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CAPITULO I

ANTECEDENTES



a]

El surgimiento y la evolucidn de la vida en este planeta tie
nen su base en la asociacidén molecular de los sistemas quimicos -
unitarics bajo condicicnes adecuadas (i.e. contra un gradiente en
trépico), asi como en su capacidad de adaptacidn y aprovechamien-
to de los parametros circundantes para su persistencia y evolu--—-
cién. La alta diferenciacidn celular ha implicado su interrelae—-
cidén coordinada para integrar los seres vivos que, a su vez, se -
organizan simbidticamente para formar un macrosistema en equili--
brie con sus alrededores -equilibrio ecoldgico-~ en el que cada -~
una de sus partes existe dindmicamente en la observacién del mis-
mo.

La funcidn de los seres vivos en este proceso determina las
caracteristicas morfolbgicas, fisioldgicas y -a nivel molecular-
fisicoquimicas de los mismos.1 Particularmente, 1los vegetales, -
carentes de miembros que les permitieran actividades motrices, de
sarrollaron entidades quimicas capaces de aprovechar las varia—--
bles ambientales a su alcance, v.g., la energia solar. Las res-—--
puestas a la luz u obscuridad de las plantas implican necesaria-~-—
mente reacciones fotoquimicas, que basicamente se incorporan en —
tres clases: fotosintesis, fototropismo y fotomorfogénesis, enten
diéndose esta altima como la sensibilizacidn del vegetal hacia -~
las sefiales luminosas para el control de procesos de desarrollo -
del mismo.

La importancia de la foromorfogénesis ha sido percibida a --

través del tiempo por la dependencia que los seres animales, epn-—-

! . . : ; .
La idera puede ser planteada inversamente, i.e. en el sentido que
"la estructura determina la funcidn". El concepto se mantiene —-
abierto,



tre ellos el hombre, tienen de 1os vegetales en cuanto a alimenta
cidn, provisibén de oxigeno y, en general, .pcr su participacidn en
el mantenimiento del equilibrio ecoldgico.

El estudic de la fotomorfogénesis ha sico realizado en vi-—-
rios niveles, aundque el descubrimiento, en 13429 (Butler et al, =-
1959) de un pigmento reversible por radiacidsn rojo~rojo lejano --
(R-FR) bautizado como sistema fitocromo, ha czanalirzado ¢l conoci-
miento de las reacciones fotomorfogdnicas; asl, en 1a actualidad
ha sido profundizado el estudio de cste gisrema cromdfors-protsi-
co en cuanto a: 1) sus propledades fisicas v cuimicas v 2) lag —-
respuestas bioquimicas y Fisioldgicas que profuce, situdndolo co-
mo el Gnico pignento claramente definido en las plantas potencial
mente verdes que es capaz de percibir las sefizles luminosas del -
medio circundante y de traducir dichas seflales en el lenguaje de
las reacciones metabdlicas que gobiernan el deszarrollo, incluyen-
do morfogénesis (Schopfer, 1977). De esta mansra, el estudio de -
la fisiologia del fitocromo ha sido en la actualidad tomado como
el estudio de la fotomorfogénesis.

El sistema fitocromo consiste de una cromoproteina en equili
brio entre dog formas, una que absorbe la energia radiante en la
porcidn del rojo lejano ( A méx ca. 730 nm), simbolizada por Pfr
y que es transformada por esta absorcidn en laz forma Pr, la cual
absorbe en la porcidn del rojo ( A mix ca. 660nm). Ambas Formas -
de la molécula son incquivocamente reconecidas oor su espectro de
abscorcidn y por su actividad bielbgica, corregposndiendo la forma
bioldgicanente activa a Pfr y la inactiva, a Pr. Puede decirse, -
onronces que la idea del sistema fitocromo es 1z de un interrup- -

tor maestro en la conexidn y desconexidn de rezguestas metabbli--



co-fisioldgicas por la accidn de la energia radiante.

A la fotointerconvertibilidad de las dos formas del sistema
fitocromo, se adicionan la "conversidn obscura™ de PSr en Pr, lo
que indica que esta ultima es la forma termodinimicamente estable
del pigmento; la destruccidn de Pfr y la sintesis de novo de Pr.

£stos equilibrios se esquematizarian de la siguiente mancra:

he

rojoi
P'P o Pp 7%  Pfrp
B S

P fr
rojo lejano

obs.

donde P'r y P'fr son las formas resultantes de la nueva sintesis
y destruccibn del fitocromo, respectivamente.

De acuerde a la intensidad de irradiacibdn apliceda, se han ~
descrito dos tipos de reacciones inherentes al sistema fitocromo,
las respuestas de induccidén-reversidn o de baja irradiacidén (LIR)
y las reacciones de alta irradiacién (HIR). Las primeras se produ
cen por la irradiacidn de corto intervalo sobre el tejido vegetal
v producen respuestas biolbdgicas reversibles de acuerdo al rango
de longitud de onda irradiado, i.e., un pulso 2n R prcoduciria una
respucsta bioldgica positiva y un pulso en FR revertiria la res--
puesta. Estas respuestas bioldgicas muestran espectros de accidn
que concuerdan ampliamente con aquellos obtenidos por el pigmen—-—
to aislado, observandose una gran similitud entre los niveles de
Pfr inducidos y el tamabic de la respuesta (Quail, 1976). De esta

manera, la magnitud de la respuesta de LIR es proporcional al n-



mero de cuantos incididos sobre la muestra y &stos son Funcidn de
la intensidad de radiacidn por el tiempo que dura ésta a una lon-
gitud de onda determinada.

Las respuestas correspondientes a HIR, por otro lado, se pro
ducen cuando la muestra es irradiada intensamente por R hasta al-
canzar el estado fotoestacionari02 y, contrariamente a lo espera-—
do, en este caso las respuestas son también dependientes de la in
tensidad de luz incidida aunque haya sido alcanzada la condicidn
de saturacidén (HMohr, 1969). En este caso, la respuesta es manteni
da 21 tiempo que dura la irradiacidn, llegando a su nivel basal -
cuando ésta es suspendida; éste implica que la fotorreversibili--
dad no es aplicable en este tipo de reacciones (Quail, 1974; Ken-
drichk vy Spruit, 1977). Debido a que el nivel de Pfr en el estado
fotoestacionario es independiente tanto de la longitud de onda cg
mo de la intensidad incididas, se ha sugerido que las HIR se rela
cionan con la velocidad de interconversidn entre Pfr y Pr en ese
estado, gue contribuye a mantener un complejo Pfr-sustrato, el =--
que a su vez dirigiria la respuesta HIR (Schidfer, 1975); esta ve-
locidad de ciclacidn seria dependiente de aguellas variables.

Teniendo en cuenta las caracteristicas de ambas respuestas -
-LIR e HIR~ se ha visualizado una capacidad dual de accidn del --
sistena fitocromo en la fotomorfogénesis, actuando en LIR como un
fotosensor y en HIR como fotoacoplador (Quail, 1976). Esto impli-

e El estado fotoestacionario ha sido descrito por la relacidn

Vs = ((Pr,fr}/[Ptot))y

{Schidfer y Mohr, 1974); donde el subindice » indica la longi~-
tud de onda a la que se realiza la medicidn, bajo condiciones -~
de saturacidn por irradiacién R.
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ca que en las reacciones de induccidn-reversidn ia luz actla cémo
interruptor en la transformacidn de Pr en Pfr. E1 Pfr formado por
esta transformacidn puede actuar en la obscuridad e independiente
‘mente de que el pulso haya sido suspendido. Obviamente, si los --
cuantos incididos son mas, la respuesta observada serd de mayor -
magnitud. En el ostro lado, en HIR, el sistema Pr-Pfr se encuentra
en directa relacidn con el estimulo aplicado; los despliegues bio
16gicos consecuentss son dirigidos por la constante irradiacidn -~
por 1o que la sugpensidén de ésta origina el cese de la respuesta.

Gran parte de las reacciones norfogénicas atribuidas al sis-—
tema fitocromo se <eben al hecho de ser inducibles-reversibles: -~
los criterios de fotorreversibilidad y la similitud de los espec-
tros de accidén tanto para su induccidn como reversidn aseguran -
buenas bases de prusba del control del crecimiento y desarrollo -
por el fitocromo.

Entre las respuestas bioldgicas dirigidas por este pigmento
se encuentran germinacidén de la semilla, induecidn floral, desa—-—
rrolle floral, coloracidn cuticular, respiracidn de la semilla, -
etiolacidn, sintesis de antocianinas, formacién plumular, orienta
cidn de cloroplastos, formacién de plastidos, abscisién foliar, -
epinastia, expresidn sexual, formacidén de rizoides, bulbacidn, me
tabolismo CAM y latencia de brotes (Hendricks y Siegelman, 1967).
Asimismo, se han estudiado fendmenos microscdpicos como son el —-
control de entrada de metabolitos en nacleo (Gupta et al, 1982),
control de sintesis mitocondrial {Bajracharya et al, 1976), cam--
bics de potencial eléctrico membranal (Jaffe, 1968; Racusen,1976)
control de la sintesis de RNA mensajero (Weidner y Hohr, 1967a; -

1967b; Jaffe, 1969), sintesis y control de enzimas especificas —-



(Bradbeer, 1973; Schopfer, 1977}, proteccidn contra radiaciones -
uv (Wellman, 1976), control de transporte ibdnico (Kohler, 1969),
etc.

El desarrollo de este trabajo tiene como objetivo la revi—-—-
sidn de los experimentos realizados a la fecha sobre el papel que
el sistema Fitocromo juega en el mecanismo de la germinacidn y el
analisis de las evidencias ¢ hipdtesis del mecanismo de accidn en
este proceso del pigmento. Para ésto ze hace necesaria 1a revie—-—

-

sidn de las caracteristicas fisicas vy quimicas de

esta molécula,
de sus propiedades dinamicas (i.e, estudios de transformacidn, —-
destruccidn, sintesis, etc.) y la descripeidn de les fendmenos re

levantes del proceso de la germinacidn.



CAPITULO II

FITQCROMO: LA MOLECULA



2.1 CARACTERIZACION FISICA Y QUIMICA

La diversidad de técnicas usadas en los laboratorios de in--
vestigacidn acerca de las propiedades fisicogquimicas del fitocro-
me han arrojado grandes diferencias en los resultados obtenidos,
sobre todo en cuanto a peso molecular, estructura y nimero de cro
mdéforos, subunidades constituyentes, cte,

En la estimacién del peso molecular del fitocromo, el princi
pal obstaculo a superar es la existencia de enzimas proteoliticas
que degradan esta proteina en la manipulacidn para su aislamiento
y purificacidén. Este problema ha originado una serie de reportes
acerca del peso molecular del complejo tan amplia como diversa; -
en la actualidad se ha generalizado el término de fitocromo degra
dado a aquella fraccidén obtenida en condiciones de protedlisis ——
(Gardner et al, 1971; Cundiff y Pratt, 1873; 1975b; Fry y Mumford,
1971) en forma de unidades con resistencia a la degradacién y aso
ciacidn y con caracteristicas de fotorreversibilidad de ca. e
60 000 dalton.

El manejo de inhibidores de proteasas, asi como el uso de ——
técnicas més preciszas y rdpidas, ha permitido la separacidn y pu-
rificacién de una forma m&s compleja de fitocromo, de aprox. ——-
120 000 d (Cordonnier y Pratt, 1982; Hunt y Pratt, 1979; Rice y -
Briggs, 1973; Bolton y Pratt, 1980) cuya protedlisis limitada pro
duce la forma degrafada de 60 000 d (Cundiff y Pratt, 1975a; —-——
1975b; Stocker et al, 1978; Grombein y Ridiger, 1976). Kidd et al
(1978) han concluido que el fitocromo no degradado de 120 000 d -
contiene una subunidad proteica de 60 000 d idéntica a la forma -

degradada y otra del mismo peso molecular y de estructura .diferen
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te a aquélla, de acuerdo a la evidencia inmunoquimica de Cundiff
y Pratt (1975a; 1975b).

Es posible que el mondmero de 120 000 dalton conocido como -
fitocromo no degradado carezca de 40 a 50 aminodcidos perdidos du
rante la protedlisis en la extraccidn y purificacidn del fitocro-—
mo; ésto se encuentra basado en dos lineas de evidencia (Pratt, -
1982): a) la extraccidn de Fitocromo en la forma Pfr aparentemen-—
te menog 1labil que Pr frente a endoproteasas, exhibe una movili-—
dad electroforética menor que fitocromo no degradado (Boeshore y
Pratt, 1981), consistente con un tamaifio mayoer de cerca de 5000 ~-
dalton, b) la sintesis e fitocromo in vitro a través de RNAm aig
lado de avena, que muestra la misma movilidad electroforética an-
tericr. Esta molécula de 40 a 50 aminoacidos més que el fitocromo
no degradado, es convertida, por breve almacenamiento a temperatu
ra ambiente, en el fitocromo de 120 000 d, con lo que se concluye
que la molécula denominada fitocromoe no degradado es ligeramente
ﬁenor que el fitocromo nativo.

La determinacién de la estructura primaria del Fitocromo no
se ha realizado debido al alto numero de aminodcidos (ca. 1100) -~
que hace improbable su secuenciacidn. Se sabe que aproximadamente
46% de los aminodcidos que forman el mondmero de 120 000 d son po
lares (Pratt, 1982), consistente con la idea de una proteina glo-
bular, soluble en agua. Correll et al (1968) reportaron cierta —-
composicidn de aminoidcidos de fitocromo con un peso molecular de
42 000 carente de restos de cisteina; este trabajo ha sido refuta
do por Briggs y Rice (1972) quienes reportaron la presenclia de al
menos 11 cistinas por cada unidad de 66 000 d, asi como alta pro=-

porcidn de treonina y serina que contribuyen a la alta reactivi--
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dad de la proteina.

Aungue el primer intento en la determinacidn de carbohidratos
en fitocromo arrojd resultados positivos (Roux el tal, 1975) de —-
ca. 4% por peso, reportes posteriores niegan la presencia de estos
compuestos en fitocromo (Beoeshore y Pratt, 1981; Keegstra y Quail,
com. pers, a Pratt, 1982). En contraparte, la determinacidn de fos
fatos ha sido claramente establecida (Pratt, 1982) en una molécula
por monémero.

La estructura secundaria de la proteina ha sido determinada -
por métodos de dicroismo circular en el intervalo de 190-250 mm. -
Los resultados de Tobin y Briggs (1973) son, para el fitocromo noc
degradado, 17% de alfa-hélice, que concuerda con 1os resultados de
Chen et al (1972) de 20% de esta estructura; 50*%10% de enrollamien
to al azar y 30% de estructura beta.

lLa estructura terciaria es globular, aunque no esférica. La -
estructura cuaternaria de fitocromo es dimérica, apareciendo en ~-
las fotomicrografias electrdnicas como material amorfo y como 1o -
sugieren los trabajos de Kidd et al (1978) en cuanto a la presen--
cia de dos mondmeros asimétricos (uno de los cuales contiene el --—
crombforo) y a la determinacién de los aminoacidos N-terminales —-
por el método de Sanger (Briggs y Rice, 1972} que mostraron la pre
sencia de glutamato y aspartato.

La evidencia disponible (Kidd et al, 1978; Siegelman y Firer,
1964) sefiala la presencia de un cromdéforo por cada unidad de ——-
120 000 d; aunque Brandlmeier et al (1981} han reportado, por com-
paracién de absortividades molares de fitocromobilin-péptidos y fi
tocromo nativo (Pr}, la presencia de una fitocromobilina por cada

60 000 d, se puede suponer que no se excluye la posibilidad que es
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tos resultados se interpreten en el sentido de un croméforoe en un
monémero del sistema proteico y es casi aceptada en la actualidad
la existencia de un cromdéforo por unidad de 120 000 dalton, a la
luz del conjunto de resultados (Fratt, 1982).

La estructura del cromdéforo fue propuesta a partir de la ana
logia observada en la extraccidn y comportamientos espectral y ——
cromatografico de los croméforos de las Fficocianinas (liendricks vy
Siegelman, 1967) y el cromdforo del fitocromo. La figura II.1.1 -
myestra los espectros de absorcidn de ficocianobilina y £itocromo

bilina, respectivamente.

6B5
4

CADMOFGHD S
Firgeaghg
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-~ CROHMQFAND OE
FILoC1anin

Figura II.1.1. Espectro de absorcién de ficocianobilina y fitocro
mobilina (tomado de Hendricks y Siegelman, 1967).

La sefial de un maximo de absorcién en 650~660 nm indica una
estructura de bilitrieno. La figura II.7.2 muestra las semejanzas

y diferencias entre las ficocianobilinas y la fitocromobilina,
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V = vinilo

glaucobilina, mesobiliverdina = bilitrieno-2,8-E

biliverdina, fitocromobilina = bilitricno-2,8-V

Figura IT1.1.2. Analogia entre las estructuras de los cromdforos -
de 1as ficocianinas, ficocianobilinas, v el de fitocromo, fitocro
mobilina. El esqueleto tetrapirrdlico lineal comin corresponde a~
la estructura denominada bLilitrieno.

En base al desplazamiento en la longitud de onda maxima de -
absorcibn ( A m&x) a 725 nm en la transferencia de Pr hacia Pfr,
Hendricks y Siegelman (1967) propusiercn cierto tipo de isomeriza
cién del cromdforo con el consecuente cambio en la conformacién -
proteica del fitocromo; dicha iscomerizacidn se llevaria a cabo a
través de cambios lactima-lactama en los centros nitrogenados de

los anillos exteriores:

v
!
P
NN Q// N oH ~n =N N0
H “

]

lactima lactama

Los estudios en ficocianobilinas y su forma de enlace a fico
cianina por resonancia magnética nuclear (NMR), condujeron a Cres
pi et al (1968) a la proposicién de un modelo para el cromdforo —
del fitocromo, en el que el enlace a la proteina se llevaria a ca

be a través de un grupo etilideno, convalentemente unido al enla-
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ce peptidicc; la coplanaridad entre la bilina y el enlace C-N pep
tidico conducirian, a la absorcién de luz, a un complejo de trans
ferencia de carga, tal como se muestra en la figura I1.1.3 (FR}.

£1 desplazamiento de la A max en la transferencia Pr-——sPfr -

fue explicado por estos autores en base a dos contribuciones, -~

o ﬁ“
e @NH
N i a0 Ul
\ﬁnd— ?—{HWM-’\ ~¢c7 CmC AN
i
O-un:ClHl 'n'\’ OH ?;H
A
€Y,  CH e CHy  CH
! ﬂ
OLN% S0 NN
A FR

Figura II.1.3. Modelo del croméforo de fitocromo en cuanto al gru
po que se enlaza a la proteina, forma de enlace y fototransforma-
cidn propuesto por Crespi et al (1968).

la formacibén de un complejo metaestable ( A max 700 nm) y cambics
conformacionaias proteicos resultando la forma final, Pfr ( A méx
724 nm).

La estructura propuesta -y modelo mas aceptado en la actualé
dad- por Ridiger (en Briggs y Rice, 1972) basada en estudios de =~
degradacidn quimica, sefiala la unidn de la fitocromchbilina a tra-
vés del grupo propionato del tercer anillo y un reacomodo electrg
nico con migracién proténica en la transformacidén &cido-base indu
cida. E1 modelo propuesto por este autor se esquematiza en la fi-
gura II.1.4. El desplazamiento en A mix de PFr con respecto a -
Pr fue interpretado como debido a la nueva estructura electrdnica

y a los cambios conformaciocnales proteicos procedentes de la  ~--
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atraccidn electrostética cromoproteica.

PROTEMA

o” \g = ©r
~
Bloo Xy,
H 1
: (L
PROTENG

Figura II.7.4. Estructura del cromdforo del fitocromo propuesta -
por Ridiger. La transformacidn &cido-base inducida fue tomada de

base para la fototrasformacidén del fitocromo (tomado de Briggs y

Rice, 1972).

Fry vy Mumford (1971} han aislado y estudiado la secuencia de
aminoacidos unida al croméforo por tratamiento de la cromoprotei-
na con tripsina. Los resultados de estos autores indican que el -
tetrapirrol de fitocromo estd enlazado covalentemente a un pépti-
do de la siguiente secuencia: leucina-arginina-alanina-prolina-
histidina-{(serina, cisteina)1~histidina—leucina~g1utamina—tirosg
na. La obtencidn de cisteina se reportd en baja proporcidn; 1los -

autores suponen que esto es debido a que el cromdforo se encuen-—-

1Orden nno resuelto.
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tra unido covalentemente al péptido por un enlace tioéter de este
aminodcido con una lateral vinilica de la fitocromobilina. Esta ~
observacién estd de acuerdo con el trabajo de Butler et al {1964)
con agentes desnaturalizantes de fitocromo, al establecer la pre-
sencia de grupo (s) sulfhidrilo intimamente ligado (s} al croméfo
ro, especialmente en la forma fr.

Como se menciond atrlds, una caracterizacidn tipica del fito-
cromo en sus dos formas, es a través de su espectro de abscorcidn.
Esta muestra, en adicidn a las dos bandas maximas en R y FR, ban-
das menores en ¢l azul y UV cercano. E1 fitocromo en forma r puri
ficado posee una longitud de onda mixima de absorcidn en 665 y -
375 nm. mientras que la forma fr muestra XA max en 725 y 390 —-
{Hendricks y Siegelman, 1967). Ademas de éstas, se observa un ma-
ximo en 280 nm, absorcidn tipica de proteinas, debida a la absor-
bencia de los aminodcidos arométicos. El espectro de absorcidén pa
ra fitocromo purificado se muestra en la figura [I.1.5. Es impor-
tante observar, en esta figura, que la irradiacidn con iuz roja ~

de una solucidén de fitocromo produce un espectro de absorcidén que

A5
{0
IRAAD, ROIO LEJAND
o5 /mnrm. Aoy
N 1

Figura II1.1.5. Espectro de absorcidn de fitocromo purificado’ (To~
mado de Butler et al, 1864).
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no se anula en el intervalo de 660 nm y alrededores, mientras que
la irradiacidn de dicha solucidn con luz FR implica la desapari—-
cidén de la absorcidn en 725 nm. Esto indica que la totalidad de -~
Pfr es convertida en Pr ante la irradiacidn con luz FR, mientras
que al irradiar Pr con R, una cierta proporcidén de Ptot se manten
dra como Pr en el estado fotoestacionario, que consiste de ca.81%
Pfr y 19% Pr (Butler et al, 1864).

El espectro de absorcidn para PFfr muestra -en general- cier-
to desplazamiento en la longitud de onda maxima de fitocromo de—-
gradado con respecto al fitocromo nativo (in vivo); Rice y Briggs
{1973) han reportado un cambio de A max de 730 a 725 nm d¢ Pfr -
de 120 000 d frente a la degradacidn proteolitica hacia fitocromo
de 60 000; el mismo desplazamiento ha sido observado en las obser
vaciones espectrofotométricas de Everett y Briggs (1970) y Ken---—

drick y Roth-Bejarano (1978) de Pfr in vivo e in vitro.

2.2 TRANSFORMACION

En los organismos superiores, la regulacidén del nivel de mu-
chas proteinas funcionales se realiza a través de la combinacién
de los procesos de sintesis y degradacidn (Filner et al, 1969); -
aparentemente, la regulacidn de los niveles de fitocromo en los -
vegetales sigue tal mecanismo de regulacidn (Quail et al, 1973b);
en el estudio de la regulacidén celular de este pigmento intervie-
nen, principalmente, la existencia de ambas formas moleculares —-
(Pr y Pfr), el hecho que el pigmento se sintetiza en la forma Pr
y ¢s degradado a partir de fitocromo fr y la dependencia que las

partes del sistema individualmente y en su conjunto posean respec
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to a la energia radiante a diferentes - .longitudes de onda. El1 $is-
tema modelo en tal estudio ha sido propuesto por Schidfer et al --

(1972):
ho

1

o ki
P'pr —w—ki—dv'Prﬁ_—z__ﬂf PFr ——fespipp
\i__/

ke

ke

donde P'r -2k 4pp representa la sintesis de novo; Pr bt prp
las reacciones luminosas; PFr-*.pifr la degradacidn y Pfr—Y opp
la reversidén obhscura.

La sintesis de novo del fitocromo se lleva a cabo durante el
desarrollo de la semilla (Correll et al, 1968) con una cinética -~
de orden cero (Schéfer et al, 1972) hasta alcanzar un nivel de fi
tocromo total (Ptot) constante. Durante crecimiento en presencia
de luz y deetiolacidn, la cantidad de Ptot decrece por debajo de
clerto nivel critico y la sintesis de novo se reinicia, siendo la
velocidad de dicha sintesis independiente del tratamiento lumino-
so empleado (Quail et al, 1973a, 1973b). S5in embargo, la sintesis
nueva no es detenida cuando se han alcanzado los niveles de Ptot
normales: el mecanismo requlatorio implica también la interconver

——y

sién Pv Pfr de primer orden en ambos sentidos (Butler et al,

1964; Schmidt et al, 1973), la reversidn obscura de primer orden
PFr——mPr (Marmé et al, 1971) y la destruccidn de la forma PFfr -
de primer orden (Marmé et al, 1971; Schifer et al, 1972; Schidfer
et al, 1973): La regulacién de los niveles de fitocromo se reali-~
za contra la sintesis continua de orden cero y, bajo irradiacidn
continua, conduce al estado fotoestacionario, con Ptot determina-

do por la intensidad de luz incidida. {(8chéfer y Mohr, 1974): en
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el caso de plantulas etioladas, en las que Pfr se encuentra ausen
te, el establecimiento del estado fotoestacionario dependerd de -
la longitud de onda usada y determinara la proporcidn de las for—
mas Pr y Pfr en ciclacidn (Butler et al, 1964). De esta manera, -
el concepto de fitocromo es el de aquel sistema dindmico en el -—-
que el fotorreceptor mismo regula sus niveles en respuesta a la -
presencia de luz, su ausencia y calidad.

La reversién obscura ha sido observada en dicotiledéneas tan
to in vitro {HMumfeord, 1966; Taylor, 1968} como in vive (Hillman,
1967) con una cinética de reaccidén de primer orden.® Este fenbme
no ha contribuideo a explicar la mayor estabilidad termodindmica -
de Pr con respecto a Pfr, aunque se ha reportado una reversidn --—
obscura inversa Pr——sPfr in vitro (Augusto et al, 1978) a tra—-
vég de la transferencia energética de acetona en triplete hacia -
fitocromo en estado basal, originando, de Pr, la forma Pfr y vice
versa; e in vivo en semillas en imbibicién (Boisard, 1969; Ken——-
drick et al, 1969; Spruit y Mancinelli, 1969). Aparentemente, un
entorno reductor favorece la reversidn obscura de PFr (HMumford y
Jenner, 1971); ditionita, HNADH y ferredoxina incrementan drésticg
mente la velocidad de reversidn inversa.

Se ha observado que la reversidOn obscura se encuentra intima
mente ligada al proceso de destruccidn de PFr. En dicotileddneas,
12 desaparicién de Ptot bajo continua irradiacidn es de primer or
den, independiente de la intensidad de luz incidida y la veloci-—~
dad es proporcional al estado fotoestacionario \Pn  establecido -
— e

Aunque se han observado cinéticas de reversidén mbs complejas, -

en general, una fase rapida seguida de otra lenta (Taylor,196:)
ambas de primer orden.



(Kendrick y Frankland, 1968); en algunas semillas, la cindtica de
primer orden es antecedida por un periodo de reposo de corta dura
cidén en el cual la reversidn obscura ocurre rapidamente (Mc Arthur
y Briggs, 1971)}. Schidfer y Schmidt (1974) encontraron, asimismo, -
que después de la saturacidn con R la cinética de destruccidn si--
gue primer orden; la rcversidn es mayor que destruccidn aunque ab-
solutamente limitada, permitiendo el agotamiento de Pfr a través -
del proceso de destruccidn, En las semillas monocotileddneas, don-
de no se lleva a cabo la reversidn obscura, la velocidad de d@g—e-—
truccién de Ptot bajo irradiacidn continua es independiente de la
longitud de onda empleada y semejante a la observada en dicotiledd
neas (Butler y Lane, 196%). Bajo éstas y otras evidencias, Mariné -
et al {1971) han propuesto la existencia de dos "almacenes'" de Pfr,
cada uno de los cuales seguiria la reversidn y degradacidn respec-
tivamente; ademis sugirieron que la canalizacidén de esta forma mo-
lecular a cade via es inducida por la luz. E1 modelo de la figura
I7.2.1 muestra esquematicamente el modelo anterior.

Los trabajos de Schiéfer ¥ Schmidt (1974a) demostraron que la
canalizacidén hacia ambas reacciones -destruccién y reversidn obscu
ra- son parte de un fendmeno post-fotoreaccionario, i.e. ocurre en
la obscuridad después de un pulsce en R, en concordancia con la hi-

pétesis de Marmé et al (1971).
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PfrA —Xd__, prer

destruccidn
he Kou
Pr ':?9 Per
Q-—-—-*—v—-—n-——-
‘\\l‘:’\3
reversidn
obscura

Figura II.2.1. Esquema de la cinéitica de reaccidn de fitocromo in
vivo. Pfr¥ = almacén de fitocromo en forma fr cuya desaparicidn -
en obscuridad involucra tanto la reversidn obscura con constante

kb como al almacén de degradacidn, con ka; PFr? = fitocromo ain -
detectable canalizado hacia degradacidn, no sufre reversidn obscu
ra; P'fr = producto de degradacidén no detectable. (Tomado de Schi
fer y Schmidt, 1974al. -

Kendrick y Frankland (1968) mostraron que la constante de ve
locidad de destruccién de Pfr, kd, es independiente del estade fo
taestacionario establecido; Schimidt y Schdfer (1974b) observaron
que la dependencia en el estado fotoestacionario se realiza en la
razdn kb/ka (reversidn obscura/primer pasc de destruccidn); obser
varon que a valores bajos de WYa , ka vy kb aumentan al aumentar
los estados fotoestacionarios, 1o que indica un comportamientQ =
cooperativo entre ambas reacciones, mientras que a estados YA =~
mayores de 0.5 ka y kb decrecen al aumentar el valor de ‘Pa .

La dependencia de ka y kb con la temperatura (Schdfer y Sch-
midt, 1974} ha sido resuelta en dos componentes lineales con un -
cambilo de pendiente en ca. 20° C (Figura I1.2,2) donde la pendien

te del ygrafico indica la diferencia entre las energias de activa-
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cibén de Arrhenius para ka y kb; el cambio en la pendiente a 20° -
indica un salto en la energia de activacién para ka y/o kb. Se ha
observado, asimismo, la independencia de kd con la temperatura --

(Schdfer y Schmidt, 1974).

RN
* >
o.toh
kb
ka
G.r,u o
0004 ! X
12 n

T" {‘\Ohl % nr‘-\]

Figura 1I.2.2. Gréfica semilogaritmica de kb/ka contra el recipro
co de la temperatura absoluta (tomade de Schdfer y Schmidt, 1974).

El andlisis de la cinética de destruccidn de la forma Pfr --
muestra a su vez dos fases (Brockmann y Schédfer, 1982), una rapi-
da de primer orden seguida de otra mucho mas lenta frente a un ——
tratamiento pulsar con luz roja seguido de obscuridad. Un gegundo
pulse con R es seguido de la destruccidn répida del Pfr formado,
mientras que aquella poblacién de Pfr mantenida desde el primer -
pulso no es degradada. Esto implica que existen dos tipos de Pfr:
aquél susceptible a degradacidn y otro que de alguna forma es pro
tegido de este proceso. La existencia de una reaccidn répida in--

tercalada entre la fotorreaccibn y degradacidn (Schidfer et al, —-~
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1976), que consistiria en la asociacibédn de Pfr a algdn sitio re--
ceptor podria contribuir a explicar este fendmeno. Ademds, la w=—-
idea puede ser apoyada en los resultados de la figura I1.2.2, ya
que se sabe que las transiciones de fase membranales inducidas --
popr un cambio en la temperatura se asocian con saltos on 1a ener-
gia de activacidén de procesos que se llevan a cabo en membranas -
(Schidfer y Schmidt, 1974). Quail et a2l (1978) han dado la eviden-
cia de asociacién membranal de Pfr in vivo. Mas adelante serd dis
cutida la relacidn de fitocromoe con membranas v sus implicaciones
Los estudios por fotdlisis instanténea (flash) y dismindcidn
de temperatura han permitido cierto progreso en el conocimiento -
de la cinética de interconversidén de las dos formas del sistema -
fitocrome, asi como de los intermediariocs en dicha conversidn. Es

to implica que la reaccidn

Pr Mﬁﬁ)—bpf‘r
hv  (725)

se lleva a cabo a través de una serie de eventos que involucran -
la etapa fisica de absorcidén de un quantum de energia luminocsa —-—
(10717 = 1071° seq) (Quail, 1976} v la formacidén de estados elec—
tréonicamente excitados con tiempos de vida adecuados para permi-—-
tir rearreglos configuracionales atdmicos que, secuencial y para-
lelamente, a través de diferentes compuestos intermediarios, con-

ducen al producto final. Linschitz et al (1966) observaron por fo

$3%)

tolisis instantanea que la transformacién Pr »PFr a 0°C se —-
lleva a cabo en un intervalo de 0.1 mseg a 5 seg después del ——-
flash, mientras que la reaccidn inversa Pfr-—ﬁg—var se observi -

en el intervalo de 0.1 a 10 mseg. Asimismo, los autores pudiercn
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detectar una serie de intermediarios en ambas reacciones, ninguno
comfin a cada conversidn. Pratt y Butler (1970) lograron, a través
de estabilizacién de los intermediarios de las fototransformacio-
nes de fitocremo a baja temperatura (+5 4 ~25°C) completar el es-—
quema de¢ conversidén de Pr en Pfr, por 1o que los modelos de trans
formacidn en cada sentido serian los mostrados en la figura ———
I71.2.3. En ambas fototransformaciones, Pr y Pfr' serian los Gni-

cos intermediarios energéticamente excitados.

hv * /Q\

Pr » Pr 7r1-4>r3

Pfr

I"4--_--r, I‘S ——--—>I‘6

fr
]
PEp —07 Pfr*/ \/ Pr
\\\\\\ﬁFPQ/////

Figura II.2.3. Esquemas de fototransformacién de fitocromo plan--—
teados por Linschitz et al (1966) y Pratt .y Butler {1970). La ci-
nética de cada reaccidn determinada por las constantes de veloci-
dad, ki, son de primer orden.

E1l modelo de fototransformacidn arriba esquematizado ha sido
corroborado por medio de la estabilizacibdn de los intermediarios
en ambas conversiones de fitocrome hasta -100°C (Pratt y Butler,
1968) y -19°C in vive (Kendrick y Spruit, 1973) a través de la cg.

racterizacidén de algunos intermediarios. Ademds, Pratt y Butler -



(1970) determinaron entropias, entalpias y energias libres de ac-
tivacidn para cada reaccidn; las entropias de activacidn resulta-
ron todas positivas, siendo la mayor de 2% ue., Esto condujo a la
sugerencia que las fototransformaciones entre Pr y Pfr consisten
de procesos de relajacidn empezando con 21 intermeuiario produci-
do inmediatamente de la absorcidén de un quantum de luz y terminan
do con Pr o Pfr y que el bajo valor de 65" indica que no existi-
rian cambios conformacionales proteicos durante las fototransfor—
macionas.

Los estudios de dicroismo circular de fitocrome se han adop-
tado como medics eficientes para la determinacidn de posibles cam
bios conformacionales proteicos, La espectroscopia de dicroismo -
circular (CD) efectuada por Hopkins y Butler (1970) entre 200 y -
300 nm evidenciaron una diferencia entre los espectros de Pr y —-—
Pfr a 28% nm, donde la forma Pr muestra una banda negativa ausen-
te en Pfr; ésto se encuentra en cierta medida de acuerdo con los
espectros CD de Anderson et al (1970) donde la depresién se obser
vG6 a 283 nm y para Pfr una banda adicional en 302 nm. Estos auto-
res sugirieron que dichas diferencias indican cambios conformacio
nales en 1la vecindad de 1los residuos de aminoacidos aromdticos, -
aunque Tobin y Briggs (1973) afirman que el cromb&fore absorbe con
siderablemente en la regidn estudiada (260-300 nm), siendo ésta,
a 280 nm, hasta el 38% de la absorcidn total de la molécula., Es—=
tos autores concluyen que el cambioc en el espectro UV de ambas es
pecies de fitocromo no involucran cambios significativos en la —-
conformacidn protelca, correspondiendo probablemente a a) los cam
bios en el cromdforo que originan a su vez cambios en 1los restos

de tirosina y/o triptofano y cisteina vecinos a éste a través de




26

las diferencias de distribucidn de carga alrededor de estos resi-
duos y/o b) la accidn de encubrimiento o exposicidn de dichos ami
noicidos provocada por la conversidn de fitocromo en una u otra -
forma. Un apayo a dichas observaciones, se ha dado a través de ~-
los trabajos de Song et al (1882}, que observaron la fototransfor
macidén de fitocromo a través de los espectros de resonancia magné
tica nuclear protdnicos, sin encontrar diferencia en los H alifé-
ticos de ambas formas (Pr y Pfrl); sin embargo, el espectro de 1os
H aromdticos y de la regidn de resonancia protdédnica ~-NH- cambian

significativamente entre ambas formas de fitocromo. Ademds, Sar--—
kar y Song (1982) sugieren, por lunminiscencia de los residuos de

triptofano, que el aumento en la fosforescencia de la forma fr se
interpretaria en la base de la reorientacibén del croméforo sobre

la superficie proteica como resultade de la transformacidn —
Pr—» Pfr, afirmando, ademds, la exposicidn preferencial de los

residuos de trip en la forma Pfr, en concordancia con la hipdte—-

sis "b" de Tobin y Briggs (1973).



CAPITULO IIT

GERMINACION



3.1 INTRODUCCION

La semilla se ha definido como "el embridn latente rodeado -
por un endospermo mas o menos bien desarrollado y una cubierta" -
(Hess, 1975); es un sistema vivo en reposo o c¢stado de latencia,
ya que sus procesos metabdlicos se llevan a cabo muy lentamente o
se encuentran detenidos.

Potencialmente posee la informacidn genética necesaria para
desarrollar, en condiciones espacio-temporales dadas, una pléantu-
la que manifestard las caracteristicas fenotipicas de sus antece-
sores.

Estructuraiments, la semilla se encuentra constituida de tal
manera que permite la existencia de solamente los medios necesa——
rios para la germinacidn; estos medios son estructuras especifi--
cas que contienen material de reserva que serd la fuente de nu--
trientes durante el degarrollc del eje embricnario. La calidad de
las substancias de reserva de las semillas se determina genética-
mente, mientras que en la proporcidn de las diversas substancias
de reserva intervienen factores de tipc ambiental, principalmente
climético;1 de esta manera, la principal fuente energética de —-
gran parte de las semillas anglospermas {entre ellas leguminosas,

gramineas, cereales, etc,) se encuentra como carbohidratos, pri--

Debe recordarse que la especificidad genética surge como una —-
adaptacidn, manifestada evolutivamente, a las condiciocones exter
nas (ambiente) e internas (existencia de material hereditario =
-DNA~ v sus implicaciones) de las semillasg, de tal manera que -
la resultante (en este caso el control de la cantidad y calidad
de nutrientes de reserva) surge como una compleja combinacidn -
de los factores mencionados.



29

mordialmente almidén,2 localizado en los cotiledones y en la por
cibén "almidonosa*" del endospermo, en cuerpos limitados denomina--—
dos amiloplastos (Jaccbsen et al., 1979). Por otro lado, las semi
llas de oleaginosas almaccnan principalmente lipidos, en forma de
triacilglicéridos3 en los esferosomas de las células del endos—-
permoe.

La reserva proteica en las semillas de las plantas superio--—
res es mucho mas compleja en cuanto a su funcidn en la germina---
cién que las anteriores, ya que tiene la finalidad de crear a) ~-
una fuente de nitrdbgeno para los nutrientes formados de nove du=-
rante el desarrollo embrionario,4 b) la maquinaria enzimdtica cla
ve que, en forma de zimdgenos, serd activada en las primeras fa--
ses de la germinacidn y ¢) una fuente energética alternativa. Las
protelnas son almacenadas en organelos denominados cuerpos protei
cos. Muchas proteinas se depositan y almacenan en forma de gluco-
proteinas (Derbyshire et al., 1976; Ericson y Chrispeels, 1973).
Asimismo, se han encontrado proteinas de almacén en forma de com-
plejos, principalmente con fitatos de calcio y magnesio (Jacobsen
et al., 1979) que constituyen la mayor forma de almacén de fosfa-
to. Entre otros componentes importantes en el almacén de las semi
2 Polimero complejo formado por dos tipos de cadenas glucosadas: amilosa, en -

la que las subunidades de glucosa se unen por enlaces alfa (1-4), formando -
una estructura lineal; y amilopectina, en la que los enlaces son de tipo al-

fa (1-4) y alfa (1-6) formando un polimero en forma de red. La proporcién —
amilosa/amilopectina en semillas de cebada es de 20--30/80-70 (Briggs,1973).

Los triacilglicéridos son las moléculas resultantes de la esterificacidn de

glicerol con acidos grasos, generalmente insaturados. Naturalmente los &ci-—

dos grasos esterificados mas abundantes son oleico, linoleico y linolénico;

en menor proporcibn -entre saturados e insaturados— se encuentran acético, -

g?tirico,)palmitico, estedrico, ldurico y miristico {Mayer y Poljakoff-May——
2r, 1975).

Esta Minalidad puede explicar el alto contenido de prolina en las proteinas
de almacén (Brohult y Sandergren, 1954; Circle, 1950).

4
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1las se encuentran nucledtidos, aziicares fosforados, fosfolipidos
y nucleoproteinas.

La anatomia de la semilla es variable dependiendo de la espe
cie vegetal que se trate. La forma estructural de una semilla ge-
neralizada se esquematiza en la figura III.1.1. E1 enbribn es el
cigoto desarrollado, producto de la fusidn de las células germina

les masculina y femenina de las plantas superiores o angiospermas.

*p&dmalcn
. Qf\cl.as?¢rmo
CP!(O“HO
war(ao'n.,., cotiledon \Dq,rgxs‘:,ermo

Mpocoﬂ\o teston
radaolat

- o\ Tumn

m?.(.ro'?f\o

Figura IIT.17.1. Estructura generalizada de la semilla (tomado de
Strafford, 1979).

Este sistema embrionario se desarrollard, en condiciones dptimas

a expensas del material de reserva de la semilla, por divisidn ce
lular, elongacibn y diferenciacidén, dando lugar a una nueva plan-
ta. El embridn consiste de plamula, gue darda lugar al tallo y las
hojas; epicotilo, cotiledones y radicula o prinordioc de raiz, co-
municada a la plimula por cl hipocotilo. Las semillas pueden ser

mono, &i y policotileddéneas dependiendo del nGmero de cotiledones
que posean, determinado por la especie. Los materiales de reserva

generalmente se encuentran almacenados en el endospermo, aunque -
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en algunas especies dicha reserva puede encontrarse en los cotile
dones. El1 endospermo es originado por la fusidn triple de dos nu-
cleos polares femeninos con un niicleo espermatico, dando origen a
un tejido triploide. Asimismo, se pueden observar diferentes gra-
dos de ploidia dependiendo de la regidn endospérmica (Mayer y Pol
jakoff-Hayber, 1975).

La testa es la cubierta exterior de la semilla y sce desarro-
1la de los integumentos del dvaulo. La apertura inicial de éstos -
para la entrada del tubo polinico origina el micrdpilo. E1 hiliunm
es la parte por la cual el Ovulo se conectaba originalmente a la
pared del ovario. Por Gltimo, el perispermo es un derivado del te
jido parental del esporofito, formado a partir del nucelo (Straf-
ford, 1979).

La germinacidn de las semillas de plantas superiores es un -
proceso dificil de conceptualizar; Mayer y Pojakoff-Mayber (1975)
lo definen como "el consecutivo nimero de pasos que causa que una

5

semilla quiescente,” con un bajo contenido de agua, muestre un -—-

2 Cabe definir aqui los términos de quiescernicia y latencia, asi como sus dife-

rencias; quiescencia es la suspensidn del crecimiento impuesta por condicio—
nes ambientales adversas, es decir, una semilla quiescente sera capaz de ger
minar cuando las rondlczones del exterior sean Optimas. La latencia ha sido
descrita como “la suspensidén del crecimiento debida a una inhibicién enddge-
na activa' (Jann y Anen, 1980), de tal forma que una semilla latente en un -
medio favorable para su germinacién serd incapaz de realizarla, debido a las
restricciones intrinsecas de ella misma. Estas condiciones son mecanismos de
"defensa" para la semilla en el sentido que ésta germinara en condiciones ex
ternas que arriesgaran su existencia durante la germinecidn o el crecimientd.
Los mecanismos inhibitorios de la semilla latente son principalmente a) inma
durez embrionaria, b) impsrmeabilidad de la cubierta de la semilla hacia —=
agua y/o gases, ¢) necesidad de deshidratacién, d) existencia de quimdeos in
hibidores en 1la "emllla (v.g. fltOhOnﬂOndu). En la semilla latente puede in—
ducirse la gcrﬂunuc1on por la accidn de ciertos agentes: dlqrupc1on mecénica,
bioldgica o qulnuca de la cubierta de la semilla, estratificacidn, tratamicn
tosluminosos, etc. En realidad el estudio del fendmeno de la latencia es un
proceso complicado, debido a que los factores involucrados pueden formar com
binaciones entre si cuya accidn puede dar un resultado excluyente, aditive,”™
etc., dependiendo de la c,ptle que se trate sin excluir el medio externo.



aumento en su actividad metabdlica general e inicie la formacidn

de una plantula a partir del embridn"; Jann y Amen {1980) definen
la germinacién en tres niveles. celulares: "Morfoldgicamente, ger-
minacién es la transformacidn de un embridn en una pléntula. Fi--
siolégicamente, germinacidn es la reanudacidén del metabolismo y -
crecimiento, los cuales fuercen anteriormente deprimidos o suspen-
didos y la conexidn de transcripcidn del genoma. Bioquimicamente,
germinacién es la diferenciacidn secuencial de rutas oxidativas y
sintéticas". Los mismos autores simplifican la definicidn de tres
niveles: "...germinacién es la conduccidn del eje embribnico a un
estadio que fue temporalmente suspehdido durante latencia, y la -
iniciacién de nuevos programas genéticos...". La dificultad en 1a
definicidn de germinacibn, mas que describir los procesos que se

llevan a cabo en ella, reside en la especificacidn de 10s momenw—
tos de inicic y fin de ella: rovainacién se inicia por la incorpo
racidén en gran escala de agua (imbibicién) por la semilla, y sien
do éste un proceso fisico, puede ser realizado por semillas no —-—
germinables; asimismo, de acuerdo a la definicibn de Mayer y Pol-
jakoff~Mayber y Jann y Amen, involucra la formacidn de una pléntg
la, mientras otros autores (Bewley, 1979; lass, 1975; Jacobsen et
al., 1976) indican el fin de la germinacidn por la protrusidn de

la radicula de la cubierta de la semilla. Zspecialmente, Bewley -
sostiene que cualquier evento posterior al mencionado, s¢ asocia

como proceso de crecimiento vy no de germinacién. En este trabajo

se tratard la semilla en germinacién desde el momento de incorpo-
racidén acuosa por la semilla (imbibicibn} hasta el punto en que -
la radicula emerge de la cubierta de la misma.

En la existencia de la semilla, s¢ realizan unha serie de ——-
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eventos espacio-temporales determinados por factores intrinsecos

de la misma (maduracidn embrionaria, existencia de nutrientes e -
inhibidores, etc.) y externos a ella (condiciones de humedad, tem
peratura, luz, oxigeno, etc.) cuyas interacciones llevan al even-
to final denominado germinabilidad de la semilla. Este evento que
determina la germinacidn ne es al azar, esta definido por las con
diciones Gptimas tanto del sistema semilla como del entorno, y 1la
capacidad de la scmilla para sobrevivir hasta 1a llegada de este

estadio, es una de las adaptaciones mds importantes de los orga—-

nismos vegetales para llevar a cabo su propagacibn,

3.2 FACTORES QUE AFECTAN LA GERMINACION

Como se menciond anteriormente, existen una serie de facto—-
res cuya interaccidn favorece o impide la germinacidén de la semi-
lla. Estos factores pueden ser externos o internos de ella. Los -

factores externos se denominan condiciones para la germinaciédn.

3.2.1 Factores Externos.

Las condiciones para que se lleve a cabo la germinacién de -
una semilla incluyen principalmente la disponibilidad de agua en
el medio, temperatura adecuada a cada especie, una presibén gaseo-
sa determinada en la atmésfera y el requerimiento de luz para al-

gunas espécies vegetales.



34

3.2.1.1 Agua.

Agua es la conditioc sine qua non (Hess, 1975); debido a que
el proceso de incorporacidn acuosa es el primer paso en la germi-
nacién de una semilla, el requerimiento de agua €s la variable -—
primordial en el desarrollo embribnico. La incorporacibn de agua
por la semilla deshidratada recibe el nombre de imbibicidn, lle~-
vandose a cabo a través de la testa y ¢l micrdpilo. Es dependien-
te de la composicién de la semilla, la permeabilidad de la testa
al agua y la disponibilidad de la misma en el medio (Mayer y Pol-
jakoff-Mayber, 1975).

Debido a que la semilla se encuentra constituida en gran can
tidad por proteinas que contienen grupos hidrofilicos (i.e. los -
grupos R laterales de lo0s aminodcidos que las componen, asi como
las uniones peptidicas susceptibles de formar enlaces hidrdégenc -
con agua) exteriores, el proceso de la hidratacidn de la semilla
puede ser ascciado con la formacidn de ¢eles coloidales, donde ~-
las moléculas de agua se acomodan en 1os intersticios micelares,6
solvatando aquellas moléculas afines; debido a las dimensiones de
les conglomerados proteicos, gue muestran una gran superficie en
un volumen pequeflo, la hidratacidn trae como consecuencia el hin-—
chamiento de los sb6lidos de la semilla; el hinchamiento de ésta -
conduce a la formacidén de altas presiones de imbibicidn, que oca-
sionan la ruptura de la testa, ademds que aseguran espacio en el
suelo para la futura plantula.

Durante las primeras fases de la imbibicién, se ha observado desprendimiento
de calor por el Sistema semilla-agua. Esto ha sido interpretado en base a la
absorcibn de agua por los s6lidos de la semilla, que reduce la energia ciné-
ticg)de las moléculas de agua en su componente translacional (Jirgensons, -—
1938).
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Los componentes de la semilla que intervienen primordialmen-
te en la formacidn de las dispersiones coloidales son lag protei-
nas. Participan en menor proporcidn los componentes celuldsicos y
pécticos. El hinchamiento de almiddén sdlo se lleva a cabo en pH -
dcido, por lo gue, a pesar de su relativa abundancia en la semi--
1la, ne contribuye significativamente al hinchamiento de la semi-
1la.

Aunque la imbibicidn es un proceso fisico que se lleva a ca-
bo tanto en semillas viables como en aquellas que han sido dafia-—
das, se encuentra intimamente asociada a procesos metabdlicos im-~
portantes, v.g. la sintesis de RNAm en los primeros 30 min de im-
bibicidén en semillas de trigo y centeno (Sen et al., 1975; Spie—~

gel et .al., 1975).

3,2.1.2 Temperatura.

La temperatura e€s un parametro importante en la germinacidn
de las semillas. En la medida que se encuentra directamente aso-—
ciada a la energia cinética de las moléculas, determinara los cam
bios conformacionales de las mismas en la semilla, asi como su es
tabilidad. Esto adquiere importancia en el hecho que la actividad
epzimdtica es funcidn de la configuracidén espacial del conglomera
do proteico: temperaturas bajas implican poca movilidad molecular,
lo que quiere decir que existen pocas probabilidades que una enzi

ma dada adquiera la configuracidn Optima con respecto al sustrato.

1

n el otro extremo, temperaturas altas conllevan la desnaturalizg
2idn proteica (Laboriau, 1972). Otro efecto de temperatura puede

ser tratado desde el punto de vista de comportamiento membranal -



36

(Koller, 1972); se ha postulado (Taylorscn y Hendricks, 1971) que
la induccidn de germinacibdn por la tempcratura se pucde interpre-—
tar en cambios en la permeabilidad membranal, remocidn de inhibi-
dores y los cambios conformacionales proteicos.

Se han reportado valores de temperatura en la germinaciédn de
diferentes especies de semillas en tres rangos, minimo, 6ptimo y
maximo (Mayer y Poljakoff-Mayber, 1975), que dependen de la esta-
bilidad y actividad en conjunto de las diferentes isoenzimas exig
tentes en cada especie., Obviamente, los valores &ptimos de germi-
nacién se encuentran a temperatura ambiente, de acuerdo a la zona
donde cada especie se desarrolle. Existen algunas especies vegeta
les que requieren para su germinacidn valores alternados de tempe
ratura (Cohen, 1958; Thompson, 1969), que se han relacionado con
las variaciones diurno-nocturnas originadas naturalmente. La eX—-—
plicacibén a este fendmeno se ha dade como un efecto acumulativo,
a nivel de cambios macromecleculares en la estructura de la semi-—-—

1la, mds que a reacciones secuenciales durante germinacidn.

3.2.1.3 Gases.

Debido a que la germinacidén es un proceso que requiere gran
cantidad de energia en forma principalmente de ATP (Atkinson, ~—-—
1968) que se produce a través del proceso de transporte electrdni
co y fosforilacibén oxidativa en mitocondria (respiracidén aerdbi--—
ca7). se implica la necesidad de un entorno gaseosoc .rico en oxige
T . o . ca

Se ha observado que las fases iniciales de la germinacidn involucran la ob-—

tencidn de energia en forma ahaerdbica (Bidwell, 1979) y que el consumo de -
oxigeno aumenta a medida que el proceso avanza con el tiempo.
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no. Esto puede no ser la regla general, ya que ciertas especies -
vegetales, v.g. semillas de arroz, son capaces de germinar en un
medio completamente acuoso (Hess, 1975) ya que poseen una maquina
ria glucolitica bastante eficiente, £dwvards (1973) ha mostrado --
que una presidn de 0, de 0.01 atm permite la germinacién siempre
y cuande no existan barreras en la cubierta de la semilla., Hay --
evidencias que indican que la totalidad de oxigeno incorporado a
la semilla en germinacidn no es aprovechado en procesos respirato
rios clé&sicos: una porcidn es canalizada para su participacidn en
ia via pentosa fosfato (Hendricks y Taylorson, 1972; Heydecker, -
1977 Bewley, 1979) principalmente para cubrir las deficiencias -
en la maquina respiratoria de las semillas latentes en germina—-—-
<idn.

Un producto gaseoso de las oxidaciones bioldgicas, el didxi-
do de carbono (COE) es una substancia capaz de inhibir la germina

cidn, aunque esta capacidad se observa a presiones mayores que la

ot

tmosférica. En semillas que tienen una cubierta impermeable, la
produccidn de 002 resulta un problema debido a las altas presio-—
nes interiores que genera este gas, adicionando a ésto su alta e}
lubilidad en medio acuoso.

Una atmdsfera rica en hidrbgeno (Hz) es favorable para la --
germinacidén (Mayer y Poljakoff-Mayber, 1975), aunque el mecanismo
de su accidn es alin desconocido. Etileno es otro gas que favorece
la germinacidn, a través del rompimiento del estado de latencia,
al menos en cereales y oleaginosas (Taylorson y Hendricks, 1979).
Durante germinacidén se ha detectado la produccién de este gas, an

tes de la emergencia de la radicula (Esashi y Leopold, 1969). La

interaccién de etileno con COQ. luz y giberelinas en el rompimien
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to del estado de latencis ha sido objeto de investigacidn por va-
rios autores (0latoye y Hall, 1973; Negm et al, 1973; Katob y -—-

Ecashi, 1975; Bewley, 15879),

3.2.1.4 Luz.

El efecto de la radiacidn electromagnética en la porcidn del
visible sobre germinacidn de las semillas ya habia sido observado

er. las postrimerias del siglo pasado. Kinzel, en 1926, realizd —-

una lista de cientos de vegetales afectados de alguna manera en -
st germinacidn por la luz., clasificando dichas especies en semi—-
1las que recuieren luz para germinar, aquellas que requieren obs-
cu.ridad para hacerlo y un tercer grupo cuye comportamiento es in-
diferente 4 las dos condiciones,

La germinacidn dependiente de la luz en R es una evidencia -
tipica de agquellas respuasias de induccidén-revaersidn (LIR). La ~-
pulsacién en R de semillas en imbibicidn promueve la germinacidn
de: una amplia gama de semillas, entre las cuales Lactuca sativa -~
{var. Grand Rapids) corresponde al sistema modelo en estos estu——
dios, mientras que la reversibn del efecto se realiza por un tra-
temiento en FR inmediatamente después del primer pulso. El efecto
er. la transformacibén de Pr en Pfr es inmediato, ya que un periodo
de obscuridad entre ambos tratamientos aumenta el porcentaje de -
germinacién {(Bewley et al, 1967). Se ha definido el tiempo de cs-
cape como el periodo después del cual el efecto de la luz roja no
puede ser revertido por la irradiacién en roir _ejanc (Duke et al
1977).

El estado de imbibicién es un fendmeno determinante en la —-
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sensibilidad de las semillas a los tratamientos luminosos; se ha
observado gque esta sensibilidad se incrementa con el tiempo de im
bibicidn, encontrindose el mdximo en un intervalo de 60 a 75 min
(Ikxuma y Thimann, 1960); ademds, Duke et al (1977) notaron que --
una variacidn en ¢l periodo de imbibicidn previo a irradiacién re
sulta en diferentes niveles germinativos.

El aumento en la sensibilidad hacia la luz con el tiempo de
incubacidn en obscuridad ha sido objeto de varias hipdtesis; de -
esta manera, ha sido atribuido a la sintesis de fitocromo (Taylor
son ¥y Hendricks, 197%1}); a la hidratacidn del mismo, debida a imbi
bicién (Karssen, 1970); y al aumento de cierto componente molecu-
lar X con el que supuestamente Pfr interacciona (Koller et al, --
1964) para disparar las respuestas bioldgicas.

La hipétesis de hidratacién de moléculas preexistentes de fi
tocromo cuando se imbibe la semilla ha sido ampliamente apoyada -
(Tobin y Briggs, 1969%; Boisard y Malcoste, 1970; Taylorson y Hen-—
dricks, 1972; Zouaghi et al, 1972), sobre todo a través del cam--
bio en el espectro de absorcidn in vitro (Tobin et al, 1973) du--
rante deshidratacidn y rehidratacidén de fitocromo. En experimen—-
tos adicionales, se mostrd que los graficos de sensibilidad a 1la
luz contra periodo de imbibicibén se agrupan en dos tipos de acuer
do a la semilla en tratamiento: a) aquellos en que la sensibili--—
~dad aumenta y se mantiene constante después de alcanzado cierto -
punto (Taylorson y Hendricks, 1971) y b) aquellos donde se obser-—
va aumento en la sensibilidad, se mantiene una meseta y decrece -
(Taylorson y Hendricks, 1973); ademds, se ha observado que el ni-
vel de fitocromo total permanece constante a 1o largo del periodo

de preirradiacidén, lo que implica que no sucede nueva sintesis ~-~
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(buke et al, 1977). buke et al (1977) han desarrollado un modelo
que se apoya en las dos evidencias anteriores y, sin desechar el
planteamiento de hidratacidn de fitocromo, llegan a la conclusidn
que existe una substancia X que interacciona con fitocromo y cuy——
yos niveles varian durante el periodo de preirradiacién, inician-
do germinacidn después que un nivel de interaccidén con fitocromo

se ha llevado a cabo, de acuerdo al siguiente esquema:

Pfr + X ———2b PFPX ~~-vnm- $germinacidn
k2

Pr

En el modelo, la constante de inversidn, k2 y la concentracibn to
tal de fitocromo permanecen constantes durante el periodo de prei
rradiacidén. Después del pulso en R, la inversién de Pfr en Pr com
pite con el equilibrio de formacibén de PfrX de acuerdo a las cons
tantes k1 y k2 y a la cantidad disponible de X y Pfr. La induc—--
cibén de germinacidn, por tanto, seri una medida del periodo de -~
preirradiécién en tanto 1os niveles de X varien y, obviamente, de
la cantidad de Pr transformando en Pfr durante la irradiacidn con
luz roja. Taylorson y Hendricks (1973) han sefialado que el factor
X con el cual Pfr interacciona es un componente sujeto a transi--—
ciones orden-desorden, a semejanza de los componentes membranales,
sobre todo por la dependencia de germinacidn con la temperatura -
(Takaki et al, 1981).

Por otro lado, la existencia de semillas capaces de germinar
tanto en obscuridad como en presencia de luz y aln de aquellas cu

va germinacidén es inhibida por luz, plantean un problema diferen-
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te; la indiferencia a las condiciones luminosas ha sido atribuilda
a la existencia de fitocromo en la semilla deshidratada {(Rollin y
Maignan, 1967), que a través de hidratacibn durante imbibicidn, -
sufre reversidn inversa (Briggs y Rice, 1972} hacia Pfr activo, -
capaz de disparar germinacidn.

En el dltimo grupo de semillas, se ha observado una gran in-
hibicién de germinacidén por la irradiacidén con luz en la poreién
del rojo lejanc, mientras que la luz en rojo no produce cambics -
en lcs niveles germinatives, o lo realiza ligeramente (Rollin y -
Maignan, 1967). Eate fendmenc, segin el esguema de interaccidn —-
Pfr¥, ha sido atribuido a la destruccidn del complejo PFfr¥ bajo -
irradiacidn FR, debido a la transformacidén de PFr hacia Pr, dismi
nuyendo la concentracidn del complejo activo que conduce a germi-
nacidn; la irradiacidén con R produce Pfr, pero éste es destruido
enzimaticamente en seguida de su formacidn (Siegelman y Butler, -
1965); el almacén de fitocromo total disminuye y s6lo es recupera

do por nueva sintesis, en obscuridad (Rollin y Maignan, 1967).

3.2.2 Factores Internos.

Para que la germinacién de la semilla se lleve a cabo, es ne
cesario que existan les condiciones externas adecuadas para cada
especie y, tan importante como éstas, es la condicidén de disponi-
bilidad interna de la semilla para germinar. E¢ .a condicién rela-
tiva a las propiedades intrinsecas de la semilla es limitada por
la existencia de 1la latencia orgéanica.

Nikolaeva (1980) ha clasificado la latencia organica en exd-

gena y endbgena., La primera puede ser de tres tipos, fisica, qui-
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mica y mecanica y se refiere a las propiedades de la cublerta de
la semilla, excluyendo permeabilidad gaseosa, v.g. impermeabili--
dad de la cubierta al agua, existencia de inhibidores en el peri-
carpio y resistencia mecanica de las cublertas al crecimiento del
embridn.

La latencia endbgena puede ser debida a factores morfolbgi--
cos y Fisioldgicos: entre los factores morfoldgicos se encuentra
principaimente la inmadurez del embridn: las semillas que presen-—
tan este tipo de latencia requiercen de un cierto periodo de alma-—
cenamiento para completar el desarrollo embrionario; los factores
fisiolbgicos que involucran la latencia son principalmente la ——-
existencia de inhibidores de germinacidn dentro de la semilla y -
la falta de integracidn entre las vias metabdlicas responsables -
de este proceso. Los compuestos fendlicos en general se encuen-—--—
tran entre los inhibidores de germinacidén mas abundantes natural-
mente (Khan, 1980); asimismo, la cumarina, el acido cinamico y —-—
sus derivados (Mayer y Poljakoff-Mayber, 1975) y el acidc abscisi
co, que actia como regulador de latencia y germinacidn.

La accidn del &cido abscisico (ABA) ha sido ampliamente estu
diada en base a su interaccidn con giberelinas vy citocininas en -
el control de la latencia. Aparentemente, la base del mecanismo -
se encuentra en el balance de los niveles de estas fitchormonas,
sagin la hip6tesis de promocidn-inhibicidn del genoma, donde ABA
actla como represor y citocininas y giberelinas como promotores o
desrepresores (Khan, 1980; Taylorson y Hendricks, 1977). Se ha --
discutido ampliamente el caso de las hormonas vegetales en cuanto
a su analogia efectora con el sistema fitocromo; aunque si bien -

el Acido giberélico (GA3) {Ikuma y Thimann, 1960; Taylorson,1976)
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y cinetina (Leff, 1964) en menor proporcién son capaces de estimu
lar germinacién de semillas fotosensibles en obscuridad, se ha de
mostrado que fitocreomo no realiza sus efectos metabblico-fisiolé-
gicos a.través de estas substancias, y que ambos efectores reali-
zan su accioén independientemente (Schopfer, 1977); existen eviden
cias de la accidén sinérgica de giberelinas y Pfr (Bewley =t al, -
1967) y ain del contrcl del metabolismo de giberelinas por Pfr —-
(Kohler, 1966).

La causa moetabdlica de la latencia se encuentra principalmen
te por la ausencia de balance entre las vias glucolitica (EM) y -
pentosa-fosfato (PP} a través de los niveles de los piridin-nu--—-
cledtidos (NADPH y liADH) compitiendo por el uso de glucosa-6-fos-
fato (G-6-P) (Taylerson y Hendricks, 1977). En las semillas en la
tencia predomina el uso de la via glucolitica, de tal manera que
la induccidn de germinacién se lleva a cabo por inhibidores respi

ratorios que reducen ¢l consumo de O, por el ciclo de Krebs; &5—-

2
tos pueden ser aceptores de hidrogeno, inhibidores del ciclo, de
glucdlisis y del terminal citocromo oxidasa, entre éstos cianuro,
axidas, hidroxilamina, nitratos, tiourea, etc., La inhibicidén de -
catalasa, que descompone HQOQ, conduce a la oxidacidn de NADPH. -
E1l NADP' Formado desplaza la utilizacién de G-6-P hacia la via PP
por glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, primera enzima del ciclo PP
(Hendricks y Taylorson, 1975; Roberts, 1975; Roberts y Smith, ——-
1980). La figura II11.2.2.1 esquenatiza las rutas PP y EM, asi co-
mo sus puntos de interaccidn.

E1 esquema propuesto, que explica ampliamente la induccidn -
de germinacidn a través de la oxidacidn de NADPH por inhibicidn -

de catalasa, incluye una sugerencia interesante de Hendricks y --
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HEO + O2

sustrato % inhib. catalasa

Hy0p omme Q ¢zf*”“““'”'"“‘_*““‘““\\\
VIA
N9 H50 HQH - PENTOSA-FOSFATO

R . NAD + (PP)
P, NADPY NADPH ATP (1)NADPr ”ADPH

AT ADP, T ~E§>m‘ﬁ£f
GLUCOSA-j¥dZ;JGLUCOSA 6P, 6~P~GLUCONATO ”IBULO¢A 5-P
/ B

7
Is
~

-7 FRUCTOSA-6-P <

’ 3114
’
’ ADP

/ (" FRUCTOSA-1,6~ PP

ERITROSA-4~P

XILULOSA-

”u” SEDOHEPTULOS {wﬂﬁgz»RIBOSA 5-p

‘DIHIDROXI— \m
@ETONA ~P gt GLICEPALDFHIDO 3 R
T e e s TG T e e
KO0
GLICERATO-~1,3-PP
Rpe :
GLUCOLISIS - :
(EM) GLICERATO-~3~P j
GLICERATO-2-P (1) sitio de accién
: de NAD-cinasa, cuya
i actividad es aparen
P-ENOLPIRUVATO ; temente inducida --
e . por Pfr.
ate

PIRUVATO .-

DRI TR PP

Figura III.2.2.1. Interaccidn de glucbdlisis y la via pentosa~fos—
fato. E1 balance entre ambas rutas, que es favorable a glucdli-
gis en latencia, es desplazado hacia la via PP durante imbibi~-
cidén. La parte superior del esquema es un sistema de transporte
electrdénico dependiente de 0,, cuyos componentes transportado—--—
res no han sido clarificados®pero que contiene el punto de con-
trol en el rompimiento de latencia a través de la inhibicidn de
catalasa. Q-HQH sistema quinona oxidada y reducida, respectiva-
mente, Las lineas -~uspendidas delimitan las vias Eil y PP,
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Taylorson (1975%a) en el sentido que la estimulacidén de germina---
cidén por Pfr activa NAD-cinasa proveyendo a la semilla de NADPY,

ya que se ha observado el aumento en 1los niveles de NADPY en coti
ledones estimulado jpor irradiaciones en el rojo, a través del pro
ceso de induccidn-reviersidn (Briggs y rice, 1972) por medio del -
c¢fecto de Pfr. 8in embargo, la hipdtesis tiene serios inconvenien
tes. Bewley (1979) cuestiona a) la conexibn planteada de las enzi
mas en este sistema, b) que la reoxidacidén do NADPH sca necesaria

para el rompliviento del estado de latencia y ¢) gue la fuente de

an

fie

perdxido de hidrégeno (H,0,) provenga de la beta-oxidacién de ac

dos grasos, ya que este evento ocurre en las fases tardias de ge
=

o]

minacién y durante el crecimiento de la plantula, por 1o que no -
tendria sentido plantear esta fuente como -involucrada en el rompi

miento del estado de latencia.

3.3 EVENTOS GENETICO-METABOLICOS DURANTE GERMINACION Y FITOCROMO

La germinacién, en los términos planteados anteriormente, se
ha dividido en tres fases de estudio (Rodaway et al, 1979) que =
son realmente continuas pe;o se'carﬁcterizan por fendmenos genéti
‘cos y metabbélicos diferenciados. Estas fases son imbibicidn, pe—-
riode quiescente y periodo de crecimiento. Durante éste culmina -
la salida de la radicula de la cubierta de la semilla.

La germinacidén es la reactivacidn del metabolismo generaliza
do de la semilla e implica los conceptos de crecimiento y diferen
ciacidn. Estos eventos se traducen en la promocidn de un programa
genético nuevo asi como la reactivacidn o desrepresién de las uo-

nas génicas antecedentes. La investigacidn de los mecanismos de
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diferenciacidén y crecimiento en germinacidn conduce a los estudios
del control de la expresidén genética. Los estadios iniciales de ~—
germinacidén, i.e., imbibicidn, se caracterizan por la aparicidén, --
desde los primeros minutos, de una serie de proteinas y enzimas -—-
que pueden resultar de una sintesis de novo o de la activacién de
precursores preexistentes. La induccidn de la sintesis proteica se
requla a nivel genético o en el camino entre el BNAm y la proteina
funcional.

La induccién genética de la sintesis proteica ha sido plantea
da en base al medelo del Operén propuesto por Jacob y Monod {1961)
para sistemas bacterianos. La figura III.3.7. muestra el modelo —-

del Operdn generalizado para enzimas inducibles. Aunque este mode-

GENg N0 oL GEME ]
REGUIRDOR, erocotan  GeERAsoR O ERAN
|
1 I ——
i T-..lml..‘: ‘

i VANNASANAN A RNQM

bt T
REPRESOR @ L@J " W W

EFECTOR REFRESOR, PROTURYG,  FUNCOMALES
IMACTIVADO Cunmmasd

Figura III.3.1. Modelo del Operdn para enzimas inducibles. La cade
na de DNA posee, en el sitio del promotor, un lugar alostérico pa-
ra el represor, proteina codificada por el gene regulador. Cuando
el represor se encuentra complejado con el efector, algin metaboli
to indicador celular, la lectura, por RNA polimerasa de la cadena
que originaré el RNAm se produce y se traducira posteriormente cn
proteinas funcionales. Cuando el represor no se inactiva por efec-
to del efector, ocupa el sitio del promotor, impidiendo la lectura
genética por parte de la RNA-polimerasa; E1 RNAm no es producido vy,
por ganto, la sintesis proteica es impedida. (Tomado de Davidson,
19721.
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lo ha sido planteado y probado en sistemas bacterianocs, su exten-
516n a sistemas vegetales y animales no es imposible. La realiza-
cidén de la induccibn proteica en estos sistemas a través del mode
lo del Operdn involucra la consideracidn de factores adicionales
como resultado de 1a alta diferenciécién gvolutiva eucaridtica —
respecto de los sistemas bacterianos. Uno de estos factores es la
existencia del material genético -DNA- en forma de cromatina, es
decir, complejado y estabilizado por proteinas basicas, histonas:
¢ esta manera, la elaboracidén de un modelo de biosintesis de RNA
dependiente de DNA ¢n cucariotes deneria incluir mecanismos deses
tabilizadores de la cromatina para exponer la regibdn de DHA que -
serd transcrita. La induceién y regulacidén genética es una propie
dad de las proteinas residuales contenidas en el nicleo eucaridti
co v no de las histonas (Gilmour, 1968); ademés, se ha éspeculado
que la base de la actividad especifica genética se encuentra en -
los mecanismos de Eosf‘orilacic‘m8 de las proteinas residuales (All
frey et al, 1973). Aunque se ha mostrado que las proteinas nuclea
res fosforiladas se enlazan al DHA, Trewavas (1976) argumenta que
no hay evidencias que indigquen que dicho enlace sea el producto -
de la fosforilacidn proteica, ademds que éste es tan débil que no
es suficiente para desestabilizar el complejo DNA~histonas, alta-
mente estable. En vegetales se han observado cambios en los perfi
les electroforéticos de las proteinas nucleares fosforiladas duw—-
rante germinacidn (Chapman et al, 1975):; aunque la demostracidn -
La fosforilacidn proteica se lleva a cabo por las protein-~cina-
sas {Rubin ¥y rosen, 1975) transfiriendc el grupo gamma-fosfato

de ATP hacia los grupos hidroxilo de los restos de serina o ——-
treonina de las proteinas.
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de que la fosforilacidn proteica altere la actividad catalitica -
no ha sido completamente evidenciada, se sabe que RNA polimerasa

DNA-dependiente es una proteina nuclear cuya actividad catalitica
resulta a.mentada despuds de su fosforilacidn (Trewavas, 1976). -
Este hallazgo se puede considerar importants ya que si es posible
demostrar que la fosforilacidn proteica involuera la actividad ca
talitica de las enzimas nucleares, el modelo de induccidn y regu-
lacidn de la sintesis proteica en sistemas eucaridticos considera
ria factores que ayudarian a comprendser un poco mas el proceso de
la actividad génica selectiva.

La regulacién de la sintesis proteica entre el RNAm ¥ la pro
teina funcional se refisre a los procesos postranscripcionales co
mo son transporte de RNA hacia citoplasma, corte de secuencias in
trénicas, adicidn de secuencias poliadeniladas, etc. Las enzimas
y denis proteinas pueden ser modificadas quimicamente por metila-
cidn, acetilacidn, tiolacidn, ribosilacidn, adenilacidn, fosfori-
lacidén, etc., y fisicamente por asociacién oligomérica, con meta-
les o grupos funcionales especificos, etc.

La activacidn de precursores proteicos se podria llevar a ca
bo de varias formas alternativas (Mayer y Poljakoff-Mayber, 1975)
v.g. desenrollamiento espacial debide a rehidratacidn, asociacidn
y disociacidén con membranas, asociacibén oligomérica, por adicidn
o supresibn de cadenas polipeptidicas a la proteinz funcional, -=-
etc.

La regulacidn proteica por Pfr ha sido establecide =n los ni
veles anteriores a través de 1a induccidn (represién) de algunas
enzimas especificas. Para establecer los posibles mecanismos de -~

requlacidn por fitocromo, se simplifican los posibles sitios de -
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requlacibén por fitocromo, se simplifican 103 posibles sitios de ~
accidn para efectuar el ¢studieo de dicha regulacidn, be esta mane
ra, Schopfer {(1977) propone los siguientes: a) sintesis de la ca-
dena polipeptidica a través de ila reserva de aminodcidos (sinte—
sis de novo), b) activacidn de una forma inactiva de la enzima -
c) degradacidn de la enzima y d) inactivacidn de la enzima por al
teracidén reversible o bloqueo del sitio catalitico (Figura III.3.

2).

enzima
enlazada
proenzima

Lt

e e

it = o a o

: precursor enzima
afninOéCidOS_._ﬁ..._t, PR =LV ...é._g.aminoécidos
polipeptidico detectable

?activador

inactivador
8 0~3

enzima inactivada

Figura III.3.2. Esquema ilustrativo generalizado de los posibles

loci de contrel de una enzima. 5 = sintesis de novo; de = degrada
cidn: i = inactivacidn; ai = tinos de activacidn. La asociacién ©
disociacién de estructuras celularcs estd sefilalada por lineas sus
pendidas (tomade de Schopfer, 1977). -

burante germinacidn, la aparicidn de proteinas sigue un or--
den secuencial; en éste se advierten cuatro clases principales de
sistemas proteicos (Hayer, 1980); el primero concierne a la acti-

vacidén instantdnea de enzimas con la incorporacidn acuosa de la -
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semillzx,9 ésto implica que son producidas durante la maduracidn -
de la misma; el segundo grupo de enzimas aparecen un poco mas tar
de y requieren un tiempo de imbibicibn mayor, probablemente algu-
na modificacidén fisica o quimica o su dependencia de la integra--
cibén membranal scean 1os procesos que se realicen para la restaura
cidn de su ac+tividad; el tercer grupo de enzimas es producto de -
sintesis proteica sin requerimiento de RNAm de novo, ¥ ¢l cuarto

grupo, que se asocia a procesoes tardios de germinacidn y durante

el crecimiento de la nueva pléantula, aparece de sintesis proteica

4]

F

cuyos elementos primos son de nueva sintesis

La activacién proteica durante inbibicidn se lleva a cabo en
la totalidad de la célula, sin embargo, los fendémenos de este ti-
po en membranas son de especial interés por la importancia que ég
tas tienen en el control y desarrollo de la gerw..acibn. Cuando -
la semilla se encuentra deshidratada, presenta sv sistema membra-
nal empaquetado, con un alto grado de fragilidad y rigidez; esta
condicidén limita los procesos metabdlicos en gran medida. Durante
imbibicidn la fluidez membranal aumenta hasta restaurar su condi-
cién fisioldgica normal, ésta reactiva el metabolismo generaliza-
do de la semilla permitiendo, como fase primordial de la germina-
cién, la activacidén de sistemas enzimlticos membranales y el au--
mento de la permeabilidad de la membrana misma. Mayer (1980) su--
giere que el cambio en la permeabilidad membranal podria ser con-
secuencia de la fosforilacidn de las proteinas membranales, a se-~
mejanza del fendmeno en tejidos animales, cuyas protein-cinasas -
J Algunos ejemplos de enzimas de este tipo son triosa fosfato iso

merasa y la interconversién isoenzimltica de malato deshidroge=
nasa y glutamato deshidrogenasa (Mayer, 1980).
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actfian mediante la accidn de AMPc (Rubin y Rosen 1975%). Aunque se
han detectado protein~cinasas en tejidos vegetales, éstas son in-—
dependientes de este nucledtido (Keates, 1973; Keates y Trewavas,
1974). La existencia de AMPc ha sido ampliamente refutada por Tre
wavas (1976) en una recopilacidn de trabajos referentes.

En contraposicidn a la posicidn anterior, Wellburn et al ———
(1973) encontraron la presencia de AMPC en etioplastos y en con--—
centracibn mayor a éstos en etioplastos sometidos a tratamientos
luminosos; ademas, en un trabajo posterior (Wellburn y Hampp, =—--
1976) demostraron que lés membranas de etioplastos son inmpermed--

bles a GA ABA y AMPc y que la permeabilidad de dichas menmbranas

30
fue considerablemente aumentada hacia estos metabolitos frente al
tratamiento luminoso. estos resultados contemplan la base a una -~
posible hipdtesis acerca de 1a regulacibén de la permeabilidad mem
branal por fitocromo.

En la fase de imbibigién la reestructuracidén membranal ha si
do apreciada a nivel microscdpico por el patente desarrollo de ~-
los organelos celulares (Mayer y Shain, 1974; Mayer, 1980; Jann vy
Amen, 1980); los cambios membranales se refieren tanto a reorgani
zacidn (Schopfer et al, 1977) como sintesis nueva y recambio (Ka-
gawa et al, 1973). Estos cambios han sido atribuidos a la accidn
de fitocromo (Schopfer et al, 1977; Hendricks y Borthwick, 1967;
Hampp y Schmidt, 1977); fitocromo se encuentra presente en la se-
milla deshidratada (Spruit y Mancinelli, 1969; Boisard y Malcoste,
1970) que resulta répidamente hidratado en imbibicidén y que es ac
tivo ante el 17 a 19% de incorporacién acucsa por la semilla (Tay
lorson y Hendricks, 1972). La organizacidén promitocondrial en mi-

tocondrias es estimulada por fitocromo a través de la reaccidn de
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alta energia (Bajracharya et al, 1976) observandose que la conti-
nua irradiacidén de FR cambia las propiedades estructurales de las
membranas mitocondriales, sobre todo la interna. Ademis, los cam-
bios membranales en proplastidios y promitocondrias son dependien
tes tanto de HIR ccmo LIR, demostrandose en este caso que 105 -
efectos de luz roja son reversibles por pulsaciones en FR (Hampp
vy Schmidt, 1977).

Algunas enzimas gue participan en la sintesis y recambio de
los componentes membranales se encuentran presentes en la semilla
deshidratada, resultando activadas tempranamente durante imbibi--
cidén (Harwood y Stumpf, 1970), entre ellas se encuentran las res—
ponsables de la sintesis de 1os fosfolipidos membranales v.g. fos
fatvidiletanolamina, fosfatidilinositol y fosfatidilcolina. Entre
las enzimas que se ha demostrado resultan activadas durante imbi-
bicidn por el sistema fitocromo se encuentran succinato deshidro-
genasa y el sistema citocromo oxidasa (Bajracharya et al, 1976) -
arbas a Través de las reacciones de baja y alta energias; gluco-—
se~-6~fosfato deshidrogenasa (Schopfer, 1977) y NAD-cinasa (Briggs
y Rice, 1972), ésta por induccibn-reversidn.

A partir de este momento de imbibicidn, i.e. primeros minu--
tes, se hace necesario analizar el metabolismo de las moléculas -
portadoras de energia gquimica ~nucledtidos- especialmente el ade-
nesiltrifosfato o ATP; adenosildifosfato, ADP y adenosilmonofosfa
to, AMP; yva que los procesos procedentes (ensamblaje ribosomal, -
sintesis proteica, sintesis de RNA, etc.) requieren energia a tra
vés de estos sistemas.

Un concepto Gtil que relaciona los tres nuclebtidos de adeni

na es el de carga energética, que es una medida de la disponibili
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dad de energia quimica por las semillas, y ha sido definido por -

la siguiente relacidn (Atkinson, 1969):

CE = —ATP + 1/2ADP
AP

total

En la semilla seca, la carga energética es muy baja. Los ni-
veles de ATP son practicamente nulcs (Obendorf y Marcus, 1974) -—-
mientras que los adenilatos se encuentran en mayor proporcidn co-
mo AMP; sin embargo, en los primeros minutos de imbibicidn se ob-
serva un drastico aumento de ATP, disminucidn paralela de AMP y -
estabilidad en los niveles de ADP. Brooker et al, (1977) han re--
portado los cambios en CE durante las primeras etapas de la germi
nacidén. La semilla seca presenta CE = 0.12, a 10s 20 min de imbi-
bicidén aumenta a 0.85 y a las 5.5 h el valor es de 0.95.

El gran aumento de ATP durante la primera fase de la germina
cidén ha sido ampliamente estudiado, considerando que, a pesar de
la hidratacién de los sistemas membranales y citopldsmicos la sin
tesis proteica ain no se ha iniciado. Estos cambios en la carga -
energética, sin cambio esencial en la concentracidn total de AP -
también se 1lleva a cabo en semillas mantenidas en condiciones ana
erébicas o con glucdlisis inhibida por iodeacetato (Taylorson y -
Hendricks, 1977); ademés; la adicidn de GA3 y ABA no producen cam
bios en los niveles internos de ATP comparados con el testigo im-
bibido en agua (Bewley, 1979), 1o que conduce a la supcsicidn que
el aumento de ATP en la fase de imbibicidn no se relaciona con ~-

los reguladores del crecimiento. Asimismo, aungue las mitocon=—-—-
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drias aparecen reorganizadas a través de la incorporacién de agua
en esta etapa, no contienen todos log componentes para llevar a —
cabo el transporte electrdnico completo ni el acoplamiento con 1a
fosforilacidn oxidativa (Mayer, 1980); estos componentes protei—-
cos y lipidicos se integran en las fases tardias de germinacién,
probablemente por migracidn desde citoplasma hacia la membrana mi
tocondrial v no involucra su sintesis de novo1o; para el momente
en que la funcidn mitocondrial ha sido completamente integrada, -
la carga energética habria sido asumentada como anteriocrmente so -
describid, por lo que este sistema tampoco podria ser la fuente -
de ATP producido durante la primera hora de imbibicidn.
Actualmente existen dos hipdtesis que tratan de explicar el
fendémeno de aumento de la CE durante imbibicidn. La primera se de
be a Morton y Raison {en Mayer y Shain, 1974) que sugieren que Ffi
tina (inositél-hexafosfato), que se encuentra en la semilla deshi
dratada, sirve como una reserva energética durante germinacidn a
través de una reaccidn de transfosforilacidén via cierta fosfopro-
teina para producir GTP o ATP. La cantidad de fitina presente en
la éemilla decrece a medida que transcurre la germinacidn; asimis
mo, la cantidad de una fosfatasa especifica, fitasa, aumenta pro-
porcionalmente a dicha desaparicidn (lMayer y Poljakoff-Mayber, —-
1975); la desventaja de esta hipdtesis radica en que estos even--
tos ocurren al final de imbibicidn y en el periodo quiescente. —-

Aparentemente gran parte de la fitasa es de nueva sintesis. Mayer

10 La incorporacidn de estos componentes al sistema mitocondrial
podria requerir ciertas reacciones de transferencia; el meca--
nismo por el que se llevah a cabo es alin desconocido {Eldan y
Mayer, 1974; lMayer, 1980).
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y Shain (1974) concluyen que el rompimiento de inositol-hexafosfa
to y la transfosforilacidn son eventos temporalmente espaciados -
gue contribuyen al incremento enerqgético mas no el ocurrido durag
te la primera fase de imbibicién. La otra hipbtesis ha sido pro-—-
presta por Mayer (1980), y propone que cn la formacidn de la semi
lla son Fosforiladas ciertas proteinas a través de ATP. Plantea -
que a) esta reaccidn puede ser reversible, b) que dichas protei--
nas se encuentran endosadas en nembranas, ¢) que la reaccidn es -~
catalizada por ATPasas membranales y d) que la onergia requerida
para la defosforilacidn protelca proviene de un potencial acuoso
creado durante imbibicién. Por otira parte, Thomas y Tull (1981) -
encontraron en hipocotilos de Cucumis una ATPasa dependienta de -
K" que rezulid fotorregulada por tratamientos en R y FR cuando el
tejido fue irradiado con luz roja in vivo, demostrando la regula-
cién, por parte del sistema {itocromo, de la disponibilidad del -
sustrate y la permeabilidad membranal. Ademas, los niveles de ATP
han sido zumentados por el sistema Eitocfomo in vitro (White y Pi
ke, 1974) drésticamente en tejidos vegetales después de un minuto
de la irradiacidén con R, mostrando caracteristicas de reversidn -
por irradiaciones FR.

Durante los primeros 30 min de incorporacidn acuosa se en—--
cuentra ya un sistema de sintesis de proteinas activo. El requeri
m.ento principal es el suministro de ATP, tanto para el ensambla-
je polirribosOmico como para el funcionamiento del sistema de =--
RHAs de transferencia (RHNAt) (Taylorson y Hendricks, 1977). Apa-—-
rentemente estos RNAt se encuentran formados y son potencialmente
activos en ia semilla deshidratada. Norris et al (1973} han repor

tado la presencia de aminoacilsintetasas para varios RNAt durante
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la maduraciédn de la semilla vy germinacidn, a niveles constantes.

Fsta sintesis temprana de proteinas no cambia en presencia de in-
hibidores de transcripcidn (Spiegel y Marcus, 1975) de tal manera
que aquélla se realiza a partir de RNA preexistente en la semilla
seca {Payne, 1976). Esto indica que la sintesis proteica temprana
es la lectura de informacidn genética anterior (Jann y Amen,1980)

E1 RNAm responsable de la traduccidn temprana se forma y fun
ciona dirigiendo embriogénesis en el desarrollo de la semilla, -—-—
permanece funcional, respondiendo por el mantenimiento de la mis-
ma hasta las primeras etapas de germinacién (Dure, 1977); se derno
mina RNAm constitutivo, ya que dirige la sintesis de las protei--
nas necesarias en el transcurso del ciclo celular i.e. del metabo
lismo intermedio, de sintesis de RNA, de estructuracién, etc., ©
RNAm residual, ya que es degradado en las primeras 24 h de imbibi
cidén (Dure, 1977): este RNA posiblemente se encuentra asociado a
proteinas (informosomas) y es incorporado en ribosomas en los pri
meros minutos de imbibicidn.

Otro tipo de RNA que dirige la sintesis temprana de protei--
nas es el denominado RNAm de reserva. Se detecta como RHNA hetero-
géneo nuclear (RNAhn) y es transportado hacia citoplasma en frac-
ciones que contienen secuencias poliadeniladas de 200 a 250 nu——-—
clebdtidos en el extremo 3'0H (Oshborne, 1980). Este RNA dirige la
sintesis de las enzimas tipicas de la germinacién; su accidn es -~
mis lenta que el RNA constitutivo debido a los cambios postrans--
cripcionales. E1 mecanismo por el que se produce la activacibén de
este RNA es desconocida. La asociacidn de poliA-RNA con ribosomas
libres se realiza a los 10-15-min de imbibicidn y se prolonga, --

llegando al maximo en el perlodo quiescente (Rodaway et al,1979).



El proceso de la transcripcidn es procedente a la sintesis -
proteica temprana. La transcripcidn es un fendmeno que posee evi-
dencias de control por el sistema fitocromo: se 1a observado el -
control de la sintesis de un RHAm de plastidic que codifica una -
cadena polipeptidica de 3% 000 d que es estimulada por luz a tra-
vés de fitocromo en Sinapis (Link, 1982), asi como en Zea mays —-
{Bogorad et al, 1980), que produée una proteina membranal plasti-
dica de 32 000 4. También el RNAm que codifica la cadena nenor de
ribulosa-difosfato carboxilasa, enzima clave en el ciclo de Cal--
vin, tiene sintesis estimulada por fitocromo (Tobin, 1981) no ~-—-
siéndolo la cadena mayor de la misma enzima (Link, 1982),

£l aumento de RNA mediado por tratamientos HIR (Weidner et -
al, 1965) ha sido interpretade en la concepcidn de la activacidn
diferencial genética por Pfr (Mohr, 1966; Weidner, 1967). El au--
mento en la sintesis de RNA en cotiledones de Sinapis sometidos a
irradiacidén FR ha sido nulificado por actinomicina D (Weidner y -
Mohr, 1967) demostrando la dependencia scbre la transcripcidn del
sistema fitocromo.

Aparentemente la sintesis de RNA se produce a partir de DNA
"'viejo", ya que 1ld replicacidén de DNA es un evento que transcurre
durante el periodo quiescente (Chen y Osborne, 1970) v es funcién
de la actividad de DHA-polimerasa de nueva sintesis; este proceso
ha sido detectado asociado a membrana nuclear (Osborne, 1980). La
sintesis de RHA ribosomal (RNAr) se incrementa rapidamente des——-
pués de 6h de imbibicién, mientras que la sintesis de RNAm se man
tiene constante al menos en las nrimeras 18h {(Taylorscon y Hendri-
cks, 1977). A las 24h de imbibicién, la constitucidn de las célu-

las de la semilla ha sido renovada por completo: nuevas isoenzi--—



mas, ribosomas y mitocondrias funcionan perfectamente y producen
las ribonucleasas que destruyen la informacidn genética preceden—
te (Jann y Amen, 1980).

La incorporacidén de oxigeno por la semilla se ve enormemente
aumentada en las Gltimas etapas de la imbibieidn, indicandoe que -
el sistema mitocendrial ha sido completamente ensamblado y que --
realiza el transporte electrinico completo. El control por parte
del fitocromo ne ha terminado; se ha sugerido la posible relaciodn
entre fitocromo v la estimulacidn de la intensidad de fosforila--
cidén mitocondrial (Bajracharya et al, 1976).

Probablemente la respiracién11 es llevada a cabo en los esta
dios iniciales de la germinacidn utilizando sustratos de bajo pe-
so molecular de reserva; éstos pueden ser aminoacidos, mono, di y
trisacaridos (Jann y Amen, 1980; Mayer, 1980). Los aminoécidos ——
son desaminados oxidativamente y, a la par del tratamiento de los
carbohidratos, son introducidos en las vias oxidativas. Existen -
amplias evidencias que indican que el ciclo de pentosas desplaza
el uso de G~6-P en la via EM. El papel de la via PP en germina~——
¢ibén no ha sido clarificado; quizd radique en la importancia de -
la produccidn de NADPH en la biosintesis de macromoléculas para -
el crecimiento embridnico; asimismo, se ha manejado el posible pa
pel de esta ruta en la elongacidn celular en las primeras etapas
de germinacién, donde su actividad es evidentemente mayor que la

de glucdlisis (Roberts y Smith, 1979).

M se denomina aqui respiracidn al proceso de oxidacidén de un s

u
trato con la participacibén de 0, como Gltimo aceptor electrén
co.

S
jous
1
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El periodc quiescente marca un descanso en la incorporacidn
de 0, y el nivel de ATP, estabilizando el metabolismo de la semi-
lla. En este periodo, la replicacidén de DNA se lleva a cabo con -
vista hacia la pronta divisidn mitdtica; ademds, el nivel de pro-~
teinas no histénicas disminuye (Yoshida y Sasaki, 1977) quiza de-
bido a la alta actividad genética (replicacibén y transcripeiédn),
Dicho estadio de la germinacidén probablemente corresponde al mo-—-
mento en que se han agotado las reservas no poliméricas; se rea--
justan los programas genéticos a través de la sintesis y accidn -
de agentes hormonales germinativeos y s¢ proeducen las respuestas —
metabSlicas correspondientes a dicha accidn, v.g. la sintesis de
enzimas hidroliticas que trabajan las fuentes de nutrientes de re
serva de alto peso molecular.

Durante el periodo de crecimiento, el papel de las enzimas -
hidroliticas adquiere gran importancia debido a que su accién pro
porcionari los sustratos para la nueva sintesis de las macromolé-—
culas de este estadio. La reserva de aminodcidos es ahora utiliza
da en la sintesis de nuevas proteinas, que también se lleva a ca-
bo por la utilizacién del nitrdégenc soluble por medio del sistema
nitrato reductasa (Mayer y Poljakoff-Mayber, 1975), ademis, dicha
reserva es alimentada por la accidn enzimltica sobre las protei--
nas de reserva. El1 control de la actividad de las enzimas proteo-
liticas puede deberse a inhibidores presentes en la semilla y/o -
a las fitohormonas (Mayer y Shain, 1974).

La hidrbélisis de las reservas lipidicas se realiza principal
mente cuando la disponibilidad de carbohidratos por 1la semilla es
minima v.g. en oleaginosas, y proporciona una poderosa fuente ——-

energética. Se lleva a cabo en primera instancia por la accién de
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lipasas sobre los triacilglicéridos, produciendo Acidos grasos vy

glicerol. Cabe aqui iencionar el control del sistema fitocromo, a
través de reacciones de induccién-reversién de la actividad de 1i
pasa en cotiledones de Cucumis, asi como de la degradacidn de 1i-~
pidos neutros (Davies et al, 1981). El glicerol es prohablemente

convertido a través de triosa-fosfato en piruvato. Los &cidos gra
s05 son tratados en el proceso de beta-oxidacidn para formar ace
tilwcoenzima-A (AcetilCoA) en los glioxisomas, microcuerpos tipi-
cos de las semillas oleaginosas12 que contienen, centre otras, las
enzimas del ciclo.del glioxilato (Breidenbach y Beevers, 1967; —-
Breidenbach et al, 1968). Las enzimas del cic¢lo del glioxilato co
rresponden a algunas del ciclo de Krebs, exceptuando dos, isogi-—-—

13 ¥ la importancia del mismo radi-

trato liasa y malato sintetasa
ca en el aprovechamiento de acetilCoA como fuente de carbono para
la formacibn de precursores de carbohidratos para acceder la via
gluconeagénica. Ambas vias forman isocitratc a partir de acetilCoA
en el ciclo del glioxilato, aquél es escindido para producir su~-
ccinato y glioxilato, que se condensa con otra molécula de ace-—-
tilCoA para formar malato. El succinato formado no es metaboliza-
do en los glioxisomas por lo que es transportado hacia mitocon--—-—
dria donde es oxidado hasta oxalacetato y transportado hacia cito

plasma se convierte en fosfoenolpiruvato y, en gluconeogénesis, =

en carbohidratos. La figura II1.3.3 muestra la conexidén del ciclo

12 Se ha reportado la presencia de glioxisomas en semillas cuya -~
mayor proporcibén de reserva es en forma de carbohidratos en —-

los tejidos ricos en lipidos (Longo y Longo, 1970; Jones,1972).

13 La actividad de estas enzimas no es controlada por el sistema
fitocromo {(Schopfer et al, 1977).



de Krebs y el ciclo del glioxilato en la gluconeogénesis a partir

de acetilCoA.
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Figura II1I1.3.3. conexidén del ciclo de Krebs mitocondrial y el ci-
clo del glioxilato en mitocondria. Los &cidos unidos por lineas -
dobles simbolizan sistemas isoenzimiticos comunes a ambas vias. -
Las lineas sencillas se relacionan con las enzimas de cada ciclo;
las lineas suspendidas involucran sistemas de transporte interor-
ganelar o entre organelo y citoplasma. Los pasos 1 y 2 correspon-
den a la accidn de isocitrato liasa y malato sintetasa, respecti-
vamente.

" Se han detectado en los glioxisomas otros sistemas enzimati-
cos, v.g. los de beta-~oxidacibdn y del catabolismo de aminoécidos,
1971).

entre otros (Breidehbach et al, 1968; Kinol y Ruis,

En la fase de crecimiento, los plastidos continilan desarro---
llandose, a nivel membranal y de sintesis de las enzimas necesa—-
rias para su posterior funcionamiento fotosintético. A la par de
este nmecanismo, se observan cambios fundamentales con respecto a

la aparicidn de un nuevo tipo de microcuerpo, el peroxisoma, el -
cual poseerd la maquinaria metabélica para la remocién del gluco-
lato, producto secundario de la asimilacidn fotosintética de 002

La formacién de los peroxisomas se realiza a expensas de los glio



xisomas, por una transformacién dependiente de la luz mediada por
el sistema fitocromo (Schopfer et al, 1977). E1 esquema de la fi-

gura III.3.4. muestra la interrelacidn entre los organelos de la

semilla oleaginosa en el desarrollo.

CLOROPUABTO

¢ PEROKISONA

Figura IT1I. 3.4. Es squema generalizado del metabolismo glioxisémico y perox1so
mico durante la morfogénesis de la semilla de oleaginosa en cotiledones. E1 -
MiCrocuarpo que contzene. a la izquierda el metabolismo de glioxisoma y a la
derecha el de un peroxisoma, es un g110x1pﬂrox1aoma, el microcuerpo interme—
dio en la transformacién de glioxisoma en perr dsoma mediada por la luz via -
fitocromo. PEP = P—enolplruvato' PGA = P-glirsrato (tomado de Schopfer et al,
1977).
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La luz en rojo lejano conduce a una marcada estimulacidn de
las enzimas tipicaé de peroxisomas, a través de la reaccidén de al
ta irradiacién, v.g. glucolato oxidasa y glioxilato reductasa -~
(Van Poucke et al, 1970) y por medio de las reacciones de baja =~
irradiacidén, v.g. malato deshidrogenasa y catalasa (Novikova et -
al, 1981). Schopfer et al (1977) han propuesto la transformacidn
de glioxisomas en peroxisomas regulada en el reticulo endoplasmi-
co, sitio de nueva sintesis de las enzimas organclares, a través
del sistema fitocromo c¢n la sintesis de las enzimas y proteinas -
membranales del peroxisoma sin renovar aquellas del glioxisoma, -
las cuales, por el equilibrio de recambio alterado, desaparecen
a medida que se integra el nuevo microcuerpo.

El rompimiento de las reservas de carbohidratos, v.g. almi--
dén, se lleva a cabo mediante dos vias brincipalmente, la via fos ’
forolitica y la via amilolitica (Strafford, 1979). La primera con
duce a la formacidn de hexosa-monofosfato, que puede ser dirigida
hacia la formacidn de celulosa, disacdridos y nuevas reservas po-
liméricas. lLa via amilolitica comprende la accidon de alfa y beta-
amilasas y maltasas principalmente. Las amilasas son enzimas que
hidrolizan los enlaces glucosldicos de los polimeros de glucosa.
Beta-amilasa es almacenada como zimbégeno y alfa-amilasa se forma
por sintesis de novo en un proceso postgerminativo inducido por -
giberelinas, al menos en cereales a nivel transcripcional (Briggs,
1973). El proceso de dicha induccidn ha sido ampliamente investi-
gado y comprendido, aunque debido a que se realiza después de la
germinacidén, no serd discutido aqui.

En la Qltima fase de germiqacién y después de ésta, el siste

ma fitocromo continuard controlando la expresidn y . los niveles de
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algunos sistemas enzimdticos, como beta-fructosidasa (Zouaghi, --
1976); de cloroplasto, v.g. ribulosa-difosfato-carboxilasa, fosfo
glicerato~cinasa, triosa-fosfato-aldolasa, transcetolasa, ferredo
xina-NADP-~reductasa y fructosa-difosfatasa alcalina (Bradbeer, --
1973) etc. La plantula inicia su periodo postgerminativo de creci
miento tanto por expansion celular como por divisidn mitdtica (Ha
ber y Luippold, 1960) para formar, en poco tiempo de la protru---
sién de la radicula, un sistema fotosintéticamente competente, un

sistema autdtrofo.
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El sistema fitocromo controla muchos aspectos de la germina-
cién de las semillas a travds de 1las redacciones de dltd irradid—-
cién (HIR) como a través de las respuestas de induccidn-reversién
o baja irradidcién (LIR). Las respuestds germinativas contempléan
dos tipos de accidn, a saber, 14 alteracidn de la permedbilidad -
membranal (Hendricks y Borthwick, 1967), que contribuiria a expli
car el rompimiento del estado de ldatencia y los primeros estadios
germinativos, quizd a nivel de la formacidn de un complejo Pfr-X¥
{Koller et al, 1964) que podria ser el efector de los cambios mes
branales; y por otro lado, daguellas respuestas & largo pléazo, de—
pendientes de 12 induccidn y represidn enzimdticas a través de la
regulacidén del RHAm, que sugieren la intervencién del sistema fi-
tocromo a nivel genético (Mohr, 1966). Ambas hipltesis han sido -
objeto de controversia, por 1o que muchos autores, basados en sus
evidencias experimentdles, dpoyan und de ellas, desechando l& ~-—
otra, Es posible que ambas hipdtesis no seaa mutuamente axcluyen—
tes, y que 14 accidn del sistema fitocromo involucre un efecto --
primario sobre las propiedades membranales que pudieran conducir
a la liberacidén de metabolitos importantes de clertos compdartimen
tos, los cuales entonces podrian interacciondr, ya sea directa o
indirectamente, con el genoma y originar la desrepresidn y repre-
sibn de genes especificos.

Evidentemente, el necanismo primario de accidn del sistema -
fitocromo en la fotomorfogénesis no ha sido diiucidado; 18 lista
de trabajos realizados en el tema —tdnto al nivel de la estructu-
ra y caracterizacién del pigmento, como de 5us respuestas biolégi
céds-— es muy amplia y ésrvos aln no terminan. L& respuestea definiti

va no puede tardar mucho.



BIBLIOGRAFTIA:



3.
a.
-

10.
11.
12,
13.
14.

15.

16.
17.

18.

19.

68

Allfrey VG, EM Johnson, J Kdrn, G vidali en "Protein Phospho-
rylation in control Mechanisms", F Huijing, E Lee, C Lee eds,
Academic Press, New York, 1973, pp. 217-44.

Anderson GL, El Jenner, FE Mumford. Bicchim Biophys Acta 221:
69-72,1970

Atkinson DE. Biochemistry 7:4030—34.1968

Atlkinson DE. Ann Rev Microbiol 23:47-68.1969

Bajracharya D,H Falk, P Schpfer. Planta 131:253-61.1976.
Bewley JD en "The Plant Seed", Academic Press, iew York, 1979.
pp. 219-39.

Bewley JD, M Black, M Negbl. HNature 215:648-49. 1967,
Boesshore ML, LH Pratt, Plant Phaysiol 685:789-97., 1981

Bogorad L, S0 Jolly, G Kidd, G Link, L lc Intosh en “Genome -
Organization and Expression in Plants", CJ Leaver ed, Plenum
Press, Hew York, 1980. pp. 291-304

Boisard J. Physiol Veg 7:119~33., 1969

Boisard J, R HMalcoste. Physi61 Veg 8:565-72. 1970

Boisard J, R Malcoste. Planta 91:54-67. 1970

Belton GW, DC Pratt. Plant Physiol 65:2 {supl). 1980
Brandimeier T, H Scheer, W Ridiger. Z HNaturfosch Sect C Bios-
ci 36:431-39. 1381

Breidenbach RW, M Beevers. Biochem Biophys kes Commun 27:402.
1967

Breidenbach RW, A Khan, H Beevers. Plant Physiol 43:705. 1998
Briggs DE en "Biosynthesis and its Control in Plants", BV Mil
borrow ed, Academic Press, London, 19%73. pp. 219-77

Briggs WL, HV Rice. Ann Rev Plant Physiol 23:293-334. 1972

Butler WL, ¥H Norris, #w Siegelman, SB Hendricks. Proc Hdf -—



2G.

22.

23.

29.

35.

3u.
37.

69

Acad Scil USA 45:1703-08. 1959

Butler WL, HW Siegelman, CO Miller. Biochemistry 3:851=57. ==
1964

Butler WL, 5B Hendricks, HW Siegelman. Photochem Photobiol 3:
521-28. 1964 |
Bulter WL, HC Lane. Plant Physiol 40:13-17. 1865

Chapman K8R, AJ Trewavas, LC VanLoon. Plant Physiol 55:293-96.
1975

Chen D, 0J Osborne. HNature 226:1157-60. 1970

Chen Y-H, JT Yang, HM #Martinez. Biochemistry 11:4120-31. 1972
Cohen D. Bull Res Council Israel 6D:111. 1958

Cordonnier Mi, LH Prdtt. Plant Physiol 69:360-55. 1982

Correl DL, JL Edwards, Wi Klein Shropshire. Biochim Biophys -
Acta 168:36-45. 1968

Correl DL, E Steers, KM Towe, W Shropshire. Biochim Biophys -

Acta 168:46-57. 1968

. Crespi HL, V smith, JJ Katz. Biochemistry 7:2232~41. 1968

Cundiff S€, LH Pratt. Plant Physiol 51:210-13. 1973

Cundiff 5C, LW Pratt. Plant Physiol 55:207-11. 19758

Cundiff SC, LH Pratt. Plant Physiol 59%:212-17. 1975b

bavidson J§, "The Biochemistry of Nucleic Acids", 72 ed., —--
Chapwan & Hall, London, 1972

Davies v, V Gaba, M Black, J¥ Chapman. Plantd 152:70-73. =w=-
1961

Puke 8G, GH kEgley, BJ Reger. Plant Physiol 59:244-49. 1977
pure LS en '"The Pnysiology énd Biochemistry of Seea Dormancy
and Germination', AA Knan ed, Elsevier/Horth Holland iiochemi

cal Press. 1977. pp. 335-44 .



38.

39.
40,
41.
42.
43.

44.

53.
54.

56.
57.
58,
53.
60.

70

Edwards MM, en "Seed Ecology", w Heydecker ed, Butterworth, -
London, 1973. pp. 109-88

gldan M, AM Mayer. Phytochem 13:389-93. 1974

Esashi Y, AC Leopold. Plent Physiol 44:1470-72. 1969

Everett M5, WR Briggs. Plant Physiol 45:679-83. 1970

Filner P, JL Wray, JE Varner. Science 165:358-67. 1969

Fry KT, FE Mumford. Biochim Biophys Res Commun 45:1466-73. 7;
1871

Gardner G, C$ Pike, HV Rice, WR Briggs. Plant Physiol 48:686-
93. 1971

Gilmour PJ. J Mol Biol 34:305-16. 1368

Gordon ME, PI Payne. Planta 130:269-73. 1976

Grombein 5, W Riidiger. Z Physiol Chem 357:1015-18. 1976

Gupta D, N Sen. Plant Sci Lett 24:01-b6. 1982

Haber AH, HJ Luippold. Plant Physiol 35:166~73. 1960

Hempp R, HW Schmidt. Z Pflanzenphysiol 82:08-77. 1977

Harwood JL, PK Stumpf. Plant Physiol 46:500-08. 1970
Hendricks SB, HA Borthwick. Proc Hat Acad Sci USA %8:2125-30.
1967

Hendricks SB, HW Siegelman. Compr. Biochem 27:211-35. 1967
Hendricks S8, RB Taylorson. Proc Nat Acad Sci USA 72:306~-04.
1975

Hess D, "Plant Physiology', Springer-Verlag, New York, 19875
Hillman WS. Ann Rev Plant Physiol 18;301-24. 1967

Hopkins DW, WL Butler. Plant Physiol 45:5€7-70. 1970

Hunt RE, LH Pratt. Plant Physiol 64:327-31. 1979

Ikuma H, KV Thimaérnn, Plant Physiol 35:557-66. 1660

Jacobsen JV, TJV Higgins, JA Zwdr en ref.A7. pp. 241~62



70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.

78.
79.
80.

81,

71

Jaffe MJ, Science 162:1016. 1968
Jaffe MJ. Physiol Plant 22:1033-35. 1969
Jann RC, RD Amen en ref. 38. pp. 7=-25

Jirgensons 3, "Organic Colloids!', Elsevier, Amsterdam, 1958

. Jones CL. Planta 103:95-99. 1972

Kagawa T, J# Lord, H Beevers. Plant Physiol 51:61-65. 1973
Karssen CM Acta Bot Neerl 19:167-96. 1870

Xatob H, Y Esashi. Plant Cell Physiol 16:687-96. 1975

Keates RAB, Biochem Biophys Res Commun 54:655-67. 1973

Keates RAB, AJ] Trewavas. Plant Physiol 54:95-99. 1974
Kendrick RE, B Frankland. Planta 82:317-20. 1968

Kendrick RE, N Roth-Bejerano. Planta 142:225-28. 1978
Kendrick RE, CJP Spruit., Photochem Photobiol 18:139-44. 1973
Kendrick RE, CJP Spruit. Photochem Photobiol 26:201-14. 1977
Kendrick RE, CJP Spruit, B Frankland. Planta B88:293-302. 1969
Khan AA en ref. 38. pp. 29-45

Kidd GA, RE Hunt, ML Boeshore, LH Pratt. Hature 276:733-35. -
1978

Kindl H, H Ruis. Phytochem 10:2633. 1971

Kohler D. Planta 70:42. 1966

Kohler D. Planta 84:158. 1969

Koller D en "Seed Biology II", TT Kozlowski ed, Academic —
Press, New York, 1972. pp. 1-101

Koller D, 4 Sachs, ¥ Negbi. Plant Cell Physiol 5:85-100. 1964
Laboriau LG, Ann Acad Brasil Sci 44:477-534. 1972

Leff J, Plant Physiol 39:259-303. 1964

Link G. Planta 154:81-86. 1982

Linschitz H, V Kasche, WL Butler, WH Siegelman. J Biol Chem -.



87.
88.
89.
90.

91.
92.
93.
94.

95.
96.
97.
98.
99.
100.

101,
102.
103.
104,
105.

106,
107.
108.

109,

241:3395-3403. 1966

Longo CP, GP Longo. Plant Physiol 45:249-54. 1970

Marmé D, B Marchel, E Schifer., Planta 100:331-36. 1971

Mayer AM en ref. 38. pp. 357-81

Mayer AM, A Poljakeff-uayber, "The Germindtion of Seeds", 22
ed. Pergamon Press, New York, 1975

Mayer AM, Y Shain, Ann Rev Pldnt Physiol 25:167~93. 1974
McArthur JA, WR Briggs. Pléant Pnysiol 48:46-49. 19371

Mohr H.Z Pflanzenphysiol 5¢:63-83. 1966

Mohr H en "Physiology of Plant Groth and Development”, MB Wil
kins ed, McGraw-Hill, London. 1969. pp. 509-16

Mumford FE. Biochemistry 5:522-24. 1966

Mumford ME, EL Jenner. Biochemistry 10:98-101. 1971

Negm FB, OF Smith, J Kumamoto. Plant Physiol %1:1089-84. 1973
Nikolaeva MG en ref. 38. pp. 51-71

Norris RD, PJ Lea Fowden. J Exp Bot 81:615-25. 1973

Novikova HM, TY Rakitina, AA Shakov. Fiziol Rast 28:503-09. -
1981

Obendorf RL, A Marcus. Piant Physiol 53:779-81. 1974

Olatoye ST, MA Hall en ref. 39. pp. 233~49

Osborne DJ en ref. 36. pp. 319-3

Payne PI. Biol Rev 51:329-63. 1976

Pradet A, P Raymond, A Narayanan. Cr., Acad Sci D 275:1987-¢8.
1972

Pratt LH. Ann Rev Plant Physiol 33:557-82. 1982

Pratt LH, WL Butler. Photochem Photobiol 8:477-85. 1968

Pratt LH, WL Butler., Photochem Photobiol 11:361-6Y9. 1970

Quail PH en "Plant Biochemistry" 32 ed. J Bonner, JE Varner -




110.
111.
112.
113.
114.

126.

127.

129.

130.

73

eds, Academic Press, New York, 1976. pp. 683-711

Quail PH, E Schafer, D Marmé. Plant Physiol 52:124-47. 1973a
Quail PH, E Schdfer, D Marmé., Plant Physiol 52:128-31. 1973b
Racusen RH. Planta 132:25-29., 1976

Rice HV, WR Briggs. Plant Physiol 51:927-38. 1973

Rice HV, WR Briggs, CJ Jackson-Wnite. Plaﬁt Physiol 51:917.
1973

Roberts EH on ref. 39. pp. 189-216

Roberts BEH, RA Smith en ref. 38. pp. 385-406

Rodaway §, BF Huang, A sarcus en ref. 7. pp. 203=17

Rollin P, G Maignan. Nature 214:741-42. 1967

Roux 8J, SG Lisanzki, BM Stocker. Physicl, Plant 35:85-90, -
1975 | |
Rubin C8, AM Rosen. Ann Rev Biochem 44:831-87. 1975

Sarkar HK, P-S Song. Biochemistry 21:1967-72. 1982

Schidfer E. J Math Biol 2:41-48. 1975

Schdfer E, H Mohr, J Math Biol 1:9-15, 1974

Schdfer E, W Schmidt. Planta 116:257-66. 1974

Schdfer E, T-U Lassig, P Schpfer. Photochem Photobiol 24:267
-72. 1976

Schdfer E, B Marchel, D Marmé., Photochem Photobiol 15:457-64.
1972 ‘A
Schdfer E, W Schmidt, H Mohr. Photochem Photobiol 18:331-34.
1973

Schmidt W, D Marmé, PH Quail, E Schlfer. Planta 111:329-34.
1973

Schopfer P, Ann Rev Plant Physiol 28:223-52. 1977

Schopfer P, D Bajrachdrya, R Bérgfeld, H Falk en "Cell Diffe



131.
132.

133.
134.

135.

136.

137.
138.
139.

140.
141.
142.
143.

144,

145.
146.
147.
148.
149.

74

rentiation in Microorganisms, Plants and Animals", L MNover,
K Mothes eds, Elsevier/North Holland Inc., Hew York. 1977. -
pp. 625-39

Sen §, PI Payne, DJ Osborne. Biochem J 148:381-87. 1975
Siegelman HW, VL Butler, Ann Rev Plant Physiol 16:383-92, --
1965

Siegelman HW, EM Firer. Bicchemistry 3:418-23. 1964

song P-S, HK Sarkar, H Tabba, KH Smith. Biochem Biophys Res
Commun 105:279~87. 1982

Spiegel S, A Marcus. Nature 256:228-30. 1975

Spiegel S, RL Obendorf, A Mdrcus. Plant Physiol 9%6:502-07. =~
1975

Spruit CJP, AL Mancinelli. Planta 88:303-10, 1969

Stocker BM; SJ Koux, WE Brown. Nature 271:180-82. 1878
Strafford GA "Essentidls of Pldnt Physiology!", Heineman Educ
Books, London, 1979

Takaki M, RE Kendrick, SMC Dietrich. Planta 152:209-14. 1981
Taylorson RB, SB Hendricks. Plant Physiol 47:619-22. 1971
Taylorson RB, 8B Hendricks. Plant Physiol 49:663-65. 1972
Taylorson RB, SB Hendricks. Plant Physiol 52:475-79. 1973
Taylorsoh RB, 8B Hendricks. Ann Rev Plant Physiol 28:331-54.
1977

Thompson PA. J Exp Bot 20:1. 1969

Toﬁin EM. Plant Mol Biol 1:35-51. 1981

Tobin EM, WR Briggs. Plant Physiol 44:148-50. 1969

Tobin EM, WR Briggs. Photochem Photobiol 18:487-95., 19873
Tobin Bil, WR Briggs, PK Brown. Pnotochem Photobiol 15:437- -

503. 1973



152.

158.
159.

160.

161.
162,
163.

164.

75

Trewavas AJ. Ann Rev Plant Physiol 27:349~74. 1976
VanPoucke M, R Cerff, F Barthe, H Mohr. Nafurwiss 56:132-33.
1970

Vandepeute J, RC Huffacker, R Alvarez., Plant Physiol 52:278-
82. 1973 |
Villiers TA, Plant Physiol 53:875-78. 1974

Weidner M. Planta 75:94~98. 1967

Weidner M. H Mohr. Planta 75:99-108. 19674

YWeidner M, H Mohr. Planta 75:109-15. 1967b

. Weldner M, ¥ Jakobs, H Mohr. Z Haturfosch 20b:689-93. 1965

wWellman £. Photochem Photobiol 24:659-60. 1976

Wellburn AR, R Hampp, Planta 131:95-96. 1976

Wellburn AR, JP Ashby, FAM Wellburn. Biochim Biophys Acta —-
320:363-71. 1973

wWhite Ji{, Cs Pike. Plant Physiol 53:76-80. 1974

Yoshida K, X Sasaki. Plant Physiol 59:497-501. 1977

Zouaghi M. Planta 131:27-31. 1976

Zouaghi M, R Malcoste, P Rollinﬁ Planta 106:30-43. 1972



	Portada
	Índice
	Capítulo I. Antecedentes
	Capítulo II. Fitocromo: La Molécula
	Capítulo III. Germinación
	Conclusión
	Bibliografía



