UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

EFECTO DEL PRIMING NATURAL SOBRE LA

GERMINACION Y EL ESTABLECIMIENTO DE

PLANTULASDE MAIZ (Zeamays), Y SOBRE LA
EXPRESION DE GENES DUF 642

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGO
P R E S E N T A:

SERGIO NICASIO ARZETA

DIRECTOR DE TESIS:
Dra. Alicia Gamboa de Buen
Abril de 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



1. Datos del alumno.
Apellido paterno:
Apellido materno:
Nombre(s):
Teléfono:
Universidad:
Facultad o escuela:
Carrera:

No. de Cuenta:

1. Datos del alumno.

Nicasio

Arzeta

Sergio

55 37 60 47

Universidad Nacional Autbnoma de México
Facultad de Ciencias

Biologia

302004560

2. Datos del asesor.
Grado:

Apellido paterno:
Apellido materno:
Nombre(s):

2. Datos del asesor.
Dra.

Gamboa

De Buen

Alicia

3. Datos del sinodal 1.

Grado:

Apellido paterno:
Apellido materno:
Nombre(s):

3. Datos del sinodal 1.
Dra.

Collazo

Ortega

Margarita

4. Datos del sinodal 2.

Grado:

Apellido paterno:
Apellido materno:
Nombre(s):

4., Datos del sinodal 2.
Dra.

Orozco

Segovia

Alma Delfina Lucia

5. Datos del sinodal 3.

Grado:

Apellido paterno:
Apellido materno:
Nombre(s):

5. Datos del sinodal 3.
Dra.

Sanchez

Nieto

Sobeida

6. Datos del sinodal 4.

Grado:

Apellido paterno:
Apellido materno:
Nombre(s):

6. Datos del sinodal 4.
Dra.

Cervantes

Gutiérrez

Maria Virginia

7. Datos de la tesis.
Titulo:

Subtitulo:
No. de péaginas:
Afo:

7. Datos de la tesis.

Efecto del priming natural sobre la
germinacion y el establecimiento de
plantulas de maiz (Zea mays), y sobre la
expresion de genes DUF 642.

66 p
2010




Agradecimientos

No solamente este trabajo, sino todo mi desarrollo académico y personal serian inconcebibles de no ser por mi
madre, cuyo amor, apoyo y entusiasmo nunca se han agotado durante la breve vida que he tenido. Gracias por tu
paciencia, tolerancia, consejos, severidad y la formacion que tan desinteresadamente me has ofrecido, con el fin
de hacer de un nifio que llegd por circunstancias estocasticas, una persona con aspiraciones de independencia,
ambicion por el conocimiento y una voluntad estoica sin importar lo precario o lamentable que parezca el
escenario. Esto y todo lo demés van para ti. Esto también va para Candelaria, mi segunda madre y a quién le
agradezco su apoyo y ejemplo de trabajo, orden y disciplina que siempre ha profesado. A mi hermana, quien me
ha ensefiado el significado de las palabras paciencia, tolerancia e impasibilidad. A pesar de que juntos somos tan
estables como el agua y el acido, no dejas de ser parte de mi y en quien he encontrado apoyo y sinceridad en
momento realmente duros. Pap4, nuestra relacion ha sido tan irénica como las circunstancias en que se crearon.
Por ti adquiri el gusto por la lectura, el perpetuo placer que ofrece la curiosidad, el esbozo de la conciencia social
y el aprecio por la vida y quienes la constituyen...o sea, gracias por encaminarme a estudiar biologia; respecto al

resto descuida, tu apoyo ha sido bien invertido y siempre procuraré que veas los resultados de ello.

A la Dra. Alicia, quién practicamente me salvd cuando todo estaba perdido y cuya guia, profesionalismo,
paciencia (mucha), consejos, platicas, regafios, aliento y trabajo constante contribuyeron en la culminacién de este
trabajo y de forma indirecta a mi crecimiento como estudiante y como persona. En el trato personal aprecio su
franqueza y esa vision de la vida tan serena y pragmaética que hacian de las situaciones dificiles algo mas llevadero.
A mi jurado, las doctoras Alma, Margarita, Virginia y Sobeida por sus correcciones y observaciones, las cuales
mejoraron sustancialmente este trabajo e hicieron que mi redaccion pasara de un vértice de entropia a un

manuscrito bien estructurado.

A la Mtra. Maria Esther, quién a pesar de su cargada agenda siempre tuvo una respuesta breve pero concisa a
todas mis dudas estadisticas y metodologicas. A mis compafieros del laboratorio de Ecologia Fisioldgica: Alexis,
Esther, Diana, Luz Elena, Sandra y Sarai, ustedes fueron mis segundos maestros en todo momento, desde
aprender a partir de cero las técnicas moleculares y saber que significaba una banda, hasta corregirme en aquellas
gréficas y estadisticas incoherentes a la razon, todo esto sin soslayar los consejos, las risas, las platicas, los jalones
de oreja y la amistad que siempre me ofrecieron durante las maratonicas jornadas en el laboratorio. Esto va
también para Alejandra y Luis, quienes a pesar del poco tiempo que tenemos de conocernos, hemos pasado

buenos momentos tanto dentro del labo o como fuera de él.

A Sandra y Jeanette, mis amigas desde que iniciamos el taller y compafieras de tantas penas, jornadas
interminables y victimas de la falta de planeacion y de una cactacea ahora innombrable. Este trabajo va también
por ustedes, no se dejen estancar ni llevar por la depresion post-carrera que ha sacudido a toda la generacion. Se

que lograremos terminar con aquel tropiezo del y seguir el plan de vida que nos pretendemos trazar.



Al Dr. Pedro Arturo Martinez de la Universidad Auténoma Chapingo por las facilidades para la obtencion del
suelo en las parcelas experimentales del Colegio de Postgraduados. A Lucia Améndola Saavedra, Hugo
Fernando Diaz Cruz y Netzi Rivera Sanchez por ayudarme en todo momento durante la realizacion de este
trabajo, desde llevarme a contar semillas a las dos de la madrugada, contactarme con el Dr. Pedro, hasta llevarme

a Texcoco a recoger el suelo. Sin ustedes toda la logistica hubiera sido inconcebible.

A los amigos que me conocen desde hace mas de un decenio y que me han apoyado en todo momento: Luz,
Uriel, Ponch, Mac, Saudl y Juan. A mis grandes amigos de la prepa: Alfa, Lucia, Monica, Viridiana, Timon,
Depras, Fernanda, Isaura y Leticia. Todos mis amigos y ahora colegas de Ciencias con quienes he entablado una
gran amistad desde aquel agosto de 2004, desde los barboleros (jsalud!) hasta los Chajuleros (las promesas de la
conservacion en México), sin olvidarme de Taliban, Adan, Adam, Adriana, Alfredo, Chelo, Erandi, Gaby, Lalo,
Mafer, Karina, Paula, Ursula, Tzitzi, Felipe, Luis, Rubén y Lucia. Seguramente hay bastantes omisiones y me
disculpo por ello.

Otras personas a quienes no veo 0 no vereé tan seguido, pero no por eso dejan de ser fundamentales en mi vida, de
causarme un vuelco en el miocardio y cuya amistad, apoyo y consejo han evitado que caiga en la irracionalidad
maés de una vez: Celeste, Gabriela, Rocio, Yolanda e Yvonne.

A la Universidad Nacional Auténoma de México, que me ha formado tanto en lo académico como en lo moral.
Sus aulas, catedraticos y doctrina deben orientar a toda una generacion a responder por los intereses y
necesidades de sus contemporaneos en tiempos donde el oscurantismo cultural y cientifico ahoga a un pueblo

sordo, ciego, mudo y tullido.

A Netzi nuevamente, por todos estos afios que juntos hemos pasado entre la felicidad y la desgracia, aceptarme
con todos los peros que implica mi persona y permitirme compartir tu vida conmigo. Tu amor, apoyo y animos
me impulsaron no solamente en la culminacion de este trabajo, sino en todos los proyectos que he llevado a cabo

todo este tiempo...lo siento si en algin momento no he sido la pareja ideal. Te amo, gracias por llegar a mi vida.

Esta tesis fue apoyada por los proyectos “PAPIIT IN228109” de la Dra. Alicia Gamboa de Buen y “SEP-
CONACYyT 47859-Q” de la Dra. Alma Orozco Segovia en el Instituto de Ecologia de la UNAM. De esta

Gltima se me proporciond una beca durante mi estancia en el laboratorio.



“En la soledad, donde uno se remite a su propia
compania, se muestra cada cual tiene en su interior. En
ella solloza el zopenco vestido de purpura bajo el lastre de
su misera individualidad, mientras el hombre inteligente
puebla el mas arido desierto con sus pensamientos...”

A. Schopenhauer.



Indice.

TN DI CE ... e e e e e e e e e e LB
RESUMEN ... oo et oo e oo e oo e e e e e e e e e e e e e e i B

PROTEINASDURFBAZ. ......cooiiiiiiiiiiiiiii i S P PP PP PP PP 21
EXPRESION DE DUF642 DURANTE EL ENTERRAMIENTOY LA GERMINACION..........oiiviiiiie, 24

HIPOTESIS ..ot et et e e e e e e e e e e e e e e 2
OBIETIVO ..o e e e e e e e e 002D

OBJIETIVO GENERAL ... oottt et e e et e e e e e e et et et e e e e n et e e 25
OBJIETIVOS PARTICULARES. .. ... ottt e e e e re e 25

OBTENCION DEL SUELO SALINOY MEDICION DE SALINIDAD ... ..cuuu ettt oo 26
TRATAMIENTOS PREGERMINATIVOS. .. ..o e e oo e e, 26
CURVA DE IMBIBICION DURANTE EL PRIMING. .. ... etee e e e e e e e 27
GERMINACION. .. ..ot e, 27
CURVA DE IMBIBICION DURANTE LA GERMINACION ... ... ettt 28
EXTRACCION DE RNA Y SINTESISDE CDNA ... ..ot oo oo e e e e e, 28
DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOSY RT-PCR... ... ittt oot e, 28
CRECIMIENTO . .. ettt et e e e e e e e e e 29
ANALISISDE DATOS. .. ..ot oo oo e e e e e e e e e e e e e, 29

RESULTADOS .. ... ottt et e e e e 32
SALINIDAD DEL SUELO........oiitiiie s 32
IMBIBICION ... .ot e 32
GERMINACION ...t 34

CRECIMIENTO. .. oot e e e e et e s eetee e e et e et e et e as s he b s e e e e aasseesaeeanaaans 37
EXPRESION DE LOS GENES DUFBA2........c.cciii i e e e e e 40

LITERATURA CONSULTADA ... ..o e e s e e e s e e a0 A8

METODO PARAMEDIR SALINIDADDEL SUELO CON LA TECNICA DE LA PASTA SATURADA................. 54
EXTRACCION DE RNA TOTALDE SEMILLAS CONALTAS CONCENTRACIONES DE CARBOHIDRATOS......54
SINTESISDE CDNA ... ... e e e e e 55
ANALISISESTADISTICOS. .. .. e e e e e e e e 55




Resumen

Las estrategias de vida de las plantas se encuentran en funcidon de las sefiales ambientales y la
disposicién de recursos. Las semillas perciben estas sefiales durante la imbibicion, respondiendo de
acuerdo a las condiciones en que germinaran a través de la expresion diferencial de sus genes. Los
eventos de imbibicion parcial y desecacion durante el enterramiento de las semillas, o “priming
natural”, incrementan las tasas y los porcentajes de germinacion de las semillas y el crecimiento de
las plantulas. En este trabajo se observé el efecto del priming natural durante 24 horas en semillas de
maiz (Zea mays) en dos suelos con salinidad contrastante (suelo no salino y suelo salino). Se
comparé con el efecto de un tratamiento de hidropriming y con semillas sin tratamiento (control).
Durante los tratamientos, se analizaron la tasa y el porcentaje final de imbibicion de las semillas.
Posteriormente se comparo la tasa de imbibicién durante las primeras 24 horas de la germinacion, asi
como el tiempo de inicio, la tasa, el tiempo medio y el porcentaje final de germinacién de las semillas
de los tres tratamientos y del control. Las semillas germinadas se transplantaron a macetas con
suelos no salino y salino. Once dias después de su transplante, se cosecharon doce plantulas por
cada tratamiento de cada tipo de suelo y se midi6 su altura, area foliar, nimero de hojas y se secaron
para conocer la biomasa de las hojas, los tallos y las raices; se hicieron cuatro cosechas cada tres
dias durante once dias y los datos obtenidos se utilizaron para evaluar el crecimiento y la asignacion
de recursos de las plantulas. Se analiz6 la expresion de los genes DUF 642 (Domain of Unknown
Function) en ejes embrionarios y embriones de semillas recién germinadas de las semillas control y
las tratadas con hidropriming y priming natural. Los resultados mostraron que la tasa de imbibicion y
el porcentaje final de agua de las semillas enterradas en el suelo salino fue mayor respecto al resto
de los tratamientos, asi como la tasa de imbibicion durante las primeras 24 horas de la germinacion
de las semillas. Las semillas enterradas en suelo salino fueron las primeras en germinar y las semillas
bajo priming natural tanto en suelo no salino como salino, tuvieron las tasas y porcentajes finales de
germinacion mas altos que las semillas bajo hidropriming o las semillas control. En el suelo no salino,
el crecimiento de las plantulas de las semillas bajo priming natural en ambos tipos de suelo fue mayor
a las tratadas con hidropriming y al control. En el suelo salino, la tasa maxima de crecimiento y su
ocurrencia no cambiaron en los tratamientos de priming natural, mientras que las plantulas de las
semillas bajo hidropriming y el control fueron afectadas negativamente por el suelo salino. Las
diferencias en la biomasa final de las plantulas de los dos tratamientos de priming natural en ambos
tipos de suelo se pudo deber a una adaptacién de éstas desde el momento en que fueron enterradas

las semillas, confirmando lo observado en otros estudios de priming natural.



Introduccion.

Las plantas ajustan sus estrategias de vida en funcién de las sefiales ambientales y
la disposicion de los recursos nutrimentales. A lo largo de las diferentes etapas del
ciclo de vida de la planta la recepcién de estas sefales resulta en la expresién de
diferentes genes que intervendran en una respuesta especifica (Olvera-Carrillo,
2001; Gurevitch et al., 2002; Srivastava, 2002; Bonhert, 2007). Esta capacidad de
supervivencia depende de la variabilidad genética inter e intrapoblacional, y la
variacion en la respuesta fisioldgica, permitiendo que el crecimiento de las plantas se
ajuste a las fluctuaciones ambientales (Gonzélez-Zertuche et al., 2000; Bonhert,
2007).

Semilla.

La semilla es el producto de la reproduccion sexual de las espermatofitas y se
desarrolla desde el évulo después de la fertilizacion. Esta constituida por el embrién
y varias capas protectoras (Taiz y Zeiger, 2006). La semilla es una de las unidades
moviles de las plantas, se dispersa en distintos sitios y en microambientes nuevos,
renovando y manteniendo sus poblaciones (Casasola, 1996; Vazquez-Yanes et al.,
2000).

Por lo general, las semillas se encuentran en un estado de quiescencia’, que
en condiciones ambientales favorables de humedad, oxigeno y temperatura inician
la germinacion (Bewley y Black, 1994). Sin embargo pueden presentar diferentes
tipos de latencia. La latencia fisica es debida a la impermeabilidad de la testa (evita
la entrada de agua), la latencia fisioldégica se debe a un mecanismo inhibidor que
impide la germinacién como la adicion o falta de hormonas vy la falta de la relajacion

de las paredes celulares del endospermo (que evita la protusion de la radicula a

* Estado de metabolismo reducido en el embridn de la semilla, cuyo tnico impedimento para germinar
es la falta de agua (Vazquez-Yanes et al., 2000).



través del micrépilo) y la latencia morfologica, que es consecuencia de la inmadurez
del embrién (Casasola, 1996; Bewley, 1997; Baskin y Baskin, 1998; Vazquez-Yanes
et al., 2000; Nonogaki et al., 2007). El vigor de la plantula y el consecuente éxito de
la germinacion y el establecimiento son determinados por las caracteristicas

fisioloégicas, morfologicas y bioquimicas de la semilla.

Germinacion.

La germinacién involucra todos los eventos que inician con la toma de agua y
terminan con la elongacion y protrusion del eje embrionario (generalmente la
radicula). La semilla al embeber agua reactiva la actividad de sus procesos
metabdlicos que han permanecido a tasas bajas, comenzando en los primeros
minutos de contacto con el agua (Bewley y Black, 1994). Durante este proceso, se
genera un patrén trifasico en funcion de la toma de agua (Figura 1). Dependiendo de
las condiciones ambientales (humedad y temperatura del suelo y aire) y de las
caracteristicas de la semilla (contenido de agua, composicibn de reservas y
permeabilidad), pueden existir variaciones en la velocidad y la cantidad de agua que
ésta absorba (Vazquez-Yanes et al., 2000).

Fase | Fase ll Fase Il /

Movilizacion de reservas almacenadas

Elongacion de células de la radicula

=
- — Division celular y
= ;
S - & sintesis de DNA
b 2.t
o o g Reparacion de DNA
: P S Sintesis de proteinas
£ o con nuevos mMRNA
o LB Ipa— —
= = E Sintesis de proteinas con mRNA almacenado
_% g_ ........... y ) )
o .C Reparacion de mitocendrias
= Sintesis de mitocondrias

Salida de solutos

Tlempo

Figura 1. Fases de la germinacion e inicio de los diferentes procesos metabolicos de cada uno (modificado de Bewley,
1997).



Fase I. El bajo potencial hidrico de la semilla, suma de sus potenciales méatrico ({p,)
y osmotico (), genera una absorcién inmediata de agua, independientemente de
que las semillas sean viables o presenten latencia fisiologica o morfolégica. En la
latencia fisica, la cubierta impermeable impide la toma de agua (Bewley y Black,
1994; Bewley, 1997). Esta toma de agua esta inicialmente regulada por la
permeabilidad de la testa, generalmente se inicia en la zona del micropilo, de
manera que los eventos fisicos tempranos, tales como la transicion de la fase gel a
liquido-cristalina de las membranas celulares y la salida de solutos de bajo peso
molecular hacia el medio para captar mas agua, tiene lugar en el endospermo
micropilar (Bradford et al., 2000; Nonogaki et al., 2007). El resto de las células se
rehidratan hasta que la entrada de agua es constante (Bewley y Black, 1994).

Dentro de los eventos metabdlicos que se reinician en las semillas embebidas estan
la glicdlisis en el citoplasma y la ruta de las pentosas (glicolitica y oxidativa) y el ciclo
de Krebs en las mitocondrias (Bewley y Black, 1994). Dependiendo del tipo de
reserva que predominen, las mitocondrias son reparadas (en semillas con
carbohidratos) o sintetizadas nuevamente (en semillas con lipidos; Bewley, 1997).

Otros eventos importantes son la reorganizacion de las enzimas involucradas
en la sintesis de proteinas, la formacion de polisomas y el uso de rRNA, tRNA y
MRNA preexistente. El mMRNA que se encuentra maduro es traducido (Bewley y
Black, 1994). Las proteinas recién sintetizadas intervienen en funciones tales como
la respiracién, sintesis de acidos nucleicos, proteinas y membranas celulares, y en la
movilizacion de reservas (Bewley, 1997).

Fase Il. Una vez hidratada la semilla, el incremento en la turgencia de las
células del embrién, la resistencia de los tejidos periféricos y la disminucion de su
Wm, reducen la entrada de agua a un punto de equilibrio constante. La entrada de
agua ahora depende de la capacidad de sus membranas recién organizadas y del
del medio (Bewley, 1997; Nonogaki et al., 2007).

La transcripcién de nuevo mRNA comienza en esta etapa tanto en células del
endospermo como en células del embrion (Bewley y Black, 1994). La germinacion,
gue se considera ha ocurrido con la protrusion de la radicula, es independiente de la
expresion de nuevos genes, ya que los inhibidores de la RNA polimerasa Il la

retardan. En semillas de Arabidopsis thaliana tratadas con un inhibidor de la



transcripcion, las semillas germinaron después de aplicarse una concentracion 15
veces mayor de &cido giberélico (GA3) a la que normalmente responden, no se
presentd movilizacion de reservas, ni reinicio de las actividades metabdlicas, ni
desarrollo de la plantula (Rajjou et al., 2004). Estos experimentos muestran que la
transcripcion de los genes necesarios para la continuaciéon de la germinacion y
establecimiento de la planta ocurre antes de la elongacién de la radicula. La mayor
parte estan relacionadas con eventos de crecimiento celular, modificacién de la
pared, intermediarios del ciclo celular, respiracién aerobia, control de radicales libres
de oxigeno, transporte intercelular, conversion y movilizacién de reservas (Tabla 1).

Fase Ill. En esta fase comienza la protrusion y elongacion de la radicula, la
cual se expande al incrementarse la entrada de agua por una nueva disminucion del
Yo del embridn en funcién de todas las sustancias producidas por la hidrélisis post-
germinativa de sus reservas (Bewley, 1997). El ablandamiento de las paredes
celulares de los tejidos que rodean la punta de la radicula se lleva a cabo de forma
independiente o combinada con la elongacion de la radicula (Bradford et al., 2000;
Nonogaki et al., 2007).

El aumento en la respiracion en los tejidos del embrion detectados durante
esta etapa se atribuye tanto al incremento de mitocondrias durante la fase Il como a
una mejor disposicién de oxigeno y al inicio de la movilizacion de reservas (Bewley y
Black, 1994).



Tabla 1. Genes y proteinas expresados en diversos tejidos durante la fase Il o germinacién de novo en semillas de diferentes plantas. E.M.: Embrion micropilar, E.L.: Embrion lateral, Em:
Embrién, R: Radicula, Meg: Megagametofito, (*): Expresion de genes homdlogos a Arabidopsis thaliana (Nonogaki et al., 2007; Soeda et al., 2005; Gallardo et al., 2002; Gallardo et al., 2001;
Marraccini et al., 2001; Nonogaki et al., 2000; Ren y Kermode, 2000; Leubner-Metzger et al., 1995).

Enzima/Proteina Gen Tejido Planta Funcién
) Arabidopsis ) ) L ) o )
Aconitasa . Cataliza la isomerizacion de citrato a isocitrato en el ciclo de Krebs.
thaliana
) o A. thaliana ) . ) o .
S—Adenosilmetionina ) Cataliza la sintesis de S—adenosilmetionina (precurso del etileno) a
) AT3G17390 Brassica ) o
sintetasa partir de metionina y ATP.
oleracea*
o—L— Lycopersicum ) o )
) ) LeARAL E.L. Catalizan la hidrolisis de arabinosa.
Arabinofuranosidasas esculentum
. Cataliza la transferencia de electrones de ascorbato a peréxido,
L—Ascorbato peroxidada AT4G35000 B.. oleracea* ] )
produciendo dehidroascorbato y agua.
Catalasa AT1G20620 A. thaliana Cataliza la separacion del per6xido en oxigeno y agua.
Dioxigenasa AT2G25450 B. oleracea* Oxida sustrato mediante la transferencia de oxigeno.
LeMAN1 E.L. L. esculentum
LeMAN2 E.M. L. esculentum o ) . ) .
] Hidroliza aleatoriamente las uniones —1,4—D—manopiranosil de los
CamanA Coffea arabica } .
Endo—f—-manasas ) polimeros de manano (polisacéaridos presentes en el endospermo de
CamanB C. arabica ) )
) varias semillas).
LsManl1 E.L./EM. Lattuca sativa
DfMan Em /E.M. Datura ferox
Endotransglicosilasas/hidr Debilita la estructura celulosa—xiloglucano de la pared primaria al
ola-sas de xiloglucano LeXET4 E.M. L. esculentum catalizar la separacion de sus enlaces no covalentes. Participa en la

(XHTs)

unién de enlaces reductores y no reductores entre xiloglucano u otro




polisacarido.

Enzima/Proteina Gen Tejido Planta Funcion
LeEXPA4 E.M. L. esculentum
£ . LeEXPAS8 Em L. esculentum Ocasiona la expansion de la pared celular al romper los enlaces
xpansinas
LeEXPA10 Em L. esculentum covalentes de la interfase celulosa—hemicelulosa.
DfExpal Em/E.M. D. ferox
Fosfoenolpiruvato A thali Convierte oxaloacetato en fosfoenolpiruvato y CO, en la ruta de la
. thaliana
carboxicinasa gluconeogénesis.
Cataliza la formacién de galactinol (donador de galactosa para la
Galactinol sintasa Gals L. esculentum sintesis de rafinosa a partir de sacarosa) a partir de UDP—galactosa y
myo—inositol.
) EM./E.L./ Remueve las cadenas laterales de galactosa asociadas a la cadena de
o—Galactosidasa LeaGall L. esculentum
Em mananos de los galactomananos.
Nicotiana
NtGluB E.M. ; ) . ) o
tabacum Proteina relacionada con la defensa contra infecciones fangicas.
—1,3-Glucanasa LeGluB E.M. o
L. esculentum Hidroliza enlaces de glucano en la pared celular de hongos.
AT4G29360
B. oleracea*
—1,4-Glucanasa
LeCel55 EM./R. L. esculentum Degrada celulosa.
(celulasa)
Aciltransferasa intermediaria en la ruta del glioxilato que cataliza la
Malato sintasa A. thaliana reaccion de Acetil CoA, glioxilato y agua en S—malato y CoA.
. ) E.M./E.L. Hidroliza las terminales no reductoras de la —D-manosa (residuos
B—Manosidasa LeMsidel L. esculentum ] )
/Em liberados por efecto de las f—endomanasas y a—galactosidasas).




Metionina sintasa A. thaliana Cataliza el ultimo paso de la sintesis de metionina en plantas.
Enzima/Proteina Gen Tejido Planta Funcion
0—2,4 tubulina, a-3,5 ) .
) ) A. thaliana Componentes del citoesqueleto.
tubulina, B—tubulina
Cuando acttan de forma aleatoria sobre las homogalacturonanos,
catalizan su desmetilesterificacion, liberando pectina, metanol y
protones que promueven la funcion de endopoligalacturonasas,
. . Chamaecyparis  promoviendo el ablandamiento de la pared celular.
Pectinmetilesterasas Meg. . . .
nootkatensis Cuando actuan de forma lineal sobre los homogalacturonanos,
desbloquean grupos carboxilo libres que se asocian a &tomos de calcio,
limitando la accion de las endopoligalacturonasas y promoviendo la
rigidez de la pared celular.
. Catalizan la hidrélisis de pectina en la matriz de la pared celular
Poligalacturonasas LeXPG1 E.M./R. L. esculentum o
primaria.
Quit LeChi9 EM./R. L. esculentum Relacionada con la defensa de infecciones fungicas. Hidroliza enlaces
uitinasas
AT1G05850 B. oleracea* de quitina en la pared celular de hongos.
. ) Cataliza la reaccién dismutacion del superdxido en oxigeno y peréxido
Superoéxido dismutasa AT4G25100 B. oleracea* o
de hidrégeno.
—-D—Xilosidasa LeXYL2 Em L. esculentum Catalizan la hidrdlisis de xilosa.




Priming.

El priming es una técnica que consiste en dar tratamientos de hidratacién parcial y
desecacion con el fin de desarrollar en las semillas una mayor tolerancia al estrés
hidrico, salino y por temperatura, tanto en semillas jovenes como viejas, asi como
promover el establecimiento de las plantulas en diferentes condiciones ambientales.
Estos efectos se observan en la sincronia e incremento de la velocidad y tasa de
germinacion del lote tratado el aumento de la velocidad de crecimiento y el
porcentaje de sobrevivencia de las plantulas. En algunos casos hay incremento o
reduccion del porcentaje de germinacion, asi como el rompimiento de la latencia
fisiolégica (McDonald, 2000; Sanchez et al., 2001; Butola y Badola, 2004).

Las semillas una vez que se embeben y permanecen por un tiempo en fase Il,
deben ser deshidratadas a su porcentaje de agua original, lo que reactiva eventos de
tolerancia a la desecacién que implican la conservacion de las propiedades
estructurales y bioguimicas de proteinas, membranas y organelos, a través de la
sintesis de biomoléculas que intervienen en la desecacion del embrién durante la
formacién de la semilla (Pammenter y Berjak, 1999). Uno de los procesos es la
sintesis de oligosacaridos no reductores que llenan los espacios de las moléculas de
agua, vitrifican la fase acuosa y evitan la transicién de la fase liquido-cristalina a la
fase gel protegiendo de deformaciones a la membrana celular, el citoplasma y
estabilizando la estructura de los organelos (Koster y Leopold, 1988; Horbowicz y
Obendorf, 1994; Obendorf, 1997; Pammenter y Berjak, 1999). Otro evento es la
sintesis de proteinas de choque térmico (HSP, Heat Shock Proteins por sus siglas
en inglés), y de proteinas abundantes de la embriogénesis tardia (LEA, Late
Embryogenesis Abundant por sus siglas en inglés). Estas proteinas funcionan como
aceptores de iones y moléculas de agua y como chaperonas de proteinas, al evitar
su agregacion irreversible o contribuir a su correcto re-plegamiento (Pammenter y
Berjak, 1999; Wehmeyer y Vierling, 2000). Su concentracion disminuye durante la
imbibicién de la semilla y se incrementa cuando comienza la desecacion (Wehmeyer
y Vierling, 2000; Gallardo et al., 2001; Soeda et al., 2005).

Las técnicas de priming se dividen de acuerdo a las sustancias y materiales
usados para modular la entrada de agua. El hidropriming consiste en embeber

parcialmente las semillas en agua, estableciendo una relacion entre el volumen de

m



agua y el volumen de la semilla. La absorcion depende de la afinidad del agua con
los tejidos y reservas de la semilla. Sin embargo, con esta técnica la tasa de
hidratacion es dificil de controlar y puede ocasionar dafios en la semilla por una
imbibicion rapida o insuficiente (McDonald, 2000; S&nchez et al., 2001). En el
osmopriming, la entrada de agua es controlada a través de solutos de alto peso
molecular (polietilenglicol, manitol, sacarosa y sales como NH4sNO,4, NaCl, KNOj y
KH,PO,), que disminuyen el potencial osmético del medio que rodea a la semilla
(Michel y Kaufmann, 1973; Michel, 1983). El problema de usar sales es el efecto
téxico y el dafio a estructuras celulares que causan cuando son absorbidas por la
semilla (McDonald, 2000; Sanchez et al., 2001). ElI matripriming implica el uso de
materiales sélidos con un potencial matrico bajo, nula solubilidad, alta retencion del
agua y alta proporcion superficie—volumen (como vermiculita y musgo de turbera 6
“peat moss”) que emulan el proceso natural de imbibicion de las semillas mediado
por las particulas el suelo (McDonald, 2000). La eficiencia de cada tratamiento
depende del tipo y tamarfio de la semilla, asi como de las condiciones en las que se
lleve a cabo. Posterior al tratamiento de priming, las semillas se secan hasta su
porcentaje de agua original, ya sea por sales saturadas, calor seco, aire ambiental o
corrientes inducidas, generalmente a temperaturas bajas (5—10°C) para disminuir las

actividades fisiolégicas relacionadas con la germinacion.

Priming natural.

Se ha sugerido que los procesos de hidratacion-desecacion ocurren naturalmente
cuando las semillas se encuentran dentro del banco de semillas. Es probable que en
los periodos de baja precipitacién, tengan lugar tanto condiciones de imbibicion
parcial de las semillas como fluctuaciones de temperatura y oxigeno, que activen los
eventos de la germinacién temprana de estas, pero sin llegar a la protrusion de la
radicula (Dubrovsky, 1996; Gonzalez-Zertuche et al., 2001; Gonzalez-Zertuche et al.,
2002; Santini-Gonzalez, 2009). Bajo esta hipétesis, se ha comparado la germinacion
de semillas enterradas -accion denominada priming natural- y las procesadas por
priming en laboratorio, encontrandose similitudes en sus respuestas fisiologicas, que
en el caso de las semillas enterradas variaron dependiendo del microambiente del

suelo en el que estuvieron (Gonzalez-Zertuche et al., 2001; Olvera-Carrillo, 2001).
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Esta técnica se ha utilizado principalmente en semillas de plantas silvestres,
donde se ha observado un incremento en la germinacién de sus semillas y en el
establecimiento de sus plantulas. Estos resultados son de utilidad para las
actividades de restauracién ecolégica. Este tratamiento incrementa las tasas de
germinacion, y aclimatiza a las plantulas al lugar donde las semillas fueron
enterradas, aumentando el porcentaje de sobrevivencia (Gonzdalez-Zertuche et al.,
2000; Gonzalez-Zertuche et al., 2001; Olvera-Carrillo, 2001; Orozco-Segovia et al.,
2007).

Efecto del priming natural y artificial en la actividad de proteinas y expresion

de genes.

Durante la imbibicion parcial promovida por el priming se inicia la expresion de los
genes relacionados con la germinacion que se expresan normalmente durante la
fase Il de imbibicion (ver Tabla 1; Soeda et al., 2005). Gallardo et al. (2001) han
observado proteinas que solamente se expresan después del tratamiento, como
globulinas solubles y tubulinas de citoesqueleto. A su vez, hay un incremento en la
cantidad y actividad de otras proteinas como catalasas, amilasas, peptidasas y las
HSP, las cuales estan relacionadas con el incremento de la resistencia al estrés
hidrico, la reparacion intracelular, la hidrdlisis y el transporte de las reservas del
endospermo (McDonald, 2000). Otra forma en que las semillas adquieren resistencia
al estrés hidrico es ajustando su potencial osmético a partir de la sintesis de
azucares solubles; en semillas de pepino posterior a tratamientos de osmopriming
con PEG (Polietileglicol), hay un incremento de la actividad de la B—amilasa, lo que
aumenta la cantidad de sacarosa y disminuye la de almidén en el cotiledén (Todaka
et al., 2000).

Estos cambios en la expresion de genes y en la actividad de proteinas ha
permitido la busqueda de marcadores que muestren un efecto positivo del priming
sobre las semillas. En las semillas de Beta vulgaris, la presencia de la subunidad—f3
de la globulina 11S -solubilizada por una peptidasa expresada solamente durante el
hidropriming y el osmopriming- y la permanencia de un proteina biotinilada
especifica (SBP), mostraron que el mejor tratamiento pregerminativo era un

hidropriming de dos dias a una temperatura de 25°C (Job et al., 2000).



Los cambios a nivel metabdlico, como consecuencia del priming natural, son
similares con los procesos antes mencionados. En semillas de Dodonaea viscosa, el
priming natural indujo la hidrélisis de las reservas de almidén, generando una mayor
concentracion de glucosa y sacarosa, ademas de un incremento en la actividad de
las invertasas &cidas, lo que aceler6 el reparto de carbono en las semillas
enterradas (Armenta-Jaime, 2007). En Opuntia tomentosa, el priming natural
adelant6 la movilizacion de almidén, fructosa y triacilgliceroles, e incrementd la
actividad de las invertasas 4&cidas en el cotiledon y la radicula, con esto se
adelantaron los procesos previos al inicio de la germinacion y el temprano
crecimiento de la plantula (Ramirez-Séstenes, 2008). El enterramiento también
promueve la solubilizaciéon y movilizacién de globulinas y vicilinas (7-S y 11-S), asi
como la presencia de cuerpos proteicos en semillas de D. viscosa, Wigandia urens y
Buddleia cordata (Gamboa-de Buen et al., 2006; Alvarado-Lopez, 2009). La
modificacién y movilizaciéon temprana de estas reservas permite que su uso sea
inmediato durante la germinacion y en los primeros dias del establecimiento de la
plantula; se ha observado que esto favorece tasas mayores de emergencia de

plantulas y disminuye su mortalidad.

También se ha observado que el priming natural promueve la tolerancia al
estrés oxidativo. Las semillas tratadas de D. viscosa y W. urens presentan un
incremento en la actividad de la enzima catalasa como repuesta al incremento de las
concentraciones de peréxido de hidrégeno, eventos relacionados con la imbibicion
parcial de la semilla y la hidrélisis de sus reservas lipidicas (Gamboa-deBuen et al.,
2006; Reyna-Llorens, 2008). Los cambios durante el enterramiento pueden estar
asociados con un aumento en el vigor del embrion y por ende, en una mayor
tolerancia al estrés abiotico, lo que contribuye a incrementar las tasas de crecimiento
y el porcentaje de sobrevivencia tanto en condiciones controladas como en

condiciones de campo (Gonzalez-Zertuche et al., 2001).



Antecedentes.

Maiz.

El maiz (Zea mays L.) es una monocotiledonea anual de la familia Poaceae que
produce infrutescencias (mazorca) compuestas por cariopsides, cada una
constituida por pericarpo, endospermo y embrién (Figura 2a). El pericarpo es
transparente y recubre el endospermo, que representa el 85% del peso total y esta
constituido principalmente por cadenas de amilasa y amilopectina (Leszek y Vincent,
2002). Presenta una capa de células en su periferia llamada aleurona, la cuél puede

estar o no pigmentada.

El embridén se encuentra en la parte mas ancha de la cariopside y se compone
de un eje central, en cuyos extremos se encuentran la raiz primaria y el apice del
tallo, mientras en su parte media se halla el escutelo, que interviene en el control de
la hidrdlisis, la absorcion y la distribucién de las reservas del endospermo (Bewley y
Black, 1994; Nonogaki, 2008). Al germinar, el apice superior se diferencia en el
coledptilo, donde posteriormente emergen las primeras hojas y raices adventicias, y

el inferior en raices primarias y secundarias (Figura 2b).
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Figura 1. a) Partes de la cariépside y b) de la plantula de maiz (modificado de Leszek y Vincent, 2002).

Los recursos necesarios para la germinacion, desarrollo y crecimiento de la plantula
durante sus primeros dias se localizan en sus reservas, que son hidrolizadas por las
enzimas o— y [-amilasas y a-glucosidasa, que son sintetizadas de novo en las
células de la aleurona durante las primeras horas de imbibicion (Dure, 1969; Styer y
Canttlife, 1984, Lauriere et al., 1992). La sintesis de estas enzimas esta regulada por
la secrecion de GAj3; desde el escutelo, el cuél posteriormente absorbe la glucosa
producida y la sintetiza en sacarosa, ambos azUcares se movilizan a lo largo de toda
la plantula a través de transportadores de hexosa y sacarosa, que son activados por

los mismos azucares (Gomez-Calderas, 2008; Nonogaki, 2008).

Estudios de priming en maiz.

En maiz el uso de hidropriming y matripriming ha sido efectivo al incrementar la
velocidad y el porcentaje final de germinacién, contrario al osmopriming con PEG,
gue no genera efectos significativos respecto a semillas sin tratamiento (McDonald,
2000; Moradi-Dezfoli et al., 2008).
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Muchos de los trabajos sobre priming se enfocan en promover la germinacién
y el establecimiento de plantulas en diferentes condiciones de estrés (Farooq et al.,
2008). Los trabajos enfocados a mejorar estos eventos bajo estrés salino han
mostrado la efectividad de diferentes tratamientos de priming (Ashraf y Rauf, 2001;
Cayuela et al., 2001; Igbar y Ashraf, 2005). Bajo condiciones de salinidad, el
tratamiento que mejores resultados ha dado es el osmopriming con NaCl, KCI, y
CaCl,-H,0. En condiciones de hasta 200 mol-m™ de NaCl las tasas y porcentajes
finales de germinacidén se vieron mejoradas respecto al control y a un hidropriming,
asi como la biomasa final de plumulas y radiculas (Ashraf y Rauf, 2001). Estas
ventajas no se limitan a la germinacion, en las plantulas se presentan cambios que
incrementan sus probabilidades de sobrevivencia y establecimiento. Zhang et al
(2007) observaron que en semillas de maiz, al efectuar un priming que consistié en
enterrar las semillas en bolsas con arena humedecida a 4°C durante 48 horas, se
incrementd la tasa y el porcentaje final de germinacion sobre un sustrato de arena
con una concentracion al 1% de NaCl. Este tratamiento también contribuydé a
mejorar el crecimiento de las plantulas y hubo ajustes a nivel fisioldgico, entre ellos
el incremento en la cantidad de azucares solubles, clorofila, carotenoides, y un

aumento en la actividad de peroxidasas y catalasas.

El aumento en las concentraciones de sales en los suelos es un problema
para la produccion de maiz. La acumulacién de sales en la superficie del suelo es
debido a factores orograficos y ambientales en cuencas endorréicas donde la
evaporacion excede a la precipitacion o en sitios lacustres drenados para fines de
uso agricolas 6 de urbanizacion (Cruickshank, 1994; Malhorta y Blake, 2005). En el
antiguo Lago de Texcoco, los factores que han promovido la presencia de suelos
salinos en las periferias del ex lago son la deposicién de sedimentos salinos por la
desecacion de los cuerpos de agua que se encontraban de la parte occidental del
municipio de Texcoco y la evaporacién de agua, que es tres veces mayor a la
cantidad que recibe los alrededores del ex-lago por precipitacién, ocasionada por las
altas temperaturas superficiales, y la convergencia de los vientos de las serranias
cercanas (Ortiz Olguin, 1999; Gobierno del Estado de México, 2000).
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El priming promueve la expresion de genes en semillas de maiz.

Durante la germinacion del maiz, la sintesis de mRNA comienza a las pocas horas
de imbibicién generando cambios en el patron de expresion de proteinas durante las
horas previas a la protusién de la radicula, principalmente en el eje embrionario
donde se producen importantes proteinas precursoras de la germinacién (Dommes y
Van de Walle, 1983; Martinez-Silva, 2006). Estos cambios en la expresion son
controlados a través de fluctuaciones en los niveles de GA y &cido abscisico (ABA),
fitohormona relacionada con la regulacibn de la desecacion durante la
embriogénesis y la formacién de la semilla y variando en funcién de la cantidad de
agua embebida por la semilla (Sanchez-Martinez et al., 1986; Skrinder y Mundy,
1990).

Durante el priming, al embeber agua parcialmente la semilla se activa la
sintesis de mMRNA y de proteinas. Durante el osmopriming en semillas de maiz hubo
un aumento en la formacion de cuerpos proteicos y de acidos nucleicos durante la
germinacion (Cruz-Garcia et al., 1995). En otro trabajo, Durante esta sintesis de
novo, se ha observado un adelanto en la expresion de algunos genes relacionados
con la germinacion. Cruz-Garcia et al. (2003) encontraron que la expresién de un
gen asociado con la expansion de células de la raiz en plantulas de maiz comenz6 a
pocas horas en las semillas con osmopriming, infiriendo que el tratamiento

contribuye a acelerar algunos eventos relacionados con la germinacion.

Proteinas DUF642

Muchas de las secuencias de proteinas obtenidas a partir de la secuenciacion de
genomas en plantas se clasifican de acuerdo a su sitio catalitico o a su intervencién
en procesos bioquimicos y fisiologicos (generalmente reflejado en el fenotipo de
individuos con mutaciones en cierto gen; Ostergaard y Yanofski, 2004). Aunque a la
mayoria de estas proteinas aun no se les ha podido asignar una funcién, han sido
agrupadas en familias multigénicas de acuerdo con la homologia de la secuencia de

algunas regiones. Estas regiones corresponden a dominios de funcioén desconocida

21



(DUF, Domain of Uknown Fuction por sus siglas en inglés; Figura 3). En el caso de
A. thaliana, se han descrito alrededor de 1800 familias con uno o varios dominios
DUF (The Arabidopsis Information Resouce, 2009).

1 S0 100 150 200 250 300 350 364

[

( DUFB4Z superfamily )

Figura 2. Estructura de la familia DUF 642.

La familia DUF642 es exclusiva de espermatofitas y se localiza en la pared celular.
Las proteinas de esta familia se agrupan en cuatro clados: A, B, Cy D. El clado D
es exclusivo de dicotiledoneas (Figura 4, Vazquez-Lobo et al., en preparacion).
Arabidopsis thaliana presenta 10 genes la familia DUF642 que se expresan en todos
los tejidos (Zuhiga-Sanchez, 2007). Sin embargo, el andlisis de los proteomas de
pared celular de diferentes tipos celulares de A. thaliana sugiere una expresion
diferencial a lo largo del desarrollo (Figura 5) ya que en células cultivadas se
encontraron 2 proteinas DUF642 especificas de este tejido (At2g41800, At1g80240)
mientras que en los tallos maduros se detecté de manera especifica una proteina del
clado A, At4g32460 mientras que la At3g08030 se encontré en todos los proteomas.
Solo proteinas correspondientes a los clados A y B se encontraron en los diferentes
proteomas de pared celular (Figura 4; Boudart et al., 2005; Bayer et al., 2006; Minic
et al., 2007).

22



D clade

0.3

Figura 3. Cladograma de la familia de proteinas DUF 642 (Vazquez-Lobo et al., en preparacion).
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Figura 4. Localizacién de diferentes genes DUF 642 en proteomas de fluidos apoplasticos, cultivos celulares y tejidos

vegetativos (ZUfiga-Sanchez y Gamboa-de Buen, 2009).
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Zaniga-Sanchez (2007) observo la interaccion de la proteinas At5911420 vy
At4g32460 con una pectin metilesterasa (PME3) entre otras proteinas. Las PME3
funcionan como reguladores de la rigidez o relajamiento de la pared celular y del
transporte de moléculas a través de los plasmodesmos, esta actividad se ha visto
durante su interaccién con proteinas de movimiento secretadas por el virus del
mosaico del tabaco, lo que permite su transporte por la via simplastica (Chen et al.,
2000). La interaccién de DUF642 con estas proteinas las sefialan como posibles
intermediarios, tanto en rutas de sefializacion en la matriz y la pared celular como

durante el desarrollo (Zufiga-Sanchez, 2007).

Expresiéon de DUF642 durante el enterramiento y la germinacion.

En Brassica oleracea la expresion de genes del clado A y B de la familia DUF642 es
modificada por el priming (Soeda et al., 2005). La expresion diferencial de las
proteinas DUF642 durante la maduracién de la semilla y la germinacion también ha
sido descrita en transcriptomas de A. thaliana (Carrera et al.,, 2008) y Hordeum

vulgare (Sreenivasulu et al., 2008).

El enterramiento de las semillas de A. thaliana también genera cambios en la
expresion de este grupo de proteinas. Garza-Caligaris (en preparacion) observé una
expresion diferencial. El gen At5g25460 solo se expresa en las semillas enterradas;

en las semillas tratadas con hidropriming y en el control no se detecto este gen.
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Hipotesis.

El priming natural tendra efectos superiores a los tratamientos de priming
convencionales sobre la germinacion de semillas de maiz y en el establecimiento de

sus plantulas, aun bajo condiciones de estrés salino.

El priming natural determinara una expresion diferencial en los genes de la

familia de proteinas DUF642.
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Objetivo

Objetivo general.

— Conocer el efecto del priming natural sobre la germinacion, establecimiento y

expresion de genes de la familia de proteinas DUF642 en semillas de maiz (Zea

mays L.)

Objetivos particulares.

— Conocer el efecto del priming natural (en suelos normal y salino) en la

germinacion de semillas de maiz en condiciones normales y de salinidad (4-8 dS

m™).

— Conocer el efecto del priming natural (en suelos normal y salino) sobre el
crecimiento y establecimiento temprano de plantulas de maiz en suelos normal y
salino.

— Observar la expresion de cuatro genes de la familia de proteinas DUF642
antes y después de la germinacion de semillas de maiz bajo el efecto del priming
natural y establecer si existe un patron similar en la expresion de estos genes con

respecto a lo observado en Arabidopsis thaliana.
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Material y métodos.

Obtencion del suelo salino y mediciéon de salinidad.

El suelo se extrajo de las parcelas experimentales del Colegio de Postgraduados
(ColPos) en el municipio de Texcoco, Estado de México, en agosto de 2009. El suelo
de las parcelas presenta distintos niveles de salinidad que van de los cero a los 20

dS m™ (Martinez-Hernandez com Pers).

La salinidad se midié utilizando el método de pasta saturada (ver Anexo |) de
acuerdo a SEMARNAT (2002), y se midi6 en dS m™ con un conductimetro Hach
senslON 156 Portable. Como suelo control (no salino) se utilizé suelo negro organico
utilizado para plantas del Instituto de Ecologia. Las pruebas de cada muestra de

suelo se hicieron por triplicado.

Tratamientos pregerminativos.

Se utilizaron semillas de maiz variedad Chalquefio. Esta variedad se cultiva en las
regiones del valle de Chalco en el Estado de México, y en las zonas montafiosas del
estado de Michoacan en altitudes de 2040 a 2200 msnm. Se enterraron 410 semillas
en suelo no salino (ESNS) y en suelo salino (ESS) en tarjas de plastico, se regaron
los suelos a capacidad de campo y se dejaron enterradas durante 24 horas. Para el
tratamiento de hidropriming (HP) se colocaron 410 semillas en una probeta de
plastico de dos litros y se agregd agua destilada hasta cubrir las semillas.
Posteriormente, la probeta se cubrié con papel aluminio para evitar la entrada de luz
y se guardd en un refrigerador, a 8°C durante 24 horas, en posicién horizontal para
incrementar la superficie de contacto de las semillas con el aire. Se utiliz6 un mismo

namero de semillas que no recibieron ningun tratamiento como control (CO).
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Después de las 24 horas las semillas se sacaron de sus respectivos
tratamientos y se dejaron secar en un cuarto oscuro durante cuatro dias a
temperatura ambiente (25°C). Cada lote de 410 semillas se dividi6 en tres partes
para realizar pruebas diferentes: 200 para la prueba de germinacién, 180 para la

curva de imbibicién durante la germinacion y 30 para la extraccién de RNA.

Curva de imbibicion durante el priming

De manera independiente a los tratamientos antes mencionados, en 12 recipientes
de plastico se coloco suelo no salino, se enterraron 15 semillas en cada recipiente (n
= 180 semillas) y se reg6 a capacidad de campo. Se procedié de la misma forma con
suelo salino. Para el tratamiento de hidropriming, se utilizaron 12 tubos Falcon de 45
mL, en cada uno se colocaron 12 semillas y se llenaron con agua destilada hasta
cubrir las semillas (N= 540). Los tubos se guardaron en un refrigerador a 8°C en

posicion horizontal.

De cada uno de los tres tratamientos, se extrajeron 15 semillas cada dos
horas durante 24 horas. Las semillas se numeraron y se registré su peso fresco en
una balanza Brainweigh B300 D. Posteriormente las semillas se pusieron a secar a
70° durante 48 horas y se registro el peso seco de cada semilla. Para conocer el
porcentaje inicial de agua de las semillas, se estimé el contenido de agua de 15

semillas sin tratamiento.

Germinacion.

Se sembraron 50 semillas de cada tratamiento en cajas Petri con papel filtro, se
regaron con agua y se colocaron en una camara de germinaciéon a 20°C con un
fotoperiodo largo (16 horas luz y 8 horas oscuridad). Como control se sembrd un
mismo numero de semillas que no recibieron tratamiento. Se hicieron cuatro
repeticiones por cada tratamiento y se registro la germinacion acumulada cada seis

horas durante noventa horas.
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Curva de imbibicion durante la germinacion.

Las 180 semillas restantes de cada tratamiento y 180 semillas sin tratamiento previo
(control), se sembraron bajo las mismas condiciones que las semillas para la curva
de germinacién. Se colectaron 15 semillas cada dos horas durante las primeras 24
horas de la germinacion. En cada uno de los tres tratamientos, se extrajeron 15
semillas cada dos horas durante 24 horas. Se enumeraron, se registro el peso fresco
y posteriormente se pusieron a secar a 70° durante 48 horas, posteriormente se
tomo el peso seco de cada semilla. Para conocer el porcentaje inicial de agua de las

semillas, se estimé el contenido de agua de 15 semillas sin tratamiento.

Extraccion de RNA sintesis de cDNA.

Se colectdé una muestra de 20 ejes embrionarios y 10 ejes germinados de semillas
de cada tratamiento (~0.100 mg de tejido), se guardaron en un tubo eppendorf y se
congelaron con nitrégeno liquido. Posteriormente se almacenaron a -80°C. El RNA
total se obtuvo con el método de extraccion para semillas con altas cantidades de
carbohidratos de (Li y Trick, 2005; ver Anexo Il). Se obtuvo un total de 30 uL de
muestra por tratamiento y todas las muestras se corrieron en un gel de agarosa al
1%. Posteriormente, se utilizaron 2 pL de RNA de cada muestra para la sintesis de
cDNA de una cadena utilizando oligo dT y SuperScript Il retrotranscripsata

(Invitrogen; Anexo IlI).

Disefio de oligonuclétidos y RT-PCR.

Las secuencias de cuatro genes de la familia DUF642 de maiz (Tabla 2), fueron
obtenidas en la base de datos de la pagina NCBI. Se disefiaron cuatro
oligonucledtidos especificos con la aplicacién PRIMER BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cqi), la cuadl muestra la
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localizacion de diferentes primers potenciales para cada secuencia. Se

seleccionaron las cadenas mas estables.

Tabla 1. Genes de la familia DUF642 en maiz y sus homologos en A. thaliana. La abreviacion Ay B se refiere al clado

donde se localizan.

Gen DUF 642 en maiz Gen DUF 642 A. thaliana Abreviacion
Acf83808.1 At5g11420 Al
Acq40327.1 At5g80240 A2
Acl52972.1 At5g11420 A4
Acg38935.1 Atg41810 Bl

Crecimiento.

Las semillas germinadas se transplantaron a macetas dentro de la casa de sombra
del Instituto de Ecologia de la UNAM. Las macetas se dividieron en dos grupos de
acuerdo al tipo de suelo (no salino y salino), y en cada grupo se plantaron 72

semillas de cada tratamiento. Todos los tratamientos se regaron diariamente.

Once dias después del transplante, se iniciaron las cosechas para medir el
crecimiento de las plantulas. Se hicieron cuatro cosechas, dos por semana de 12
plantulas por tratamiento en ambos tipos de suelo. Se registro la altura, el nUmero de
hojas y el area foliar. Posteriormente se separ0 la planta en raiz, tallo, hojas y
cotileddn. Todas las partes de la plantula se dejaron secar a 70°C durante 48 horas

para registrar el peso seco.

Analisis de datos.

Los valores de conductividad de los suelos salino y no salino se compararon con una

prueba “t” de Student.

Los porcentajes acumulados de germinacion fueron ajustados a una curva

sigmoide exponencial, los porcentajes acumulados de imbibicion (priming y
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germinacion) se ajustaron a una curva polinomial exponencial y los datos de

crecimiento se ajustaron a una curva polinomial racional (Tabla 3).

Tabla 2. Ecuaciones de las curvas de ajuste de germinacion, imbibicidn y crecimiento. En los tres casos: "y” corresponde a

un punto en el eje de las abscisas, “a” es la ordenada al origen, “b” es la pendiente de la curva y “c” es una constante.

Variable Ecuacién
. ., (‘CX)
Curva de germinacion y=al/[l+b" ]
e 2 0.5
Curva de imbibicion priming y =a+ bx®+cx
Curva de imbibicion germinacion c
, , y =a+ bx
(tratamiento suelo salino)
Curva de crecimiento y =a+ bx + c/x

Posteriormente, los datos de los porcentajes de contenido de agua y de germinacién
se transformaron con la funcidn arcoseno para obtener las derivadas de las curvas
de germinacion e imbibicién. Para ajustar los datos de crecimiento a la curva se
utilizé el logaritmo natural de la biomasa de cada plantula por colecta. Los
porcentajes transformados de germinacion e imbibicion final durante el priming se

promediaron y se compararon con una ANOVA.

Las tasas maximas de imbibicion, germinacion y crecimiento se obtuvieron
promediando las primeras derivadas maximas de cada curva. Para obtener el tiempo
medio de germinacion se promediaron los tiempos en que presentd la derivada
méaxima dentro de la curva. Las tasas de imbibiciébn durante el priming se
compararon con una prueba de Kruskal-Wallis. La tasa maxima de germinacion vy el

tiempo promedio de germinacion de las semillas se compararon con una ANOVA.

Para conocer la asignacion de recursos en las plantulas por efecto tanto del
tratamiento pregerminativo, como del tipo de suelo donde se sembraron, se
utilizaron los datos de la ultima cosecha (dia 22) de todos los tratamientos. De estos
datos se calcularon el area foliar especifica (SLA), las proporciones de area foliar
(LAR), la masa foliar (LMR), la masa del tallo (SMR), y el coeficiente alométrico (R/S;

Tabla 4). Para saber que factor afecté mas las variables analizadas, se realiz6 un
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analisis de varianza multifactorial (MANOVA), donde las factoriales fueron el

tratamiento pregerminativo y el sustrato.

Tabla 3. Variables de asignacion en diferentes partes de la planta. El rea se expresa en cm?2'y el peso seco en g. *La parte
aérea es la suma del peso seco de las hojas y el peso seco del tallo.

Variable Formula
SLA Area foliar / peso seco hoja
LAR Area foliar / peso seco planta
LMR Peso seco hoja / peso seco planta
SMR Peso seco tallo / peso seco planta
R/S Peso seco raiz / peso seco parte aérea*

El incremento de la biomasa de las plantulas de las semillas de cada tratamiento en
cada tipo de suelo durante el tiempo, su tasa maxima de crecimiento, su biomasa
final (plantulas de la ultima cosecha) y la proporcion raiz-tallo, se compararon con
una ANOVA y como prueba post hoc se utilizé la prueba de Tukey HSD. En el caso
de la biomasa final y la tasa maxima de crecimiento, se llevé a cabo una MANOVA

para concer el efecto que tuvieron el suelo y los tratamientos pregerminativos.

Los ajustes de las curvas se hicieron con el programa TableCurve version 2.1,
los analisis estadisticos con los programas STATISTICA 8 y STATGRAPHICS 2.0y

las gréficas con el programa Sigma Plot version 11.

31



Resultados

Salinidad del suelo

La salinidad del suelo de Texcoco fue mucho mayor a la registrada en la mezcla de
suelo organico utilizado en jardineria (t = 35.285; g.l.: 2; p = 0.001), el cual presentd
niveles de salinidad despreciables (Tabla 5). Ademéas de presentar un cierto grado
de salinidad, este suelo presentd otras caracteristicas como una textura limo-

arcillosa y poca permeabilidad.

Tabla 5. Salinidad de los suelos obtenidos en las parcelas experimentales del Colegio de Postgraduados (Colpos) y de la
tierra para plantas del Instituto de Ecologia (1. E.).

Procedencia Salinidad del suelo (dS m™)  Nivel de salinidad (SEMARNAT, 2002)

Colpos 4.9333 + 0.2419 Suelo salino (4.0-8.0 dS m™)
Viveros 0.0013 £ 0.0003 Efectos despreciables (<1 dS m™)
Imbibicion

Las curvas de imbibicion en los diferentes lotes de semillas durante los tratamientos
pre-germinativos muestran que durante las primeras horas la pendiente de la curva
es muy alta, y posteriormente se vuelve asintotica, mostrando que la entrada de
agua disminuye a medida que el contenido de humedad se vuelve constante
(Bewley y Black, 1996).

Las semillas de maiz iniciaron su imbibiciébn desde que se pusieron en
contacto con el agua del medio de germinacion. La tasa de imbibicién fue alta en
todos los tratamientos, y disminuye después de las primeras dos horas (Figura 6). La
tasa maxima de imbibicion (primera derivada maxima de la curva de germinacion) no
fue diferente entre los tratamientos (H,45= 4.177; p = 0.123), pero si el contenido de
agua en las semillas al final del experimento (Fs6= 2260.6; p = 0.001). El contenido

de agua en las semillas ESS fue mayor que en el resto de los tratamientos.
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Figura 1. Curva de imbibicion y porcentajes finales de agua en semillas de maiz. Los tratamientos son control (s; —),
hidropriming ( A ;-), semillas enterradas en suelo no salino (o; ----) y en suelo salino (A; ----). Para obtener la curva, se
utilizaron 180 semillas de cada lote y se pesaron 15 semillas cada 2 horas durante las 24 horas del tratamiento. El contenido
de agua se estimé por el contenido de agua (%) en base seca. El control es el porcentaje de agua de las semillas antes de
los tratamientos y la curva de imbibicion (o;---) de un lote de semillas (n = 180) embebidos Las letras indican las diferencias

significativas (p > 0.05).

Al final del tratamiento, las semillas enterradas en suelo salino cambiaron de color
blanco a amarillo, proceso no observado en las semillas de los otros tratamientos.
Este color permanecié aun después del secado de las semillas, sin embargo no

afecto su viabilidad ni el crecimiento de las plantulas (incisos posteriores).
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Germinacion

Los analisis en semillas de diferentes especies de plantas mostraron que los ciclos
de hidratacion-deshidratacion que se presentan durante la estancia de las semillas
en el suelo (priming natural) y los tratamientos de “priming” en el laboratorio
promueven el incremento de la tasa, sincronia y porcentaje final de germinacién
(Castro-Colina, 2007; Gonzélez-Zertuche et al., 2002; Gonzalez-Zertuche et al.,
2001; Olvera-Carrillo et al., 2001). Se ha visto una mejor respuesta del priming
natural (enterramiento) en estas variables respecto a otros tratamientos
pregerminativos como el osmopriming (Gonzélez-Zertuche et al., 2001).

Los efectos de los tratamientos sobre las semillas de maiz se observaron
desde la imbibicién durante las primeras 24 horas de la germinacion. La velocidad
de este proceso fue mayor en las semillas ESS, seguido de las semillas ESNS
(Figura 7). El porcentaje inicial de agua fue el mismo en las semillas control y en las
semillas enterradas en suelo no salino, mientras que las semillas bajo hidropriming y
las enterradas en suelo salino tuvieron el porcentaje significativamente mayor (Fs,
s6= 13.13; p = 0.000001).
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Figura 2. Curva de imbibicion de agua en semillas de maiz durante las primeras 24 horas de la germinacion de los
tratamientos control (+; —), hidropriming ( A ;--), semillas enterradas en suelo no salino (o; ----) y en suelo salino (4; -:---)
en las cdmaras de crecimiento. Para obtener la curva, se utilizaron 180 semillas de cada lote. Cada 2 h se sacaron del
medio de o incubacion y se pesaron 15 semillas de cada lote cada 2 horas durante las primeras 24 horas de la germinacion.

El contenido de agua se estimd con base en el peso seco. Las letras indican las diferencias significativas (p > 0.05).

Las semillas ESS germinaron en un tiempo menor (24 horas; Figura 8a) y su tasa
maxima de germinacion fue significativamente mayor con respecto al resto de los
tratamientos (Fs, 12= 4.742; p = 0.020). El tiempo promedio de germinacion también
difirié entre los tratamientos (F12) = 33.475; p = 0.000004), siendo menor en las
semillas enterradas en el suelo salino (Figura 8b). El porcentaje final de germinacién
también tuvo diferencias significativas (F12= 13.03; p = 0.0004), siendo mayor en

las semillas de los tratamientos ESNS y
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Figura 3. Curvas del porcentaje de germinacion (a) y la tasa de germinacion (b). El conteo semillas germinadas (n = 50, con
cuatro repeticiones por tratamiento) se realizd cada seis horas durante 72 horas. La curva de la tasa de germinacion se
obtuvo con base en las pendientes de la curva de germinacion, siendo el punto de inflexion la tasa de germinacion maxima
(derivada maxima). Los tratamientos son control (¢; —), hidropriming ( A ;--), semillas enterradas en suelo no salino (o; ----
) y en suelo salino (A; -----). Las letras en la grafica superior muestran las diferencias significativas en el porcentaje final de
germinacion, mientras en la grafica inferior las letras mindsculas muestran las diferencias significativas en la tasa maxima

de germinacion; las letras mayUsculas muestran las diferencias significativas en el tiempo medio de germinacion.

Crecimiento

Los efectos del priming modifican también tanto los patrones de crecimiento y
establecimiento de las plantulas como la asignacion de recursos a sus distintas
estructuras. Esta respuesta corresponde a una adaptacion temprana de las plantulas
al detectarse las sefiales de estrés ambiental desde la semilla (Zhang et al., 2007
Igbar y Ashraf, 2005; Cayuela et al., 1995).

Durante los primeros 11 dias de crecimiento de las plantulas de maiz, las
diferencias significativas en las variables alométricas estuvieron en funcion del suelo

donde fueron sembradas (Tabla 6).

Tabla 6. Coeficientes alométricos de plantulas de maiz a los 11 dias de crecimiento en funcion del suelo donde fueron

sembradas.
Variable Suelo Valores I'(p)
No salino 474.72a
SLA
(em?,. /ey ) 38.69(0.00001)
- Salino 270.84b
No sulina 0.0151®b
LAR
(g . fem?) 11.01(0.0013)
o Salino 0.0395a
No salino 0.0221b
SMR
(/1) 22.92 (0.00001)
T Salino 0.03492
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De acuerdo a la notacién cientifica: SLA g'l; LAR: g cm?: SMR 0 tallo g'1 total, estas
diferencias continuaron en funcién del suelo hasta el dia 22, excepto en la SMR,
donde hubo diferencias significativas entre plantulas de diferentes tratamientos,
encontrandose las mayores proporciones en las plantulas de los tratamientos CON y
HP. Los factores suelo y tratamientos tuvieron efectos de manera independiente en
esta variable, lo que se observa en las SMR de los tratamientos ESNS y ESS, que
tuvieron valores significativamente menores, independientemente del tipo de suelo

donde crecieron (Tabla 7).

Tabla 7. Coeficientes alométricos de plantulas de maiz de 22 dias en funcién del suelo donde fueron sembradas y de los

diferentes tratamientos pregerminativos de las semillas. N.S.= no significativo.

Variable Suelo Valores Fp) Tratamiento  Valores Fip)
. CON _
No salino g 2344b Hp i
LMR
( ; 8.61(0.0045) LESNS _ N.S.
g]ll\]:l"g".:.lll.l) ~  q. ' ! -~
Salino 0.26913 ESS .
Nosalino g pgg2a 'L;l')l_,N B
LAR n . o )
Codemd) 6.2200145)  ESNs ] N.S.
e Salino D.DU??b E&S _
. ) CON -
No salino 164512 P -
RV 36.26(0.00001) FSNS ) N.S.
Salino 0 9154 ESS )
. CON ~ a
No salino —2a20b 0.2568
SMR 0.1730 HpP 024240
Gl gy 85.07(0.00001) ESNS o roap  O-75(0:00001)
' 0.2702 ESS 0.1931

De acuerdo a la notacion cientifica: LMR g noja gt plantas Y asi en las siguientes
variables, a lo largo de las cosechas, el incremento de biomasa entre las plantulas
vario en funcién de los tratamientos, ya que mientras los tratamientos ESNS y ESS

incrementaron su biomasa durante los primeros 15 dias de crecimiento, los
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tratamientos CON e HP lo hicieron hasta los 18 dias, y en el caso del suelo salino,

no volvieron a incrementar su biomasa de forma significativa (Figura 9).

08 06

0s
0.4

04

03

d a
ab a i
02
02 b b
b
0.1
01
15 18 22 1 15 18

Bomasa (g)

Biomasa (g)
o
w

b
b
b
[ o N N L H H N NN

1 2 n 15 18 22 1 15 18 2

Sueks: No saline Control Suelo: Salino Suelo Mo ssine  HIATOPTiming  suee ssino
08 08
a
05 0.5
a
o4 04
— b a
.:.' 03 be & b ab
] w 03
: : :
@ c ab g
02 @
b 0z c
0.1
0.1
0o
1" 15 8 2 1 15 18 2 00
s s 1 15 12 2 1 15 18 2
Suelo: No saline Fnterradas Suelo: Salino -
Suelo: No saline Saline Suelo: Salino

Figura 4. Incremento de la biomasa en plantulas (n=12) de las plantulas de maiz sometidas a diferentes tratamientos
pregerminativos en suelos no salino y salino. Las abcisas son los dias de colecta desde el dia de la siembra. Las letras

muestran las diferencias significativas entre dias de colecta por cada tratamiento.

La biomasa final de las plantulas fue afectada por ambos factores, los cuales
interactuaron durante el experimento (Fgs= 6.06; p = 0.0008). Mientras que en el
suelo no salino se alcanz6 una biomasa final significativamente mayor, las plantulas
del tratamiento ESS tuvieron valores significativamente mayores en comparacion a
los tratamientos CON y HP (Tabla 8). Por otro lado, la tasa de crecimiento fue
afectada significativamente tanto por los tratamientos como por el suelo y su
interaccion fue significativa (Fzss)= 2.87; p = 0.04). Las plantulas de semillas ESS
sembradas presentaron la mayor tasa de crecimiento, independientemente del suelo
donde fueron sembradas, mientras las plantulas de las semillas CON y HP en suelo

salino, presentaron la tasa baja (Tabla 8; Figura 10).
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Tabla 8. Valores de la biomasa hasta el dia 22 y la tasa maxima de crecimiento de plantulas de maiz en funcién del suelo en
donde se sembraron y de los diferentes tratamientos pregerminativos a los que se sometieron las semillas.

Variable Suclo Valores Fip) Tratamicnto  Valores F(p)
: . CON 0.2214¢
Nosalino  0.3082 P 0.24345¢
Biomaga final .
o | 16.6(0.0001)  pgns 030353k 7-56(0.0001)
Salino 0.2371b ESS 0.32222
Tasa mAxima No salino 0.8797% CON D.6170¢
de _ HP 0.3677¢
crecimiento 4.35(0.0399) NS 0oaagh  25:07(0.00001)
loggdia)  giline  0.7161P ESS 1.27312
14 14 4
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Figura 5. Curva de la tasa de crecimiento durante los cuatro muestreos realizados. Las cosechas de las plantulas fueron en
suelos no salino (a) y salino (b). Los tratamientos son control (—), hidropriming (), semillas enterradas en suelo no salino

() y en suelo salino (----).

Expresion de los genes DUF642

La expresion diferencial de los genes DUF642 en las semillas y durante el priming y
la germinacidon ha sido descrita en Brassica oleracea, Hordeum vulgare y A. thaliana
2008 et al, 2008; Soeda et al.,

(Sreenivalusu, 2005; Garza-Caligaris, en
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preparacion). En semillas de maiz, los genes de la familia DUF642 A2 y A4 se
expresan en el eje embrionario de las semillas control mientras que los genes Al 'y
B1 no se detectaron. El patron de expresion no vario en las semillas enterradas
(Figura 11).
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Figura 6. Expresion de los genes de la familia DUF 642 en ejes embrionarios de semillas enterradas y no enterradas.

El efecto del tratamiento solo se observé durante la germinacion; la expresion de los

genes A2 y A4 solo se detecto en las semillas enterradas (Figura 12).
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Figura 7. Expresion de los genes de la familia DUF 642 en embriones de semillas germinadas de los tratamientos control y
enterradas. Las flechas indican la ubicacion de las bandas.
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Discusion

La tasa y el porcentaje final de imbibicién en las semillas difirieron significativamente
entre los diferentes tratamientos. A pesar de encontrarse completamente embebidas
en agua, las semillas bajo HP presentaron una tasa de imbibiciéon y un contenido
final de agua tan bajos como CON, de manera que el agua no fue el factor que
modificd la tasa de imbibicion en los diferentes tratamientos. Por otro lado, las
diferencias en el contenido final de agua en las semillas de los tratamientos de
priming natural (ESNS y ESS) se debieron al tipo de suelo donde fueron enterradas.
El suelo de jardineria no salino es permeable, tiene buen drenaje y permite el paso
del aire, mientras que el suelo salino de Texcoco se observo poca permeabilidad,
drenaje y sales disueltas, caracteristicas que modificaron el ambiente en que las
semillas fueron osmocondicionadas. Entre las diferentes respuestas de las plantas al
estrés osmaotico ocasionado por sales estd la sintesis de compuestos organicos
osméticamente activos, como azlcares solubles o prolina, que disminuyen el
potencial hidrico de las células y evitan la pérdida de agua, ademas de incrementar
la cantidad de carotenoides (Zhang et al., 2007; Kaya et al., 2010). El cambio en el
color de las semillas, la tasa de imbibicion y el porcentaje final de agua de las
semillas de maiz enterradas en suelo salino pudieron ser afectados por la sintesis de
este tipo de compuestos osmoéticos en respuesta a la entrada de Na* al embrién, y a

una mayor concentracion de carotenoides.

Al conservarse los efectos de los tratamientos de hidropriming y priming
natural en las semillas después de su secado, éstas siguen respondiendo en funcién
de las condiciones en que fueron embebidas, lo cual se observé en la curva de
imbibicion durante la germinacion. Las semillas enterradas en suelo salino tuvieron

la tasa de imbibicion mas alta durante las primeras 24 horas de germinacion, lo que
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dio como resultado una mayor imbibicibn en menor tiempo respecto del resto de los
tratamientos. Las fases de la germinacion estan en funcion de la cantidad de agua
embebida y del tiempo de imbibicion, de manera que tanto en el tiempo de inicio y el
tiempo medio de germinacion, como en el incremento de la tasa maxima y el
porcentaje final de germinacién de las semillas, fueron afectados por la el patrén de
imbibicion bajo priming natural. Estos efectos ya se han descrito para especies de
matorral xerdfilo de sustratos basélticos, al tratarse las semillas con priming natural
(W. urens, D. viscosa y O. tomentosa; Benitez-Rodriguez, 2005; Gonzalez-Zertuche
et al., 2001; Olvera-Carrillo, 2001).

Los efectos del priming natural contribuyeron al crecimiento temprano de las
plantulas de maiz mientras éstas dependieran de las reservas del cotiledon. En
maiz, el priming natural promovi6 el crecimiento de las plantulas
independientemente del tipo de suelo utilizado. Por otro lado, el tratamiento de
hidropriming no mostré un efecto significativo sobre el incremento de biomasa o la
tasa de crecimiento. La tasa de crecimiento de las plantulas con priming natural en el
suelo salino pudo deber a una mayor tolerancia a la salinidad. Las adaptaciones a la
tolerancia a la salinidad son al menos de mitigacion de sus efectos y no propiamente
una adaptacion a la vida en medios salinos como lo reporta Zorb et al. (2004) a nivel
molecular en tallos y raices. Algunos de los mecanismos de tolerancia a la salinidad
en maiz son la sintesis de la enzima aldehido deshidrogenasa y la acumulacion de
azucares solubles en las raices; mientras la primera contribuye a la reduccién de
malodialdehido (producto de la peroxidacion de lipidos), los azlcares solubles
incrementan la presion osmatica en la raiz, reteniendo una mayor cantidad de agua
(Huang et al., 2008; Feng et al., 2002).

El suelo donde se enterraron las semillas tuvo un efecto directo en el
crecimiento de las plantulas. La biomasa final de las plantulas ESS fue mayor en
ambos tipos de suelo, mientras las plantulas del tratamiento ESNS se vieron
afectada por el suelo donde se sembraron. Estas diferencias en las biomasas finales
reflejan la aclimatizaciéon de las semillas al sustrato donde se estableceran,
creciendo en funcién de las sefiales que percibieron. Resultados similares se han
observado en semillas de Lycopersicum esculentum, donde un osmopriming con
NaCl a 100 mM no sélo redujo el tiempo de germinacion en condiciones de salinidad

(70 y 140 mM NaCl), sino que también increment6 la concentracion de acidos
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orgénicos Yy solutos de alta osmolaridad en las plantulas hasta 60 dias después de la
siembra (Cayuela et al., 2001). El hidropriming y el priming con poliaminas en
semillas de Triticum aestivum incrementaron la biomasa y la talla de las plantulas
sembradas en dos sustratos de salinidad contrastantes, ademas de presentarse una
mayor acumulacion de sales en tallo y raices, contribuyendo a aminorar la pérdida
de agua durante su crecimiento en medios salinos (Igbar y Ashraf, 2005). En estos
casos, los tratamientos de priming ademas de conferir una mayor tolerancia a la
salinidad, también otorgan beneficios a las plantas en estados avanzados de
crecimiento, aclimatizandolas al medio donde crecen. La imbibicion parcial de las
semillas de maiz durante el enterramiento, pudo activar la sintesis y movilizacion de
reservas, haciéndolos disponibles para el embriéon en un tiempo menor que en las
semillas CON y HP, esta movilizacion de reservas se ha observado en semillas
tratadas con priming natural y se ha inferido que adelantan los procesos
relacionados con la germinacion (Alvarado-Lépez, 2009). En maiz se han descrito
este tipo de eventos en la etapa temprana de germinacion (Bewley y Black, 1994).
La disponibilidad temprana de recursos explicaria por que los tratamientos ESNS y
ESS tuvieron las tasas de crecimiento mas altas y por que se observaron durante los
primeros dias de crecimiento, lo que se tuvo como consecuencia que las plantulas
tuvieran una mayor biomasa al final del experimento. De esta manera, el
enterramiento no incrementa la tasa de crecimiento per se, sino que adelanta la
disposicibn de recursos para la plantula, permitiendo su crecimiento y
establecimiento en menor tiempo. Las adaptaciones que el priming natural otorga a
las plantulas son resultado de las sefiales que la semilla percibe del suelo donde
fueron enterradas (Alvarado-L6pez, 2009), lo cual tiene efectos sobre el crecimiento
y la asignacion de recursos en la plantula.

La Unica variable alométrica que fue afectada por los tratamientos de priming
natural fue la SMR, la cual fue menor que en CON y HP, lo cual podria estar
relacionado con la asignacién de biomasa en la zona del vastago de la plantula
como respuesta al crecimiento en condiciones salinas (Zhang et al., 2007). Se ha
observado que las condiciones en que se entierran las semillas pueden cambiar
ciertas variables alométricas en las plantulas, lo cual puede tener implicaciones en
su establecimiento. El enterramiento de semillas de W. urens en sitios contrastantes

de luz (sitio abierto y bajo el dosel) afecté el SLA de las plantulas de semillas



enterradas bajo un dosel, siendo significativamente mayor que en las plantulas de
semillas enterradas en el sitio abierto, lo cual pudo tener consecuencias en el
establecimiento de las plantulas en sitios con menor incidencia de luz (Gonzalez-
Zertuche et al., 2001). Una SMR mas baja en los tratamientos de priming natural
indicaria que no toda la biomasa se asigna al vastago, sino a la raiz, lo cual se
interpreta como una mayor tolerancia de las plantulas a los sustratos salinos de
acuerdo a Zhang et al. (2007). Sin embargo, esto requeriria de mayores estudios o

repeticiones, pues la R/V no refleja de manera significativa este hecho.

Los genes de la familia DUF642 se expresan de manera diferencial durante la
maduracién y la germinacién de semillas de diferentes especies de plantas,
incluyendo monocotiledéneas (Vazquez-Lobo, en preparacion). El enterramiento de
las semillas de A. thaliana promueve la expresién de dos genes del clado A, que no
se expresan bajo otra condicion de priming o de estrés abidtico mientras que un gen
del clado B esta presente en las semillas CON durante los primeros seis meses de
almacenamiento (Garza-Caligaris, en preparacion). Las semillas de maiz no
presentaron diferencias en funcion del tratamiento; se detect6 la presencia de dos
genes del clado A desde las semillas CON y no se detect6 al gen del clado B. Estas
semillas fueron adquiridas comercialmente, por lo que no se pudo determinar ni la
edad ni las condiciones de almacenamiento, circunstancias que han afectado la
expresion de los genes de esta familia en A. thaliana. Por lo tanto es necesario
hacer este tipo de determinaciones en semillas obtenidas directamente de la planta
madre.

El que no se pudieran detectar los genes Al y B1, también se puede deber a
un disefio inadecuado de los oligos, por la posible diferencia entre las secuencias de
las distintas variedades de maiz. La informacion obtenida en la base de datos para
disefar los oligos es de es de una variedad de maiz diferente a la utilizada en este
estudio, lo que sugiere la necesidad de construir los vectores a partir de oligos
“indeterminados” y secuenciar los genes para obtener oligos acordes a esta
variedad. Una vez solucionado este inconveniente, se podra saber la homologia que
tienen estas secuencias con A. thaliana y poder determinar si estos genes son
ortélogos o paralogos, lo cual tendria una importancia evolutiva al inferirse si la
funcion de las proteinas DUF642 se ha conservado a lo largo de este proceso en

plantas vasculares.
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Conclusiones.

— El incremento de la germinacion y el crecimiento como consecuencia del
enterramiento de las semillas de maiz en diferentes tipos de suelo durante 24
horas es similar al descrito para el tratamiento de priming natural en plantas

silvestres.

— El crecimiento de las plantulas en los diferentes tipos de suelo se encuentra
en funcion del tratamiento de priming, en el caso del priming natural, se
encuentra en funcion del suelo donde las semillas fueron enterradas, tal como se

ha descrito en semillas tratadas con priming natural y artificial.

- Enterrar a las semillas de maiz durante 24 horas y secarlas, es suficiente para
gue éstas adelanten los procesos metabdlicos relacionados con la germinacion,
asi como aclimatizarlas a las diferentes condiciones ambientales que enfrentaran

durante el establecimiento de la plantula.

- Se requieren mas estudios para saber si existe una expresién diferencial en

los genes DUF642 en semillas de maiz.
— El priming natural en semillas de maiz mostré que dentro de las semillas hay

un sistema de percepcién y procesamiento de las sefiales ambientales que aun

no ha sido identificado y descrito.

46



Perspectivas.

— Obtener las semillas de maiz directamente de la planta madre y no de

distribuidores comerciales, esto significa tener cultivos de la variedad chalquefio.

— Construir los oligos con base en la secuencia de la variedad de maiz que se

planeé estudiar, pues esta puede cambiar entre variedades.

— Iniciar estudios mas detallados sobre las proteinas involucradas en la toma y
comunicacion de las sefiales ambientales en la semilla, pues éstas esclarecerian
la forma en que las semillas obtienen y procesan estas sefiales durante el

enterramiento.
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Anexos

Método para medir la salinidad del suelo con la técnica de pasta
saturada.

Agregar suelo a una probeta de 500mL.

Agregar agua destilada hasta saturar el suelo, de modo que quede como una
pasta.

En una cadmara de vacio, filtrar el agua de la pasta saturada. obtener al
menos 30mL de agua filtrada.

Las mediciones se realizan con conductivimetro. Las lecturas se toman en
dSm™

Extraccion de RNA total de semillas con altas concentraciones de
carbohidratos.

8.

9.

Moler 100 mg de tejido en nitrégeno liquido.

Transferir el tejido molido a tubos de centrifuga.

Agregar 400 pul de Buffer (Tris HCI pH 8, 100mM (5mL); LiCl 150 mM (187ul);
EDTA 50 mM (10pl); SDS 1.5% en stock al 10% (1.5mL); Mercapto 1.5% en
stock al 100% (150 pl). Se afora a 10 mL).

Agregar 250mL de fenol-cloroformo-alcohol. Mezclar por inversion.
Centrifugar las muestras a 13,000 g durante 15 minutos a 4°C.

Transferir ~250uL de la fase acuosa a un tubo con 250 pL de Buffer Il (Citrato
de sodio 0.75M (2.2 g); Laurin sarcosin 10%; Acetato de sodio pH 4, 2 M. Se
afora a 3mL y se agregan 7mL deTrizol). Mezclar por agitacion o inversion.
Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

Agregar cloroformo-alcohol isoamilico (200 uL).

Centrifugar a 13,000g durante 15 minutos a 4°C.

10. Recuperar el sobrenadante.

11.Agregar 300 pL de isopropanol y 210 pyL de CaCl, 1.2 M. Mezclar por

inversion.



12.Incubar 15 minutos en hielo.

13. Centrifugar a 13,000 g durante 15 minutos a 4°C.

14.Desechar el sobrenadante.

15. Lavar los pellets con 400 L de etanol al 70%.

16. Secar los pellets en campana de extraccién durante 15-20 minutos.

17.Resuspender en 20 uL de ddH-0.

Sintesis de cDNA.

1. Enun tubo de microcentrifuga se afiaden:

2. Se calienta la mezcla a 65°C durante cuatro minutos. Después de calentarlo,

1 pL de Oligo(dT).

2 L de RNA.
9 pL de dH,0

se coloca el tubo en hielo. A continuacién se agregan:

4 uL de Buffer 5X First-Strand.
2 yuL de DTT 0.1M.
1 pL de dNTP.

3. Se calienta la mezcla a 42°C durante dos minutos.

4. A continuacion se agrega 1 pL (200 unidades) de enzima SuperScript Il y se

deja a 42°C durante 50 minutos.

5. Después se calienta a 70°C durante 15 minutos para inactivar la reaccion.

6. El contenido final se utiliza para las pruebas de RT-PCR o se puede

almacenar a -4°C.

Analisis estadisticos.

Prueba de T sobre salinidad de suelos.

Group 1 vs.

T-test for Independent Samples (Spreadsheet32)
Note: Variables were treated as independent samples

Mea Mea| t-valyd| p
Grou| Grou|

Valid
Grou

Valid
Grou

Std.D
Grou|

Std.D
Grou|

F-rati
Varian

P
Varian

Salino vs. (C

4.93Z 0.001 35.3C 4 0.00C

~
<

20.2410.00C 9242, 0.00C
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Prueba de Krustal-Wallis sobre la tasa de imbibicién de las semillas durante el
priming

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; Var2 (Spreadsheet19)
Independent (grouping) variable: Varl
Kruskal-Wallis test: H (2, N=45) =4.177005 p =.1239

Depend.: Code |Valid | Sum of
Var2 N Ranks
Hidropriming 103 15 263.0000
Enterradas 104 15 405.0000
Salino 105 15 367.0000
Median Test, Overall Median = 257561E; Var2 (Spreadsheet19)
Independent (grouping) variable: Varl
Dependent: Chi-Square = 4.980237 df = 2 p = .0829
Var2 Hidropriming |Enterradas | Salino | Total
<= Median: observed 11.00000 5.00000 7.00000/ 23.00000
expected 7.66667 7.66667 7.66667
obs.-exp. 3.33333 -2.66667 -0.66667
> Median: observed 4.00000  10.00000 8.00000 22.00000
expected 7.33333 7.33333 7.33333
obs.-exp. -3.33333 2.66667 0.66667
Total: observed 15.00000  15.00000 15.00000 45.00000

ANOVA sobre el porcentaje de agua al final de los tratamientos de priming

Univariate Tests of Significance for Tasa de imbibicion (Spreadsheet20)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept 112719.8 1/ 112719.8/ 59896.67 0.000000
Tratamiento 234.6 3 78.2 41.56/ 0.000000
Error 105.4 56 1.9

Prueba de Tukey de los porcentajes de agua el final de los tratamientos de
priming. Las diferencias significativas estan por debajo de p= 0.05

Tukey HSD test; variable Tasa de imbibicién (Spreadsheet2
Homogenous Groups, alpha = .05000
Error: Between MS = 1.8819, df = 56.000

Tratamiento | Tasa de 1,23
imbibicion
Cell No. Mean
1 Control|f 41.14355 Fkkok
2 Hidropriming|| 42.48774 | ***x
3 Enterradas|| 43.22830 | ****
4 Salino| 46.51463 kkx

ANOVA de la tasa de imbibicidén durante la germinacion.
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Univariate Tests of Significance for Tasa de imbibicion (Spreadsheet20)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept 112719.8 1 112719.8| 59896.67 0.000000
Tratamiento 234.6 3 78.2 41.56/ 0.000000
Error 105.4 56 1.9

Prueba de Tukey de la tasa de imbibicién durante la germinacién. Las
diferencias significativas estan por debajo de p= 0.05

Tukey HSD test; variable Tasa de imbibicion (Spreadsheet20)
Homogenous Groups, alpha = .05000
Error: Between MS = 1.8819, df = 56.000

Tratamiento Tasa de 1(2 |3
imbibicion
Cell No. Mean
1 Controlf 41.14355 Fkkk
2 Hidropriming|  42.48774 ****
3 Enterradas|| 43.22830] ****
4 Salino 46.51463 ool

ANOVA de los porcentajes iniciales de agua en semillas de maiz

Univariate Tests of Significance for Var2 (Spreadsheet
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept | 17297.31 1/ 17297.31| 23656.94| 0.000000
"Varl" 28.81 3 9.60 13.13| 0.000001
Error 40.95 56 0.73

LSD de los porcentajes iniciales de agua en semillas de maiz. Las diferencias
significativas estan por debajo de p= 0.05.

LSD test; variable Var2 (Spreadsheet76)

Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS =.73117, df = 56.000

Varl {1} {2} {3} {4}

Cell No. 16.742 | 18.007 | 16.086 | 17.080
1 Control 0.000159 0.040150/| 0.283959
2 Hidropriming|| 0.000159 0.000000; 0.004388
3 Enterradas|| 0.040150/ 0.000000 0.002381
4 Salino|| 0.283959 0.004388 0.002381

ANOVA del tiempo medio de germinacion en semillas de maiz.
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Univariate Tests of Significance for Var2 (Spreadshee
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |####H#HH 1| HHHHHHEE | S | S
"Varl" 378.63 3 126.21 33.475 | #ittt
Error 45.24 12 3.77

Prueba de Tukey del tiempo medio de germinacién en semillas de maiz. Las
diferencias significativas estan por debajo de p = 0.05.

Tukey HSD test; variable Var2 (Spreadsheet!
Homogenous Groups, alpha = .05000
Error: Between MS = 3.7702, df = 12.000

Varl

Var2

1

2

3

Cell No.

Mean

Salino

Enterradas

Hidropriming

N W

*kkk

HHHHHHE
B
###### *kkk kkkk

Control|| #tHtt##

*kkk

ANOVA del porcentaje final de germinaciéon en semillas de maiz.

Univariate Tests of Significance for Porcentaje final (Spreadshee
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept |#####H#H 1| HHHHHHE | B | S
"Varl" 0.3719 3/ 0.1240 13.03 | #HH#H#H1H
Error 0.1141 12 0.0095

Prueba de Tukey del porcentaje final de germinacion en semillas de maiz. Las
diferencias significativas estan por debajo de p = 0.05.

Tukey HSD test; variable Porcentaje final (Spreadsheet
Homogenous Groups, alpha = .05000
Error; Between MS = .00951, df = 12.000
Varl Porcentaje final | 1 | 2
Cell No. Mean
2 Hidropriming 5.054816  ****
1 Control 5.091715  #x**
4 Salino 5.352380 Hkkk
3 Enterradas 5.398261 ok

ANOVA de la tasa méxima de germinacion en semillas de maiz.
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Univariate Tests of Significance for Tasa maxima (Spreadshee
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept Bt 1| HEAHHHE | HEHHERE | R
Tratamiento | ######HH 3| #HitH | A TA25 | #iHHHHHE
Error Rt 12 | #HH#HHHH

Prueba de Tukey de la tasa maxima de germinacién en semillas de maiz. Las
diferencias significativas estan por debajo de p = 0.05.

Tukey HSD test; variable Tasa maxima (Spreadsheet
Homogenous Groups, alpha = .05000
Error: Between MS =.00082, df = 12.000

Tratamiento |Tasamaxima | 1 | 2
Cell No. Mean
2 Hidropriming 0.169741  *xx*
1 Control 0.186122  *#¥* Hixx
3 Enterradas 0.199525 | **** | xkkk
4 Salino 0.242510 rxkk

MANOVA del SLA en cada durante el dia 11.

Analysis of Variance for SLAL - Type lll Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value

MAIN EFFECTS

A:Suelo 997634.0 1 997634.0 38.69 0.0000
B:Tratamient 112262.0 3 37420.7 1.45 0.2334
INTERACTIONS

AB 43276.3 3 14425.4 0.56 0.6432
RESIDUAL 2.26893E6 88 25783.3

TOTAL (CORRECTED) 3.42211E6 95

All F-ratios are based on the residual mean square error.

Prueba de rangos multiples del SLA durante el dia 11.

Multiple Range Tests for SLA1 by Suelo

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Suelo Count LS Mean Homogeneous Groups
2 48 270.84 X

1 48 474.722 X

Contrast Difference +/- Limits
1-2 *203.883 65.124

* denotes a statistically significant difference.
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MANOVA de LMR durante el dia 1.

Analysis of Variance for LMR - Type Ill Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS

A:Suelo 0.000399877 1 0.000399877 0.08 0.7804
B:Tratamient 0.0439375 3  0.0146458 2.86 0.0412
INTERACTIONS

AB 0.0300272 3  0.0100091 1.96 0.1263
RESIDUAL 0.450012 88 0.00511377

TOTAL (CORRECTED) 0.524377 95

All F-ratios are based on the residual mean square error.

MANOVA de la LAR durante el dia 11.

Analysis of Variance for LAR1 - Type Ill Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value

MAIN EFFECTS

A:Suelo 0.0143437 1 0.0143437 11.01 0.0013
B:Tratamient 0.0000576974 3 0.0000192325 0.01 0.9975
INTERACTIONS

AB 0.00195364 3 0.000651213 0.50 0.6835
RESIDUAL 0.114692 88 0.00130331

TOTAL (CORRECTED) 0.131047 95

All F-ratios are based on the residual mean square error.

Prueba de rangos multiples de la LAR durante el dia 11.

Multiple Range Tests for LAR1 by Suelo

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Suelo Count LS Mean Homogeneous Groups
1 48 0.0151417 X

2 48 0.0395886 X

Contrast Difference +/- Limits
1-2 *-0.0244469 0.0146419

* denotes a statistically significant difference.

MANOVA de la SMR durante el dia 11.

Analysis of Variance for SMR1 - Type Ill Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
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MAIN EFFECTS

A:Suelo 0.00396551 1 0.00396551 22.92 0.0000
B:Tratamient 0.000572448 3 0.000190816  1.10 0.3524
INTERACTIONS

AB 0.000148865 3 0.0000496215  0.29 0.8348
RESIDUAL 0.0152269 88 0.000173033

TOTAL (CORRECTED) 0.0199137 95

All F-ratios are based on the residual mean square error.

Prueba de rangos multiples de la SMR durante el dia 11.

Multiple Range Tests for SMR1 by Suelo

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Suelo Count LS Mean Homogeneous Groups
1 48 0.022125 X

2 48 0.0349792 X

Contrast Difference +/- Limits
1-2 *-0.0128542 0.00533502

* denotes a statistically significant difference.
MANOVA de la biomasa de las plantulas del dia 22.

Analysis of Variance for Biomasa4 - Type lll Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value

MAIN EFFECTS

A:Suelo 0.121197 1 0.121197 16.60 0.0001
B:Tratamient 0.165457 3 0.0551523 7.56 0.0001
INTERACTIONS

AB 0.132818 3  0.0442726 6.06 0.0008

RESIDUAL 0.642397 88 0.00729997

TOTAL (CORRECTED) 1.06187 95

All F-ratios are based on the residual mean square error.

Prueba de rangos mudltiples de la biomasa de las plantulas del dia 22.

Multiple Range Tests for Biomasa4 by Suelo

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Suelo Count LS Mean Homogeneous Groups
2 48 0.237146 X
1 48 0.308208 X
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Contrast Difference +/- Limits

1-2 *0.0710625 0.0346523

* denotes a statistically significant difference.

Multiple Range Tests for Biomasa4 by Tratamient

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Tratamient Count LS Mean Homogeneous Groups
Control 24 0.221417 X

Hidropriming 24 0.243458 XX

Enterradas 24 0.303583 XX

Salino 24 0.32225 X

Contrast Difference +/- Limits
Control - Enterradas *-0.0821667 0.0645904
Control - Hidropriming -0.0220417 0.0645904
Control - Salino *-0.100833 0.0645904
Enterradas - Hidropriming 0.060125 0.0645904
Enterradas - Salino -0.0186667 0.0645904
Hidropriming - Salino *-0.0787917 0.0645904

* denotes a statistically significant difference.
MANOVA tasa méaxima de crecimiento.

Analysis of Variance for RGRMax - Type Il Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value

MAIN EFFECTS

A:Suelo 0.641672 1 0.641672 4.35 0.0399
B:Tratamient 11.0896 3 3.69654  25.07 0.0000
INTERACTIONS

AB 127119 3 0.423731 2.87 0.0407
RESIDUAL 12.9762 88 0.147456

TOTAL (CORRECTED) 259787 95

All F-ratios are based on the residual mean square error.
Prueba de rangos multiples de la tasa maxima de crecimiento.

Multiple Range Tests for RGRMax by Suelo

Method: 95.0 percent LSD

Suelo Count LS Mean Homogeneous Groups
2 48 0.716193 X

1 48 0.879706 X

Contrast Difference +/- Limits
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1-2 *0.163513 0.155772

* denotes a statistically significant difference.

Multiple Range Tests for RGRMax by Tratamient

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Tratamient Count LS Mean Homogeneous Groups
Hidropriming 24 0.36773 X

Control 24 0.617092 X

Enterradas 24 0.933838 X

Salino 24 1.27314 X

Contrast Difference +/- Limits
Control - Enterradas *-0.316745 0.290295
Control - Hidropriming 0.249362 0.290295
Control - Salino *-0.656046 0.290295
Enterradas - Hidropriming *0.566108 0.290295
Enterradas - Salino *-0.3393 0.290295
Hidropriming - Salino *-0.905408 0.290295

* denotes a statistically significant difference.
MANOVA del LAR durante el dia 22.

Analysis of Variance for LAR4 - Type Ill Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value

MAIN EFFECTS

A:Suelo 0.0000508426 1 0.0000508426 6.22 0.0145
B:Tratamient 0.00000593734 3 0.00000197911 0.24 0.8667
INTERACTIONS

AB 0.000144879 3 0.0000482931 591 0.0010
RESIDUAL 0.00071931 88 0.00000817398

TOTAL (CORRECTED) 0.000920969 95

All F-ratios are based on the residual mean square error.
Prueba de rangos multiples del LAR durante el dia 22.

Multiple Range Tests for LAR4 by Suelo

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Suelo Count LS Mean Homogeneous Groups
2 48 0.00779781 X

1 48 0.0092533 X

Contrast Difference +/- Limits
1-2 *0.00145549 0.00115955
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* denotes a statistically significant difference.
MANOVA de la LMR durante el dia 22.

Analysis of Variance for LMR4 - Type Ill Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value

MAIN EFFECTS

A:Suelo 0.0288072 1  0.0288072 8.51 0.0045
B:Tratamient 0.0169642 3 0.00565472 1.67 0.1791
INTERACTIONS

AB 0.0530748 3  0.0176916 5.23 0.0023

RESIDUAL 0.297826 88 0.00338439

TOTAL (CORRECTED) 0.396673 95

All F-ratios are based on the residual mean square error.

Prueba de rangos multiples de la LMR durante el dia 22.

Multiple Range Tests for LMR4 by Suelo

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Suelo Count LS Mean Homogeneous Groups
1 48 0.234495 X

2 48 0.269141 X

Contrast Difference +/- Limits
1-2 *-0.0346454 0.0235946

* denotes a statistically significant difference.

MANOVA del SLA durante el dia 22.

Analysis of Variance for SLA4 - Type Il Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value

MAIN EFFECTS

A:Suelo 457374 1 45.7374 0.01 0.9196
B:Tratamient 22969.8 3 7656.59 1.71 0.1701
INTERACTIONS

AB 22368.7 3 7456.24 1.67 0.1796

RESIDUAL 393229.0 88 4468.51

TOTAL (CORRECTED) 438613.0 95

All F-ratios are based on the residual mean square error.

MANOVA de la SMR durante el dia 22.



Analysis of Variance for SMR4 - Type lll Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value

MAIN EFFECTS

A:Suelo 0.226537 1 0.226537  85.07 0.0000

B:Tratamient 0.0778712 3  0.0259571 9.75 0.0000
INTERACTIONS

AB 0.0167253 3  0.0055751 2.09 0.1068

RESIDUAL 0.234345 88 0.00266301

TOTAL (CORRECTED) 0.555478 95

All F-ratios are based on the residual mean square error.

Pruebas de rangos multiples de la SMR durante el dia 22.

Multiple Range Tests for SMR4 by Suelo

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Suelo Count LS Mean Homogeneous Groups
1 48 0.173059 X

2 48 0.270213 X

Contrast Difference +/- Limits
1-2 *-0.0971546 0.0209295

* denotes a statistically significant difference.

Multiple Range Tests for SMR4 by Tratamient

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Tratamient Count LS Mean Homogeneous Groups
Salino 24 0.193166 X

Enterradas 24 0.194066 X

Hidropriming 24 0.242454 X

Control 24 0.256858 X

Contrast Difference +/- Limits
Control - Enterradas *0.0627927 0.0390116
Control - Hidropriming 0.0144045 0.0390116
Control - Salino *0.0636918 0.0390116
Enterradas - Hidropriming *-0.0483882 0.0390116
Enterradas - Salino 0.000899058 0.0390116
Hidropriming - Salino *0.0492873 0.0390116

* denotes a statistically significant difference.

MANOVA proporcion raiz:vastago durante el dia 22.

Analysis of Variance for R_V4 - Type Ill Sums of Squares
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Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value

MAIN EFFECTS

A:Suelo 12.7777 1 12.7777 36.26  0.0000
B:Tratamient 4,111 3 1.37033 3.89 0.0116
INTERACTIONS

AB 2.79328 3 0.931095 2.64 0.0543
RESIDUAL 31.0131 88 0.352421

TOTAL (CORRECTED) 50.6951 95

All F-ratios are based on the residual mean square error.
Pruebas de rangos multiples de la proporcién raiz:vastago durante el dia 22.

Multiple Range Tests for R_V4 by Suelo

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Suelo Count LS Mean Homogeneous Groups
2 48 0.915499 X

1 48 1.64516 X

Contrast Difference +/- Limits
1-2 *0.729661 0.24077

* denotes a statistically significant difference.

Multiple Range Tests for R_V4 by Tratamient

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Tratamient Count LS Mean Homogeneous Groups
Control 24 1.00122 X

Hidropriming 24 1.17368 XX

Salino 24 1.41153 XX

Enterradas 24 1.53489 X

Contrast Difference +/- Limits
Control - Enterradas *-0.53367 0.448785
Control - Hidropriming -0.172457 0.448785
Control - Salino -0.41031 0.448785
Enterradas - Hidropriming 0.361213 0.448785
Enterradas - Salino 0.12336 0.448785
Hidropriming - Salino -0.237853 0.448785

* denotes a statistically significant difference.
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