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RESUMEN.

! proceso de deterioro de las semillas se asocia con la peroxidacién de lipidos
que probablemente es producto de las especies reactivas de oxigeno (ERO) y que
provoca fa pérdida del vigor y la viabilidad de las semillas, disminuyendo
consecueniemente sus caracteristicas nutricionales y agricolas. La sensibilidad de
las semillas al envejecimiento es especie-especifica y podria estar asociada a su
capacidad de defensa en contra de las ERO. Para probar esta hipdlesis,
comparamos €l efecto del almacenamiento subéptimo (75% humedad relativa
[HR1, 30°C) en la actividad de tres enzimas de defensa contra el estrés oxidativo:
superdxido dismutasa (SOD), peroxidasa (POX) y catalasa {CAT), en semillas de
tres especies con diferente sensibilidad al envejecimiento: maiz, chicharo y frijol
soya. Los resultados que se obtuvieron mostraron que en cuanto al deterioro
{medido como viabilidad, TGsp y longitud radicular), las semillas de maiz fueron las
menos sensibles, seguidas por las de chicharo, mientras que las de frijol soya
fueron las mas sensibles de las tres especies. Por otro lado, se obtuvieron
resultados que muestran que la actividad de las enzimas ensayadas disminuye
tanto en fas semillas como en las plantulas de las tres especies conforme avanza

el periodo de almacenamiento subdptimo. Asimismo, el incremento de la actividad
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enzimatica durante la germinacion es diferente para cada especie y para cada
periodo de almacenamiento considerados.

De esta manera, los resuitados sugieren que la sensibilidad al deterioro de las
semillas no depende Unicamente de su sistema enzimatico de defensa, sino que
es probable que también intervengan factores como su contenido de antioxidantes

quimicos y su composicion lipidica entre ofros.
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INTRODUCCION.

Hallar la forma correcta de almacenar las semillas de un afic para la siembra del siguiente fue un
wenlto esencial que cambiaria fa forma de vida del hombre, pues se convirtié en agricultor...

Harrington, 1972)",

Aproximadamente el 70% de los alimentos que consumimos se obtiene
lirectamente de las semillas, principalmente leguminosas y cereales, y una gran
varte del 30% restante se deriva de animales que se alimentan de ellas (Bewley y
Black, 1994). Cada dia es mas evidente que la productividad, en el ambito
agricola, no puede aumentarse mas de lo que ha aumentado en los Ultimos afios,
puesto que mientras la poblacién mundial crece a gran velocidad, la superficie de
tierra cultivable disminuye. Por ello, no nos resta mas que almacenar y tratar de
conservar en buen estado las semillas recolectadas en cada cosecha para

utilizarlas en cultivos posteriores o como alimento en el futuro.

El envejecimiento se define como una degeneracion crénica de los seres Vivos
consecuencia de lesiones que se acumulan al paso del tiempo; no
necesariamente causa fa muerte pero si incrementa la probabilidad de que ésta

ocurra (Noodén, 1988), sobretodo si las condiciones ambientales lo agravan.



XV

Como cualquier ser vivo, las semillas también envejecen vy los sintomas de ello
van apareciendo gradualmente: primero pierden vigor (siendo una muestra de ello
el gue se refarde su crecimiento), disminuye su viabilidad y se exacerba la
susceptibilidad al ataque por patdégenos o al estrés ambiental. Conforme el
deterioro avanza, la radicula se acorta cada vez mas y los cotiledones tienen
problemas para deshacerse de la testa. Al final, Hega un punto en el cual {a {esta

ya no se rormpe al hidratar la semilla: ésta ha muerto (Harrington, 1972).

Los mecanismos mediante los cuales se lleva a cabo el envejecimiento de las
semillas durante el almacenamiento aln se desconocen, pero es preciso
entenderlos para poder establecer condiciones que disminuyan la velocidad con
que ocurre (Ching y Schoolcraft, 1968). Con respecto a ésta se sabe que no sélo
esta determinada por el contenido de humedad y genotipo de las semillas, sino
también por las condiciones de temperatura y humedad relativa (HR) en que'se

almacenan (Chance y Maehly, 1955) las mismas.

Durante el envejecimiento de las semillas se llevan a cabo reacciones que son
posibles principalmente en condiciones de bajos contenidos de humedad (< 20%),
como las catalizadas por especies reactivas de oxigeno (ERO) que sabemos se
forman de manera natural durante el metabolismo aerobio, o a partir de los lipides
de las semillas gue de manera centinua son atacados por el oxigeno presente en
el aire. De esta manera, el oxigeno -aungue esencial para la vida aerobia-

enfrenta a los seres vivos:a un constante estrés oxidativo (Scandalios, 1993).
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n el pasado, se asocié {a rancidez de los lipidos de fas semillas con su
isminuida capacidad para germina'r; hoy dia sabemos que durante el
nvejecimiento de las semillas la presencia de oxigeno puede provocar
sroxidacion (mediada por ERQ) en los acidos grasos insaturados de los lipidos
Nilson y McDonald, 1986). Las diversas ERO formadas pueden llegar a dafar a
s membranas (lipidos y proteinas) y en general a cualquier macromolécula
iologica, por lo que se ha planteado que ésta podria ser una de las principales
ausas del deterioro de las semillas en el almacén que va asociade al
nvejecimiento {Hendry, 1993). Aunado a esfo, se sabe que al inicio de la
erminacion de las semilias, durante la imbibicion se favorecen las reacciones

1ediadas por ERQ, por lo que el dafio en las semillas puede ser aun mayor.

'ero -;,como se forman las ERO?- El oxigeno molecular (O2) es poco reactivo; sin
mbargo, la reduccién por ganancia de cuatro electrones que sufre dentro de las

élulas para convertirse en agua, genera intermediarios mas reactivos como el

adical superdxido (107 ), el perdxido de hidrégeno (Hz0-), el radical hidroxilo

-OH) y el oxigeno singulete (*0y), entre otros (Hendry, 1993). Estas especies son

Itamente reactivas y citotdxicas, pueden reaccionar con diversas biomoléculas
rovocando efectos como la disminucion de |a fluidez de membranas y la pérdida

le electrolitos, que a la larga podrian causar la muerte de las células.

Sin embargo, las semillas no estan desprotegidas: poseen diversos mecanismos

le defensa en respuesta al estrés oxidativo. Estos pueden ser no enzimaticos y
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enzimaticos. Entre los primeros encontramos a los antioxidantes quimicos como
tocoferoles (vitamina E), 4cido ascérbico (vitamina C), B-caroteno (provitamina A),
glutation (GSH) y ofros, mientras que entre los segundos se encuentran las
peroxidasas (POX), superdxide dismutasas (SOD), catalasas (CAT) y ofras

enzimas que acarrean, neuiralizan o eliminan las ERO (Hendry, 1993).

Par otro lado, se ha demostrade que diferentes especies de semillas muestran
distinta sensibilidad al envejecimiento ain cuando se almacenan bajo condiciones
similares; por gjemplo, a 10 °C y 50 % HR (humedad relativa), un lote de semillas
de jitomate requiere 20 anos de almacenamiento para que su viabilidad disminuya
al 50%, mientras que iotes de maiz y chicharo requieren 10 y 16 afios,
respectivamente y lotes de frijo! soya requieren alrededor de 3 afios (Priestiey ef.
al., 1985). Se piensa que es probable que estas variaciones en la sensibilidad al
envejecimiento sean indicativas de su incapacidad para proteger o reparar sus
sistemas celulares durante el almacenamiento o durante [a rehidratacion,
resuftando de elle la pérdida de viabilidad y su bajo valor nutricional. En otras
palabras, tal vez se deba a una distinta eficiencia de sus sistemas de defensa
para inactivar las ERO, por lo que se propone que ésios son mas eficientes en
semillas con baja tendencia a envejecer, que en aguellas que presentan mayor

sensibilidad.



ANTECEDENTES.

1.1 LA SEMILLA.

1.1.1 Ontogenia y Estructura.

La semilla es el medio natural de dispersion, propagacién y perpetuacion de
muchas especies vegetales, pues contiene las sustancias nutritivas, la maquinaria
metabdlica y las estructuras celulares necesarias para formar una nueva planta.
Cada planta produce sus propias semillas cuya ontogenia, morfologia, anatomia,

histologia, constitucion genética y composicién quimica varia notablemente de

acuerdo con la especie.

Las semillas se originan de dvulos fertilizados y al llegar a la madurez constan de
testa, endospermo y embrién (Figura 1). La testa se forma a partir de los
integumentos del évulo y su importancia es considerable para la semilla, ya que
en ocasiones es la nica barrera entre el embrién y el medic externo. Es
generalmenta una capa dura v su naturaleza protectora se debe a la presencia de
una cuticula externa y otra interna, las cuales pueden contener ceras o grasas y
una o mas capas de una pared celular. Estas caracteristicas confieren a la testa
cierias propiedades de impermeahilidad, con lo que logra un efecto de regulacion

mecanica sobre el metabolismo de la semilia.



El endospermo o material de reserva se forma de la fusién entre 2 nlcleos polares
del 6vuio ¥y un nicleo espermatico (es triploide); quimicamente esta constituido por
diversas sustancias entre las que destacan carbohidratos (almidon vy
hemicelulosa), lipidos y proteinas. Estos nutrientes son utilizados por el embridn
durante la germinacién y, posteriormente, por la plantula para sostener las
primeras etapas de su crecimiento y desarrollo. La cantidad de endospermo
contenida en cada semilla varia de acuerdo con la especie y, sobre esta base, se
clasifica a [as semillas en endospénmnicas (como los cereales) y no endospérmicas
(como la mayoria de 1as leguminosas, las cuales carecen de endospermo en la
madurez, debido a que éste es consumido por el embrién durante su desarrollo

(Niembro, 1988).

El embrion esta formado por el gje embrichario y uno o mas cotiledones. El gje
embrionario incluye la raiz, el hipocétilo (al cual se unen los cotiledones) y el dpice
del tallo con las primeras hojas verdaderas (piimula); todas estas partes son
faciles de distinguir en las dicotileddneas, pero en las monocotiledoneas el
cotiledén es muy pequefic y delgado, ya que se ha modificado para formar el
llamado escutelo; ademas, de que el coledptilo rodea a la plumula y en algunas
especies (como el maiz) el hipocétilo se modifica para formar el mesocétilo
{Bewley y Black, 1994). Una vez que se han desarrollado, los cotiledones pueden
Ser gruesos y camosos para funcionar como 6rganos de reserva de nutrientes, 0
delgados y funcionar como Organos para la asimilacién de las sustancias de

reserva contenidas en el endaspermo (Niembro, 1988).
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Figura 1. Estructura de las semillas (A, C) y plantulas (B, D) de una monocotiledénea (malz)
(Adaptado de Bewley and Black, 1982) y una dicotileddnea (frijol).

Los cambios que ocurren desde la fertilizacién hasta la formacion de la semilla

madura son: diferenciacion morfoldgica v fisiolégica de los drganos, adguisicion de



la maguinaria metabdlica necesaria para el crecimiento, almacenamienio de
sustancias nufritivas vy, por Ultimo, disminucidn del contenido de agua
{desecacion). Una vez llegada la madurez, la semilla puede pasar a un estado de
letargo o latencia (semillas orfodoxas) en el cual el crecimiento activo se
suspende; o bien puede seguir su crecimiento hacia plantula, dependiendo de las
condiciones ambientales que la rodean, como luz, temperatura y humedad, asi
como de la permeabilidad de la testa al agua y Ia presencia de inhibidores de la

germinacién en la semilla (Esau, 1977; Villiers, 1978).

1.1.2 Germinacién.

Cuando la semilla seca y viable se embebe (toma agua) se inicia una serie de
eventos que culmina con la protrusion de la radicula, tiempo en que se considera
que la semilla ha germinado (Bewley y Black, 1994). Generalmente, se acepta que
la germinacion ocurre en tres fases (Figura 2), las cuales delinean claros cambios

en el metabolismo -hasta este momento casi imperceptible- de la semilla.

Fase i.

Esta fase se caracteriza por un incremento fanto del consumo de oxigenc como
de la masa de la semilla. Hay una toma répida de agua debida a la hidratacién de
los componentes de la semilla (proteinas, lipidos y carbohidratos, entre otros) y
ocurre la reactivacion de las moléculas y organelos formados y almacenados
durante la maduracién de la semilla. Dado que se trata de eventos de naturaleza

fisicoquimica, tanto semillas viables como no viables pueden presentar esta fase.



Fase tl.

Se caracteriza por una meseta metabdlica en la cual se mantienen constantes el
consume de oxigeno y el incremento en masa. Se inctementa ia sintesis de ATP,
sustratos, coenzimas y proteinas, ADN, ARN, para formar los organelos y
membranas, etc.; fodo esto se realiza a expensas de las reservas almacenadas

en el endospermo y los cotiledones.
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Figura 2. Patrdn de la toma de agua de semillas en germinacion {Adaptado de Bewley and Black,

1982).

Fase Il

En esta fase se completa la germinacion, lo cual se manifiesta con un segundo

aumento en el consumo de oxigeno (asociado con la protrusién de la radicula), la



radicula crece hasta convertirse en ia raiz primaria y el epicotilo da origen al fallo y

las primeras hojas.

1.2 ENVEJECIMIENTO.

1.2.1 Definicion.

El envejecirniento es un proceso natural que ocurre a todo organismo vivo y, por lo
general, se facilita cuando los organismos se encuentran bajo algdn estrés (Ching
y Schooicraft, 1868). Comprende una serie de eventos pasives o no reguiados
provocados principalmente por factores extgenos; es una degeneracién cronica
consecuencia de [esiones acumuladas con el tiempo. El envejecimiento no
necesariamente causa la muerte pero si disminuye la resistencia de los
organismos al estrés, lo que incrementa la probabilidad de que mueran. En
cltalquier caso, la principal caracteristica de la muerte celular sea cual fuere su
causa, es la inhabilidad de las células para mantener la homeostasis, tal como se

ve en las semillas envejecidas (Noodén, 1988). Este es un fendmeno fisiolégico

Para las semillas, el envejecimiento implica una serie de cambios degenerativos
irreversibles en su calidad (como alimento y/o para ser cultivadas) después de que
han madurado por completo; durante el aimacenamiento, las semillas mantienen
su viabilidad durante algtn tiempo, antes de entrar a un pericdo de rapido
decaimiento en el cual se manifiestan desde disminucién del vigor hasta perdida

de |z viabilidad (Abdul y Anderson, 1972).



1.2.2 Sensibilidad al Envejecimiento.

Dependiendo de las condiciones de humedad relativa (HR) y temperatura (T) que
predominen, ciertas zonas geograficas resultan mas favorables para mantener la
viabilidad de las semillas que ofras; sin embargo, sin importar el ambiente, la
velocidad con que se deterioran las semillas varia enire especies, variedades y
cultivares pues la sensibilidad al envejecimiento que presenta cada una depende

de miiltiples factores (Priestley ef af., 1985).

No existe duda en cuanto a gue la informacion genética de las semillas es fa que
determina cuan longevas o sensibles a envejecer pueden ser; sin embargo, 1as
condicicnes ambientales predominantes al momentc en que se desarrollan, asi
como aquellas a las que se ven sometidas durante su cosecha y almacenamiento,

pueden ampflificar las diferencias entre especies, variedades o cultivares.

Los cambios ambientales durante la maduracidén y antes de la cosecha de las
semillas influyen en la formacidn y deposicidn de las reservas (Smith y Berjak,
1995), mientras que la velocidad con que envejecen generalmente se incrementa
cuando aumentan su contenide de humedad ylo temperatura durante el
almacenamiento (Harman y Maftick, 1878). A este respecto, Harrington {1972)
postulé que la vida en almacén de las semillas se reduce a la mitad por cada

aumento de 5°C o cada 1% de HR que se incremente en el almacenamiento;



ademas, concluyd que cuando ambos parametros se unen resultan aditivos y, por

io tanto, el detericro se exacerba (Smith y Berjak, 1995).

1.2.3 Caracteristicas del Envejecimiento de Semillas.

Sabemos que la viabilidad y el vigor de las semilias dependen de la infegridad de
las macromcléculas v la compartamentalizacion ordenada de los organelos. En
una semilia aimacenada, la glteracién de estos elementos estructuraies y
funcionales progresa irreversiblemente como consecuencia de diversas
reacciones quimicas y fisicoquimicas; por lo tanto, podemos decir que el
envejecimiento implica una tendencia al desorden celular. Mecanismos de
defensa innatos a la semilia pueden limitar la velocidad con que esto ocurre, pero
en las semillas secas, donde el metabolismo es casi nulo y, por ende, los
sistemas de reparacion no estan activos, el nivel de desorganizacién debe ser
elevada. Asi, el deterioro de una semilla seca puede llegar a un punto tal que los
procesos de reparacién normalmente activados durante la imbibicidn resuiten

incapaces de reorganizar las células y evitar su muerte (Priestley, 1986).

Las manifestaciones fisiologicas del envejecimiento de las semillas incluyen
cambios de color, germinacion lenta o retrasada (indicative de la disminucion del
vigor), baja tolerancia al estrés ambiental durante la germinacién o el
almacenamiento, disminucién de la viabilidad, etc. {Abdul y Anderson, 1972}).
Aparte, se identifican diversos eventos bioguimicos como: alteraciones en el ADN

y aberraciones cromosomicas, modificaciones en la sintesis de ARN y protelnas



(estructurales y cataliticas), alteraciones en la composicidon de las reservas,
modificacion de la aclividad mitocondrial, dafios membranales, etec. (Smith y
Berjak, 1995).
*e

Por lo que respecta a las alteraciones en la composicién de las reservas, se tiene
evidencia de que en las semillas oleaginosas vy los cereales la acidez aumenta
como consecuencia del envejecimiento. Se piensa que esto es reflejo de la
constante produccic’;n de acidos grasos libres por actividad lipolitica, hidrolisis de
fitina y protedlisis dentro de las semillas secas. También hay estudios que
sugieran que el envejecimiento puede provocar enfrecruzamiento de proteinas,
que aunado a la actividad profeotitica puede ser factor importante en el dafic a
diversas enzimas; por lo tanto, no es extralo que haya evidencias que
correlacionen la pérdida de viabilidad con una disminucidn en actividad enzimatica

(Smith y Berjak, 1995).

Wilson v Mc Donald (1988) sugieren que durante el almacenamientc de las
semillas se da un constante flujo de especies reactivas de oxigeno (ERQO) como
producto de la peroxidacién de los lipidos tanto membranales como de reserva,
las cuales pueden dafiar moléculas como proteinas, acidos nucleicos, etc. Asi
mismo, puede ccurrir dafio adicional durante la imbibicion, donde se facilitan las

reacciones mediadas por ERO (Smith v Berjak, 1995).
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1.3 ESTRES OXIDATIVO.

1.3.1 Especies Reactivas de Oxigeno.

E! 21% de la atmdsfera terrestre esta formado por oxigeno. Este existe en
diferentes formas en la naturaleza: ozono (Q3), oxigeno atdmico o meoncoxigena
{Q) y -el mas abundante- oxigenc molecular o dioxigeno (O,); Hendry, 1993.

El oxigeno molecular -como tal- es poco reactivo, pero dependiendo de su
configuracion electrénica y el estado iénico que adopte, puede formar especies
altamente reactivas como radicales libres y otros derivados, a los que suele

denominarse en conjunto especies reactivas de oxigeno o ERO.

Las ERO son intermediarios reducidos de O formados, entre otros procesos,
durante el metabolisme aerobio que transforma el oxigeno en agua (Figura 3);
estan presentes como subproductos de la fosforilacion oxidativa (Gidrol y Lin,
1984), pues se sabe que las cadenas transportadoras de electrones pierden un
pequefio porcentaje de dichos electrones en reacciones colaterailes dando lugar a
éstas ERO (Smith y Berjak, 1995). Las ERO mas importantes incluyen al radical
superdxido (-O;), al perdxido de hidrdgeno (H205), al radical hidroxilo (-OH) y al
oxigeno singulete (‘Oz). Todas estas especies son citotdxicas y reaccionan de

diversas maneras con {0s componentes celulares. E! H,0, y el -0z .en presencia

de Fe %', pueden reaccionar entre si para formar -OH, el cual es uno de los

oxidantes mas agresivos que se conoce pues ataca répida e indiscriminadamente
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cualquier macromolécula dafiando severamente a las células, provocando en ellas
disfunciones irreparables que las conducen finalmente a ta muerte (Scandalios,

1993),

DT 0, v 100 o,

(otros cetalizadares tambign)

+ 1

+ 18

0 Oy

2 HED
+ 18"
+2H"
£FH {:H 2 OH
+2H"
+ 28
Ruptura
H‘::') (-j:H 20OH homolitica H:O' (:)'H H2 Dz '
- Fedt y otros

catalizadores “

Figura 3. Vias de reduccion del oxfgeno molecular a agua que pueden dar origen a diversas

especies reactivas de oxigeno (Adaptado de Scandalios, 1983).
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Las ERO se forman en cantidades significativas en diversos compartimentos y
organelos celulares como se puede apreciar en la Tabla 1 (Scandalios, 1993). Por
otro lado, su vida media es inversamente proporcional a su reactividad como se

aprecia en la Tabla 2 (Reiter, 1995).

Tablz 1. Ongen y compartamentatizacion de las ERO. {Adaptada de Scandalios, 1893).

Localizacion subcelular. Tipo de ERO. Origen de las ERO,
05 Fotosisterna |l
Cloroplasto H.0, Enzimatico
. . -0, Cadena respiratoria
Mitocondria H, (2)2 Enzimatico
. ‘Qy s
Citoplasma 2 Enzimatico
P H.0.

Glioxisomas y

B-oxidacién
peroxisomas

Hz0, fotorrespiracion

Tabla 2. Tiempo de vida media de los oxirradicales a 37°C (Adaptata de Reiter, 1995).

ERO Simbolo t¥z a 37°C {seg)
Oxigenoc molecular Oz > 10°
Radical Peroxilo ROO- 1% 107
Radical Alcoxi RO- 1x10°
Oxigeno singulete 0, 1x10%
Radical Superéxido 0; 1x10°
Radical Hidroxiio -OH 1x10°

t¥2 = tiempo de vida media.
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Se ha visio que en las semiflas, la produccion de ERO puede aumentar bajo
ciertas condiciones ambientales o de almacenamiento; cuando la produccién de
estas especies supera la capacidad celular de eliminarlas, los organismos sufren
fo que se denomina estrés oxidativo v, en caso de que éste sea muy severo, las

funciones vitales de la célula se veran dafiadas (Harman y Mattick, 19786; Gidrol y

Lin,1994).
1.3.2 ERQ y Envejecimiento.

Harman (1956) present6 una hipdtesis para explicar el envejecimiento en sistemas
bioldgicos; sugirid que existe una causa fundamental del envejecimiento, que se
ve modificada por factores genéticos y ambientales, y que invoiucra un dafo al
azar mediado por reacciones entre las ERO formadas durante el metabolismo
aerohio. Este autor planted también que el envejecimiento es consecuencia del
atague de las ERQ sobre los componentes celulares y, posteriormente, enconird
que la peroxidacion de lipidos in vivo es una de las principales fuentes de
formacion de ERQ en las células {(Harman, 19856 en: Wilson y Mc Donald, 1986).

Priestley (1986), después de examinar la relacién entre la longevidad y los
componenies de las semillas (lipidos, proteinas y almidén) notd en las semillas
una mayor suceptibilidad a envejecer cuando éstas eran ricas en lipidos. Tecrias
més recientes sobre el envejecimiento sugieren que en presencia de Oz, los
acidos grasos insaturados pueden oxidarse espontaneamente dando lugar a

intermediarios altamente reactivos (ERQO), hidroperdxidos y otros subproductos
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(Ponguett et al., 1992), los cuales pueden danar los componentes membranales y

diversas macromoléculas (Harman y Mattick, 1978),

1.3.2.1 Peroxidacién de Lipidos.

Los acidos grasos insaturados que forman los lipidos de membrana son altamente
susceptibles a la degradacion peroxidativa y mientras mas insaturaciones posean,
mas lo son, lo cual resulta en la generacion de productos potencialmente toxicos.
La peroxidacion en las semillas secas almacenadas, aparentemente es
consecuencia de un proceso de autooxidacion de sus lipidos, al menos en buena
medida (Bewley y Black, 1982). Alternativamente, la lipooxigenasa -enzima
presente en muchas semillas secas- también es capaz de producir ERQO y por
tante de catalizar lipoperoxidacién, empleando los fosfolipidos de las membranas

como sustratos (Sung y Chiu, 1995),

El modelo de lipoperoxidaciéon en semillas se enfoca a los lipidos tanto de ia
membrana, como de reserva. Aunque por su ubicacién, los lipidos membranales
estdn mas expuesios al atague peroxidativo, en muchas especies los lipidos de

reserva son mas importantes, pues se encuentran en mayor cantidad.
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Figura 4. Peroxidacion de lipidos (lipoperoxidacion). La remocion de un atomo de hidrégeno (H-) de
un acido graso genera, al final, un peroxiradical que por i mismo puede retroalimentar la

reaccion La adicion de O, y un H- al dienc conjugado forman un hidroperoxido (Adaptado de Reiter,

1995).

La peroxidacidon de un acido graso insaturado (RH), como lo muestra la Figura 4,

se inicia con fa eliminacion de un atomo de hidrogene (H*) a un metileno (-CHz-)
adyacente a una insaturacion para originar un radical libre organico (R-). Este R*

reacciona con QO para formar un peroxirradical (ROO-) tras un rearreglo de la

cadena y, cuando éste reacciona con un (RH) vecino, se forma un hidroperdxido
(ROOH) inestable, que se degrada para formar nuevos radicales libres. Un

aspecto importante de las reacciones de autooxidacion es que son autocataliticas,
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© sea que su velocidad aumenta conforme la reaccion progresa y autosostenidas

o en cadena (Smith y Berjak, 1995; Reiter, 1995).

Las condiciones de almacenamiento son relevantes con respecto a ia induccion y
la pregresion de las reacciones de peroxidacién, pues altas temperaturas y HR
propician este tipo de reacciones. Sin embargo, el factor mas importante para que
ocurra la lipoperoxidacian es el tiempo; el almacenamiento somete a los lipidos de
las semillas a un lento pero constante atagque por O, lo que conduce a la
formacién de hidroperdxidos, acidos grasos oxigenados y ERQO que pueden
reaccionar con macromoléculas cercanas. Las semillas contienen poca agua
como para reparar el dafio, por lo fanto, en ausencia de aclividad enzimatica los
acidos grasos oxigenados se acumulan y no es sino hasta la imbibicion que los
dafcs se manifiestan. Cuando las semillas se embeben, las reacciones de
peroxidacion se detienen conforme éstas se hidratan y se reorganizan sus
membranas, ademas de que la hidroperéxido-liasa se activa y descompone los
acidos grasos oxidados presentes; sin embargo, esta reaccidn también puede
dafiar a las semillas, pues se producen mas ERO y productos secundarios toxicos
(e.g. aldehidos). Los citocromos también pueden reactivar hidroperoxidos,
catalizando nuevos ciclos de lipoperoxidacion y contribuyendo asi a la muerte de

las células (Wilson y Mc. Donald, 1986).

Los productos de la lipoperoxidacion tienen diversos efectos en las célufas:
(1) dafian el ADN e impiden la sintesis de proteinas; (2) provocan la oxidacion de

aminoécidos; (3) pueden causar entrecruzamientos entre proteinas; (4) inhiben
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diversos eventos metabolicos (e.g. respiracion); (5) inactivan enzimas, y causan

otros efectos dafiinos {Priestley, 1988).

Pese a lo anterior, las semillas poseen mecanismos de defensa innatos que
pueden limitar o detener la lipoperoxidacion, o eliminar las ERO producidas en
ellas; incluso se piensa que en cierfa medida, estos mecanismos de defensa
estan asociados con la sensibilidad que presentan cada especie, variedad y

cultivar de semilias.

1.3.3 Mecanismos de Defensa Contra el Estrés Oxidativo.

Evolutivamente los seres vivos han desarrollado numerosos mecanismos para
protegerse del estrés oxidativo. Las plantas, al igual que los animales superiores,
sintetizan, ademas de enzimas, un complemento de defensas moleculares que
incluye agentes reductores hidrofilicos y vitaminas liposolubles (Hendry, 1993).
Asi, los mecanismos en contra del estrés oxidativo quedan divididos en dos

categorias: log no enzimaticos y los enzimaticos,
1.3.3.1 Mecanismos No Enzimaticos.
Estos incluyen agentes reductores hidrofilicos como cisteina, glutation (GSH),

acido ascérbico (vitamina C), uratos, catecolaminas (epinefrina) y otros, junto con

vitaminas liposolubles entre las que enconframos tocoferoles (Vitamina E) y
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carotenos {provitamina A; Larson, 1988). Sus estructuras quimicas se ilustran en

la Figura 5.
" o

? " CI:H2 ? CH,0OH i H

G—N-CH~C-N-CH, HO-CH o e e™
GO0 CHy doo- HC” gm0 I & &=0
Hy i‘rﬁ CH, & =c A
i 1 WY
& HO—NH, b+ S
coo N
Vitaming C Acide urico
{ - cisteina Giutation (GSH) (dc1do L- ascdrhico)
CH,
OM HO
CH
HO ! MM 3
CH~CH ;—NH=CH |
@’ 7 2 CH € CH = GH,~ CH—CH ) H
H,C o CH
HO 3
CHy
Epinefrina o - tc?oferol
(vitarnina E)
CH, GH, CH, CH,

| |
CH= CH—C= CH—CH= CH~Cm CH—CH= CH~ CH= C—CH =CH—CH= C ~CH =CH

0 -~ caroteno
(provitaming A}

Figura 5. Estructura quimica de algunos antioxidantes no enzimdticos.

Aungue los agentes reductores hidrofilicos también pueden ser susceptibles a
autooxidarse y funcionar como oxidantes bajo ciertas condiciones, su papel de

antioxidantes esta bien comprobado; como tales, se propone que poseen diversos
mecanismos de accién. El acido ascorbico detoxifica directamente radicales "0z y
102, se propone que al ser un compuesto hidrofilico tiene 1a capacidad de prevenir

la lipoperoxidacion de las membranas eliminanda a las ERQ del citoplasma de las

células antes de que se pongan en contacto con aquéllas, ademas de su
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aconocida capacidad para sufrir reacciones de dismutacion con mas rapidez que
nuchos otros compuestos. La actividad .del GSH es muitifacética, pues se piensa
|lue previene la propagacion de fas reacciones de peroxidacién eliminando
adicales aiquilo o lipoxilo, ademas de que impide Ia inactivacion de las enzimas

por oxidacion de sulfhidrilos) al permitir su oxidacion {Kunert y Ederer, 1985).

a1 a-tocoferol es probablemente el antioxidante méas importante que se encuentra
ncorporado en el interior hidrofobico de las membranas celulares; éste no sélo
yrotege a fa célula detoxificando directamente las ERO, sino que puede evitar la
yropagacion de la peroxidacién al donar un electrdn a los peroxirradicales
‘ormados, rompiendo asi la secuencia de reacciones en cadena. El B-caroteno es
un pigmento exclusivo de las plantas que las protege de la toxicidad del 0,
generado por las reacciones de la fotosintesis; ademas, esta demostrado gue este
compuesto es efectivo limitando las reacciones de peroxidacion de lipidos por
gliminar hidroperdxides (Newton y Pennock, 1971); sin embargo, estos
compuestos dependen a su vez de las enzimas como la glutation peroxidasa que

extrae l0s radicales libres de la membrana y los transfiere al ascorbato.
1.3.3.2 Mecanismos Enzimaticos.
La existencia de antioxidantes enzimaticos es una de las evidencias mas fuertes

de que se producen ERQ in vivo. Representan una linea de defensa critica, pues

en su mayoria impiden que se inicien las reacciones en cadena al eliminar
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intermediarios de O» parcialmente reducidos como 'O, y H.0z. Existe evidencia

experimental que indica que la longevidad de las semillas se acorfa si se inhibe la

actividad de sus enzimas supresoras de ERO (ES-ERO; Sung y Chiu, 1995).

Estas defensas antioxidaﬁtes constan de enzimas capaces de elfiminar, neutralizar
o detoxificar ERO; ejemplos de ellas incluyen superéxido dismutasas (SCD),

catalasas (CAT), peroxidasas (POX) y otras (Winston, 1990).

1. Superdxido Dismutasas.

La superdxido dismutasa (EC 1.15.1.1; SOD) fue aislada por primera vez en 1938
a partir de sangre bovina como una proteina cuya funcion se pensaba era el
almacenar cobre. Ha recibido diferentes nombres, como eritrocupreina, indofencl-
oxidasa y fetrazolic-oxidasa. Su funcidn catalitica fue descubierta hasta 1969 por
Mc. Cord y Fridovich {(Bowler et al., 1992).

Esta enzima es ubicua dentro de las células y estd ampliamente distribuida entre

los organismos aerobios, anaerobios facuitativos y algunos anaerobios estrictos.

La SOD cataliza la dismutacion de O para producir H,0,y 02 (Ec. 7).

2:Qp +2H" - H0:+0, (Ec. 1)

Todas sus isoenzimas, sin importar su origen o fuente son metaloproteinas

multiméricas altamente eficientes en la detoxificacion de ‘O, . Se conocen tres
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ipos de SOD dependiendo del metal asociado a su sitio activo: cobre y zinc
CufZn-SOD), manganeso {Mn-SOD} o fierro (Fe-SOD). Con contadas
axcepciones, las CufZn-SOD se localizan en el citosol de eucariotes y en
Hloroplastos; las Mn-SOD se encuentran en la matriz mitocondrial de organismos
sucariotes, y las Fe-SOD las podemos encontrar en algunas plantas y diversos
srocariotes. No se conocen SOD extracelulares en plantas (Bowler et af., 1992).

Las fres isoenzimas pueden diferenciarse por su sensibilidad a ser inhibidas por

sianuro (CN) y H20; {tabla 3).

Tabla 3. Sensihilidad al cianuro y al perdxido de hidrogeno de las diferentes isoenzimas de SOD.

Isoenzima inhibicién
CN H.0;
Cu/Zn-80D + +
Fe-S0D - +
Mn-S0D - -

{+}Sensible, {-)No sensible.

Estructuraimente, se sabe que las Cuw/Zn-80D y la mayoria de las Mn-80OD y Fe-
SOD de procariotes son dimeros, mientras que las Mn-SOD mitocondriales y de
algunas bacterias termofilicas son tetraméricas. Su mecanismo de catalisis
emplea la reduccién-oxidacién alternada del metal asociado a su sitio activo

{Scandalios, 1993).

La accidén combinada de SOD y CAT evita la formacién de radicales -OH y aunque

no se conocen detoxificadores directos de 'O, y "OH, se piensa que la SOD

puede hacerlo al reaccionar quimicamente con ellos.
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2. Peroxidasas.

El términc peroxidasa (POX) incluye a un grupo de enzimas especificas como
NAD-POX, NADP-POX, citocromo-POX, GSH-POX, etc., ademas de un conjunto
de enzimas no tan especificas que se denominan simplemente POX {donador:
H20-éxido reductasa, EC 1.11.1.7; Pitter, 1974).

Se sabe que estas enzimas estan presentes tanto en procariotes como en
eucariotes y, que en su mayoria, se trata de hemoproteinas que emplean HxC;
para oxidar diversos sustratos organicos e inorganicos. Enfre los compuestos
organicos que pueden oxidar se encuentran fencles, aminas aromaticas,
hidroguinonas y derivados de bencidina como: o-cresel, o-toluidina, guaiacol,

pirogalol, p-feniléndiamina, etc. (Putter, 1974),

Aungue la reaccidn tipica que catalizan es la transferencia de un proton del
donador (AH2) al H,0; para reducirlo a H:0 (Ec. 2), se tiene evidencia de algunas

POX actuando como oxidasas (Ec. 3} y meno-oxigenasas (Ec. 4).

H.00+ AH» a4 2H20 +A (Ec. 2)
AH, + Oy - A+ H0, (Ec. 3)
8-H + 02+ NADPH - S-OH +NADP" + OH {Ec. 4)

En las reacciones clasicas de POX la especificidad por el donador de hidrogenos
es muy baja, mientras que la especificidad por el H,O; es muche mayor,

aparentemente, aparte del H;03, s6lo compuestos que posean el grupo —~O-0H
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omo los hidroperdxidos organicos (ROOH), pueden actuar como aceptores

Sitter, 1974).

lependiendo de sus funciones, se conocen dos grupos de peroxidasas vegetales:

) POX que participan en la lignificacion y entrecruzamiento de los polimeros de
la pared celular, en la degradacion del acido indolacético (1AA), en la
biosintesis de etileno, en la defensa contra agentes patdgenos y en el
restablecimiento después de sufrir heridas. Todas estas isoenzimas emplean
al guaiacol como donador de electrones in vitro y se sabe que los productos de
las reacciones que llevan a cabo tienen una funcion fisiologica dentro de las
célutas (Prasad ef al., 1995).

) POX que emplean glutatién, citocromo ¢ o nucleétidos de piridina © ascorbato
come denadores de electrones in vivo y cuya funcién dentro de la célula es

detoxificar H,O (Prasad ef al., 1995).

\mhos grupos son diferentes en términos de su estructura molecular, localizacion
lentro de la célula y funcion. Por ejemplo, las ascorbato-POX no estan
licosiladas y se encuentran en cloroplastos y citoplasma, mientras que las
juaiacol-POX son glicoproteinas y se localizan en citoplasma, vacuolas, pared
elular y espacio extracelular, Recientemente, se demostré la presencia de dos
*0OX en mitocondrias de maiz, una que emplea guaiacol y otra que emplea
itocromo ¢ como donadores de electrones respectivamente; a diferencia de otras
20X, la guaiacol-POX mitocondrial no esta glicosilada. Puesto que durante la

jerminacion la mitocondria genera estrés oxidativo, se ha sugerido que el papel
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intracelular de estas enzimas sea la defensa contra el estrés oxidativo por

detoxificacién de H,O, (Prasad ef al., 1995).

3. Catalasas.

La catalasa (H;C.-6xido reductasa, EC 1.11.1.6; CAT) es una hemoproteina
tetramérica que fue aislada y cristalizada por primera vez de tejido hepéatico por
Sumner y Pounce (1937). Esta enzima esta presente dentro de los peroxisomas
de cualquier célula que posea un sistema de citocromos. Con muy contadas
excepciones solo las bacterias anaerobias estrictas carecen de elfla y aunque esta
presente en las plantas, su concentracion en ellas es muy pequena, razén por la
cual se aisla principalmente de tefidos animales y cultivos bacterianos (Aebi,

1974).

Esta enzima tiene un PM de 225 000 a 251 000 daltones (dependiendo de que
sistema se trate), y es sensible a O3y -0, . Es inhibida por *Q,, pues éste es lo
suficientemente pequefio como para tener acceso a los grupos hemo, cambiando

el estado Redox de la enzima a una forma inactiva denominada ferroxi-CAT (Kono

y Fridovich, 1982).

La CAT cataliza la descomposicion de perdxidos (HaO, y ROOH) funcionando ya

sea como peroxidasa en presencia de donadores de protones (Ec. §) o
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HIPOTESIS.

La diferente sensibilidad al envejecimienio que muestran las semillas de diversas
especies esta asociada a la eficiencia con que inactivan las especies reactivas de
oxigeno, por lo que, la actividad de las enzimas supresoras de éstas sera mayor

en las especies de semillas menos sensibles al envejecimiento.
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OBJETIVOS.

Objetivo General.

Determinar la actividad de las enzimas supresoras de especies reactivas de
oxigeno SOD, POX y CAT en fres especies de semillas que presentan diferente

sensibilidad al envejecimiento: maiz, chicharo v frijol soya.

Objetivos Particulares.

Verificar la sensibilidad al envejecimiento de las semillas bajo condiciones de

almacenamiento suboptimo.

¢ Determinar los efectos del almacenamiento suboptimo sobre la viabilidad y el
vigor de ias semillas.

+  Medir las actividades enzimaticas de S0OD, POX y CAT tanto en semillas como
en plantulas a diferentes tiempos de almacenamiento.

» Determinar los efectos del almacenamiento subdptimo sobre la actividad de las

enzimas supresoras de especies reactivas de oxigeno.



MATERIAL Y METODOS.

2.1 Miateriai Biologico.

Los experimentos se llevaron a cabo con semillas de maiz (Zea mays, hibrido
HS1), chicharo (Pisum sativum, var. Perfeccion) y frijol soya (Glycine max, var.

Cajeme), las cuales se almacenaron a 4°C con silica gel como agente desecante.
2.2 Envejecimiento Acelerado.

Las semillas se sometieron a un proceso de envejecimiento acelerado
almacenandolas, durante diferentes periodos (entre 2 y 10 semanas), en cajas de
plastico herméticamente selladas bajo condiciones subdptimas de humedad
relativa (HR) y temperatura (75 % y 30 °C, respectivamente); el 75 % de HR se
obtuvo introduciendo una solucion saturada de cloruro de sodio (39.2 g NaCl en
100 mL de agua) en las cajas. Las semillas fueron previamente tratadas con

capian para evitar la infeccidn por hongos.
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2.3 Germinacién y Viabilidad.

_os ensayos de germinacion se llevaron a cabo a 30°C en la oscuridad, utilizando
tanto semillas almacenadas como no almacenadas {controles). En ambos casos,
se tomaron cinco muestras de quince semillas cada una, se colocaron entre dos
loalias de papel himedas, se enrollaron vy se envolvieron con bolsas de plastico
color negro para evitar |a entrada de luz. La germinacién se monitored diariamente
durante siete dias, considerando una semilla germinada cuando la longitud de su
radicula alcanzaba los 2 mm. La viabilidad se estimé tomando en cuenta el

porcentaje maxima de germinacion alcanzado al cabo de los siete dias.

2.4 Vigor,

Para establecer el vigor de las semillas, se emplearon [as mismas muestras de los
ensayos de germinacion y viabilidad, tomandose en cuenta el tiempo en que el
50% de las semillas en cada muestra habia germinado (TGsg), sin importar la
viabilidad obtenida; y la longitud maxima alcanzada por las radiculas a los tres
dias después de iniciade el ensayo de germinacién. En ambos casos, las

plantulas se midieron manualmente con una escala métrica.
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2.5 Obtencién de los Extractos Enzimaticos.

Los ensayos de actividad enzimatica se realizaron en embriones y en plantulas
obtenidos por diseccion manual. Las plantulas se colectaron 3511 h. después de

que las curvas de germinacion, tanto de los controles como de los materiales

almacenados, habian alcanzado su meseta o0 maximo.

Los extractos enzimaticos, se obtuvieron de embriones de maiz, ejes embrionarios
de chicharo, ejes de frijol soya, y de la radicula y coledptilo de plantulas. Se tomé
diferente namerc de embriones para preparar los extractos de cada una de las
especies: 30 embriones de maiz y frijol soya y 50 embriones de chicharo; en el
caso de las plantulas, el nimerc de individuos empleados para los exiractos

dependid de la viabilidad alcanzada al momento de colectar las muestras.

Las muestras se mantuvieron en refrigeracion (a 4°C los embriones {secos] v a
-70°C las plantulas) hasta el momento en que se prepararon los extractos (ne mas
de 48h. después de obtenidas), para lo cual se congel6 el tejido con nitrégeno
liquido y se triturd en mortero hasta obtener una harina fina que se homogeneizo
con 4 mL por gramo de peso fresco de solucién amortiguadora 0.1 M de fosfatos,
pH 7.8, con 0.1 mM EDTA. Cuando el peso del tejido fue menar de 0.5 g se
emplearon 2 mL de solucién amortiguadora. El extracto se centrifugé a 3000
r.p.m. (en una cenfrifuga Beckman GPR) durante 10 min a 4°C; se desechd la

pastilla y el sobrenadante se volvié a centrifugar bajo las mismas condiciones. El
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xtracto obtenido se congeld y se almacend a -70°C hasta llevar @ cabo los

nsayos de actividad enzimatica; este tiempo nunca excedié de 24 h.

2.6 Ensayos de Actividad Enzimatica.

as actividades de las ES-ERQO se determinaron a diferentes periodos de
dmacenamiento subdptimo, los cuales se escogieron cuidande de abarcar toda 1a
urva de sobrevivencia estudiada. Asi, para el caso de maiz y chicharo, se
ligieron 0, 4 y 7 semanas de almacenamiento, mientras que para el frijol soya se
omaron las semanas 0,'2, 3 y 4 respectivamente; todos los experimentos se

licieron en cinco preparaciones diferentes y cada determinacion por triplicado.

) Peroxidasa (Chance y Maehly, 1955).

=l medio de reaccion contenia 500 ul de solucién amortiguadora de fosfatos 50
mM (pH 6.7), 200 pl de guayacol 10 mM (donador de hidrogeno), 200 ul de
peréxido de hidrogeno (H:O2) 10 mM y 100 pb del extracto a ensayar, lo que
corresponde a un volumen final de reaccién de 1 mL. La actividad se determind

espectrofotométricamente por la formacidn de tetraguayacol, registrando los

cambios de absorbencia a 470 nm durante 5 min a intervalos de 15 seqg. Se
reporta referido al nimero de individuos muestreados (ind™") como:pmol HQ: -

min™* - ind™
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b) Superdxido dismutasa (Misra y Fridovich, 1972).

El medio de reaccion constaba de 650 ul de solucidn amortiguadora de
carbonatos 50 mM (pH 10.2), 200 pl de EDTA 0.5 mM, 100 pL de extracto y 50
ub de epinefiina 10 mg/mL (disuelta en HC! 10 mM, pH 2) para iniciar la reaccion.
El pH de la reaccion no cambio significativamente con la adicion de la epinefrina
{Misra y Fridovich, 1972). La aclividad se determind espectrofolometricamente
registrando la proteccion ejercida por el extracto sobre la autooxidacion de ia
epinefrina (o formacién del adrenocromo) por las variaciones de absorbencia a
480 nm durante 3 min a intervalos de 10 seg, tomando en cuenta Unicamente las
lecturas posteriores a la fase fag (que tiene una duracion de 2 a 3 min) y
anteriores a la pérdida de color del adrenocromo. Se reporta coma: umol

adrenocromo -+ min™ - ind™.

¢} Catalasa (Beers y Sizer, 1952).

El medio de reaccion se componia de 700 pL de solucién amortiguadora de
fosfatos 50 mM (pH 7.0), 200 pl de Hy0» 50 mM y 100 pl de extracto. La
actividad se midid como desaparicibn de H0z, registrando el cambio de
absorbencia a 240 nm durante 3 min, a intervalos de 20 seg y en celdas de

cuarzo. Se reporta como: umol HzO; - min™ - ind™.



RESULTADOS.

3.1 Viabilidad, Velocidad de Germinacidn y Vigor de las Semiilas Control.

En ia figura 6 se muestra la cinética de germinacion de las semillas contro! de maiz,
chicharo y frijol soya. Se observa que el maiz y el frijol soya presentan
comportarnientos muy similares: ambas alcanzan su maximo de germinacién a las 40
horas con viabilidades de 99 y 96 % respectivamente, niientras que el chicharo
presenta una germinacidon mas lenta, alcanzando su maxime a las 60 horas, con una
viabilidad del 91 %. A partir de estos valores, se calcularon la viabilidad (porcentaje
maximo de germinacion) y el TGs, (tiempo al cual el 50 % de las semillas germina)
para cada lote de semillas. Adicionalmente, se empleé la longitud radicular como

indicador del vigor de las semillas.

Las cinéticas de germinacién de las tres especies de semillas fueron diferentes. Esto
se reflejo en el TGse (Tabla 4); los parametros fueron similares para los lotes de maiz

y frijot soya, pero el chicharo presentd un TGsp mayor que las otras dos especies.
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Germinacioén

Tiempo (h)

Figura 6. Cinéticas de germinacién de las semillas control: (-m-) malz, {-®-) chicharo y (-A-) frijol
soya. Los resultados son el promedio de S experimentos.

Tabla 4. Tiempo para alcanzar e 50% de germinacion (TGs,). Semillas control de maiz, chicharo y
frijol soya,

ESPECIE TGso (h)
Maiz 206

Chicharo 41.5

Frijol soya 26.9

Los resultados son el promedio de 5 experimentos.

En lo que respecta al desarrollo radicular de las semillas germinadas, a los 3 dias de

germinacion (Tabla 5), se cbservd que fue mayer en el frijol soya y et maiz que en el



35

chicharo, 1o que concuerda con un mayor tiempo de germinacién para esta Gltima
aspecie.

Tabla 5. Longitud de la radicula en semillas control de maiz, chicharo y frijot soya

ESPECIE Longitud radicular (cm)®
Maiz 7.04 £ 065

Chicharo 1.65 £0.07

Frijol soya 567 £0.37

Los resultados son el promedio de 5 experimentos.
* Medida a los tres dias de germinacion.

3.2 Actividad de Ias ES-ERO en Semillas y Plantulas Control.

Para determinar la capacidad de los sistemas detoxificadores de Qz*” y de H;0O; en

semillas y plantulas control, se cuantificaron las actividades de SOD, POX y CAT. En
todos los casos, las actividades de las enzimas por individuo fueron mayores en las

plantulas que en las semillas (Tabla 6).

Tabla 6. Actividad de tas enzimas superbxido dismutasa (SOD), peroxidasa (POX) y catalasa (CAT)
en semillas y plantulas control,

SOD POX CAT
=CIE {umol a min " ind ) (emol H,0, min ' ind ™) {pmol M0, min ~'ind ™)
s p s p s p
iz 0.66+009 224021 111:004 116320M 0.08 £ 0.006 0.45 + 0.007

haro  0.07+0003 5344047 002£0001 4651+183 ggo2+000002 0030002

Soya 0.1410.008 1.37£0.18 010+ 0.005 6.96+0.15 0.0022+0,00008 0.02+0.0002

a= adrenocromo; ind = individuo (semilla o plantula); s = semillas; p = plantulas.
Los resultados son el promedio de 5 experimentos.



36

En las semillas de maiz, las actividades de todas las enzimas fueron mayores que en
las otras dos especies, siendo el chicharo el que presenta las actividades
enzimaticas mas bajas. En las plantulas, las actividades de SOD y POX fueron
mayores en el chicharo, seguidas por el maiz y ef frijol soya. Ademas, 1a CAT es la
enzima que presenta la-actividad mas baja de las tres ES-ERO ensayadas y su

mayor valor se encontré en las plantulas de maiz, mientras que la menor se encontrd

en el frijol soya.

Al comparar las acfividades de las ES-ERO en las plantulas con respecio a las
semillas, se encontrd que las enzimas incrementaron su actividad durante la
germinacion. Se observd que SOD aumentd 3 veces en maiz, 75 en chicharo y 10 en
frijol soya; POX 10, 1800 v 69 veces, respectivamente y CAT 6, 14 y 8 veces en las

mismas semillas.

3.3 Sensibilidad al Envejecimiento de las Semillas de Maiz, Chicharo y Frijol

Soya.

La sensibilidad al envejecimiento de las tres especies se determing observando los
efectos producidos por el almacenamiento subdptimo (75 % HR y 30 °C) sobre la

viabilidad, el TGsq ¥ la elongacion radicular de las semillas de cada lote.
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En las curvas de supervivencia (Figura 7), se observa que cada especie disminuye
su viabilidad con diferente velocidad, siéndo el frijol soya quien la pierde con mayor
rapidez, ya que después de 4 semanas su viabilidad cae al 68 %; aunque este
parece un porcentaje de viabilidad elevado. su longitud radicular disminuye un 70% vy
su TGsp aumenta un 95 % con respecto &l control. Aungue, a las 4 semanas la
viabilidad del chicharo y el maiz permanece sin cambiocs, a las 7 semanas de
almacenamiento la viabilidad del chicharo disminuye a 55 %, mientras que la del

maiz se conseiva por encima del 90 % adn después de la 10% semana.
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Figura 7. Cinética de supervivencia de las semillas de {(-B-) malz, (-8-) chicharo y (-A-) frijol soya. Los
resultados son el promedio de 5 experimentos.
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El almacenamiento subdptimo también afecté al resto de los parametros
examinados. En la Tabla 7 se observa que el TGy de las tres especies se
incrementa con &l almacenamiento. El maiz suftid incrementos en el TGy & 28 % en
la 72 semanay, a la 10® semana, se incrementé al 75 % del valor control. En cuanto
al chicharo, €l TGsp se increments 23 % en la 4% semana y 174 % a la 7% semana con
respecto al control (a este tiempo, la viabilidad era del 54 %) por Gltimo, el TGso del
frijol soya aumentd gradualmenie de 4 a 20 % entre la 22 y 3% semana, para

incrementarse hasta el 98 % en la 4® semana.

Tabla 7. incremento del TGsp en semillas deterioradas.

" TIEMPO DE ALMACENAMIENTO (semanas)

ESPECIE 0 2 3 4 7 10
TGso (h)
Maiz 296 ND ND 276 37.9 51.9
©0%)  (280%)  (75.3%)
Chicharo 41.5 ND ND 50.9 113.7 ND
226%)  (174%)
Frijol soya 26.9 27.9 323 528 NE ND

{3.7%) (20.1%} (95.5%)
Los nimeros entre paréntesis expresan el valor como porcentaje de aumento del TGs, respecto al
control. ND = no determinado. Los resultados son el promedio de § experimentos.

En lo concemiente a la elongacion radicular (Tabla 8), se observa un menor
crecimiento; el tamafio de las radiculas de maiz a las 4 semanas es 13 % menos que
el del control y 77 % menor en la 102 semana. Mientras que las semillas de chicharo
presentan una elongacion radicular de 29 a 70 % menos {(con respecto al control)

entre las semanas 4 y 7 y s& mantienen asi, hasta la 10* semana de
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macenamiento. El frijol soya la elongacidn es 31 % menos (con respecto al control)

1 la 2% semanay en la 4% 55 % menos.

bla 8. Efecto delalmacenamiento subéptimo en la elongacién radicular

TIEMPO DE ALMACENAMIENTO (semanas)

ESPECIE 4] 2 3 4 7 10
Longitud {em)?
Maiz 7.04 ND ND 6.11 364 1.6
(13.2%)  (48.3%)  (77.4%)
Chicharo 1.65 ND ND 1.17 047 0.5
@9.1%)  (715%)  (69.7%)
Frijol soya 5867 3.9 378 . 256 ND ND
(31%) (33.3%)  (54.8%)

5 numeros entre paréntesis expresan el valor como porcentaje de disminucion de la elongacion
dicular con respecto al control, ® Medida a los tres dias de germinacién. ND = no determinado. Los
sultados son el promedio de 5 experimentos.

4 Efecto del Almacenamiento Subdptimo en los Niveles de ES-ERO de fas

emillas de Maiz, Chicharo y Frijol Soya.

n las semillas de las tres especies, la actividad de SOD disminuyd con el
Imacenamiento (Figura 8). En el maiz (panel A) la actividad disminuye un 24 % a las
semanas para, finalmente, en la 72 semana caer hasta 70 %. En el chicharo (panei
), la actividad inicial fue 9 veces menaor que en el maiz y el almacenamiento
ubaptimo produjo una disminucién en la actividad enzimatica de SOD de un 24 % a
s 4 semanas mientr.as que, en la 72 semana esta disminﬁcién flegd a ser del 54 %.
n el frijol soya (pane! C) la actividad disminuye 18 % en 2 semanas Yy,

osteriormente, baja un 24 y 42 % en la 3* y 4® semanas, respectivamente.
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de (-M-) maiz, (--) chicharo y {-A-) frijol soya, Los resultados son &l promedio de § experimentos.
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Por otro lado, se observd que la actividad de POX en las semillas fambién disminuye
por efecto del almacenamientoe subdptimo. Tal como o muestra la Figura 9, la
actividad de la enzima en el maiz {panel A) baja de 23 a 36 % en la 42 y 72 semanas,
mientras que en el chicharo (panel B) las variaciones fueron de 33 y 96 %.
Finalmente, en las semillas de frijol soya (panel C), la actividad disminuy6 33, 51y 87

% en 2, 3 y 4 semanas, respectivamente.

Finalmente, la actividad de CAT presentd la misma tendencia que las otras dos
enzimas. Como se muestra en la Figura 10, las actividades de CAT encontradas en
las semillas de maiz fueron en todo momento mayores a las observadas en las otras
dos especies. Asi, en el maiz (panel A) se observaron disminuciones de la actividad
de 64 a 75 % respecto al control, mientras que en el chicharo (panel B) las
variaciones fueron del & al 78 %; por Gltimo, en las semillas de frijol soya (panel C} se
registraron variaciones de 8, 36 y 68 %, respectivamente. Se observd que en frijol
soya las actividades de las tres enzimas son en todo momento mayores que las

observadas en chicharo.

Por tanto, como se muestra en las Figuras 9, 10 y 11, las actividades de las tres
enzimas determinadas en las semillas de maiz fueron en todo momento mayores a
tas observadas en las ofras dos especies. También, se observd gue en el frijol soya
las actividades las mismas tres enzimas son en todo rﬁomento mayores que las

observadas en chicharo.
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Figura 10. Efecto de! almacenamiento subéptime sobre la actividad enzimética de CAT en las semillas
de {-m-) maiz, (-®-) chicharo y (-A-) frjo! soya. Los resultados son el promedio de 5 experimentos.
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3.5 Aumento de la actividad enzimatica de las ES-ERO en las Plantulas de las

Semillas Almacenadas.

Las actividades de las ES-ERO de as tres especies ensayadas fueron mayores en
las plantulas que en las semillas, al igual que lo encontrado en los controles (Tabla
8). Al transcurrir el tiempo en almacenamiento subdptimo, se encontré que las curvas
de actividad de las ES-ERO en las plantulas, al igual que en las semillas,

presentaron una tendencia a disminuir.

La Figura 11 muestra las actividades de SOD de las plantulas de chicharo, maiz y
frijol soya. A diferencia de lo observado en las semillas secas, se encontrd que las
plantulas de chicharo presentarcn ia mayor actividad de esta enzima que las demas,

mientras que las de frijol soya presentaron la menor.

Como se aprecia en la figura, las variaciones de la actividad de SOD en las plantulas
de maiz (panel A} fueron del 40 al 52 % respecto al control en el tiempo de
almacenamiente considerado. En las plantulas de chicharo (pane! B) a su vez, la
disminucién fue de 18 y 49 %, mientras que en las de frijol soya (panel C), la

actividad disminuy¢ 32, 62 y 84 % en 2, 3 y 4 semanas de almacenamiento.
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Figura 11. Efecto del almacenamiento subéptimo sobre la actividad enzimatica de SOD en las
plantulas de (-m-) malz, (-®-} chicharo y (-A-) frijol soya. Los resultados son el promedio de 5
experimentos.
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En cuanto a la actividad enzimatica de POX en las plantulas (Figura 12), se encontrd
que en las plantulas de chicharo (panel B) fue 4 veces mayor que en las plantulas de

maiz (panel A) y 7 veces mayor que en las de frijol soya (panel C).

Seglin lo muestra la figura, la actividad de POX en las plantulas de chicharo
disminuyé entre el 40 a 46 % con respecto al control en el periodo comprendido de [a
4% a la 7% semana de almacenamiento subdptimo. Por su parte, la actividad de la
enzima en ias, plantulas de maiz disminuyd 20 y 41 % en el mismo tiempo, mientras

que en las de frijol soya varia 14, 31y 51 % durante el almacenamiento.

Asimismo, se observd gue la actividad de CAT en ias plantulas de maiz {Figura 13)
siempre resultd ser mayor que en las olras dos especies y que la actividad
enzimatica en las plantulas de las tres especies disminuye con el almacenamiento

subdptimo de |las semillas.

Se observa que la actividad de CAT en las plantulas de maiz {panel A} disminuye 29
y 50 % respecto al control, mientras que en las plantulas de chicharo (panel B) baja
del 18 al 31 %. Asimismo, en las plantulas de frijol soya {panel C), cuya actividad de
CAT es la menor, se observa una disminucién del 25 al 49 y 89 % del control en el

periado de almacenamiento subdptimo ensayado.
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Figura 12. Efecto del almacenamiento subéptimo sobre la actividad enzimatica de POX en las
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inalmente, se compard la actividad de cada enzima en las semillas de cada tiempo
e almacenamiento con sus equivalentes en las plantulas. Se caleuld el nimero de
eces gque la actividad enzimética se habia incrementado en las plantulas con
especto a las semillas en cada tiempo de almacenamiento, y se obtuve el logaritmo
n base diez de estos valores. Posteriormente, los resultados fueron expresados en‘

ina grafica (Figura 14).

3e observo que la relacion de las actividades de SOD (panel A), POX (panel B) y
>AT {panel C) en las plantulas de chicharo siempre fueron mayores que en las otras
los especies, mientras que las plantulas de maiz presentaron los menores
ncrementos de actividad de SOD y POX de las tres especies. Finalmente, se
bservd que, en general, el incremento de actividad de CAT en frijo! soya fue menor

jue el de las ofras dos especies.
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son el promedio de 5 experimentos.



DISCUSION.

4.1 Viabilidad de las Semillas.

Priestiey ef al. (1985) reportaron que en condiciones optimas de almacenamiento
(4° C, 50 % HR) la sensibilidad al envejecimiento de las semillas es diferente para
cada especie; mencionan que el frijol soya tiene una longevidad en almacén de 3
a 4 afios, el maiz de 9 a 10 afios y el chicharo -la mas resistente de las tres

ensayadas en este trabajo- de 15 a 16 afios.

Por otro lado, Sung (1996) reporté que los efectos del envejecimiento acelerado
(inducido por el almacenamiento bajo condiciones extremas) sobre la viabilidad y
otros parametros que evallan el vigor de las semillas (como la Velocidad Media
de Germinacion, dada en este trabajo como TGso) son similares a los que produce
el envejecimiento natural. Segin Sung (1996) y Bailly ef al. (1996) la relacién
especie-sensibilidad se mantiene cuando el almacenamiento se ileva a cabo en
condiciones no ideales, pues de acuerdo con o reportado par Priestley (19895), la
longevidad en almacén del girasol {5 a 6 afos) es mayor a la del frijol soya y, bajo

las condiciones extremas de almacenamiento (45° C y 100 % HR) empleadas por
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ellos para envejecer las semiflas, se observa que el frijol soya pierde su viabilidad

en 6 dias, mientras el girasol alin la conserva en 50 %.

A diferencia de los trabajos citados, en el presente se decidid emplear condiciones
de almacenamiento parecidas a las prevalecientes en el Sureste de México, en
donde la temperatura promedic es de 30° C y [a humedad relativa (HR) de 75%;
estas condiciones de aimacenamiento se consideran subdptimas. Ballly ef al
(1996}, al emplear 45° C y 78 % HR, no detectaron disminucidn en el porcentaje
de germinacién de las semillas que en condiciones exiremas perdian su viabilidad
a los 7 dias. Esto coincide con los resultados obtenidos en este trabajo durante el
almacenamiento en condiciones subéptimas de las semillas de maiz, chicharo y
frijol soya, pues se encontré que se requerian semanas ¢ meses para observar
cambios en la viabilidad de las mismas. Sin embargo, los resultados muestran que
las semillas de maiz son menocs sensibles al en\;fejecimiento que las de chicharo,
mientras que ¢l frijol soya resulta ser la especie mas sensible (Figura 7, Tablas 7 y
8). Asi, los datos aqui generados, ain cuando no se realizaron bajo las mismas
condiciones que en el experimento de Bailly ef al., no apoyan la propuesta de que
la relacidén especie-sensibilidad se mantiene cuando las semillas son

almacenadas bajo condiciones suboptimas.

No obstante, existen otros factores que pueden magnificar la sensibilidad al
envejecimientoc de las semillas almacenadas, como la presencia de
microorganismos patbgenos (Saugakkara, 1988; Sung y Chiu, 1995), los cuales

aumentan la susceptibilidad de las semillas al deterioro, estableciéndose un
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sinergismo entre el estrés abidtico (almacenamiento) v el bidtico (patdgencs).
Durante el desarrollo de este trabajo, -se observd la presencia de hongos {aun
cuando se emplearon fungicidas) en las semillas germinadas de chicharo, las
cuales al contrario de las ofras dos especies empleadas en este trabajo parecen
ser muy susceptibles a contaminarse, pues no obstante que todas fueron
almacenadas bajo las mismas condiciones Unicamente las primeras presentaron

este problema.
4.2 Actividades Enzimaticas.

El descenso en la actividad enzimatica de SOD, POX y CAT en las semillas
deterioradas fue evidente y concomitante a su disminucién de viabilidad con el
almacenamiento. Experimentos como los de Sung (1996) y Bailly et al. {1996)
muestran que al mismo tiempo que las actividades enzimaticas disminuyen, la
formacidn y acumulacion de malondialdehido (MDA) y H20; se incrementan; por lo
tanto, ia disminucidn de la actividad enzimatica puede ser resujtado de la
alteracion de las enzimas inducido por las especies reactivas de oxigeno

formadas durante el envejecimiento o viceversa.

En este trabajc se observd que las especies mas y menos sensibles al
envejecimiento mantienen ia correlacidn: “mayor actividad enzimatica = menor
sensibilidad”. Aungue el chicharo parece no entrar en esta definicidn, esto podria
deberse a la composicion quimica de las semillas y/o al dafio causado por

agentes patdgenos.



De acuerdo con diversos autores, un mayor contenido de lipidos de las semillas
puede ser asociado con una mayor sensibilidad a la lipoperoxidacion. Ponquett ef
al. (1992) reportdé un contenido de acide linclénico 12.6 veces mayor en el frijol
soya que en el chicharo, mientras que Bewley y Black (1994) indicaron que hay un
mayor porcentaje de lipidos (17 %) en frijol scya que en chicharo y maiz (6 y 5 %,
respectivamente); de manera que las semillas de frijol soya deben ser mas
sensibles a la lipoperoxidacion que jas de chicharo; los datos de viabilidad
muesiran que efectivamente el frijol soya envejece con mayor rapidez que el

chicharo.

Asi, seria de esperarse que ias actividades de SOD, POX y CAT en el chicharo
fueran mayores que las encontradas en el frijol soya; los resultados muestran que
la actividad de las tres enzimas fue en todo momento mayor en las semillas de
frijol soya que en las de chicharo, probablemente debido a que su defensa contra
el estrés oxidativo no se base Unicamente en las ES-ERO, sino también en
antioxidantes no enzimaticos como los tocoferoles, de los cuales Ponquett ef al.
{1992) reportd un mayor contenido en chicharo (3309 p.p.m) que en frijol soya
{1196 p.p.m). Sin embargo, como se menciond antes, las semillas de chicharo del
lote utilizado en este trabajo son mas susceptibles de contaminarse por hongos
que las de las otras especies y, por tanto, también es probable que las semillas
control de este lote presenten cierto grado de deterioro o cambios fisioldgicos
(debido a los hongos) que puedan manifestarse como un menor nivel de las

actividades de ES-ERO con respecto a los de frijol soya.



55

4.3 Aumento de la Actividad Enzimatica en la Germinacion.

El aumento en la actividad de las enzimas durante la germinacion fue evidente
tanto en los extractos enzimaticos de las plantulas control como en los de
deterioradas. Este aumento en la actividad de las ES-ERO se ha asociado con el
incremento de las ERO (Puntarulo et.af., 1991}, ya que el H.O; producido en las
mitocondrias durante la germinacién es la principal fuente citosdlica de este
agente y, puesto que las membranas celulares son altamente permeables a él, su
concentracion citosélica podria incrementarse con un consecuente aumento de fa
actividad de POX, CAT y ofras enzimas que lo defoxifiquen. Asimismo, se ha
reportado que la induccidon de CAT durante la germinacién puede ser resultado de

la acumulacion del HxQ, generado por la actividad de SOD (Gidrol y Lin, 1884).

Cakmak et al, (1993) relacionaron el incremento en |a generacion de HpO2 durante
la imbibicién y germinacién de las semillas con un elevado consumo de Oz Ellos
concluyeron que al acelerarse el transporte mitocondrial de electrones en una
membrana lipidica daiada, la pérdida de los mismos hacia el O, se incrementa,
con |la concomitante prodiccion de Oz y Hx0z. Puntarulo ef af. {1988) reportaron

que aproximadamente entre 1y 1.5 % del O captado duranie este proceso, se

desvia hacia la formacion de ERO.

Ahora bien, en este trabajo se cbservo que, dependiendo de la especie de que se

trate, la respuesta al deterioro se manifiesta de manera diferente en las
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actividades de las ES-EROQ. Para el caso del maiz, el aumento de actividad de
SO0 y POX entre semillas y plantulas (Figurald, paneles A y B}, fue el mismo a
pesar del tiempo que fueron deterioradas las semillas; en cambio la CAT, ademas
de ser la primera enzima que aumenta su actividad ante el almacenamiento
subdptimo de las semillas (Figura14, panel C), presenta incrementos de actividad
mayores en ef tiempo de almacenamiento considerado; por elio, puede sugerirse
que las semillas de maiz dependen de esta enzima para su defensa.

El caso del chicharo es complejo, ya que los incrementos de actividad enzimatica
en las plantulas respecto de las semillas fueron diversos: a) en el caso de SOD
{Figura14, panel A), se observd un incremento mayor al del control en la 42
semana de almacenamiento y que fue el mismo para la 72 semana; b) los
incrementos de actividad de POX (Figural4, panel B) con respectc a los
observados en el control, fueron del mismo orden de magnitud en la 4 semana y
un orden de magnitud mayor que ambos en la 72 semana de almacenamiento y
c), el incremento de actividad de CAT (Figurai4, panel C) es considerablemente
mayor respecto al control en la 72 semana de almacenamiento. Aparentemente,
en esta especie las tres enzimas colaboran en conjunto para tratar de detoxificar a

la semilla.

Finalmente, en el frijol soya los incrementos en la actividad de SOD y CAT en las
plantulas respecto de las semillas (Figural4, paneles A y C) son menores
conforme avanza el tiempo de almacenamiento, comportamiento opuesto al de
POX, cuyos incrementos son cada vez mayores (Figurat4, panel B); estos hechos

probablemente indican que las semillas de frijol soya en germinacion se defienden
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lel esirés oxidativo apoyandose en la SOD. Sin embargo, se ha visto que CAT es
a pringipal enzima detoxificadora de Hz'o;z y aunque otras ES-ERO como POX y
Jlutatién-POX también lo detoxifican, su actividad puede explicar la eliminacién de
suande rmucho 35 % del H,0; total producido {(Puntarulo ef al., 1988), por lo cual,
las aclividades detectadas no cubren las necesidades de la semilia para combatir
eficientemente el estrés oxidativo causado por esta ERO. Ademas, segln los
resultados de Gidrol y Lin (1994), aunque CAT posea mayor actividad
detoxificadora de H,O, que ofras ES-ERO, en semillas de baja viabilidad ni se
induce ni se detectan elevados niveles de ella y, adicionaimente, diversas
isoformas de las peroxidasas se inhiben o se dejan de expresar impidiendo la

compensacion por la ausencia de CAT.

De 1o anterior, podemos sugerir que las semillas de maiz sufren un estrés
oxidativo por el deterioro que no las afecta en su mecanismo de defensa contra
las ERO adicionales que se producen durante la germinacion. Por el contrario, las
semillas de chicharo y las de frijol soya si sufren estrés oxidativo por efecto de!
almacenamiento subdptimo y sus efectos se observan tanto en las semillas, como
en las plantulas. Aunque el mecanismo exacto no se conoce, se piensa que dafics

a nivel membrana mitocondrial pueden ser los causantes, al menos parcialmente,
de una sobreproduccion de "Q, (Gidrol y Lin, 1994). Una vez mas, es posible qut?
el alto contenido de lipidos de las semillas de frijol soya las haga mas susceptibles
al dafio, pues al existir mayor cantidad de lipidos que puedan ser atacados es

factible que no pueda dismutarse todo el ‘O, formado, adn si fa enzima aumenta
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su actividad durante la germinacion. También, es posible que las semillas de
chicharo se defiendan mejor, ya que las tres enzimas estudiadas incrementan su
actividad durante la germinacion aparentemente colaborando en conjunio para
detoxificar a la semilla. Sin embargo, es probable que la falta de coordinacion
entre las actividades SOD y CAT en las semillas deterioradas pueda llevar a la

acumulacion de H2O, (Gidroi y Lin, 1994).



CONCLUSIONES.

Puesto que la sensibilidad al envejecimiento se manifiesta como un mayor efecto
adverso del almacenamiento sobre la viabilidad y el vigor de las semillas,
podemos afirmar que en orden creciente de sensibilidad el comportamiento de las

especies empleadas en este frabajo es: Maiz menor que Chicharo menor que

Frijol Soya.

Posiblemente, €l chicharo envejece con menor rapidez que el frijol soya porque el
primero posee una mayor cantidad de antioxidantes ne enzimaticos y menos
lipidos que el segundo, de tal forma que la defensa contra las ERO de estas

semitlas no depende Unicamente de enzimas.

Durante la germinacion, la activacion y aumento de las enzimas parece estar
asociada al incremento de las ERO tanto en plantulas control como en

deterioradas.

Los datos muestran que las semillas de maiz no presentan un cambio fisioldgico
importante después de haber sido almacenadas en condiciones subéptimas, lo

cual se refleja en una actividad estable de SOD, POX y CAT. Por el contrario, las

Eaan!

N g ™
naTa TE ‘SWE‘: WY BALE

o R 0
ﬁ '; VAT
) J e

H

et
’T-—?

‘ [P

5
i ‘j



60

semillas de chicharo v frijol soya sufren alteraciones, que se manifiestan en una
disminucion de la viabilidad en las semillas y en un menor crecimiento de las
plantulas. Esto podria ser el resultade de un dafio oxidativo debido a las

alieraciones que sufren las actividades de sus £S-ERO.
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