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RESUMEN 

En la presente investigación se establecieron las condiciones para osmoacondicionar 

semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.); se encontró que el potencial osmótico de -0.8 MPa fue 

capaz de inhibir la germinación, cuando las semillas se incubaron en una solución de l'EG 

8000. Las semillas osmoacondicionadas mostraron un incremento en su velocidad y 

uniformidad de germinación una vez que se removió el agente osmótico. Asimismo, el 

osmoacondicionamiento fue capaz de revigorizar semillas de frijol deterioradas artificialmente. 

A nivel bioquímico, se encontró que los ejes embrionarios provenientes de semillas 

osmoacondicionadas incorporaron ('H) timidina a ADN en bajas cantidades durante el 

osmoacondicionamiento; sin embargo, en la germinación subsecuente al 

osmoacondicionamiento, la cinética de incorporación del precursor al ADN fue mucho mayor, 

por otra parte se observó que la actividad de la ADN 1.7olinierasa se incrementa notablemente a 

partir de las 6 horas de imbibición después del osmoacondicionamiento, y parece mostrar una 

conducta cíclica, lo cual no sucede en los semillas control. finalmente se determinó la 

expresión de PvLEA-14 (proteína de embriogenesis tardía) en respuesta al déficit hídrico 

generado durante el OSMA; la expresión de esta proteína y de su transcrito no fue inducida 

por el déficit hídrico generado durante el OSMA (-0.8 MPa); sin embargo, los resultados 

sugieren que la expresión de la proteína PvLEA-14 se induce a -1.4 Mra 



1. INTRODUCCION 

1.1. GERMINACION 

La germinación empieza con la entrada de agua a la semilla (imbibición) y termina con 

la iniciación de la elongación del eje embrionario, usualmente la radícula (l3ewley y Mack, 

1994) ; este proceso incluye eventos como la hidratación de proteinas, cambios estructurales 

subcelulares, sintesis de macromoléculas, respiración y elongación celular. La combinación de 

estos eventos tiene como objetivo activar el crecimiento del embrión. 

La germinación ha sido definida desde varios puntos de vista: el bioquímico que define a 

la germinación como la serie de eventos moleculares que anteceden y preparan la primera 

ronda de división celular (Meléndez López y Vázquez Ramos, 1991); el fisiológico que define a 

la germinación como la combinación de eventos que activan el crecimiento de un embrión 

deshidratado con un metabolismo casi nulo a un embrión con un metabolismo activo y 

vigoroso y que culmina en la protrusión de la radicula( Bewley y Mack, 1994). La germinación 

en sentido estricto no incluye el crecimiento de la plántula, el cual es una consecuencia del 

término de la germinación. Estas definiciones no han sido aceptadas por los agrónomos, por lo 

que ellos definen a la germinación como los procesos de desarrollo y emergencia de aquellas 

estructuras provenientes del embrión, manifestando así la capacidad de las semillas para 

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

Bajo condiciones óptimas, la entrada de agua a las semillas está caracterizada por hm 

fases (Bewley y Black, 1994). La fase 1 conocida como imbibición, es un proceso fisico que 
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ocurre en las semillas viables y no viables, en esta fase el potencial de agua de la semilla es 

mucho menor que el de su entorno. En la fase Il el potencial de agua de la semilla es igualado 

con el de su entorno, en esta etapa ocurren muchos eventos metabólicos que preparan a la 

semilla para la emergencia de la radicula; en la fase Hl se presenta la protrusión radicular para 

dar origen al crecimiento de la plantula. La duración de cada fase depende de las propiedades 

inherentes ( tamaño, permeabilidad, etc. ) de las semillas. 

1.1.1. Metabolismo de las semillas durante la germinación. 

1.1.1.1. Respiración. la respiración en las semillas secas es muy baja comparada con la 

respiración que se da durante el desarrollo y la germinación de éstas. La respiración sigue un 

patrón caracterizado por tres o cuatro fases (Bewley y Black, 1994): en la primera fase se 

incrementa el consumo de oxigeno, debido a la hidratación y activación de enzimas 

mitocondriales que funcionan en el ciclo del ácido cítrico y en el transporte de electrones; en la 

segunda fase el consumo de oxígeno se estabiliza debido posiblemente a que en este periodo 

puede haber una reducción en los procesos metabólicos de la germinación necesarios que 

preparan al embrión para el crecimiento celular; es en este momento cuando las semillas se han 

hidratado completamente y las enzimas preexistentes se han activado. Entre esta fase y la 

tercera fase es cuando emerge la radicula. La tercera fase se caracteriza por un nuevo 

incremento en el consumo de oxigeno, el cual es atribuido a un incremento de las mitocondrias 

y enzimas respiratorias; la última fase solo ocurre en tejidos de reserva. 

El consumo de oxígeno está acoplado a la vez con la producción de ATP, que 

proporciona la energía necesaria para que se inicien otros procesos metabólicos de la 

germinación como síntesis de ADN, Al IN y proteinas. 
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1.1.1.2. Síntesis de ADN. IA síntesis de ADN es un evento que se inicia en tiempos 

tempranos de la germinación. Al respecto se ha reportado que existe síntesis temprana de ADN 

de tipo reparativo (Vázquez Ramos y Osborne, 1986), la cual tiene como fin sustituir al AUN 

dañado durante la maduración, deshidratación y almacenamiento de las semillas; en maíz esta 

síntesis temprana puede ser de tipo reparativo (Vázquez-Ramos y Osborne, 1986), o de tipo 

organelar (Zlatanova et al., 1987). La síntesis replicativa del ADN es un evento tardío que se 

inicia- alrededor de las 14 horas, alcanzando su máximo valor a las 40 horas (Baiza et al., 

1989). 

1.1.1.3. Síntesis de ARN y proteínas. La transición del desarrollo a la germinación 

necesita fundamentalmente de cambios en la expresión genética. Todos los estados de expresión 

de genes que codifican para proteínas de reserva y para enzimas que están involucradas en la ,  

síntesis de material de. reserva durante la maduración de la semilla y otras actividades afines 

tienen que estar apagados, mientras que los genes que codifican para enzimas involucradas en 

la germinación, iniciación del crecimiento y la subsecuente movilización de reservas deben de 

ser activados (Beweley y Black, 1984). Asimismo, con la iniciación de la germinación se 

incrementa la demanda de proteína.; esencialu para este evento. Al respecto, se ha reportado 

que en semillas de maíz, una vez que el metabolismo de la germinación se activa con la entrada 

de agua, ocurre síntesis de proteinas, la cual se incrementa en forma progresiva conforme 

avanza la germinación (Sánchez de Jiménez y Aguilar, 1984). La síntesis de proteínas, durante 

las primeras horas de germinación en semillas de maíz, pino y trigo se debe tanto a la presencia 

de ARNm prefornutdos durante el desarrollo de las semillas, que son preservados durante la 

desecación y almacenamiento, como a transcritos sintetizados de novo (Spiegel gj al., 1975; 

Martín et g., 1981; Datta et al., 1983; Sánchez de Jiménez tal., 1984; Masuntori Rl  á., 1992; 

y Bewley y Mack, 1994 ); sin embargo, la función de los ARNm pmforntados es rápidamente 



reemplazada por ARNm que se sintetizan de novo, estos nuevos mensajes pueden codificar para 

los mismos polipéptidos o para otros polipéptidos propios de la germinación (Caers et al., 

1979). 

En un estado mas avanzado de la germinación se inicia la división celular (alternan y 

Hammen, 1975). Se ha demostrado en maíz que las células del mesocótilo son las primeras que 

sufren división celular, lo cual ocurre alrededor de las 28 horas de imbibición: posteriormente, 

la división celular también se presenta en raíces seminales a las 32 horas y en maíces primarias 

a las 36 horas de imbibición (Baiza et al., 1986). Con la división celular se continúa la 

protrusión radicular que inicialmente puede ocurrir solo por elongación celular. Es en este 

momento cuando se desencadena la proliferación celular para iniciar el crecimiento del eje 

embrionario y dar origen al establecimiento de una nueva plantula. 

El éxito de la germinación depende en gran medida de factores ambientales, tales como; 

humedad, oxigeno, luz y temperatura; sin embargo, si alguno de estos factores es alterado, 

sobre todo cuando hay bajo contenido de humedad, la germinación puede inhibirse 

parcialmente hasta que las semillas son liberadas del estrés hídrico (Hegarty, 1978). No 

obstante, el que pueda o no concluir la germinación dependerá del grado de avance que se 

haya alcanzado antes del déficit hídrico y la duración de éste. Lo anterior ha dado pie a postular 

un punto de regulación fisiológico de la germinación, antes del cual los procesos germinativos 

pueden suceder y no dañar la viabilidad de las semillas si éstos son interrumpidos por mm déficit 

hídrico; sin embargo, si se rebasa dicho punto de regulación y se presenta un déficit hídrico, la 

germinación puede inhibirse parcialmente e inclusive puede haber una pérdida total de. 

viabilidad en las semillas (Come gi gj.., 1989). 



La existencia de un punto de regulación en los procesos germinativos ha permitido 

desarrollar una serie de metodologías agrícolas por las cuales se regula la entrada del agua a las 

semillas para permitir que los procesos germinativos se inicien pero que no concluyan, sin 

afectar la viabilidad de las semillas, además de revigorizarlas. Dentro de estas técnicas se 

encuentra la del osmoacondicionamiento de semillas (Heydecker el al., 1973). 

1.2. OSMOACONDICIONAMIENTO 

El osmoacondicionantiento (OSMA) es un sistema que consiste en preimbibir semillas 

con un agente osmótico inerte como el polietelén•glicol, el cual genera un potencial hídrico 

que controla la hidratación de las semillas sin afectar su viabilidad, permitiendo que algunos 

eventos metabólicos se lleven a cabo sin que protruya la radicula; con esto se origina que al 

reestablecer las condiciones hídricas en las semillas, la protrusión radicular sea más rápida y 

uniforme, que la de las semillas 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 

(Vearntan el g., 1986). 

Acerca de los eventos celulares que tienen lugar durante y después del OSMA, se ha 

propuesto que los procesos fisiológicos que ocurren en las semillas osmoacondicionadas son 

similares a los que ocurren durante la germinación temprana de las semillas, excepto por el 

bloqueo en la continuación de la germinación (Bewley y Block, 1985); al respecto se han 

evaluado los siguientes eventos bioquhnicos: 
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1.2.1. Síntesis de ADN. Estudios realizados en embriones de poro (1kay ej al., 1989; 

Clarke y James, 1991) han demostrado que durante el osinoacondicionantiento no hay un 

incremento detectable en el contenido de ADN en tejido embrionario y endospermo de semillas 

de poro osmoacondicionadas por • 14 días. Una situación similar se encontró en semillas 

osmoacondicionadas de tomate y maíz (Coolbear y Grierson, 1979; Cruz-García ct al., 1995); 

en ningún caso se detectó síntesis replicativa de ADN y los bajos niveles de síntesis de ADN 

encontrados durante el OSMA parecen deberse a la síntesis de ADN de tipo tanto reparativo 

como organelar (Ashraf y Bray, 1993; Cruz-García et al., 1995); sin embargo, en otras 

investigaciones realizadas en semillas osntoacondicionadas de tomate y pimiento, se reporta que 

algunas células replican su ADN, particularmente las células de la raíz, aunque aparentemente 

éstas células no entran a mitosis (Bino ct al., 1992: lanteri et al.. 1993). Por otra parte. se ha 

observado una rápida reanudación de la síntesis replicativa de ADN y división celular durante 

la germinación subsecuente al ostitoacondcicionatniento de semillas de trigo y maíz (Dell' 

Aquila y Tararlo, 1986; Cruz-García et al., 1995) 

1.2.2. Síntesis de ARN. El contenido de ARN en semillas de tomate, poro y maíz 

(Coclbear y Grierson , 1979; 13ray et a1.,1989; Clarke y james, 1991; Cruz-García et al., 1995) 

se incretnenta al doble durante el periodo de osmoacondicionantiento en comparación con el 

ADN. Este incremento se debe en gran medida a la síntesis y acumulación de ARNr , el cual en 

semillas 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 constantes en proporción al ARN total en 

embrión y endospermo de poro. Se ha detectado que el ARNr en semillas de poro de bajo vigor, 

se encuentra parcialmente degradado en los primeros días de OSMA; sin embargo, al final del 

OSMA (7-14 días) no hay evidencia de ARNr degradado, lo cual indica que durante el OSMA 

hay un recambio del ARNr dañado, lo cual genera un beneficio mis para las semillas de bajo 



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

osinoacondicionainiento es mayor que en las semillas no osnioacondicionadas. 

1.2.3. Síntesis de proteínas. La síntesis de proteínas en semillas osinoacondicionadas es 

vendada minutos después de la hidratación de las semillas; en la primera fase de imbibición la 

síntesis de proteínas es un merrequisito esencial para que las semillas logren los beneficios que 

les da éste sistema y así la germinación se lleve a cabo con éxito (Cheung et al., 1979; Ilegarty, 

1978). Se puede observar síntesis de proteínas en embriones y órganos de reserva de poro 

durante el OSMA (Davison y Bray, 1991); al igual que en semillas de maiz OSMA (Cruz-García 

0 al.,1995). 

Estudios en semillas de chícharo (Dell 'Muda y Bewley , 1989) indican que todas las 

especies de proteínas sintetizadas durante el OSMA podrían estar asociadas con la germinación; 

sin embargo, durante el OSMA de semillas de poro hay síntesis de proteínas especificas que 

desaparecen durante la germinación subsecuente, las cuales posiblemente son inducidas por el 

déficit hídrico generado durante el OSMA (Davison y Bray, 1991). Con respecto a lo anterior, 

se ha reportado que algunas de estas proteínas sintetizadas durante el OSMA pertenecen a la 

familia de las LEAS (proteínas abundantes en la embriogénesis tardía). 

13. PROTEINAS LEA 

Uno de los cambios asociados con los eventos tardíos de la maduración de las semillas 

ortodoxas es la acumulación de proteínas de etnbriogétiesis tardía (LEAS) (Calan gi al., 1986; 

Dure gi al., 1989). Las LEAS son proteínas hidrofilicas, ricas en glicina, altamente e.stables al 



calor, algunas LEAS pueden ser inducibles en las semillas por desecación prematura o ácido 

abscisico (ALBA) y en tejido vegetal de la planta en respuesta a déficit hídrico y ABA (Mundy y 

Chua, 1988; Skriver y Mundy. 1990; Bostuck y Quatrano, 1992 ). Se sugiere que las proteínas 

LEAS juegan un papel de protección durante los procesos de desecación y rehidratación (Calan 

el al., 1987; Itaker et j., 1988; Dure et Pl., 1989). Sin embargo, estudios más recientes han 

mostrado que las pimientas LEAS pueden efectivamente contribuir a la tolerancia a la 

desecación, pero no son suficientes para dar protección (Blackinan et al., 1991). 

Las LEAS han sido clasificadas en varios grupos de acuerdo a la similitud en sus 

secuencias de aminoácidos (Dure, 1993). Dentro del grupo 2 se encuentra la proteína IN/LEA-

14, proteína de frijol que se induce por estrés salino (Covarrubias, datos no publicados). Las 

proteínas de este grupo, conocidas también como deltidrinas, se. caracterizan por tener una 

secuencia consenso de 15 aminoácidos hacia el extremo carboxilo terminal.. Se ha postulado 

que su función podría ser como el de una chapetona, o bien una proteína que ayude a 

preservar la estructura funcional de otras proteínas. Estas proteínas podrían ayudar a 

estabilizar proteínas citoplastnáticas o membranales para evitar posibles deformaciones 

generadas por una deshidratación. 

De acuerdo a lo anterior estas proteínas resultan candidatos para utilizarse como 

marcadores moleculares de desecación en semillas sometidas a un déficit hídrico, como es el 

caso del OSMA. 
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II. OBJETIVOS 

• Establecer el sistema de osmoacondicionainiento para semillas de frijol. 

• Evaluar algunos parámetros fisiológicos y bioquímicos durante el osmoacondicionamiento y 

la germinación subsecuente de semillas de frijol. 

• Estudiar la respuesta de una proteína tipo LEA al déficit hídrico generado durante el 

osmoacondicionamiento, tanto a nivel transcripcionai como traduccionaL 
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III. MATERIALES Y ME'TODOS 

111.1. Material vegetal 

Semilla de frijol (Phaseolus vialgaris), variedad Negro Jamapa, con un porcentaje de 

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

La preparación de las soluciones utilizadas para la realización de los siguientes 

experimentos se mencionan en el apéndice. 

111.2. Métodos 

111.2.1. Osmoacondicionamiento de semillas de frijol. 

E1 sistema de osmoacondicionarniento (OSMA) se estableció embebiendo las semillas 

desinfectadas y protegidas con un fungicida (captan al (U%) con 40 url de solución de PEG-

8000 a las concentraciones mencionadas en el apéndice. La imbibición se llevó a cabo en cajas 

Petri que contenían discos de papel Whannan No. 3 MM y a una temperatura de 25°C por 3 y 

7 citas. Una vez determinado el potencial osmótico óptimo para el OSMA de semillas de frijol 

(-0.8 MPa), se osmoacondicionaron semillas por diferentes días. Asimismo, se incubaron 

semillas con soluciones de PEG-8000 que generaron potenciales osmóticos de -0.9, -1.2 y 

•1.4 MPa. 
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111.2.2. Germinación de semillas. 

Las semillas después de ser osmoacondicionadas se lavaron y se pusieron a germinar a 

25°C por diferentes tiempos, en papel absorbente sumergido previamente en agua. Lo mismo se 

realizó con semillas no ositioacondicionadas (control) y semillas incubadas a potenciales 

osmóticos más negativos ( 	-1.2, y -1.4 MPa). 

La germinación se determinó como la protrusión radicular. 

111.2.3,-Contenido de humedad 

El contenido de humedad se determinó en semillas osittoacondicionadas (a -0.8 MPa) y 

en semillas incubadas a potenciales osmóticos más negativos (- 1.2 y -1.4 MPa) por siete dias, 

mediante la siguiente ecuación; 

C.I I. )(Peso fresco - Peso seco) / (Peso fresco)) X 100 

El peso fresco es el peso que tienen las semillas al final del tratamiento. 

El peso seco es el peso de las semillas obtenido después de ser deshidratadas a 80°C hasta 

peso constante. 

111.2.4. Deterioro de semillas 

Las semillas de frijol previamente desinfectadas, se deterioraron por 4.5 horas a 54°C en 

una caja de plástico sellada herméticamente, la cual contenía 25 tul de agua, cuidando que las 

semillas no estuvieran en contacto con el agua. Posteriormente, una parte de las semillas 

deterioradas se puso a germinar y la otra parte se osutoacondicionó por 7 dias. 
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La velocidad de germinación de dichas semillas se midió como índice de velocidad, 

utilizando la siguiente ecuación. 

1.V.G.= 	I% de germinación / tiempo de germinación] 

Donde % de germinación, es el porcentaje de germinación que tienen las semillas en los 

diferentes tiempos de germinación. 

111.2.5. Síntesis de ADN 

La síntesis de ADN se evaluó indirectamente midiendo la incorporación de (3U) timidina 

al AUN, lo cual se realizó de la siguiente manera: a) capacidad sintética durante el OSMA: 10 

ejes embrionarios de frijol (3 repeticiones) provenientes de semillas osmoacondicionadas por 1, 

3 y 7 días, fueron incubados por un período de 3 horas con 100 1.11 de solución SAI que 

contiene PEG-8000 a un potencial osmótico de -0.8 MPa y 30 nCi/m1 de (311) timidina. 

b) actividad de ADN polimerasa: ejes embrionarios de semillas osmoacondicionadas por 7 días 

y germinadas por 3, 6, 12, 24 y 36 horas se incubaron con la solución SA1 sin PEG-8000, 

recibiendo pulsos de (311) timidina 3 horas antes de concluir los tiempos arriba señalados, y 

c) síntesis continua: ejes embrionarios de semillas osmoacondicionadas por 7 días se incubaron 

con la solución SAI con 30 nCi/tul de (311) timidina, sin l'EG-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 tiempo de incubación, 

se lavaron los ejes embrionarios dos veces con 5 ml de solución NET y se homogenizaron en un 

mortero a 4°C, agregando 1 ml de solución de tisis. Al hontogenizado obtenido se le agregó 

1 tul de ácido tricloro-acético (TCA) al 20% y se mantuvo en frío por 1 hora. 

Para determinar la marca radiactiva incorporada al ADN, se filtró el precipitado de cada 

muestra a través de un filtro milipore (»atinan ano 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 90%. Los filtros se secaron a 50°C 

por 12 horas, pasado el tiempo de secado se colocaron en frascos viales los cuales contenían 

5 ml de liquido de centelleo. l:►  radioactividad fue cuantificada en un contador de centelleo 

&donan 2S 60001C. 

111.2.6. Northern blot 

111.2.6. 1 . Extracción y purificación de ARN 

Para la extracción de ARN se utilizaron ejes embrionarios de semillas 

osmoacondicionadas por diferentes días, semillas osmoacondicionadas por 7 días, y germinadas 

a diferentes horas y semilla seca. Un gramo de ejes embrionarios se congeló con nitrógeno 

líquido y se trituró en un mortero hasta formar un polvo fino. El polvo se pasó a un tubo Corex 

que contenía 5 ml de TCES, 5 ml de FC1 y 25 pl de (1 mercapto-etanol; se realizó una 

centrifugación por 10 minutos a 2000 rpm. Se separó la fase acuosa y se hicieron cuatro 

extracciones (v/v), dos con FCI, una con trizol (reactivo de CUICO) y una última con trizol 

más 50 pl de FCI, A la fase acuosa restante se le adicionó 1/10 de volumen de acetato de sodio 

(3 M pli=5.2) y 2.5 volúmenes de etanol absoluto frío, incubando a -70°C por 15 minutos para 

precipitar el ARN, El ARN obtenido se lavó con etanol al 70% tres veces y se resuspendió en 

50 pl de agua tratada con dietil-pirocarbmato (DEPC). 

'Es muy importante que el H20 utilizada para preparar las soluciones sea tratada con 

DEPC, para inactivar las RNasas. 
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111.2.6.2. Evaluación de la integridad del ARN 

Para determinar la integridad del ARN se realizó una electroforesis nativa con un gel de 

agarosa al 1% , el cual contenía: 

Agarosa 	  0.3 g 

TAE 50X 	  0,6 ml 

1120- DEPC 	  29.4 ml 

Bromuro de etidio 	 2.0 11 

Las muestras de ARN se prepararon mezclando la solución de ARN con amortiguador de 

carga A; se incubaron a 65'C por 5 minutos y en hielo por otros 5 minutos. 

La electroforesis se realizó a 60 volts por 1 hora, utilizando TAE IX como amortiguador 

de corrida. 

Cada muestra de ARN fue cuantificada espectrofoiontétricamente a una longitud de 

onda de 260 ron, teniendo como referencia que I unidad de densidad óptica equivale a 40 µ8 

de ARN total. Además, se determinó la densidad óptica a una longitud de onda de 280 mu; la 

relación DO2Go/D0280 da una estimación de la pureza del ARN con respecto a cantidad de 

proteínas; valores entre 1.8 y 2 indican una muestra con un grado de pureza aceptable. 

111.2.6.3. Preparación de la sonda de cDNA (PvLEA.14). 

111.2.6.3.1. ReamplIficación. 

La reatttplificación del cDNA que codifica para MEA- 14 se realizó transformando una 

suspensión de células competentes de L cok; para ello a 100 pl de esta suspensión celular se le 

agregaron 2 µI de fi metrapto-etanol y 1 µI del plásmido que contenía el cDNA para PvLEA-19 

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

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

velocidad de 225 rpm. 

Se plaquearon 50 µl de la suspensión celular ya transformada en una caja Petri con 

20 ml de medio A, incubando a 37"C por 24 horas. 

111.2.6.3.2. Extracción y purificación del plásmido. 

La extracción y purificación del plásmido se realizó por el método de Mini-Prep 

(Sambrook, 1989). Una de las colonias obtenidas se resembró en 10 ml de medio Luria mas 

ampicilina a una concentración de 50 µg/tul incubando a 37°C por 24 horas, pasado el tiempo 

de incubación se realizó una centrifugación por 10 minutos a una velocidad de 9000 rpm. El 

precipitado obtenido fue resuspendido con 200 µI de solución 1. A ésta suspensión se le 

agregaron; 400 µI de solución 2 agitando manualmente y 300 µl de solución 3 agitando en 

vortex por 10 segundos e incubando 3 minutos en hielo. Después de la incubación se 

centrifugó a una velocidad de 12000 rpm, a 4°C por 5 minutos. A la fase acuosa remanente se 

le añadió 1/10 de volumen de acetato de sodio (3M pl1=5.2) y 2.5 volüntenes de etanol 

absoluto incubando a -70°C por 15 minutos para precipitar el ADN plasmidico. El ADN 

obtenido se lavó con etanol 70% tres veces, se resuspendió en 20 pi de agua y se eliminó el ARN 

degradándolo con RNasa. 

111.2.6.3.3. Obtención del inserto (cDNA que codifica para PyLEA.14). 

Obtención del inserto. El ADN plasmidico se cortó con las enzimas de restricción Eco Rl 

y Hind III (enzimas comerciales de GIBCO). Cada enzima se utilizó a una concentración de 20 

U con 2.3 pl de amortiguador de reacción; ambas enzimas se incubaron por separado 2 horas a 
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37°C, al término de cada incubación se realizó la extracción de la enzima con FC1 (V/V). Con 

la muestra de ADN plasmídico cortado se efectúo una electroforesis con objeto de verificar la 

presencia del inserto. 

111.24.4. Electroforesls desnaturalizante de ARN. 

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

Aga rosa 	 1.2g 

Formaldehído 	 17.85m1 

MOPS 5X 	 19.64ml 

1-120-DEPC 	 62.5tul 

Bromuro de etidio 	 4.0p1 

las muestras de ARN fueron preparadas mezclando lo siguiente: 

ARN (201.tg) 	  6.0p1 

Formaldehído 	  4.6µI 

Formantida 	  13.3p1 

MOPS 5X 	  2.611 

Amortiguador de carga B  	2.0µI 

Se incubaron a 65°C por 15 minutos y en hielo 5 minutos. 

La electroforesis se realizó a 80 volts por 7 horas , utilizando MOPS IX como 

amortiguador de corrida. 
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111.2.6.5. Transferencia del ARN. 

EL ARN en el gel desnaturalizante se transfirió a una me►nbrana de nylon cargada 

positivamente, para ello se instaló la cántara de transferencia de la siguiente manera: 

5 

	 2a 
3 ---cema="zo  4  

1 	 So da 	 —2  

1.- Amortiguador de transferencia (SSC 10X) 

2.- Papel Whatman de 3 MM, sumergido previamente en solución de SSC 10X 

2a.- Papel »atinan de 3 MM, sumergido previamente en solución de SSC 2X 

3.-Gel 

4.-Membrana de nylon 

5.-Papel absorbente 

Al colocar las capas de papel, el gel y la membrana se evitó la formación de burbujas. La 

transferencia se hizo por 48 horas. 

La membrana se expuso a 0.12 julios de luz de 254nm (11V.) para fijación del ARN. 
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111.24.6. Marcaje radiactivo de la sonda (PvLPA• 14) con 32P 

50 ng del ADN correspondiente a PvLEA-14 se desnaturalizaron a 100°C por 5 minutos 

y 5 minutos en hielo. La sonda desnaturalizada fue marcada por el método de Random Primer 

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

Amortiguador de reacción 	 6 µI 

dNTI's (excepto de P) 	 6 µI 

a 321'-dCEP 	 30 µCi/µI 

1120-DEPC (aforar a) 	 30 µI 

Fragmento Klenow de la DNA pol l Q. coi0 	1 µI 

Se incubó por 2 horas a 37°C. Concluido el tiempo se adicionaron 8 Id de EDTA 

250 m154 y 160 µI de STE. Posteriormente, se pasó por una columna de sephadex G-50 pl1=7 a 

3000 ron por 4 minutos. Se tomó 1 µI de la sonda antes y después de pasar por la columna 

para determinar el porcentaje de incorporación de a 32P-delT. 

111.2.6,1 Condiciones de hibridación. 

La membrana de nylon se prehibridó en tubos especiales para hibridación a 65°C por 2 

horas con 5 ml de solución PSE. Con la misma solución se llevó acabo la hibridación 

adicionando la sonda previamente marcada. La hibridación se realizó por 24 horas, a la misma 

temperatura que la preltibridación. 
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Después de la hibridación, la membrana se lavó de la siguiente forma: 

1.-30 minutos a temperatura ambiente con 50 ml. de la solución de SSC 2X y 0.1% de 

SDS. 

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

3.-30 minutos a 65°C con 50 Ltd de la solución de SSC 0.2X y 0.1% de SDS. 

111.2.6.8.-Autorradlografia. 

Después de los lavados, la membrana se expuso a una película de rayos X en un cassette 

por 5 días a -70°C. Pasado este tiempo se reveló sumergiéndola en solución reveladora por 5 

minutos, posteriormente se lavó con abundante agua y por último fue sumergida en solución 

fijadora por otros 5 minutos. 

111.2.7. Western blot, 

111.2.7.1. Extracción de proteínas totales. 

Para la extracción de proteína total se utilizaron ejes embrionarios de semillas seca, 

semillas osmoacondicionadas por diferentes días, semillas osinoacondicionadas y germinadas 

por diferentes horas y semillas incubadas con soluciones de PEG que generan potenciales 

osmóticos más negativos (-1.0 MPa. a -1.4 MPa.). Primero se homogenaron 15 ejes 

embrionarios en un mortero a 4°C con 1 ml de solución de extracción, las muestras obtenidas 

de cada tratamiento se centrifugaron a 100 000 rpm por I hora a 4°C. Se separó el 

sobrenadante en el cual estaban disueltas las proteínas y se almacenaron a -70°C. 
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111.2.7.2. Cuantificación de proteínas totales. 

las muestras de proteínas fueron cuantificadas espectrofotométricamente a 595 nin; 

para ello se tomaron 3 pl de cada muestra a los que se les agregó 1 ml de solución de Bradford 

y 50 pl de Na011 I N. Al mismo tiempo se preparó una corva patrón con albúmina para 

determinar la cantidad de proteína obtenida de cada muestra. 

111.2.7.3. Separación de proteínas por electro foresis desnaturalizante con SDS. 

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

contenían lo siguiente: I ml del gel sellador, 9 ml del gel separador y 3 ml del gel apilador. 

Una vez realizado el gel, se procedió a preparar las muestras de proteínas para lo cual 

en un tubo eppendorf se colocaron 5 Lig de proteína y agua destilada hasta completar 5µl, y 

3 1.11 de amortiguador de carga para proteínas; esto se realizó para cada una de las muestras 

obtenidas. Estas muestras se desnaturalizara►  a 95°C por 5 minutos e inmediatamente se 

incubaron en hielo por 2 minutos. 

La solución de electrodos se utilizó como amortiguador de corrida a una concentración 

de IX. El gel se corrió a 80 mA por 2 horas. 

Pasado el tiempo de corrida uno de los geles fue teñido con azul de coonutssie y el otro 

gel se utilizó para realizar la transferencia. 
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111.2.7,4. Efectrotransferenda de proteínas. 

Las proteínas contenidas en el gel fueron transferidas a una membrana de inmobilón, 

para ello se instaló el aparato de electrotransferencia de la siguiente manera: 

a  	
— --= --4 

2 

1 

A.- Ánodo 

B.- Cátodo 

1.- 6 papeles Whatman de 3 MM, sumergidos previamente en solución anódica 1. 

2.- 3 papeles Whatman de 3 MM, sumergido previamente en solución anódica 11. 

3.-Membrana de inmobilón, sumergida brevemente en metano! absoluto, y 

postetiormente en agua e incubada por 10 minutos en solución anódica 

4.-Gel previamente equilibrado por 30 minutos en solución anódica 

5.- 3 papeles Whalman de 3 MM, sumergido previamente en solución catódica 

La transferencia 1,e m'izó por thora a 75 n►A. Transcurrido el tiempo, se secó la 

membrana con papel absotb,:nte y se guardó para realizar la inmunodetección. 
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111.2.7.5. InmunodeteCCidd de PVLEA• 14. 

Para realizar la innumodetección se incubó la membrana de inmobilón con 10 ml de 

solución de bloqueo por 2 horas a 37°C, posteriormente se incubó por 12 horas a 4°C con 6 ml 

de solución de bloqueo nueva más el anticuerpo Mi PvLEA-14 (anticuerpo proporcionado por 

el departamento de Elio!. Mol. de plantas del 101) a una dilución de 1:2500. Después de la 

incubación con el primer anticuerpo, se lavó la membrana dos veces con POS 1X a intervalos de 

15 minutos y una vez con 1'05 IX mas 0.5M de Miel también por 15 minutos. Por último se 

incubó por 2 horas a temperatura ambiente con G ml de solución de bloqueo más el anticuerpo 

anti-conejo conjugado con peroxidasa (anticuerpo comercial de GIBCO) a una dilución de 

1:2500 y se lavó tres veces ron MIS IX a intervalos de 15 minutos. 

La detección de la proteína PVLEA-14 se realizó utilizando como sustrato un equipo 

comercial de quintioluminiscencia de Musitan', en el cual se incubó la membrana en 

obscuridad por 30 segundos para después exponerla a una película de rayos X por 1 minuto 

para su posterior revelado. 
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IV. RESULTADOS 

1V.1 . Sistema de OSMA 

Para establecer el sistema de OSMA para semillas de frijol, se evaluaron diferentes 

potenciales osmóticos (n), utilizando soluciones de polietilén -glicol (PEG), las cuales generaron 

potenciales de -0.6. -0.7, -0.8, -0.9, -1.2 y -1.4 HM, de acuerdo con la ecuación de Michael y 

Kaufman (1973). 

Para que una población de semillas se considere osmoacondicionada, debe cumplir con 

los siguientes requisitos: a) las semillas durante el proceso de OSMA no deben presentar 

emergencia de radicula durante el proceso, W que el sistema de OSMA no provoque pérdida de 

viabilidad y c) la germinación subsecuente de estas semillas debe ser más rápida y uniforme 

que la de las semillas sin OSMA (control). 

1..as semillas incubadas en soluciones con potenciales osmóticos de -0.6 y -0.7 MPa, 

presentaron emergencia de radicula a los tres días del tratamiento, mientras que las semillas 

embebidas en soluciones con u de -1.2 y -1.4, presentaron una caida en la viabilidad de casi 

40% al terminar el periodo del tratamiento. Por otra parte, las semillas incubadas a un n de 

-0.8 MPa, no mostraron ni emergencia radicular, ni pérdida de viabilidad durante ni al final 

del tratamiento, por lo que se eligió este potencial osmótico como el óptimo para 

osmoacondicionar semillas de frijol (cuadro 1). 
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Potencial osmótico 
(MPa.) 

% de germinación subsecuente al OSMA 

Tres días de OSMA 	 Siete días de OSMA 
-0.6 ' 
-0.7 ' ' 
-0.8 91.11% ± 0.6 86.60% ± 2.6 

-0.9 71.11% ± 2.5 73.30% ± 1.0 

-1.2 60.00% ± 0.0 66.66% ± 0.0 

-1.4 73.00% ± 1.4 60.00% ± 2.8 

Control 94.40 	± 7.9 

Cuadro 1. Porcentaje de germinación que presentaron las semillas de frijol a las 60 horas 
después de ser incubadas a diferentes potenciales osmóticos por tres y siete días. 

(') Semillas que presentaron germinación durante el OSMA 
(±) Representa el error estándar de tres repeticiones 

Por lo anterior, las semillas osmoacondicionadas que cumplen con los requisitos 

mencionados son las semillas que se incubaron a un n de -0.8 MPa. 

IV.2. Parámetros fisiológicos y bloqutmicos 

IV.2. I. Contenido de humedad. Cuando las semillas son embebidas en soluciones de 

PEG, el proceso germinativo inicia, pero no concluye con la emergencia de la radícula, debido 

probablemente a que la actividad metabólica que se desencadena durante el tratamiento se ve 

limitada por la insuficiente cantidad de agua que logra entrar a la semilla durante el OSMA. 

Con la idea de determinar el porcentaje de humedad que logran obtener las semillas durante el 

OSMA y en la germinación subsecuente, se determinaron los contenidos de humedad que 

alcanzan las semillas incubadas en soluciones con diferentes potenciales osmóticos (-0.8, -12, 
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-1.4 MPa). Una vez que termina el tratamiento, las semillas han alcanzado un contenido de 

humedad de alrededor del 35%, comparada con el 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, la protrusión 

radicular inicia alrededor de las 12 horas de germinación subsecuente, mientras que para los 

potenciales más negativos ésto sucedió a las 24 horas y a las 3(3 horas en las semillas control, 

ss osma 12 
	

24 
	

36 
	

48 
	

60 

Tiempo de imbbici5n pura*) 

Figura 1. atléticas de Imbibición de senilias incubadas por 

siete días a diferentes potenciales ostffiticos (osma). 

-0.8 MPa 	; -1.2 MPa 	; -1.4 MPa (ED 

y semillas control (ss) 
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IV.2.2. Uniformidad y velocidad de germinación. Una vez elegido el n de -0.8 Ml'a 

para osmoacondicionar semillas, se evaluó la velocidad y uniformidad de la germinación 

subsecuente. En la figura 2 se presentan las cinéticas de germinación de las semillas OSMA por 

tres y siete días. Ambas cinéticas de germinación señalan que a las 12 horas de imbibición han 

germinado alrededor del 46% de las semillas OSMA, alcanzando cerca del 80% a las 24 horas, 

lo cual indica que este porcentaje de la población se ha homogenizado mediante el OSMA; 

dicha homogenización se presenta en las semillas control después de las 40 horas. Los 

beneficios logrados durante el OSMA deben ser conservados si las semillas son re-deshidratadas 

para ser almacenadas, por lo que se evaluó la capacidad de las semillas osmoacondicionadas 

para preservar tales beneficios. Cuando se deshidratan las semillas osmoacondicionadas hasta el 

contenido de humedad original (12%) y son rehidratadas para su germinación, éstas empiezan 

a germinar nuevamente a las 12 horas de imbibición como las semillas osmoacondicionadas, y 

puestas a germinar inmediatamente (Fig. '3). Sin embargo, la velocidad de germinación se 

reduce en comparación con las semillas osmoacondicionadas húmedas, pero mantienen una 

mayor velocidad que las semillas control, demostrando asi que los beneficios gastados durante 

el OSMA son conservados aun cuando las semillas sean deshidratado. 
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Figura 2. Cinética de germinación de semillas de frijol 
osmoacondicionadas por tres días (—o--): por siete citas (—o—) 

y semillas control (—^--). Las barras verticales indican el 
error estándar del promedio do tres repeticiones 

28 



Tiempo de Imbibición (hora) 

Figura 3. Porcentaje de germinación de semillas osmoecondicionadas 

por siete días y puestas a gemtinar inmediatamente (-0-.); 

osmoacondicionadas siete días, deshidratadas hasta 12% de contenido 

de humedad y puestas a germinar (—a—) y semillas control (—a—). 

Las barras verticales indicen el error estándar del promedio de tres repeticiones 

IV.2.3. Deterioro y revigorizaclón Con el propósito de determinar si durante el OSMA 

ocurren procesos que permiten revigorizar semillas de bajo vigor, se osmoacondicionaron 

semillas previamente deterioradas. Como se puede observar en la figura 4, las semillas 

deterioradas tiene un índice de velocidad de germinación menor que las semillas control; sin 

embargo, cuando éstas semillas se csmoac,ondicionaron, su Indice de velocidad de germinación 

fue mayor. Lo anterior indica que durante el OSMA ocurren procesos de reparación, que 

permiten la rcvigorización de las semillas. 
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Figura 4. indice de germinación de semillas no OSMA (control), 

semillas OSMA por siete días (osma), semillas deterioradas (del) 

y semillas deterioradas y OSMA (det•osma). 

IV.2,4. Síntesis de ADN. Para estudiar la capacidad metabólica durante el OSMA y la 

germinación subsecuente, se evaluó la capacidad de síntesis de ADN a través de la 

incorporación de (311) timidina. Dando pulsos de 3 horas con el precursor, los ejes 

embrionarios provenientes de semillas con diferentes Lilas de OSMA, mostraron una 

incorporación del radioisótopo al ADN a un nivel bajo. No obstante, conforme transcurren los 

citas del tratamiento, existe una ligera tendencia a aumentar su capacidad de incorporación 

(Fig. 5). La determinación de la capacidad de sintetizar ADN durante la germinación posterior 

se hizo de dos formas: a) con marca continua (síntesis de ADN), o con pulsos de 3 horas, para 

medir indirectamente la actividad de polimerasa a los tiempos estudiados, Cuando se liberan 

las semillas del estrés y se ponen a germinar bajo condiciones óptimas de humedad en 

presencia continua de (sH) timidina, empiezan a incorporar el precursor al ADN con una 
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velocidad mayor que la de los ejes de semillas control. Alrededor de las 12 horas de imbibición, 

las células de los ejes de semillas osmoacondicionadas han triplicado la cantidad de 

incorporación al ADN con respecto al control, mientras que pata los ejes de las semillas control 

esto ocurre después de las 20 horas (Fig. O. 
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Figura G. Síntesis de ADN durante la germinación subsecuente 

	

al OSMA 	-) y semillas control 	Las barres verticales 

indican el error estándar del promedio do tres repeticiones. 

El incremento en la velocidad de germinación de las semillas osmoacondicionadas, 

depende en gran medida de la reactivación de los procesos proliferativos que desencadenan el 

crecimiento vegetal, suspendido durante la embriogénesis, por lo que resultó importante 

evaluar, a través de la medición de la actividad de polimerasa, en qué momento de la 

germinación subsecuente podría iniciar la replicación, 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 1511) tintidina a los tiempos indicados. Los resultados se muestran en la figura 7, en 

donde se observa que entre las 6 horas y las 12 horas hay un pico de actividad, y se vuelve a 

incrementar a las 24 horas de germinación subsecuente siguiendo una conducta relativamente 

cíclica, mientras que en las semillas no osinoacondicionadas la incorporación nulxima se 
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observa a las 24 horas de imbibición; sin embargo, es menor que la que se presenta en los 

experimentos de germinación subsecuente. Resultados semejantes se han observado en semillas 

se maíz tanto osmoacondicionadas como estimuladas a germinar (Cruz-García ct al., 1995; 

7obliga-Aguilar et al., 1995) 
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Figura 7. Actividad de ADN polimerasa durante la germinación 

subsecuente al OSMA [-e -I y semillas control 	Las barras 

verticales indican el error estándar de tres repeticiones. 
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IV.3. Cambios asociados al déficit hídrico 

111.3,1. Expresión de PVLEA-I4 Con el propósito de determinar si existen cambios en 

la expresión genética de las semillas en respuesta al déficit hídrico generado por el OSMA, se 

evaluó la expresión de una proteína tipo LEA utilizada como marcador molecular de 

maduración de semillas, en especial la expresión durante el OSMA y la germinación 

subsecuente de PVLEA-14. La evaluación se realizó a nivel transcripcional mediante ensayos 

tipo Northern-blot y a nivel traduccional por ensayos tipo Western-blot; en ambos 

experimentos, la cantidad tanto de ARN como de proteinas cargadas en cada carril fue igual. 

Los resultados (fig. 8) indican que el mensaje se encuentra presente en semillas secas en una 

cantidad considerable (carril 1); sin embargo, la cantidad de este ARNm disminuye 

drasticamente durante el tratamiento de osmoacondicionamiento hasta casi desaparecer a los 7 

días (carril 4). LO mismo sucede con respecto a la proteína, la que casi desaparece a los 7 días 

de OSMA (fig, 9 a, carril 1). Durante la geminación subsecuente, cuando las semillas son 

colocadas bajo condiciones óptimas de humedad, el mensaje desaparece casi totalmente a las 

15 horas de germinación (Fig. 8, carril 6), mientras que la proteína se degrada hasta niveles no 

detectables a las 24 horas (figs. 9 b, carril 5). De acuerdo con los resultados anteriores, se 

puede concluir que el déficit hídrico generado por el OSMA no fue suficiente para inducir la 

expresión de PvLEA-14 a nivel de ARNm ni de su proteína, por lo que se decidió evaluar si 

potenciales osmóticos más negativos (-1.0, -1.2 y -1.4 MPa) eran capaces de estimular la 

expresión de PvLEA-14, a nivel traduccional. La figura 9 b muestra el resultado de este 

experimento. Se observa que potenciales de -1.0 y -1.2 MPa (carriles 6 y 7 respectivamente) 

no son capaces de incrementar el nivel de l'vLEA-14 por arriba del mostrado en las semillas 

secas. Sin embargo, a -1.4 MPa si se observa un incremento significativo. 



6 b 

Figura 8, Estudio por Northern-bloc de la expresión del gen PyLEA-14 en semillas de 

frijol durante el osmoacondicionamiento (OSMA ) y la germinación subsecuente al 

osmoacondicionamiento (GSO) Carril 1: semilla seca; 2; 1 día de OSMA; 3: 4 días de OSMA; 4: 

7 días de OSMA; 5: 5 horas de GSO; 6: 15 horas de GSO y 7: control positivo ( cPNA de• 

PvLEA-14). 
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9 a. Evaluación por Western-blot de la cantidad de proteína I'vl.EA-14 en semillas de 

frijol durante el OSMA y la germinación subsecuente al ostuoacondicionamiento (GS0),Carril 

1: 7 días de OSMA; 2: semilla seca; 3: 1 día de OSMA y 4:4 días de OSMA. 

9 b. Evaluación de la cantidad de proteína en la germinación subsecuente y en semillas 

incubadas a diferentes potenciales osmóticos. Carril 1:semilla seca; 2:7 días de OSMA; carriles 

3, 4 y 5:3, 12 y 24 horas de GSO respectivamente; carriles 6,7 y 8: semillas incubadas a 

potenciales osmóticos de -1.0, -1.2 y -1.4 M'a respectivamente. 
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V. DISCUSION 

Las condiciones óptimas para osmoacondicionar semillas son específicas de especie (liray, 

1995), por lo que las semillas de cada especie se osmoacondicionan a un potencial osmótico (n) 

diferente. En el caso de semillas se frijol se encontró que el n óptimo fue de -0.8 Mra, ya que a n 

mayores (-0.7 Mra) las semillas presentaron emeigencia radicular durante el tratamiento, en 

tanto que en los n más negativos (-0,9, -1.2 y -1.4 Idl'it) las semillas perdieron viabilidad. Las 

diferencias en cuanto a contenido de agua libre que hay entre estas tres soluciones no son muy 

grandes, como se detectó cuando se evaluaron los contenidos de humedad en las semillas 

osmoacondicionadas (medidos como la 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 n 

menores; sin embargo, en las semillas osmoacondicionadas solo se requiere alrededor de un 5 % 

más de humedad para que se presente la prolrusión radicular, lo que indica que las semillas 

osmoacondicionadas quedan detenidas en un punto muy cercano al punto donde se 

desencadenan los procesos que inducen a la germinación sensu extricto  que reactivan el 

crecimiento vegetal durante la germinación. En este punto los procesos son inhibidos sin que se 

afecte la viabilidad de las semillas, lo que no sucede con las semillas incubadas en potenciales 

osmóticos más negativos (Tab. 1). 

Se ha reportado que el osmoacondicionamiento permite que en las semillas los procesos 

germinativos queden detenidos en un mismo punto, por lo que al liberadas del estrés para 

permitir que se desencadene la germinación, las semillas germinan más rápida y uniformemente 

que las semillas no osmoacondiconadas (BrocIdehurst y Marinan, 1983). Lo anterior se presenta 

también en semillas de frijol, en donde se observa un adelanto en la germinación de 

aproximadamente 12 horas, con respecto a las semillas control (fig. 2). 
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Se ha postulado, que durante el OSMA se llevan a cabo procesos de reparación de ADN, 

reorganización de membranas, etc tWoodstock y Tito, 1981). Lo anterior pudo comprobarse de 

manera indirecta cuando se deterioraron semillas de frijol, las cuales después del tratamiento de 

envejecimiento artificial, presentaron un índice de germinación bajo; sin embargo, cuando las 

semillas deterioradas fueron osmoacondicionadas recuperaron el vigor incluso ligeramente por 

arriba del control (fig. 4). 

Otro aspecto interesante es el hecho de que las semillas osmoacondicionadas conservan los 

beneficios aún después de ser deshidratadas (t'ig,3), lo que a la vez comprueba que los procesos 

germinativos iniciados durante el OSMA se mantienen en un punto donde no se compromete la 

viabilidad de las semillas. 

Los estudios realizados sobre el metabolismo que presentan las semillas durante el OSMA, 

han sugerido que existe síntesis de ADN tanto de tipo reparativo como organelar (Ashraf y taray, 

1993; Cruz-García, et al, 995). En frijol se encontró que la síntesis de ADN durante el OSMA, 

medida indirectamente como la capacidad que tienen los ejes embrionarios de incorporar (31-1) 

timidina al ADN, aumenta ligeramente conforme pasa el tiempo del tratamiento; sin embargo, es 

menor que en la germinación subsecuente (fig, 5). Lo anterior sugiere que la síntesis de ADN 

encontrado durante el OSMA podría ser de tipo organelar y/o reparativo, lo que a su vez 

permitirla la revigorización de las semillas deterioradas (fig. 4), junto con otros eventos 

metabólicos que permitieran a las semillas sobreponerse a los daños acumulados durante el 

almacenamiento. 
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Se podría especular que el punto de detención de la germinación durante el OSMA se 

relaciona con la entrada a ciclo celular, ya que no existe evidencia de que la fase de replicación 

del ADN se active, aún después de varios días de OSMA de semillas. En este sentido, es 

consecuente el que la síntesis de ADN se estimule notablemente durante la germinación 

subsecuente al OSMA. En la germinación subsecuente, las semillas OSMA tienen una mayor 

capacidad de síntesis de ADN que las semillas no osmoacondicionadas en los mismos tiempos de 

imbibición, lo que podría sugerir que el OSMA provocó que las células de los meristemos 

entraran a ciclo celular de manera más rápida y uniforme que las células de los ejes de las 

semillas control, lo cual se refleja en la velocidad de germinación de semillas OSMA (Fig 2). 

Se ha reportado que en semillas de maíz la síntesis de ADN de tipo replicativo se inicia entre 

las 12 y 15 horas de germinación y que esto ocurre mucho antes si las semillas son 

osmoacondicionadas (Bruza, d al., 1989; Cruz-García e al., 1995); en el caso de frijol, el 

experimento en que se estudió la actividad de ADN polimerasa nos indica que la mayor capacidad 

de incorporación de (311) timidina ocurre a las 24 horas de germinación normal; en cambio, en 

las semillas osmoacondicionadas existe un pico de incorporación entre las 6 y las 12 horas de 

germinación subsecuente, por lo que se Podría sugerir que en este tiempo ya existe replicación del 

ADN que dará origen a una primera ronde de proliferación celular. Va que la capacidad sintética 

es siempre mayor durante la germinación de semillas osmoacondicionadas que en las control, esto 

explicaría la mayor velocidad de germinación y crecimiento que muestran estas semillas. 

El bloqueo de los procesos germinativos dado por la solución osmótica, se debe al déficit 

hídrico generado por esta solución. Se ha reportado en semillas de poro que el patrón genético es 

alterado durante el OSMA en respuesta al déficit hídrico (Davison y Bray, 1991); asimismo, en 

semillas de maíz el déficit hídrico induce la expresión de proteínas tipo deltidrinas pertenecientes 

a la familia LEA (Cruz-García, datos no reportados). Por lo anterior resultó interesante evaluar la 
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expresión de una proteína tipo LEA (PvLEA-14), propia del estado de maduración de semillas y 

determinar si el estado en que se encuentran las semillas osmoacondicionadas es similar al estado 

que alcanzan las semillas durante la embriogénesis tardía. La expresión de esta proteína y de su 

transcrito no fue inducida por el déficit hídrico generado durante el OSMA (-0.8 MPa), lo que 

indica que dicho estrés hídrico no es suficiente para inducir su expresión por lo que la función de 

esta proteína no sería importante durante el OSMA; además, como el patrón de expresión de la 

proteína y su mensaje son muy similares, se puede inferir que su regulación ixYdría ser a ambos 

niveles transcripcional y traduccional. La cantidad de la proteína PVLEA-14 en semillas incubadas 

por 7 días a potenciales de -1.4 MPa fue mayor, respecto a la que se encuentra en semillas 

osmoacondicionadas a -0.8 MPa, por el mismo tiempo. Esto puede estar sugiriendo ya sea que la 

proteína no se degrada tan rápido bajo estas condiciones, o que existe una constante síntesis de 

novo promovida por el déficit hídrico generado por la solución osmótica. 

Finalmente, el estudio de la conducta de otros genes propio de la maduración de semillas 

durante el periodo de OSMA, nos dará evidencia del estado fisiológico que representa el OSMA 

para las semillas. 
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VI. CONCLUSIONES 

El potencial osmótico óptimo para osmoacondicionar semillas de frijol fue de -0.8 MPa. 

Las semillas osnioacondicionadas presentaron mayor vigor en términos de velocidad y 

uniformidad de germinación que las control. 

La actividad metabólica de las semillas osmoacondicionadas, en la germinación 

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

El potencial osmótico de -0.8 MPa no fue capaz de inducir la expresión de la proteina 

PvLEA-14, lo que si parece ocurrir a -1.4 MPa, por lo que se reitera que PvLEA-14 es inducida 

por un estrés hídrico severo. 
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VII. APENDICE 

Soluciones: 

-Osinoaconclicionantiento 

a),-Solución de Pol1etilen-glicol (PEG) -0.7MPa 

PEG (8000) 	 243.4853 8 

1120 	 1000nd 

b).-Solución de Polietilen-glicol (PEG) -0.8Mra 

PEG (8000) 	 261.9476 

1120 	 1000m1 

c).-Solución de Polietilén-glicol (PEG) -0.9MPa 

PEG (8000) 	 279.29698 

1120 	 1000m1 

d),-Solución de Polietilen -glicol (PEG) -1.0Mra 

PEG (8000) 	 295.7131 g 

1120 	 10001111 

e).-Solución de Polietilén-glicol (PEG) -1.2MPa 

l'EG (8000) 	 326.26058  

F120 	 1000m1 

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

PEG (8000) 	 354.3651g 

1120 	 10001111 

-Síntesis de ADN 

a).-Solución amortiguadora de imbibición (SAI) p11=7.6 

KC1 	 0.05M 

MgCl2 	 0.01M 
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Tris-11C1 	 0.05M 

Sacarosa 	 2% 

Timidina 311 	 2001 

b).-Solución de NET1)11=7.8 

NaCI 	 0.3M 

EDTA 	 0.1M 

Tris. 11C1 	 0.01nM 

Timidina 	 0.04 mM/ml 

c).-Solución amortiguadora de lisis. (p11=7.5) 

NaCI 	 0,15M 

EDTA 	 0.1M 

SDS 	 0.5% 

d).- Solución de lavado 

TCA 	 20% 

Timidina 	 40µg/ml 

e).-Liquido de centelleo 

benceno (POPOP) 	0.1g 

2,5 difeniloxazol (POP) 	 0.58 

Tolueno 	 10001111 

-Extracción y purificación de ARN 

a).-Solución de TCES (p11=8) 

Tris 	 0.2M 

NaCI 	 0.2M 

EDTA 	 50ttiM 

SDS 	 2% 

43 



b).-Solución de FU 

Fenal:cloroformo:alcohol isoantilico(25:24:1) 

c).-I120-DEPC 

DEPC 	 1 tul 

1120 	 1000m1 

d).-Sol. de C211302Na 3M (pf1=5.2) 

C211302Na 	 246.093 

1120 	 1000m1 

-Evaluación de la integridad del ARN 

a).-TAE 50X 

Tris-acetato 	 0.04M 

EDTA (p11=8) 	 0,01M 

Acido acético glacial 	 57.1m1 

b).-Antortiguador de carga A 

Glicerol 	 50% 

TM' 	  IX 

Azul de Bromofenol 	 0.25% 

Xilett Cianol 	 0.25% 

c),-Solución concentrada de bromuro de etidio 10ing/m1 de 1120 

-Reamplificación 

a).-Medio SOC 

Glucosa 	 ZOmM 

Medio Luna 	 5m1 

b).-Medio A 

Ampicilina 	 50µg/ml 
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X-Gal e irrG 	 5Opg/ml 

Agar Luna 	 1000ml 

-Extracción y purificación del plasmido 

a).-Solución 1 (4°C) 

Glucosa 	 50itiM 

Tris-11C 1(p11=8) 	 25itiA1 

EDTA (p11=8) 	 I OinA1 

b).-Solución 2 (25°C) 

Na011 	 0.2N 

SDS 	 1% 

c).-Solución 3 (4°C) 

C211302K (5M) 	 60% 

Acido acético glacial 	 11. 5% 

1120 	 28.5% 

-Electro(oresis destiaturalizante 

a).-MOPS 5X 

MOl'S 	 0.1M 

C2H302Na 	 40m1t4 

EDTA (p11=8) 	 5itiM 

b).-Antortiguador de carga B. 

Glicerol 	 50% 

MOPS 	 IX. 

Azul de Bromofenol 	 0.25% 

Xitcn Cianol 	 0.25% 
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-Transferencia. 

a).-Solucion de SSC 20X (p11=7) 

NaCI 	 31‘1 

Citrato de Na 	 0.3M 

-Marcaje radioactivo e la sonda I'vLEA-14 con 321' 

a).-Soltición de STE (01=8) 

Tris-11C1 	 101uM 

EDTA 	  

NaCI 	 100mM 

-Condiciones de hibridación. 

a).- Solución I'SE 

Nall2PO4 	 0,3M 

SDS 	 7% 

EDTA (p11=8) 	 I inM 

-Extracción de proteínas totales 

a).- Solución de extracción 

Tris (p11::: 7.5) 	 70itiM 

MgCl2 	 1mM 

KCI 	 251uM 

Sacarosa 	 0.25mM 

0-mercaptoetanol 	 15mM 

Tritón x-100 	 0.1% 

EDTA 	 5ntM 

Inhibidores de proteasas 	 15.8ing 
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-Separación de proteínas por electroforesis desnaturalizattle con SDS 

a).-Solución de Acrilantida (30%) 

Acrilantida 	  29.2g 

Bis-acrilainida 	  0.8s 

H2O 	  

b).-Gel sellador 

100ittl 

Acrilantida (30%) 	  433111 

SDS (10%) 	  10g1 

Tris-11C1 (1.5M, pi-1= 8.8) 	  250111 

TEMED 	  9111 

Persulfato de antonio (10%) 	  20µ1 

1-120 	  

c).-Gel separador 

2821d 

Acrilantida (30%) 	  4.33nd 

SDS (10%) 	  100)11 

Tris-11C1(1.5M,pli= 8.8) 	  2.51111 

TEMED 	  5111 

Persulfato de antonio (10%) 	  50µI 

H2O 	  

d).-Gel apilador 

'3tul 

Acrilantida (30%) 	  500g1 

SDS (10%) 	  10µ1 

Tris-HCI (1.5M,p11= 8.8) 	  72011 
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TEMED 	  1111 

Persulfato de amonio (10%) 	 15u1 

H2O 	  1.73m1 

c).-Solución de electrodos (5X) (p11= 8.3) 

Tris 	  7.588 

Glicina 	  168 

SDS 	  2.58 

1120 	  500m1 

-Electrotransferencia de proteínas 

a).-Solución anódica 1 (pH=10.4) 

Tris-HCI 	  0.3M 

Metano) 	  

b).-Solución anódica II (1,11=10.4) 

20% (V/V) 

Tris-11C1 	  25111M 

Metano) 	  

c).-Solución catódica Ill (pH=7.2) 

20% (V/V) 

('-amino hexano capróico 	 10mM 

Metano) 	  20% (V/V) 

Inniunodetección 

a).-PBS (5X) 

NaCI 	  208 

KC1 	  0.5g 

Na2HPO4.71120 	  6.8g 

NallizPO4.1120 	  0.7g 
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1120 	 500ntt 

b).-Solución de bloqueo 

PBS IX 	 20nd 

Leche descremada 	 Ig 

l'ween 20 	 2401d 

11; 
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