Acerca de los eventos celulares que tienen lugar durante y después del OSMA, se ha
propuesto que los procesos fisioldgicos que ocurren en las semillas osmoacondicionadas son
similares a los que ocurren durante la germinacion tetnprana de las semiltas, excepto por el
bloqueo en la continuacion de la germinacion (Bewley y Black. 1985); al respecto se han

evaluado los siguientes eventos bioguimicos:



1.2,1. Sintesls de ADN. Estudios realizados en embriones de poro (Bray et al., 1969;

Clarke y James, 1991) han demostrada que durante el osmoacondicionantiento no hay un
incremento detectable en el conlenido de ADN en tejido embrionario y endospermo de semillas
de poro osmoacondicionadas por 14 dias. Una siuacion similar se encontid en sewmillas
osmoacondicionadas de tonmte y maiz (Coolbear y Grierson, 1979, Cruz-Garcia et al., 1995);
et ningin caso se delecto sintesis replicaliva de ADN y los bajos niveles de sintesis de ADN
encontiados durante el OSMA parecen deberse a la sintesis de ADN de tipo tanto reparativo
como organelar (Ashraf y Bray, 1993; Cruz-Garcia et al., 1995); sin ebargo, en ofvas
investigaciones realizadas en semillas osmoacondicionadas de tomate y pimiieitto, se reporta que
algunas células replican su ADN, particularmente las células de la rafz, aunque aparentemente
éstas células o entran a mitosis (Bino et al., 1992: Lanteri et al.. 1993). Por otra parte. se ha
observado una rapida reanudacion de la sintesis replicativa de ADN y divisidn celular durante

la germinacion subsecuente al osmoacondcicionamiento de semillas de trigo y maiz (Dell’

Aquila y Taranto, 1986; Cruz-Garcia et al., 1996)

1.2,.2. Sintesis de ARN. El contenido de ARN en semillas de tomate, poro y ruafz
(Coolbear y Grierson , {979; Bray et al., 1989; Clarke y James, 1991, Cruz-Garcia cf a., 1995)
se iucrementa al doble durante el periodo de osmoacondicionamicnto en comparacion con el
ADN. Este incremento se debe en gran tedida a Ja sintesis y acuraulacién de ARNr, el cual en
semnillas de poro contribuye con el 65% del ARN total al inicio del OSMA y en un 85% al final
del OSMA; los niveles de ARNm se mantienen consiantes en proporcidn al ARN total en
embrion y endospermo de poro. Se ha detectado quie et ARNr en semillas de poro de bajo vigor,
se encuetitra parcialmente degradado cn los pritueros dias de OSMA; sin erbargo, al final del
OSMA (7-14 dias) no hay evidencia de ARNr degradado, fo cual indica que durante ¢l OSMA

hay un recambio def ARNr dafiado, lo cuaf genera un beneficio inds para las serillas de bajo



vigor. Al igual que con el ADN, ¢l contenido de ARN total en la germinacion subsecuente al

osmoacondicionamiento cs mayor que en lis semillas no osmoacondicionadas.

1.2.3. Sintesis de protelnas. La stutesis de proteinas en sentiflas osmoacondicionadas es
reiniciada minutos después de In hidratacion de las semillas; en fa primera fase de jbibicion fa
sintesis de proteinas ¢s in prevrequisito esencial para que las semillas logren los beneficios que
les da éste sisteina y ast la germinacion se Heve a cabo con éxito (Cheung et al., 1879; Hegarty,
1978). Se puede observar sintesis de proteinas e embriones y organos de reserva de poro
durante el OSMA (Davison y Bray, 1991); al igual que en semillas de maiz OSMA (Cruz-Garcla

ct al,,1995).

Estudios en semillas de chichavo (Dell' Aquila y Bewley . 1989) indican que todas las
especies de proteinas sintetizadas durante ¢l OSMA podrian estar asociadas con la germinacion;
sinn embargo, durante el OSMA de semillas de poro hay sintesis de proteinas especificas que
desaparecen durante la germinacion subsecuente, las cuales posiblemente son inducidas por el
déficit hidrico generado durante el OSMA (Davison y Bray, 1991). Con respecto a lo anterior,
se ha reportado que algunas de estas protelnas sintetizadas durante el OSMA pertenecen a Ia

familia de las LEAS (proteinas abundantes en la embriogénesis tardia).

1.3. PROTEINAS LEA

Uno de los carbios asociados con los eventos tardios de la maduracion de las semillas
ortodoxas es la acumulacion de protelnas de embriogénesis tardia (LEAS) (Galau ¢f al., 1986;

Dure ¢t al., 1989). Las LEAS son protcinas hidrofilicas, ricas en glicina, altamente estables al



calor, algunas LEAS pueden ser inducibles en las senillas por desecacion prematurs o dcido
abscisico (ABA) y en tejido vegetal de Lt pranta en respuesta a déficit hidrico y ABA (Mundy v
Chua, 1988; Skriver y Mundy, 1990; Bostuck y Quatrano, 1992 ). Se sugiere que las profeinas
LEAS juegan un papel de proteccion durante los procesos de desecacion y rehideatacién (Galau
et al,, 1987, Baker et al,, 1988; Dure ¢t al.,, 1989). Sin embargo, estudios wis recientes han
mostrado que las protemas LEAS pueden efectivamente contribuir a la folerancia a la

desecacion, pero no son swricientes para dar proteccion (Blackman gt al,, 1991).

las LEAS han sido clasificadas en varios grupos de acuerdo a la similitud en sus
secuencias de aminodcidos (Dure, 1993). Dentro del giupo 2 se encuentea la proteina PvLEA-
14, protefna de frijol que se¢ induce por cstrés salino (Covarrubias, datos no publicados). Las
protefuas de este grupo, conocidas también como dehidrings, se cavacterizan por tener nna
secuencia consenso de 15 aminodeidos hacia el extremo carboxito ferminal. Se hia postulado
que su funcidn podria ser como el de una chaperona, o bien una profeiua que ayude a
preservar I estructura funcional de olras profeinas, Estas profeinas podrian ayudar &
estabitizar protelnas citoplasmdticas o wmembranales para evitar posibles deformaciones

generadas por una deshidratacion.

De acuerdo a lo anterior estas proteinas resultan candidatos para utilizarse como
marcadores moleculares de desccacion en sernitlas sometidas a un déficit hidrico, conio es el

caso del OSMA.



{I. OBJETIVOS

o Establecer ef sistema de osmoacondicionamiento para semillas de frijol.

o Evaluar algunos pardmetros fisioldgicos y bioquimicos durante el osmoicondicionamiento y

la germinacion subsecnente de semillas de frijol,

e Estudiar la respuesta de nna proteina tipo LEA al déficit hidrico generado durante el

ostmoscondicionamiento, tanto a nivel transcripcional como traduccional,

10



lll. MATERIALES Y METODOS

. 1. Materlal vegetal

Semilla de frijol @hascolus vulgaris), variedad Negro Jamapa, con un porcentaje de

germinacion del 94%, donado por la Dra. Alejandra Covarrubias

La prepavacion de las soluciones utilizadas para la vealizacion de los siguientes

expetrimentos se mencionan en el apéndice.

11,2, Métodos

I.2.1. Osmoacondiclonamiento de semillas de frijol,

Il sistema de osmoacondicionamiento (OSMA) se establecio embebiendo las semillas
desinfectadas y protegidas con un fungicida (captan al 0.2%) con 40 ml de solucidn de PEG-
8000 a las concentraciones mencionadas en el apéndice. La imbibicion se llevd a cabo en cajas
Petri que contenian discos de papel Whatman No. 3 MM y a una temperatura de 25°C por 3 y
7 dias. Una vez determinado el potencial osmotico optimo para el OSMA de semillas de frijol
(-0.8 MPa), se osmoacondicionaton semillas por diferentes dias. Asimisino, se incubaron
semillas con soluciones de PEG-8000 que generaron polenciales osmdticos de -0.9, -1.2 y

-1.4 MPa,

11



1.2.2. Germinaclén de semillas.

Las semillas después de ser onnoacondicionadas se lavaron y se pusieron a germinar a
25°C por difeventes tiempos, en papel absorbente sitntergido previatnente en agua, Lo nistmo se
realizd con setillas no osmoacondicionadas (control) y seiwillas incubadas a potenciales

ostdlicos mas negativos ( -0.9, -1.2,y - 1.4 MPa).

La germinacion se determind cono la protrusion radicular.

111.2.3.-Contenido de humedad
It contenido de hurtiedad se determing en semillas osmoacondicionadas (x -0.8 MPa) y
en sewillas incubadas a poteuciales osmdticos mds negativos (- 1.2 y -1.4 MPa) por siete dias,

mediante la siguiente ecuacion;

C.H. = [(Peso fresco - Peso seco) / (Peso fresco)] X 100

El peso fresco es ¢l peso que tienen las semillas al final del tratamiento,
E! peso seco es el peso de las semillas abtenido después de ser deshidratadas a 80°C hasta

peso constante.

111.2.4. Deterloro de semillas

Las semillas de frijol previasmente desinfectadas, se deterioraron por 4.5 horas a 54°C en
una caja de plastico sellada hevméticamente, la cual contenia 25 ml de agua, cuidando que lns
serillas no estuvieran en conlacto con el agua. Posteriormiente, una parte de las seniillas

deterioradas se puso a germinar y la otra parte se osimoacondicions por 7 dias.
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la velocidad de germinacion de dichas sewillas se midio como indice de velocidad,
ulilizando la siguiente ecuacion,
LV.G.= T [% de germinacion / tiempo de germinacion]
Donde % de germinacion, cs el porcentaje de germinacion que ticnen las semillas en los

diferentes ticmpos de germinacion.

1i1,2.5. Sintesis de ADN

La sintesis de ADN se evaluo indirectamente midiendo la incorporacion de (3H) timidina
al ADN, lo cual se realizo de la siguiente manera: a) capacidad sintética durante ¢l OSMA; 10
ejes enbrionarios de frijol (3 repeticiones) provenientes de semillas osmoacondicionadas por 1,

3y 7 dias, fueron incubados por un periodo de 3 horas con 100 pl de solucion SAI que
contiene PEG-8000 a un potencial osmdtico de -0.8 MPa y 30 puCi/ml de (H) timidina.

b) actividad de ADN polimerasa: ejes etnbrionarios de semillas osmoacondicionadas por 7 dias
y germinadas por 3, 6, 12, 24 y 36 horas sc incubaron con la solucion SAI sin PEG-8000,
recibiendo pulsos de (3H) timidina 3 horas antes de concluir los tiempos arriba senalados, y
¢) sintesis continua: ejes embrionarios de semillas osmoacondicionadas por 7 dias s¢ incubaron
con la solircion SAI con 30 uCi/ml de (*H) timidina, sin PEG-8000, por periodos continuos de
3, 6, 12, y 24 horas. Dichas incubaciones se realizaron a 25°C en un disco estéril de papel
Whalman No. 3 MM colocado en una caja Petri estéril, Transcurrido el tiemipo de incubacion,
se lavaron los ejes embrionarios dos veces con 5 ml de solucién NET y se homogenizaron en un
mortero a 4°C, agregando 1 mi de solucion de lisis. Al homogenizado obtenido sc le agregd

1 ml de dcido tricloro-acético (TCA) al 20% y se imantuvo en {rio por 1 hora.

Para determinar la marca radiactiva incorporada al ADN, sc filtrd el precipitado de cada

mittestra a través de un filtro milipore (Whatman GF/A) y se realizaron los siguientes lavados:
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dos con TCA al 5%, dos con TCA al 10% y dos con etanol al 30%. Los filtros se secaron n 50°C
por 12 horas, pasado ¢ tiempo de secado se colocaron  en frascos viales los cuales contenian
5 ml de liquido de centellco. L vadioactividad fue cuantificada en un contador de centelleo

Beckman 28 G000IC.

{i1.2.6. Northern blot

111.2,6. 1. Extracclén y purificacidn de ARN

Para Ja extraccidn de ARN se  atilizaron ejes embrionarios de  semillas
osmoacondicionadas por diferentes dias, semillas osmoacondicionadas por 7 dias, y germinadas
a diferentes horas y semilia seca. Un gramo de ejes embrionnrios se congelo con nitrdgeno
liquido y se tritwd en un mortero hasta formar un polvo fino, Ef polvo se pasd a un tubo Corex
que contenia 5 ml de TCES, 5 ml de FCl y 25 pl de B mercaplo-ctanol; se realizo una
cenfrifugacion por 10 minutos a 2000 rpm. Se separo la fase acuosa y se hicieron cuatro
extracciones (v/v), dos con FCI, una con irizol (reactivo de GIBCO) y una ultima con trizol
s 50 pt de FCLL A la fase acnosa vestante se le adicioné 1/10 de volumen de acetato de sodio
(3 M pH=5.2) y 2.5 volumenes de elanot absoluto frio, incubando a -70°C por L5 winutos para
precipitar el ARN. Et ARN obtenido se lavé con etanol al 70% tres veces y se vesuspendid en

50 ul de agua tratada con dietil-pirocarbonato (DEFC).

*Es muy importanie que el H20 utilizada para preparar las soluciones sea tiatada con

DEPC, para inactivar {as RNasas.
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11.2.8.2. Evaiuacion de la integridad del ARN
Para deletminar 1a inlegridad del ARN sz realizo una eleclroforesis naliva con un gel de

agarosa al 1%, el cual conlenia:

AGATOSA. v vivssinmsissnsviriinisssrsssssssismend 033
TAE 50X ivenmisnrssnisnisnsensisnd 0.6 ml
Hz0-DEPC.vnivinvivicivis s 29.4 ml
Bromuro de elidio.....vr crvesinrinnes 2.0ul

las muesivas de ARN se prepararon mezclando la solucion de ARN con amorliguador de
carga A; se incubaron a 65°C por 5 1minulos y en hiclo por olros 5 minutos.

La electroforesis se realizd a 60 volts por 1 hora, ntilizando TAE 1X como amortiguador
de corrida.

Cada mueshia de ARN fue cuantificada espectrofolométricamente a una longiind de
onda de 260 wm, feniendo conto referencia que 1 unidad de densidad dplica equivale a 40 pg
de ARN total, Ademas, se determind la densidad dplica a una longitud de onda de 280 niu; la
relacion DOzeo/DO0zs0 da una estimacion de la pureza del ARN con respeclo a canlidud de

proteinas; valores entre 1.8 y 2 indican una mweslra con un grado de pureza aceptable.

11.2.6.3. Preparacion de la sonda de cDNA (PvLEA-14).

1.2.6.3. 1, Reamplificacidn.
La reamplificacion del cDNA que codifica para PVLEA- 14 s¢ realizd transforuando una

suspension de células competentes de E. coli; para eflo a 100 pl de esta suspension celular se le
agregaron 2 i de f mercapto-ctanol y 1 i del pldsmido que contenia el cDNA para PvLEA-14

mezcldndolos muy suavemente, Se realizaron las siguientes incubaciones: hiclo por 30
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segundos, a 42°C por 30 segundos y 2 minutos en hiclo. Al término de lus incubaciones se

adicionaront 450 pl de medio SOC, volviendo a incubar por 1 hora a 37°C en agilacion a una

velocidad de 225 rpm.

Se plaqueavon 50 pi de la suspension celular ya transformada en una caja Petri con

20 ml de wedio A, incubando a 37°C por 24 horas.

1.2.6.3.2. Extracclon y purlficacién del pldsmido.

La extraccion y purificacién del pldsmido se realizé por el método de Mini-Prep
(Sambrook, 1989). Una de las colonias oblenidas se reseibré en 10 ml de medio Luria mas
ampiciling a una concentracidn de 50 pg/ml incubando a 37°C por 24 horas, pasado ¢! ticmpo
de incubacion se realizd una centrifugacion por 10 mimutos a una velocidad de 4000 rpm. El
precipitado obtenido fue resuspendido con 200 ul de solucion 1. A ésta suspension se le
agregaron: 400 p! de solucion 2 agitando nanualmente y 300 pl de solucion 3 agitando en
voriex por 10 segundos e incubando 3 minutos en hiclo. Después de ln incubacion se
centrifugd a una velocidad de 12000 rpm, a 4°C por 5 minutos. A la fase acwosa remanente se
le anadio 1/10 de voluinen de acetato de sodio (3M pH=8.2) y 2.5 voliimenes de etanol
absoluto incubando a -70°C por 15 minutos para precipitar el ADN plasmidico. E! ADN

obtenido se lavo con etanol 70% tres veces, se resuspendio en 20 pl de agua y se eliming el ARN

degraddndolo con RNasa,

111.2.6.3.3. Obtencldn del inserto (cDNA que codlfica para PvLEA-14).

Obtencion del inserto. Ef ADN plasmidico se cortd con fas enzimas de restriccion Eco RI
y Hind lil (enzitas comerciales de GIBCO). Cada cnzima se utilizd a una concentracién de 20

U con 2.3 ul de amortiguador de reaccion; ambas enzimas se incubaron por separado 2 horas a
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37°C, al término de cada incubacion se realizé la extraccion de la enzima con FCI (V/V). Con
la nuiestra de ADN plasmidico cortado se clectiio una clectroforesis con objeto de verificar la

presencia del inserto,

111.2.6.4. Electroforesis desnaturalizante de ARN,

Se hizo un gel de agarosa al 1.2%, el cual contenia:

AZATOSA 1o evrimiarssssmrsnsseasnsrennenns 1.2g

Formaldehfdo......cocovinnen, 17.85ml
MOPS 5Xovrrenrinrassessirensivocaes 19.64ml
|2 PTO TN 8] X 2 OO 62.5ml
Bromuro de etidio.....imneiis 4.0ul

Las muestras de ARN fueron preparadas mezclando lo sigutiente:

ARN (20p8).ccviririinirimininind 6.0m
Formaldeltido.. v 4.6pl
Tormamida 13.3p}
MOPS 5X 2.6p
Amortiguador de carga B.......... 2.0p

Sc incubaron & 65°C por 15 mittutos y et hielo 5 minutos.
La electroforesis se realizé a 80 volts por 7 horas , wiilizando MOPS 1X como

amortiguador de cotrida,
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I1.2.6.5. Transferencia del ARN.

LL ARN cn el gel despatuealizante se transfirié 2 wna membrana de nylon cargada

positivamente, para ello se instald la cdmara de transferencia de la siguiente manera;

Coe )

] 2a
3 - pxrmeronars 4

LI S So_te -2

1.- Amortiguador de transferencia (SSC 10X)

2.- Papel Whatman de 3 MM, sumtergido previamente et solucion de SSC 10X
2a.- Papel Whatman de 3 MM, sumergido previatuente en solucion de SSC 2X
3.-Gel

4,-Membrana de nylon

§.-Papel absorbente

Al colocar [as capas de papel, el gel 'y la membrana se evitd Ia formacion de butbujas, La

transferencia se hizo por 48 horas,

La membrana se expuso a 0.12 julios de luz de 254nm (U.V.) para fijacion del ARN.



111.2.6.6. Marcaje radiactivo de Ia sonda (PvLEA-14) con %P

50 ng del ADN corvespondiente a PVLEA-14 se desnaturalizaron a 100°C por 5 minutos
y 5 minutos en hiclo. La sonda desnaturalizada fue marcada por el método de Random Prinier

(un equipo comercial de NEN); para lo cual se le adiciond lo siguiente:

Amortiguador de reaccic‘m. .................................. 6 ul
dNTPs (excepto dCTP) i 6l

o 32P-dCTP, 30 uCi/pl
H20-DEPC (aforar a) w30 pl
Fragmento Klenow de {a DNA pot I (£, cold).......T pl

Se incubd por 2 hovas a 37°C. Concluido ef tiempo se  adicionaron 8 pi de EDTA
250 mM y 160 ul de STE. Posteriormente, se piso por una columna de sephadex G-50 pH=7 a
3000 rpm por 4 minutos. Se tomd 1 pl de la sonda antes y después de pasar por la colunna

pata deferminar el porcentaje de incorporacion de o 32P-dCTP.

1i1.2.6.7. Condictones de hibridaclén.

La membrana de nylon se prehibrido en tubos especiales para hibridacion a 65°C por 2
horas con 5 ml de solucion PSE. Con la misma solucion se llevdé acabo Ia hibridacion
adicionando la sonda previamente marcada. La hibridacion s realizo por 24 horas, a la misma

temperaltura que la prehibridacion.
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Después de la hibridacion, la membrana se lavo de la siguiente forma:

1.-30 minulos a temperatura ambiente con 50 ml. de la solucion de $SC 2X y 0.1% de
SDS.

2.-30 minutos a 65°C con 50 ml de la solucion de SSC 2X y 0.1% de SDS.

3.-30 minutos a 65°C cout 50 ml de la solucion de §8C 0.2X y 0.1% de SDS,

111.2.6.8.-Autorradlografia.

Después de los lavados, 1a wembrana se expuso a una pelicula de rayos X et un cassette
por 5 dius a -70°C. Pasado este ticrupo s reveld sumergiéndola en solucion veveladora por 5
minutos, posteriormente se favod con abundante agua y por tiltimo fue sinnergida en solucion

fijadora pov otros § wminutos.

111.2.7. Western blot,

111.2.7.1. Extraccldn de protefnas totales.

Para la extraccion de proteina total se utilizaron ejes crbrionarlos de senullas seca,
semillas osmoacondicionadas por diferentes dias, semillas osmoacondicionadas y germinadas
por diferentes horas y scmillas incubadas con solucioncs de PEG que generan potenciales
osmdticos més negativos (-1.0 MPa. a -1.4 MPa). Primero se homogenaron 15 ejes
embrionatios en un mortero a 4°C con 1 ml de solucion de ;:xtraccién, las muestras obienidas
de cada tratamiento se centrifugaron a 100 000 rpm por 1 hora a 4°C. Se sepatd cl

sobrenadante en el cual estaban disueltas las protefnas y se almacenaren a -70°C.
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111.2,7.2. Cuantificacién de proteinas totales.
Las muestras de proleinas fucron cuantificadas espectrofotométricamente a 595 nny,

para ello s¢ tomaron 3 pl de cada muestra a los que se les agregd | nl de solucion de Bradford
y 50 p! de NaOH IN. Al mismo fienmpo se prepard una curva patrén con albiimina para

deteriinar la cantidad de proteina obtenida de cada muestra,

111.2.7.3. Separacién de protelnas por electroforesls desnaturalizante con SDS.

Para realizar la electroforesis se prepuravon dos geles de acrilamida al 13%, los cuales

contenian lo siguiente: 1 mi del gel sellador, 9 ml del gel separador y 3 ml del gel apilador.

Unia vez realizado ¢l gel, s¢ procedio a preparar las muesiras de proteinas para lo cual

en un tubo eppendorf se colocaron 5 pg de proteina y agua destilada hasta completar 5 pl, y
3 pul de amortiguador de carga para protefuas; esto se realizo para cada una de las muestras
obtenidas. Estas muestras se desnaturalizaron a 95°C por 5 minutos e hmnediatamente se

incubaron en hiclo por 2 minutos,

La solucion de electrodos se utilizé como amortiguador de corrida a una concentracion

de 1X. El gel se cotrio a 80 mA por 2 loras.

Pasado el tiempo de corrida uno de los geles fue tenido con azul de coomassie y el otro

gel se utilizd para realizar Ia transferencia.
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111.2.7 4. Electrotransferencla de proteinas,

Las proteinas contenidas en el gel fucron transferidas a una membrana de inmobilon,

para ello se instalo el aparato de electroivansferencia de la signiente manera:

A.- Anodo

B.- Cdtodo

1.- 6 papeles Whatman de 3 MM, sitiergidos previathente en soluctén anddica 1.

2.- 3 papeles Whatman de 3 MM, sumergido previamente en solucion anddica 11,

3.-Membrana de imuobilon, sumergida brevemente en metanol  absoluto, y
posteriormente en agua ¢ incubada por 10 minutos en solucion anddica 1L,

4.-Gel previatente equilibrado por 30 minutos en solucion anddica I1.

5.- 3 papeles Whatman de 3 MM, sumergido previantente en solucion catddica (il

La {ransferencia < realizo por Thora a 75 mA, Transcurrido el tiempo, se secd la

membrana cott papel absoth:nte y se guardé para realizar la inmunodeteccion.

P
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1.2.7.5. Inmunodeteccién de PYLEA-14.

Para realizar Ia imnunodeleccion se incubo la membrana de inmobilon con 10 ml de
solucion de bloqueo por 2 horas a 37°C, posteriornente se incubd por 12 horas a 4°C con 6 mi
de solucion de blogueo nueva mis el anticuerpo anti PYLEA-14 (anticuerpo proporcionade por
¢l departamento de Biol. Mol, de plantas del IBT) a una dilucion de 1:2500. Después de Ia
incubacion con el priswer anticuerpo, se lavo ls membrana dos veces con B8 1X a intervalos de
15 minutos y una vez con PBS 1X mds 0.5M de NaCl también por 15 minutos. Por ultimo sc
incubd por 2 hotas a temperatura ambiente con 6 mi de solucién de bloqueo mis el anticuerpo
anti-conejo conjugado con peroxidasa (anticuerpo comercial de GIBCO) a una dilucion de

1:2500 y se lavd tres veces con PBS 1X a intervalos de 15 minutos.

La deteccion de la proteina PVLEA-14 se realizé wtilizando como sustrato un equipo
comercial de quimioluminiscencia de Amersham, eu ef cual se incubé Ja membrana en
obscuridad por 30 segundos para después exponerla a una pelicula de rayos X por 1 minuto

para su posterior revelado,
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V. RESULTADOS
V.1, Sistema de OSMA

Fara establecer el sistema de OSMA para scmillas de frijol, se evaluaron diferentes
polenciales ostmoticos (), utilizando soluciones de polietilén-glicol (PEG), las cuales generaron
potenciales de -0.6. -0.7, -0.8, -0.9, - 1.2 y - 1.4 MPa, de acuerdo con Ia ecuacion de Michael y

Kautman (1973).

Para que un poblacidn de semillas se considere ostnoacondicionada, debe cumplir con
los siguientes vequisitos: a) las semillas durante el proceso de OSMA no deben presentar
emergencia de radicula durante el proceso, b) que el sistema de OSMA no provoque pérdida de
viabilidad y ¢) la germinacion subsecuente de estas sernillas debe ser mds vdpida y uniforme

que la de las semillas sin OSMA (control).

Las seiuillas incubadas en soluciones con potenciales osimdticos de -0.6 y -0.7 Mi'a,
presentaron emergencia de radicula a los tres dias del tratamiento, wicntras que las semillas
enibebidas en soluciones con % de -1.2 y - 1.4, presentaron una caida en la viabilidad de cast
40% al terminar el periodo del tratamiento. Por olra parte, las semillas incubadasa un = de
-0.8 MPa, no mostraront ni emergencia radicular, ni pérdida de viabilidad durante ni al final
del tratamiento, por lo que se cligié este potencial osmdtico como ¢l optimo para

osmoacondicionar semillas de {rijol (cuadro 1).
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Polencial osmistico % de gertinacion subsecuente al OSMA
MPa.
( ) Tres dias de OSMA Siete dias de OSMA
-0.6 * *
-0.7 ’ — ' -
-0.8 9L11% 06 86.60% + 26
0.9 71.11% 1 2.5 73.30% + 1.0
-1.2 60.00% * 0.0 66.66% % 0.0
-14 73.00% t 1.4 60.00% + 2.8
Control 9440 + 7.9 B

Cuadro 1. Porcentaje de germinacion que presentaron las semillas de frijol a las 60 hovas
después de ser incubadas a iferentes potenciales osmoticos por tres y sicte dias.

(*) Sentillas que presentaront germinacion duratte el OSMA
() Representa el error estandar de tres repeticiones

Por lo amterior, las semillas osioacondicionadas que cumplen con los requisitos

menciottados son las semillas que se incubaron a un nt de -0.8 MPa.

V.2, Pardmetros fislolégicos y bloguimicos

Iv.2.1. Contenido de humedad. Cuando las semillas sort entbebidas en soluciones de
PEG, el proceso germinativo inicia, pero no concluye cort la emergencia de la radicula, debido
probablemente a que la actividad ruetabélica que se desencadena durante el tratartiento se ve
limitada por la insuficiente cantidad de agua que logra entrar a la semilla durante el OSMA,
Con la idea de deterntinar el porcentaje de luniedad que logran obtencr las semillas duratte et
OSMA y en la gerntinacion subsecuente, se delerminaron los contenidos de huniedad que

alcanzan las semillas incubadas en solucioties cont diferentes potenciales osmaticos (-0.8, -1.2,
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-1.4 MPa). Una vez que termina el tratamiento, las semillas han alcanzado wn contenido de
luhmedad de alvededor del 35%, cpmpnradn con ¢l 12% que tienen las semillas deshidratadas
(fig. 1). Como se puede ver en esta figura, solo basta un aumento de aproximadamente un 5%
respecto al contenido de humedad logrado durante el OSMA para que se presente la
emergencia de la radicula; en el caso de las semillas incubadas a -0.8 MPa, Ia protrusion
radicular inicia alrededor de las 12 horas de germinacion subseciiente, mientras que para los

potenciales mds negativos ésto sicedio a las 24 horas y a Ias 36 horas en las semillas control,

100
90,4 Pronadn moads
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Figura 1. Cinéticas de Imbibicién de senillas incubadas por
sleta dias a diferentes potenciales osméticos (osma),
08MPa(77];-1.2MPa x ;14 MPa 3]

y semillas control (ss)
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IV.2.2. Uniformidad y velocidad de germinacién. Una vez elegido el n de -0.8 MPa

para osmoacondicionar sentillas, se evaluo la velocidad y uniformidad de In germinacion
subsecuente. En Ja figura 2 se presentan las cinéticas de germinacion de las semillas OSMA por
tres y siete dias. Ambas cinéticas de germinacion seialan que a las 12 horas de imbibicion ban
gerninado alrededor del 46% de las semillas OSMA, alcanzando cerca del 80% a las 24 loras,
lo cual indica que este porcentaje de la poblacion se ha homogenizado mediante ¢l OSMA;
dicha homogenizacion se presemta en las sewmillas control después de las 40 horas. los
beneficios logrados durante el OSMA deben ser conservados si bas semiblas son re-deshidratadas
para ser almacenadas, por lo que se evalud la capacidad de las seruillas osmoacondicionadas
para preservar tales beneficios. Cuando se deshidratan las semiillas ostoacondicionadus hasta el
contenido de hutedad original (12%) y son reludratadas para su germinacion, éstas empiczan
a genninar nuevarmente a las 12 hovas de imbibicion comwo las seritlas ostuoacondicionadas, y
puestas a germinar immediatamente (Fig. 3). Sin eimbargo, Ia velocidad de germinacion se
reduce en comparacion con las seruillas ostioacondicionadas humedas, pero manticnen ma
mayor velocidad que las scruillas control, demostrando asi que los beneficios ganados durante

el OSMA son conservados aun cuando las semitias sean deshidratado.
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Figura 2. Cinética de germinacion de semillas de frljol
osmoacondicionadas por tres dias (—a--); por siete dias (—o0—)
y semillas control (—a—). Las barras verticales indican el
error estndar del promedio de tres repeticiones
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Figura 3. Porcentaje de germinacion de semilas osmoacondicionadas
por siete dias y puestas a germinar inmediatamente (~o-);
osmoacondicionadas siete dlas, deshidratadas hasta 12% de contenido
de humedad y puestas a germinar (-~o--) y semillas contro! (--a—).
Las barras verticales indican el error estindar def promedio de tres repeticionas

IV.2.3. Deteriora y revigorizacidn Con el propdsito de determinar si durante el OSMA
ocurren procesos que periten revigorizar semillas de bajo vigor, se ostioacondicionaron
semillas previamente deterioradas. Como s¢ puede observar en la figura 4, las semillas
deterioradas tiene un indice de velocidad de germinacion menor que las semillas contiol; sin
entbargo, cuando éstas semillas se csmoacondicionaron, su Indice de velocidad de germinacion
fue mayor, Lo anterior indica que durante el OSMA ocurren procesos de reparacion, que

periniten la revigorizacion de las semillas.
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Figura 4. indice de germinacion de semillas no OSMA (control),
semillas OSMA por siete dlas (osma), semillas deterioradas (det)
y semillas deterioradas y OSMA (det-osma).

IV.2.4. Sintesis de ADN. Para estudiar la capacidad metabdlica durante el OSMA y la
germinacion subsecuente, se evalud la capacidad de sintesis de ADN a través de la
incorporacion de (H) timidina. Dando pulsos de 3 horas con ¢l precursot, los ejes
embrionarios provenientes de semillas con diferentes dias de OSMA, mostraron una
incorporacion del radioisétopo al ADN a un nivel bajo. No obstante, confornie transcurren los
dias del tratamiento, existe una ligeta tendencia a aumentar su capacidad de incorporacion
(Fig. 5). La determinacion de la capacidad de sintetizar ADN durante la germinacion posterior
se hizo de dos formas: a} con marca continua (sitttesis de ADN), o con pulsos de 3 horas, para
miedir indirectamente la actividad de polimerasa a los ticipos estudiados. Cuando se fiberan
las semniflas del estrés y se ponen a germinar bajo condiciones dptimas de humedad en

presencia continua de (3H) timidina, empiezan a incorporar el precursor al ADN con una
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velocidad mayor que la de los cjes de semillas control, Alrededor de las 12 horas de imbibicion,
las células de los ejes de semillas osmoacondicionadas han triplicado la cantidad de
incorporacion al ADN con respecto al control, mientras que para los ejes de las seimillas control

esto ocurre después de las 20 foras (Fig. 6).
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Figura 6. Capacidad de sintesis de ADN durante e osmoacondicionanionto (-0 -)
Los barras verticales indican el ermor estindar del promedio dee tres repeticiones.
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Figura 6. Sinlesis de ADN durante ta germinacion subsecuente
al OSMA (--s--) y semiltas conlro!l (~o--). Las barras verticales
indican el error esténdar del promedio de tres repeliciones.

El incremento en la velocidad de germinacion de las semillas osmoacondicionadas,
depende en gran medida de 1a reactivacion de los procesos proliferativos quie desencadenan et
crecimiento vegetal, suspendido durante fa embriogénesis, por fo que resulto importantc
evaluar, a través de la medicidn de la actividad de polimerasa, en qué momento de la
gerininacion subsecuente podria iniciar la replicacion, como una manera indirecta de evaluar
la entrada a ciclo celular de las células del eje embrionario, para lo cual se dieron pulsos de 3
horas con ) timidina a los tiempos indicados. Los resultados sc inuestran en la figura 7, en
donde se obsctva que entre las 6 horas y las 12 horas hay un pico de actividad, y se vielve a
incrementar 4 las 24 horas de genuinacion subsecuente siguiendo una conducta relativamente

elclica, mientras que en las semillas no osmoacondicionadas Ia incorporacidn mixima se
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observa a las 24 horas de imbibicion; sin embargo, ¢s menor que la que se presenta en los
experitientos de germinacion subsecuente. Resultados semejantes se han obscivado en semillas
s¢ malz tanto osmoacondicionadas como estimutadas a germinar (Cruz-Garcia et al., 1995;

Zuiiga-Aguilac et al., 1995)
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{V.3. Cambios asociados al déficit hidrico

IV.3.1. Expresfon de PVLEA-14 Con ¢l propasito de determinar si existen cambios en
la expresion genética de las semillas en vespuesta al déficit hidrico generado por el OSMA, se
evalud la expresion de una profeina tipo LEA utilizada como marcador molecular de
maduracion de semitlas, en especial la expresion durante ¢l OSMA y la germinacion
subsecuente de PVLEA-14. La evaluacion se realizd a nivel transeripcional mediante enstyos
lipo Northern-blot y a nivel traduccional por ensayos tipo Western-blot; en ambos
experimentos, 1a cantidad tanto de ARN como de proteinas cargadas en cada carrit fue igual,
Los resultados (fig. 8) indican que el mensaje se encuentra presente en semillas sccas en una
cantidad considerable (carrit 1)) sin embaygo, la cantidad de este ARNm disminuye
dristicatiente duranie el tratamiento de osmoacondicionamiento hasta casi desaparecer a los 7
dias (carril 4). Lo mismo sucede con respecto a ln proteiia, la que casi desaparece a los 7 dias
de OSMA (fig. 9 a, caril 1), Durante la geminacion subsecuente, cuando ias semitlas son
colocadas bajo condiciones dptinuas de huedad, el mensaje desaparece casi tolalmente a las
15 horas de germinacion (Fig. 8, carril 6), imientras que la proteina se degrada hasta niveles o
detectables a las 24 horas (figs. 9 b, carril 5). De acuerdo con los resultados anterioves, se
puede concluir que el déficit hidrico generado por el OSMA o fue suficiente para inducir la
expresion de PVLEA-14 a nivel de ARNin ni de su proteina, por lo que se decidio evaluar si
potenciales osmoticos mds negativos (1.0, ~1.2 y -1.4 MPa) eran capaces de estimular la
expresion de PvLEA-14, a nivel traduccional. La figura 9 b muesira el resultado de esle
experimento. Se obsetva que potenciales de -1.0 y -1.2 MPa (carviles 6 y 7 respectivamente)
no son capaces de incrementar el uivel de PvLEA-14 por arriba de! mostrado en las semillas

secas. Sin embargo, a - 1.4 MPa si se observa itn incremento significativo.
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Figura 8. Estudio por Northeri-blot de la expresion del gen PyLEA-14 en semillas de
frijol durantc el osmoacondicionamicnto (OSMA) y la germinacion subsccuente al
osmoacondicionamicnto (GSO) Carril 1: semilla seca; 2; 1 dia de OSMA; 3: 4 dias de OSMA; 4:
7 dias de OSMA; 5: 5 hovas de GSO; 6: 15 horas de GSO y 7: control positivo ( cDNA de

PvLEA-14).
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9 a, Evaluacion por Western-blot de la cantidad de proteina PvLEA-14 en semillas de
frijol durante el OSMA y la gevminacion subsecuenie al osmoacondicionaiento (GSO).Carril
1: 7 dias de OSMA; 2: semilla secay 3: 1 dia de OSMA 'y 4:4 dias de OSMA.

9 b, Evaluacion de la cantidad de proteina en la germinacion subsecuente y en semillas
incubadas a diferentes potenciales osmaticos. Carril Tisemilla seca; 2:7 dins de OSMA; carriles
3,4 y 5:3, 12 y 24 hovas de GSO respectivamente; carriles 6,7 y 8: semillas incubadas a

potenciales osmadticos de - 1.0, -1.2 y - 1.4 MPa respectivamente.
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V. DISCUSION

las condiciones optimas para osmoncondicionar semillas son especificas de especie (Bray,
1995), por lo que las semillas de cada especic se osmoacondicionan a un potercial osmatico ()
diferente, In el caso de sewillas se {rijol se¢ encontrd qne el n optimo fue de -0.8 MFa,yaque a n
mayores (-0.7 MPa) las scnillas presentaron emergencia radicular durante el tratamicnlo, en
tanto que ent los m mds negativos (-0.9, -1.2 y -1.4 MPa) las semillas perdieron viabilidad. 1as
diferencias en cuanto a contenido de agua libre que liay entre estas tres soluciones no son muy
grandes, como se detectd cuando se evaliaron los confenidos de lmmedad en Ias seruillas
osoacondicionadas (uedidos como Ia diferencia entre el peso seco y el peso fresco de las
semillas), las cuales no variaron mucho respecto a los que presentaron las semillas incubadas a #
menores; sii ebargo, en las semillas osmoacondicionadas solo se requiere alrededor de un 5 %
wds de humedad para que se presente la protrusion vadicular, lo que indica que Jus semillas
osmoacondicionadas quedan detenidas en un punto muy cercano al punmto donde se
desencadenan los procesos que inducen a ln germinacién sensu extricto que reactivan el
crecimiento vegetal duranle la germinacion. En este punto los procesos son inhibidos sin que se
afecte la viabilidad de las semillas, lo que no sucede con las sewmitlas incubadas en potenciales

osmoticos mas negativos (Tab. 1),

Se ha reportado que el osmoacondicionamriento permite que en las semillas los procesos
germinativos queden detenidos en un iswio punto, por lo que al liberarlas del estrés para
permitic que se desencadene la germinacion, las semillas germinan mds rdpida y uniformemente
que las semillas no osmoacondiconadas (Brocklehurst y Deanan, 1983). Lo anterior se presenta
taimbién en semillas de frijol, en donde s¢ observa un adelanfo en la germinacion de

aproximadamente 12 horas, con respecto a las semillas control (fig, 2).

kY



Se ha postulado, que durante el OSMA se llevan a cabo procesos de repatacion de ADN,
reorganizacion de metbranas, etc (Woodstack y Tao, 1981). Lo anterior pudo comprobarse de
matiera indirecta cunndo se deterjoraron semillas de frijol, las cuales después del tratamiento de
cuvejecimiento artificial, presentavon un ludice de germinacion bajo; sin embargo, cuando las
sentillas deterioradas fucvon osmoacondicionadas recuperavon el vigor incluso ligeramente por

atriba del control (Fig, 4).

Otro aspecto interesante ¢s ef hecho de que las sanillas osmoacondicionadas conservan los

beneficios atn después de ser deshidratadas (Fig.3), lo que a la vez cottiprucba que los procesos
) i

germintativos iniciados durante cl OSMA se manticnen en un punto donde no se comprotuete la

viabilidad de las semillas.

Los estudios realizados sobre el melabolisnto que presentan las serillas durante el OSMA,
fian sugerido que existe sintesis de ADN tanto de tipo reparativo como organelar (Asheaf y Bray,
1993; Cruz-Garcela, ¢t al., 995). En frijol se encontid que fa siutesis de ADN durante el OSMA,
medida indircctamente como la capacidad que tienen los ejes embrionarios de itcorporar (3H)
timidina al ADN, aumenta ligeramente conforme pasa el tiempo de! tratamiento; sin embaygo, es
menor que en la germinacion subsecuente (Fig. 5). Lo anterior sugiere que la sinlesis de ADN
encontrado durante el OSMA podria ser de fipo organelar y/o reparativo, lo que a su vez
permitiria la revigorizacion de las semillas deterioradas (Fig. 4), junio con ofros eventos
metabdlicos que permitieran a las semillas sobreponerse a los dafos acumulados durante el

alinacenamiento,
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Se podria especular que el punto de delencion de la germinacion durante el OSMA s
relaciona con la entrada a ciclo celular, ya que no existe evidencia de que la fuse de replicacion
del ADN sc active, ain después de varios dias de OSMA de semillas. En cste seutido, cs
consecuente ¢l que la sintesis de ADN se cstinwle notablemente duvante la germinacion
subsccuente al OSMA. En la germinacion subsecuente, las semillas OSMA tienen itna mayor
capacidad de sintesis de ADN que las semillas no osmoacondicionadas en los misios tiempos de
imbibicidn, 1o que podria sugerir que el OSMA provocd que las células de fos meristemos
entraran a ciclo cefular de manera mds rdpida y uniforine que las célnlas de los cjes de lus

setnitlas control, lo cual se refleja en ia velocidad de gertninacion de semillas OSMA (Fig 2).

Se ha reportado que en semillas de walz fu sintesis de ADN de tipo replicativo se inicia entre
las 12 y 15 horas de germinacion y que esto ocurre mucho antes st las semillas son
oswcacondicionadas (Baiza, ¢t al., 1989; Cruz-Garcia ¢{ al.,, 1995); en el caso de frijol, el
experimento en que se estudio la actividad de ADN polimerasa nos indica que la mayor capacidad
de incorporacion de (H) timidina ocurre a las 24 horas de germinacion normal; en canbio, en
las semillas osmoacondicionadas existe un pico de tncorporacion entre las 6 y las 12 horas de
germinacion subsecuente, por lo que se podria sugerir que en este tiempo ya existe replicacion del
ADN que dara origen a una primera ronds de proliferacion celular. Ya que la capacidad sintética
es siemipre mayor durante la germinacion de sewillas ostoacondicionadas que en las control, esto

explicaria 1a mayor velocidad de germinacion y crecimiento que ninestran estas semilias.

El blogueo de los procesos germiinativos dado por 1a solucién osmdlica, se debe al déficit
liidrico generado por esta solucion. Se ha reportado en sentillas de poro que el patron genético es
alterado durante el OSMA en respuesta al déficit hidrico (Davison y Bray, 1991); asimistno, en
semillas de maiz el déficit hidrico induce la expresion de proteinas tipo dehidrinas petienecientes

a la familia LEA (Cruz-Garcia, datos o reportados). Por lo antervjor resultd interesante evaluar la
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expresion de una proteina tipo LEA (PvLEA-14), propia del estado de maduracion de semillas y
determinar si el estado en que se encuentan las semillas ostuoacondicionadas es similar al estado
que alcanzan las semillas durante la embriogénesis tardia. La expresion de esta proteina y de su
transcrito no fue inducida por el déficit hidrico gencrado durante ¢l OSMA (-0.8 MPa), lo que
indica que dicho estrés lidrico no es suficiente para inducir su expresion pov lo que la funcion de
esta profeina no seria importante durante e} OSMA; ademds, como el patron de expresion de la
proleina y su mensaje son muy similares, se puede inferir que su regulacidn podria ser a ambos
niveles transcripcional y traduccional. La cantidad de la proteina PVLEA-14 en semillas incubadas
por 7 dias a potenciales de -1.4 MPa fue mayor, respecto a la que se encuentra en seiitlas
ostuoacondicionadas a -0.8 MPa, por ¢l mismo tiempo. Esto puede estar sugiriendo ya sea que la
proleina no se degrada tan ridpido bajo estas condiciones, o que exisle una constante sintesis de

novo promovida por el déficit hidrico generado por In solucién osmotica.
Finalmente, el estudio de ia conducta de otros genes propio de la maduracion de sewillns

dutante e} periodo de OSMA, tios dard evidencia del estado fisioldgico que representa el OSMA

para las semnillas,

40



VI. CONCLUSIONES

El potencial ostudtico dptimo para osmoacondicionar semilfas de (rijol fue de -0.8 MPa,

Las semilfas osmoacondicionadas presentaron mayor vigor en términos de velocidad y

uniformidad de germinacion que las control.

la actividad metabdlica de las semillas osmoacondicionadas, en li gerinacion

subsecuente, fue superior a la de las semillas sin osmoacondicionar.

El potenciaf osmdtico de -0.8 MPa no fue capaz de inducir 1a expresion de la proteina

PVLEA- 14, lo que si parece ocurir a ~1.4 MPa, por lo que se reilera que PvLEA-14 es inducida

por un estrés hidrico severo.
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VIl. APENDICE
Soluclones:

~Osimoacondicionamiento

a).-Solucion de Polictikin-glicol (°EG) -0.7MPa

PEG (B000) .1 ceververimsrenvesvrssamsinsssisss s nsssssesees 2434853 g
H2Oreoreirnrniesinetvsssess s snsssscepsssssssnsssesincnsssssens 1000ml

b).-Solucion de Polietilén-glicol (PEG) -0.8MPa
PEG (B000)... i iccimmvenisnrsssnssssnsisnine 2619476 g

H20....... 1000mi

¢).-Solucion de Polietilén-glicol (PEG) -0.9MPa

PEG (BOO0)....ovvevrusminrsesssinimmstneneine . 279.2969g
HZO it s s e s s s 1000111
d).-Solucion de Polietilén-glicol (PEG) -1.0MPa

PEG (B000).....cmirnimesscnensiminsssssimssessessssssanennae 295.7131 8

Hz0..n. i s r o R v 10001

¢).-Solucion de Polietilén-glicol (PEG) - 1.2MPa

PEG (8000)........ .326.26058

H20 ..1000m!

f).-Solucion de Polietilén-glicol (PEG) -1.4MPa

PEG (8000) . 354.3651g
H20........ 1000mi
-Sintesis de ADN

a).-Solucion amortiguadora de imbibicion (SA1) pH=7.6

KCl Q.06M

MgCl2 .0.01M
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Tris-HCL.ooorens RPN 0.05M

SACAPOSR 1 ivvsertersenssrsensrenimnnssessesasarsaiaseriassss e 2%

TIING 3H.i e, 20pi

b).-Solucion de NET pH=7.8

NaCl Lt bbbt 0.3M

EDTA i s 0.1M

TriS, HCLooinoiiiicn st s 0.0t pM
TR oo o 0.04mM/mt

c).-Solucion amortiguadora de lisis. (pH=7.5)

NACL....cvvmirmiin i s 0.15M
EDTA i 0.1IM
sDS.... 0.5%

d).- Solucion de lavado

Timidina......... s 40pg/ml

¢).-Liquido de centelleo

1,4-bis(5-fenil-2-oxazolil) benceno (POPOP).......... 0.1g
2,5 difeniloxazol (POP....ccvvimmimmmmisisnissnid 0.53
TOIENI0us s st ssssssssssss s siinss 1000mt

-Extraccion y purificacion de ARN
a).-Solucion de TCES (pt{=B)

Tris v wrn0.2M
NaCl.......coounn. perre e s e 0.2M
EDTA s L J0mM
SISt ieiriveeinn s e e R R s eBre s e 2%
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b).-Solucion de FCl

Fenol:clorotormo:aleohol isoamilico(25:24:1)

¢).-1H20-DEFC
DEPC oo coirisieisesserasnmessiessssesssessn s sssasssasssassissamasissss Iml
H2O i st s e s 1000ml

d).-Sol. de Calt30,Na 3M (pH=5.2)
CoHAO N v s s 246.09g

| 3 F1O v 1000m1

-Evaluacion de la integridad del ARN

a).-TAL 50X

TS -ACCHAIO cvversserssnerresasiassarnssinssmsrissssnssemmsp e tasssesmansssns 0.04M

EDTA (pH=8)... . 0.0IM

Acido acético glacial.......iannin 57.tmi

b).-Amortiguadoy de cargn A

GHECTOL. vt rmseesnrinsene st s stssni i sty satsanins 50%
TAL st sinirsiniss s ossrasm st seanes s esasn s IX
Azul de Bromtofenol ... i s 0.25%
Xilen Cianol 0.25%

¢).-Solucion concentrada de bromuro de etidio 10mg/ml de H,0

-Reamplificacion

a).-Medio SOC

Glucosa 20mM
MEdio LULIA.c..oscvinisisnsscssiesisransssissssmmmsmssssssressmrsssamssess Smi
b).-Medio A

Ampicilina 50ug/m!
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X-Gal e IPTG..ovvvveniririnnenrennns .50pg/ml
AZAY LUIT . oovvcinnrommminsrsssnsss s srenss s spsssssensens 1000ml
-Extraccion y purificacion det plismido

a).-Solucion 1 (4°C)

GIUCOST v nvennrnnecenrarniienes e R bbb g bn e 50InM
Tris-HCL (PHZB) v s s e 25mM
EDTA (PH=8) e sessanns e MM

b).-Solucion 2 (25°C)
NaOl....... 0.2N

CalH302K (BM) vt 60%
Acido acético lAcitl i s 11. 5%
HaOliororcvereimminscnesnsissssassiissinssimionminimenssmmorss msssnssssasressesson 28.5%

-Electroforesis deshaturalizante

a).-MOPS 5X

Mops 0.1M
CaHI02NA. v csinitsisisss st sarsatsss s instons 40mM
EDTA (pH=8) 5mM

b).-Amortiguador de carga B.

Glicerol.....omimimerinons . 50%
MOPS o rrassrisinessssmies X
Azul de Bromofenol 0.25%
Xilen Cianoh... o et e 0.25%



~Transferencia.

a).-Solucion de §SC 20X (pH=7)

Citrato de Na 0.3M
-Marcaje vadioactivo e lu sonda PvLEA- 14 con 32P

a),-Solucion de STE (pti=8)

Tris-HCl e . 10mM
EDTA  otreressrsemennisansen s annesssssissnsmssssssnmesans ImM
NACL....ni s e 100IM

-Condiciones de hibridacion.

a).- Solucion PSE

NUZPOY v 0.3M
SIS eecsnerssnns s e s e 7%
EDTA (PUSB) i, ImM

-Extraccion de proteinas totales

#).- Solucion de extraccion

Tris (PHZ T.5) v 70mM
MECIZ. it s bt sreras {mM
KCl.... . 25mM
SACALOS A irvrerrvrisssrcssminmiansatiansesssssssmssissessasansssnd 0.25mM
Pranercaptoetanol.. s e, 15mM
THEON X100, 0ivrrsees v eansesmernensnsmsessiman s ssessined 0.1%
EDTA O OO 5mM
Inhibidores de proteasas 15.8mg
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-Separacion de protefnas por electroforesis desnaturalizanic con SDS
a).-Solucion de Acrilamida (30%)
ACTHRINA vt s s 29.2g

Bis-actlamida . ... oo o e e 088

H20 .. s b e e e e s e erenrs 1 s o 100101
b).-Gel sellador

Acrilamida (30%) ... 433pl
SDS (10%) ... 10pl
Tris-HCH1LEM, pH= 8.8} .. occrimsiesesonssineisnn 250p1
TEMED ervesverins s 5l
Persulfato de amonio (10%) ... 20ul

H20 ot et s s st ot e e s s s 28241

¢).-Gel separador

Acrilamida (30%) ..o, ey 4.33ml
SDS (10%) ..100pl
Tris-HC! (1.5M,pH= 8.8)...cvnvicrnnne. 2.5ml
TEMED cos 1 vvvvessesssensis s sessssssssssssassssssmssons 5pl
Persulfato de amonio (109%) ... e e 50u!
H20....

d).-Gel apilador

Achlamida (B0%)..cuiiiermmmsiisionmmis s 500pl
SDS (10%) covereservsseserie s 30pt
Tris-HCH (1LEM,pH= B.8)..c i iosmennn e 7201l
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TEMED. oo ssssssseasessssssssssssssssssosssons 3l

TS e s e e e e 7.58g,
GHOMIR st 36g
SDS s 2.5g
H:0 500ml

-Electrotransferencia de proteinas

a).-Solucion anddica 1 (pH=10.4)

TS HC Lo ircvorveios s ssmncoiears st sssesasisnssce 0.3M
Metanol......vvinn 20% (V/V)

b).-Solucion anddica 11 (pH=10.4)

Tris-HCI 25mM

MELANOL... oo vevvreviimirerrssrsnssnsisnes 20% (V/V)

¢).-Solucion catodica 1M1 (pH=7.2)

6-a1MIN0 NEXANO CAPIOICO,.uorsemivnssiossisess s cssemseresisbsssmessesens 10mM
Metanol.. .o 20% (V/V)
Inmunodeteecion

a).-PBS (5X)

Nacl 208
KCluierimmnisminsssinsr s e PR 0.58
NazHPO4.7H:0 6.8g
NazH:P04.H:0 0.7g
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H:0 500l

b).~Solucion de bloqueo

PBS X cvomnsemmrssamensnsssssssns 20mi &
Leche descretiada Ig
TWEER 20u st imsareisimmcssesrisesissssmsssans s .-240p1
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