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ABREVIATURAS

ABA Acido Abscisico

ATP Adenosin Trifosfato
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G6PDH Glucosa 6-P deshidrogenasa

Inv- N Invertasa Neutra

Inv- CW Invertasa de Pared Celular

Inv-V Invertasa Vacuolar

NADH Nicotidamina adenina dinucleotido reducido
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TH Transportador de Hexosas
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UDP Uridin difosfato
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Resumen

1. RESUMEN

El “priming” es un tratamiento de hidratacion-deshidratacion controlada en la semilla, que
induce los procesos metabdlicos propios de la germinacién y favorece que una poblacion de
semillas germine antes, de manera mas sincronica, e incrementando las posibilidades de
establecimiento de la plantula y la resistencia de éstas a diferentes factores de estrés. En
condiciones naturales una semilla transita por al menos un evento de hidratacion-
deshidratacién, condiciéon que posiblemente favorezca y seleccione las especies que
permanecerdn en ciertos ambientes. Pocos procesos moleculares que se inducen con el
priming natural se conocen y su estudio es importante, ya que ayudaria a entender las
bases moleculares de la germinacién de una semilla y también, cédmo el priming favorece y
prolonga la vida de la semilla.

En este trabajo se examind el efecto del “priming natural” en la movilizacion de reservas en
semillas de Dodonea viscosa (L.) Jacq., planta considerada con potencial restaurador de
ecosistemas perturbados. Se analizo el perfil de algunos metabolitos de reserva durante el
proceso germinativo, cuantificando el contenido de carbohidratos (sacarosa, glucosa,
fructosa y almidén) y lipidos; también se examind la actividad de las invertasas acidas,
vacuolar y de pared celular, las cuales se conoce estan involucradas en atraer metabolitos
hacia los tejidos demanda, es decir ayuda al reparto de carbono, por lo que también propicia
los procesos de desarrollo.

Durante el proceso germinativo se observd que la sacarosa se moviliza como fuente inicial
de nutrimentos, ya que decrece su contenido conforme avanza el periodo germinativo,
ademas que este decremento es mayor y diferente al que presentan las semillas que no
fueron sometidas al tratamiento de priming. Al medir la actividad de las invertasas acidas se
encontré que la invertasa vacuolar de los lotes de semillas sometidas al priming natural
aumentaron en actividad a las 12h, aunque el lote de semillas claro presento la mayor
actividad, lo que indica un mayor consumo inicial de la sacarosa almacenada en la vacuola.
Por otra parte, la invertasa de la pared celular presentd la mayor actividad a partir de las 24h
y continu6 aumentando conforme avanzo el tiempo de germinacidn, aunque en este caso el
mayor aumento lo presento el lote de semillas bosque, sugiriendo que la sacarosa que esta
hidrolizando proviene de una fuente externa al embrion de la semilla. En resumen podemos
concluir que el priming natural produce una maodificaciéon en el reparto de carbono de las
semillas estudiadas y que las invertasas &cidas podrian ser un factor importante en la

germinacion de la semilla, al aumentar la velocidad de uso de la sacarosa en la semilla.



CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1.- Antecedentes Historicos.

El adjetivo “geodésica’ fue empleado por primera vez por Hertz, el descubridor de las
ondas electromagnéticas. Einstein y Ryman emplearon el concepto matematico de
geodésica como la distancia mas corta entre dos puntos sobre cualquier superficie. El
inventor norteamericano R. Buckminster Fuller definid la geodésica como la relacién
mas econdmica entre una pluralidad de puntos o sucesos”, refiriéendose a las
estructuras cuya geometria se genera mediante la subdivision geométrica de un
poliedro, proyectando sus aristas hacia la esfera imaginaria que lo circunscribe, donde
generalmente se utiliza el icosaedro, para obtener un icosaedro esférico. Las barras y

los nudos mediante los cuales se articulan, conforman los dos componentes principales
de estas estructuras.

La primera cupula geodésica se construy6 en 1922 por Walter Bauersfeld en la azotea
de los talleres Carl Zeiss en Jena, Alemania. El partié del icosaedro subdividiendo cada
una de sus aristas en 16 partes (frecuencia 16), la estructura consté de 3480 barras y
se cubrid con ferrocemento, en su interior se desarroll6 un planetario conocido como “la
maravilla de Jena”.

Posteriormente, las clpulas geodésicas fuerqg
Buckminster Fuller, nacido en 1895, quien ini
escala en 1953, cuando la Ford Motor Co.
geodésica de 28.3m de diametro, hecha de a
de peso, contra las 160Ton que hubiera pesa¢

Buckminster Fuller disefié estas cupulas
para el ejército de los EEUU debido a que
las carpas eran lentas para armar y no
satisfacian las necesidades de la Marina.

Fueron 47 tipos de refugio que iban desde
una cupula de 110m de diametro para
aviones, hasta un refugio de cartén de
4.26 m de diametro, desechable apodado
“Kleenex”. En 1954, una cupula de carton
ondulado Kraft, en donde figuraban
impresas las instrucciones para su
armado, obtuvo el primer premio en la
Trienal de Milan. Tenia 10.9m de
diametro. Posteriormente se experimentd Domo de 72 m de diametro para la Expo.1967

con estructuras para soportar vientos de En Montreal Canada. Construido con aceroy
acrilico. B. Fuller.



250Km/h, temperaturas bajo cero y que fueron transportadas al Circulo Polar Artico. En
la década de los 60s. Las cupulas se difundieron destacando en grandes proyectos
como la cupula de la feria de Kabul con sus 30m de diametro, fabricada en 6 semanas y
armada en 48 horas, o la construida en Moscu por los EE.UU. en 1959 con 60m de
diametro. Es asi que hasta la década del 70 se construyeron mas de 2000 cupulas
geodésicas en 40 paises del mundo, desde las mas pequefias de 6m de diametro hasta
grandes complejos estructurales de 115m de didmetro.

A finales de los 60, se experimenté con muchos materiales industriales y fabricacion en
serie. Estas estructuras tuvieron gran difusibn en las comunidades hippies
norteamericanas. Los hippies asociaron estas estructuras a la contra cultura, a la vida
en comunidad, a hacer mas con menos y por supuesto a la ecologia; en lugar de
pensar en una construccion industrializada y con elementos estructurales seriados, las
adaptaron con material de desecho o reciclado y construyeron grandes hogares
multifamiliares, en donde el gran espacio que brinda la forma semiesférica acogia a un
gran nucleo familiar.

Podemos citar La Géode de la Cité des Sciences et de I'Industrie en Paris disefiada
por Fuller, la cual alberga un cine Omnimax, que proyecta una imagen a 180 grados
(sobrepasando el campo de vision humano de 120 grados).

Corte lateral de La Géode. Cine Omnimax

Madec Philippe, Hiéblot James
La Cité des Sciences et de L'Industrie

Este ejemplo de altisima tecnologia esta compuesta por 2 capas, la primera formada
por una trama estructural de 1600 triangulos y la segunda por 6433 placas triangulares
curvas de acero, perfectamente pulidas y producidas con una exactitud del orden de
décimos de milimetro. Con sus 36m de didmetro alberga a 370 espectadores.



En México tenemos construidas estas estructuras como la gran cupula invernadero
hecha con aluminio, de 60m de diametro, ubicada en el centro vacacional de Oaxtepec
Morelos, disefiada por B. Fuller. Actualmente, empresas trasnacionales como
Trimetika, Triodetic, construyen este tipo de edificios a través de patentes y marcas.

Aunque en nuestro pais no ha sido desarrollada esta tecnologia, tenemos en nuestras
universidades antecedentes escritos sobresalientes, como los excelentes trabajos de
Pablo Raeder y Campos Newman (1982) en su libro “Geodésicas” (trazo basico), que
sientan las bases para la generacion de poliedros geodésicos modelados graficamente
con geometria descriptiva, estableciendo las bases para el modelado matematico y
virtual en AutoCAD. La ampliacion de ese mismo estudio por Campos Newman (1989)
en su libro “Redes y mallas de estructuras geodésicas”, que continla desde la
geometria descriptiva, ensayando nuevas formas de particion de poliedros
arquimedianos para generar poliedros geodésicos.

Luis Beristain (1976) en su “Analitica de los poliedros”, obtiene longitudes y angulos de
poliedros geodésicos subdividiendo los angulos centrales que subtienden las aristas del
Icosaedro, mediante proyecciones ortogonales donde luego relaciona algebraicamente
los elementos geométricos que estan en verdadera forma y magnitud. Este trabajo
merece ser completado y llevado al disefio y construccion de elementos estructurales.

Otras aportaciones como la tesis de Jorge Nafiez M. (1998)"Construccion, geometria y
esfuerzos de cubiertas esféricas” de la UNAM, quien obtiene las coordenadas de los
puntos de un poliedro geodésico mediante trigonometria esférica y coordenadas
polares, analizando los esfuerzos en segmentos mediante software compatibles con
autocad. Los trabajos de Magnus J. Wenninger (1979), en su “Sperical Models”, con el
mismo enfoque de trigonometria esférica, destaca notablemente todas las posibilidades
de particiones de la esfera con circulos maximos (ecuador) y sus variantes, con un
extraordinario énfasis en la construccion de modelos fisicos para facilitar la
comprensién de la geometria esférica.

Los inevitables textos clasicos de B. Fuller, Synergetcs 1 y 2 que muestran la peculiar
manera en que Fuller reflexiona la geometria, donde deriva el sistema tensegrity en el
qgue trasciende la visidn tecnolégica mecanicista clasica, aportando una Optica
integradora desde la fisica de las particulas, la filosofia y la poesia.

En Internet podemos consultar mas de 1,000,000 de citas sobre “Geodesic Structures”:
Libros, empresas con licencia de patentes, articulos y productos en venta, que
generalmente omiten detalles especificos significativos para el analisis pero que nos
permiten identificar todos los componentes necesarios para elaborar los métodos de
desarrollo practico de estas estructuras.

Bajo los criterios de los antecedentes revisados, establecimos los siguientes objetivos e
hipétesis:

http://www.usmp.edu.pe/publicaciones/boletin/fia/info39/arquitectura.html




1.2.- Objetivo general

Desarrollar una metodologia sobre el procedimiento de disefio y construccion de una
estructura geodésica, basado en un procedimiento tedrico—experimental, por medio de
modelos fisicos, graficos y matematicos, con la finalidad de que dicha metodologia
permita establecer las bases para el andlisis y calculo estructural y abordar otras
investigaciones de mayor complejidad, aplicados a construir espacios arquitectonicos.

1.3.- Hipotesis

Partimos de la hipdtesis de que el disefio y construccion de las estructuras geodésicas,
se determina mediante modelos matematicos apoyados en modelas graficos y fisicos
gue nos permitan obtener la precision requerida para la geometria del conjunto y de
cada una de sus partes, ya que mediante este procedimiento, es posible controlar
todas sus variables (posicidén de los nodos, longitudes y angulos de las barras y paneles
de recubrimiento, cimentacion etc.), verificados con un prototipo experimental a escala
real.

En el planteamiento anterior, suponemos que en los diversos métodos de generacion
de las geodésicas, podemos obtener todo tipo de longitudes y angulos mediante
relaciones algebraicas en los cortes planos de los poliedros basicos, donde aparezcan
en verdadera forma y magnitud los segmentos y angulos de nuestro interés, utilizando
Unicamente trigonometria elemental.

Como complemento de la hipotesis, en el aspecto constructivo, supusimos que los

elementos constructivos de la estructura se pueden prefabricar y estandarizar,
utilizando Unicamente la herramienta y maquinaria comunes de nuestros talleres

populares de carpinteria y herreria no especializados, sistematizando su construccion,
mediante un proceso controlado por moldes y escantillones, ponderando los errores de
mediciobn y de fabricacion, mediante tolerancias entre los materiales; ya que no
contamos con los procesos industrializados y automatizados de los paises
desarrollados.

1.4.- Marco tedrico.

La postura teorica y metodolégica de esta investigacion se baso en la revision de
experiencias y reflexiones filosoficas sobre teoria de la tecnologia de fildsofos como
Mario Bunge y Ortega y Gasset, quienes definen una metodologia homologando la
Investigacion Cientifica con la investigacion tecnoldgica, asi como en las posturas
tedricas de ingenieros y arquitectos como Félix Candela, Pier Luigi Nervi, y Frei Otto en
el campo de las estructuras, en quienes encontramos convergencias teorico-
metodoldgicas para la investigacion estructural y sus implicaciones en la ensefianza de
las estructuras. Convergencias que parecen inducirnos a la idea de que las estructuras
se ensefien de la misma manera en que se investigan.



Para la investigacion tecnolégica, Bunge destaca como punto de partida fundamental el
problema gnoseoldgico en la teoria del conocimiento, (como conocemaos).

El tecnologo dice Bunge, debe hacer filosofia y no ser oportunista de la filosofia, que
mezcla el realismo critico con el pragmatisi y y que no
busca la verdad en si misma ]
desde el punto de Vvista
cientifico y filosofico.

Bunge homologa la filosofia de
la ciencia con la filosofia de la
tecnologia y en el mismo
sentido podemos hacerlo con la
flosofia de las estructuras,
reconociendo su similitud
metodoldgica, su estructuracion
a partir de hipétesis para crear y
construir teorias, que seran
verificadas experimentalmente y

Restaurante en Xochimilco México D.F. (Félix Candela)., fotografia

que nos.remlten a ensayos de tomada para fines didéacticos, de los cuadernos de Arquitectura,
laboratorio o de campo. Bellas Artes, 1964).

Para Bunge, la similitud metodoldgica entre la investigacion cientifica y tecnoldgica
corresponde al hecho de que en ambas: debemos discernir el problema y tratar de
resolverlo exacta o aproximadamente con el conocimiento teérico o empirico disponible,
0 en su defecto inventar técnicas o hipotesis que lo resuelvan, haciendo pruebas
comprobatorias de laboratorio o de campo y corrigiendo en lo necesario las hipotesis y
técnicas empleadas; o bien corrigiendo la formulacidn misma del problema. (Reyna,
2003).

En el campo de las estructuras arquitectonicas, este punto de vista lo comparten, Félix
Candela, P. Luigi Nervi y Frei Otto. Mostrando la misma tendencia de pensamiento que
Bunge.

Candela, expresa que el analisis estructural es como una ciencia “aunque tosca y
grosera”. Sugiere que el técnico, si no es investigador, por lo menos tenga una cierta
dosis de preocupacion por los principios fundamentales en que su técnica esta basada,
inclusive los filosoficos. (Candela 1962).

En su libro” hacia una filosofia de las estructuras”, Candela define el analisis estructural
como: “una ciencia exacta que, basandose en hipotesis deliberadamente falsas,
pretende determinar, de modo Unico para cada sistema de cargas, los esfuerzos a que
esta sometida una estructura cualquiera’. (Candela, 1962)

Poniendo en relieve las limitaciones de la teoria elastica en cuanto a su utilidad practica
y sobre todo, la falta de reflexién critica de sus usuarios, los Ingenieros.



Enfatizando también la necesidad de revisar la utilidad y pertinencia de la matematica
como herramienta para la investigacion estructural. De ahi que en su postura filoséfica
Candela considere la importancia de la probabilidad y la estadistica, tomando en
cuenta las caracteristicas de las variables, la complejidad y su caracter experimental.

Candela sugiere la reformulacién misma del problema estructural. Destacando que el
problema gnoseoldgico subyace en el fondo de la investigacion estructural, coincidiendo
con Bunge en la necesidad de hacer una revision filosoéfica de la tecnologia.

Candela cita a Ortega y Gasset cuando dice : "cuando se investiga o se comprueba
algo, se hace con miras a ratificar una cierta idea preconcebida sobre la causa del
fenbmeno que investigamos; por lo mismo dice Ortega es imposible conocer
directamente la plenitud de lo real, no tenemos mas remedio que construir
arbitrariamente una realidad, suponer que las cosas son de cierta manera y esto nos
proporciona un esquema, es decir un concepto o enrejado de conceptos como una
cuadricula a través de la cual miramos luego la realidad, consiguiendo una vision
aproximada de ella. En esto consiste el método cientifico, mas aun, en esto consiste
todo uso del intelecto.”(Candela, 1962). Sefalando asi, la necesidad de crear siempre
nuevos modelos de interpretacion de la realidad con el cuidado de no tomar las teorias
existentes como dogmas.

Candela concluye su ensayo (Sep. 1951) con una cita de Ortega y Gasset: “Pensar es,
guiérase o no exagerar. Quien prefiera no exagerar tiene que callarse; mas aun: tiene
gue ver la manera de paralizar su intelecto (Candela 1962). Sefialando la necesidad de
hacer siempre nuevos planteamientos y nuevas hipotesis.

La critica e invitacion de Candela es a desmitificar y repensar las teorias estructurales
y los métodos de calculo como medios de control Unicos de los fenémenos
estructurales, para abrirse dice Candela, “a la posibilidad de sustituir los procedimientos
habituales de andlisis estructural, por otros mas adecuados, simples y logicos.”
Coincido, continta diciendo, con Van der Broeck que dice: “Personalmente considero
gue el “superénfasis” en el analisis elastico de los ultimos cincuenta afios, es una
aberracién que presenta muestras de estar perdiendo su preponderancia “ (Candela
1962).

Finalmente Candela reafirma su postura tedrico-filoséfica recordando a Cross, “lo que
necesitamos es una estructura, no un analisis”.



Pier Luigi Nervi, expresa de manera implicita su
postura gnoseoldgica similar a la de Bunge. Para
Nervi el conocimiento estructural y en general el
tecnoldgico suceden de manera simultanea entre
la reflexion del conocimiento tedrico existente, y
su experimentacion en la realidad, analizando los
principios fundamentales actuales que rigen a las
estructuras, asi como la voluntad de solucion
estética, econdmica y funcional, que como
gran constructor sintetiza en sus obras.

Dice Nervi: “El Arquitecto no debe ser un
especialista de ramo alguno de la técnica, sino

] Fotografia tomada de los cuadernos de
que debe tener ideas generales y conceptos mas  Arquitectura Bellas Artes 1964., para

claros que los especialistas, sus colaboradores. fines didacticos.

La ensefianza técnica de la Arquitectura tiene que ser fundamentalmente de conceptos,
las nociones particulares se olvidan con facilidad y pronto son superadas por el
progreso técnico.”

Para Nervi, el Arquitecto es esencialmente un constructor, como el mismo expresa:
“ninguna forma, ninguna idea, ninguna distribucion funcional tiene valor en arquitectura,
si no puede realizarse dentro de los limites de la técnica de ese momento y con el
empleo de tiempo y de dinero compatible y proporcionando a las finalidades que la obra
pretende alcanzar”. (Rivera 1963).

Nervi expresa sus convicciones pedagoégicas en base a su manera de investigar y de
hacer su préactica profesional, sugiere desarrollar la intuicion estética y estética en el
Arquitecto:

a.-estudiando la historia de la arquitectura a través del andlisis mecanico de sus
sistemas estructurales - constructivos y sus resultados estéticos.

b.- realizando modelos de estructuras y de estatica grafica de los sistemas estudiados.

c.- conociendo profundamente de las leyes fisicas y econOmicas del problema
estudiado.

d.- desarrollando métodos de calculo sintéticos y generales para predimensionar
estructuras.

Como expresara el Arg. David Cimet en el ciclo de conferencias sobre la obra de Nervi
organizadas por Ruth Rivera en Bellas artes en 1963.

“Nervi nunca sustituyé sus ideas espontaneas con calculos y procedimientos
matematicos y no porgue los calculos estuviesen equivocados, sino porque las



condiciones reales estan alejadas por su misma complejidad e indeterminacién de las
idealizaciones simplificadoras de la teoria estructural., negando asi no solo el caracter
creativo al cdélculo, sino que le ha negado también el caracter de verificacién real “
(Cimet,1963). Coincidiendo asi con Candela y Bunge en la necesidad de hacer un
planteamiento conceptual y su verificacion experimental.

Para Nervi toda proposiciéon estructural es una hipoétesis, y las hipotesis no se prueban
con otras hipoétesis sino con el laboratorio o la realidad. Nervi como heredero y seguidor
de Brunelleschi utilizaba ya por 1935 la maqueta o el modelo reducido de una
estructura para analizar su comportamiento, buscando asi la parte empirica, que
también presentaba ciertas limitaciones pero permitia ver la totalidad y unicidad de la
estructura.

Los enunciados metodologicos de Bunge en donde son similares investigacion cientifica
y tecnolégica muestran un coincidente paralelismo con las posturas metodologicas de
Candela y Nervi.

Aunque Bunge no aborda de manera explicita el desarrollo de la intuicion estética y
estética que para Nervi es fundamental, lo implica en la metodologia antes
mencionada, cuando habla de manera general de los valores en la tecnologia.

Nervi no se interesa en la intuicion mistica, sino que el habla de la intuicion estéatica y
estética, que las considera espontaneas y subconscientes pero nutridas
necesariamente de una larga y esforzada budsqueda, con mucho trabajo previo,
sistematico, rectificado y depurado, verificado con el método experimental.

En las propias palabras de Nervi con respecto al estadio de Florencia de 1929 se
percibe como él concilia en sus estructuras, las consideraciones estéticas y estéticas:
“Las variaciones en la seccion de las vigas principales estan dictadas por la ley que
gobierna la variacibn de momentos. La leve curva de la cubierta y el arqueo de los
nervios fueron inspirados por consideraciones puramente estéticas.”

“Me parece-dice- que el sentido estatico puede definirse como la sintesis hecha por la
mente humana o la <humanizacion> de las leyes naturales que rigen los equilibrios de
las fuerzas y de sus reacciones. Es precisamente de este sentido estatico de donde
nace la <intuicion estética> que sugiere para cada esquema, el esquema estructural
apropiado, esquema que sera tanto mas expresivo, cuanto mas se ajuste al orden
natural de las acciones y resistencias”.

“Hay que sentir donde corren las fuerzas dentro de una estructura, hay que sentir como
reacciona una estructura y como tiende a deformarse bajo los esfuerzos, hay que sentir
como vive, para poderla concebir y dibujar correctamente; y cuando una estructura
corresponde en la forma mas légica y mas proporcionada al curso de las fuerzas,
siempre es también bella”. (Rivera, 1963)

Aunque Félix Candela no conocié personalmente a Nervi, también considera que el
acto creativo no proviene de la simple inspiracion, sino que es el resultado del trabajo



continuo y esforzado, fruto de muchos afios de dedicacion y esfuerzo mental para
educar la inteligencia. Que la inspiracion constructiva es el resultado del trabajo del
subconsciente, cuando la mente conciente se ha ocupado antes de resolver un
problema determinado durante cierto tiempo.

Candela y Nervi tienen coincidencias esenciales en sus posturas para la investigacion
tecnolégica de las estructuras, y convergen con otro estructurista destacado en el
campo de las cubiertas ligeras: Frei Otto, quien durante la segunda guerra, desarrollé
invaluables aportaciones al desarrollo de la construccién ligera enfrentando serias
limitaciones, en una ocasion expres6: “A mi me basta con saber que una cosa se
puede hacer; hacerla pueden ya otros”, (Roland, 1965). Sintetizando asi su postura
gnoseoldgica. F. Otto continda diciendo: “la base de todo desarrollo consiste en el
adecuado planteamiento de los problemas a resolver, su determinacion y formulacién
se basa en la exacta observacion de los procesos de la naturaleza desde un punto de
vista general y el problema especifico contiene en si mismo la clave para solucionarlo.
Considerando que entre el problema y su solucién existen infinitos procesos.

La ampliacion de los conocimientos del hombre se basan en la apertura de nuevos
caminos en campos cientificos todavia desconocidos.

Todos los caminos abiertos hacia lo desconocido dificilmente seran los mas correctos,
aunque habra excepciones.

El trabajo cientifico de investigacion se basa en el valor de afrontar con responsabilidad
los errores, en la verificacion constante de la posible aplicacién de los resultados
obtenidos y en la continua predisposicion a la correccion”.

Mientras Bunge en la ultima parte de su metodologia sefiala que habra que inventar
nuevas técnicas o hipoétesis y corregir en su caso el planteamiento del problema. Frei
Otto expresa que: “Cuando falla un camino de investigacién, se buscan otros” (Roland
1965).

F. Otto como visionario plantea que mientras el reciente pasado ha sido la era de la
investigacion empirica, el futuro sera la era de los nuevos planteamientos.

Mientras Bunge expresa lo ilimitado de la investigacion cientifica y tecnoldgica asi como
de sus metodologias, Frei Otto sefiala las ilimitadas posturas que el hombre puede
adoptar ante la ciencia, la tecnologia y sus metodologias insistiendo en que surgiran
innovadores y distintos caminos que habra que asumir, avances simultaneos en los que
habra periodos de transicion y posibles regresiones en algunos campos de la cultura,
antes de que se produzca una nueva orientacion general.

Se comprende asi el trabajo inventivo de F. Otto abierto a nuevos puntos de vista,
resolviendo siempre nuevas estructuras creadas por el y adoptando siempre nuevos
métodos para resolver nuevos problemas.



Una de las caracteristicas de Frei Otto es su ilimitada amplitud como pensador utopista
y creador intuitivo que ha abierto nuevos caminos inexplorados de la ciencia y la
tecnologia.

La utopia no es para Otto lo inalcanzable, sino la Unica manera de orientar y darle
sentido al trabajo creativo y sistematico, organizado con todo el rigor cientifico.

Otra caracteristica fundamental de su
metodologia de trabajo como
investigador, es que construye el
conocimiento y controla las variables
posibles de un fenébmeno, a través de
modelos.

|
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Los modelos entendidos como marcos Modelos de mediciones de cubiertas ligeras en el
conceptuales que delimitan las variables centro de investigaciones de Stuttgart Alemania
que nos interesan de en un problema y  dingido por Frei Oto.
especifican las relaciones entre ellas.

F. Otto empleo los modelos fisicos para la concepcion de ideas, para predecir
comportamientos, para realizar mediciones y para el control de las mismas, ademas
realizo modelos para la ensefianza.

Algunas de las convicciones de la postura gnoseolégica de Frei Otto, las expresé de la
siguiente manera:

Mis primeras conjeturas fueron impulsadas por amigos de diversos paises, que a veces
aplicaron las soluciones para un caso, en otro diferente y tuvieron éxito.

Conociendo la maxima amplitud existente en la investigacién, cuanto mas limitemos
nuestro campo de accion mejores seran las soluciones obtenidas. Pero cuanto mas sea
reducido nuestro campo de visién, mas dificil sera ordenar las soluciones en el campo
general del conocimiento.

A mayor especializacion, mayor necesidad de interrelacionarse con los fenémenos de la
naturaleza que parecen resistir todo intento de andlisis y de investigacion por el
hombre, pero que pueden desarrollarse si se hace un adecuado planteamiento del
problema a resolver, basado en la exacta observacion de todos los procesos naturales
desde un punto de vista general.

La potencia fisica y técnica del hombre es limitada, la inteligencia y el espiritu son
ilimitados. EI hombre, ademas de crear objetos, crea problemas e investiga su
significado, que no conoce de antemano.

No hay prioridad alguna entre el problema y su solucién, unas soluciones modifican a
otras previas, la solucion final no coincide con el problema inicial, a partir de los
resultados obtenidos se plantean nuevos problemas que requieren nuevas soluciones.



La planificacion a corto plazo permite un analisis detallado del problema de manera
eficaz. Con este sistema de trabajo se avanza progresivamente a través de acciones
meditadas con detenimiento.

La planificacién a largo plazo asi como su ejecucion ofrecen nuevas perspectivas a un
gran numero de personas. Y que solamente los expertos podran actuar rectamente en
su campo cientifico y tecnolégico.

Para ampliar el conocimiento hay que abrir nuevos caminos en campos cientificos
desconocidos, en el que habra errores.

El trabajo del investigador cientifico se basara en el valor para afrontar los errores, en
la continua predisposicion a la correccion y a la verificacion

Mientras que el reciente pasado fue le edad de la investigacion empirica, el futuro sera
la era de los nuevos planteamientos, con otras formas de pensar, para descubrir otros
planteamientos de los problemas.

Las caracteristicas metodolégicas que abstraemos de este analisis nos ubican en la
investigacion a partir de modelos de andlisis y su verificacion experimental, con una
busqueda abierta hacia nuevos enfoques y nuevos planteamientos que nos permitan
dilucidar caminos para precisar soluciones tecnologicas basadas en principios
cientificos. Buscando organizar el proceso de investigacion y sus resultados de manera
sistematica para su aplicacion a los problemas del Disefio.

En la ingenieria actual se emplea el enfoque sistémico para organizar y sistematizar el
proceso de solucion de problemas complejos, asi como sus resultados y aplicaciones,
por lo que se adopta este enfoque para la estructuracién general de este trabajo.

1.4.1.- El enfoque sistémico.

En los antecedentes del enfoque sistémico, la literatura registra que este fue
desarrollado por el Departamento de Defensa de los Estados Unidos para ayudar a sus
comandantes y dirigentes militares y civiles a lograr un méximo de eficacia con un
minimo de recursos.

Posteriormente, cuando surgié la necesidad de abordar los problemas de la nueva
ciencia espacial, se puso en practica nuevamente el método del Andlisis de Sistemas.
La precision con la que fueron enviados los hombres a la luna y regresados a la tierra
en forma indemne, es una prueba de la eficacia de ese enfoque.

A partir de entonces, en varios paises del mundo, este enfoque ha tenido una gran
difusién al ser aplicado tanto en la administracion publica como en la administracion de
proyectos de desarrollo tecnolégico.



En el lenguaje tecnoldgico el tratamiento de un problema mediante un enfoque de
sistemas, significa que para analizar y resolver problemas de cierta magnitud es
recomendable:

1.- Dividir el problema en partes.

2.- Analizar y resolver por separado cada una de las partes como si se tratara de
problemas independientes, de tal manera que el objetivo o funciébn que desempefia
cada parte, es congruente con el objetivo general o la funcion del conjunto, cuando se
haya analizado y resuelto cada parte.

3.- Se integran y relacionan las partes en el conjunto que conforma el todo.

En ingenieria y administracion este principio ha sido adoptado como una metodologia
de trabajo llamada enfoque de sistemas. La estrategia general para la planificacién de
proyectos en el enfoque sistémico, consiste en las siguientes 6 etapas:

Planificacion con enfoque de sistemas

6.0 Revision total o parcial, si serequiere Esquema 1
oo oo € SRR i S 4
v : : : :

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0
Identificacion Determinacion Seleccién de la Determinacion
del problema de los requisitos estrategia de Implantacion de la eficacia
a partir de las y alternativas de solucion de ejecucion

necesidades solucién

Etapa 1.- Identificacién de problemas.

La primera etapa de la metodologia consiste en definir el problema en base a las
necesidades. Las necesidades son definidas como discrepancias mesurables entre una
situacién actual y otra deseada o requerida, esto significa que dentro del diagndstico
que se realiza para determinar el estado en que se encuentra el sistema, se deben
cuantificar los parametros mas significativos, de acuerdo al estado inicial del sistema y
compararlos con lo que se desea o se requiere. Es decir, la necesidad es la medida
entre lo que se tiene y lo que se requiere.

Una vez que se ha planteado el problema en base a las necesidades documentadas, se
establece el objetivo general y los objetivos particulares. El objetivo general es una
mision de trabajo a cumplir, un producto que se quiere obtener, un servicio completo o
un cambio en las condiciones de algo que debe realizarse, entonces, un objetivo de
mision es una declaracion precisa, expresada en términos de ejecucion, que describe el
resultado esperado de una mision.



Posteriormente, se realiza el andlisis del sistema para la solucion del problema
planteado dividiéndolo en pequefios subsistemas, atribuyendo a cada uno de ellos
misiones especificas.

Etapa 2.- Determinar los requisitos de la solucion y sus alternativas.

En esta etapa, se considera que la determinacién de necesidades ya se ha realizado y
ha proporcionado los requisitos generales que sirven para establecer el objetivo de
mision y los requisitos de su realizacion.

En esta etapa no se decide cémo resolver los problemas, sino que en lugar de ello se
determina que debe hacerse y de que alternativas se dispone para llenar los requisitos
de solucion. La seleccion de los modos de hacerlo, se llevan a cabo en la siguiente
etapa del analisis.

Para determinar los requisitos de realizacion se efectla el analisis por niveles para ir
desglosando las misiones hasta llegar a los detalles mas simples que nos indicaran la
viabilidad o impedimento para realizar cada mision. Esta situacién es comparable con el
analisis a través de un microscopio de una colonia de bacterias en donde a medida que
se usan lentes de mas alta resolucién, se detectan mas los detalles de la muestra.

Los elementos o medios de que consta el analisis de sistemas son:
1.- Andlisis de misiones
2.- Analisis de funciones
3.- Analisis de tareas
4.- Andlisis de métodos y medios

Estos elementos constituyen un proceso para determinar tanto los requisitos del
sistema como la factibilidad para realizarlos.

Etapa 3.- Seleccionar estrategias de solucion entre las alternativas.
Se realiza el andlisis para la seleccion de las alternativas de solucion y se elaboran los
programas correspondientes.

Etapa 4.- Implantar las estrategias de solucion entre las alternativas.
Se lleva a cabo la ejecucién de las alternativas seleccionadas bajo la conduccion de un
programa.

Etapa 5.- Determinar la eficiencia de la realizacion.
Se definen los parametros o indicadores que midan la eficacia de las acciones y se
realiza el andlisis correspondiente.

Etapa 6.- Revision cuando sea necesario.



La sexta etapa est4 marcada con lineas punteadas y flechas, corresponde a la revision
total del proceso o de cualquiera de sus etapas, esta revision se realiza solamente si se
requiere.

Aspectos a considerar en el proyecto.

Una vez analizados todos los aspectos generales de la metodologia, es conveniente
describir los aspectos interdependientes del contenido aplicados a un proyecto
especifico.

Los principales aspectos que se estudian de un proyecto son los problemas técnicos,
econdmicos, financieros, administrativos e institucionales, son cinco aspectos que
aunque pueden analizarse por separado, son interdependientes pues debe existir entre
ellos una constante reciprocidad de apoyo sobre todo en la informacién. Dicha
interdependencia se ilustra en el siguiente esquema.

Esguema 2

Aspecto
Técnico

Aspecto
Financiero

Aspecto
Econdémico

Proyecto
Geodesica

Aspecto
Institucional

~al Administrativo

Aspecto técnico.- Este aspecto consiste generar y aplicar los conocimientos técnicos
para resolver el proyecto. El andlisis se realiza de manera simple, contestando las
siguientes preguntas: ¢Que se va a hacer?, ¢CoOmo se va a hacer?, ¢Con qué se va a
hacer? y ¢ Cual es el resultado esperado?

La primera pregunta consiste en definir con precision el problema.

La segunda pregunta corresponde al proceso que se sigue para lograr el objetivo y en
nuestro caso es justamente la metodologia seleccionada.

La tercera pregunta se refiere a los recursos materiales, humanos y legislacion que se
encuentran disponibles para la realizacion del proyecto.



En cuanto al resultado, se refiere a la contrastacion de las hip6tesis de esta
investigacion y en caso de que el producto se construya y comercialice, el resultado
esperado es el beneficio que se obtiene de la relacién entre insumos y productos y a la
medicion de la productividad de los factores empleados.

Aspecto financiero.- Se refiere a los recursos necesarios para cubrir los gastos del
proyecto.

Aspecto econdmico.- Corresponde al estudio de factibilidad que sefiala la viabilidad y
la rentabilidad del proyecto.

Aspecto administrativo.- El plano administrativo tiene dos aspectos, uno juridico legal
y otro estrictamente funcional o técnico.

Aspecto institucional.- Se refiere a las politicas de la empresa que pueden interferir en
la concepcion y desarrollo del proyecto, como serian las posibilidades de seleccionar
técnicas, oportunidades de comercializacion y el aprovechamiento de las economias
externas para fines de importacion y exportacion.

1.5.- Metodologia de trabajo.

Como parte de la metodologia antes descrita en esta tesis, hemos considerado resolver
unicamente el aspecto técnico del proyecto mostrado en el esquema 2, al cual le
aplicamos nuevamente el enfoque sistémico del esquema 1 como metodologia de
trabajo, para resolver el problema tedrico-practico de disefio y construccion de una
estructura geodésica.

Podemos entonces decir que este trabajo es un método tedrico- experimental basado
en un enfoque sistémico que se describe mediante modelos matematicos, graficos y
fisicos. Modelos que se verificaron independientemente y posteriormente se integraron
en la construccién de un prototipo que permitio el disefio de elementos constructivos a
escala real, donde se precisaron sus propiedades geométricas, y se verificaron los
datos numéricos calculados, de acuerdo a los materiales propuestos.

Los modelos son utilizados aqui como idealizaciones que nos permiten destacar
aspectos de nuestro interés y se expresan de manera particular. Un modelo
matematico, un modelo fisico y un modelo virtual, pueden representar diferentes
caracteristicas de un mismo objeto, son grupos acotados de variables del gran nimero
de variables que constituyen un fenébmeno, que nos permiten estudiarlo por partes y
reducir su complejidad a dimensiones manejables para comprenderlas con claridad,
para luego integrar esas visiones parciales en una vision total e integradora.

Cada tipo de modelo es una aproximacion diferente al fenbmeno con que tratamos, que
nos especifica las partes esenciales de nuestro objeto de estudio.



Por ejemplo, el modelo matematico de una estructura describe las relaciones métricas
esenciales y precisas de su geometria, como se describe en este trabajo.

Un modelo fisico nos permite resolver detalles constructivos y verificar su funcionalidad,
observar y evaluar el comportamiento mecénico de una estructura, reproduciendo a
escala las condiciones mecéanicas a que estaran sometidos sus elementos estructurales
en la realidad, en nuestro caso, este estudio queda fuera del alcance de esta tesis.

Un modelo grafico nos permite visualizar, relacionar, organizar las partes y hacer
mediciones aproximadas entre otros.

La ciencia y la ingenieria emplean modelos fisicos, mateméticos, gréficos,
esquematicos y de simulacion (analdgica, fisica y digital), con diversas finalidades: para
el célculo, la prediccion, la comunicacion, la instruccion, el control, y para la concepcién
de ideas. Los modelos son una herramienta del método experimental.

1.5.1.- Aplicacion de la Metodologia.

De esta manera, la metodologia antes referida en el esquema 1, queda descrita por
medio de los siguientes pasos:

1.0 Identificacion del problema a partir de las necesidades
2.0 Determinacién de los requisitos y alternativas de solucién
3.0 Seleccion de la estrategia de solucion

4.0 Implantacion

5.0 Determinacién de la eficacia de ejecucion

6.0 Revision total o parcial, si se requiere

Los pasos 1-2, se interpretan como el acopio de la informacion sobre los diferentes
métodos para generar poliedros geodésicos, a partir de poliedros regulares. Y
delimitacion de los alcances y deficiencias de la informacion compilada para cumplir los
objetivos.

El paso 3, corresponde a la seleccion del método de generacion por particién de aristas
por ser el mas adecuado para incluir y simplificar a los demas métodos y la eleccion de
la frecuencia 3 del icosaedro por particion de aristas como base de generaciéon de la
geodésica por ser la frecuencia basica impar, de mayor complejidad que la frecuencia
bésica par.

El paso 4, es el estudio geométrico de la frecuencia 3 del icosaedro.
4.1.- Particion de las caras del icosaedro en la frecuencia 3
4.2.- Proyeccion de las caras resultantes de la particion, sobre la esfera

circunscrita
al icosaedro.



4.3.- Establecimiento de las relaciones mateméaticas que describen la longitud de
las aristas del la frecuencia 3 del icosaedro en funcion de los angulosy de la
posicion de los nodos en el espacio tridimensional.

4.4.- Codificacién de las formulas y elaboracion del programa en lenguaje C++

4.5.- Verificacion parcial de los resultados, utilizando el programa del apartado (d)

4.6.- Verificacion parcial y total de los resultados mediante un dibujo a escala en
AutoCad

4.7 .- Adecuacion del calculo geométrico de aristas y angulos de la frecuencia 3 del
icosaedro a los elementos constructivos de una estructura de 4m de radio
considerando las dimensiones de los materiales, construida con barras de
madera y conectores metalicos.

4.8.- Analisis y obtencion de la geometria de elementos estructurales.

Paso 5.- Construccion del prototipo. (Médulo de pruebas a escala real)

5.1.-Seleccion y preparacion de los materiales.

5.2.-Construccion de moldes y escantillones para fabricar los conectores

5.3.-Construccion de escantillones y topes para fabricacién de barras.

5.4.-Fabricacion de conectores.

5.5.-Fabricacién de barras de madera.

5.6.-Estrategia de ensamble de la estructura mediante un cddigo de colores para el
armado de la estructura.

5.7.- Evaluacién del proceso de construccion y registro de errores y huevos
ajustes.

Paso 6.- Verificacion total de o parcial de una o varias de las etapas de la metodologia.



3. HIPOTESIS

El “priming natural” en semillas de Dodonea viscosa (L.) acelerara el reparto de carbono en

la semilla, preparando o activando a las enzimas del metabolismo germinativo.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General
Evaluar el efecto del priming natural en la movilizaciébn de carbohidratos en semillas de

Dodonea viscosa (L.) durante la fase germinativa.

4.2. Objetivos particulares

> Obtener los perfiles de carbohidratos (glucosa, fructosa, sacarosa y almidén) y lipidos
durante la germinacion de semillas de D. viscosa que fueron sometidas a dos

tratamientos de priming natural.

» Determinar los niveles de actividad de las invertasas acidas, la vacuolar y la de pared

celular, en la germinacion de semillas de Dodonea viscosa sometidas al priming natural.

» Comparar y analizar si el reparto de carbohidratos, medido como contenido de
carbohidratos y la actividad de las invertasas acidas, se afectd por el tratamiento de

priming natural.



Materiales y Métodos

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material Biolégico

Las semillas utilizadas para el desarrollo experimental fueron proporcionadas por el Instituto de
Ecologia, colectadas directamente de los arboles de Dodonea viscosa (L), Jacq. (Sapindaceae),
que crecen tanto en la parte alta como en la baja del Pedregal (Lomas del seminario y Reserva

del Pedregal de San Angel en Ciudad Universitaria; respectivamente).

Las semillas de Dodonea viscosa presentan testa impermeable (semillas testa-dormantes), por
lo tanto antes de someter las semillas al tratamiento de priming natural, y llevar a cambios en la
hidratacién de las semillas, éstas fueron previamente sometidas a un tratamiento denominado
de escarificacion, el cual consiste en sumergir a las semillas por 2 min. en H,SO, concentrado.
Las semillas se enjuagaron y se dejaron secar a temperatura ambiente y posteriormente se

realizo el tratamiento de priming natural.

Para llevar a cabo el priming natural, las semillas se colocaron en telas de organza, y a su vez
en jaulas metdlicas, las cuales se enterraron superficialmente bajo la sombra de arboles y que
se le denominara en adelante tratamiento en bosque. Otro lote se enterr6 en una zona donde
escaseaba la vegetacion y entonces este tratamiento le llamamos priming en claro. El tiempo

del priming fue de 2 meses.

5.2. Germinacion

El lote control fue sometido al tratamiento de escarificacion previamente descrito.
Posteriormente, tanto las semillas del lote control como las que fueron sometidas a los
tratamientos de priming natural, se calentaron en agua a 72°C, se esperd hasta que la

temperatura bajard a 42°C, y se secaron cuidadosamente sobre papel Whatman,
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posteriormente la germinacion de las semillas se llevé a cabo en Agar al 1%, a 29-30°C por
distintos tiempos que incluyen 12, 24, 48 y 72 horas. Se registré la poblacion de semillas que

germinaron en cada lote.

5.3. Cuantificacién de carbohidratos solubles

5.3.1. Extraccion de carbohidratos solubles: glucosa, fructosay sacarosa.

Se molieron en N, liquido las semillas hasta obtener un polvo fino. Se pesaron 100 mg de tejido
y se extrajeron los carbohidratos con 1 mL de etanol (80% v/v) a temperatura de ebullicion, la
mezcla alcohdlica se trasvasé a un tubo de ensaye. Al remanente del mortero se le agreg6 1
mL de agua a temperatura de ebullicion tratando de moler perfectamente, este extracto se

mezcld con el del extracto alcohdlico.

Posteriormente la mezcla alcohdlica se centrifug6 en tubos Microfuga por 10 minutos a 2,500
rpm. El sobrenadante se separ6 y se colocé en un tubo de ensaye que se calent6 a 70°C en un
bloque de calentamiento, la pastilla obtenida se resuspendi6 en un volumen de 100 a 200 ul de

agua destilada. El extracto se guardd a —20°C hasta su utilizacién.

5.3.2. Cuantificacién de azlUcares solubles: glucosa, fructosa y sacarosa.

La cuantificacion de glucosa y fructosa se llevé acabo a través de un método enzimético, segun
se describe en Ramirez, 2007. Brevemente, 10ul de la muestra problema se hicieron reaccionar
por 20 min a temperatura ambiente, con 200 ul de una mezcla enzimatica que contenia 1.0 U/ml
de hexocinasa y 1.0 U/ml de glucosa-6P deshidrogenasa (G6PDH). La glucosa como la
fructosa se fosforilan, y sélo la Glucosa-6P es usada por la G6PDH, se produce una cantidad
equimolar de NADPH y se lee a 340nm, la absorbencia obtenida fue directamente proporcional

a la concentracion de glucosa en la muestra.



Materiales y Métodos

Después de la primera lectura, se le afiadié al mismo pozo de reaccion 1.2 U/ml glucosa-6P
isomerasa, la cual cataliza la conversion de la fructosa-6P en glucosa-6P (que no reacciond en
el paso anterior) y entonces la G6PDH ya puede usar este sustrato, se hizo una segunda
lectura y ahora el incremento en absorbencia a 340nm corresponde a la sumatoria de la

glucosa de la primera determinacion, mas la concentracion de fructosa.

Para la determinacion de sacarosa se realiz6 una hidrolisis en medio &cido de la sacarosa de la
muestra (12uL méximo), adicionando invertasa de levadura de SIGMA (4uL de una solucion de
80 mg/mL de invertasa disuelta en acetato de magnesio 100mM a pH 4.5), se incub6 por 2h a
37°C y posteriormente se determiné el contenido de glucosa y fructosa de acuerdo a lo antes

establecido.

EL contenido de glucosa se calculé de la siguiente manera:

(Abs,, — Abs, )*0.00614F *Vol.
Vol * Gugjico

Abs : absorbacia g,

F : factor de dilucion

Vol : volumen de alicuota

Vol_, :volumen de resuspencion

susp

Glucosa = = Mg/ Do

5.4. Medicion de |la actividad de invertasas acidas

5.4.1. Obtencion del extracto de invertasas acidas.

Los extractos se obtuvieron segun se describe en Pelleschi et al., 1997. Brevemente, 500 mg
de tejido se molieron en mortero con N, liquido. Después al polvo, se le afiadieron 3 mL de
amortiguador de extraccion (HEPES/KOH pH 7.5, 5mM MgCl;, 1mM Na,EDTA, 2.6mM

Ditiotreitol, 0.02% Triton X-100) y se homogeniz6 perfectamente. Posteriormente se centrifugd a



Materiales y Métodos

12000 rpm por 5 min a 4°C, el boton contenia a la invertasa de pared celular, mientras que en el
sobrenadante se encontraban las invertasas solubles. El sobrenadante se desal6 y concentrd
usando tubos Amicon Ultra-4 marca Millipore (No. de catalogo UFC801096). El extracto, que
contenia a las invertasas solubles se guardo a -70°C hasta su utilizacion.

La invertasa de la pared celular se obtuvo a partir del botén obtenido en la primera
centrifugacion, el cual se resuspendié en 1mL de agua, posteriormente se centrifugé a 12000
rpm por 5 min, el boton se volvio a lavar dos veces mas con agua. Al boton final se le afadio
1.5 mL de amortiguador de extraccién adicionado con NaCl 1M y se homogenizé
perfectamente, se dej6é incubando a 4°C en agitacion rotatoria durante toda la noche y se
centrifugd nuevamente segun se describio, ahora el sobrenadante contuvo a la invertasa de la
pared celular. Se desalé como se describié anteriormente y se guard6 de igual forma a -70°C

hasta su uso.

5.4.2. Determinacion de proteina.

El contenido de proteina en la muestra se determiné mediante el método de Bradford. En un
tubo de microfuga, se agregé 200 uL de reactivo de Bradford (no. de catélogo: 500-0006,
BioRad) y de 1 a 20 uL de muestra, se adicion6é también agua destilada c.b.p. 800 pL.
Posteriormente se agit6 el tubo por 15 segundos y se observé la formacion de un complejo de
color azul el cual absorbe a una longitud de onda de 595 nm. Se utilizé6 una curva estandar de

albumina de suero bovino.

5.4.3. Determinacion de actividad de las invertasas acidas.
La actividad de invertasas &cidas se determiné segin Bergmeyer y Bernt, 1974. En el caso de
las invertasas vacuolares, se acidificaron 25uL del extracto desalado adicionando 25uL de

acetato de sodio 200mM (pH 4.8). La reaccion enzimatica se realiz6 al afiadir 10 ul de sacarosa
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600mM, y se incubo6 a 30°C por 90 min. Para la invertasa de pared celular se acidificaron 40uL
de extracto desalado con 12.5 uL de acetato de sodio 400mM a pH 4.8. La reaccién enzimética
se llevo acabo al adicionar 7.5 uL de sacarosa 1M, e incubarse a 30°C por 90 min. En ambos
casos se detuvo la reaccion al adicionar 50 uL de NaH,PO, 0.5mM a pH 7.0 y su posterior
ebullicién por 5 min. La glucosa y la fructosa formadas se cuantificaron enziméaticamente, al
adicionar, a la mezcla anterior, 750 uL del medio de reaccion que contiene HEPES/KOH 50mM
a pH 7.0, 2 mM MgCl,, 1ImM EDTA, 1mM ATP, 1.5 U de fosfoglucosa-isomerasa, 2 U de
glucosa-6 fosfato-deshidrogenasa, 2 U de hexocinasa y 0.5mM NADP". Se incub6 por 20 min a

30°C y por ultimo se centrifugd a 12000 rpm por 5 min, el NADPH formado se midié a 340nm.

El calculo de actividad de las invertasa se llevo a cabo mediante la siguiente formula:

AbslSAOnm
622o*tmin * mg proteina

nmolGlu
minmg

Actividad =[ ]*1x106 =

5.5. Cuantificacion de Lipidos

En un mortero se molieron 100mg de tejido adicionando 5mL de una solucién de cloroformo-
metanol (2:1) por 5 min, posteriormente en un tubo de ensaye se centrifugé a 3000 rpm por 5
min, el sobrenadante obtenido se trasvasé a un tubo de ensaye rotulado y a peso constante, el
botdn se homogenizo adicionando 2.5 mL de la misma solucion y se centrifugd a 3000 rpm por
5 min, y el sobrenadante obtenido se mezclé con el primero. El tubo se calenté a 70° C en un
blogue de calentamiento hasta que los solventes fueron eliminados. Finalmente el contenido de

lipidos se calcul6 respecto a la diferencia de peso.
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5.6. Andlisis estadistico

Se llevé a cabo en todos los casos un analisis de varianza de dos vias con un nivel de
probabilidad P < 0.01, utilizando un programa estadistico (Statistica, version 6.1. StatSoft, Inc.
1984-1998 Tulsa, Ok. U. S. A). En los casos donde se presenta diferencia significativa entre
tratamientos, se realiz6 un analisis de comparaciones multiples por el método de Tukey-Kramer.
Indicando el valor del pardmetro F respecto a los valores de grados de libertad, comparandolo

con el valor de probabilidad (p) que proporciona el programa utilizado.
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RESULTADOS

6.1. Perfil de germinacion de semillas de Dodonea viscosa (L.) sometidas a dos
tratamientos de priming natural

Para corroborar que el priming natural produce un aumento en la germinacién de las semillas,
se llevo a cabo el perfil germinativo de las semillas sometidas a los dos tratamientos de priming
natural, el enterramiento en claro y en bosque, y se comparé con el perfil de las semillas que no

fueron sometidas al tratamiento (Figura 8).
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Figura 8. Curva de germinacién de semillas de Dodonea viscosa que fueron sometidas a dos
diferentes tratamientos de priming natural (Claro y Bosque). Datos expresados en medias *
error estandar.

Se encontré que la capacidad germinativa de las semillas no presenta diferencia significativa
entre tratamientos (F (8,15)= 1.03; p = 1.4536), sin embargo el numero de semillas germinadas
fue mayor en las semillas que fueron sometidas al tratamiento pre-germinativo, ya que éstas
tuvieron entre un 29 a un 35% de germinacion a las 12 horas, mientras que las semillas control
presentaron el 11% de germinacion. Sin embargo, conforme avanza el tiempo de germinacion

las semillas control alcanzan porcentajes similares a los obtenidos en las semillas tratadas.
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6.2. Efecto del priming natural en el contenido de carbohidratos solubles, almidon y
lipidos en las semillas de Dodonea viscosa

Para determinar si hubo un adelanto en los procesos metabdlicos de la semilla, se determind la
movilizacién de reservas de carbohidratos y lipidos en las semillas sin hidratar, y como primera
aproximacion a estos cambios se midieron los contenidos de algunos carbohidratos y de lipidos

totales en la semilla seca (Figura 9).
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Figura 9. Contenido de carbohidratos y lipidos en semillas secas de Dodonea viscosa. Las
semillas fueron colectadas y guardadas en el laboratorio o bien enterradas en claro o bosque.
Datos expresados en medias + error estandar.

El contenido de sacarosa es significativamente mayor en todos los lotes de semillas, en
comparacion con el resto de los carbohidratos medidos, 10 que sugiere que éste podria ser el
principal carbohidrato de reserva de Dodonea y que sera la fuente inicial de carbono para llevar

a cabo su desarrollo, principalmente durante el inicio de la germinacion (fases | y II). Los niveles

de glucosa y fructosa en las semillas secas son distintos entre los diferentes lotes de semillas,
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aunque no de manera significativa (F(4,9)=6.32; p =6.5105). Debido a que la cantidad de
almidon es escasa en estas semillas y no presentdé cambios significativos entre tratamientos con
respecto al control, solo se determinaron las variaciones de los otros tres carbohidratos solubles

a diferentes tiempos de la germinacion.

Respecto al contenido de lipidos se encontrd que fue hasta 100 veces mayor que el contenido
de sacarosa, lo que sugiere gque esta semilla principalmente almacena lipidos, por lo que se

decidié determinar el perfil de lipidos durante la germinacién de las semillas.

6.3. Efecto del priming natural en el perfil del contenido de carbohidratos y lipidos
durante la germinacion de las semillas de Dodonea viscosa

La movilizacién de los carbohidratos solubles durante la germinacién se presenta en la Figura
10. Se encontré que el contenido de glucosa varié de manera significativa entre tratamientos
(F (2,89) = 12.84; p<0.0001) y como se puede observar en la figura 10A, hubo una disminucion
rapida de este carbohidrato durante el inicio del periodo germinativo, en las primeras 12 h,
excepto en el lote tratado en claro, la glucosa se utilizo en las semillas control alrededor de un
42.5% y para el lote tratado en bosque en un 36.4%, mientras que en el caso del lote de claro
se observé un incremento significativo de 23% (F (8,89)=18.09; p<0.0001) y una subsiguiente
disminucion a valores muy semejantes a los presentados por el lote control. Posteriormente a
las 24h los contenidos de glucosa no variaron para los lotes control y tratados en claro y hubo
un aumento significativo en el caso del lote de bosque. Es probable que contenidos menores
de glucosa, no sean compatibles con la vida por lo que las semillas mantienen un contenido

constante.

La curva de cambio en el contenido de fructosa es similar en forma para los lotes de semillas

sometidas al priming natural, sin embargo si se encontrd diferencias significativas entre los
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distintos tratamientos (F(8,80)=98.73; p<0.0001). Se puede observar, que la fructosa va
aumentando de manera gradual hasta los 3 dias de germinacion. Pero el lote control presenta
un perfil de fructosa diferente, ya que no se observan cambios importantes en el contenido de la
misma a lo largo del periodo germinativo, manteniéndose aproximadamente en 0.13 mg de
fructosa por g de tejido (Figura 10B). EI aumento en fructosa podria indicar un aumento en el

uso de la sacarosa.

Las curvas de contenido de sacarosa durante la germinacién de los tres lotes de semillas
tuvieron un comportamiento similar, ya que en todos los casos hubo un decremento en el
contenido de este carbohidrato, sin embargo si hubo diferencia significativa entre tratamientos
(F(2,74)=16.99; p<0.0001), presentando diferente velocidad de degradacion entre si, como se
puede observar en la Figura 10C, distinguiéndose dos pendientes para cada caso, primero en
la disminucién de este carbohidrato durante las primera 12h y la segunda a partir de este
tiempo hasta las 72h de germinacion. La velocidad de degradacion en las semillas control es
mayor en las primeras 12h de germinacién, 0.872 mg sacarosa / g tejido dia, ya que a partir de
este tiempo la velocidad disminuyé a 0.144 mg sacarosa / g tejido dia manteniéndose
practicamente constante. En cuanto a las semillas pre-tratadas, un comportamiento similar fue
observado en las semillas claro, aunque la velocidad de degradacion en este lote fue 2.4 veces
mayor que en las semillas control y después de este tiempo se mantiene practicamente
constante, ya que la velocidad de degradacién disminuy6 hasta 0.04 mg sacarosa / g tejido dia,
por lo que podemos decir que la movilizacién de sacarosa fue mas rapida en las semillas claro
que el resto de los tratamientos, ya que en el caso de las semillas de bosque hubo una
degradacion gradual a una velocidad de 0.335 mg sacarosa / g tejido dia, manteniendo el
contenido de sacarosa por arriba del que presentaron las semillas del claro durante todo el

tratamiento germinativo.
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Figura 10. Perfil del contenido de carbohidratos durante la germinacion de semillas de Dodonea
viscosa sometidas a distintos tratamientos de priming. (A) contenido de glucosa, (B) contenido
de fructosa y (C) contenido de sacarosa.# Control, m Claro, y A Bosque. Cada punto
corresponde a la media + error estandar (a: puntos donde hay diferencia significativa con
p<0.0001 respecto al lote control, b: puntos donde se presenta diferencia significativa con una
p<0.0585 respecto al lote control).
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Contrario a los cambios observados en el contenido de carbohidratos entre semillas sometidas
al priming natural y control, el contenido de lipidos (Figura 11) a pesar de que se presenta una
tendencia a disminuir gradualmente durante el periodo germinativo, no presenta cambios
significativos entre el control y los tratamientos en cuanto a la velocidad de degradacion
(F(8,15)= 0.4268; p=0.8871), sin embargo cabe destacar que el contenido de los mismos en los
lotes de semillas que fueron sometidas al priming natural, permanecié por debajo del contenido

de lipidos en las semillas control a lo largo de la germinacion.
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Figura 11. Perfil del contenido de lipidos durante la germinacion de semillas de Dodonea
viscosa sometidas a distintos tratamientos de priming. Datos expresados en media * error
estandar.
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6.4. Efecto del priming natural en la actividad de las Invertasas en las semillas secas y en
la germinacién de las semillas de Dodonea viscosa

En base a que la movilizacion de sacarosa, glucosa y fructosa es importante para establecer
tanto el metabolismo glucolitico para la sintesis de ATP, el inicio del ciclo de pentosas para la
produccion de ribosas y NADPH, la sintesis de nuevos componentes de la pared celular entre
otros; se determind la actividad de las invertasas acidas, enzimas importantes en el uso de la
sacarosa y el establecimiento de gradientes tanto de sacarosa como de sus hexosas

constituyentes.

Tomando en cuenta que en la célula se encuentran presentes tres tipos de invertasas (neutra,

vacuolary de pared celular) se determind primero la actividad de cada una de éstas en semillas

sin germinar.
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Figura 12. Actividad de las tres invertasas celulares en semillas secas de Dodonea Viscosa que
fueron o no sometidas a tratamientos de priming. Datos expresados en medias + error estandar.

Como se muestra en la Figura 12 la invertasa neutra, entre los tres lotes de semillas, no
presentd diferencia significativa (F(4,9)=4.75; p=5.6005), mientras que la actividad de las

invertasas acidas aumentaron por el tratamiento pregerminativo significativamente respecto al
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control, mas en el tratamiento en bosque que en el claro. Las invertasas vacuolares aumentan
de 2.3 y 4.6 veces y las de pared celular de 1.3 y 2.7 con respecto al control en el lote de
semillas enterradas en claro y bosque, respectivamente (Figura 12). Por lo anterior se decidié
medir la actividad de las invertasas acidas, que son las que mostraron cambio en las semillas
secas que fueron sometidas al tratamiento y no continuamos midiendo a la invertasa neutra
durante la germinacion de las semillas, no sélo porque no cambié su actividad en las semillas
tratadas, sino también por que en la literatura se menciona que pierde facilmente la actividad
durante la extraccion (Roitsch, 2004), y si esto ocurria podriamos estar concluyendo sobre

resultados poco reproducibles.

El perfil de la actividad de las invertasas acidas durante la germinacion de los tres lotes de
semillas se muestra en la Figura 13, se encontré diferencia significativa entre tratamientos tanto
en la invertasa vacuolar (F(8,74)=12.69; p<0.0001) como en la invertasa de pared celular
(F(8,89)=6.91; p<0.0001). EI perfil de actividad de la invertasa vacuolar en el control mostro
pocos cambios, un aumento de 4.1 veces de 0 a 12h y posteriormente mantuvo su actividad
hasta las 72h de la germinacién. Mientras que, en las semillas con priming se observé que la
actividad es mayor, con respecto al control, a todos los tiempos determinados, pero con
diferencias entre ambos patrones. La actividad de invertasa vacuolar de las semillas tratadas
con priming en bosque aumenta su actividad de manera constante conforme avanza la
germinacion, siendo entre 1.7-2.9 veces mayor que la curva de las semillas control. En cuanto a
las semillas que fueron sometidas a priming en claro presentaron un maximo de actividad en las
primeras 12 h de la germinacién que es 5.1 veces mayor al valor presentado por las semillas
control y posteriormente reduce su actividad a valores ligeramente mayores, aunque no

significativos al control (Figura 13A).
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Figura 13. Efecto del Priming natural en la actividad de invertasas acidas durante la
germinacion de semillas de Dodonea viscosa. (A) perfil de actividad de la invertasa vacuolar;
(B) perfil de actividad de la invertasa vacuolar en el lote control, (C) perfil de actividad de la
invertasa de la pared celular y (D) perfil de actividad de la invertasa de la pared celular en el lote
control. # Control, m Claro y A Bosque. Cada punto corresponde a la media £ error estandar
(a: puntos donde hay diferencia significativa con p<0.0001 respecto al lote control).

Al determinar la actividad de la invertasa acida de la pared celular encontramos que es mayor
que la que se encuentra en la vacuola en un intervalo que comprende de 2.9 hasta 7.3 veces
para el caso de las semillas sometidas a priming (Figura 13B), ya que en el caso de las semillas

control la actividad de invertasa de la pared celular fue menor 0.5-2 veces que la actividad en la

vacuola.
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La actividad de la invertasa de pared celular mostré diferencias significativas entre tratamientos
(F(8,87)=6.91; p<0.0001), por una parte se obtuvo que la actividad en las semillas control se
mantuvo constante a lo largo del periodo germinativo ( 0.21 — 1.58 nmol Glu /min mg) mientras
que los lotes de semillas que fueron tratadas con priming mostraron siempre una actividad
mayor al control, pero de diferente perfil entre los tratamientos. El perfil obtenido para las
semillas con priming en claro presentdé un maximo de actividad a las 24h (43.1 veces mayor que
las semillas control) y disminuye a valores cercanos al del control. Mientras que en las semillas
de bosque el incremento se observo hasta las 48 h de germinacion y se mantuvo hasta las 72
h siendo éste de 43.4 y 5.5 veces mayor que en los lotes de semillas control y claro

respectivamente.

Por lo que en conjunto el efecto del priming natural produjo un aumento en la actividad de las
invertasas de la vacuola asi como en las de pared celular, a cero horas ambas fueron mayores,
pero durante la germinacion es cuando se hace evidente el cambio. Ademas, el tipo de priming
natural en claro o bosque si produce diferencias en el patrén de actividad de las invertasas
acidas, siendo evidente que el priming en claro produce un aumento a tiempos discretos de la
germinacion, mientras que el priming en bosque aumenta gradualmente la actividad de las

invertasas acidas y lo mantiene por tiempos mas prolongados.
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7. DISCUSION

7.1. Efecto del priming natural en la germinacién de las semillas de Dodonea viscosa (L.)
Los efectos del priming de laboratorio se encuentran bien documentados, obteniendo una mas
rapida y uniforme germinacién, asi como la recuperacion e incremento de la viabilidad,
eliminacion de la latencia, incrementos en los rendimientos y el establecimiento de las plantulas
bajo condiciones de estrés de tipo bidtico y abibtico, ademas permite almacenar las semillas por
largos periodos de tiempo (Gonzélez-Zertuche, 2001; Zheng et. al., 1994). Con esto en mente
en el presente trabajo evaluamos si las semillas que fueron sometidas por 2 meses a un
tratamiento de enterramiento en dos zonas distintas, claro y bosque, presentaban un
comportamiento diferente en la movilizacion del carbono disponible en la semilla. En el primero
de los modelos experimentales, el priming o tratamiento de enterramiento en claro, la
vegetacion es escasa y entonces se produce una tasa mayor de evaporacion de agua del suelo,
una menor cantidad de organismos en el suelo y temperaturas mas altas (con una media de
45°C), lo que provee un medio mas agresivo, pero seco, en el que las semillas pueden
permanecer por mas tiempo sin iniciar su germinacion, y una vez iniciada por la aparicion de las
lluvias, se seca mas rapidamente el suelo y por tanto la semilla detiene el recién iniciado
metabolismo germinativo. En el segundo caso, el tratamiento de priming en bosque, las semillas
fueron enterradas bajo la cobertura de la vegetacién, esto propicia una disminucion de la luz
que las semillas reciben, pero también una pérdida gradual del agua en el suelo, lo que
favorece una mayor poblacion de organismos en éste. En el caso de que se inicie la
germinacion por la aparicion de las lluvias, el suelo permanecera un tiempo mayor hiumedo,
comparado con el suelo en claro, por lo que podrian adelantarse los eventos germinativos por

un tiempo mayor.

El tratamiento de priming natural ocasiono que la germinacion de las semillas de D. viscosa se

adelantara al del lote control (29-35% a las 12h), si bien tanto control como priming alcanzan al
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final porcentajes similares de germinacion. No hubo diferencias significativas entre los lotes con
priming, aunque el priming en bosque presento a las 24 y 48h un menor pero no significativo
porcentaje de germinacion respecto al lote de priming en claro. Benitez (2005) reportd
resultados similares obtenidos en estudios ecofisiolégicos con Dodonea viscosa, donde no hubo
diferencia significativa en la germinacion de semillas entre diferentes tratamientos de priming
natural, sin embargo una vez que se desarrolla la plantula y ésta es transplantada para estudios
de campo, donde son crecidas a diferentes condiciones de temperaturas o exposicién a la luz,
se encontr6é que las plantulas provenientes de semillas que fueron sometidas a priming natural
presentaron una mayor sobrevivencia, de 98%, con respecto a las plantulas que provenian de
semillas que no fueron sometidas a este tipo de tratamientos, donde el porcentaje que se
obtuvo fue de 30%; los parametros que se usaron para cuantificar la sobrevivencia fueron el
namero de hojas, longitud del tallo y area foliar de las plantulas. Con lo anterior, podemos
sugerir qgue aunque no se ve modificado el porcentaje de germinacién de las semillas de
Dodonea viscosa, si se pueden estar modificando diversos procesos metabdlicos que
proporcionen las herramientas bioquimicas necesarias, para que las semillas estén mas

preparadas para resistir las condiciones ambientales y sobrevivan.

7.2. Efecto del priming natural en la movilizacion de reservas de semillas de Dodonea
viscosa (L.)

La toma de agua por las semillas les permite iniciar los procesos metabdlicos que habian sido
detenidos, asi en el priming el incremento en la toma de agua de la semilla, le permitira iniciar
los eventos de ajuste y reparacibn de macromoléculas y organelos para el adecuado
funcionamiento de la célula y su preparacién para la expansion y division celular (Bewley y
Black, 1994). Dentro de los eventos metabolicos iniciados se encuentra la movilizacion de las
reservas de corto alcance, que son aquellas que se encuentran en los tejidos embrionarios,

como sacarosa, glucosa, fructosa y en algunas especies lipidos (Srivastava, 2002). En la
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semilla de Dodonea viscosa los porcentajes de lipidos y sacarosa son de 20.1 y 0.25%,
respectivamente y son las reservas que generalmente se encuentran disponibles en el

embrion.

Los lipidos son una reserva importante en las semillas de D. viscosa, el perfil del contenido de
lipidos durante la germinacion nos mostré que tanto las semillas de los lotes tratamiento como
el control se encuentran activas usando esta reserva desde las 12 h, aunque las semillas que
pasaron por el priming natural lo hicieron mas rapidamente. Después de las 24h, se observa
que los tres lotes presentan velocidades similares de degradacién pero siempre las semillas
tratadas presentan ligeramente menos lipidos que las semillas control. La movilizaciéon de las
reservas de lipidos puede comenzar en las primeras horas de la germinacion, sin embargo se
ha documentado que la degradacién masiva de esta reserva ocurre principalmente después de
la salida de la radicula y que los esqueletos carbonados son transformados a carbohidratos

(Bewley y Black, 1994).

En las semillas de Dodonea viscosa observamos que el inicio de la germinacion para al menos
una poblacion de ellas comienza a las 12 horas y a las 48h ya encontramos el 50% de las
semillas germinadas en el lote control. Mientras que las semillas que fueron tratadas, a las 12h
ya presentan el 30% de germinacion y a las 24h el 50% de ellas ya germing, el priming produce
un adelanto aproximado de 1 dia en la germinacion, respecto al lote control. Este avance en la
germinacion podria explicarse por la ocurrencia de la movilizacion de la reservas durante el
priming, que en el caso de los lipidos encontramos al menos en el lote tratado en claro, semillas
gue presentan de inicio menos lipidos (1.4 veces) que los lotes de semillas control y bosque.
Auln cuando las semillas tratadas en bosque comienzan con un contenido de lipidos similar al

del lote control, a las 12 h encontramos menos lipidos en las semillas tratadas con respecto al
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control, asi durante el priming comenzaron la movilizaron de las reservas, o bien se sintetizaron

0 activaron a las enzimas necesarias para que esto ocurra.

En Arabidopsis thaliana, se ha encontrado que al inicio de la germinaciéon hay movilizacién de
lipidos pero no hay una participacion del ciclo del glioxilato, via que es una forma modificada del
ciclo de los &cidos tricarboxilicos y que a través del uso de 2 moléculas de Acetil-CoA producira
una molécula de 4 carbonos, el succinato. Este ultimo serd el sustrato para los procesos
biosintéticos y de respiracion. El producto biosintético final de la degradacién de lipidos en el
estadio post-germinativo es la sacarosa, pero la movilizacién de lipidos en las etapas previas a
la germinacion se ha asociado con un aumento en la tasa respiratoria de las semillas
(Eastmond y Graham, 2001). Asi la movilizacién rapida al inicio de la germinacion, podria llevar
a la acetil-CoA hacia la respiracion y reanudar la actividad de sintesis de ATP en la mitocondria,

molécula necesaria para los procesos biosintéticos.

En plantas no se ha descrito como llegan los carbonos de la acetil-CoA a ser respirados antes
de que se desarrolle totalmente el ciclo del glioxilato, sin embargo, en S. cerevisiae se ha
encontrado que los productos de la degradacién de los triacilgliceroles son bombeados a través
del sistema carnitina/acilcarnitina, tanto en la mitocondria como en los peroxisomas. En plantas
no se ha descrito la existencia del sistema de carnitina, lo que si se ha observado, por ejemplo
en semillas de girasol y lechuga, es que los &cidos grasos son respirados durante la
germinacion, y que el ciclo del glioxilato no se encuentra funcional, ya que las dos enzimas
clave del ciclo del glioxilato, la malato sintasa y la citrato liasa, ain no se han sintetizado
(Raymond et al., 1992, Salon et al., 1988). Pero en Sacharomyces cereviseae, el acetil-CoA
producto de la B-oxidacion en el peroxisoma se convierte a citrato y éste se transporta hacia la

mitocondria.
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En semillas mutantes de Arabidopsis denominadas icl-1 e icl-2, mutantes que son incapaces de
sintetizar a la enzima isocitrato liasa, se encontré que las semillas presentan de 5 a 10 veces
menos carbohidratos solubles, aumentan su tasa respiratoria, asi como la cantidad de
aminodcidos y acidos organicos y se encuentran degradando activamente lipidos a una tasa
mayor que las plantas silvestres, pero llegan a germinar y establecerse como plantas
(Eastmond y Graham, 2001). Lo que prueba que el ciclo del glioxilato no es necesario para que
la germinacion ocurra, e incluso para que se establezca la planta como organismo autotrofico.
Sin embargo, cuando las plantas mutantes son crecidas en oscuridad, las semillas germinan
pero son incapaces de desarrollarse, ya que necesitan un aporte de carbono adicional, que en
el caso de las plantas que estuvieron expuestas a la luz lo obtienen de la iniciada actividad

fotosintética en las hojas.

Si consideramos entonces que los lipidos degradados son respirados, la otra reserva de
carbono importante en la semilla de D. viscosa, que funcionard en la biosintesis de los nuevos
compuestos que necesita la semilla para llegar a germinar, son los carbohidratos y
principalmente la sacarosa. Respecto a la movilizacion de sacarosa, encontramos que las
semillas control movilizan la sacarosa a una velocidad de 0.872 mg glucosa/ g tejido dia,
mientras las semillas que fueron tratadas con priming mostraron nuevamente un adelanto en la
movilizacién de las reservas durante la germinacion, aunque partieron de contenidos similares
de sacarosa, la velocidad de uso del carbohidrato fue mayor y mas aun en las semillas del lote
gue paso por el priming en claro (2.12 mg glucosa/ g tejido dia, 12h), y se estabiliza entre las 24
y 72h en un contenido de sacarosa de 0.711 mg /g tejido. El lote que transcurrié por el priming
de bosque degradd la sacarosa durante la germinacibn mas lentamente que las semillas
tratadas con priming en claro, pero alcanzé a las 72h un valor final de sacarosa similar y 1.57
veces menor que en el lote control. El aumento en la tasa de degradacion de la sacarosa llevo a

la semilla tratada con priming a presentar contenidos mas elevados de fructosa y glucosa en
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las primeras 24h de la germinacion. Ninguna de las hexosas llegd a cero, lo cual es légico si
tomamos en cuenta, que estos carbohidratos ademas de ser fuente de carbono y energia,

proporcionan la osmolaridad necesaria a la célula para mantener su turgencia.

En semillas de maiz se ha observado que la sacarosa se moviliza rapidamente en las primeras
8 horas de la germinacion, con una disminucion del 60% de la sacarosa que se encuentra en el
eje embrionario, pero a las 24 horas comienza de nuevo a incrementarse, justo cuando la
degradacién de lipidos es maxima, lo anterior demuestra que la sacarosa es el carbohidrato que
se utiliza en el metabolismo de la semilla posterior al periodo germinativo y que se mantiene a
través de la reserva de lipidos (Martinez, 2007). En nuestras semillas de D. viscosa, solo
observamos la disminucion de sacarosa, pero es probable que aun cuando no la veamos, la
sintesis de sacarosa pueda estar ocurriendo de manera discreta, ya que el balance es negativo
para la sacarosa, y es probable que si se realizara la medicién de sacarosa a tiempos mas

prolongados podriamos observar que la sacarosa se incrementa.

7.3. Efecto del priming en el catabolismo de la sacarosa

En vista de que la degradacién de la sacarosa es activa durante la germinacion, determinamos
la actividad de las enzimas que son mas importantes en su movilizacién. La sacarosa se
degrada a través de dos enzimas, la sacarosa sintetasa y la invertasa, la primera al producir
fructosa y UDPglucosa, se conoce como una enzima ahorradora de energia, ya que la glucosa
se encuentra en una forma activada que no requiere la inversion de ATP. La UDPglucosa se
puede utilizar en la semilla para la sintesis de nuevos componentes de la pared celular,
mientras que la fructosa necesariamente tendr4 que ser fosforilada para entrar a la via
glucolitica (Sturm y Tang, 1999). Por otra parte, la actividad de las invertasas proporcionara
glucosa y fructosa, estos carbohidratos podran ser utilizados por el metabolismo, ya sea para

entrar al ciclo de las pentosas, ya que se hace necesaria la produccién de ribosas y NADPH
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para la sintesis de nucleétidos y comenzar la reparacion y sintesis de DNA y otros nucleétidos
como RNA y coenzimas; ademas de la xilulosa que se usa en la sintesis de pared celular. Por
otro lado, las hexosas pueden continuar con la via glucolitica para sintetizar intermediarios

biosintéticos (ciclo de Krebs) o bien enlaces de alta energia (ATP o NADH).

La actividad de hidrdlisis de la sacarosa se vuelve entonces necesaria para que la germinacion
proceda. Las invertasas son enzimas que presentan diferente localizacion subcelular, las que
se han caracterizado como importantes en favorecer o potenciar la entrada de nutrientes hacia
las células son la invertasa vacuolar y la invertasa de pared celular. La invertasa vacuolar es
capaz de degradar de manera activa a la sacarosa almacenada de manera transitoria en la
vacuola, de tal forma que al degradarse la sacarosa, las hexosas producidas pueden ser
transportadas hacia el citoplasma para su metabolismo. Pero al degradarse la sacarosa, la
célula percibe que hay una disminucién en su contenido y esto favorece la entrada de mas
sacarosa a la célula y a la vacuola, es por ello que se dice que la invertasa vacuolar favorece la

demanda de fotosintatos (Roitsch, 2004).

Al medir la actividad de la invertasa vacuolar encontramos que las semillas control aumentan la
actividad de la enzima en las primeras 12h de germinacion (4.1 veces) y posteriormente a este
tiempo se mantiene constante y vuelve a incrementarse ligeramente a los 3 dias de la
germinacion; lo cual muestra que la actividad de la invertasa vacuolar es necesaria para la
movilizacion de las reservas almacenadas en la vacuola. Al realizar el tratamiento de priming, la
actividad de la invertasa vacuolar se incrementa, sin embargo, presenta diferencias importantes
en cuanto a la forma de la curva y la magnitud del incremento, si el priming fue en bosque o en
claro. En el primer caso (bosque), las semillas, desde un inicio y durante los tres dias que se
germinaron, mantuvieron un incremento gradual en la actividad de la enzima, lo cual estara

proveyendo de manera constante de hexosas al hidrolizar la sacarosa que esta en la vacuola.
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Esta mayor actividad podria deberse a que durante el tiempo del priming se hubiera sintetizado
mayor cantidad de proteina o de alguna isoforma para la enzima y por tanto esto nos lleva a
una mayor actividad de invertasa, o bien a que la enzima que se encontraba en la semilla seca,
al comenzar la hidratacion, tomo la conformacién Optima para su actividad, o bien la enzima fue
modificada covalentemente para ser mas activa durante el periodo germinativo, aunque para la
invertasa no se ha documentado la modificacion covalente, pero lo que si se sabe es que existe

un inhibidor proteico de la enzima (Roitsch, 2004).

En cuanto a la expresion diferencial de isoformas de enzimas, se ha documentado cuando
menos en maiz, que el producto del gen de la Invrl disminuye gradualmente al cultivar células
en suspension durante 48h, mientras que la Invr2 se reduce después de 18 h de cultivo. El
regreso a los niveles normales del transcrito para ambos genes se produce cuando son
colocadas a crecer las células en sacarosa, por lo que la regulacion de la expresion de las
diferentes isoformas depende de la disponibilidad de su sustrato (Xu et al., 1996). Si
relacionamos que durante la germinacion de las semillas de Dodonea que fueron sometidas a
priming en bosque, hay un aumento constante en la concentracion de glucosa y que esto
coincide con el aumento sostenido en la actividad de la enzima, podriamos especular que

alguna forma de invertasa se encuentra regulada positivamente por la glucosa.

Respecto a la modificacion de la actividad por la presencia de la proteina inhibidora de la
invertasa, podria haber ocurrido una disminucion en la expresion de esta dltima, lo que nos
llevaria a un aumento en la actividad de la invertasa. Sin embargo, hay pocos estudios sobre la
proteina inhibidora y alin no se ha establecido con certeza el papel de ésta en la fisiologia de la

planta (Rausch y Greiner 2004).
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Por otra parte, las semillas que pasaron por el priming natural en claro presentaron un maximo
de actividad a las 12h que fue de 5.1 veces con respecto al control, y posteriormente disminuyo
a valores cercanos aunque ligeramente mas altos que los del control. EI aumento inicial tan
grande en la actividad de la invertasa vacuolar de las semillas tratadas con priming en claro,
explica porque a las 12h en estas semillas encontramos un aumento importante en fructosa y
una disminucioén en el contenido de sacarosa, y es posible que haya ocurrido una movilizacion
elevada de la sacarosa a las 12h, por lo que la posterior caida de la actividad podria sugerir que
ya no se hace necesaria su actividad porque ya movilizé la sacarosa almacenada en la célula.
El aumento transitorio en la actividad de la enzima podria deberse nuevamente a la presencia
de una isoforma mas activa, o bien a cambios en los niveles de los diferentes carbohidratos que
puedan regularlas. EI maximo nivel de actividad que encontramos a las 12h coincide con el pico
maximo de contenido de glucosa a ese tiempo, lo que sugiere que las hexosas estan
aumentando en el citosol y son disponibles al metabolismo, también encontramos que es el
punto en el que se degradd mas rapidamente la sacarosa y posterior a este tiempo ya no hay
cambio en el nivel de sacarosa y disminuye el de la actividad de la invertasa vacuolar. La
disminucién en la actividad podria explicarse por la disminucidon en la concentracion de su
sustrato, la sacarosa, y también a que el incremento grande en glucosa en un tiempo previo,
podria ser la sefial para apagar la transcripcion del gene. Por lo que debe de haber una
regulacién coordinada entre la disponibilidad de azlcares (glucosa o sacarosa) y la

transcripcion del gene.

En cuanto a la invertasa de la pared celular, también se encontraron incrementos en la actividad
de éstas cuando las semillas fueron tratadas con priming, que conllevan a un patrén de
actividad diferente al de las semillas control. Se observé que las semillas control mantuvieron
una actividad baja y constante de sus invertasas de pared celular, lo que nos hace pensar que

tal vez no se necesite aln de reservas externas que requiera que estas enzimas se encuentren
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activas o bien que no se hayan emitido las sefiales que conlleven a funcionar a las mismas, ya
que se sabe que las invertasas de pared celular estan reguladas por estimulos ambientales,
como es la respuesta a factores de estrés de tipo bidtico y abiético (Koch, 2004). En este
sentido, la regulacién de la actividad de las invertasas, que generalmente es en aumento en la
actividad, se produce cuando hay un cambio en la concentracion de diferentes carbohidratos,
como glucosa y sacarosa. En los casos en los que no se ha observado cambio en la actividad,
se ha propuesto que el tejido examinado presenta de por si contenidos altos de azlcares o bien
es un tejido almacenador, por lo que cambios discretos en la concentracion de carbohidratos no
afectan la actividad de la enzima. Sin embargo, cuando un tejido no es almacenador sino que
se encuentra en activo crecimiento, pequefias modificaciones en el contenido de azucares si

impactan en un aumento en la transcripcion del gene (Koch, 2004 y Sturm 1999).

En nuestro caso, las invertasas de la pared celular de las semillas que fueron tratadas con
priming natural, estan respondiendo a los cambios en los contenidos de glucosa y sacarosa, y
debido a que estas semillas (las tratadas con priming) han pasado por un proceso de estrés
como es la sequia o bien demas situaciones ambientales adversas, es probable que la semilla
encienda los sistemas enzimaticos que requiere y que el suministro de nutrientes se esté

llevando a cabo en este estadio de desarrollo.

Al igual que lo observado para la invertasa vacuolar, la actividad de la invertasa de pared
celular mostré6 comportamientos diferentes entre los dos tratamientos de priming, uno
mostrando un pico de actividad maximo y otro un aumento constante en la actividad. Cuando se
lleva a cabo el tratamiento de priming en claro se obtiene el maximo en la actividad a las 24h
que llega a ser 43.1 veces mayor que el control y la posterior disminucion alcanza valores
similares a los que presentan las semillas control. Mientras que la curva que presentaron las

semillas del priming en bosque no presento diferencias con respecto al control hasta las 24h de
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germinacion, pero a partir de las 48h la actividad se incrementa hasta 22.7 veces y continua en
aumento durante el resto del periodo germinativo. Las diferentes condiciones que caracterizan a
los ambientes en los cuales se llevé a cabo el priming, claro y bosque, pueden ser la principal
causa por la cual se observan estas diferencia en la actividad de las invertasas de pared
celular, ya que se ha reportado que las invertasas responden a estimulos ambientales asi como
a la presencia de patdgenos, lo que nos indica la importancia de las invertasas de pared celular

para la sobrevivencia y aclimatacion de las semillas (Koch, 2004).

El priming en bosque le permite a la semilla responder al menos en la movilizacion de carbono
mediada por invertasas, de manera gradual y sostenida, ya que sus dos invertasas 4cidas,
responden de igual manera. Mientras que las semillas que fueron sometidas al priming en claro,
muestran un pico de actividad de sus invertasas 4cidas, a tiempos y magnitudes distintas, pero
con un comportamiento de actividad maximo transitorio. Esto nos habla de que la respuesta al
estimulo ambiental, como se menciong, es distinta y que la movilizacion de sacarosa a través
de las invertasas es un buen marcador de que el ambiente puede ayudar o cambiar la
expresion de las enzimas germinativas para poder contender con el estrés que a la semilla o

joven plantula le depara.

Por otro lado, se sabe que la funcién de esta enzima no sélo es de proveer de carbohidratos o
sustancias heterotréficas para el crecimiento, sino también esta a cargo de mantener un
balance entre el contenido de sacarosa y hexosas requerido como mecanismos de sefializacion
que regulan el desarrollo de las plantas (Roitsch, 2004), por lo cual una vez que la semilla ha
germinado y hasta que se establezca como un organismo autotréfico necesita el importe de
nutrientes provenientes de la movilizacibn de reservas externas, que pueden estar siendo
importados debido a la alta actividad de la invertasa de pared celular, pero sobretodo por la

produccion de las hexosas, glucosa y fructosa, que al ser transportadas al citoplasma,
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mediante transportadores de hexosas, pueden generar sefiales o aumentar la actividad de otras
enzimas celulares que son necesarias para el establecimiento de la plantula

(Sherson et.al., 2003).

La actividad de las invertasas resultaron ser entonces un buen marcador de que el priming
acelerd la movilizacion de las reservas de carbono, preparando a la semilla para su posterior
etapa de desarrollo, la planta en crecimiento, asi como para las condiciones cambiantes del

ecosistema en el que sobrevivira.
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8. CONCLUSIONES

1.

Se obtuvo que la sacarosa se encuentra en valores menores en la semilla seca de D.
viscosa que fueron sometidas a priming. Aun cuando la tasa de degradacion es similar,
los valores de sacarosa siempre son menores en las semillas tratadas con priming en
comparacion con el lote control.

No se encontraron diferencias significativas en la movilizacién de almidén en los
diferentes tratamientos y respecto al control.

El contenido de fructosa aumentd conforme avanzé la germinacion en las semillas
tratadas, lo que sugiere que hay una mayor degradacion de sacarosa.

El contenido de glucosa aumenté en los tratamientos de priming, en tiempos discretos
durante la germinacion.

La actividad de las invertasas acidas durante la germinacién siempre fue mayor en los
lotes de las semillas tratadas con priming.

La actividad de la Invertasa de pared celular aumenté desde el primer dia de
germinacion a diferencia de la Invertasa vacuolar donde se vio disminuida su actividad al
aumentar el tiempo de germinacion.

El priming en claro produjo un aumento transitorio en ambas invertasas acidas, aunque
a tiempos distintos de la germinacién. Mientras que el priming en bosque produjo
aumentos graduales y por mas tiempo de ambas invertasas acidas.

El efecto del tratamiento pre-germinativo a las semillas de Dodonea viscosa (L.), como
es el priming natural, fue acelerar el reparto de carbono medido como contenido de
carbohidratos y actividad de invertasas &cidas, y es probable que los cambios
observados en estas enzimas sean un reflejo de la actividad metabdlica generalizada en

la semilla durante la germinacién.



Perspectivas

9. PERSPECTIVAS

En vista de que las actividades de las invertasas vacuolares y de pared celular se
encuentran aumentadas durante el priming natural, se deben medir los niveles de
ARNmM de estas enzimas y compararlas con otras semillas que también hayan sufrido
priming natural o de laboratorio, tratando de encontrar si las invertasas acidas son un
buen marcador de que el priming natural ha ocurrido, y que las semillas que son
sometidas a este tipo de tratamientos, van a ser mas vigorosas cuando se les coloque

en el campo a germinar.

Es necesario también, para completar el presente estudio, conocer si la sobrevivencia
de las plantas que fueron sometidas a priming natural en bosque presentan diferencias
notables respecto a las que fueron sometidas a priming natural en claro, para sugerir

las posibles fuentes del aumento en el vigor de las semillas.

También se debe de investigar si las enzimas del metabolismo de los lipidos se
encuentran afectadas y que pudieran también ser usadas como marcadores

moleculares del priming y el vigor de las semillas.
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