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RESUMEN

de PAULA, 1W Alteracionesbioquímicasen semillas envejecidasde girasol (He/jane/zas
annausL. cv. Peredovik) relacionadas con la viabilidad, funcionalidad de membranas y
cambios asociados con la capacidad antioxidante

Se ha analizado el efecto del envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR, durante 1 a 11
días) de las semillas de girasol (Helianehusannuus L. cv. Peredovik)de dos clases
comerciales diferenciadas por su tamaño, en relación a las siguientes características
fisiológicas y bioquímicas: a) viabilidad y vigor, b) alteraciones de membrana por medio
de ensayos de liberación de solutos (determinación de A

2~, y fósforo) e iones(medidade
la intensidad de corriente eléctrica), c) peroxidación lipídica por cuantificación de
malondialdehido y d) evaluación de sistemas antioxidantes (SOD, CAT y ciclo del
ascorbato-glutation). Los resultados obtenidos revelan la pérdida progresiva de la viabilidad
que se manifiesta por un aumento del número de plántulas anormalesy de semillas
muertas, más evidente a medida que se prolonga el tiempodeenvejecimiento.Lapérdida
de la viabilidad está acompañada por una alteración de la permeabilidad de las membranas,
que se pone de manifiestopor la salida masiva de compuestosorgánicos e iones. El
análisis de la liberación de iones procedentes de las semillas sin cubiertas permite además
estimar de forma fiable la calidad de las mismas. Por otra parte, el envejecimiento
artificial no altera significativamente la cantidad de malondia]dehido detectada en las
semillas. Sin embargo,la presenciade estecompuestoy su posteriordisminucióndurante
la rehidratación, sugieren que el proceso de peroxidación lipídica tiene lugar durante la
manipulación y conservación de las semillas en estado seco.Por último, el análisisde los
sistemas antioxidantes revela que el glutation es el principal antioxidanteno enzimáticode
la fracción soluble. Este compuesto se localiza fundamentalmente en el eje embrionario,
y ejerce su acción protectora mediante reacciones que disminuyen la reserva de glutation
reducido y, en menor medida, aumentan los niveles de GSSG. La rehidratación de las
semillas reactiva el metabolismo celular y favorece la actuación de los sistemas de
destoxificación, lo que genera un ambiente reductor que facilita la reparación de los daños
acumulados durante el envejecimiento. Sin embargo,el mantenimientode las condiciones
de envejecimiento durante períodos prolongados (11 días) alterala funcionalidadcelular
de manera irreversible, lo que se traduce, una vez concluido el procesogerminativo,en
la aparición de plántulas anormales y semillas muertas.

PALABRAS CLAVE: CAT, ciclo ascorbato-glutation,envejecimiento,estrés oxidativo,
girasol, membranas, peroxidación lipidica, SOD, viabilidad.
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SuMMARY

de PAULA, M. Biochemical alterationsin agedsunfiower (He//ant/msannuus L. cv.
Peredovik) seedsrelated to viability, membraneintegrity and changesassociatedto
antioxidant capacity.

The effect of accelerated ageing (43 0C, 75 % HR for up 1 to 11 days)wasperformedin
sunflower (He//ant/tusannausL. cv. Peredovik) seeds t’rom two commercial classes which
differ in seed size, in relation to the following physiological and biochemical
characteristics: a) viability and vigour, b) membranepermeabilityby leakageassays(A

2~,
phosphorus, and electrical conductivity), e) lipid peroxidation by measuring
malondialdehydecontent, and d) antioxidant systems (SOD, CAT and, ascorbate-
glutathione cycle). The results shows the progressive loss of viability, which is
accompanied by an increase in abnormal seedliñgsand dead seeds,more evident as
progresses ageing. The loss of viability is closely related to membrane disruption, which
allows the leakage of both solutesand electrolytes. Moreover, the quality of seedsis
shown by electrolyte leakage measured in dehulled seeds. However, accelerated ageing
does not change malondialdehyde content, but high levels of this compoundare detected,
suggesting that lipid peroxidationmight occurduring seedhandlingand storage.Finally,
the study of antioxidant systems reveals that glutathione is the major non-enzymic
antioxidantcompound(scavenger)in solublefraction. It is locatedmaínly in embryonic
axes, and its protectiverole is mediatedby reactionsthat consumesthe GSH pool and
increasesthe oxidized form (GSSG). Seed imbibition (pregerminativephase)activates
cellular metabolismand allows antioxidantenzymesto act upontoxic agents.Thesefacts
provide a reducing status in which repairing damagebecomespossible. However,
prolonged ageing conditions (11 days) result in irreversible damage, and, when the
germinativeprocessconcludes,it is expressedby theappearanceof abnormalseedlingsand
dead seeds.

KEY WORDS: ageing, ascorbate-glutathione cycle, CAT, lipid peroxidation, membrane
leakage, oxidative stress,SOD, sunflower,viability.
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1. INTRODUCCIÓN

Una de las características más llamativas de las semillas es su bajo nivel de

hidratación,que implica la reduccióndel metabolismocelular hastanivelesmínimos, lo

que les confiere una gran resistenciafrentea las variacionesambientales,permitiendosu

dispersión,almacenamientoo manipulación hasta que la rehidrataciónen condiciones

adecuadasdesencadenelos procesosde germinación. Existe otro tipo de semillas

denominadas recalcitrantes, que por el contrario deben presentar, retener y preservar un

alto contenido de humedad para mantener su viabilidad. Estas semillas proceden

generalmente de climas tropicales, donde las condiciones de germinación son en general

suficientemente favorables, por lo que no necesitan la deshidratación como forma de

resistencia. A los efectos del desarrollo de este epígrafe, el término semilla hace

referencia a las que presentan un comportamiento ortodoxo y que, por otra parte proceden

de especies cuyo hábitat corresponde a nuestras latitudes.

1.1. Estado del agua en la semilla

El aguaejerce una profunda influencia en las semillas. Cuandolos niveles de

hidratación son muy bajos, el metabolismo disminuye y prácticamente no hay signos de

vida; un pequeñoincrementoen el contenidode aguapermite restaurarla mayoríade las

funciones metabólicas propias de los organismosvivos. Es, por tanto, el nivel de

hidratación el que determina la transformación de la semilla de fisiológicamente inactiva

a fisiológicamente activa.

La hidratación de las semillas se estudia mediante isotermasdeabsorción(Fig. 1),

que se obtienenpormedidade la humedadde equilibrio enfunciónde la humedadrelativa

a una temperatura constante, y que presentan una forma sigmoidal característica,que

1



INTRODUCCIÓN

obedecea un modelo trifásico. Según Priestley (1986), la primera fase de hidratación

(Zona1) secaracterizapor unaabsorciónrápidadeagua,queposteriormenteseestabiliza

(Zona II), para seguir aumentandoen una tercerafase (Zona III). Las isotermasde

absorciónrepresentanlas propiedadeshigroscópicasde la totalidad de la semilla y, por

tanto de sus principalescomponentes.Así, parala misma humedadrelativa, las semillas

ricasen almidón alcanzanun mayor contenidode aguaque las semilla oleaginosas.Sin

embargo,el valor de humedadrelativadonde seproducenlos dos puntos de inflexión

(pasode la Zona 1 a la Zona II y de la Zona II a la Zona III) es independientede la

composición de la semilla.

En la Zona 1 el agua está fuertementeligada a grupos cargadosde proteínas

(carboxilosy aminos),a lípidos, a paredescelulares,etc. La Zona II presentaaguaunida

porpuentesde hidrógenoagrupospolaresno ionizadosde almidóny proteínas(hidroxilos,

amidas).Por último, en la Zona III el aguase une a residuosno polares,presentagran

movilidad y empiezana ponersede manifiestolas propiedadesosmóticasy de capilaridad

(Rupley y col., 1983).

Otros autores(Bruni y Leopold, 1991a;Williams y Leopold, 1989)proponenun

modelo diferenteque asumeque el aguamantienesus propiedadescomosolventeincluso

a nivelesmínimosde hidratación,dondeestaríaformandouna soluciónsuper-saturadacon

propiedadesde viscosidadanálogasa las del vidrio. Un aumentodel contenidodehumedad

diluiría el cristal progresivamentehastaadquirir las propiedadesdel agua libre. El

citoplasmavitrificado durantela desecaciónevitaríala posteriorcristalizaciónde salesy

proteínascitoplásmicas,y favoreceríala toleranciade estosorganismosa ladeshidratacion.

Por otra parte, recientementeSun y Leopold (1994) han sugeridoque la pérdidadel

estadovítreo duranteel envejecimientode las semillaspodríafavorecerlaapariciónde las

reacciones degenerativas que aceleran la pérdida de viabilidad.

2



INTRODUCCIÓN
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Figura 1. Isotermas de absorción de agua de las semillas en función de la
humedad relativa ambiental. 1, II y III representan las zonas con diferente grado
de interacción entre el agua y la semilla.
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INTRODUCCIÓN

La diferencia entre ambos modelos se pondría de manifiesto en los tejidos

completamentehidratadosen los cuales.Segúnel primermodelo,deberíancoexistirvarios

tipos de agua (ligada, libre), cada uno con sus propiedades específicas, mientras que según

el segundomodelo todo el aguacontenidaen el sistemapresentaríapropiedadessimilares

(Vertucci, 1989).

1 .2. Actividad enzimática y metabólica en la semilla en estada

seco

La configuración estructuralde la mayoríade las enzimases muy sensiblea la

deshidratación,sin embargo,el estudiode las enzimasaisladassugiereque puedenser

funcionales incluso bajo condicionesde hidrataciónrestringida (Priestley, 1986). Las

enzimaspresentesen las semillas secaspuedenmantenerintactasu capacidadcatalítica,

lo cual seha puestode manifiestoen numerososestudios (Attucci y col., 1991; de Paula,

1991; Nakayamay col., 1980; Raymondy col., 1992), en los que las enzimasseextraen

a partir de semillassecasy posteriormenteseensayasu actividad in vitro. Sondos los

factores que limitan la actividad enzimática de los sistemas parcialmente hidratados; por

un lado, la movilidad intramolecular necesariapara la función enzimáticaestá muy

limitada en una matriz no fluida, y por otro lado existe una gran dificultad para el acceso

del sustratoasí comopara la difusión del productodesdeel lugar de reacción(Fig. 2).

Vertucci (1989)observóque lacinéticade captacióndeoxígenopresentaunaforma

trifásica, relacionadacon lahidrataciónde la semilla. Lacaptaciónde oxigenodurantelas

fases1 y 11 sepodríaatribuir a procesosde peroxidación,que influyen enormementeen

el deteriorode las semillas,o a otrasreaccionesoxidativasque no resultande la actividad

mitocondrial o glicolítica, mientras que durante la fase 111 se haría efectiva la respiración

mitocondrial (Puntaruloy col., 1988), ya que sólo en estafase la captaciónde oxígeno

seinhibe en presenciade cianuro.La falta deactividadrespiratoriaa nivelesde humedad

inferiores al 8 % (Zona 1) es consistente•con la falta de actividadde la mayoríade las

4
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Zona II Zona III

E’.’’’’

‘‘‘‘‘II”—

III’’’

II... u

E”’’.

‘55’’’’

II.’.’’—

Hidratacion de grupos cargados

Puentes de hidrogeno con grupos polares

Agua libre

Movilidad de compuestos polares

Movilidad de compuestos apolares

Reacciones enzimaticas con sustratos polares

Reacciones enzimaticas con sustratos apolares

Respiracion
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Figura 2. Organización metabólica de las semillas en función de la hidratación
(Priestley, 1986>. Las Zonas 1, II, III, corresponden a las áreas definidas en las
isotermas de absorción, señaladas en la Figura 1.

Zona jT
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enzimas en condiciones de deshidratación. La Zona II se ha denominado como región de

metabolismo restringido o “loca]”, ya que es e] nivel de hidratación donde empieza a

aparecer agua libre y tienen lugar ciertas reacciones de complejos enzimáticos asociados

con la matrizcitoplasmática(Bruni y Leopold, 1991b) mientrasqueel metabolismocelular

quedaperfectamenteestablecidoen la Zona III (Vertucci y Leopold, 1984).

1.3. Estado de las membranas en la semilla seca

La integridadde las membranasen las semillas esde crucial importanciaparae!

mantenimientode su viabilidad. Cuandoestánhidratadas,las membranasregulanel flujo

de materiales entre los elementossubcelulares,ademásson el soporte de numerosas

reaccionesenzimáticasy mantienenlacompartimentacióncelular.Cualquieralteraciónde

las mismasen su estadoseco tendráimportantesconsecuenciasen la célula rehidratada,

de ahí la necesidadde conocerla estructuraque presentanlas membranasde la semilla

seca y las posibles modificacioneso alteracionesque puedantener lugar durantela

rehidratación.

En elmomentode lahidrataciónde los organismosen estadoseco(semillas,polen,

esporas)seproducela liberaciónde algunoscomponentescelulares(electrolitos,glucosa,

enzimas).Algunosautoresatribuyenesteefectoal dañoproducidopor la rápiday masiva

entradade agua. Sin embargo,se ha observadoque la liberaciónde solutos al medio

durante el proceso de rehidratación es mucho más acusado en semillas envejecidas, debido

probablemente a una alteración irreversible de las mismas que impide tanto su posterior

reorganizacióncomo la reabsorciónde solutos que tiene lugar en semillasviables (de

Paula, 1991).

Se han desarrolladonumerosashipótesisque intentan explicar el estadode las

membranasen los sistemasdeshidratados.Simony RajaHarun(1972)propusieronquelas

membranassufren una alteración de su estructuraduranteel procesode desecación,
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cambiandode una estructuralamelar,característicade las membranashidratadas,a una

configuración hexagonal inversa (H1D. Esta configuración presenta grandes poros que

permiten la salida de iones durante los primeros estadios de la rehidratación, hasta que las

membranas se reorganizan de nuevo en forma de bicapas.

Aunque esta hipótesis fue rápidamente aceptada por la comunidad científica,

numerosasinvestigacionesposterioresdescartaronestaposibilidad (McKersie y Stinson,

1980; Powell y Matthews,1981).Seewaldty col., (1981)utilizandotécnicasde difracción

de rayos X, concluyeron que las membranas de los organismos resistentes a la desecación

mantienen su estructura lamelar en todos los niveles de hidratación, mientras que los

lípidos de membrana procedentes de células animales, obviamente no adaptados a la

desecación, forman una estructura hexagonal inversa al someterlos a condiciones de

deshidratación. Recientemente, Crowe y col. (1989) apuntan la posibilidad de una

transición de membrana desde la fase de gel en la semilla seca a la fase de líquido

cristalinodurantela rehidratación,con la consecuenteliberaciónde solutos al medio.

Por otra parte, el estudiode las membranasen las semillas deshidratadasestá

limitado a aquellastécnicasque permitan poner de manifiesto la ultraestructurade las

mismassin que el aguaintervengaen el proceso.Los resultadosobtenidosporcriofractura

(Buttrosey Soeftky, 1973) y por microscopiaelectrónicacon fijación anhidra(Attucci y

col,, 1991; Smith, 1991) muestran los profundos cambios que tienen lugar en las

membranas como consecuencia de la deshidratación, y sugieren que los primeros

acontecimientos que tienen lugar durante la rehidratación implican la restauración de la

funcionalidad de las membranas.
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1.4. Procesos de envejecimiento en las semillas

1.4.1. Concepto de envejecimiento

Según Ellis y Roberts (1981), el envejecimiento de las semillas se podría definir

como un incremento en la probabilidad de la muerte de un individuo por unidad de tiempo,

o un incremento de la edad. El fallo en la germinación puede ser indicativo de los procesos

de envejecimiento, los cuales finalmente conducen a la muerte de la semilla. Sin embargo,

la edad no puede ser considerada sólo como función del tiempo, sino también de los

factores del entorno durante el almacenamiento. Por tanto, el envejecimiento es un proceso

que se pone de manifiesto por un retraso en el tiempo y tasa de germinación, un

incremento en la susceptibilidad frente a la temperatura, humedad, patógenos, alteraciones

en las barreras de permeabilidad de las semillas y finalmente, por una pérdida de la

capacidadgerminativade las mismas (Tabla 1).

TABLA 1. Característicasde las semillas deterioradasy/o envejecidas

Descensode la germinación

Disminución de las condiciones subóptimas de germinación y/o crecimiento de plántulas

Retrasoen la emergenciade la radículay del crecimientode la plántula

Incremento del número de plántulas anormales

Toleranciadisminuidaa las condicionesadversasde almacenamiento

Incremento de la producción de calor durante el almacenamiento y mayor sensibilidad a

los tratamientos con radiaciones

Cambiosde color de las semillas

Alteraciones bioquímicas

8
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Envejecimiento y senescencia son dos términos que en ocasiones se utilizan como

sinónimos y sin embargo hacen referencia a procesos completamente distintos que

comparten ciertas rutas catabólicas. El envejecimiento es un proceso degenerativo que

comprometeal organismoen su totalidad, mientrasque la senescenciaes la fase final del

desarrollo de un órgano, por lo tanto es un proceso programado genéticamente y regulado

por una serie de reacciones anabólicas y catabólicas que desembocan en la muerte del

tejido (Kumar y Knowles, 1993). Ambos procesos son el resultado de cambios muy

complejos en el metabolismo celular, que causan la destrucción de las membranas, con la

consiguiente alteración de la permeabilidad, pérdida de la compartimentación,

desorganización y muerte celular. Por otra parte, se considera envejecimiento natural al

proceso consistente en el almacenamiento prolongado de semillas en condiciones

ambientales y suele requerir, según el tipo de semillas, períodos más o menos prolongados

para alcanzar una pérdida total de viabilidad. Cuando las condiciones ambientales son

extremas el proceso suele acelerarse, conociéndose a este fenómeno como envejecimiento

artificial o acelerado, lo que permite distinguir entre edad fisiológica y cronológica.

El estudio del envejecimiento se puede abordar desde dos puntos de vista distintos,

pero igualmente válidos. Un enfoque fisiológico, que se centra en los efectos que el

envejecimiento de las semillas tiene sobre la germinación y el vigor, así como las

condiciones climáticas o ambientaies que Jo favorecen. Un enfoque bioquímico, que analiza

los procesos moleculares que causan el deterioro celular. En el desarrollo de este

apartado intentaremos reunir ambas opciones para dar una visión lo más completa posible

del envejecimiento de las semillas, sus causas y sus consecuencias.
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1 .4.2. Factores que afectan a la viabilidad y vigor de las semillas

durante su almacenamiento

SegúnRoos(1980), la reducciónde la viabilidad de semillasno essólo funcióndel

tiempo. Esteno es un factor crítico paralos cambiosfisiológicos y bioquímicosque se

producen durante el envejecimiento. Existen otros factores que inciden decisivamente en

este proceso, entre los que cabe señalar los siguientes:

1.4.2.1. Contenido de humedad de la semilla

En general, cuando el nivel de humedad de la semilla eselevado(superior al

30 %), las semillas no durmientes y las semillas sanas suelen germinar. Si el contenido

de humedad se encuentra entre 18-30 % existe una mayor predisposición para el ataque

de microorganismos durante el almacenamiento, peto si dicho contenido desciende a

valores inferiores al 20 % las semillas pueden respirar y si la ventilación no es la adecuada

se puede producir un aumento de la temperatura, que dañaría la semilla de forma drástica

y provocaría su muerte. Cuando las semillas presentan un nivel hídrico del 4-5 % se hacen

resistentes al ataque de microorganismos, aunque en estos niveles de humedad pueden

tener lugar otro tipo de procesos como la peroxidación lipidica, cuyos efectos sobre la

viabilidad son muy negativos.

Vertucci y Roos (1990) han desarrollado una serie de ecuaciones que permiten

calcular el contenido de humedad óptimo para el almacenamiento de cada tipo de semillas.

En este sentido es muy importante la humedad relativa del ambiente, ya que afecta al

contenido de humedad de la semilla. Sin embargo, el contenido de humedad de algunas

semillas como las oleaginosas difiere de la humedad presente en semillas ricas en

carbohidratos para la misma humedad relativa del ambiente.
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1.4.2.2. Temperatura y humedad de almacenamiento

En general, el almacenamiento de semillas entre 0-5 “C es bastante adecuado, pues

reduce o previene los efectos drásticos del envejecimiento y deterioro durante el proceso

de germinación. Los resultados obtenidos por Grilli y col. (1982) demuestran la actividad

protectora de las bajas temperaturas frente a los procesos degradativos durante el

almacenamiento de semillas de trigo duro, así como la existencia de una correlación entre

la estabilidad estructural y funcional del RNA y la germinación y crecimiento de las

plántulas. Temperaturas comprendidas entre -15 a -20 0C son adecuadas para el

mantenimiento y prolongación de la longevidad de las semillas durante su almacenamiento,

como han puesto de manifiesto distintos autores (Ackigoz y Knowles, 1983; Rivicker,

1981). En algunos casos se ha hecho uso del nitrógeno líquido para proporcionar

temperaturas inferiores a -196 oc como medio de almacenamiento de semillas, si bien su

eficacia está condicionada por el contenido de humedad de las semillas (Roberts, 1983;

Zewdie y Ellis, 1991).

Priestley y col. (1985a) han observado que a temperaturas elevadas y alta humedad

relativa se produce una tendencia al aumento de radicales libres cuando las semillas son

tratadas en estas condiciones e inmediatamente desecadas. Esto sugiere que los radicales

libres pueden jugar un importante papel en el deterioro de semillas y que la actividad de

los compuestos capaces de contrarrestar a los radicales libres es dependiente del nivel de

humedad de las semillas. Durante el almacenamiento, y dependiendo del nivel de

hidratación, el cual está limitado por las condiciones de temperatura y humedad relativa,

pueden producirse reacciones de autooxidación, deterioro por hongos y respiración

mitocondrial (Harrington, 1972; Priestley y col., 1985b; Vertucci y Leopold, 1987), que

además son responsables, en gran medida, del envejecimiento de las semillas.
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1.4.2.3. Fluctuaciones en las condiciones de almacenamiento

Comose ha comentado anteriormente, las condiciones de almacenamiento ejercen

una gran influencia en la viabilidad y vigor de las semillas. Si las condiciones de

almacenamiento fluctúan, alternándose humedades relativas bajas con altas, el deterioro

de las semillas es superior. En estas condiciones las semillas pierden más rápidamente su

viabilidad en comparación con las semillas almacenadas a humedades relativas altas. La

gravedad de estos efectos es menor si el factor que fluctúa es única y exclusivamente la

temperatura, aunque puede ser perjudicial para algunas especies de semillas.

1 .4.2.4. Composición gaseosa del medio

La composición y las características de la materia gaseosa que rodea a las semillas

durante el almacenamiento tiene una menor importancia comparada con los factores

descritos anteriormente, sobre todo en aquellas semillas sometidas a envasado o contenidas

en recipientes cerrados cuyos espacios muertos han sido ocupados con determinadas

mezclas de gases. Roberts y Abdalla (1968) confirman en semillas de cebada, guisante y

judía la pérdida de viabilidad, al incrementarse la presión gradual de oxígeno,

especialmente cuando el contenido de humedad de la semilla aumenta. Este efecto nocivo

del oxígeno se podría explicar por las reacciones de peroxidación y por la formación de

radicales libres. Si se acepta esta idea, la sustitución del aire por gases inertes (nitrógeno,

argón o helio> reduciría tales alteraciones, lo que contribuiría a mantener la viabilidad y

longevidad de las semillas. En este sentido, Corvillón (1977) observó en semillas de pino

una mayor protección frente al envejecimiento, medido por la capacidad germinativa,

cuando éstas se almacenaban en presencia de nitrógeno, en comparación con las semillas

almacenadas en presencia de oxígeno. Bewley y Black (1982) también han indicado que

el control de la composición gaseosa del ambiente (bajo contenido de oxigeno) sólo

presentaría ventajas cuando la temperatura o el contenido de humedad fueran elevados.
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Cuando las semillas son almacenadas a altos niveles de humedad, el dióxido de

carbono puede jugar algún papel como represor metabólico, pero si el contenido de

humedad es bajo, puede actuar como antioxidante (Sankara-Rao y Achaya, 1969). También

se mantiene la viabilidad y se prolonga la longevidad de semillas de trigo duro cuando son

almacenadas en presencia de éste, en equilibrio a 11 % de humedad relativa (Bennici y

col., 1984). Sin embargo, en otros estudios no se ha observado un efecto claramente

beneficioso (Bass y Stanwood, 1978). Estas diferencias podrían ser explicadas en el sentido

de la distinta humedad de almacenamiento a que están sometidas las muestras conservadas

en atmósfera de dióxido de carbono, en comparación con las almacenadas a temperatura

ambiente con una composición no enriquecida en este compuesto.

1.4.2.5. Patógenos

El estado sanitario de las semillas es otro factor que conduce al envejecimiento y

que acarrea importantes pérdidas económicas. La contaminación de las semillas por

patógenos es particularmente interesante en especies destinadas a procesos industriales y

a la producción de piensos. Si bien este aspecto del deterioro de las semillas ha sido

estudiado por fitopatólogos, las causas anteriores nos obligan, aunque brevemente, a

considerar también este factor.

Los microorganismos capaces de contribuir al deterioro de las semillas son ubicuos

y pueden atacadas durante su maduración, recolección y almacenamiento, e incluso

después de la siembra. En la mayoría de los casos son los hongos los microorganismos

responsables del deterioro de las semillas, los cuales pueden actuar mediante dos

mecanismos: 1) producción de enzimas exocelulares como celulasas, pectinasas, amilasas,

lipasas, proteasas y nucleasas, y 2) producción de toxinas como las aflatoxinas originadas

por el hongo Aspergillusque reduce el crecimiento de las plántulas y origina alteraciones

metabólicas así como la desorganización del retículo endoplásmico. Dentro de este grupo

se distinguen dos tipos diferentes: hongos de campo y hongos de almacenamiento. Los
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primeros invaden a las semillas durante su desarrollo y maduración en la planta, causando

la decoloración de ésta, la muerte de óvulos y embriones y la producción de sustancias

tóxicas para el hombre y animales. Generalmente afectan a los granos de cereales (trigo,

cebada, avena) y pertenecen a los géneros A/ternaria, Fusarjuin, Clamidosporiumy

Helminthosporium,mientras que los hongos de almacenamiento están representados por

diversas especies pertenecientes a los génerosAspergillus y Penicillunz y tienen mayor

relevancia durante la conservación de semillas. Estos hongos para su crecimiento necesitan

una humedad de equilibrio adecuada, que viene determinada por el contenido de humedad

de la semilla y por la humedad relativa del ambiente, aunque la facilidad de penetración,

temperatura, composición química y tiempo también son factores que afectan a su

virulencia. Igualmente, originan la decoloración de las semillas, aumentando la producción

de calor y la producción de micotoxinas (aflatoxinas) (Bewley y Black, 1982; Halloin,

1986).

De los diversos factores expuestos anteriormente se deduce que la viabilidad

aumenta cuando las semillas se almacenan a temperaturas y contenidos de humedad bajos.

Conseguir bajas temperaturas no constituye un problema si se dispone de un buen equipo

de refrigeración. Sin embargo, mantener un bajo contenido de humedad en las semillas,

después de que han sido desecadas y preparadas para el almacenamiento, depende de las

condiciones de los lugares de depósito y de las propiedades de los recipientes o

contenedores empleados para su conservación (Torres y Martínez-Honduvilla, 1987).

1 .4.3. Alteraciones fisiológicas y bioquímicas asociadas al

envejecimiento de las semillas

La naturaleza de los procesos de envejecimiento en los organismos deshidratados

difiere significativamente de las formas de deterioro encontradas en los organismos

fisiológicamente activos. Una semilla, cuyo nivel de hidratación corresponde a las Zonas

1 o II (Fig. 1), carece de un metabolismo lo suficientemente activo como para realizar
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funciones de autorreparación (Priestley, 1986). La viabilidad y el vigor de las semillas

dependen de la integridad de las macromoléculas y de la ordenada compartimentación de

la célula, pero en una semilla almacenada en estado seco, la degradación de estos

elementos funcionales y estructurales progresará irreversiblemente como resultado de

ciertas reacciones químicas y otras formas de desnaturalización.Los mecanismosde

defensa celulares (véase apartado 1 .5) pueden detener de alguna manera este proceso, pero

en ausencia de imbibición, el metabolismo y la reparación están limitados, de forma que

la desorganización celular puede llegar hasta tal punto que los procesos de reparación,

activados después de la hidratación, sean incapaces de restaurar la viabilidad celular.

Las investigaciones sobre el deterioro de las semillas se han centrado, en la

mayoría de los casos, en la búsqueda de alteraciones fisiológicas o bioquímicas a nivel

subcelular (Tabla 2) que se correspondan con la pérdida de la viabilidad o del vigor,

asumiendo que la alteración observada representa la lesión primaria responsable del

envejecimiento. Sin embargo, es difícil discernir si el efecto observado puede ser

considerado una causa o es en cambio una consecuencia del envejecimiento. Teniendo en

cuenta esta consideración, en el desarrollo de este epígrafe se abordan las principales

alteraciones observadas durante el envejecimiento de las semillas y, en especial, aquellas

que puedan ser detectadas con la metodología empleada en este trabajo.
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TABLA 2. Principales alteraciones bioquímicas asociadas al envejecimiento de semillas

Alteraciones de membrana: descenso en el consumo de oxígeno, disminución de ATP,
mayor liberación de sustancias al medio (electrolitos, aminoácidos, azúcares, etc.>

Cambios en el contenido lipídico y acumulación de ácidos grasos libres

Degradación de proteínas y cambios en las actividades enzimáticas

Alteraciones en el RNA y la síntesis proteica

Deficiencias en el metabolismo respiratorio y biosintético

Aberraciones cromosómicas y alteraciones en la integridad del DNA

Cambios en el nivel/contenido hormonal

1.4.3.1. Alteraciones de membrana

Las alteraciones a nivel de membrana y los cambios de permeabilidad celular

durante el envejecimiento conducen a alteraciones metabólicas que contribuyen al proceso

de deterioro y a la pérdida de viabilidad. Esta falta de integridad de las membranas en

semillas deterioradas y/o envejecidas (Agrawal, 1990; Basavarajappa y col., 1991;

Osborne, 1980; Priestley, 1986) podría permitir la liberación al medio que rodea a las

semillas de diversos componentes orgánicos e inorgánicos (iones, azúcares, aminoácidos,

enzimas, etc.). Este efecto se ha asociado con una pérdida de viabilidad en semillas de soja

(Abdul-Baki y Anderson, 1973; Parrish y Leopold, 1978; Senaratna y col., 1988),

1 QR(fl maíz (flruooip

cacahuete (Pearce y Abdel-Samad, ~ .gk y col., 1991>, guisante (Powell
y Matthews, 1977), algodón (Woodstock y col., 1985), trigo, mostaza (Rudrapal y Basu,

1982) y pino (Fernández García de Castro y Martínez-Honduvilla, 1984). La relación entre

la pérdida de viabilidad de la semilla de girasol y los cambios en la liberación de solutos

e iones asociados con las alteraciones de membrana han producido resultados
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contradictorios. Algunos autores señalan que el incremento de conductividad eléctrica está

relacionado con la pérdida de viabilidad de esta especie (de Paula y col., 1992, 1994;

Queiroga, 1989; Rao, 1976; Torres y Martinez-Honduvilla, 1988, 1990), en contraste con

los resultados observados en semillas de esta especie artificialmente envejecidas (95-100

% de humedad relativa> que presentaron bajos niveles de electrolitos a pesar de su

completa pérdida de viabilidad (¡-lalder y Gupta, 1980, 1982; Halder y col., 1983>.

También se han señalado diferencias en la liberación de solutos e iones en semillas

que presentan una alta germinabilidad, lo cual no clarifica la idea de que el envejecimiento

o almacenamiento prolongado contribuye a la liberación de iones y solutos al medio, como

se ha observado en semillas procedentes de lotes comerciales de guisante y judía

(Matthews y Bradnock, 1968>, soja (Oliveira y col., 1984> y algunas especies pratenses

(McKersie y col., 1981). La conductividad eléctrica de los lixiviados de estas semillas, no

obstante, está correlacionada negativamente con el comportamiento en el campo.

La observación del incremento en la liberación de iones y solutos en semillas

envejecidas (de Paula y col., 1992, 1994; Gidrol y col. 1989; Powell y Matthews, 1977)

apoya la idea del deterioro de las membranas en las primeras etapas del envejecimiento.

Muchas actividades celulares implican a las membranas y a la reducción de las actividades

enzimática, respiratoria y de síntesis de macromoléculas que se producen durante el

envejecimiento, que podrían estar relacionadas con el deterioro inicial de las membranas

(de Paula y col., 1993; Roberts, 1983>. Los daños ultraestructuralesobservadosa nivel

de plasmalema, la retracción del citoplasma de la pared celular, las aberraciones de las

membranas de los embriones y las alteraciones observadas en las mitocondrias (Abu

Shakra y Ching, 1967; Fernández García de Castro y Martínez-Honduvilla, 1984; Harman

y Grannett, 1972; Roberts, 1983) permiten indicar que los cambios bioquímicos y

fisiológicos que se producen en las membranas durante el envejecimiento de semillas

pueden conducir a un incremento de la liberación de solutos e iones. En estas

investigaciones, sólo aquellos cambios que se producen durante las etapas iniciales del

envejecimiento de semillas, cuando éstas son todavía viables y mantienen tejidos vivos,
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pueden reflejar efectivamente una posible alteración o deterioro de membranas. Sin

embargo, los cambios bioquímicos que se observan en estados posteriores del

envejecimiento podrían indicar la muerte de los tejidos más que el envejecimiento de los

mismos.

Las bases bioquímicas de las alteraciones de membrana en semillas envejecidas han

sido estudiadas en profundidad ya que estas alteraciones afectan no sólo a la integridad

celular sino también a la actividad metabólica asociada a las membranas, como es la

respiración. En general se acepta que las alteraciones que podrían culminar en el deterioro

de las membranas implican fundamentalmente a los lípidos que las componen

(Basavarajappa y col., 1991; Priestley, 1986; Thompson y col., 1987; Wilson y

McDonald, 1986>, afectando al nivel y/o cantidad de fosfolípidos de membrana.

Koostra y 1-larrington (11969) observaron un descenso en el contenido de

fosfolípidos, especialmente en fosfatidilcolina (PC) en los cotiledones de pepino, antes de

la pérdida de viabilidad con un descenso drástico en su capacidad germinativa. Este

descenso de PC estuvo asociado a un incremento de su producto de hidrólisis,

concretamente la lisofosfatidilcolina. Un comportamiento semejante se ha observado

también en semillas de girasol (Halder y col., 1983), cacahuete (Pearce y Abdel-Samad,

1980), tomate (Francis y Coolbear, 1984) y guisante (Powell y Harman, 1985>. En este

último caso el descenso de fosfolípidos sucede cuando se produce un incremento de la

liberación de iones y solutos procedentes de los tejidos vivos, lo que -en principio- es

consistente con la hipótesis del deterioro de membranas durante los estados iniciales del

envejecimiento de semillas, como recientemente ha señalado Pukacka (1991) en semillas

envejecidas naturalmente de Acerp/atanoides.También se han descrito cambios en el nivel

de fosfolípidos en semillas natural y artificialmente envejecidas de soja (Priestley y col.,

1980; Senaratna y col., 1988>, cebolla (Salama y Pearce, 1993> y trigo de bajo y alto

vigor (McDone]l y col., 1982), las cuales muestran además una incorporación distinta,

siendo las semillas de alto vigor las que captan más rápidamente la PC marcada

radiactivamente.
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La teoría más comúnmente aceptada para explicar este descenso de los fosfolípidos

implica a procesos de peroxidación lipídica tanto enzimática (mediada por la enzima

lipoxigenasa>, como no enzimática (por acción de radicales libres), que se tratarán en

profundidad más adelante. Sin embargo, para la actuación de la lipoxigenasa es necesaria

la presencia de ácidos grasos libres, por lo que algunos autores (Basavarajappa y col.,

1991; Kumar y Knowles, 1993> consideran que la hidrólisis de los fosfolípidos tiene lugar

antes que los procesos de peroxidación, lo cual tendría un cierto paralelismo con los

sucesos que desencadenan la senescencia de otros tejidos. Esta hidrólisis puede ser debida

a enzimas lipolíticas (Salama y Pearce, 1993> ampliamente distribuidas en tejidos vegetales

y presentes en semilla seca, como son la fosfolipasa D (Brown y col., 1990) o la

acilhidrolasa inespecifica. Sin embargo, la medida en que estas enzimas puedan actuar

dependerá del grado de hidratación de la semilla (véase epígrafe 1.2.), que condiciona la

accesibilidad del sustrato. Otros autores (Senaratna y col., 1988; van Bilsen y Hoekstra,

1994), en cambio, señalan la posible implicación de los radicales libres en la

desesterificación no enzimática de los fosfolípidos de membrana que podría tener lugar a

bajos niveles de hidratación (Priestley, 1985a>.

Tanto la peroxidación lipídica como la hidrólisis de los fosfolípidos de las

membranas producen una alteración de las propiedades físicas de las mismas,

incrementando su viscosidad, al aumentar la cantidad relativa de lípidos saturados en las

membranas, y su rigidez, al favorecer la fase de gel frente a la de liquido cristalino, lo

cual debilita las membranas (Barber y Thompson, 1980>, altera la asociación lípido~

proteína (Shinitzky e lnbar, 1976> y permite la masiva liberación de solutos que tiene lugar

durante la rehidratación de la semilla.

7.4.3. 7. 7. Peroxidación lipidies

Los ácidos grasos poliinsaturados presentes en las semillas son muy lábiles y

particularmente susceptibles de sufrir procesos de peroxidación, que finalmente originan
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la destrucción de lípidos y la iniciación de una serie de complejas reacciones que generan

productos potencialmente tóxicos (Priestley, 1986). Estos procesos de peroxidación

lipidica han sido asociados por numerosos autores (Hailstones y Smith, 1988; Harman y

Mattick, 1976; Pauls y Thompson, 1984; Stewart y Bewley, 1980; Sung y Jeng, 1994) con

el deterioro de las semillas debido a sus efectos sobre los lípidos de las membrana y el

metabolismo celular.

En la Figura 3 se representa esquemáticamente la peroxidación de un ácido graso

insaturado (RH). La secuencia de reacciones se inicia ~1]con la captación de un hidrógeno

(It> de un grupo metileno (-CH2-) adyacente a un doble enlace. Existe una gran

controversia en la literatura (Winston, 1990> sobre los agentes causales de esta reacción

de iniciación, aunque generalmente se atribuye a la acción de la enzima lipoxigenasa o a

la actuación de radicales libres (X), generalmente especies activas de oxígeno (0H,

02 9. La cadena de peroxidación (Sabater, 1991), continúa con la formación de un radical

orgánico (R) que en presencia de oxígeno [2] origina un radical peróxido (RO&>, el cual,

por reacción con otro ácido graso insaturado (RH> formará [3] un hidroperóxido lipídico

(ROOH> como primer producto de oxidación. Los hidroperóxidos lipídicos se

descomponen en presencia de iones generando nuevas especie de radicales libres (que

continúan la peroxidación sobre moléculas adyacentes> y mezclas complejas de olefinas,

alcanos y aldehidos. Las reacciones [4] y [SI corresponden a reacciones de terminación,

en las que desaparecen los radicales.

La enzima lipoxigenasa (LOX> actúa sobre ácidos grasos insaturados,

fundamentalmente linoleico y linolénico, liberados con anterioridad por la acción de

lipasas. La secuencia de reacciones es muy similar, y en un sistema metabólicamente

activo origina sustancias de gran importancia fisiológica (Ohta y col., 1990>. Por otra

parte, la actividad de esta enzima ha sido relacionada con los procesos de senescencia

(Hildebrand, 1989) y envejecimiento (Priestley, 1986; Wang y col., 1990>, debido a su

capacidad para alterar la permeabilidad celular por actuar sobre los lípidos de membrana.
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± X. —* Vrt~.SCrNV + XH [11

R• 4- O~ —. R-00 [2]

R-00 + XH —* R-OOH [3]

[4]

Figura 3. Secuencia de reacciones que tienen lugar durante la peroxidación de los
ácidos grasos insaturados, mediada por radicales libres. [11 y [2] iniciación; [31
propagación; [4] y [5] terminación.

La peroxidación lipídica tiene graves consecuencias para el funcionamiento celular.

Los productos de la descomposición de los hidroperóxidos, entre los que se encuentran el

etano y el malondialdehido, considerados como marcadores de la peroxidación, pueden

actuar sobre las membranas alterando su funcionalidad, sobre el DNA, desnaturalizándolo

(Fujimoto y col., 1984), sobre el RNAmensajero, inhibiendo la síntesis proteica (Dhindsa,

1982), sobre las proteínas modificándolas mediante enlaces covalentes, sobre aminoácidos

entre los que se incluye la histidina, metionina, cisteina y lisina, oxidándolos (Priestley,

1986>. Por otra parte, los productos de la peroxidación se encuentran asociados

negativamente con la conductividad eléctrica en las semillas de trigo y mostaza (Rudrapal

y Basú, 1980>, lo cual parece implicar a las membranas celulares. No obstante, esta

correlación se ha asociado con un descenso en la germinación de las semillas de cacahuete

y guisante, más que con un estado inicial de envejecimiento (Pearce y Abdel-Samad, 1980;

Powell y Harman, 1985).
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1.4.3. 1.2. Radicales libres

Los radicales libres son especies altamente reactivas capaces de atrapar o donar

electrones de las moléculas próximas. Se conocen una gran variedad de radicales libres,

pero los más abundantes en los sistemas biológicos son los que derivan de la reducción del

oxigeno molecular1. Estas especies activas de oxígeno se producen normalmente durante

el metabolismo celular y están implicados en un gran número de procesos oxidativos ya

que reaccionan con todo tipo de moléculas presentes en las células, afectando

principalmente a las membranas, donde, como se ha comentado anteriormente, inician la

cadena de reacciones de la peroxidación lipídica, que conduce a la modificación de la

funcionalidad de las mismas con la consiguiente alteración del metabolismo.

La reducción completa del oxigeno requiere cuatro electrones, con producción de

una molécula de agua. Sin embargo, la reducción también puede ocurrir en pasos

univalentes, dando lugar al radical libre superóxido (O2~ >, al peróxido de hidrógeno

(H
202) y al radical libre hidroxilo QOH>:

hv ,02+.
Ao2~”O”F-t2o~0uH ~“F%O

+2H

Algunas enzimas son capaces de reducir univalentemente el oxígeno con formación

del radical libre superóxido, bien como producto de reacción o como intermediario de la

misma. Todas estas enzimas pertenecen a los grupos de las oxidasas y oxigenasas, que

‘Los radicales libres y especies atines constituyen un grupo muy amplio de especies
químicas, tanto orgánicas como inorgánicas. Existen moléculas derivadas de la reducción del
oxigeno, que no son propiamente radicales libres pero que presentan también una gran agresividad
biológica. Para referirse al conjunto se usa correctamente la expresión “radicales libres y especies
activas de oxígeno”. Sin embargo, en la práctica, por razones de brevedad se emplea el término
radicales libres” o, simplemente “radicales”.
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contienen flavinas o metales, especialmente Fe y Cu, como grupos prostéticos (Sandalio

y del Río, 1991). El peróxido de hidrógeno, a su vez, se forma durante la primera etapa

de ¡a fi-oxidación de los ácidos grasos (proceso de gran importancia en las semillas

oleaginosas>, pudiendo originarse también por la dismutación espontánea del radical libre

superóxido. o bien en la reacción catalizada por la superóxido dismutasa (SOD):

SOD
2i-I~ + Q< ±0< ~ H202 + 02

La reducción del anión superóxido por ascorbato, tioles, ferredoxina o iones Mn, también

lleva consigo la producción de peróxido de hidrógeno. Actualmente parece estar bien

establecido que la reactividad del radical superóxido es más limitada de lo que en

principio se pensaba y que su toxicidad proviene de la generación de especies bastante más

reactivas, como el radical hidroxilo, que es uno de los oxidantes más potentes que se

conocen y que puede acUlar indiscriminadamente sobre todas las macromoléculas (Fig. 4),

originando lesiones en el DNA, mutaciones o produciendo disfunciones metabólicas

(Scandalios, 1993).

23



INTRODUCCIÓN
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Figura 4. Secuencia de procesos de generación de radicales libres y sus
consecuencias biológicas (Scandalios, 1993>
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La principal fuente de este radical en sistemas biológicos es la reacción de Haber-

Weiss catalizada por trazas de Fe (Minotti y Aust, 1987) o Cu:

0W + F&’

Fe 2-1- + H2 02

0< +H202

- *. 02 +Fe
2~

F&~ + OW±~OH

-fr 02 + 0W £011

Su formación dependerá, por tanto, no sólo de la disponibilidad de 02 y H
202

sino de la existencia y localización de los complejos metálicos que catalizan la reacción

(Thompson y col., 1987>.

El oxígeno singlete es otra especie de oxígeno activado, no radical, que se origina

fundamentalmente en reacciones fotosensibilizadas en las que intervienen compuestos como

las riboflavinas, clorofilas y porfirinas (Knox y Dodge, 1985). También se ha detectado

la formación del oxigeno singlete (Thompson y col., 1987> como consecuencia de la

interacción de radicales lipídicos tipo peróxidos que se producen durante las reacciones

de propagación de la peroxidación lipídica:

ROO + R00~

El oxígeno singlete

peroxidación 1 ipídica

RO+ROH+’02

así formado puede contribuir a la cadena de reacciones de la

en su fase de iniciación.
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Las bicapas lipídicas que forman las membranas son especialmente sensibles a la

acción de los radicales libres (Fig. 5>, por varias causas:

- el radical superóxido puede actuar como nucleófilo provocando la desesterificación

de los fosfolípidos de membrana (Navari-Izzo y col., 1992; Senaratna y col.,

1988>, lo que aumentará la saturación de las membranas por incremento de la

relación esterol:ácidos grasos y disminuirá su fluidez,

- los ácidos grasos poliinsaturados actúan como sustrato de la enzima lipoxigenasa

iniciando la peroxidación lipídica de carácter enzimático (Salama y Pearce, 1993>,

los iones metálicos catalizan la formación del radical hidroxilo a partir del anión

superóxido, iniciando reacciones de peroxidación lipídica no enzimática, originando

nuevos radicales lipídicos tipo alcoxi o peroxi que propagan el proceso por toda la

estructura de la membrana (Thompson y col., 1987>,

- los radicales libres y los productos de la peroxidación lipídica pueden alterar a las

proteínas de la membrana, facilitando su hidrólisis y degradación (Wolf y Dean,

1986>,

- los productos de la peroxidación lipídica se acumulan en las membranas y son los

responsables de la formación de regiones en fase de gel, que modifican las

propiedades físicas y funcionales de las membranas (Senaratna y col., 1988).
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Figura 5. Procesos posibles que pueden tener lugar durante el envejecimiento. La
desesterificación de los fosfolípidos por la acción radicales libres <R.L.> o de
enzimas ¡políticas <tosfolipasas) aumenta el nivel de saturación de la membrana,
incrementando su viscosidad y alterando su funcionalidad. Los ácidos grasos
liberados se transforman en hidroperóxidos, por acción de los radicales libres o
por la lipoxigenasa, y se descomponen en malondialdehido <MDA> y etano
generando nuevos radicales libres. El MDA inhibe la síntesis proteica mientras
que los radicales libres actúan sobre nuevos fosfolípidos adyacentes y producen
daños en las macromoléculas, incluyendo DNA, RNA y proteínas (Kumar y
Knowles, 1993).
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Existen resultados contradictorios sobre el papel que los radicales libres tienen en

los procesos de envejecimiento de semillas, debido no sólo a las diferencias que puedan

existir entre las especies estudiadas, sino a las distintas condiciones de hidratación

(Puntarulo y Boveris, 1990; Vertucci y Leopíd, 1987) en que el envejecimiento tiene

lugar. Los procesos de peroxidación mediados por radicales libres se facilitan, en general,

cuando los niveles de hidratación son muy bajos, equivalentes a la Zona 1 de absorción,

ya que el agua dificulta el acceso del oxigeno a los lugares sensibles, hidrata los iones

metálicos, por lo que reduce su efectividad como catalizadores, forma puentes de

hidrógeno que interfieren con la descomposición de los hidroperóxidos y facilita la difusión

de moléculas antioxidantes (Priestley, 1986). Así mismo, la alteración de las propiedades

físicas de las membranas durante la deshidratación, parece mediada también por la acción

de radicales libres (Senaratna y col., 1985, 1987>, y que finalmente resulta en la aparición

de zonas de membrana en fase de gel debido a la pérdida de fosfolípidos.

La reactividad de los radicales libres hace muy difícil su detección y podría

explicar también las divergencias existentes. Buchavarov y Gantcheff (1984> han indicado

que hay una gran concentración de radicales libres en los ejes embrionarios de soja

envejecidos natural y artificialmente, mientras que Priestley y col. (1985b) señalan que este

incremento sólo se observa en las semillas artificialmente envejecidas, siendo las

diferencias en estos niveles muy poco significativas en algunos casos (Priestley y col.,

1980>. Por su parte, Hepburn y col. (1986> han examinado el nivel de radicales libres en

distintas especies procedentes de lotes comerciales como guisante, soja, judía, col y

rábano, y no han observado una relación directa entre la viabilidad de las semillas y el

contenido de radicales libres, que mayoritariamente se detecta en la testa de las semillas,

lo que podría explicar la escasa influencia en la viabilidad de las mismas.
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1.4.3.2. Alteraciones en la estructura de las proteínas y actividades

enzimáticas

La estructura de las proteínas puede alterarse durante el envejecimiento, debido a

procesos de desnaturalización, proteolísis, o a polimerizaciones o escisiones producidas por

la interacción con productos de la peroxidación lipidica (Priestley, 1986>. La oxidación de

los grupos sulfhidrilo de los restos de cisteina puede ser un factor particularmente

importante que puede alterar el funcionamiento de las proteínas.

Las actividades enzimáticas detectadas en las semillas también se encuentran

afectadas por el envejecimiento. El almacenamiento prolongado de semillas de girasol a

65 0C provoca una disminución significativa de la actividad de las enzimas malato

deshidrogenasa, tanto en la fracción soluble como en la mitocondrial (de Paula y col.,

1993),glutation reductasa (de Paula, 1991) y leucin aminopeptidasa(PérezOtaola, 1992>,

que fueronpositivamenterelacionadascon la pérdidade viabilidadde dichassemillas,por

lo que su determinaciónse han utilizado como marcadorde envejecimiento.

Ladeterminaciónindirectade la actividaddeshidrogenásicade los tejidos mediante

el empleo de distintos colorantes se ha empleado tradicionalmente como test de

envejecimientode semillas. Los reactivos como el cloruro de trifeniltetrazolium (véase

apartado1.6.3.) se reducenpor la acción de las enzimas respiratorias,formándoseun

compuestocoloreado(formazano),que tiñe los tejidos dóndeestasenzimaspermanecen

activas. Por el contrario, los tejidos incoloros indicaríanla disminucióno inexistenciade

actividaddeshidrogenásica.Sin embargo,PowelI y Matthews (1981), utilizando semillas

deterioradasde guisante, fueron capacesde detectar la actividad reductorasobre el

tetrazoliummedianteun aportede succinato.Por lo tanto, laausenciade tinción indicaría,

en estecaso,una ausenciade sustratomás que unaalteraciónde la actividadenzimática.

Del mismo modo, algunos autores (Priestley, 1986) han sugerido que un déficit de

coenzimas(NADe, NADPt> puedeser la causade la disminución de la actividad de

algunas enzimasen semillas deterioradas. Por otra parte, de Paula y col. (1991a>
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detectaronunamayorformacióndeformazanoen las semillasdeterioradasportratamiento

térmico a 65 “C, indicando que la mayor facilidad de penetracióny difusión del

tetrazoliuma travésmembranasdañadasporel tratamiento,resultaen unasobreestimación

de la actividaddeshidrogenásica.

Otros autores han detectado actividades enzimáticas incrementadas como

consecuenciadel envejecimiento.González-Juliá y col. (1982>, observaronelevados

niveles de proteinasasdurante la germinaciónde semillas de pino artificialmente

envejecidas(45 oc y humedada saturación),mientrasque Basavarajappay col. (1991>,

observaronun incrementode las actividadesde proteasas,amilasasy fosfolipasaA, en

semillas artificialmenteenvejecidasde maíz. Ghosh y Chaudhuri(1984> detectaronuna

elevadaactividad ribonucleásicaen embrionesde semilla de arroz con baja viabilidad

debidaa un almacenamientoprolongadoen condicionesde elevadahumedadrelativa.

Parecededucirsede estosestudios,que el incrementode las actividadesenzimáticassólo

se ha observadoen semillasenvejecidasen las que se ha alcanzadoun alto nivel de

hidratación(Priestley, 1986>.

1.4.3.3. Alteraciones metabólicas

1.4.3.3. 1. Alteraciones en la respiración

El contenido de humedadde la semilla determinael inicio de la actividad

mitocondrial, que se ponede manifiestopor un coeficienterespiratorio (relación molar

entreel CO2 producidoy el OQ consumido>próximoa 1 (Vertucci y Leopold, 1987). Sin

embargo,durantela imbibición de semillas envejecidasseha observadoque la tasade

captaciónde oxigenoesbaja(Dreyer y van de Venter, 1992) tantoen tejidosembrionarios

como no embrionarios(Parrishy Leopold, 1977>. En trigo, sin embargo,Andersony

Abdul-Baki (1971> hallaron que el consumode oxígenopor partedel embrióndisminuía

comoresultadodel deterioro, mientrasno se alterabaen el endospermo.Por otra parte,
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la liberación del CO2es ocasional y sorprendentemente alta durante las primeras horas de

imbibición en semillas ligeramente deterioradas, si bien la causa de este incremento todavía

no se conoce. Woodstock y Taylorson (1981) sugieren que el desequilibrio entre la

glicolísis y el ciclo de los ácidos tricarboxilicos puede dar lugar a la acumulación de

metabolitos como el piruvato, que posteriormente podrían ser sometidos a

descarboxilación. Con independencia de la explicación de estos resultados, el hecho

experimientalmente constatado es la existencia de un elevado cociente respiratorio

característico de las semillas envejecidas durante las primeras horas de la imbibición

(Woodstock y col., 1984).

En general, un descenso en el consumo de 02 se asocia al deterioro de las

mitocondrias. En semillas vigorosas, durante las primeras horas de imbibición, se produce

la diferenciación mitocondrial, por síntesis de nuevos orgánulos o por modificación de los

preexistentes (Attucci y col., 1991; Morohashi, 1986; Nakayama y col., 1980>. Durante

este período, la capacidad de la mitocondria para oxidar sustratos endógenos está,in vitro,

incrementada y aumenta además, el acoplamiento entre la oxidación y la fosforilación

(Pradet, 1982). El consumo de oxígeno durante la imbibición de semillas envejecidas

puede estar disminuido por dos factores:

- lesiones directas en la estructura de la mitocondria, inducidas por el

envejecimiento, pero que pueden ser reparadas en etapas posteriores de la

imbibición (Leopold y Musgrave, 1980>,

- desarrollo mitocondrial lento que origina un menor número de orgánulos

(Woodstock y col., 1984).

De Paula y col. (1991a>, detectaron en semillas de girasol artificialmente

envejecidas un marcado descenso de la actividad de la enzima malato deshidrogenasa, tanto

en la fracción citosólica como mitocondrial, lo cual sugiere una alteración de las enzimas

empleadas en el metabolismo respiratorio y que por tanto influirá en el desarrollo de la

actividad mitocondrial durante la rehidratación.
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Dreyer y van de Venter (1992>, observaronque la disminución de la actividad

mitocondrial durantela rehidrataciónde semillas envejecidasde maíz no se pone de

manifiestoen condicionesfavorablesde temperatura(25 0C), pero se haceevidentea

temperaturassub-óptimas(13 0C>, lo cual podría ser una de las causasde la mayor

sensibilidadde las semillasenvejecidasa las distintascondicionesde estrésambiental.

La ruta de las pentosasfosfato esuna vía metabólicade utilización de la glucosa

que en semillasviablespredominadurantelas primerashorasde imbibición, hastaque la

glicolísis se instaura como principal ruta catalítica. Kharlukhi y Agrawal (1984>

observaron,sin embargo,que la rutaglicolítica y la vía de las pentosasfosfatoen semillas

envejecidasalcanzabancotassimilaresde utilización de la glucosa.

Resultadosde estanaturalezasirvenparaponerde manifiestoqueel envejecimiento

producedesequilibriosmetabólicosen las semillasimbibidas,aunquede todasformashay

que teneren cuentaque el deterioro no afectade igual maneraa todos los tejidos ni a

todaslas rutas metabólicas.

L4.3.3.2. Alteraciones en el contenido y síntesis de A TP

Los nivelesde ATP y la cargaenergética(relaciónentreel ATP y los nivelesde

ADP y AMP) tiendena sermuy bajosen las semillassecas,pero seincrementande forma

sustancialdurantela imbibición. Algunos investigadoreshan sugeridoque la fosforilación

oxidativasedesarrollacon demasiadalentitud comoparaexplicarestasúbitafluctuación

(Mayer y Poljakoff-Mayber, 1989>. Por otra parte, PerI (1980) sugiereque el ATP se

acumularápidamenteen las semillas hidratadas,por medio de la actuaciónde sistemas

enzimáticosqueutilizan AMP, fosfoenolpiruvatoy fosfatoinorgánico,aunqueel gradode

funcionalidadiii vivo no estásuficientementeclaro.Así, Ching (1973>,estudiandosemillas

de trébol en las primerascuatrohorasde imbibición, observóque el contenidode ATP

variabade 2,2 nmol en semillastotalmenteviablesa 0,02 nmol en semillas envejecidas.
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La acumulaciónde otrosnucleósidostrifosfato,asimismo,estádisminuidadurante

la imbibición de semillas de bajo vigor, aunqueno se ha estudiadoespecíficamenteen

semillas envejecidas(Standardy col., 1983).

1 .4.3.3.3. Alteraciones en ácidos nucleicos y síntesis proteica

La síntesisproteicaque tienelugardurantelas primerashorasde la imbibición, está

disminuidaen semillas envejecidas(Andersony Baker, 1983). Estadisminución puede

estar parcialmenterelacionadacon la incapacidadpara producir niveles adecuadosde

nucleósidostrifosfato, ATP y GTP fundamentalmente.Sin embargo,esevidenteque el

envejecimientode semillasimplica tambiéndeficienciasen los mecanismosresponsables

de la traslacióndel RNA mensajero(mRNA> hastala proteína(Gidrol y col., 1990).

Durantelas primerasetapasde la imbibición, el mRNA responsablede la síntesis

de proteínaspuedetenerdosorigenes:el mRNA quepermanecedespuésde la desecación

de la semilla y esactivo durantela rehidratación(Spiegely Marcus,1975> y el mRNA de

nuevaformaciónque aparecea las pocashorasde la imbibición. Gidrol y col. (1990>,en

semillasdegirasol,observaronque el envejecimientoaceleradoinduce alteracionesen la

traslaciónde mRNA preexistentemásque en la síntesisde novode mRNA, mientrasque

en semillade soja (Gidrol y col., 1988> las alteracionesderivande la incapacidadpara

obtenermRNA de nuevasíntesis.

Existen algunasevidenciasquesugierenque partedel mRNA queperduradespués

de la desecación,se pierdeduranteperíodosde almacenamientomuy prolongados.Es

posible que este mRNA no sea esencialpara la germinación,ya que normalmentees

degradadodurantelas dosprimerashorasde imbibición, inclusoen semillasmuy vigorosas

(Smith y Bray, 1982).Secreequesu funciónescodificarpolipéptidosque son importantes

durantela maduraciónde las semillas,pero menosrelevantesdurantela germinación.En

realidad,pareceserque la degradaciónde estetipo de mRNA, durantela rehidratación,
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tiene lugar más lentamenteen los embrionesparcialmentedeterioradosque en los

vigorosos(Smith y Bray, 1984).

El mRNA de nuevaformación puedefaltar en las semillasenvejecidasdurantela

fasede imbibición. Sepiensaque el deterioroen las semillasorigina una disminuciónde

la síntesisde RNA que tiene lugar durantela hidratación(FernándezGarcíade Castroy

Martinez-Honduvilla,1982; Gidrol y col., 1988) y que pareceafectara todos los tipos de

RNA. Estedescensoserelacionaparcialmenteconunadeficienciageneralen los procesos

biosintéticosy concretamenteen la transcripción.

Se ha descrito asimismo, la degradaciónparcial de los ribosomas (Ghosh y

Chaudhuri, 1984; Villiers, 1980> y la disminucióndel contenidoen rRNA (Clarke y

james, 1991> duranteel almacenamientoprolongado,así como la modificación de las

propiedadeselectroforéticasde las proteínasribosomales,aunque el estudio de las

característicasde sedimentaciónsugiereque los ribosomasson parcialmentefuncionales

incluso en las semillasseveramenteenvejecidas.

Las lesionesmás importantesinducidaspor el envejecimientoestánasociadasa los

factoresque intervienenen la unión del péptido al ribosoma,concretamente,el factorde

elongación1 (EF 1), cuyaactividaddisminuyeparalelamentea la pérdidadecapacidadde

síntesisdeproteínas(Dell’Aquilla y col., 1978).

Los resultadosseñaladosindican que todos los elementosdel sistemade síntesis

proteicasufrendeficienciasen semillasenvejecidas.El mRNA preexistentesepierdeo es

menosactivo, disminuyela síntesisde novo de mRNA, la efectividad y la estructuradel

ribosomaestándiferencialmentealteradas,y algunosde los factoresresponsablesde la

formación del péptido, estáninactivados.A todo ésto seañadela dificultad en el aporte

de nucleósidostrifosfato, requeridosporel aparatobiosintético. En suma,seproduceuna

disminuciónen la capacidadde las semillasenvejecidasparasintetizarproteínas.
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Por otra parte, los cambios detectadosen las moléculas de DNA durante el

envejecimientode las semillas son principalmentede caráctercualitativo, es decir, la

cantidadde DNA no sealtera,peroaparecenpequeñosfragmentosdebajopesomolecular,

lo cual dificulta el mantenimientode su funcionalidady limita la transcripcióndel RNA

(Osborne, 1980; Priestley, 1986; Villiers, 1980>. Asimismo, las causasde los defectos

genéticosy las alteracionescromosómicasasociadascon el envejecimientosehanatribuido

al efecto de los radicales libres o de los productosde la peroxidación lipídica. Los

radicaleslibres puedenproducir alteraciones(oxidación, dimerización>en las basesdel

DNA, siendo la timina y la guanina las más afectadas;los peróxidos lipidicos pueden

actuarcausandoescisionesen la doblecadenade DNA, lo quepuedeconducira la rotura

de cromosomas.

1.5. Mecanismos celulares de defensa frente al deterioro

En el apartadoanterior hemosseñaladolas alteracionesque tienen lugar durante

el envejecimientode las semillas y la implicación de los radicaleslibres (orgánicoso

especiesactivasde oxígeno)en los procesosdedeteriorode carácteroxidativo queafectan

tanto a la funcionalidad de las membranas,como a la estructurade macromoléculas,

proteínas,lípidosy DNA. Sin embargo,la formaciónde radicaleslibresesun procesoque

tambiéntiene lugarduranteel metabolismocelular. Por ello, las células han desarrollado

mecanismoseficacesde defensaqueprevieneny/o eliminan la producciónmasivade estos

radicales.Así, durantelas primerasetapasde la germinación,en las quese establece la

respiraciónmitocondrial (Puntaruloy col., 1988, 1991) y la movilización de reservas,

concretamentedurante la 8-oxidaciónde los ácidosgrasosensemillasoleaginosas,seha

descritola apariciónde radicaleslibres por unareducciónincompletadel oxígeno.
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La respuestacelular frente a la acciónde los radicaleslibres estámediadapor

sistemasenzimáticosespecíficosy sustanciascon carácterantioxidanteque impiden su

propagación.Estassustanciasno actúanaisladamente,sino queestáninterrelacionadaspara

conseguiruna mayorefectividaden la defensacelular.

Los sistemasantioxidantesse puedenclasificarsegúnel radicalsobreel queactúan

(Tabla 3), o segúnla fracción dondeejercensu actividad (soluble o lipídica), pero, en

general,sedistingue entreantioxidantesenzimáticosy no enzimáticos.

TABLA 3. Intermediosreactivosdel oxigenoy sistemasantioxidantes

RADICALES Y
ESPECIES DE OXIGENO ACTIVADO ANTíoxmArwn~s

SUPEROXIDo: 02 - SOD
Acmo ASCORBICO

PEROXIDO: H202

HIDROXILO: OH Acmo ASCORBICO
GLUTATIoN
GLUCOSA
MANITOL
ETANOL

OXIGENO SINGLETE: ‘AgO2 ¡3-ARoTENOS
cx-TOCOFEROL

Acmo ASCÓRBICO

CATALAsA
PERoXIDAsAs

CICLO FomR-HALuwEu..
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1 .5.1. Antioxidantes no enzimáticos

Existe un gran número de sustanciasde las que se describe una actividad

antioxidante(Tabla 4) y que estánpresentesen los tejidos vegetales.Sin embargo,en

muchoscasoslas concentracionesnecesariasparaque estacapacidadse manifiesteno se

ajustana las presentesen los tejidos. Otrasveces,la función antioxidantesehademostrado

in vitro pero no in vivo. Por ello, nos limitaremos a detallar las característicasde los

antioxidantes solubles cuya actividad in vivo está mejor estableciday que intervienen

activamenteen la protecciónde los lípidos frente a la peroxidación.

TABLA 4. Sustanciascon actividadantioxidante

NATURALEZA QUIMICA

en plantassuperiores(Larson, 1988)

COMPUESTOS

TOCOFEROLES
MIRICETINA AC. CAEFEICO

COMPUESTOSFENOLICOS ROBINETINA AC. CLOROGENICO
QUERCITINA AC. FERULICO

KAEMPFEROL ROSMARIDIFENOL
BUTEINA 1JBIQUINOL

CAFEíNA
ESPERMINA

COMPUESTOS NITROGENADOS TRIMETILAMINA
CISTEINA

METIONINA
TREONINA

COMPUESTOSTERPENICOS fi-CAROTENO

ACIDO ASCORBICO
OTROS COMPUESTOS MANITOL

ETANOL

GLUCOSA
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1.5.1.1. Glutation

El glutation (GSH) estripéptidoun formadoporácidoglutámico,cisteinay glicina

(y-glutamil-cisteinil-glicina>, que constituye el principal tiol no proteico celular. Su

biosíntesis(Rennenberg,1982) tiene lugar por la acción sucesivade las enzimas -y-

glutamilcisteinasintetasa(FC 6.3.2.2>y glutationsintetasa(FC 6.3.2.3>en dosreacciones

dependientesde ATP:

glu + cis
ATP

- x-glutamiloisteina sintetasa

ADP+p .<-- ¿
s -glu-cis

ATP -

glutation sintetasa

ADP+P.- ¾.

El glutation se encuentra ampliamente distribuido en los tejidos vegetales y

desempeñanumerosasfunciones biológicas (Smith y col., 19%). Se ha descrito su

actividaden el transportey almacenamientode azufre (Bielawski y Joy, 1986a;Schmidt

y Jáger, 1992), así como en la destoxificaciónde xenobióticos (Fuersty col., 1993) y

contaminantesambientales(Price y col., 1990; Wingsle y Hálígren, 1993) mediadapor

la glutation-S-transferasa.Sin embargo,es la capacidadantioxidante la característica

principal de estecompuesto y la que le permite desarrollarun papel fundamentalen la

defensacelular frentea la acciónde radicaleslibres.

La actividadantioxidantedel glutation resideen la capacidadreductoradel grupo

tiólico de la cisteinaquepresentaunadisposiciónespacialmenossusceptibleal ataquepor

sustanciasoxidantesen comparacióncon otroscompuestoscon grupossulthidrilo (Alscher,
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1989). Estaacción antioxidantetiene lugar por medio de reaccionesenzimáticas(véase

apartado1.5.2.3>onoenzimáticasen las quepuedeactuardirectamentesobrelos radicales

libres (orgánicoso especiesactivasde oxigeno>. El pasoinicial es la formacióndel radical

tul (G&) mediantela cesiónde un electróndel radical al glutation:

GSH+R __- > G5+RH

2 GS ~ GSSG

Dos moléculasdel radical tul reaccionanentresi formandoun puentedisulfuro que da

lugara la apariciónde glutationoxidado(GSSC>.De estaforma el glutationescapazde

romper la cadenade propagación de los radicales libres y evitar los procesosde

peroxidaciónlipídica responsablesdel envejecimientocelular.

Paradójicamente,el GSSGesuna sustanciaaltamentetóxicaparalas célulasya que

actúa inhibiendo la síntesis de proteínas(Dhindsa, 1991; Fahey y col., 1980) por

interaccióncon uno de los factoresde iniciación de la traslación(Kan y col., 1988>, razón

por la cual las células mantienensiempreuna relación GSSG/GSHenormementebaja

debido a la actividadde la enzimaglutation reductasa(véaseapartado1.5.2.4.3.>.Hasta

tal punto estoesasí, que la medidadedichatasaesuno de los estimadoresmás fiablesdel

gradode estrésoxidativo tisular.

En condiciones de estrés oxidativo (calor, estrés hídrico, exposición a

contaminantesambientales),se ha observadoque las células respondenaumentandolos

niveles de GSH como resultadode una estimulaciónde su biosíntesis (Albrecht y

Wiedenroth, 1994: Nieto-Soteloy Ho, 1986; Smith y col., 1985> lo que permite la

adaptaciónde las plantasal estrésambiental.Los resultadosobtenidospor Smith (1985>

en plantastratadasconaminotriazol (inhibidor especificode la catalasa)permitensuponer

que el peróxido de hidrógenogeneradoactuaríaaumentandola tasaGSSG/GSH y el

descensode los nivelesde glutation en su formareducida,eliminándoseasí la inhibición
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por retroalimentación(feedback) queeste compuestoestablecesobrelas enzimasdesuruta

biosintética. Sin embargo,May y Leaver(1993> consideranque las señalesque ligan la

formacióndeperóxidode hidrógenocon elaumentoobservadoen los nivelesde GSH son

de naturalezamuchomáscompleja, peroen cualquiercasosedemuestraque la capacidad

de las células paraadaptarseal estrésambientalviene, en gran medida,determinadapor

la capacidadde síntesisde GSH y su mantenimientoen estadoreducido.

Recientemente(Wingate y col., 1988) se ha demostradoque el glutation puede

actuarfavoreciendola transcripciónde los genesque codificanlas enzimasque intervienen

en la biosíntesisde lignina y fitoalexina. Sólo el glutation reducidoescapazdeactuaren

estesentido,lo cual permitesuponerque el aumentode glutationcomoconsecuenciadel

estímulooxidativo, no sólo protegeríaa las células frente a la generaciónde radicales

libres, sino que podríaactuarcomo sefíal para desencadenarotra serie de respuestasque

posibilitan la toleranciaal estrés(Alscher, 1989).

Las semillastienen, respectoa su contenidoenglutation,ciertascaracterísticasque

las diferenciande otros tejidos presentesen las plantassuperiores.Estasdiferenciasse

manifiestanen la existenciade un mayorcontenidototal de glutation y en que un alto

porcentajede estecompuestoseencuentraen formaoxidada(Krannery Grilí, 1993; Fahey

y col., 1980; Spraggy Yemm, 1959). Debidoprecisamenteaestealto contenidoen GSSG

y a su acción inhibitoria sobre la síntesisde proteínas,se ha sugeridoque el glutation

puededesempeñarun papelimportanteen el control de la síntesisproteicade las semillas

en estadode latencia y dormición (Faheyy col., 1980>. Por otro lado, Butt y Ohlrogge

(1991) han sugeridoque la formación de disulfuros mixtos entreglutation y la proteína

transportadorade acilos que se producedurante el procesode deshidrataciónde las

semillaspodríaactuarcomoun mecanismoprotectordeestaenzimafrentea la oxidación.

De todosestosestudiossededuceque el glutationdesempeñauna función esencialen las

semillas,ya que en su formareducida(GSH) actúacomoantioxidanteevitandola acción

perjudicial de los radicaleslibres y en su forma oxidada(GSSG>sirve como mecanismo

de control de la síntesisproteicadurantela dormición.
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Finalmente,y dentrode la respuestacelular frente a distintosagentesambientales

mediadapor glutation, se encuentrala formaciónde polimerosde ‘y-glu-cis-gli. Son las

llamadasfitoquelatinas(Rauser,1990; Robinsony Jackson,1986)cuya función principal

consisteen formar complejoscon metalestóxicos, fundamentalmentecadmio,paraevitar

así su efectoperjudicial (Rausery col., 1991), aunquetambiénse les atribuye un papel

importanteen la homeostasisde metalesesencialescomo Cu o Zn.

1.5.1.2. Acido ascórbico

Durante la germinaciónde las semillas se produceuna síntesisrápida de ácido

ascórbico(treo-hex-2-enono-1,4-lactona)a partir de la glucosa.Ademásseha observado

queexisteuna relacióndirecta,durantetodaslas etapasde crecimiento,entreel aportede

carbohidratosy lacantidaddeascorbatoformado(Gander,1982>.Los nivelesde ascórbico

en las células vegetalesdependenpor tanto de factoresnutricionales,aunquetambién

contribuyenen gran medidalas condicionesambientalesy el estadode desarrollode la

planta. Así, Dalton y col. (1991) detectaronun incrementoen la concentraciónde ácido

ascórbicoen las raícesde sojasometidasa una elevadapresiónparcial de oxigeno;Walker

y McKersie (1993) observaron,en hojasde tomate,un incrementoen la cantidadde ácido

ascórbicoy otros antioxidantescomorespuestaal estrésporbajastemperaturas;Buckland

y col. (1991) detectaronuna disminución de los niveles de ascórbico en hojas de

Cochlearia atiantica en situacionesde sequíay Borraccinoy col. (1994) relacionaronlos

procesosde senescenciade las hojas de avenacon una menor disponibilidad de ácido

ascórbico.Por otraparte,Arrigoni y col. (1992> han descritola evoluciónde los niveles

de ácidoascórbicoduranteel períodode formaciónde las semillasde judía, observando

que el equipoenzimáticoparala biosíntesisde ascórbicoseadquiereantesdel inicio de

la desecaciónpara permitir un rápido incrementode estecompuestoal comienzode la

germinación.
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CF4-OH

Hc-oH~0 -

z0

HO OH

Acido ascorbico

En los sistemasbiológicos, el ácido ascórbicodesempeñaun papel fundamental

comoantioxidante. Puedeactuarsobretodas las especiesactivas de oxígeno(Tabla 3),

reducelos radicalestul y ademásintervieneactivamenteimpidiendola propagaciónde la

peroxidaciónlipídica por medio de la eliminación de los radicalesperóxido (Larson,

1988>. Su mecanismode acción antioxidante se basaen la formación de un radical

transitorio(radical monodehidroascórbico)quesufre dismutaciónparadar dossustancias

no radicales(dehidroascórbicoy ascórbico):

C—OH
___~frXH+

C—OH C—OH

ácido radical
ascórbico monodehidroascórbico

C—0 C—O~ C0 C—OH

II + H 1 +
C—OH C—OH CrO C—OH

ácido ácido
dehidroascórbico ascórbico
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Algunosautores(Finckh y Kurnert, 1985; Liebler y col., 1986) han demostrado

la acción sinérgica entre el ácido ascórbico y el a-tocoferol (principal antioxidante

liposoluble). Estosautoresobservaronquelaextensióndel dañoperoxidativoinducidopor

herbicidasen hojasde distintasespeciesdeplantassuperioresdependede la concentración

relativa de estasdos sustancias,siendo la relación 15:1 (ascórbico/cy-tocoferol>la que

presentamayorcapacidadantioxidante.

Parareducirel deteriorode las semillasduranteel almacenamientoseha estudiado

el efecto de distintas sustanciasantioxidantes(glutation, BHT, ácido ascórbico, a-

tocoferol>, ya seacomo medidapreventivadel deterioro(es decir, sumergiendodurante

un tiempo las semillas en soluciones de estas sustancias y posterior secado y

almacenamiento),ya seacomo medioparainvigorizar las semillas,esdecir,pararevertir

los efectosdel deterioro.Los resultadosobtenidosal tratarlas semillascon estassustancias

sonvariables,peroen generalsehan descritoefectosbeneficiososen la longevidadde las

semillas,sobretodoen el casodel cx-tocoferol y del glutation (Gorecki y Harman, 1987).

1 .5.2. Antioxidantes enzimáticos

Los sistemasantioxidantesenzimáticosconstituyenun grupovariadode enzimas

con la propiedadcomúnde ser capacesde eliminar, suprimir o neutralizara los radicales

libres y a las especiesactivasde oxigeno. La Tabla 5 muestra,de forma resumida,las

distintas enzimasque intervienenen la defensacelular frente a la acción perjudicial de

estasmoléculas.En esteepígrafedesarrollaremoscon mayoramplitud las características

de las enzimasrelacionadascon nuestrotrabajoexperimental.
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TABLA 5. Sistemas enzimáticos con actividad antioxidante
(Scandalios, 1993>

en plantas superiores

LOCALIZACIÓN ESPECIE SISTEMA PRODUCTOS DE
SUCELULAR ACTIVA ENZIMATICO REACCIÓN

Citosol Superóxido SOD H202
8202 Catalasa 1-120, 02

Peroxidasas 1120

Mitocondria Superóxido SOD 8202
H202 Catalasa F120, 02

Peroxidasas 1120

Cloroplasto Superóxido SOD 8202

8202 Ascorbato ác. dehidroascórbico
peroxidasa GSH

NADP~

Glioxisoma 8202 Catalasa 820, 02

Peroxisoma 14202 Catalasa 820, 02

1.5.2.1. Superóxido dismutasa

La enzima superóxidodismutasa(EC 1.15.1.1), originalmentedescubiertapor

McCord y Fridovichen 1969, es unametaloproteinaquecatalizaladismutacióndel radical

superóxidoparaformaroxígenomoleculary peróxidode hidrógeno,segúnla reacciónni
en la que es necesariouna oxidación y posteriorreduccióndel metal de transiciónque

acompañaa la enzima.

Enzima0~ + 02

Enzimared + 0<+ 2W

EnzimaÉ~d + 02

- ~ Enzima~+ 14202

02 + O; + 2W fr 14202 +02
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Seconocentres familiasprincipalesde SOD quedifieren enel metal constituyente

del grupoprostético:cobre/zinc(Cu/Zn-SOD),manganeso(Mn-SOD>o hierro(Fe-SOD>.

Estos tres grupos de enzimas, con gran variedad de isoenzimas,presentandiferente

localizaciónsubcelulary puedendiferenciarseexperimentalmentepor su sensibilidadal

cianuro (CN-) y al peróxido de hidrógeno(H202) (Tabla 6>. La enzimaCu/Zn-SODse

inhibe de formareversiblepor la accióndel CN y de formairreversibleporH202,debido

a laacciónde estoscompuestossobreel Cu. Las Fe-SODy Mn-SOD, encambio,sólo son

inhibidas por H202 (irreversiblemente),y no seafectanpor la presenciade CN(Bowler

y col., 1992>.

Hastael momento,los orígenesevolutivosde las distintasisoenzimasSOD no están

completamenteclaros. Sin embargo,el estudiode la secuenciade aminoácidospermite

suponerque los tres tipos de isoenzimasprovienensólo de dos familias filogenéticas,la

formadapor la Cu/Zn-SODy la que incluye a las Fe-SODy Mn-SOD, ya que éstas

últimas compartenun granporcentajede lasecuenciaaminoacidica(Hassany Scandalios,

1990; Scandalios,1993).

TABLA 6. Característicasdiferencialesde las tres familias de superóxidodismutasas
presentesen tejidos vegetales

SuPERÓXIDoDISMUTASAS

CoFACToRMETALICO INHIBICION LOCALÍZACION SUECELULAR

Cu/Zn 14202 Citosol
KCN Cloroplastos(estroma)

Glioxisomas

Mn Mitocondrias (matriz)
Glioxisomas
Peroxisomas

Fe 14202 Cloroplastos(estroma)
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El papelfisiológico de la SOD ha sido objeto de numerosasinvestigaciones,en las

que se le atribuye un efecto protector frente al daño oxidativo producidopor distintas

condicionesdeestrésambiental.La toleranciaa ladesecaciónen plantassuperiores(Burke

y Hatfield., 1987; Zhang y Kirkham, 1994> y musgos(Dhindsay Matowe, 1981; Seely

col., 1992> seha relacionadocon la existenciadeelevadosnivelesde antioxidantesy con

una mayoractividadSOD, capacesde evitar la peroxidaciónlipídica y las alteraciones

de membrana(Leprince y col., 1990> inducidaspor ladeshidratación.LaactividadSOD

está también relacionada con la sensibilidad de los tejidos vegetalesa las bajas

temperaturas(Jahnkey col., 1991),a la anoxia(Monk y col., 1989) y a la invasiónpor

patógenos(Aver’yanov y col., 1993; Bowler y col., 1992). La resistenciaa la acciónde

ciertospatógenossecaracterizaporel desarrollode unareacciónde hipersensibilidadque

originala muertede las célulaspróximasal lugar de penetracióndel patógeno.Parallevar

a cabo estarespuesta,la célula mantienemuy bajos nivelesde actividad SOD, lo que

permite que el radical superóxidoy las demásespeciesactivasdel oxígenodesencadenen

los procesosdegenerativosque desembocanen la muertecelular (Fig. 4>.

El efecto perjudicial de ciertoscontaminantesambientalescomoel ozono (03> 0

el dióxido de azufre(SO2>estámediadopor la formacióndel radical superóxido,peróxido

de hidrógenoy radical hidroxilo que degradanlas membranas(Navari-Izzoy col., 1992)

e inician procesosde peroxidación,y en consecuencia,la sensibilidadde los tejidos

vegetalesa estassustanciasdependeráen gran medida de su capacidadpara activar los

mecanismosde eliminaciónde radicaleslibres (Badiani y col., 1993; Hausladeny col.,

1990; Wingsley Hálígren, 1993).

Los procesosde senescenciay envejecimientotambiénsehan relacionadocon la

capacidadantioxidantede la SOD. Dhindsay col. (1981)sugierenque la senescenciaen

la hojas de Nicotiana tabacumse inicia por alteracionesen los lípidos de membrana

favorecidaspor una actividadSOD disminuida.Asimismo, distintosautores(Puntaruloy

Boveris, 1990; Stewarty Bewley, 1980) han observadoque la síntesis/activaciónde la

SOD tiene lugar durantelas primerashoras de imbibición de semillas viables de soja,
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mientrasque en las semillas envejecidasno se detecta,lo que favoreceel incrementode

la peroxidaciónlipidica.

1.5.2.2. Catalasa

La catalasa(FC 1.11.1.6)es una enzima tetraméricacuyo centroactivo está

formado por un grupo hemo en cada subunidad. Su función principal consisteen la

eliminación del peróxido de hidrógeno, para lo cual puedepresentardos actividades:

cataláticay peroxidativa,con característicascinéticascompletamentedistintas (Elstner,

1987>.Ambasactividadesrequierenla formaciónde un compuestointermedio(Compuesto

1) entrela enzimay unamoléculade peróxidode hidrógenounidos a travésdel hierrodel

grupohemo, que pasaa tenerestadode oxidación +5.

CAT+ H202 CAT- H2Q ---- -~

Compuesto ¡
Compuesto II

(inactive)

RH2

Acojan

peroxidativa

R+H20

El Compuesto1, muy activo como oxidante,puedereaccionarcon otra molécula

de H202 (actividad catalática> liberando oxigeno molecular o bien puede formar el

‘~1 ~‘

Acojan j j
catalatica

2H20+Q
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Compuesto11, inactivo. Así mismo,el Compuesto1 puedeactuarsobreotros compuestos

donadoresde electrones(actividadperoxidativa)formando los respectivosproductosde

oxidación.

Sehan descritotres isoenzimasde la catalasa,condistintalocalizaciónsubcelular.

CAT-1 y CAT-2 se han detectadoen peroxisomas,glioxisomas y citosol y CAT-3 en

mitocondriasy citosol (Gianinetti y col., 1993). Sin embargo,son los glioxisomasy

peroxisomaslos orgánulosdondeestaenzimaseencuentramayoritariamente,ya que su

actividaden los demásorgánulosesmuy baja(Thompsony col., 1987> o no existe,como

en cloroplastosdondela eliminacióndel peróxidode hidrógenoes llevadaa cabopor las

enzimasdel ciclo del ascorbato-glutation(véaseapartado1.5.2.3.>.

La c=atalasaacti~a fundamentalmentesobreel peróxidode hidrógenoproducidoen

la fotorrespiración(peroxisomas>y en la Ii-oxidación de los ácidosgrasos(glioxisomas),

peroa pesarde su restringidalocalización,estaenzimadesempeñaun importantepapelen

la defensacelular frente al estrésoxidativo, ya que el peróxido de hidrógenoes una

moléculaque difunde fácilmentea travésde las membranas(Bowler y col., 1992)por lo

quepuedeser eliminado en zonasdistantesde su lugar de formacion.

Los estudios realizadosen semilla de soja (Puntarulo y col., 1988, 1991>

demuestranque durantelas primerasfasesde la germinación,el peróxidode hidrógeno
- -1 1

formado se elimina mayoruanamentepor la accion ue ta catatasacuya autiviuau vs

considerablementemayor que la de otrasenzimasquepuedencontribuir asu eliminación.

Otrosautores(Cakmaky col., 1993; Klaphecky col., 1990)señalan,en cambio, quelas

enzimas del ciclo de Foyer-Halliwell participan en la eliminación del peróxido de

hidrógenodurantelas primerashorasde imbibición, aunquesu actuacióndependeengran

medida de la disponibilidadde NADPH.

Se hademostradoquela actividadde lacatalasadisminuyedurantelos procesosde

senescencia(Dhindsay col., 1981, Thompsony col., 1987>; un descensoen su actividad
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se ha relacionadotambién con un aumentode la peroxidaciónlipídica inducida por

aluminio (Cakmak y Horst, 1991), mientrasque el mantenimientode altos niveles de

actividad de estaenzima(en coordinacióncon los demássistemasantioxidantes)permite

la adaptaciónde las células vegetalesa distintassituacionesde estrés(Kumar y Knowles,

1993; Mishra y col., 1993; Spychallay Desborough,1990>.

1 .5.2.3. Enzimas que participan en el ciclo de destoxificación del

peróxido de hidrógeno <ciclo de ascorbato-glutation)

La eliminacióndel peróxidode hidrógenopor la catalasatienelugaren glioxisomas

y peroxisomas(véaseapartado1.5.2.2.)ya que su actividadesmuy bajao no detectable

en citosol, mitocondriasy cloroplastos.En las células animales,la destoxificacióndel

peróxidode hidrógeno(y de otrosperóxidosorgánicos)en el citosol y la mitocondriaestá

catalizadapor una enzimaselenio-dependientecon actividadglutation (65H11 peroxidasa

(FC 1.11.1.9):

(iSH peroxidasa

14202 +2 GSH GSSG + 21420

La existenciade estaenzimaen plantassuperioreses discutible, ya que, aunqueciertos

autores han detectadosu actividad(Drotar y col., 1985; Puntaruloy col., 1991; Yokota

y col., 1988), no ha sido posible,hastael momento,el aislamientode la enzima.

En células vegetales,la destoxificacióndel peróxido de hidrógenomediadapor

glutation tiene lugar medianteun mecanismoalternativoque operatanto en cloroplastos,

donde fue originalmentedescubiertopor Foyer y Halliwell (1976) como en el citosol

(Alscher, 1989; Bielawski y Joy, 1986b; Dalton y col., 1993>. Este mecanismo

antioxidante, llamado ciclo de Foyer-Halliwell, ciclo del ácido ascórbicoo ciclo del

ascorbato-glutation, implica sucesivas oxidaciones/reduccionesdel glutation, ácido
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ascórbicoy NADPH en las que intervienencuatroenzimas:ascorbatoperoxidasa,(FC

1.11.1.11),monodehidroascorbatoreductasa(FC 1.6.5.4>,dehidroascorbatoreductasa(FC

1.8.5.1)y glutation reductasa(EC 1.6.4.2).

El ciclo (Fig. 6) se inicia con la reduccióndel peroxidode hidrógenoa aguapor

la acciónde laascorbatoperoxidasa(Apox), formándosemonodehidroascorbato(MD), que

espontaneamenteo por acción de la monodehidroascorbatoreductasa(MDred> produce

dehidroascorbato(DM) (forma oxidada del ascorbato).La regeneracióndel ascorbato

reducido (sustratode la ascorbatoperoxidasa>puedetener lugar de forma enzimática

(dehidroascorbatoreductasa,DHred) o no enzimática,pero siempremediadaporglutation

que pasaa su forma oxidada. La posterior reduccióndel glutation es catalizadapor la

glutation reductasa(GSSGred)en una reaccióndependientede NADPH.

La efectividad de esta ruta antioxidanteha sido relacionadacon la capacidad

de adaptaciónde las hojas (Gilham y Dodge, 1986, 1987; Jahnkey col., 1991; Walker y

McKersie, 1993) y callos (Kuroday col., 1991) a las variacionesambientales,con una

menorproducciónde plántulasanormalesen el géneroDasypyrum(de Cara, 1991>, con

la adaptacióna la atmósferade las plántulassumergidasde arroz(Ushimaruy col., 1992)

y con la resistenciade las hojas a distintoscontaminantesambientales(Buckland y col.,

1991; Melhorri, 1990; Ranieri y col., 1993)y, en general,con la capacidadde los tejidos

vegetalesparaadaptarsea distintassituacionesde estrés(Pastoriy Trippi, 1992; Smith y

col., 1989>. Recientementese ha observadoque el ciclo operatambiénen semillas.Las

enzimas de estaruta antioxidantese han conseguidoaislar de la fracción citosólicadel

endospermode semillasdericino (Klaphecky col., 1990> y de semillasde trigo (Cakmak

y col., 1993), donde,sin embargo,no seha encontradoactividadglutationperoxidasa.

50



INTRODUCCIÓN
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Figura 6. Ciclo de destoxificación del peróxido de hidrógeno (ciclo ascorbato-
glutation) descrito por Foyer y Halliwell <1976>.
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7.5.2.3. 1. Ascorbato peroxidasa

Las peroxidasasconstituyenun grupo de enzimasque catalizanla oxidación de

distintassustancias(donadoresde electrones)poracción del peróxidodehidrógenoo de

hidroperóxidosorgánicos.

AH, + H, 02 (ROOH> A + 2 H20 (ROH +1420)

Respectoa sus funciones,las peroxidasassedividen en dosgrupos: a> aquellasen

las que el productode oxidacióndesempeñaun papelfisiológico (sonlas denominadas

guayacol peroxidasas)y b) peroxidasascuya función es la eliminacióndel peróxidode

hidrógeno o hidroperóxidosorgánicos,utilizando para ello distintas sustanciascomo

donadoresde electrones(glutationen célulasanimales,citocromoc en levadurasy NADH

en procariotas)lo queparecesugeriruna distribuciónfilogenética.En los tejidosvegetales

el ácidoascórbicoesel principal donadorde electronesparaestetipo de peroxidasas.

La peroxidasadel ascorbato es una hemoproteinaque presentados isoenzimas

(Apox 1 y Apox II) con ciertascaracterísticasdiferenciales(Asada,1992; Thomseny col.,

1992>. La Apox 1 se localiza en cloroplastos,presentauna gran especificidadpor el

ascórbicoy se inactivarápidamenteen su ausencia.La Apox 11 seencuentraen citosol

y es la isoformamayoritariaen tejidos no fotosintéticos,tiene menorespecificidadporel

ascórbico(Dalton y col., 1987; Elia y col., 1992; Koshiba, 1993) ya que puedeutilizar

otros donadoresdeelectrones.La afinidad de estasenzimaspor el peróxidode hidrógeno

es muy alta (superior a de la catalasa>por lo que son activas incluso cuando la

concentraciónde 14202 es muy baja.

Ambas isoenzimasson muy sensiblesa la inactivaciónpor tioles en presenciade

peróxidode hidrógeno(Cheny Asada,1992). Las Apox puedencatalizarla oxidaciónde

los tioles poraccióndel peróxidode hidrógeno,formándoseel radical tul que reacciona

con el grupo hemo, inactivándolo. Sin embargo,su afinidad por el ácido ascórbicoes
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mayor quepor los tioles y de estaforma, siempreque semantengannivelesadecuadosde

estecompuesto,la enzimaestáprotegidade la inactivación por grupostiólicos, muy

abundantestanto en el citosol como en los cloroplastos.Se deduce, por tanto, la

importancia del sistema regeneradordel ácido ascórbico que mantiene los niveles

adecuadosde estecompuestoparaque seautilizado tanto comosustratoen laeliminación

del peróxidode hidrógenocomoparaevitar la inactivaciónde la ascorbatoperoxidasa.

1.5.2.3.2. Monodehidroascorbato reductasa y dehidroascorbato reductasa

Las enzimasMDred y DHred son esencialesparael mantenimientode los niveles

de ácido ascórbicoque garantizanel funcionamientodel sistemadestoxificador del

peróxidode hidrógeno.Ambasenzimassehan detectadotanto en el citosol comoen los

cloroplastosde las plantassuperioresy, al menosla MDred, seha observadotambiénen

las mitocondriasy los glioxisomas(Bowditch y Donaldson,1990; Dalton y col., 1993).

El monodehidroascorbato(MD> es un radical que se origina por la oxidación

univalentedel ácido ascórbicoen procesosno enzimáticos(por reaccióndirectacon 0<

ó ~0H; por reaccióncon radicaleslipídicos o por autooxidacióncatalizadapor metales)

o debido a la acción de ciertas enzimas, como la ascorbato oxidasa, aunque

fundamentalmentese forma como producto de reacción de la ascorbatoperoxidasa

(Arrigoni y col., 1981>. El MD puedesufrir una dismutaciónespontáneaque origina

dehidroascorbato(DH> y ascorbato(Bielski y col., 1981>. La regeneracióndel ácido

ascórbicosepuederealizara partir de MD, por medio de la MDred, o a partir de DH

en cuyo casoactúala DI-Ired.

La reductasadel MLI esuna flavoproteinaque puedeutilizar como donadoresde

electronestanto NADI4 comoNADPH (Borraccinoy col., 1989; Dalton y col., 1992)y

es la primeraenzimacuyo sustratoaceptorde electronesesun radical (Hossainy Asada,

1985>. Se le atribuyenfuncionesde conexiónentreel metabolismode los glioxisomas y
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la respiraciónmitocondrial (Bowditchy Donaldson,19%) y tambiénseha relacionadocon

el control de la lignificación deparedescelulares(Dalton y col., 1993>, pero su función

se haestudiadofundamentalmenteen relacióncon el metabolismodel ácidoascórbicoy

la eliminacióndel peróxidode hidrógeno.

El mecanismode acción se inicia cuando la Enzima-FAD es reducida por

NAD(P)H, formándoseel complejode transferenciade cargaEnzima-FADH2-NAD(P)~,

que posteriormentedonaelectronesal MD en dos reaccionessucesivasen las que se

transfiereun electrón:

Enzima-FAD + NAD(P>H ~ Enzima-FADH2 + NAD(P)~

Enzima-FADH2-NAD(P>~+ MD Enzima-FAD1+-NAD(P)~+ ascorbato

Enzima-FADI+-NAD(P)
t + MD ~ Enzima-FAD + NAD(P>~ + ascorbato

El MD en ausenciade MDred puedeformar ascorbatoy DH comoproductosde

su dismutación; estecompuestopuede reducirsede nuevo a ascorbatoen presenciade

glutation, de formano enzimáticacuandoel PH espróximoa 7 o poracciónde la DH red

(Dipierro y Borraccino, 1991; Foyery Halliwell, 1977>:

DHred
2 GSH + DH --_________ - ~. ascorbato+ GSSG

Los estudiosrealizadosensemillasdejudía (Arrigoni y col., 1992> y en tubérculos

de patata(Borraccinoy col., 1986> muestranla interrelaciónentreestasdosenzimas,que

compitenpor el sustrato.Si existeunaactividadelevadade MDred, disminuyemucho la

cantidadde MD que puedesufrir dismutacióny consecuentementela cantidadde DH del

medio. Porel contrario,si la actividadMDred esbaja, la mayoríadel MD pasaa formar

DII lo quepermitela actuaciónde la DHred. Por lo tanto, parael correctofuncionamiento

del ciclo del ascorbato/glutationno es necesariala coexistenciadeambasenzimas.
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1.5.2.3.3. Glutation reduc tase

La enzimaGSSGredes una flavoproteinaque catalizala reduccióndel glutation

oxidado (GSSG)a expensasde la oxidación de su grupo prostético NADPH, segúnla

reacción:

GSSGred
GSSG + NADPH + FU ~ 20S14 + NADP~

Su función consisteen mantenerunaadecuadarelaciónGSH/GSSGparapermitir

el desarrollode la actividad antioxidantedel glutation, que ademáses necesariopara la

eliminaciónenzimáticadel peróxido de hidrógenoen el ciclo del ascorbato/glutation.

La GSSGredha sido detectaday purificada en una gran variedad de tejidos

vegetalescomo acículasde pino (Anderson y col., 1990; Wingsle, 1989>, plántulas y

raícesdeguisante(Bielawskyy Joy, 1986; Madamanchiy col., 1992>,embrionesde arroz

(Ida y Monta, 1971>, cotiledonesde mostaza(Drumm-Herrely col., 1989> dondese han

aisladodiferentesisoenzimaslocalizadastantoen el citosol comoen los cloroplastos.La

afinidadporel GSSGy el NADPH essuperior(presentanmenoresKm> en las isoenzimas

localizadas en los cloroplastosfrente a la que se observa en las formas citosólicas

(Andersony col., 1990).

El centroactivode la enzimaestáformadoporFAD y porun puentedisulfuro que

puede ser reducido por incubación con NADPH (Wingsle, 1989) provocando la

inactivaciónde la enzima. El GSSG,por el contrariopuederestaurarel puentedisulfuro

del centroactivo, y protegea la enzimafrente a los reactivosde los grupos-SH; sin

embargo,seha observadoque la isoenzimapresenteen cloroplastosesmenossensiblea

la inhibición por NADPl-l (Connelí y Mullet, 1986), probablementedebido a que la

concentraciónde NADPH en cloroplastoses, en condicionesnormales,bastanteelevada.
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Porotra parte,se ha descritoque estaenzimadesempeñaun papelfundamentalen

la defensacelular frenteal estrésoxidativo (Edwardsy col., 1994; Pastoríy Trippi, 1992),

ya que su actividad se incrementao modifica en respuestaa la acción de herbicidas

(Schmidt y Kurnet, 1986>y altasconcentracionesde oxígeno(Fostery Hess, 1980, 1982>,

así comofrenteal estréshídrico (Burke y Hatfield, 1987; Gambley Burke, 1984; Sgherri

y col., 1994>y bajastemperaturas(Esterbauery Grilí, 1978; Smith y col., 1989>, aunque

los cambiosen la cantidadtotal de GSSGredparecensermenossignificativosque los que

seproducenen las diferentesisoenzimas(Foyery col., 1991).
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1.6. Métodos para la determinación de la viabilidad y vigor de

las semillas

El valor de las semillascomomedidade su calidado bondadvienedeterminadopor

las característicasde viabilidad y vigor de las mismas.La velocidady uniformidad de la

germinaciónde semillas y del crecimientode las plántulasy la velocidady uniformidad

de la emergenciade las plántulas y de su crecimientoen el campo,así como la capacidad

germinativade las semillasbajo un amplio rangode condicionesambientalesconstituyen

un valor estimativode las semillas parasiembra.

La consecuenciade todas las alteracionesfisiológicas y bioquímicasseñaladasen

el apartado1.4.3. es la pérdidade la viabilidad y vigor de las semillas y, por tanto, el

deterioro o envejecimientode las mismas. Estos cambiosocasionanla apariciónde una

seriede síntomaso característicasque puedenservir debasepara la determinaciónde la

pérdidade viabilidad. Por otra parte,convieneseñalarque la mala conservaciónde las

semillas puedeproducir la denominadadormición secundaria,lo que puededar lugar a

falsos resultadosen los ensayosde viabilidad y vigor.

De cualquiermodo, y como norma general, las pruebasde viabilidad debenser

capacesde estimarde una forma adecuada,y a serposiblerápida, estoscambiosen los

materialesbiológicosaensayar.Sin embargo,los ensayosde viabilidad y vigor de semillas

no puedenpredecirel porcentajede plántulasque emergeránen el campo,perosi pueden

indicar el comportamientode las semillas en condiciones sub o supraóptimas.Esta

característicase utiliza para la comparaciónde distintos lotes de semillas y sirve para

identificar aquelloslotes quepresentanmáximosnivelesde toleranciay adaptabilidada las

condicionesambientales,pudiéndoseutilizar alternativamentepara identificar lotes de

semillas con emergenciarápida y uniforme.
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1.6.1. Ensayos de germinación

El objetivo final de un ensayode germinaciónesel aportarinformación sobreel

valor de las semillas quevan a ser destinadasa la siembraen el campoy, por otro lado,

comparar la capacidadgerminativaentredistintos lotes. Sin embargo,el control de las

condicionesen los terrenosde experimentacióngeneralmenteno es satisfactorio,ya que

los resultadosno puedenrepetirseen las mismas condiciones.Por ello, se emplea la

experimentaciónen el laboratorio,puestoquelas condicionessepuedencontrolare incluso

puedenser óptimas,con lo que la germinaciónparala mayoríade las especiesserealiza

de formarápiday completa.Ademássi las condicionesestánnormalizadassepermiteuna

reproductividad,que disminuyelas variacionesal utilizar diferenteslotesde semillas.

Precisamentela necesidadde unauniformidad en los resultadosha dadolugara la

aprobaciónde diversas recomendacionesseñaladasen la Normas Internacionalesde

Ensayos de Semillas dictadas por la International Seed Testing Association (ISTA, 1985>.

En general, los ensayos de germinación se realizan con fracciones de semillas puras, sin

pretratamientos.Se debenefectuarvarias repeticionessobre distintos sustratos(papel,

arenao mediosartificiales). Las semillas debencolocarseuniformey adecuadamenteen

el medio de germinacióny se han de señalartambién las condicionesen las que se ha

realizado(tiempo, temperaturaconstante/alternas,luz/oscuridad,humedad,etc.> Con las

semillasduras,impermeables,durmienteso recientementerecolectadassepermitenciertos

pretratamientos(ISTA, 1985). Se puedeprocedertambiéna la desinfeccióndel material

antesdel ensayoy finalmente, se debeindicar el númerode semillas vacíasy dañadas

(insectos,rotas, etc.). Bajo estascondicionesla capacidadgerminativa,expresadacomo

el porcentajefinal de germinación,esel parámetroutilizado paraseñalarla calidadde las

semillas. Sin embargo,esteparámetrono informa del comportamientode las semillas

durante el periodo de germinación, aspecto que es muy relevante en relación al

comportamientode las semillas en el campoe indicativo de la calidad comercial de las

mismas.
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Un comportamiento posible y frecuente de las semillas, en un ensayo de

germinaciónrealizadoen condicionesóptimasde laboratoriose presentaen la Figura 7.

En dichafigura seponeclaramentede manifiestoque las semillas correspondientesa las

curvasA, B, C y D muestranun comportamientototalmentediferenteduranteel periodo

de germinación,a pesar de que tienen la misma capacidadgerminativa. Por tanto, el

porcentajefinal de germinaciónes un parámetronecesario,pero no suficiente, para

describirla germinaciónde las semillas,ya que el comportamientode éstaspuedevariar

dependiendode distintosfactoresambientalesy genéticos.

Los métodosparaevaluarla respuestade lagerminaciónde un lote de semillasson

diversos, pudiéndosedividir en dos grandes grupos: analíticos y gráficos. Entre los

primeros se puedecitar el análisis de la capacidadgerminativa, distintos indices de

germinación,análisis probit, métodosde regresión no lineal a modelosmatemáticos,

análisis de supervivenciay la regresiónde Harzard; mientrasque la representaciónde

Arrhenius es el métodográfico más frecuentementeutilizado (Scott y col., 1984).

A pesar de esta diversidad, no existe un procedimiento normalizado y

universalmenteaceptadopara evaluar la germinaciónde semillas y la emergenciade

plántulas,debidoa que laselecciónapropiadade un determinadométododepende-en gran

medida- de la informaciónque sedeseeobtenery de la descripciónmatemáticaque cada

investigadoro analistaquierautilizar. En estesentido,los métodosgráficosproporcionan

menosinformación que los métodosde regresiónno lineal, los análisis de supervivencia

o la regresióndeHarzard,mientrasqueel tradicionalanálisisde la capacidadgerminativa,

expresadacomo porcentajefinal de germinación,es un simple valor que, aunquepuede

sercomparado,sólo refleja la proporciónfinal de respuestade unapoblaciónde semillas.

Otros métodosanalíticos, consideradostambiéntradicionales, como el análisis probit

(Wilson y col., 1989)y los índicesde germinaciónno proporcionansuficienteinformación

sobrela localizacióny dispersiónen el tiempo (Steinery col., 1989).
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PERIODO DE INCUBACION

Figura 7. Evolución de la germinación de semillas en función del período de
incubación. A, B, C y D, algunas posibles situaciones que se pueden producir en
ensayos de germinación de semillas.
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Otra consideraciónque hay que teneren cuentaes la peculiaridadde los datosde

germinaciónde semillas. La germinaciónes un procesoque puedeser consideradocomo

una respuestacualitativa de una semilla individual que sucede, en determinadas

condiciones,en un momento concreto. Sin embargo,cuando un lote de semillas es

expuestoa un determinadotratamiento,las semillasdel mismono responden,o puedenno

responder,de unamanerauniformey generalmentepresentanun comportamientodistinto,

pudiéndoseproducir casosde ausenciade germinación,entrelos quese incluyen la falta

de viabilidad inicial de las semillas, las pérdidasde viabilidad debidasa los tratamientos,

pérdidasaccidentales,contaminacionesy pérdidasdebidasa una terminaciónprematurao

anticipadadel ensayode germinación.Por tanto, es convenienteconsiderarla distinción

entre la ausenciade germinacióndebidaa la falta de viabilidad inicial y la debidaa otras

causas, al contribuir estas últimas a la distribuciónde la población. En consecuencia,en

un ensayode germinaciónsólo podemosobservarel comportamientogeneralde un lote

de semillas.Teniendoen cuentaestahipótesis,el tiempo mediode germinaciónde un lote

de semillas puedeserconsideradocomo una variablealeatoria,mientrasque la media y

la varianzade estetiempo medio de germinaciónreflejan el comportamientopoblacional

de un lote de semillas.

Porconsiguiente,a la horadeabordarel problemade la selecciónde métodospara

evaluar la germinaciónde semillas nos encontramosen una circunstanciaen la que el

investigadoro el analistadecide,en un balancedificultad-información,la alternativamás

adecuadapara unasituaciónconcreta.

1 .6.2. Ensayos de evaluación y crecimiento de plántulas

Estos ensayosgeneralmentese utilizan como ensayoscomplementariosa los de

germinación,ya que estosúltimos no proporcionaninformaciónacercade la robustezde

lasplántulas.En un ensayode germinaciónlas semillassedividen en semillasgerminadas

y no germinadasy las plántulasen normalesy anormales.
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Segúnla ISTA (1985> seentiendepor:

PLÁNTULA

a>

NORMAL:

La que manifiestala capacidadparacontinuarsu desarrollohacia la planta

normal, cuandocrece en suelo de buena calidad, y bajo condiciones

favorablesde agua,temperaturay luz.

La que poseetodas las estructurasesencialessiguientescuandose ensaya

en un sustratoartificial: 1) un sistemaradicularbien desarrollado;2> un

hipocótilo bien desarrolladoe intacto y/o un epicótilo sin lesionesen los

tejidos conductores; 3> una hoja primaria bien desarrolladaen las

Gramíneas, y 4> uno o dos cotiledones para monocotiledóneaso

dicotiledóneas,respectivamente.

ANORMAL:

es aquellaque no manifiestacapacidadparacontinuarsu desarrollohacia

planta normal cuando crecen en un suelo de buena calidad, y bajo

condicionesfavorablesde agua,temperaturay luz.

No obstante,seclasificancomo plántulasanormaleslas que presentanlos

siguientesdefectoscuandoseensayanen un sustratoartificial: 1) Plántulas

dañadas:sin cotiledones,con constricciones,con hendiduras,grietas o

lesiones en las estructurasesenciales,sin raíz, etc., y 2) Plántulas

deformadas: con un desarrollo de las estructurasesencialesdébil o

desequilibrado(plúmulas, hipocótilos o epicótilos retorcidosen espiral o

atrofiados>,raícesatrofiadas,plántulasacuosaso vítreaso en las que seha

detenidoel desarrollocon posterioridada la apariciónde los cotiledones.

Todas estasanormalidadesse encuentranperfectamentetipificadas en los anexos

de las normas internacionalesde ensayosde semillas (ISTA, 1985>, las cualestambién

PLÁNmLA
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distinguen entresemillas frescasno germinadasy semillas muertas.Estas últimas son

aquellassemillasque no hanproducidogérmenesal finalizarel períodode ensayoprescrito

y que no son ni duras (manifiestan una impermeabilidad al agua impuesta por los

tegumentos>ni frescas(las que permanecencerradasy aparentementeviablesdespuésdel

períodode germinacion.

Ademásde la evaluaciónde plántulas,otra línea de actuaciónvienedadapor la

medidadel crecimientode las plántulas. En general, sedeterminala longitud de la raíz

comopropusieronSmith y col., (1973>paradeterminarel vigor de las semillasde lechuga

o la longitud de la plúmula para los cerealessegúnla propuestade Perry (1977>. Fstos

ensayosjunto con la medidade la longitud del hipocótilo o epicótilo y la determinación

del pesofrescoy pesoseco de las plántulasson habitualesen la mayoríade los estudios

relacionadoscon la viabilidad y vigor de semillas, lo que hadadolugar, por otra parte,

a la formulación de distintos indices de vigor, que consideranlos parámetrosde

crecimientode lasplántulas,paraestablecercomparacionesentredistintoslotesde semillas

como el indice devigor (longitud de la plántulax porcentajede germinación),índice de

uniformidadque mide la variaciónde laalturade unaplántulaenunapoblacióno el índice

de vigor mejoradosi el anteriorse multiplica por el porcentajede germinación(Huang,

1989).

1.6.3. Ensayos de coloración

Desde1930numerososensayosde coloraciónsehanido desarrollandoparaconocer

la viabilidad de semillas debido fundamentalmentea la posible presenciade semillas

durmientes,que puedenfalsear los ensayosde germinaciónya comentados.Distintos

colorantesorgánicoscomocarmín índigo, violeta ácido, rojo neutro, azul de metileno,

marrón de Bismark, azul de Evans,naranjaO y verde malaquita,y salesinorgánicasde

selenioy telurosehan utilizado con estosfines. La validez de estastécnicasde coloración

tieneporobjetoestablecercorrelaciones,estadísticamentesignificativas,entreel porcentaje
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de semillasviablesy los resultadosobtenidosen los ensayosdegerminación.Sin embargo,

la coloraciónobtenidamedianteestosensayosdependede la penetracióndel coloranteen

los tejidos. En relacióncon esteaspectocabeseñalarque los colorantesde carácterácido

no penetran,o lo hacenmuy despacio,en las célulasvivas, las cualespuedenpermanecer

sin coloreardurantelargosperíodos,mientrasque las células y tejidos muertossetiñen

rápidamente(Duke y Kakefuda,1981; Schoettley Leopold, 1984>.SegúnOveraa(1984>,

los colorantesque no penetrancompletamenteen la célulasvivas sepuedenclasificaren

los siguientesgrupos:

1. Colorantestrifenilmetano:fuschinaácida,verdeácido,violetaácido,anilina

azul solubleen agua.

II. Colorantesazo: rojo Congo, rojo Bordeaux,rojo Bierbrich.

lil. Carmín de índigo, que segúnRostovtsevy Lyubich (1978> pareceel más

adecuado.

Paralelamenteal desarrollo de estos métodos se ha producido una intensa

investigaciónen relación con algunosprocesosmetabólicoscomo la respiracióny las

enzimasimplicadas.Entrelos métodosque detectanestasalteracionessepuedeseñalarel

ensayo del dinitrobenzol, que se convierte por la respiración de las células en

nitrofenilhidroxilamina y nitranilina. Cuando las semillas son expuestasa vaporesde

amoníaco,la nitrofenilhidroxilaminasetiñe de un color púrpuracaracterístico,indicativo

del grado de viabilidad de las semillas. Otros, sin embargo,no han prosperadoy sólo

aquellos basadosen la presenciade las deshidrogenasasde los tejidos vivos se han

encontradosatisfactorios.El ensayotopográficodel tetrazolium es el más ampliamente

utilizado y ha sido adoptadocomo ensayode obligada realización, segúnlas normas

dictadaspor la International SeedTesting Association(ISTA, 1985; Martínez-Vasalloy

BurgosRódenas,1987),parala certificaciónde la calidaddealgunasespeciespordiversas

estacionesde análisisde semillas, incluido el Instituto Nacional de Semillas y Plantasde

Vivero (INSPV> del Ministerio de Agricultura, Pescay Alimentación.

64



INTRODUCCIÓN

El fundamentodel métodosebasaenquelas semillascaptanel cloruroo bromuro

de 2,3,5 trifeniltetrazoliumen formade soluciónincolora.Estecompuestointeraccionaen

el interior de los tejidos y graciasa los procesosreductoresde las célulasviables, acepta

el hidrógenode las deshidrogenasastransformándoseen trifenil formazano (sustancia

estable, no difusible y de color rojo>. En las células no viables, la actividad de las

deshidrogenasasestádisminuida o no existe,por lo que no se producela reduccióndel

trifeniltetrazolium y los tejidos aparecenincoloros.

Esteensayoprincipalmentecubrela posibilidadde identificar semillasviablesy no

viables, pero si lo que se quiere es realizar una evaluación para reseñardistintas

categorías, la determinacióndebe ser mucho más precisa, p.e. debe realizarseen

embrioneso estructurasesencialescomo los meristemos,quecomo sesabesonnecesarios

para el desarrollo normal de las plántulas. Para ensayosoficiales de la ISTA, este

procedimientoestálimitado a las especiesaprobadasy enumeradasen la ReglasOficiales

(ISTA, 1985). Se utiliza en el caso de especiesque normalmente tardan mucho en

germinaro presentanlatenciaal utilizar los métodosdegerminacióndescritosen las reglas

ISTA paradeterminarrápidamentela viabilidad de las muestrasdesemillasy tambiénpara

determinarla viabilidad, bienen una muestrade trabajo, o en semillasindividualesen el

casoparticular de las muestrasque al finalizar el ensayode germinaciónpresentanun

elevadoporcentajede semillas latentes.

El objeto del ensayoen usosno oficialeses obtenerrápidainformaciónacercade

la viabilidad, indemnidadde las semillasviablesy de la probabilidado causaspara una

disminucióndel rendimientoen el almacenamientoo bajo condicionesde siembra. Sin

embargo,en los estudiosrealizadosen semillas de girasol (de Paulay col., 1991a), soja

(Mason y col., 1982) y trigo (Aspinall y Paleg, 1971) se observa la falta de

correspondenciaentrelos ensayosdegerminacióny la pruebatopográficade tetrazolium,

que se traduceen una sobreestimaciónde la viabilidad, tanto mayorcuantomayores el

deterioro.Esta variableselectividaddel ensayodel tetrazoliumpodríatambiénatribuirse

a una falta de activaciónde las enzimas respiratoriasque daría lugar a una coloración
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heterogéneay aleatoria(de Paulay col., 199la>.

Finalmente,cabecitar tambiénotros métodosparala determinaciónde la viabilidad

relacionadoscon los anterioresy basadosen la utilización de las técnicasdecontrastede

rayosX, mediantelos cualesseanalizala absorciónde salesde bario que penetraen las

semillas deterioradas.Esta técnica ofrece la ventaja de ser un método rápido, no

destructivo, de fácil utilización y de carácter topográfico y semicuantitativo.

Recientemente,van der Burg y col. (1994>, así como el equipo de Chavagnat,en el

Instituto Agronómico de Angers (Francia), han revitalizado este método obteniendo

resultadosespectacularesen semillas (secas,bajo contenidoen humedade inmaduras>y

en otros órganoscomo flores, yemas, espigas e inflorescencias(Chavagnat, 1987;

Chavagnat,1989a, 1989b>.

1.6.4. Ensayos de liberación

La liberación de solutos tiene lugar de forma natural durantela primeraetapade

la germinaciónde las semillas, que comprendela captaciónde agua y la consiguiente

hidrataciónde las células parapermitir el restablecimientode la actividad metabólica.

Durante este proceso de imbibición (véase apartado 1.3.> se produce la salida de

numerososcomponentesorgánicos,generalmentesustratosenergéticos,y de electrolitos

necesariosparala germinacióny el desarrollode las plántulas. Los solutos liberadosson

el sustratoidóneo para el crecimientode patógenos,que puedenfácilmente infectar los

tejidos durantela imbibición (Duke y col., 1983; Woodstock, 1973), lo que afectaría

negativamenteal vigor. Por otraparte, la alteracióny desorganizaciónde las membranas

duranteel envejecimientopermite una mayor liberaciónde estoscompuestos lo que ha

permitido desarrollaruna seriede ensayosrápidos,sencillos y de bajo costo basadosen

la cuantificaciónde los solutosliberadosdurantela rehidrataciónde las semillas
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1.6.4.1. Med¡da de la liberación de sustancias al medio

Algunos autores han estudiadola liberación de solutos al medio mediantela

determinaciónde la absorbanciaa 260 y 280 nm (que correspondena compuestosde

naturalezafenólica,ciertosaminoácidos,nucleótidosy fundamentalmenteácidosnucleicos>

en los exudadosprocedentesde semillasenvejecidasde sorgo (PerI y col., 1978), soja

(Schoettley Leopold, 1984>, girasol (Torres y Martinez-Honduvilla, 1990), guisante,

garbanzoy algodón(Deswaly Sheoran,1993>.

Existeotro tipo de ensayosbasadosen la detecciónde compuestosespecíficosque

son liberadosen mayormedidaen las semillasenvejecidas,comoesel casode la sinapina,

sustanciafluorescenteque se ha observadoen los exudadosde semillas de repollo no

viables(Hill y col., 1988; Taylor y col., 1988)y que ha permitidodesarrollarun método

sencillode determinaciónde la viabilidad de estassemillas.Asimismo, la glucosaliberada

por las semillasdeterioradassedetectafácilmentemediantela inmersiónen los lixiviados

de tiras o tabletasreactivasutilizadas en los análisis de orina (Martinez-Honduvilla y

Santos-Ruiz,1975). Cuandolas semillas son viables no se altera el color de las tiras,

mientras que cuando son inviables adquieren distintas tonalidades de color verde

dependiendode la concentraciónde azúcarexudadaal medio. Comoen el casoanterior,

este ensayocubre la posibilidad de identificar semillas viables y no viables, siendo

necesariola cuantificaciónpormétodosdeespectrofotometríavisible parala identificación

de estadosintermedioso dudosos.La determinacióndel pH de los exudadosa los treinta

minutosde imbibición ha sido propuestorecientemente(Tyagi, 1993> como métodopara

estimarrápidamentela capacidadgerminativaensemillade soja,aunquesu efectividadno

seha confirmadopara otro tipo de semillas.

Porotra parte,algunosautores(Duke y Kakefuda,1981; Dukey col., 1983, 1986>

han observadotambién la liberación de distintas enzimas marcadorasde orgánulosy

sustanciascitoplasmáticasde alto peso molecular duranteel procesode imbibición de

semillas de soja lo que pone de manifiesto la alteración y desorganizaciónde las
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membranasy el gradodedestruccióncelular.Asimismo, el estudiode la diferentecinética

de liberación de determinadosiones presentesen los exudados de las semillas,

fundamentalmentepotasioy sodio (Mukhtar y Laidman, 1982; Mullet y Considine,1980;

Senaratnay McKersie, 1983; Woodstock y col., 1985) se ha sugerido tambiéncomo

método para la evaluaciónde la calidad de las semillas, pero los resultadosson

contradictorios.

Se han desarrollado,por tanto, diferentesmétodosparadeterminarla calidadde

las semillas basándoseen el análisis de los componentesde los exudados.Estos ensayos

son un índice de la debilidad de las membranasy por tanto una medida indirecta del

deteriorode las semillas. Sin embargo,la detecciónglobal de los electrolitosliberados

durantela imbibiciónde las semillassepuederealizaranalizandolaconductividadeléctrica

de sus exudados,lo que ha posibilitadoel desarrollode un métodomucho mássimple y

preciso(Powell, 1986) paradetectarlas alteracionesde membranaproducidasduranteel

envejecimientocelular.

1.6.4.2. Ensayo de la conductividad eléctrica

La medida de la conductividadeléctrica(CE> paradeterminarla viabilidad de las

semillas fue propuestapor primera vez por Fick y Hibbard en 1925, al observarla gran

resistenciaal pasodecorrienteeléctricade los lixiviados procedentesde semillasdealfalfa

y trébol. Desde entonces se han realizado numerosostrabajos que relacionan la

conductividad eléctrica, la viabilidad y el vigor de las semillas. La germinaciónde

distintos lotesdesemillasde judía, soja y algodón fue determinadaadecuadamentepor este

método (Steerey col., 1981) y posteriormenteesteprocedimientoha reveladosu utilidad

no sólo para determinar la germinaciónde diversos lotes comercialesde semillas de

algodón (PerI y Feder, 1983>, sino también para indicar la tasa de emergenciaen

condicionesóptimasy decampoy el pesode las plántulas.
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La medida de la conductividad de los exudados de las semillas durante la

imbibición permite monitorizarel procesode rehidrataciónde las semillas y detectarla

capacidadde reorganizacióncelular, que es un requisito indispensablepara permitir la

adecuadagerminaciónde las semillas (Hampton y Coolbear, 1990). Las primeras

determinacionesde la conductividad eléctrica se realizaban por medida de la

resistencia/conductancia(gmhos)de los exudadosde las semillas sumergidasen agua.Sin

embargo,la constanteinvestigaciónen estecampoha dadolugaral desarrollode un nuevo

instrumentodenominadoanalizadorautomático de semillas (ASA, Automatic Seed

Analyzer) (Steerey col., 1981>, medianteel que sepuedepredecir la germinaciónde un

lote de semillas por medida individualizadade la intensidad (¡¿amperios)de corriente

eléctrica(ICE> de los exudadosde 100 semillas, y el cual se describedetalladamenteen

el apartadode materialesy métodos.

Sin embargo,el método presentaalgunas limitaciones que se han puesto de

manifiestoen distintostrabajos(Hepburny col., 1984; Queiroga,1989; Smith y Dobrenz,

1987>. En general, los factoresque afectanla medidade la conductividadeléctricason,

entre otros, los siguientes: temperaturay tiempo de imbibición, voltaje de trabajo,

caracteresmorfológicosde la semilla, contenidode humedadde la semilla, dañode las

semillas,especiey cultivar.

De todosestosfactoreslos más intensamenteestudiadossonlos quea continuación

sedescriben:

A. EFECTO DE LA TEMPERATURA DE IMBIBICIÓN:

El aumentode la intensidadde corrienteeléctricaque se observaal aumentarla

temperaturaseatribuyefundamentalmenteal aumentode los electrolitosliberadosde las

semillas(Dadlaniy Agrawal, 1983; Queiroga,1989), pues,aunquela temperaturainfluye

en la conductividadeléctricade las soluciones(Hopper y Hinton, 1987), esteefectoes
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difícil decuantificaren los exudadosde las semillas. Del mismomodo, Givelbergy col.,

(1984> ha señaladoque la continua liberación de iones (observadopor un aumento

progresivo en la conductividad eléctrica> que tiene lugar durantetodo el períodode

imbibición de las semillascuandola determinaciónserealizaa temperaturaselevadas(45

y 50 0C> sedebea la alteraciónde las propiedadesdepermeabilidadde las membranas.

Por otra parte, Murphy y Noland (1982), consideranque la liberación de electrolitos

dependede lavelocidadde captaciónde agua,quea su vezestáfavorecidaporel descenso

de la viscosidadque tiene lugar al aumentarla temperatura.

Diversosautoreshan señaladoasimismoque la temperaturade imbibición es la

causaprincipal de la alteración de la ICE (Bruggink y col., 1991; Halloin, 1975;

McDonald y Wilson, 1979>, por lo que para conseguiruna óptima predicción de la

germinacióny permitir la comparaciónentre distintos lotes de semillas es necesario

realizarlas determinacionesmanteniendola temperaturaconstante.

R. EFECTO DEL TIEMPO DE IMBIBICIÓN:

La salidade electrolitosseproducede forma continuadadurantetodo el proceso

de imbibición, pero es necesariofijar un tiempo adecuadode imbibición que permita

compararlos valoresfinalesde conductividadeléctricade distintoslotesde semillas y que

por otra parte no sea muy prolongadoya que la semilla puede iniciar el procesode

protrusiónradicular, que afectanecesariamentea la cinéticade liberaciónde soNtos.Por

ello es necesariorealizarensayosprevios paraadecuarel tiempo de imbibición en cada

tipo de semilla, especiey cultivar; así el tiempo recomendadopara las lecturas de

conductividadeléctricaesde 24 horasparasemillasde girasol (de Paula, 1994>, 20 horas

en semillas de algodón(Hoppery Hinton, 1987), 8 horasen semillas de repollo (Hill y

col., 1988) y 73 horasen maíz (Bruggink y col.,1991).
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c. En~CTo DE LOS CARACTERES MORFOLÓGICOS:

El pesoy la superficieespecífica(cm2/g)son las característicasmorfológicasmás

estrechamenterelacionadasconla cantidadtotal de electrolitosy lavelocidadcon queéstos

aparecenen el exudado,por lo que al analizarel exudadoindividual de las semillaspor

medio del equipo ASAC es necesariocorregir el efecto del tamaño,clasificandolas

semillasen lotes uniformes(McDonald y Wilson, 1979).

Hoy y Gamble(1985)observaronen semillasde soja que los nivelesde corriente

por semilla,medidoscon un equipoASA-610 seincrementabanal aumentarel tamañode

la semilla. El testindividualizadode conductividad(ASA-610) revelótambiéndiferencias

de vigor entrelos distintostamañosde las semillas dentrode un mismo lote.

D. EFECTO DE LA HUMEDAD DE LA SEMILLA:

El contenidoinicial de humedadde la semilla influye en la velocidadde liberación

de electrolitos(Simony Wiebe, 1975) y tambiénen las lecturasdeCE (Parrishy Leopold,

1977>. Con el aumentode humedadde la semilla disminuyenlos valoresde ICE. Las

semillas de baja humedadpresentanun aumentode la liberación de electrolitos como

consecuenciade la rápidaentradade agua,culminándosecon la roturade las membranas

y el deterioro de las semillas (Dadlani y Agrawal, 1983>. Las semillas con mayor

porcentajede humedadpresentanuna menorliberaciónde electrolitosdebidoa una baja

velocidadde entradade agua, (Tao, 1978). Asimismo, Halder y Gupta(1980)detectaron

menoresvaloresde CE en semillas de girasolalmacenadasa humedada saturación,que

en aquellassometidasa un 50 % de humedadrelativa. Porotraparte, la hidrataciónlenta

y controladade [assemillasmediantesolucionesde polietilenglicol, reduceel dañode las

membranasdurantela imbibición y evita la salidamasivade electrolitos (Powell y col.,

1986; Woodstocky Taylorson, 1981).
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Otrosautores(Leopold, 1980; Parrishy Leopold, 1977; Vertucci y Leopold, 1983)

por el contrario, han observadoen semilla desoja que la velocidadde entradade agua

durante los primerosminutos de hidrataciónes superior en las semillas con un mayor

contenido de humedad. Estos autores proponen que es debido a que los tejidos

parcialmentehidratadospresentanuna menorresistenciaa la humectación.Sin embargo,

la liberaciónde electrolitos, medidapor CE, fue siempresuperioren las semillas menos

hidratadas,lo que demuestraque el daño producidopor la entradade agua (lenta o

rápidamente>seatenúacon la hidrataciónde las semillas.

El contenidoinicial dehumedadde lasemillaalteralapredicciónde lagerminación

estimadaa travésde la conductividadeléctricay, por lo tanto, el empleode semillascon

distinto contenidode humedadpuededar lugar a resultadosconsiderablementedistintos,

tanto máscuantomás diferentessean los porcentajesde humedadde los distintos lotes

(Queiroga, t989).

E. EFECTODEL DAÑO MECÁNICO:

Matthewsy Rogerson(1976),encontraronvariacionesen laconductividadeléctrica

de distintos lotes de semillas, las cualesfueron directamenteasociadascon las lesiones

observadasmedianteel ensayodel tetrazolium.Powell y Matthews(1979)observaronque

las hendidurasen la testapermitenunarápidaabsorcióndeagua,queasociarona las áreas

muertas en el cotiledón y a la gran conductividad del agua de imbibición. Las

investigacionesrealizadasposteriormente(Bruggink y col., 1991; Duke y col., 1986;

Wann, 1986> sobreel efectodel daño mecánicode la testaen la conductividadeléctrica,

concluyenque la rupturade las capasprotectorasde las semillascontribuyeal aumentode

la liberaciónde electrolitosy por tanto al aumentoen la conductividadeléctricade los

exudados.
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La eliminaciónde la testa/pericarpioen las semillas influye de formadeterminante

en las lecturasde conductividadeléctrica. La testade las semillas de soja (Duke y col.,

1986> tiene como función evitar la entradarápida de aguaen la semilla y por tanto su

eliminaciónresultaen un importantedañoen el embriónduranteel procesode imbibición.

En semillas de cacahuete(Abdel Samady Pearce,1978>, la testano actúacomo una

barrerafísica parala captaciónde agua, ademásde liberar sustanciasduranteel proceso

de imbibición contribuyendopor tanto al aumentode la conductividadeléctrica

1 .6.5. Determinación de actividades enzimáticas

Aunquelas investigacionessobrealteracionesbioquímicasensemillasdeterioradas

tambiénse han centradoen el estudiode enzimas,sin embargo,las determinacionesde

actividadesenzimáticascomo técnicasparapredecirla viabilidad y vigor de semillasque

con mayor frecuenciase utilizan hacenreferenciaa la actividadglutamatodescarboxilasa

(Bautistay col., 1964; James,1968; Ram y Wiesner, 1988>, malatodeshidrogenasa(de

Paulay col., 1993>, alcohol deshidrogenasay citocromo oxidasa(Throneberryy Smith,

1955).

En otros casos,se realizandeterminacionesindirectascon el empleode distintos

colorantescomo hemosseñaladocon anterioridaden el apartado1.6.3., mediantelas

cuales se ha interpretadoel deterioro de semillas, sobre todo en relación con las

alteracionesobservadasen las mitocondrias.

Convieneseñalar,no obstante, que la determinaciónde actividadesenzirnáticas

como sistema indicador de la viabilidad y vigor de semillas, constituye uno de los

procedimientosmás exactosy rigurosos, que ofrecen una mayor información sobre la

calidado bondadde las semillas. Paradójicamente,y de acuerdocon lo anteriormente

indicado, estetipo de determinacionesno estágeneralizado,debido fundamentalmentea

los propios condicionantesde estos ensayos, los cuales requieren mayor tiempo de
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ejecución y personal especializado,lo que contribuye, junto con su coste, al hecho

concretode ser una alternativapoco utilizada por las estacionese institutos dedicadosa

la certificaciónoficial de semillas.

1.6.6. Ensayos de envejecimiento acelerado y deterioro controlado

El envejecimientonatural suelerequerir, segúnel tipo de semilla (Harrington,

1972), períodosmás o menosprolongadosparaalcanzaruna pérdidatotal de viabilidad

(semillastotalmenteenvejecidas>.Por ello, desdehacealgunosañosse aplican métodos

que permiten acelerarel proceso de envejecimientomediante el almacenamientode

semillasencondicionesambientalesextremas.Estosmétodoso técnicasrecibenel nombre

de envejecimientoartificial y constituyen,con algunaslimitaciones,un sistemaadecuado

de estudiodel fenómenode envejecimientode semillas, ya que en poco tiempo pueden

obtenersemuestrascondistintosgradosdeviabilidad. Así puesel envejecimientoartificial

sediferenciadel naturalen su rapidez.

La aplicación de este tipo de métodos de envejecimiento artificial se está

convirtiendoen una prácticahabitual en los grupos de investigacióndedicadosa estos

temas(Tabla7), especialmentecuandosetrabajaconespeciesaltamenteinteresantesdesde

el punto de vista económico o con aquellas que necesitanperíodos muy largos de

almacenamientopara perder su viabilidad de forma natural (Matthews, 1994>. Estas

técnicastambién se utilizan en estudiosde rendimientosde cultivos. En este sentido,

Saxenay Maheswari(1980> handemostrado,comocabríaesperar,queel envejecimiento

artificial aplicadoa semillasde sojaproduceplántulascon vigor muy reducido,por lo que

su utilización puedeconsiderarsecomo un buenestimadordel rendimientoen el campo.

En general, parece que las alteracionesobservadasen semillas artificialmente

envejecidassonmuy similaresa las encontradasen semillasenvejecidasde forma natural,

lo que suponela convenienciade la utilizacióndeestetipo de técnicaspara el estudio

74



INTRODUCCIÓN

de la pérdida de viabilidad, dada la rapidez que reportanen cuantoa la obtenciónde

muestrascon diferentesgradosde viabilidad. No obstante,presentanel inconvenientede

que en muchasocasionesconducenal crecimientode microorganismosy hongosen las

semillas, los cualespodríanser los causantesde numerosasalteracionesen las mismas.

TABLA 7. Algunosejemplos de especiesde interéssometidasa diferentesensayosde
envejecimientoartificial (aceleradoy controlado).

ESPECIE AUTORES Y REFERENCIAS

Cebada Hubber y col., 1982 Agron J 74, 387-389
Anderson,1980. Crop Sci. 10, 36-39

Girasol Halder y col., 1983. SeedSci. Technol. 11, 331-339

Maíz Berjak y Villiers, 1972. New Phytol. 71, 135-144

Pino González-Juliáy col., 1983. Rey. Esp. Fisiol. 39, 409-416

Sésamo Saxenay col., 1985. Indian .1. Plant Physiol. 28, 35-42

Soja Stewarty Bewley, 1980. Plant Physiol. 65, 245-248
Priestley y Leopold, 1983. Physiol. Plant. 59, 467-470

Sorgo Gelmondy col., 1978. J. Exp. J3ot. 28, 489-495
Peri y col., 1978. Ann. Bot. 28, 227-236

Tomate Francisy Coolbear,1985. J. Exp. Bot. 53, 1764-1770

Trigo Dell’Aquilla, 1987. Plant Physiol. Biochem. 25, 761-768

Conviene señalar que existen datos contrarios sobre la semejanzade efectos

observadosentre ambos tipos de envejecimiento.Consecuentemente,es necesariono

olvidar que el envejecimientoartificial es un modelo experimentaldel que hay que

verificar en cadacasosu posiblesimilitud o paralelismocon el envejecimientonatural. Así

por ejemplo, según Priestley y Leopold (1983>, semillas de soja sometidas a
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envejecimientonatural (44mesesa4 0C y bajahumedad>sufrieronunamarcadareducción

de vigor y viabilidad que fue asociadaa unadisminuciónen la proporciónde ácidosgrasos

poliinsaturados. En cambio, cuando las mismas semillas fueron sometidas a un

envejecimientoacelerado(varios díasa 40 ‘C y alta humedad>seobservóunadisminución

comparablede vigor y viabilidad, pero sin cambiosen el contenido de ácidosgrasos

poliinsaturados.

Como ya seha indicado, la pérdida total de viabilidad puedeconsiderarsecomo el

resultadofinal de una seriedecambiosfisiológicos, bioquímicosy genéticosque suceden

duranteel envejecimiento. Sin embargo,antesde que se produzcala muerte de las

semillas, la tasa de envejecimientoaumentaen distintas proporciones,dependiendo

principalmentedel contenidoen humedadde la semilla, de la temperaturay de la presión

de oxigenoa que hayanestadosometidaslas semillasdurantesu almacenamiento.Puesto

que lapérdidadeviabilidad dependedel entornoen que sonalmacenadaslas semillas, las

técnicasde envejecimientoartificial suelenconsistiren el almacenamientode semillas a

altas temperaturas,alto contenidoen humedady distinta composiciónatmosférica,y se

logran mediantelos ensayosdeenvejecimientoaceleradoy controlado.

El primerode estosensayosfue desarrolladopor Deloucheen 1965 comoensayo

de calidaddesemillasen la UniversidadEstatalde Mississippi,aunquealgunosañosantes

Helmer(1962> habíasugeridoqueel ensayode envejecimientoaceleradopodríautilizarse

parapredecirel comportamientode semillasdurantesu almacenamiento.Esteensayoha

sido ampliamenteutilizado en semillasde soja y se ha adoptadocomo métodode análisis

de vigor en algunoslaboratoriosprivados.

El envejecimientoaceleradoconsiste,básicamente,en sometera las semillasa un

ambientede humedada saturación(96-100 %> y a altastemperaturas(superioresa40 0C>

durantetiemposvariables,que oscilansegúnel materialde que setrateentre2 y 60 días.

No obstante,las combinacionestiempo-temperaturamáshabitualesvarian entre72 y 96

horasen un rangode40a 45 “C. Duranteestetiempo y a estastemperaturasseproducen
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graves dañosen las células y alteracionesen los sistemasenzimáticosy en los ácidos

nucleicos, lo que origina un rápidodeteriorode las semi]las.

El envejecimiento artificial de semillas también puede realizarse mediante el

denominadoensayode envejecimientocontroladoo de deteriorocontrolado.Esteensayo

descritoen 1980 por Matthewsen especieshortícolasde pequeñotamaño, se basaen el

mismo principio que el ensayode envejecimientoacelerado;sin embargo,medianteel

ensayocontrolado se incorporaun mejor control de la temperaturay del contenidode

humedadde la semilla. Parasu realizaciónse requiere disponer de un baño de agua

termostatizado,una balanzay paquetesdealuminioparaintroducir las semillas.El ensayo

se realizacon lotes de semillas de humedadconocida,determinadade acuerdocon las

normas internacionalesde ensayosde semillas,que se colocan en círculosde papel de

filtro humedecidopara que se embebanhasta la humedaddeseada,controlándolapor

sucesivasy frecuentespesadas.Una vez embebidas las semillas, se colocan en un

recipienteprecintadoy semantienentoda la nocheen un lugar fresco(10 0C> con el fin

de que la humedadse distribuya homogéneamente.Luego las muestrasse colocan en

paquetescerradosy seincuban24 horasa 45 0C. Del mismo modo, finalizado el ensayo

se procedea la evaluación de las semillas envejecidas.Sin embargo, los resultados

obtenidosparaalgunasespeciescomola lechuga,no sontotalmentesatisfactorios(Powell

y col., 1984) y en consecuenciasehan ido desarrollandootros métodoso proponiendo

métodos alternativoscomo el descritopor Bruggink (1989) basado en equilibrar el

contenido de humedadde las semillas de maíz con la humedadrelativa durante el

almacenamiento.Otrosmétodosdeenvejecimientoaceleradopropuestosincluyendistintos

sistemas.Entre éstoscabeseñalar:

1) Inmersiónen agua calienteduranteperíodosvariables como se ha utilizado en

algodón(Bourlandy col.,1988>,judías(Pandey,1989>y trigo (Bhattacharyay col.,

1985>.
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2) Tratamientostérmicos (de Paula, 1991; Likhatchev y col., 1985; Roberts y

Abdalla, 1968>.

3) Métodos que implican irradiación y altas presiones de oxigeno (Wilson y

McDonald, 1986).

4) Tratamientosconjuntosde altas y bajastemperaturasen combinacióncon otros

ensayosde vigor como el propuestopor Barla-Szabóy Dolinka (1988) para las

semillas de trigo y maiz.

En general, puede decirse que la técnica de envejecimientoartificial de semillas

constituyeun testde vigor rápido,económicoy sencillo, aplicablea todaslas especiesde

interés industrial, y que sólamenterequiere optimizar el período de envejecimiento

dependiendode la sensibilidadde la especiea la que seaplicaestemétodo.

1.6.7. Otros métodos

Ademásde los ensayoscomentadosen los apartadosanteriores,la determinación

de la viabilidad y vigor de las semillaspuede realizarsemedianteotros procedimientos.

Entreestoscabeseñalar:

a) Ensayosen frío, diseñadosinicialmenteparala determinaciónde la viabilidad de

semillas destinadasa siembratempranao primaverales,y que han sido empleados

frecuentementecomohemosdescritoconanterioridad(Masony col., 1982; Torres

y Martínez-Honduvilla, 1990).

b) Ensayospara la identificaciónde patógenoscomo el ensayode Hiltner, que fue

inicialmente propuestopara el reconocimientodeFusariumspp.

e) Determinacióndel consumode oxígeno(Torresy Martínez-Honduvilla,1987>.
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2. OBJETIvoS

Las semillaspresentanciertascaracterísticasdiferencialesrespectodel restode los

organismos vivos, que les permiten sobrevivir en un amplio rango de condiciones

ambientales,manteniendolacapacidaddegenerarnuevosindividuosde su mismaespecie.

Sin embargo,la longevidadde las semillas,asícomo lacalidady/o bondadde las mismas,

dependeen gran medida de la existenciade mecanismoscelularesde proteccióntanto

frente a los ambientesadversos,como a las operacionesy manipulacionesa que son

sometidas,desdesu maduraciónhastala siembra. En estesentido, las condicionesde

almacenamientotienen una especial influencia, ya que con frecuenciaconducenal

envejecimientode las semillas, lo que conlíevala pérdidade viabilidad y vigor de las

mismas.

Desdeun punto de vista bioquímico, el estudiodel envejecimientoen las semillas

presentaun especial interés, ya que permite investigar las reaccionesde deterioro, así

como las principales estructurasafectadaspor ellas, en sistemasbiológicos donde la

actividad metabólicaestá muy disminuida y por tanto no es posible la reposición o

reparaciónde los componentesalterados.Asimismo, la incidenciade las condicionesde

almacenamientoen los procesosdegenerativosy el estudiode la respuestafisiológica de

las semillas durantela germinación,proporcionanuna información de vital importancia

parapreservarlas característicasde la nuevaplanta.

Teniendoen cuentaestasconsideraciones,y de acuerdocon el estadoactualde las

investigacionessobrela fisiología y bioquímicade las semillas,señaladoen el apartado

anterior, el trabajoque sepresentaimplica la siguienteformulaciónde objetivos:

1.- Evaluaciónde la capacidadgerminativay característicasde vigor de las semillas

degirasol cv. Peredoviksometidasa condicionesadversasde almacenamientoque
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favorecensu envejecimientoprecoz, considerandolos dos principales factores

implicados en el desarrollo de reaccionesde deterioro, la humedad y la

temperatura.

2.- Unavezanalizadaslas posiblesalteracionesfisiológicasque implican lapérdidade

la viabilidad de las semillas,seprofundizaráen el estudiode las modificacionesde

la funcionalidadde las estructurascelularesdirectamenteafectadaspor accióndel

envejecimiento.

3.- Asimismo, seabordará el estudiode los mecanismosde protección que actúantanto

en las semillas en estado seco o quiescente,y, por tanto, metabólicamente

inactivas,comoen las semillasen la fasepregerminativa,durantela cual seponen

a punto los sistemasenzimáticosde reparacióny los procesosmetabólicosque

permitenla culminacióndel procesode germinación.

4.- Seanalizaráademásla posibleinfluenciadel tamañode las semillasdeacuerdocon

sucorrespondientecategoríacomercial,comoúnico elementodiferencialentrelas

semillas de girasol procedentesdel mismo cultivar, en cadauno de los objetivos

anteriormenteplanteados.

Finalmente,cabeseñalarqueel conocimientode los distintosprocesosrelacionados

con el envejecimientode las semillas podría servir de base para el desarrollo de

tratamientosespecíficosencaminadosa contrarrestarlos efectosdel deterioro, así como

paralapuestaapunto de técnicasque permitanestimarde formarápiday fiable la calidad

de las semillas, lo que reviste un especial interés para la conservaciónde recursos

fitogenéticos.
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3. MATERIAL Y MÉTODOS

3.1. Material biológico

El girasol perteneceal géneroHetianthus. Este género reúne más de cincuenta

especiescon una gran diversidadgenética,siendoHelianthus annuusla especiea la que

perteneceel girasol cultivado. Su sistemática,segúnCronquist (1981>, es la siguiente:

Clase, Magnotiupsida; Subclase,Asteridae; Orden, Asterates; Familia, Asteraceae

(Compositae>;Género,HeflanthusL.; Especie, U. annuus L.

El girasol se reproducesexualmentemediantela siembradirectade aquenios.El
2aquenio esun fruto comprimidoconocidovulgarmentecomo “pipa”, de tamañovariable

dependiendofundamentalmentede la posición que ocupeen la inflorescencia(capítulo).

El tamañomedio tienede 7,5 a 17 mm de largo, 3,5 mm de anchoy de 2 a 2,5 mm de

espesor.Los aqueniosde girasolestánconstituidospordistintascapas(Fig. 8>, quedesde

el exterioral interior recibenlos siguientesnombres:

a. PERICARPIO: Envoltura externadel fruto, de consistenciafibrosa, fina,

normalmentede color negruzcoen los cultivares de alto contenido en

aceite, que permaneceadheridaa la verdaderasemilla, exceptoen las

criptas,a través de una fina películade endospermo.

b. ALEuRONA: Capa de células normalmenteuniestratificada,provista de

células aplanadas,que es la sedede una importanteactividad enzimática

(Bewley y Black, 1978; Mayer y Poljakoff-Mayber, 1989), especialmente

en el momentoen que se inicia la germinación.

2 En estetipo de trabajoseadoptala denominación‘semilla’ ya que estetérmino se
encuentrauniversalmenteaceptadocuandosehacereferenciaa los árganosrelacionadoscon la
propagaciónsexual.
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a
b
c
d
e
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c
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Figura 8. Fruto (aquenio> de girasol: a. anillo precambial, b. radícula, e.
pericarpio,d. capade aleurona,e. vena precambial,y f. cotiledón.

1.

1 2
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e. SEMILLA: Constituida por los cotiledones y el eje embrionario.

COTILEDONES: Partemásvoluminosade lasemilla,formadospordoshojas

incipientes,carentesde cloroplastos,perocapacesde transformarseen hojas

fotosintéticamenteactivasduranteel estadode plántula por acumulación

de clorofila, y con un alto contenido en aceite (32-46 %) debido a la

acumulación de abundantescuerpos lipídicos de forma esférica. E.w

EMBRIONARIO: Formadopor la radícula,con gravitropismopositivo, y la

gémula(yemavegetativa),con gravitropismonegativo,cuyodesarrollodará

lugar al sistemaradiculary a la parteaérea,respectivamente.

Los aqueniosdegirasol(HelianthusannuasL.) utilizadosen estetrabajopertenecen

al cultivar Peredovik.Estehíbridode polinizaciónlibre, procedentede lacosechade 1989,

fue proporcionadoporla compañíaKOIPESOL,S.A. Lassemillasutilizadascorresponden

a la categoríaSTANDARD F (16000semillas/kg,equivalentea =70 g/1000semillas)

y STANDARD G (11050semillas/kg,equivalentea =90 g/1000semillas).Durantetodo

el período de experimentaciónlas semillas se mantuvieron a temperaturaambiente,

realizándosecontrolesperiódicosde lacapacidadgerminativade lassemillasparaverificar

la calidad del material utilizado.

Para facilitar la lecturade estetrabajo, a las semillas de menor tamañose las

denominaSP y a las de mayor tamañoSG.

3.2. Envejecimiento acelerado

El modelo experimental de envejecimientorealizado consisteen el almacenamiento

de las semillasde girasolen condicionesadversasde temperatura(43 ~‘C)en combinación

con una elevadahumedadrelativa (75 ± 5 %), lo que permite simular en un corto

períodolas reaccionesdegenerativasque desembocanen la pérdidade viabilidad de las

semillas.Esteprocedimientoha sidoadoptadopordiversosgruposde investigación(Gidrol
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y col., 1989, 1990; Halder y Gupta, 1980; Halder y col., 1983> en los estudiossobreel

deterioro de distintostipos de semillas.

Los ensayosde envejecimientoaceleradose realizaronen una cámaraRevco

(modelo RI-23-555-U> provista de un sistemade control de la temperaturay humedad

relativade almacenamiento.Las semillassemantuvieronen la cámaradurante1, 3, 5, 7

y 11 días. Despuésde cadatratamientosetomó una muestraparala determinacióndel

porcentajede humedad(3 horasenestufaa 130 0C). Las semillasrestantesse introdujeron

en un desecador(sílica gel) a temperaturaambientehastarecuperarsu humedadinicial.

El materialasí tratado fue utilizado paralos siguientesensayos.

3.4. Determinación de la viabilidad y vigor de semillas

3.4.1. Ensayos de germinación

Los ensayosde germinaciónse realizaronde acuerdocon las recomendaciones

internacionalesde ensayosde semillas (ISTA, 1985> mediante la técnica de papel

enrollado.Se utilizó comosustratopapeldecromatografíaWhatman3 MM (46x 57 cm>

entredos hojasde papelWhatmann0 1 (42 x 52 cm>. Todoel conjuntosehumedeciócon

aguadestiladay los rollos de papel resultantesse introdujeronen bolsasde polietileno,

incubándoseen posiciónvertical en una cámarade germinaciónSelectaa 25”C (±1 0C>

en oscuridaddurante10 días. La determinacióndel númerode semillasgerminadas(G)

serealizódiariamenteduranteel períodode germinaciónseñalado,considerándosecomo

talesaquellassemillasquepresentaronunalongitud de radículasuperioro igual a 0,5 cm.

Los ensayosde germinaciónse realizaroncon 100 semillas con 4 repeticiones de 25

semillascadauna y el númerode semillasgerminadascadadíaseutilizó para determinar

el tiempo medio de germinación(TMG), definido por la expresión(Dell’Aquila, 1987>:
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TMG = SDn ¡Sn

donde,

n numerode semillasque germinaronen el día D

D — día de germinacióncontadodesdeel inicio de la imbibición

3.4.2. Ensayos de vigor: crecimiento de plántulas e índices relacionados

Los ensayosde evaluacióny crecimientode plántulasserealizaronal finalizar el

periodo de germinación, determinándoseel número de semillas que dieron lugar a

plántulas normales (N>, plántulas anormales(A> y semillas muertas (M>, según las

característicasque se describena continuación«STA, 1985>:

PLÁrCruLAS NORMALES:

O SistemaRadicular: raízprimaria intactao con sólo ligeros defectos:

- decoloracióno manchasnecróticas
- grietaso hendidurascicatrizadas
- grietaso hendidurasde pocaprofundidad

O SistemaApical: hipocótilo intacto o sólo con ligeros defectos:

- decoloracióno manchasnecróticas
- grietas,hendiduraso roturascicatrizadas- grietaso hendidurasdepocaprofundidad

- ligeros retorcimientos

cotiledonesintactoso con sólo ligerosdefectos

- menosdel 50 % de necrosis
- tres cotiledones

yematenninal intacta
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PLÁN’ruLA ANORMAL:

O SistemaRadicular: raiz primariadefectuosa:

- raquíticao mazuda - atrofiadao ausente
- ahilada - atrapadaenlacubiertaseminal
- rota - con geotropismonegativo
- hendidadesdeel extremo - vítrea
- con constricción - podridacomoresultadode

una infecciónprimaria

O SistemaApical: hipocótilo defectuoso

- vitreo
- podrido comoconsecuenciade una infecciónprimaria
- estrechamenteretorcidoo formandouna espiral
- corto y gruesoo ausente
- agrietadoprofundamenteo roto
- con hendiduralongitudinal
- curvadoo formandoun lazo
- con constricción
- ahilado

cotiledonesdefectuososen una extensióntal que más del
50 % del tejido original no funcionanormalmente:

- dañados
- separadoso ausentes
- decoloradoso necróticos
- vítreos
- podridoscomoresultadode una infecciónprimaria

yematerminal o tejidos próximosdefectuosos

OPlántula: una o varias de las estructurasesencialesanormalescomo han
quedadodescritas,o con el desarrollonormal impedidoa causade
que la plántulaconsideradacomo un todo, esdefectuosa:

- podridacomoconsecuenciade una infecciónprimaria
- cotiledonesemergiendoantesque la raíz
- deformada
- fracturada
- dos fusionadas
- ahiladao vítrea
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Una vez clasificadaslas distintas plántulasse seleccionaronaleatoriamente25

plántulasnormalesde cadatratamientoy seprocedióa realizar los siguientesensayosde

vigor:

1) longitud del hipocótilo (II),

2) longitud de La raíz (R),

Ademásel vigor sedeterminécalculandola relaciónlongitud de la raíz/ longitud

del hipocótilo (R/H) y los índicesde uniformidad(SUI) y de vigor (LVI) propuestospor

Huang(1989)definidos por las siguientesexpresiones:

fi2

SU1=
E (II - fi)2

Iv’ = SUIxG

donde,

H = longitud individual (cm) del hipocótilo de las plántulasnormalesen una

muestrade 25 plántulas,

longitud mediadel hipocótilo de 25 plántulasnormales,

G = porcentajedegerminacióna los 10 díasdel inicio de la imbibición, referida

a plántulasnormales.

ji
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3.4. Análisis de los exudados de las sem¡llas

3.4.1. Obtención de los exudados

Para realizareste conjunto de ensayos,a excepciónde la determinaciónde la

conductividadeléctrica,setomaronmuestrasde semillasde cadatamañosometidasa los

diferentes tiempos de envejecimiento. Las muestras (1 g> se dispusieron en placas

individuales a 25 0C a las que seañadióun volumende 3,5 ml de aguadesionizada.Los

exudadosse recogierona las 24 horasde imbibición y se congelarona una temperatura

de -20 0C hasta su utilización. Paracadaensayose realizaroncuatrodeterminaciones

independientes.

3.4.2. Determinación del pH de los exudados

La determinacióndel pH de los exudadosobtenidosserealizó medianteun pH-

metro (pH M 80, RadiometerCopenhagen),a los 30 minutos y a las 24 horas de

imbibición, antesde la congelaciónde los mismos.

3.4.3. Determinación de fósforo

Esteensayose realizósegúnel métododescritopor Rousery col. (1969), basado

en la reduccióndel fosfomolibdatoa óxido de molibdenopor accióndel ácidoascórbico,

previadigestiónácidade las muestrascon objeto de eliminarla materiaorgánicapresente

en las mismas. Esteprocedimientoconsisteen transferir 100 pl de la muestraproblema

a tubos de vidrio especialesde paredesgruesasque contienen0,7 ml de ácido perclórico

(Panreac)al 70 %. Otros 100 pl de aguadesionizadaseutilizaroncomoblanco.Los tubos

se colocaronen un bloquecompactode aluminio termostatizado(Multibloc, P. Selecta)
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a una temperaturade200 0C durante 2 horas y posteriormenteseredujo la temperatura

a 100 0C duranteotras 2 horas. Transcurridoesetiempo sedejaronenfriar los tubosy se

añadióun volumen igual de aguadesionizada(3,5 mí>.

~ Cwv~ DE CALIBRACIÓN Y DETERMINACIÓN DE FÓSFOROEN LAS SOLUCIONES

PROBLEMAS:

Se preparóuna soluciónpatrón(5 pg/ml> de fosfato monopotásico(Merk>, de la

quesetomaronvolúmenesdesde0,1 a 2 ml. A continuaciónseañadieron0,5 ml de ácido

perclóricoal 70 % y seajustóel volumen de los tubos a 4 ml con aguadestilada,con lo

que se consiguió igualar el volumen y la acidez de los problemasy patrones. A

continuaciónse añadieron0,5 ml de la soluciónde molibdato amónico(Merk> al 2,5 %

y 0,5 ml deácidoascórbico(Sigma> al 5 %. Los tubosse mantuvieron a 100 0C en baño

de aguadurante5 minutosy posteriormentede efectuaronlas lecturasde la absorbancia

a 800 nm, en un espectrofotómetroHitachi U-2000, frentea un blancodeaguadestilada.

3.4.4. Espectro de absorción de los exudados

El espectrode absorciónde los exudados,entre 200 y 400 nm, se realizó en

muestrasdiluidas en agua desionizada(1:10 y/y>. La absorbanciade las muestrasse

determinóa 260 y 280 nm en un espectrofotómetroHitachi, modelo U-2000.

3.4.5. Determinación de la intensidad de corriente eléctrica

La determinaciónde la intensidadde corrienteeléctrica (ICE> de los lixiviados

procedentesde las semillas sometidasa los distintos tratamientos,fue monitorizadade

forma continua e individualizadadurante las 24 horas siguientes al comienzo de la

imbibición, medianteun AnalizadorAutomáticode semillas(ASAC-1000B, Agroscience,

Ann Arbor, Michigan, USA>.
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3.4.4.1. Analizador automático de semillas

Unanalizadorautomáticode semillasesun equipoelectrónicoquepermitepredecir

la capacidadgerminativay vigor de las semillas de acuerdoa la ICE de sus lixiviados

duranteel tiempo que éstaspermanecensumergidasen aguadesionizadaen condiciones

estándarde imbibición (Agrosciences,1984>.

El analizadorautomáticode semillas (Figs. 9 y 10) consta de los siguientes

elementos:

1. BANDEJA DE PLÁSTICO, con 100 compartimentoso celdas individualesque

permitensumergirseparadamentelas semillas (Fig. 10),

2. CABEZAL MULTISENSOR, formadopor 100 paresde electrodos,los cuales

son incorporadosen las celdasde la bandejaportasemillas.

3. INTEGRADOR, que controla la forma de actuardel electrodoy recogelos

datosde cadaceldaindividualmente.

4. INTERFASE, que conectalos sensoreseléctricosy el microprocesador.

5. MICROPROCESADoR, que permite la entrada/salida de datos, la

representaciónde los resultadosy el análisisestadísticodescriptivode los

datos.

6. IMPRESORA, u otros periféricos.
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---4 A--—

Figura 10. Representación esquemática de cada una de las celdas (dimensiones
en mm) utilizadas para medir la intensidad de corriente eléctrica de los exudados
procedentes de las semillas de girasol: 1. celda, 2. cabezal portaelectrodos, 3.
electrodo, 4. semilla y 5. exudado.

1

25
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3.4.4.2. Preparación de las muestras

Para medir la intensidad de corriente eléctrica, 100 semillas, completas o

previamentedesprovistasde pericarpio, fueroncolocadasen las bandejasde plásticodel

equipoASAC-1000B(Fig. 9> a razónde un aqueniopor celda. Paraasegurarunalectura

uniforme, a cadaceldaseañadió igual volumen(3,5 mi) de aguadesionizada(obtenidaa

partir de un destiladorMillipore.- milli Q) conobjeto de obtenerlecturascomparablesen

condicionesde laboratorio. Con el fin de lograr la máxima homogeneidad,las semillas

fueronsumergidasen cadaceldacon un dosificador-dispensadorcalibradode acuerdocon

el tamañode las semillas. El cabezalmultisensorportaelectrodosfue colocadoadecuada

y cuidadosamenteen la bandeja,situándosetodo el conjuntoen un bañotermostatizado

a 25 ‘C con el fin de mantenerconstantela temperaturaduranteel períodode imbibición.

3.4.4.3. Lectura automática de la intensidad de corriente eléctrica

La lecturaautomáticade la ICE medianteel equipoASAC-JOOOBse realizauna

vez preparadasadecuadamentelas muestras.Esteequipofue programadoparatrabajarcon

una diferenciade potencial 1 voltio, que se consideréel voltaje más adecuadoparaeste

tipo de semilla, según los estudiosrealizadospreviamente(de Paulay col., 1994>. El

autoanalizadorASAC-1000B fue programadopara que las lecturas fueran realizadas

durante24 horas a intervalos de 120 minutos, exceptodurantelas 4 primeras horas de

imbibición que se realizarona intervalosde 60 minutos.

3.5. Cinética de captación de agua

La cinéticade captaciónde aguase realizó por seguimientodurante12 horas del

incrementode pesode las semillasdeterminadacada60 minutos. Esteensayose realizó

con semillas (SP y SG) control (almacenadasa temperaturaambiente) y envejecidas
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durante11 días. El tamañode la muestrafue de 25 semillas. Cadagrupo de semillasse

colocó en una placa, entredoshojasde papelWhatman n0 1 humedecidacon 10 ml de

aguadesionizada.

3.6. Determinación de malondialdehido

La determinación de malondialdehido como producto final del proceso de

peroxidaciónlipídica serealizó segúnel métododescritopor Cakmaky Horst (1991)en

semillassecase hidratadas.

Se tomaron0,5 g de semillas,libres de pericarpio,que sehomogenizaronen frío

con3 ml de aguadestilada.Posteriormente,seañadieronotros 3 ml de ácidotiobarbitúrico

(TBA, Sigma) al 0,5 % disuelto en ácido tricloroacético (TCA, Sigma) preparadoal

20 %. Las muestrasasípreparadassedispusieronen un bañoa 95 0C durante30 minutos,

formándoseun compuestode color rojo correspondientea la cantidadde malondialdehido

que reaccionaconel TBA. Transcurridoestetiempo, sedetuvo la reaccióncolocandolos

tubosen un bañode hielo y posteriormentefueroncentrifugadosa 10.000x g durante30

minutos. El sobrenadanterecogidose utilizó para la determinaciónespectrofotométrica

a532 nm, sustrayendola absorcióninespecificaa 600 nm. La cantidadde malondialdehido

de las muestrasse calculó a partir del coeficientede extinción molar E = 155 mM’ cm1.

3.7. Determinación de antioxidantes

Esteepígrafedesarrollala metodologíade un grupode ensayosenzimáticosy no

enzimáticosutilizado como medidade la capacidadantioxidantepresenteen los tejidos.

Los ensayosse llevaron a cabo utilizando semillas secase hidratadasde los dos pesos

considerados. El tiempo de imbibición fue de 4 y 12 horas para las SP y SG

respectivamente,quepermitela completahidrataciónde los tejidos.Las semillassometidas
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a estosperíodosde hidrataciónse encuentranen fase pregerminativa(Raymondy col.,

1992>.

3.7.1. Antioxidantes no enzimáticos

3.7.1.1. Determinación de ácido ascórbico reducido y total

La determinacióndeácido ascórbico(AA> se realizómedianteel métododescrito

por Wang y col. (1991). El ensayosebasaen la reduccióndel ion férrico a ion ferroso

por ácido ascórbicoen soluciónácida, seguidode la formación de un quelatorojo entre

el ion ferrosoy 4,7-difenil-1,IO-fenantrolina(batofenantrolina>,queabsorbea534 nm. La

determinacióndel nivel de ácido ascórbicototal (AA más ácido dehidroascórbico>se

realizó mediantela reduccióndel ácido dehidroascórbico(DH> a AA por la acción del

ditiotreitol.

Para la determinación tanto de ácido ascórbico total como reducido se

homogenizaronen frío (4 0C) 0,5 g de semillas en 2 ml de ácidotricloroacético(TCA)

al 5 % y 80 mg de polivinilipirrolidona insoluble (PVP, Serva>. El homogenadose

centrifugó 16.000 x g (Kontron Hermile Centrikon, modelo H-401> durante10 minutos

a 4 0C y el sobrenadanterecogidoseutilizó para los correspondientesensayos.

~ CURVA DE CALIBRADO:

Se prepararon soluciones estándar de AA (Sigma> en TCA al 5 %, a

concentracionesvariables(desdeO a 10 pmol).
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a) Armo ASCÓRBICO:

~$ M~zcLA DE REACCIÓN:

Se tomaron lOO jil de sobrenadantey se añadieron500 pl deetanolabsoluto,

300 pl de TCA al 50 %, 150 pl de H3P04 al 0,4 % (y/y> en etanol, 300 pl de

batofenantrolinaal 0,5 % (p/v> en etanol,y 150 pl de CI3Fe al 0,03 % (p/v) en etanol.

La mezclade reacción(1,5 mí) se mantuvodurante90 minutosa 30
0C parapermitir la

formación del complejoFe2~-batofenatrolina,y posteriormente se midió la absorbanciaa

534 nm.

b> ÁCIDO ASCÓRBICO TOTAL:

¼MEZCLA DE REACCIÓN:

Setoman 100 pl de sobrenadantey seañadieron150 ¡tI deditiotreitol 3,89 mM y

350 pl de etanolabsoluto.La mezclade reacción(0,6mí> semantuvodurante10 minutos

a temperaturaambientepara permitir la reducción del DH a AA. A continuaciónse

añadieron150 pl de N-etilmaleimidaal 0,24 % en etanol y 150 pl de TCA al 20 %. Para

el desarrollodel color se añadieron150 ¡tI de H
3P04al 0,4 % (y/y> enetanol, 300 pl de

batofenantrolinaal 0,5 % (p/v> en etanoly 150 pl de CI3Fe al0,03 % (p/v> en etanol. Una

vez adicionadostodos los reactivos,semantuvola mezcla de reacción (1,5 mi) durante

90 minutos a 30 <~C, realizándosela lecturade la absorbanciaa 534 nm.

¼CÁLCULOs:

Paracadagrupo de extractos se realizó la correspondientecurva patrón

representandolos valoresde absorbanciaa 534 nm de las solucionesestándarfrentea sus

concentraciones.Laecuaciónde larectaobtenidapermitecalcularlaconcentraciónde AA.
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3.7.1.2. Determinación de glutation total, y de sus formas reducida y

oxidada

La determinaciónde los nivelesde glutationserealizó por el métodode Griffith

(1980>, basadoen la reacción específicacon el ácido 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzoico>

(DTNB>. La secuencia de reacciones se inicia cuando el GSH reacciona no

enzimáticamentecon el DTNB rindiendoGSSGy ácido2-nitro-5-tiobenzoico(TNB> Li]

y [2]:

GSH + DTNB ~ CS-TNB + TNB [1]

GSH + GS-TNB GSSG +TNB [2]

Dadoque el DTNB esun reactivode grupostiólicos, su inespecificidadfrenteal

651-1 da lugar a distintas interferenciaspor partede la cisteina, por lo que es necesario

realizarun acoplamientode reaccionesque hagael método específicoparael glutation.

El GS-TNB y GSSG formado en estaprimera reacción, más el existenteen el

extracto, son reducidospor la glutation reductasa,la cual necesitaun aportede NADPH

para sufuncionamiento[3] y [4]:

GSSGred

GS-TNB + NADPH + H~ ~ GSH + TNB + NADP~ [3]

GSSGred
GSSG + NADPH + H~ -. 2 GSH + NADP~ ¡4]

En estareacciónsevuelvea generarGSH quereaccionanuevamentecon el exceso

de DTNB, entrando de forma sucesivaen un ciclo de reaccionesenzimáticasy no

enzimáticashastael consumode DTNB o NADPH ya que el 6556, GSH y GSSGred

permanecenen el medio, lo que setraduceen unareacciónglobal [5]:
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GSH-GSSG + GSSGred
DTNB+NADPH+H~ ~ 2TNB+NADP~ [51

Las concentracionesde DTNB, NADPH y GSSGredse eligieron para que la

reacción[Si seaproporcionaly lineal (que la enzimaseencuentrea saturaciónde sustrato

y existaDTNB enexcesoparareaccionarcon todo el GSH)a laconcentraciónde glutation

total.

La formación del producto final TNB se siguió espectrofotométricamentea 412

nm utilizando un espectrofotómetroUvikon-810.

Paralas determinacionesde glutationtotal y GSSG,sehomogenizaronen frío 0,5

g de semillas libres de pericarpio con 4 ml de ácido 5-sulfosalicílico al 5 % (p/v). El

homogenadoobtenido se centrifugó a 10.000 x g durante20 minutos a 4 <‘C y el

sobrenadanterecogido se dividió en dos alícuotas que se utilizaron en estas

determinaciones.

a> GLUTATION TOTAL:

¼Curva de calibración:

Seprepararonsolucionesestándarapartir de GSI-l comercial(Boeringer-Manheim)

cuyasconcentracionesen la cubetaestabancomprendidasentre0,5 y 3 nmol.

¼Mezcla de reacción:

La mezclade reacciónestuvoconstituidapor: 700 ¡tI de tampónfosfato 0, 125 M

que conteníaEDTA 6,3 mM; 100 ¡xl de DTNB 6 mM disuelto en tampón fosfato, y

muestraproblema (diluida 1:4) o soluciones estándara volúmenesvariableshastaun

máximo de 200 ¡tI. La adición de los reactivos de la mezclase realizó manteniendoel

ordenfijado hastala estabilizaciónde la absorbancia.A continuaciónseinició la reacción

por adición de 5 ¡tI de GSSGred(Boeringer-Manheim)diluida en tampón fosfato, que
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correspondena 1 unidadde enzima(cantidadde enzimaqueconsume1 ymol de NADPI-1

por minuto).

b> GSSG:

El métodoutilizado parala determinacióndel glutation total consistebásicamente

en oxidar el GSH inicial a GSSG, que una vez formado, conjuntamentecon el GSSG

existenteen el extractoquedaexpuestoa una seriede reacciones.Una modificacióndel

métodoconsisteeneliminar el GSH reducidodel medio medianteinactivacióndel grupo

-SH en una reacciónde derivacióncon 2-vinilpiridina. De estaforma, en el medio está

presenteel GSSGoriginal del extracto:

t
N [(Y]Gil

CH GB
H

CiS-SH CH2 ~ Cis-S-CH-CH
dli e 01

4 e

GSH 2-viníl-pfridina GSH inactivado

Para la inactivación del GSH se añadieron 2 ¡tI de 2-vinilpiridina y 6 ¡tI de

trietanolaminaal 70 % porcada100 ¡tI de sobrenadante,manteniendoel pH entre6-7. La

muestrase agitó fuertementedurante 1 minuto y a continuaciónse mantuvo a 25 “C.

Despuésde 60 minutos sedetienela reacciónpor introducciónde los extractosen un baño

de hielo.

~»Curva de calibracion:

Se prepararonsoluciones estándara partir de GSSG comercial, que fueron

sometidasal mismo procesodescritopara los extractos,y cuyas concentracionesen la

cubetaestabancomprendidasentre0,1 y 0,6 nmol.
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~»Mezclade reacción:

Lamezcladereacciónesla mismaque lautilizadaen la determinacióndeglutation

total, salvo que porser las concentracionesde GSSGendógeno,en condicionesnormales,

unas 10 veces menoresa las de GSH, la reacciónse inició con la adición de 20 pl de

GSSGredque correspondena 4 unidadesde enzima.

~ Cálculos:

Paracadagrupo de extractosse realizó la correspondientecurvapatrón, que se

obtuvo representandolos valoresdel AA/At a 412 nm frente a las concentracionesde las

solucionesestándar.En cadacaso, la ecuaciónde la recta obtenidapermite calcular la

concentracióndeglutation total y GSSG.El GSH sedeterminópor diferencia,segúnla

ecuación:

[GSH] =¡jGlutation total] - [GSSG]

3.7.2. Antioxidantes enzimáticos

3.7.2.1. Determinación de la actividad superóxido dismutasa

La determinaciónde la actividad SOD se realizó segúnel método descritopor

Giannopolitis y Ries (1977), basadoen la producciónfotoquímicadeO2~, que reduceel

NBT (‘nitro blue tetrazolium”) a formazán azul. En presenciade SOD la reacciónes

inhibida y el porcentajede inhibición permite cuantificar la enzima.

Para la producción fotoquímica de 02 es necesaria la presencia de un

fotosensibilizador(riboflavina). Estasustanciaesactivadapor un fotón, pasandoa estado

excitado; de estaforma oxida a un donadorde electrones(metionina)y pasaa la forma

de semiquinona,que reduceel oxígenoa 02~ (Beyer y Fridovich, 1987).
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La preparacióndel extractoenzimático se realizó en frío (4 0C) mediantela

homogenizaciónde 0,5 g de semillas (libres de pericarpio)con 5 ml de tampónfosfato

potásico0,1 M (pH =7,8) que conteníaEDTA 0,1 mM. El homogenadosecentrifugóa

13.000x g durante20 minutos a 4 oc y el sobrenadanteobtenidoparticipaen el medio

de reacción.

~ Mezcla de reacción:

La mezclade reacciónestuvoconstituidapor 10 M1 de riboflavina(Sigma)0,4 mM,

50 pl de metionina(Sigma)78 mM, 40 pl de NBT (Sigma)4,73 mM y 50pl de carbonato

sódico(pH = 10,2)0,3 M. Se añadióunacantidaddeextractocomprendidaentre25 y 200

~tl y el volumen final se llevó a 3m1 con tampón fosfato.

Las mezclasfueron iluminadasencubetasde espesoruniforme y como blancose

utilizaron mezclasidénticasno iluminadas. Como fuente luminosa se emplearontubos

fluorescentesque proporcionabanunaluz uniformesobretodaslas muestras.La reacción

era iniciaday finalizadapor encendidoy apagadode la fuente luminosa. No sedetectó

reacciónbajo la luz ambiental durante la preparaciónde las solucionesy la medida

espectrofotométrica.

La velocidad inicial de la reacción era determinadapor el incrementode la

absorbanciaa 560 nm a una temperaturaconstantede 25 0C. Bajo las condiciones

descritas,el incrementodeabsorbanciaen ausenciade SOD fue de0,100a los 5 minutos,

que se mantuvo linealmentehastalos 15 minutos. En presenciadel extractoenzimático

la reacciónesinhibida y el porcentajede inhibición es utilizado paracuantificar laenzima.

u~ Unidades:

Beauchampy Fridovich (1971)definieron 1 unidadde SOD como la cantidadde

enzimaque inhibe la fotorreduccióndel NBT al 50 % y cuantificaronlaenzimaen función

del porcentajede inhibición que causaba.Sin embargo,el porcentajede inhibición no es

lineal respectoa la concentraciónde SOD. Giannopolitisy Ries (1977)observaron,en el
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sistema de medida descrito, una relación lineal entre Ja concentraciónde SOD y la

velocidadde la reacciónen presenciay ausenciade enzima,segúnla ecuación:

y/y = 1 + k’ [SOD]

donde,

V = velocidadmáximade la reacción,en ausenciade enzima

y = velocidadde la reacciónen presenciade enzima

Estaecuaciónpuedeexpresarsetambiéncomo:

k’[SODI = (y/y) - 1

Cuandoel porcentajede inhibición esdel 50 % (V/v = 2), el productok’[SODj

se iguala a la unidad. Si la unidad SOD se redefinecomo la cantidadde enzimapara la

cual kiSOD] es igual a la unidad, entoncesla actividad SOD puedeser determinada

directamentedel cocienteV/v de acuerdocon Ja ecuación:

SOD (U/g) = I(V/v) -1] d

donde,

d = factor de dilución de la muestra

La constantek’, quecorrespondeala pendientede la líneaen la representaciónde

la concentraciónde SOD frente a V/v, es función de la concentraciónde NBT y de la

afinidad de la SOD por los iones superóxido.
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3.7.2.2. Determinación de la actividad catalasa

La actividad enzimática de la catalasa se determinó por el método

espectrofotométricodescritopor Aebi (1983). El método sebasaen el seguimientodel

descensode la absorbanciaa 240 nm debido a Ja descomposiciónde H2 02.

CAT
2 H202 ~ 2H20 + 02

La cinéticade la CAT no obedecea un modelo normal,ya que, a diferenciade las

enzimasquesedeterminana saturacióndesustrato,la descomposiciónenzimáticadel H202

es una reacciónde primer orden. Por un lado no es posible saturarla enzimacon el

sustratodentrode un rangode concentracionesfactible (hasta5 M) y porotraparteexiste

una rápida inactivaciónde la enzimaa concentracionesde H202 superioresa 100 mM,

cuandoel compuesto1 (enzima-H202)activo es convertidoen el compuesto11 (véaseel

apartado1.5.2.2.).La medida de la actividada saturaciónde sustratoes porconsiguiente,

imposible.

Como la energíade activaciónparala descomposiciónde H202catalizadapor la

CAT es muy baja, existe sólo una ligera dependenciade la temperatura,de maneraque

las medidaspuedenrealizarseentreO y 37
0C. Sin embargo,esrecomendabletrabajara

temperaturaambientepor la posibleinactivaciónde la enzimaatemperaturaselevadas.Se

fijó como temperaturade trabajo 25 0C, manteniendolas cubetastermostatizadasa esa

temperaturadurantetodo el tiempo de medida.

Todas las solucionesdebenestar exentasde metales,que podrían catalizar la

descomposicióndel H
202, lo que sobreestimaríaentoncesla actividadCAT; por ello el

aguautilizadaen las solucionesfue de máximapureza.
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~ Preparacióndel extractoenzimático:

05 g de semillas,libres de pericarpio,fueronhomogenizadasen frío con 5 ml de

tampón fosfato 25 mM (pH=7,0). El homogenadose centrifugó luego a 14.000 x g

durante15 minutosa 4 0C y el sobrenadanterecogidoseutilizó parala determinaciónde

la actividadenzimática.

& Mezcla de reacción:

La mezclade reacciónestuvoconstituidapor 500 ¡tI de tampón fosfato 50 mM

(pH =7,0) y 400 pl de enzima (diluida 1:10). La reacción se inició con la adiciónde

100 pl de H
202 100 mM, determinándosela actividadcatalíticapor monitorizacióndel

descensode absorbanciaa 240 nm.

3.7.2.3. Determinación de la actividad de las enzimas del ciclo

ascorbato-glutation

Parala determinaciónde la actividadde las enzimasdel ciclo ascorbato-glutation,

a excepciónde la glutation reductasa,serealizósegúnel métododescritopor Cakmaky

col., (1993), utilizando el mismo extractoenzimático.

~ Extractoenzimático:

1 g de semillas, libres de pericarpio, fueron homogenizadasen 10 ml de tampón

EPPS (ácido N-2-hidroxietilpiperazinpropano sulfónico, Sigma) 25 mM que contenía

EDTA 0,2 mM y polivinilpirrolidona al 2 %. El homogenadoobtenido se centrifugó

posteriormentea 18.000 x g durante15 minutos a 4
0C y el sobrenadanterecogido se

utilizó para las determinacionesenzimáticas.
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3.7.2.3. 1. Ascorbato peroxidasa

La determinación de ascorbato peroxidasa (FC 1.11. 1. 11) se basa en la

monitorizaciónde la velocidaddeoxidacióndel ácidoascórbicoa 290 nm (e 2,8 mM1

cm-1) a 25 0C, segúnla reacción:

Apox

AA±H
202 -~ MD+2H20

~ Mezclade reacción:

La mezclade reacciónestuvoconstituidapor500 ¡tI de tampónfosfato (pH=z7,0)

50 mM que conteníaEDTA 0,2 mM, 100 ¡tI de ascorbato2,5 mM y extractoenzimático.

Para detectar la presenciade ascorbatooxidasa, que puede interferir la reacción, se

determinóel incrementode la absorbanciaa 25
0C. Posteriormentese inició la reacción

por adiciónde lOO pl de H
202 10 mM.

Paracomprobarsi la destruccióndel H202 por la catalasaafectaa la reacción,se

realizó un ensayoparaieJoen e] que seañadióaminotriazol5mM, inhibidor específicode

la catalasa,al extractoenzimático.

3.7.2.3.2. Monodehidroascorbato reductasa

En la determinaciónde la monodehidroascorbatoreductasa(FC 1.6.5.4)seutiliza

la enzimaascorbatooxidasa (Aox) para producir dehidroascorbato,que de forma no

enzimáticasedismutaformandoMD y AA.

Aox
2AA + 02 ~ 2DHA + H20 -~ MD + AA

MDred
MD+2NADH -~ AA+2NAD~
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La actividadenzimáticasedeterminópormonitorizaciónde la oxidaciónde NADH

(6=6,2 mM’ cm-’) por medidadel descensode absorbanciaa 340 nm.

~ Mezcla de reacción:

La mezclade reacción estuvo constituidapor 500 pl de tampón EPPS 50 mM

(pH=7,8) queconteníaEDTA 0,4 mM, 100 pl de ácidoascórbicolmM, 0,5 unidadesde

ascorbatooxidasa, 100 pl de NADH 1 mM y extractoenzimático,hastacompletarun

volumen final de 1 ml.

3.7.2.3.3. Dehidroascorbato reductasa

La actividad de la enzima dehidroascorbato reductasa(FC 1.8.5.1) se

determinó por monitorización del incrementode absorbanciaa 265 nm debido a la

formaciónde ascorbato(e=14 mM’ cm’), segúnla reacción:

DI-Ired
DH+2GSH ~ AA+GSSG

.> Mezcla de reacción:

La mezclade reacciónestuvoconstituidapor500 pl de tampónfosfato (pH =7,0),

lOO pl de GSH 35 mM y 100 pl de DHA 4mM, iniciándosela reacciónpor adición del

extractoenzimático.Paraminimizar el efectode la reducciónno enzimáticadel DH por

GSH, la reacciónserealizó apH 7, desarrollándoseparalelamenteun ensayoblanco,sin

enzima,paracuantificar dichareaccióny evitar que enmascarasela reacciónprincipal.
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3.7.2.3.4. Glutation reduc taso

La determinaciónde la actividadenzimáticade la glutation reductasa(FC 1.6.4.2)

serealizó segúnel métodode Smith y col. (1988), másadecuadoparatejidos vegetales

quela medidatradicionaldel descensode absorbanciaa 340 nm porconsumodeNADPH.

El ensayosebasaen el incremento

(2-nitrobenzoico)(DTNB, Sigma)

tiobenzoico(TNB), segúnlas sigu

deabsorbanciaa 412 nm cuandoel ácido5,5’-ditiobis

es reducidopor GSH para producir ácido 2-nitro-5-

ientesecuaciones:

GSSGred
GSSG + NADPH +H~ 2GSH + NADP~ [Ii

GSH + DTNB

GSH + GS-TNB

GS-TNB + TNB

GSSG + TNB

GSSGred
GS-TNB + NADPI-1 + H~ GSH + TNB + NADP~

Si bienesteensayono puedeutilizarseparalacaracterizacióncinéticade la enzima,

debidoa que presentadiferenteafinidad (diferenteKm) para GSSGy GS-TNB, presenta,

no obstante,diversasventajasparalas determinacionesenextractosvegetalescrudos.La

absorbancia basal de los extractosvegetaleses menor a 412 nm que a 340 nm; el

incrementode absorbanciaa 412 nm, en respuestaa una misma cantidadde enzima, es

muy superior al descensode absorbanciaque se observaa 340 nm y por último, este

ensayoesmuy específicoparala GSSGred,por lo que no está influido por la presencia

de otrasenzimasdependientesde NADPH.

[2]

[3]

[4]
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Preparacióndel extractoenzimático:

El extractoenzimáticosepreparóapartir de 0,5 g de semillas, libresde pericarpio,

que fueron homogenizadasen frío con 5 ml de tampónfosfatopotásico0,1 M (pH = 7,5)

que conteníaEDTA 0,5 mM. El homogenadose centrifugó a 20.000 x g durante lO

minutosa 4 “C y el sobrenadanterecogidoseutilizó parala determinaciónde la actividad

enzimática.

— Mezcla de reacción:

La mezclade reacciónestuvoconstituidapor 500 pl de tampón fosfato potásico

0,2 M (pH = 7,5) conteniendoEDTA 1 mM, 250 pl de DTNB (Sigma) 3 mM disuelto

en tampónfosfatopotásico0,01 M apH 7,5, 50 pl NADPH (Boeringer-Manheim)2 mM,

50 ~l de H20 y 200 pl de extractoenzimático.La reacciónseinició con la adición de

50 ¡tI de GSSG20 mM y la actividadcatalíticase midió a 25
0C por monitorizacióndel

incrementode absorbanciaa 412 nm, utilizando un espectrofotómetroUvikon 810.

3.8. Análisis estadístico

El análisisestadísticode los resultadosserealizómedianteel análisisde la varianza

(ANOVA), utilizándoselos siguientesmodelos: 1) diseñosjerárquicoscon un sólo factor

y, 2) diseñosfactorialescondos factoresprincipales,siendolos modelosmatemáticosque

los representanlos siguientes:

1.- Modelo jerárquico: = g + A
1 +

donde,

= variableestudiada

ji = mediageneral

A1 = efectodel factor principal

e1(J) = error experimental
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A1 B + AB +2.- Modelo factorial: = ¡1 + + tj

6K(ij)

donde,

= variableestudiada

ji = mediageneral

A
1 = efectodebidoal factor principal A

= efectodebidoal factor principal B

AB1~ = efectodebidoa la interacciónA x B

= errorexperimental

Los porcentajesde germinaciónqueintervinieronen los análisisde varianzafueron

previamentenormalizadosmediante la transformaciónangular de Bliss r~ = arcsen

(4100)1/2], tomándosecomo niveles de significación los siguientes: P=O05 P<0,O1

y P=0,O01paralas diferenciassignificativasy NS paralas no significativas.

Siempre que fue necesariala comparaciónde medias, la menor diferencia

significativa (MSD) se calculó a partir del test múltiple de Duncan para el nivel de

significación (a) encontradoen el correspondienteanálisis de varianza,estimadode la

siguienteforma:

MSD = k [(CM/n)”9

donde,

k = valor de la tabla Duncanparael nivel de significacióna y los gradosde

libertaddel término decomparación

CM = cuadradomedio del término de comparación

n = númerode observacionesdentrode cadatratamiento

El análisisde regresiónno lineal se llevó a cabomedianteel empleodel programa

BMDP-AR y el análisisde la varianzaserealizócon el programaBMDP-2V (Universidad

de California).
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4.1. Viabilidad y vigor de las semillas de girasol

4.1 .1. Ensayos de germinación

Lacuantificaciónde la germinaciónserealizócada24 horasduranteel períodode

imbibición (10 días) recomendadopor la ISTA (1985)paraestaespecie,considerándose

germinadasaquellassemillas quepresentaronuna radículade longitud superiora 0,5 cm.

Los resultados, expresadoscomoporcentaje de germinaciónacumulado,se muestran

en la Figura 11. La germinación final, en ambos tipos de semillas, no difiere

significativamente(P=0,05)de la presentadaa los 4 días (Tabla 8).

En la Figura 12 serepresentael porcentajefinal (valoresnormalizados)de semillas

germinadas, en función del tiempo de envejecimiento, donde se observa que la

germinaciónde las SPessuperiora la de las SG y que ambostipos de semillasresponden

de diferente maneraal tratamiento,lo cual se manifiestafundamentalmentea partir del

tercer día de envejecimiento.El análisis estadísticode estos resultadosrefleja que las

diferenciasencontradassondebidastanto al tiempode envejecimientocomo al tamañode

las semillas (Tabla9).

Las diferencias en la capacidadgerminativa se ponen de manifiesto por una

disminución del porcentajefinal de emergenciade la radícula y por un retrasode la

germinación.El primero de estos efectosse puedeobservaren la Figura 12, donde se

advierteque las condicionesdeenvejecimientoafectanal porcentajefinal degerminación

de forma dosisdependiente.A cortoplazo sepuedeobservarun incrementoimportante

de esteparámetro,tanto en las SP como en las SG. El mantenimientode las condiciones

de envejecimientoduranteperíodossuperioresa 1 díaparalas SP y de 3 díasparalas SG
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producen un marcadodescensodel número de semillas germinadas.El efecto dosis

dependientede las condicionesde envejecimientoen la capacidadgerminativase refleja

por laaltacorrelaciónque presentanestosdosparámetrostantoen las SP (r =~0,8320***)

como en las SG (r=~0,7622***). El análisis estadísticode los resultados(Tabla 10)

muestraque el tiempo de envejecimientoartificial afectade formamuy significativa a la

capacidadgerminativade cadauno de los tipos de semillas.

El segundode los efectosseñaladossemuestraen las Figuras 13 y 14, quereflejan

las variacionesen la velocidadde germinaciónde las SP y SG, respectivamente.En el

primer caso, las semillas envejecidasdurante 1, 3, 5 y 7 días germinan de manera

uniformea los dosdíasde la siembra,mientrasqueel envejecimientoprolongado durante

11 días afectade una forma importantea esteparámetro.En este período, el mayor

númerode semillasgerminadasse mantieneen el segundodía de imbibición, pero se

apreciaun desplazamientoenel díade apariciónde la radícula.Las SG, porel contrario,

presentanun comportamientodistinto, quedalugaradosgruposdiferenciadosde semillas:

a) las semillas no tratadasy las sometidasa 1 y 3 días de envejecimiento germinan

mayoritariamenteduranteel segundodía de imbibición, aunqueen el tercerdía aparece

tambiénun porcentajeimportantede semillascon radículavisible, y b) las semillastratadas

durante5, 7 y 11 días de envejecimientono germinan de manerauniforme ya que el

número máximo de semillasgerminadasse desplazahacia el tercer día de imbibición,

haciéndosemás evidenteestedesplazamientocuantomayoresel tiempode tratamiento.

El retrasode la germinación,definidoporel tiempomediodegerminación(TMG),

sepresentaen la Figura 15 y en las Tablas11 y 12 que resumenel análisisestadísticode

los resultadosobtenidos.Se puedeobservaren primer lugar que, en todos los casos,las

SP germinan más rápidamenteque las SG (Fig. 15), presentándosediferencias muy

significativasentreambostipos desemillas(Tabla 11). Porotraparte,el envejecimiento

afectaa las SG aumentandode formadrásticael tiempo medio de germinación,mientras

que en las SP sólo seobservaun ligero incrementode esteparámetroen las semillasmás

envejecidas, siendo en ambos casos estadisticamentesignificativo (Tabla 12). La
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separaciónde mediasporel test múltiple de Duncansemuestraen la Figura 15, dóndese

observaque el envejecimiento produceun aumentosignificativo del TMG de las SP en

el día 11 de tratamiento,mientrasque en las SG, 5 días son suficientespara alterar

significativamenteeste parámetro. Asimismo, en ambos casos se obtienen buenas

correlacionesentreel TMG y el tiempo deenvejecimiento(r=0,8123*** y r=0,8719***,

paralas SP y SG, respectivamente).

Una vez finalizado el periodo de germinación(a los 10 días), se procedióa la

evaluacióny cuantificacióndel númerode plántulasen cadauno de los tratamientos.Los

resultadosobtenidosse muestranen la Figura 16, dondesepresentael númerode plántulas

normalesy anormales,así como las semillas muertasque aparecenen cada ensayode

germinación.Estadiferenciaciónesnecesariapuestoque el númerodeplántulasnormales

representala viabilidad de las semillas de forma másrigurosaque la cuantificaciónde las

semillas que han culminadosu procesogerminativo.En estesentido, resultainteresante

comentarquelas diferenciasencontradasentreel porcentajede semillasquehanalcanzado

la protrusión radiculary las semillas que posteriormentedan lugar a plántulas normales

(viables)correspondenlógicamentea las plántulasanormalesy son Las responsablesde la

sobreestimaciónde la viabilidad que se producecuandoel conteo se realizaa tiempos

cortosde imbibición. Estasobreestimaciónseríamás evidenteen las SG puestoque, al

final del períodogerminativo,presentanmayornúmerodeanormalidades(Fig. 16B).

El análisis estadísticodel númerodeplántulasnormalesy anormalesy de semillas

muertas,muestradiferenciasmuy significativas(Tabla 13) entrelos dostipos de semillas,

respectoa las dos fuentesde variaciónanalizadas.

En la Figura 16A se puede observar que el número de plántulas normales

procedentesde las SP sometidas a las condiciones de envejecimiento, disminuye

gradualmentea medidaque seincrementael tiempo de envejecimiento.Estedescensoes

estadísticamentesignificativo (P=0,001)y muy evidente en las semillastratadasdurante

11 días,dondeel porcentajede plántulasnormalessereduceun 38 %. Paralelamente,se
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detectaun aumentodel númerode semillasmuertas,mientrasque las plántulasanormales

se mantienenpor debajo del 20 % en todos los casos,sin incrementossignificativos

(P=0,05)por efecto del tratamiento(Tabla 14). Por el contrario, las SG (Fig. 16B)

disminuyensuviabilidad porefectodel envejecimientode una formamuchomásdrástica,

la cual se hace más evidente a partir del día 3 de tratamiento. Esta significativa

disminución(P=0,001>vieneacompañadaporun ligeroaumentodel númerodeplántulas

anormales (P=0,05)y por un incremento mucho más importante y significativo

(P=0,O0I)del número de semillas muertas.Las Tablas 14 y 15, recogenel estudio

estadísticoanteriormenteseñaladoy en la Figura 17 sepresentanlos principalestipos de

anormalidadesobservadas.Las lesiones,deformacionesy podredumbresselocalizarona

nivel de raíz, hipocótilo y de plántula completa, siendo los tejidos de reserva,

representadospor los cotiledones,los menosafectadospor el tratamiento.

Por otra parte, hay que señalarque las semillas sometidasa las condicionesde

envejecimientoaceleradodurantecortos períodosde tiempo presentaronun incremento

significativo del númerode plántulasnormalesrespectoa las semillas no tratadas,con la

consiguientedisminucióndel númerode semillasmuertas.Esteefectoes másevidenteen

las SPenvejecidasdurante1, 3 y 5 días, las cualespresentaronun porcentajede plántulas

normalessuperior o igual al de las semillas no envejecidas.En cambio, esteefectosólo

sedetectaen las semillasde mayor tamañoalmacenadasdurante1 y 3 días.

Los resultadosporcentualesde estosensayosde germinación,normalizadossegún

la transformaciónangular de Bliss, se utilizaron para realizar el análisis estadístico

anteriormentecomentadoy se muestrande estaforma en la Figura 18. El tiempo de

envejecimientopresentauna buenacorrelacióncon la presenciade plántulas normales,

anormalesy semillas muertas.Las ecuacionesque definen la relación lineal entreestas

variablessepresentanen la Tabla 16.
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Laevaluaciónde la capacidadgerminativase realizóperiódicamenteen las semillas

almacenadasa temperaturaambientecon objeto de detectarla posible existenciade un

envejecimientonatural en el material biológico utilizado. Los resultadosse muestranen

la Figura 19, dondese observaque la viabilidad de estassemillassemantienecon ligeras

variacionesduranteel períodode experimentación.Sin embargo,hay que señalarque las

SP presentanmenoresalteracionesque las SG duranteel tiempo de almacenamiento,

comportándoseen estesentidode forma semejantea la observadaduranteel procesode

envejecimientoacelerado.
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Figura 11. Evolución del porcentaje de germinación acumulado durante los
10 días de incubación en condiciones de laboratorio (ISTA, 1985> de las
semillas de girasol cv. Peredov¡k artificialmente envejecidas (43 0C, 75 %
HR). A, SP; B, SG. Semillas no tratadas (círculos), y envejecidas durante 1,
3, 5, 7 y 11 días (cuadrados, triángulos, rombos, estrellas y hexágonos,
respectivamente>. Cada punto representa la media de cuatro repeticiones
independientes, cada una con 25 semillas.
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Figura 12. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 oc, 75 % HR>
en el porcentaje semillas de girasol cv. Peredovik germinadas a los 10 días
de incubación a 25 0C. Círculos negros, SP; círculos blancos, SG. Cada
punto representa el valor medio ±SE de cuatro determinaciones
independientes. Para cada tipo de semilla, los puntos con la misma letra no
presentan diferencias significativas según el test múltiple de Duncan, para
el correspondiente análisis de varianza (Tabla 10).
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Figura 13. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR)
en el número de semillas <SP) germinadas en cada uno de los 10 días de
incubación en condiciones de laboratorio. Semillas no tratadas (A) y
semillas envejecidas durante 1, 3, 5, 7 y 11 días <8, C, D, E y F,
respectivamente).
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Figura 14. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HA)
en el número de semillas (SG> germinadas en cada uno de los 10 días de
incubación en condiciones de laboratorio. Semillas no tratadas <A>; Semillas
envejecidas durante 1, 3, 5, 7 y 11 días IB, O, D, E y F, respectivamente).
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Figura 15. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR)
en el tiempo medio de germinación de las semillas de girasol cv. Peredovik,
calculado según se describe en el apartado de Material y Métodos.
Símbolos negros, SP; símbolos blancos, SG. Cada punto representa el valor
medio ±SEde cuatro repeticiones independientes. Para cada tipo de
semilla, los puntos con la misma letra no presentan diferencias
significativas según el test múltiple de Duncan, para el correspondiente
análisis de varianza (Tabla 12>.
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Figura 16. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR)
en la viabilidad de semillas de girasol cv. Peredovik. SP, A; SG, B. Círculos
negros, semillas viables (plántulas normales), círculos blancos y cuadrados,
semillas no viables <plántulas anormales y semillas muertas,
respectivamente>.
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Figura 18. Relación entre el tiempo de envejecimiento artificial <43 0C, 75
% HR) y la aparición de plántulas normales (círculos negros>, anormales
(círculos blancos) y semillas muertas (cuadrados> de girasol cv. Peredovik.
SP <A, B y C> y SG <D, E y F>. Cada punto representa el valor medio
normalizado ±SE de cuatro repeticiones indepedientes de 25 semillas cada
una.
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Figura 19. Evolución de la viabilidad de las semillas <SP y SG) de girasol cv.
Peredovik, durante el período de experimentación (AyB, respectivamente).
Barras blancas, plántulas normales; barras rayadas, plántulas anormales y
barras negras, semillas muertas.
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TABLA 8. Análisis de la varianza(sumade cuadrados)de la germinaciónde semillas
de girasol (UelianthusannuusL. cv. Peredovik), SP y SG, a los 4 y 10 días (primer
y segundoconteo)de la imbibición a25 “C, artificialmenteenvejecidas(43 0C, ‘15 %
HR). ~PorcentajesdegerminaciónnormalizadospreviatransformaciónangulardeBliss.
Diferenciasno significativas(NS).

Fuente de
variación gI

GERMINACION~
SP SG

Conteo
Error

4
46

5,260 NS
170,906

27,060NS

171,590

TABLA 9. Análisis de la varianza(sumade cuadrados)de la germinaciónde semillas
de girasol(HetianthusannuusL. cv. Peredovik) a los 10 díasde la imbibición a25 0C,
en función del tiempode envejecimientoartificial (43 0C, 75 % HR) y del tamañode
la semilla. ~Porcentajesdegerminaciónnormalizadospreviatransformaciónangularde
Bliss. Diferenciassignificativasa P=0,0O1(*) y diferenciasno significativas(NS).

Fuente de variación gí GERMINACION~

Envejecimiento (t>
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error

3
3
3

36

1726,440*
4921,893*

413,317NS

1768,322

TABLA 10. Análisis de la varianza(sumade cuadrados)de la germinaciónde semillas
de girasol (Hellanthus annuus L. cv. Peredovik), SP y SG, a los 10 días de la
imbibición a 25 0C, en función del tiempo de envejecimientoartificial (43 t, 75 %
HR).~Porcentajesde germinaciónnormalizadospreviatransformaciónangularde Bliss.
Diferenciassignificativasa P’C0 001 (*).

Fuente de
Variación gl

GERMINACION~

SG

Envejecimiento
Error

1

18

2755,243* 2579,967*

812,204 956,117
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TABLA 11. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) del TMG de las semillasde
girasol (HelianthusannausL. cv. Peredovik), en funcióndel tiempodeenvejecimiento
artificial (43 0C, 75 % HR) y del tamañode la semilla. Diferenciassignificativasa
p=0,O01(*)

Fuente de variación gI TMG, días

Envejecimiento (t)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error

3
3
3

36

3,680*
3,685*
0,876*
0,879

TABLA 12. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) del TMG de las semillas de
girasol (Hellanthus annuus L. cv. Peredovik), SP y SG, en función del tiempo de
envejecimientoartificial (43 0C, 75 % HR). Diferenciassignificativasa P<O 001 (*).

Fuente de
variación gI

TMG, días
SP SG

Envejecimiento
Error

1
18

0,575*
0,190

3,987*
0,689

TABLA 13. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) del número de plántulas
normales (N), plántulas anormales (A) y semillas muertas (M) de girasol (Hetianthus
annuusL cv. Peredovik), en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C,
75 % HR) y del tamaño de la semilla. Diferencias significativas a P=0,001 (**) y a
P<O 01 (*)

Fuente de variación gI N A M

Envejecimiento (t)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error

3
3
3

36

5193,904**
2618,278**

604,107N5
1758,7212

789,452*
321,264*
143,058N5

1313,748

4930,656**
2111,523**
385,884NS

1935,084
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TABLA 14. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) del número de plántulas
normales (N), plántulas anormales (A) y semillas muertas (M) de girasol (Heltanthus
annuusL. cv. Peredovik),en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C,
75 % HR). Diferencias significativas a P<O 001 (**), a P’tO 05 (*) y diferenciasno
significativas (NS).

Fuente de
variación gI

SP SG
N A M N A M

Envejecimiento
Error

1
18

2146** 329N5 2756**
830 688 927

3686** 604* 2560**
694 626 963

TABLA 15. Valores medios normalizados del porcentaje de plántulas normales (N),
plántulasanormales(A) y semillas muertas(M) de girasol <Helianthus annuusL. cv.
Peredovik), SP y SG, en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 %
HR). En cada columna los valores medios seguidospor la misma letra no presentan
diferencias estadísticamente significativas según el test múltiple de Duncan, para el nivel
de significación del correspondiente análisis de varianza (Tabla 14).

ENvEJEc¡~’nENTo,

días

SP SG

N A M N A M

1
1
1
1
1
11

68,60b 27,37 14,18a
78,30b 20,87 3,21a
75,05b 17,97 15,15a
68,32b 22,61 19,95ab
64,S9ab 26,11 21,55ab
48,72a 28,28 38,861,

63,33b 26,54ab 23,21a
67,llb 24,13a 17,97ab
63,28b 25,28ab 25,32ab
50,Olab 26,85ab 38,26b
40,lOa 33,2Sab 43,50b
34,70a 38,19b 44,24b
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TABLA 16. Relación lineal entreel porcentaje normalizado(y) de plántulasnormales,
plántulasanormalesy semillasmuertas y el tiempodeenvejecimiento(x), procedentesde
semillas,SP y SG, de girasol (HellanthusannuusL. cv. Peredovik).Significacióndel
coeficientede correlación a P<0,001 (***) y P=O,05(*).

TAMAÑO y=ax+b r

SemillasSP:

Nonnales -2,8596x + 83,1158 ~0,8649***
Anormales 0,9488x + 18,0445 0,5153*
Muertas 3,2709x + 2,0793 0,8385***

SemillasSG:

Normales -3,5244x + 70,0699 ~0,8866***
Anormales 1,4836x + 21,6973 O,7180***
Muertas 2,7399x + 19,0593 0,7597***
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4.1.2. Ensayos de vigor: crecimiento de plántulas e índices

relacionados

Los ensayos del crecimiento de plántulas se realizaron a partir de plántulas

consideradas normales a los 10 días de imbibición, procedentes de semillas germinadas y

que no mostraban ningún tipo de anormalidad. En estos ensayos el crecimiento se expresa

en función de la longitud total de la plántula, asícomode la raíze hipocótilo, medidosde

forma independiente.

El análisisestadístico(Tabla 17) muestraque, respectoa la longitud total de las

plántulas, no existen diferencias significativas debidas al tamaño de las semillas, aunque

presentan una respuesta diferente frente al envejecimiento. El estudio de esta fuente de

variaciónen cada tipo de semillas (Tabla 18) revela que el envejecimiento artificial afecta

significativamente a la longitud de las plántulas. El test múltiple de Duncan (Tabla 19)

señala que las diferencias más importantes corresponden, en las SP, a las envejecidas

durante 7 y 11 días y en las SG a las envejecidas durante 11 días, aunque, en estas

últimas, los valores medios son en todos los casos inferiores a los detectados en las

semillas no tratadas.

Posteriormente se procedió a la determinación de la longitud correspondiente a la

raíz y al hipocótilo (Fig. 20) de las plántulas procedentes de semillas sometidas a

envejecimiento artificial. El análisis estadístico de los resultados obtenidos con ambos

tipos de semillas (Tabla 20) muestran que respecto a la raíz no existen diferencias

significativas debidas al tamaño de la semillas, aunque el tiempo de envejecimiento afecta

de diferente forma a las SP y las SG. Por el contrario, ambos tipos de semillas difieren

significativamente (P =0,001) en relación a la longitud del hipocótilo, tanto por efecto del

tamaño de la semilla como por el tiempo de envejecimiento.
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Asimismo, se puede observar que las SP (Fig. 20A) muestran una alteración

significativa (Tabla 21) de la longitud de la raiz y de la longitud del hipocótilo cuando el

tiempo de envejecimiento se prolonga a 7 y 11 días. En el caso de las SG (Fig. 208) se

detectan fluctuaciones en la longitud de la raíz durante el periodo de envejecimiento,

presentando en todos los casos valores inferiores a los observados en las semillas no

tratadas. Respecto al hipocótilo, las mayores diferencias se detectan en las plántulas

procedentesde semillas envejecidasdurante7 y 11 días.

El análisisdel vigor de las plántulas mediantelos indicesde uniformidad (SUI)

y de vigor (IVI) descritos por Huang (1989), ponen de manifiesto el efecto del

tratamiento. La aplicación de estos índices a los datos experimentales obtenidos se indican

en la Tabla 22.
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Figura 20. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR>
en el vigor de las semillas de girasol (SP y SG) cv. Peredovik <A y B,
respectivamente). Vigor expresado como longitud de la raíz <círculos
negros), longitud del hipocótilo (círculos blancos), y relación longitud de la
raíz/longitud del hipocótilo <R/H). Cada punto representa el valor medio
±SEde 25 plántulas. Los puntos con la misma letra no presentan
diferencias significativas según el test múltiple de Duncan, para el
correspondiente análisis de varianza (Tabla 21).
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TABLA 17. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la longitud total de las
plántulas normales procedentes de las semillas de girasol (HelianthusannuusL. cv.
Peredovik) a los 10 días de imbibición a 25 0C, en función del tiempo de
envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla. Diferencias
significativas a P=0,001 (**), P=O,01(*) y diferencias no significativas (NS).

Fuente de variación gI LONGITUD, cm

Envejecimiento (t)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error

2
2
2

288

1236,328**
122,752NS
976,388*

15729,067

TABLA 18. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la longitud de las plántulas
procedentes de semillas de girasol (HellanthusannuusL. ev. Peredovik), SP y SG, en
función del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR). Diferencias
significativas a P=O,Ol (**) y P~0,O5 (*).

Fuente de
variación gI

LONGITUD, cm

SG
Envejecimiento
Error

1
144

1357,281**
7779,547

855,435*
7950,052

135



RESULTADOS

TABLA 19. Longitud total (cm) de las plántulas normales a los 10 díasdegerminación
a 25 0C, procedentes de semillas (SP y SG) de girasol (Helianthus annuus L. cv.
Peredovik) sometidas a envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR). Cada valor
representa la media +SE de la longitud de 25 plántulas. Los valores medios seguidos
por la misma letra no presentan diferencias para el nivel de significación del
correspondiente análisis de varianza (Tabla 18), según el test múltiple de Duncan.

ENVEJECIMIENTO, días SP SG

1
1
1
1
1
11

31,39+1 48bc
33,57+ 1 48c
31,43+1 62bc
32,26+ 1 S9bc
27,06+1 lOab
25,11+1 08a

32,92+1 41b
28,09+1 28ab
27,66+1 43ab
27,36+ 1 l3ab
31,13+203ab
25,98+1 48a

TABLA 20. Análisis de la varianza(sumade cuadrados)de la longitud (cm) de la raíz
e hipocótilo de plántulasnormalesprocedentesde las semillasde girasol (Helianihus
annuusL. cv. Peredovik)a los 10 días de imbibición a 25 0C, en función del tiempo
de envejecimientoartificial (43 0C, 75 % HR) y del tamañode la semilla. Diferencias
significativas a P<0 001 (***), P’tO 01 (**) y P<O 05 (*) y diferencias no
significativas(NS).

Fuente de variación gI Raíz Hipocótilo

Envejecimiento (t)
Tamaño (T)
Interacción (txT>
Error

2
2
2

288

647,079*
0,908N5

891,924**
12427,632

162,713***
102,551***
70,093N5

1965,950

TABLA21. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la longitud (cm) de la raíz
e hipocótilo de las plántulas normales procedentes de las semillas (SP y SG) de girasol
(Helianthus annuus L. cv. Peredovik) a los 10 días de imbibición a 25 0C, en función
del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR). Diferencias significativas a
P<O 01 (**), P=0,05 (*) y diferencias no significativas (NS).

Fuente de
variación gl

SP SG
Raíz Hipocótilo Raíz Hipocótilo

Envejecimiento
Error

1
144

868,92**
6131,15

106,47*
974,85

670,O8**
6296,48

126,34*
991,10
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TABLA 22. Evaluación del vigor de plántulas de girasol (HelianthusannuusL. cv.
Peredovik), procedentes de semillas (SP y SG) artificialmente envejecidas (43 0C,
75 % HR), mediantela aplicaciónde los índicesde uniformidad(SUI) y devigor (LVI),
calculados a partir de las expresiones que se señalan en el apartado de Material y
Métodos propuestas por Huang (1989).

Tí~o DE
SEMILLA

ENVESECIMIENTO,
DÍAS 5111 IVi, %

SP

1
1
1
1
1
11

0,87
0,98
1,75
0,54
1,23
0,48

67
86

147
42
88
23

SG

1
1
1
1
111

1,95
1,20
0,48
0,67
0,34
0,55

137
90
34
34
12
15
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4.2. Contenido de humedad de las semillas de girasol

El contenido de humedad alcanzado por las semillas (SP y SG) durante el período

de envejecimiento artificial se muestra en la Figura 21. Se puede observarque lahumedad

inicial de las semillas es de 0,05 g H20/g semilla (p.s.), independientementedel tamaño

de las mismas. El análisis estadístico (Tabla 23) no reveló diferencias significativas en

relación al tamaño de la semilla, pero si respecto a su comportamiento en respuesta a las

condiciones de envejecimiento. El tratamiento produce un incremento significativo del

contenido de humedad (Tabla 24), detectable (Fig. 21> desde el primer día de

envejecimiento(18 y 23 %, paraSP y SG, respectivamente)y que sehacemásevidente

a medida que se prolonga tratamiento,incrementándosehastael 31 y 42 % en semillas

envejecidasdurante7 y 11 días, respectivamente.El contenidode humedaddetectadofue

de 0,06 g H20/g semilla a los 7 días y 0,07 g H20/g semilla a los 11 días, obteniéndose

idénticosvaloresen SP y SG.
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Figura 21. Contenido de humedad de las semillas de girasol cv. Peredovik, SP
(barras negras> y SG (barras blancas> durante el período de envejecimiento
artificial (43 0C, 75 % HR). Cada punto representa el valor medio ±SEde cuatro
determinaciones independientes, Para cada tipo de semillas, las barras con la
misma letra no presentan diferencias significativas según el test múltiple de
Duncan, para el correspondiente análisis de varianza <Tabla 24).

141

Cd
bc cd

O 1 3 5 7 11





RESUL TABOS

TABLA 23. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) del contenido de humedad (g
H10/g semilla) de las semillas de girasol (HelianthusannuusL. cv. Peredovik) en
función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR) y del tamaño de la
semilla. Diferencias significativas a P<0 001 (*) y diferencias no significativas (NS).

Fuente de variación gí HUMEDAD

Envejecimiento <t)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error

3
3
3

36

21 ,94 1 *
0,004N5
0,420N5

107,886

TABLA 24. Análisis de la varianza(sumade cuadrados)del contenidode humedad(g
H20/g semilla) de las semillas (SP y SG) de girasol (Hetianthus annuus L. cv.
Peredovik)en estado seco,en función del tiempode envejecimientoartificial (43 oc,
75 % 1-IR). Diferenciassignificativasa P<0 001 (*)

Fuente de variación gI SP SG

Envejecimiento
Error

1
18

10,946*
2,240

11,415*
1,425
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4.3. Ensayos de Iiberaci6n: análisis de los exudados de las

semillas de girasol

4.3.1. pH de los exudados

Los resultados obtenidos en ladeterminacióndel pHde los exudadosde las semillas

sometidas a distintos períodos de envejecimiento se muestran en la Figura 22. Los valores

de pH a los 30 minutos de imbibición presentaron diferencias significativas (Tabla 25)

entre las SP y las SG, tanto por efecto del tamaño de la semilla como por el tiempo de

envejecimiento. La determinacióndel pH a los 30 minutos de la imbibición ha sido

propuestarecientemente(Tyagi, 1993) como un métodocapazde predecir la capacidad

germinativade semillasde distintasespecies.Sin embargo,en nuestromaterial biológico,

no hemosencontradodiferenciassignificativasentre los valoresde pH a los 30 minutos

de los exudadosde las SP (Tabla 26) sometidasal procesode envejecimientoartificial,

aunque las SG mostraron valores de pH significativamente (Tabla 26, Fig. 22)

incrementadosen las semillasenvejecidasdurante 1 y 3 días.

Los valores de pH a las 24 horas de imbibición no mostraron diferencias

significativasen función del tiempo de envejecimientoni del tamañode la semilla (Tabla

25). Tantoparalas SPcomoparalas SG, los valoresde pH estuvieronen todos los casos

comprendidosentre5,4 y 5,9. Sin embargo,es interesanteseñalarque los valoresde pH

medidosa los 30 minutos difieren significativamentede los obtenidosa las 24 horasde

imbibición (Tabla 27) tanto en SP comoen SG.
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Figura 22. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial <43 ~C, 75 % HR) en el
pH de los exudados de semillas de girasol <SP y SG) cv. Peredovik (A y B,
respectivamente>. Círculos blancos y negros, pH de los exudados a los 30
minutos y 24 horas de imbibición, respectivamente. Cada punto representa el
valor medio ±SEde cuatro determinaciones independientes. En cada caso, los
puntos con la misma letra no presentan diferencias significativas según el test
múltiple de Duncan, para el correspondiente análisis de varianza (Tabla 26).
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TABLA 25. Análisis de la varianza (suma de cuadrados)de los valores de pH
detectadosen los exudadosde las semillas de girasol (Helianthus annuasL. cv.
Peredovik) a los 30 minutosy a las 24 horasde imbibición, en función del tiempo de
envejecimientoartificial (43 0C, 75 % HR) y del tamañode la semilla. Diferencias
significativas a P=0,O01(***), P=0,01(**), P=0,05(*) y diferencias no
significativas(NS).

Fuente de variación gI pH 30 mm pH 24 h

Envejecimiento (t)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error

3
3
3

36

0,198**
O,537***
0,157*
0,342

0,381N5
0,027N5
0,236N5
2,018

¡ TABLA 26. Análisis de la varianza(suma de cuadrados)de los valoresde pH de los
¡ exudadosprocedentesde semillasde girasol (HelianihusannausL. cv. Peredovik), SP
¡ y SG, a los 30 minutos y a las 24 horas de imbibición, en función del tiempo de
envejecimientoartificial (43 0C, 75 % HR). Diferenciassignificativasa P=0,01(*) y

¡ diferenciasno significativas(NS).

Fuente de
variación gl

SP SG
11 30 mm pH 24 h pH 30 mm pH 24 h

Envejecimiento
‘Error

1
18

0,093N5
0,185

0, 1O6NS
0,347

0,262* 0,51lNS
0,157 1,671

Fuente de variación gI SP SG

Imbibición
Error

4
46

1,294*
0,828

2,484*
1,547
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TABLA 27. Análisis de la varianza(sumade cuadrados)de los valoresde pH de los
exudadosprocedentesde semillasde girasol (HelíanthusannuusL. cv. Peredovik), SP
y SG, en función del tiempo de imbibición. Diferenciassignificativas(*) a P<0 001.
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4.3.2. Contenido de fósforo de los exudados

La Figura 23 muestra la evolución de los niveles de fósforo detectados en los

exudados de las semillas a las 24 horas de imbibición. Se puede observarque el tamaño

de la semilla no influye significativamenteen los nivelesde fósforo detectados,mientras

que el tiempo de envejecimiento afecta significativamentea la liberaciónde fósforo(Tabla

28). El análisis estadístico de esta variableen función del tiempo de envejecimientopara

cada tipo de semillas muestraasimismodiferenciassignificativas(Tabla29>. Tantoen las

SP como en las SG, envejecidas de 1 a 7 días, los valores de fósforo no presentan

diferencias significativas según el test múltiple de Duncan (Fig. 23), produciéndose el

mayor incrementoa los 11 días de envejecimiento.
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Figura 23. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR) en la
cantidad de fósforo de los exudados de semillas de girasol cv. Peredovik, a las
24 horas de imbibición. SP, barras negras; SG, barras blancas. Cada barra
representa el valor medio ±SEde cuatro determinaciones independientes. Para
cada tipo de semilla, las barras con la misma letra no presentan diferencias
significativas según el test múltiple de Duncan, para el correspondiente análisis
de varianza (Tabla 29).
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TABLA 28. Análisis de la varianza (suma de cuadrados)de la cantidadde fósforo
presente en los exudadosprocedentesde semillasde girasol (HelianihusannuusL. cv.
Peredovik)a las 24 horas de imbibición, en función del tiempo de envejecimiento
artificial (43 0C, 75 % 1-IR) y del tamañode la semilla. Diferenciassignificativasa
P=0,O0] (*) y diferenciasno significativas(NS).

Fuente de variación FÓSFORO

Envejecimiento U)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error

3
3
3
36

23,385*
0,OI6NS
4,035N5

13,073

TABLA 29. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la cantidad de fósforo
presente en los exudadosprocedentesde semillasde girasol (HelianthusannausL. cv.
Peredovik),SP y SG, en funcióndel tiempo de envejecimientoartificial (43 0C, 75 %
HR). Diferenciassignificativas a P=0,00l(**) y a P=0,O5(*).

Fuente de variación gí SP SG

Envejecimiento
Error

1
18

1 9,863**
5,998

7,558*
7,081
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4.3.3. Absorbancia de los exudados

Los exudadosde los distintos lotes de semillas sometidasa envejecimiento

aceleradopresentaronun máximo de absorciónentre260 y 280 nm (Figs. 24 y 25) que

se incrementadrásticamenteen los exudadosde las SP envejecidasdurante11 díasy de

la SG envejecidasdurante7 y II días,queponede manifiestola salidamasivade solutos

intracelulares.Los valoresde absorbanciade los exudadosa las 24 horasde imbibición

medidosaestalongitud deondasemuestranen la Figura26, dondesepuedeobservarque

la evoluciónde laabsorbanciaa280 mii sigueun cursolineal definido por las ecuaciones:

y= 0,056 x + 0,4365 (r ==0,6912***), y 0,085 x + 0,6307(r =O,6337**) paralas

SP y las SG, respectivamente.Asimismo se puedeobservar que existen diferencias

importantesentreambostipos de semillas,queademásmostraronsignificaciónestadística

(Tabla31) por efectodel tiempode tratamientoy del tamañode la semilla.Por otraparte,

los valoresde absorbanciaa 280 nm detectadosen los exudadosprocedentesde las SP

(Fig. 26) presentarondiferenciassignificativasen función del tiempo de envejecimiento

(Tabla 30), a partir de los 3 días de tratamientode acuerdocon el test de separaciónde

mediasaplicado,mientrasque en el casode las SG, talesdiferenciassólo se detectanen

las semillasenvejecidasdurante11 días.
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Figura 24. Espectro de absorción de los exudados de las semillas <SP) de girasol cv.
Peredovik no tratadas <a> y envejecidas artificialmente durante 1, 3. 5, 7 y 11 días
<b, c, d, e y f, respectivamente).
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Figura 25. Espectro de absorción de los exudados de las semillas (SG> de girasol
cv. Peredovik no tratadas (a) y envejecidas artificialmente durante 1, 3, 5, 7 y 11
días (b, c, d, e y t, respectivamente).
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Figura 26. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR) en la
absorbancia a 280 nm de los exudados procedentes de semillas de girasol cv.
Peredovik. Círculos negros y blancos, SP y SG, respectivamente. Cada punto
representa el valor medio ±SEde cuatro repeticiones independientes. Para cada
tipo de semilla, los puntos con la misma letra no presentan diferencias
significativas según el test múltiple de Duncan, para el correspondiente anélisis
de varianza (Tabla 31).
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TABLA 30. Análisis de la varianza (suma de cuadrados)de los valoresde absorbancia
a 280 nm (A~j de los exudados procedentes de semillas de girasol (Hetianthusannuus
L. cv. Peredovik) a las 24 horas de imbibición, en función del tiempo de envejecimiento
artificial (43 0C, 75 % HR) y del tamañode la semilla. Diferenciassignificativasa
P<0 001 (*) y diferenciasno significativas(NS).

Fuente de variación gI

Envejecimiento (t)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error

3
3
3

36

3,947*
1,294*
0,354N5
2,882

TABLA 31. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los valores de A
2~ de los

exudadosprocedentesde semillasde girasol (HelianthusannuusL. cv. Peredovik), SP
y SG, en función del tiempo de envejecimiento.Diferenciassignificativas a P<0 001
(**) ya P=0,05(*)

Fuente de variación gl SP SG

Envejecimiento
Error

1
18

3,002**
1,549

1,299*
1,333
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4.3.4. Intensidad de corriente eléctrica: análisis individualizado

de los exudados

La determinaciónindividualizadade la intensidadde corriente eléctrica se ha

llevado a caboen: 1) aquenios,2) semillas y 3) pericarpios.No obstante,y a los efectos

de la descripción de los resultados,en este epígrafe resulta convenientematizar la

terminologíaempleada,con objetodeprecisarlos ensayosrealizados.Teniendoen cuenta

la nota aclaratoria,señaladaen el apartado3.1., sobrelas denominacionesusualmente

referidasy empleadaspor investigadores,tecnólogosy analistasde semillas(Gay y col.,

1991) y únicamentedesdeeste punto de vista, se consideranlos términos aquenioy

pericarpio,equivalentesa semillacompletay cubierta,respectivamente.Portanto, en este

caso, la expresiónsemilla,hacereferenciaa la semilla sin cubierta.

La liberaciónde iones,medidaen funciónde la ICE (MA), procedentesde semillas

completasde girasol (SP y SG) semuestraen la Figura 27. En todos los casos,tanto en

semillasno envejecidas(Fig. 27A), comoenlas sometidasa envejecimientoartificial (Fig.

278-F), se observauna evoluciónsemejantede la ICE. Existe una rápidasalidade iones

durante las primeras horas de imbibición, que posteriormentetiende a estabilizarse,

observándoseun cambio en la cinéticade liberaciónde ionesa tiemposprolongadosde

imbibición. Este último efecto se hace más patente a medida que aumenta el

envejecimiento.Por otra parte,al final del periodode imbibición, las SPpresentaronuna

menorliberaciónde iones frentea los detectadosen los exudadosprovenientesde las SG.

El análisis estadístico(Tabla 32) de los resultadosobtenidosa las 24 horas refleja la

influenciadel tamañode la semilla,que resultasermuy significativa(P=0,00l).Respecto

a esta variable cabe señalar ademásque las SP y las SG evolucionande forma

significativamente(P=O,01)diferenteen función del tiempo de envejecimiento.

Por otra parte,el estudioestadísticode los valoresfinales de ICE paracadatipo

de semillas (Figs. 28A y B), revela que el tiempo de envejecimiento no afecta

significativamente(Tabla 33) a la cantidadde electrolitos liberados,aunquelos valores
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tienden a incrementarse a medida que se prolonga el tiempo de envejecimiento.Estetipo

de ensayos se utiliza habitualmente como sistema indirecto para determinar la viabilidad

de las semillas. Sin embargo, los resultados señalados no reflejan una buena correlación

entre los valores medios de ICE a las 24 horas de imbibición y la viabilidad medida en los

ensayos de germinación (r=-0,4437 y r=-0,0567 en SP y SG, respectivamente).

En la Figura29 sepresentala evoluciónde la ICE de los exudadosprocedentesde

los pericarpiosde las SP y SG. En amboscasos,sepuedeobservarque existeuna rápida

liberaciónde iones durantelas primerashoras de imbibición, que posteriormentese

estabilizahastalas 24 horas.Sin embargo,si se observandiferenciasen la cantidadde

iones liberadosdesdelos pericarpiosde las SP y las SG. Por otra parte,no seobservan

diferenciassignificativas(P=0,05)entrela ICE determinadaen los exudadosprocedentes

de los pericarpiosde las semillassometidasa 11 díasdeenvejecimientoy las semillas no

tratadas.

La liberaciónde ionesprocedentesde las semillas (libresdepericarpio>sepresenta

en la Figura 30. Los resultadosmuestranuna liberación lenta, crecientey continua de

ionesdesdeel comienzodel períodode imbibición. Los valoresde ICE medidosen estos

exudadosfueron siempreinferiores a los observadosen los procedentesde semillas

completas(Fig. 27) durantetodo el períodode imbibición.

Los valoresde ICE a las 24 horasde imbibición detectadosen los exudadosde las

semillas sin pericarpio (Figs. 28A y B) presentarondiferenciasmuy significativaspor

efectodel tamañoy ademásmostraronunaevoluciónsignificativamentediferenterespecto

al tiempode envejecimiento(Tabla34).

Estavariable analizadaen función de] tiempo de envejecimientoen cadatipo de

semillas,mostródiferenciasmuy significativas(P=0,001)tantoen las SPcomoen las SG

(Tabla35). La separaciónde valoresmediosporel testmúltiple de Duncan(Figs. 28A y

B), revela que, para las SP, las diferenciasse ponende manifiestoa los 11 días de
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tratamiento. En cambio, para las SG aparecen diferencias significativas a partir de los 5

días de envejecimiento. La observación de los valores finales de ¡CE (y) revela que esta

variable se incrementa linealmente en función del tiempo de envejecimiento (x), tanto para

SP como SG (Fig. 28). Las rectasde regresiónvienendefinidas por las expresiones:

y =2,4086 x + 53,9279; r=O,8845*** para SP; y=4,8S&3 x + 54,026; r=O,7542***

para SG.

Por otra parte, los valores finales de ICE de los exudadosde las semillas (sin

pericarpio) mostraron una buena correlación con la presencia de semillas muertas

(r=O,8971***) en el caso de las SP y con la aparición de plántulas anormales en el caso

de las SG (r=0,8680**j, de los ensayos estándar de germinación (Fig. 16). Sin embargo,

para comprobar el efecto de la eliminación del pericarpio en la capacidad germinativa se

realizó un ensayo de germinación con las semillas libres de pericarpio (Tabla 36) en el que

se observa un incremento muy importante del número de anormalidadesen ambos tipos

de semillas.
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Figura 27. Evolución de la intensidad de corriente eléctrica (vA) de los exudados
de semillas completas de girasol cv. Perdovik en función del tiempo de
imbibición. SP <círculos negros> y SG (círculos blancos>. Semillas no tratadas
(A>, y envejecidas artificialmente (43 0C, 75 % HR) durante 1, 3, 5, 7 y 11 días
(B, C, O, E y F, respectivamente). Cada punto representa el valor medio ±SEde
cuatro repeticiones cada una con 25 determinaciones independientes.
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Figura 28. Evolución de la intensidad de corriente eléctrica determinada a
las 24 horas de imbibición en los exudados de semillas de girasol completas
<círculos negros) y libres de pericarpio <círculos blancos> correspondientes
a SP <A) y SG (B), en función del tiempo de envejecimiento artificial <43 0C,
75 % HR>. Cada punto representa el valor medio ±SE de cuatro
repeticiones, cada una con 25 determinaciones independientes. En cada
caso, los puntos con la misma letra no presentan diferencias signigficativas
según el test múltiple de Duncan, para el correspondiente análisis de
varianza <Tabla 35>.
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Figura 29. Evolución de la intensidad de corriente eléctrica <pA> de los
exudados procedentes de los pericarpios de las semillas de girasol SP
(círculos> y SG <cuadrados), correspondientes a semillas no tratadas <A) y
envejecidas artificialmente <43 0C, 75 % HR) durante 11 días (B>. Cada
punto representa el valor medio de cuatro repeticiones cada una con 25
determinaciones independientes. El SE no excede el tamaño del símbolo.
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Figura 30. Evolución de la intensidad de corriente eléctrica (pA> de los exudados
de las semillas de girasol cv. Peredovik <libres de pericarpio), en función del
tiempo de imbibición. SP <círculos negros) y SG <círculos blancos>. Semillas no
tratadas (A> y envejecidas artificialmente (43 0C, 75 % HR> durante 1, 3, 5, 7
y 11 días <B, C, D, E y F, respectivamente>. Cada punto corresponde al valor
medio ±SE de cuatro repeticiones, cada una con 25 determinaciones
independientes.
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TABLA 32. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la ICE de los exudados
procedentes de semillas completas de girasol (HelianthusannausL. cv. Peredovik>
sometidasa 24 horasde imbibición, en funcióndel tiempodeenvejecimientoartificial
(43 0C, 75 % HR) y del tamañode la semilla. Diferenciassignificativas a P<0 001
(**), P=0,01(*) y diferenciasno significativas(NS).

Fuente de variación gI ICE

Envejecimiento (t)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error

3
3
3

36

1030,048*
10424,129**

312,672N5
2089,976

TABLA 33. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la ICE de los exudados
procedentes de semillas completas de girasol (HelianthusannuusL. cv. Peredovik), SP
y SG, imbibidas durante24 horas,en función del tiempo deenvejecimientoartificial
(43 0C, 75 Vv HR). Diferencias no significativas (NS).

Fuente de variación gí SP SG

Envejecimiento
Error

1
18

465,667N5
762,556

859,794N5
1613,698

TABLA 34. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la ICE de los exudados
procedentes de semillas de girasol (Hetianthus annuus L. cv. Peredovik) libres de
pericarpioimbibidasdurante24 horas,en funcióndeltiempode envejecimientoartificial
(43 0C, 75 Vv HR) y del tamañode la semilla. Diferenciassignificativas a P<0 001
(*) y diferenciasno significativas(NS).

Fuente de variación gI ICE

Envejecimiento (t)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error

3
3
3

36

9758,830*
10176,858*
1132,12SNS
4168,915
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TABLA 35. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la ICE de los exudados
procedentes de semillas de girasol (Helianthus annuus L. cv. Peredovik) libres de
pericarpio, SP y SG, imbibidas durante 24 horas, en función del tiempo de
envejecimientoartificial (43 0C, 75 Vo HR). Diferenciassignificativas a P’<0 001 (*).

Fuente de variación gI SP SG

Envejecimiento
Error

1
18

2127,884*
321,383

8718,070*
3847,532

TABLA 36. Capacidad germinativa de las semillas (SP y SG)
de girasol (HelianthusannuusL. cv Peredovik) no tratadas y
libres de pericarpio. N, plántulas normales, A, plántulas
anormales y M, semillas muertas.

TAMAÑO N A M

SP 67 26 7

SG 49 36 16
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4.3.4.1. CinétIca de liberación de iones

La cinéticade liberaciónde ionespresentadaen la Figura 30 es de primer orden

y viene definida por una función monomolecularque asumeque la cantidad de iones

liberadadependede la cantidadde ionesque quedapor liberar:

L= C (1-

donde,

L = cantidad de iones liberada, en pA

t = periodode imbibición, en horas

C y K, son parámetros estimadospor la función cuyo significado esel siguiente:

C = asintota cuando t-~oo, biológicamente representa la cantidad final de iones liberada

K = constantecinética, relacionadacon la velocidad inicial (dL/dt)~0 = K.C

En la Tabla 37 se presentanlos valores de los parámetrosestimadospara esta

función. En todos los casos, el coeficiente de regresión (R
2) fue superior a 0,9607.

Teniendo en cuenta la bondad del ajuste, el análisis estadístico de los parámetros estimados

por la función (Tabla 38) revela las diferencias existentes en función del tiempo de

envejecimiento, para ambos tipos de semillas.

Desde un punto de vista teórico, los iones detectados en Jos exudados de las

semillas completas (aquenio) corresponderían a los liberados por cada uno de sus

componentes (pericarpio y semilla). Sin embargo, los datos experimentales no son

equivalentes a los que se obtendrían mediante su suma algebraica, ya que la cesión de

iones de la semilla completa muestra una evolución diferente (Fig. 27) a la observada

cuando se analiza esta cesión en sus distintos componentes (Figs. 29 y 30). Teniendo en

cuenta la representación gráfica de los datos experimentales (Fig. 27), la evolución de la

ICE de la semilla completa fue analizada por métodos de regresión no lineal a modelos

matemáticos. No obstante, los ajustes realizados a funciones de tipo sigmoide
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(monomoleculary logístico) no alcanzaronlaconvergenciacuandoseconsiderael período

completo de imbibición ni cuando se tienen en cuenta períodos inferiores dado el cambio

de tendencia en la cesión de iones, que se presenta en todos los casos aproximadamente

entre 14-18 horas de imbibición.

Los resultados anteriores podrían apoyar la hipótesis de que la ICE de los exudados

procedentesde las semillasno tratadaso envejecidaspodríaserla resultantede una cesión

rápida de iones desde el pericarpio y otra cesión lenta y progresiva de iones desde la

semilla. Esta hipótesisse formaliza en el modelo que a continuaciónse representade

forma esquemática:

Modelo que se propone para la liberación de iones procedentes de semillas
completas de girasol Gv. Peredovik. La cantidad de iones en el medio de
imbibición (0) depende de la cantidad de iones cedidos desde el pericarpio (Ci>
con una constante de velocidad de primer orden (K1) y de la cantidad de iones
cedidos desde la semilla (02) con una constante de velocidad de primer orden
<KJ. El planteamiento del modelo y su desarrollo se definen en el texto.
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El planteamiento de este modelo implica las siguientes consideraciones:

1) La velocidadde aparición de iones en el medio (dCldt) depende de la

cantidad de iones presentes en el pericarpio (C1), que se ceden desde el

mismo con una constante cinética de velocidad de primer orden (k1):

dCdf 111

2) La velocidadde liberaciónde ionesdesdela semilla (dC2/dt) depende de

la cantidad de iones presentes en la misma (C2), que se ceden con una

constante cinética de velocidad de primer orden (k2):

d4
__ --kC
dI 22

¡2]

3) En consecuencia, la liberación de iones desde el pericarpio dependerá de la
velocidad de cesión de iones desde la semilla (-k2.C2) y de la velocidadde
aparición de iones en el medio de imbibición (k1. C1):

dG~

df [3]

El desarrollo
[2], obteniéndose,

matemático del modelo comienza con la integración de la ecuación

£720. e

donde C corresponde

[4¡

a la cantidad inicial (para t=O) de iones presentes en la semilla.
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Sustituyendo C2 en [3],

reagrupando términos,

eÍ<lt~ kC
0 ~-Iy~

6k1.t

integrando la ecuación [6],

e k~t k2.t~cte

el valor de la constante se obtiene para t=0, donde C1 =C,

k
cte= G10~ 24

k-k2

[71

[8]

la ecuación [8] se sustituye en [7] y reagrupandotérminosse obtiene,

[91

dG,

df
s020 e -‘y [5]

dq

~dt
+ 16]

C~. e~t=k 42’

o

44
1 2
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Una vez obtenido el valor de C1 se sustituyeen la ecuación[1],

o

df ~• [Ca. e/<lt k ~2 . (e k1t~ e~
t)] [101

dCk 1 2’

y por integraciónseobtieneel valor de C,

¡11]

Los valores experimentalesde ICE se ajustarona la ecuación anterior. Sin

embargo, el ajuste no puede considerarse satisfactorio desde el punto de vista estadístico,

por los valoresde la desviaciónestándarde los parámetrosestimadosy de los residuales,

debido probablementeal cambio de tendenciaen la liberación de iones observadoa

períodos prolongados de imbibición (Fig. 27). Esta variación en la liberación de iones se

produce en todos los casos analizados aproximadamente a partir de las 16 horas de

imbibición, momentoque puedeconsiderarsecomo tiempo crítico. Convieneseñalar,no

obstante,que estecambiode tendenciano sedetectaen los exudadosprocedentesde los

pericarpios (Fig. 29) y de las semillas (Fig. 30). Si este cambio de tendencia es el

responsablede la falta de ajuste señaladaanteriormente,la posibilidad inmediatasería

verificar la hipótesis planteadaen el modelo mediante el ajuste de los valores

experimentalesobtenidos desde el comienzode la imbibición hasta el tiempo crítico.

Cuandoseconsideraesteperiodode imbibición (0-16h), el ajustea la función matemática

que desarrollael modelo de cesión propuestofue satisfactoriodesdeel punto de vista

estadístico,ya que en todos los casosse alcanzó la convergenciaentre los valores

experimentalesy los estimadospor la función (Tabla 39), obteniéndosecoeficientesde

determinación(R2) superioresa 0,9993. Los parámetrosestimadospara la liberaciónde

ionesprocedentesde lasSP no presentandiferenciassignificativas(Tabla40), mientrasque

cm C0(1 e~%± I<C0 -k
2.t _ &C20

(1-e ) k~-S (1-e
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en el caso de las SG existen diferencias que afectan a la cantidad inicial de iones liberados

desde el pericarpio (C» y desde la semilla (C).

Con objeto de completarel estudiosobrela evolución de la liberación de iones

durante todo el proceso de imbibición, se procedió a analizar dicha evolución teniendo en

cuenta el período comprendido entre 16 y 24 horas. Los valores experimentales de ICE

durante este periodo (Fig. 31), mostraron una tendencia similar a la observada para las

semillassin pericarpio(Fig. 30), por lo que seajustarona funcionesmatemáticasde tipo

sigmoide. Para todos los casos analizados, los valores experimentales se ajustaron a una

función monomolecular. Si bien se alcanzó la convergencia, como revelan los parámetros

estimados(Tabla 42), los coeficientesde determinación(R2) no puedenconsiderarseen

todos los casossatisfactorios,ya que los mismosestuvieroncomprendidosen los rangos

0,7846-0,9915,para las SP y 0,6629-0,9494,para las SG. No obstante,el análisis

estadísticode estos parámetrosrevela que, para ambos tipos de semillas, existen

diferenciassignificativas por efecto del tiempo de envejecimiento(Tabla 43), que se

reflejan,segúncl testmúltiple de Duncan(Tabla 42), en las semillasmás envejecidas.
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Figura 31. Evolución de la intensidad de corriente eléctrica <uA) de los
exudados de semillas completas de girasol cv. Perdovik entre las 16 y 24
horas de imbibición. SP <círculos negros> y SG <ofreulos blancos). Semillas
no tratadas <A>, y envejecidas artificialmente durante 1, 3, 5, 7 y 11 d[as
<B, C, D, E y F, respectivamente). Cada punto representa el valor medio
±SE de cuatro repeticiones cada una con 25 determinaciones
independientes.
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TABLA 38. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los parámetros de liberación
estimados por la función monomolecular para las semillas de girasol (Helianthusannuus
L. cv. Peredovik) SP y SG, sometidasa 24 horas de imbibición, en función del tiempo de
envejecimientoartificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias significativas a P=0,00l(***),
P~C0 01 (**) y P=0,05(*).

Fuente de
variación

SP SG

1< C K

Envejecimiento
Error

1
18

1761,446**
1274,322

0,0097**
0,0060

15242,47***
5059,18

0,0067*
0,0058

TABLA 37. Parámetros estimados para el ajuste a la función monomolecular:
L=C(1 - ckt) para la liberación de iones determinada en Jos exudados procedentes de
semillas de girasol (HelianthusannuusL. ev. Peredovik), SP y SG, libres de pericarpio
y artificialmente envejecidas.C y K, parámetrosestimadospor la función, cuyo
significadobiológico quedareflejadosen el texto. Cadadatorepresentael valor medio
+SE de cuatro repeticiones, cada una con 25 semillas. Para cada columna, los valores
seguidos por la misma letra no presentan diferencias estadísticamente significativas
según el test múltiple de Duncan, para el nivel de significación señalado en la Tabla 38.

TIEMPO DE PARÁMETROS
ENVEJECIMIENTO,
días C K (x102)

Semillas pequeñas:
o 50,72+762ab 6,18+090a
1 43,03+3 51 a 10,73+1 21 ab
3 52,67+4 59 ab 7,55 +0 53 ab
5 44,21+238 a 10,73+0 93 ab
7 55,03+1 67 ab 9,38+043ab
11 69,00+252b 12,03+1 17b

Semillas grandes:
o 65,90+7 45 a 7,53+053 ab
1 74,92+1778a 7,20+069a
3 95,11+16 41 ab 5,33+049a
5 76,45 +23 16 a 10,78+0 88 b
7 86,57+2143 ab 8,85+0 99 ab
11 142,74+708 b 7,37+1 42 ab
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TABLA 40. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los parámetros estimados
(Tabla 39) por la función que define el modelo propuesto para la liberación de iones
procedentes de semillas (SP) completas de girasol (HellanthusannuusL. cv. Peredovik),
imbibidasdurante16 horas,en función del tiempode envejecimientoartificial (43 oc,
75 % HR). Diferenciasno significativas(NS) a P=0,05.

Fuente de variación gl

Envejecimiento
Error

1
18

105,929NS
337,856

0,499N5
0,102

447,547N5
328,953

0,OI4NS
0,038

TABLA 39. Parámetrosestimadospara la función (ecuación[11]>que define el modelo
propuesto para la de liberación de iones de semillas de girasol (HelianthusannuusL.
cv. Peredovik),hastalas 16 horasde imbibición. Funcióny significaciónbiológicade
los parámetros,señaladasen el texto. Cadadato representael valor medio ±SEde
cuatro repeticiones.Los valores medios seguidospor la misma letra no presentan
diferenciassignificativassegúnel testmúltiple de Duncan,parael nivel de significación
señaladoen la Tabla 41.

TIEMPO DE PARÁMETROS
ENVEJECIMIENTO, k2(xío’)

semillas
pequeñas:

0 41 06+1 98 1 61+009 28,53+066 2,4±0,1
1 40 14+1 90 1 71+0 11 37,80+127 2,6±0,2
3 42 02+0 85 2 02+023 30,90+202 2,8±0,3
5 35,54+280 1,90±0,18 36,21±1,76 2,6+02
7 38,59+134 1 95+0 15 41,54+344 2,5±0,2
11 8,53+320 1,93±0,16 36,16±2,53 3,1±0,3

semillas
grandes:

o so26±295 ab 1,75±0,17 36,67+267 a 2,8±0,3
1 53 00+2 86 b 200+0 11 41,45±1,14ab 2,6±0,2
3 44 87+3 21 ab 2 44+0 30 60,17+249e 2,5±0,4
5 45 59+1 50 ab 2 16+0 18 55,41+4 69 bc 2,2±0,1
7 40,62+292 a 2 61+047 56,59±2,92bc 1,9±0,1
11 48 12+1 41 ab 1 73+0 17 51,94+289 bc 1,8+03
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TABLA 41. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los parámetros estimados
(Tabla 39) por la función que define el modelo propuesto para la liberación de iones
procedentes de semillas (SG) completas de girasol (Helianthus annuus L. cv.
Peredovik), imbibidas durante 16 horas, en función del tiempo de envejecimiento
artificial (43 0C, 75 % HR). Diferencias significativas a P<0 001 (**), P=0,05(*) y
diferencias no significativas (NS).

¡_Fuente de variación gI

Envejecimiento is 380,278* 2,613NS 1720,199** 0,034N5
Error 118 479,488 5,061 641,935 0,0608

TABLA 42. Parámetrosestimadospara la función monomolecular: L= C(1 - para
la liberación de iones (16-24 horas de imbibición) determinada en los exudados
procedentesde semillascompletasde girasol (HelianthusannuusL. cv. Peredovik), SP
y SG, artificialmenteenvejecidas.C y K, parámetrosestimadospor la función cuyo
significadobiológico, quedareflejadoen el texto. Cadadato representael valor medio
±SEde cuatro repeticiones, cada una con 25 semillas. Para cada columna, los valores
seguidos por la misma letra no presentandiferenciasestadísticamentesignificativas
según el test múltiple de Duncan, para el nivel de significación señalado en la Tabla 43.

TIEMPO DE PARÁMETROS
ENVEJECIMIENTO,
días C K (xiO0)

Semillas pequeñas:
0 78,03+2 01 a 13 35+0 33 a
1 82,41+249 a 16,97+017 b
3 79,63+152a 1485+092c
5 76,25+3 14 a 15,78+0 81 e
7 86,98+3 15 a 26,27+065 c
11 96,25±5,371, 9,15±0 41 e

Semillas grandes:
o 106,78+625a 11,40+050a

115,05+3 19 a 13 38+064 b
3 117,92+4 22 a 13,78+0 90 b
5 107.77+5 81 a 15 32+0 80 be
7 108,89+583 a 13,05±0,56be
11 139,99+355b 728+025c
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TABLA 43. Análisis de la varianza(sumadecuadrados)de los parámetrosestimadospor
la función monomolecular para las semillas completas de girasol (HelianthusannuusL.
cv. Peredovik), SP y SG, desde las 16 a las 24 horas de imbibición, en función del tiempo
deenvejecimientoartificial (43 “C, 75 % HR). DiferenciassignificativasaP<0 001 (***)
y P=0,01(**)

Fuente de
variación

SP SG
C K

C K

Envejecimiento
Error

1
18

1092,373**
735,223

0,0151~~
0,0024

3133,925**
1771,019

0,0151***
0,0029
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4.4. Cinética de captación de agua de las semillas de girasol

El peso de las semillas (SP y SG) durante la imbibición se muestra en la Figura 32.

Se puede observar que, en todos los casos, el peso de las semillas se incrementa de forma

acusada durante las primeras horas de imbibición y tiende a estabilizarse durante el

procesode rehidratación.En las SP estatendenciasedetectaa partir de las 4 horasde

imbibición (Fig. 32A), mientras que las SG necesitan permanecer al menos durante 10

horas en estas condiciones para que su peso se estabilice (Fig. 32B). Por otra parte, para

determinar si el envejecimiento afectaba de alguna manera a este proceso, se realizó el

mismo estudio en las semillas envejecidas durante 11 días. Los resultados muestran que

las semillasenvejecidas(SPy SG) secomportandurantela imbibición de forma semejante

a las semillas no tratadas, durante la imbibición (Fig. 32).

La cinética de captación de agua, expresada como contenido de agua por gramo de

semilla, se muestra en la Figura 33. Esta forma de expresar los resultados permite

comparar ambos tipos de semillas y demuestra que la hidratación de las SP (Fig.33A) es

mucho más rápida que la de las SG (Fig. 33B), tanto para las semillas no tratadas como

para las envejecidas durante 11 días, lo cual se puede atribuir a la distinta superficie de

contacto con el agua. Sin embargo, si comparamos la cantidad de agua absorbida por las

semillasen cadahora (Fig. 34) seobservaque las mayoresdiferenciasentreambostipos

de semillas tienen lugar durante la primera hora de imbibición, en la que las SP no tratadas

captanaproximadamenteun 22 % másde aguaque las SG. Por otraparte, la cantidadde

agua absorbida (SP y SG) en las horas posteriores es siempre muy inferior a la detectada

durante la primera hora de imbibición. Las semillas envejecidas presentaron una cinética

semejante y sin diferenciassignificativas (Tabla 44) respectoa las semillasno tratadas,

aunque el perfil que muestra la Figura 34 indica que la entrada de agua durante la primera

hora de imbibición es inferior a la que se observa en las semillas no envejecidas mientras

que durante la segunda hora, la cantidad de agua absorbida es todavía importante. La

captaciónde aguaen los períodosmásprolongadosde imbibición no presentadiferencias

relevantesentrelos distintostipos de semillas.
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Figura 32. Cinética de captación de agua expresada en función del peso <g>
de las semillas de girasol cv. Peredovik durante las primeras 1 2 horas de
imbibición. Círculos blancos y negros, semillas no tratadas y envejecidas
artificialmente (43 0C, 75 % 1-IR) durante 11 d[as, respectivamente. A, SP;
B, SG. Cada punto representa el valor medio ±SEde cuatro ensayos
independientes.
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Figura 33. Evolución de la cinética de captación de agua de las semillas <SP
y SG> de girasol cv. Peredovik <A y B, respectivamente). Semillas no
tratadas (círculos blancos) y envejecidas artificialmente (43 0C, 75 % HR)
durante 11 días (círculos negros). Cada punto representa el valor medio
±SEde cuatro repeticiones independientes.
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Figura 34. Incremento de peso de las semillas de girasol (SP y SG) cv.
Peredovik <A y B, respectivamente> durante las 7 primeras horas de
imbibición a 25 0C. Barras blancas, semillas no tratadas y barras negras,
semillas envejecidas artificialmente <43 0C, 75 % HR) durante 11 días.
Cada barra representa el valor medio ±SE de cuatro repeticiones
independientes.
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TABLA 44. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la cantidad de agua captada
por cada gramode semillasde girasol (HelianthusannuusL. cv. Peredovik), SP y SG,
durante el proceso de imbibición, en función del tiempo de envejecimientoartificial
(43 0C, 75 % HR). Diferencias no significativas (NS).

Fuente de variación gI Sp SG

Envejecimiento
Error

7
70

O,039N5
1,764

0,00069N5
1,241
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4.5. Contenido de malondialdehido en semillas de girasol

La evolución de la cantidad de MDA presente en las SP y SG sometidas a

envejecimientoartificial se muestranen las Figuras 35 y 36, respectivamente.Se puede

observarque la cantidad de MDA detectadaen SP (expresadapor gramode tejido) es

superiora la detectadaen SG. El análisisestadístico(Tabla45) revelaque las diferencias

entre ambostipos de semillas son estadísticamentesignificativaspor efectodel tamañoy

del tiempo de envejecimiento. Sin embargo, esta fuente de variación analizada

individualmenteen cadatipo de semilla (Tabla46) no presentaalteracionessignificativas

respectoal contenidode MDA detectadoen las semillasen estadoseco.

Las SP sometidasa 4 horasde imbibición en condicionesdegerminaciónmuestran

un descensomuy significativo (Tabla47) de la cantidadde MDA, respectoa la cantidad

detectadaen las semillas en estadoseco (Fig. 35). Estedescensoes máspatenteen las

semillasno tratadas(Fig. 37) dondealcanzaun 55 % del valor obtenidoen semilla seca.

En las semillasenvejecidasseobservaque el descensoes más importantea medidaque

avanzael tiempo de tratamiento,obteniéndosevalorespróximosal control a los 11 días

de envejecimiento.

Los resultadosobtenidosa las 4 horasde imbibición muestrandiferenciasmuy

significativasentrelos distintostiempos de envejecimiento(Tabla 48), que segúnel test

múltiple de Duncan(Fig. 35) semanifiestanen todas las semillasenvejecidasrespectoa

las semillasno tratadasy entrelas semillasenvejecidassepuedendistinguir las sometidas

a 1, 3 y 5 díasdetratamientorespectoa las envejecidasdurante7 yl 1 días.Por otraparte,

se observa la tendenciaal descensode la cantidadde MDA detectadaa las 4 horasa

medidaque avanzael envejecimiento(r=0,8597***).

En las SG, a las 4 y 12 horasde imbibición seobservaun descensoimportantey

significativo (Tabla 49) en la cantidadde MDA, que tambiénes más acentuadoen las

semillassometidasa períodosprolongadosde envejecimiento(Fig. 36), aunqueel análisis
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estadísticono reveladiferenciassignificativasentrelos valoresde MDA detectadosa las

4 horas ni entre los detectados a las 12 horas (Tabla 50). Cuando la determinación de

MDA se realizaa las 12 horasde imbibición, seobservaun descensomuy acusado(Fig.

36) de la cantidad de MDApresente en los tejidos, alcanzándose valores inferiores al 33%

del contenido de MDApresente en semilla seca.

La Figura 38 presentalos resultadosobtenidosen las semillasenvejecidas,como

porcentaje relativo a las semillas no tratadas. Se pone de manifiesto, como se ha

comentadoanteriormente,que el tratamientono alteralos nivelesde MDA detectadosen

las semillas (tanto SPcomo SG) en estado seco y es la hidratación la que produce mayores

diferencias entre los distintos períodos de envejecimiento.

Por otraparte, la correlaciónexistenteentrela cantidadde MDA detectadoen las

semillas en estado seco y los niveles observados en las semillas hidratadas durante 4 horas,

SP (r=0,7377***) y SG (r=0,8524***), pareceindicar que la cantidadde MDA en estas

condicionesprovienefundamentalmentede la cantidadde MDA presenteen las semillas

en estado seco.
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Figura 35. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR>
en el contenido de malondialdehido de las semillas de girasol <SP) cv.
Peredovik, en estado seco (barras blancas> y sometidas a 4 horas de
imbibición (barras rayadas>. Cada barra representa el valor medio ±SEde
cuatro determinaciones independientes. Las barras con la misma letra no
presentan diferencias significativas según el test múltiple de Duncan, para
el correspondiente análisis de varianza <Tabla 48).
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Figura 36. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HA)
en el contenido de malondialdehido de las semillas de girasol (SG) cv.
Peredovik, en estado seco (barras blancas) y sometidas a 4 y 1 2 horas de
imbibición <barras rayadas y negras, respectivamente). Cada barra
representa el valor medio ±SEde cuatro determinaciones independientes.
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Figura 37. Contenido de malondialdehido de las semillas de girasol cv.
Peredovik artificialmente envejecidas <43 oc, 75 % HR> y sometidas a 4
<SP) y 12 (SG> horas de imbibición (barras blancas y rayadas,
respectivamente). Contenido de MDA expresado como porcentaje respecto
a la cantidad de MDA detectada en las semillas en estado seco.
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Figura 38. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial <43
0C, 75 % HR)

en el contenido de malondialdehido de las semillas de girasol cv. Peredovik,
SP (A> y SG <B>, expresado como porcentaje de MDA respecto a la
cantidad presente en semillas no tratadas. Barras blancas, semillas en
estado seco y barras rayadas y negras, semillas imbibidas durante 4 y 12
horas, respectivamente.
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TABLA 45. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la cantidad de MDA
detectado en las semillas de girasol (f-IelianthusannuusL. cv. Peredovik)en funcióndel
tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla.
Diferencias significativas a P=0,05 (*) y diferencias no significativas (NS).

Fuente de variación gI MDA

Envejecimiento (t)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error

3
3
3

36

39,637*
14,741*
21 ,773N5

107,886

TABLA 46. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la cantidad de MDA
detectado en las semillas (SP y SG) de girasol (HelianthusannuusL. cv. Peredovik) en
estadoseco, en función del tiempo de envejecimientoartificial (43 0C, 75 % HR).
Diferencias no significativas (NS).

Fuente de variación gI SP SG

Envejecimiento
Error

1
18

53,281N5
79,948

8,123N5
27,938

TABLA 47. Análisis de lavarianza(sumade cuadrados)del contenidode MDA en las
semillas(SP)de girasol(HelianthusannuusL. cv. Peredovik) en función del estadode
hidratación. Diferencias significativas a P<0 001 (*).

Fuente de variación gI MDA

Estado de hidratación
Error

4
46

290,133*
326,406

TABLA 48. Análisis de la varianza (sumade cuadrados)de la cantidadde MDA
detectadoen las semillas (SP) de girasol (Hellanthus annuus L. cv. Peredovik)
sometidasa imbibición durante4 horas, en función del tiempo de envejecimiento
artificial (43 0C, 75 % 1-IR). Diferencias significativasa P<0 001 (*).

Fuente de variación gl SP

Envejecimiento
Error

1
18

155,573*
14,543
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TABLA 50. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la cantidad de MDA
detectado en las semillas (SG) de girasol (Helianihus annuus L. cv. Peredovik)
sometidas a imbibición durante 4 y 12 horas, en función del tiempo de envejecimiento
artificial (43 0C, 75 % HR). Diferencias no significativas (NS).

Fuente de variación gl 4 horas 12 horas

Envejecimiento
Error

1
18

28,514N5
52,135

12,008N5
24,383
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TABLA 49. Análisis de la varianza (suma de cuadrados)de la cantidadde MDA
detectado en las semillas (SG) de girasol (Helianthusannuus L. cv. Peredovik) en
función del estadode hidratación.Diferenciassignificativasa P<0 001 (*).

Fuente de variación gl MDA

Estado de hidratación 2 1871,367*
Error 69 153,109
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4.6. Cambios asociados con la capacidad antioxidante de las 

semillas de girasol 

La presentación de los resultados obtenidos en el estudio de los principales 

antioxidantes enzimáticos y no enzimaticos se puede realizar según diferentes criterios. La 

forma de exposición de los resultados que, desde nuestro punto de vista, resulta más 

adecuada implica la discusión conjunta de cada una de las sustancias antioxidantes 

estudiadas con las enzimas relacionadas con su metabolismo, comentando, en los primeros 

apartados, las restantes enzimas con carácter antioxidante (SOD, CAT). 

4.6.1. Actividad superoxido dismutasa 

La evolución de los valores de la actividad SOD (Ulg semilla) durante el 

envejecimiento se muestra en la Figura 39. La actividad enzimática detectada en las 

semillas en estado seco no difiere significativamente en función del tamaiio de las mismas, 

aunque presentan una respuesta distinta frente al envejecimiento (Tabla 51). 

La actividad de la enzima en SP en estado seco (Fig. 39A) se mantiene estable 

durante cortos períodos de envejecimiento (1-5 días), mientras que desciende durante los 

días 7 y ll, aunque de forma no significativa (Tabla 52). Por el contrario, en las SG (Fig. 

39B) se detecta un descenso muy significativo de la actividad enzimática, negativamente 

correlacionado con el tiempo de envejecimiento (r =-0,9368***). La separación de medias 

según el test múltiple de Duncan pone de manifiesto la existencia de diferencias desde el 

primer día de tratamiento. 

La actividad SOD en las semillas hidratadas (Figs. 39A y B), presenta valores 

significativamente inferiores a los detectados en semilla seca (Tabla 53). Asimismo, el 

análisis estadístico (Tabla 54) reveló diferencias significativas de la actividad SOD entre 
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ambos tipos de semillas en estado hidratado (4 ó 12 horas) debidas al tamaño de las 

mismas, aunque tas SP y las SG mostraron una respuesta similar frente al tiempo de 

envejecimiento. Por otra parte, la evolución de la actividad SOD de las SP envejecidas y 

posteriormente rehidratadas, muestra valores que tienden a estabilizarse (Fig. 39A), ya que 

no existen diferencias significativas entre los distintos períodos de envejecimiento (Tabla 

55). Una tendencia similar se observa en SG (Fig. 39B), aunque en este caso se detectaron 

diferencias (Tabla 55) en la actividad SOD que, según el test de Duncan, son significativas 

desde el primer día de envejecimiento. 
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Figura 39. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43”C, 75 % HR) 
en la actividad superóxido dismutasa de las semillas de girasol (SP y SG) 
CV. Peredovik (A y B, respectivamente), en estado seco (círculos negros) 
e hidratadas durante 4 (SP) ó 12 (SG) horas (círculos blancos). Cada punto 
representa el valor medio *SE de cuatro repeticiones independientes. La 
unidad de enzima se define en el apartado de Material y Métodos. Para 
cada caso, los puntos con la misma letra no presentan diferencias 
significativas según el test múltiple de Duncan, para el correspondiente 
análisis de varianza (Tablas 52 y 55). 

205 





RESUL TADOS 

TABLA 51. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad SOD de 
semillas de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik), en función del tiempo de 
envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla. Diferencias 
significativas a P10,OOl (*) y diferencias no significativas (NS). 

Fuente de variación gl SOD 

Envejecimiento (t) 5 222.971.875* 
Tamaño (T) 1 6.163.333NS 
Interacción (txT) 5 52.641.666NS 
Error 36 187.486.250 

TABLA 52. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad SOD de 
semillas de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik), SP y SC?, en función del 
tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias significativas a 
P<O,OOl (*) y diferencias no significativas (NS). 

1 Fuente de I I SOD I 
variación 

I 
gl SP SG 

Envejecimiento 5 91.444.272NS 184.169.264* 
Error 18 161.095.625 26.390.625 

TABLA 53. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad SOD de 
semillas de girasol (Heliunthus unnuus L. CV. Peredovik), en función del estado de 
hidratación. Diferencias significativas a P10,OOl (*). 

Fuente de 
variación 

Estado de hidratación 
Error 

gl 

1 
46 

SOD 

SP SC 

60.637.552* 127.563.802* 
382.998.229 268.466.145 
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TABLA 54. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad SOD de 
semillas de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik) hidratadas, en función del 
tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla. 
Diferencias significativas a P<O,Ol (*) y diferencias no significativas (NS). 

Fuente de variación gl SOD 

Envejecimiento (t) 
Tamaño (T) 
Interacción (txT) 
Error 

5 39.916.666NS 
1 35.880.208* 
5 11.072.916NS 

36 137.375.000 

TABLA 55. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad SOD de 
semillas de girasol (Helianthus unnuus L. CV. Peredovik) hidratadas, en función del 
tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias significativas a 
P10,05 (“). 

Fuente de 
variación 

Envejecimiento 
Error 

gl 

5 
18 

SOD 

SP SG 

22.802.082NS 28.187.496* 
107.656.250 29.718.750 
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4.6.2. Actividad catalasa 

La evolución de la actividad CAT (U/g de semilla) en función del tiempo de 

envejecimiento se muestra en la Figura 40. La actividad CAT detectada en SC fue 

superior en todos los casos a la observada en SP, presentando diferencias muy 

significativas (Tabla 56) en función del tamaño de las semillas, aunque la evolución de la 

actividad enzimática durante el envejecimiento fue similar en ambos tipos de semillas. Sin 

embargo, la actividad CAT en las semillas rehidratadas no presenta diferencias 

significativas, además de mostrar una evolución semejante durante el envejecimiento 

(Tabla 56). Asimismo, el análisis estadístico de cada una de estas variables en función del 

tiempo de envejecimiento no reveló alteraciones significativas por efecto del tratamiento 

(Tabla 57). 

La actividad CAT en las SP y SG no envejecidas no se altera durante el proceso 

de rehidratación (Fig. 40). Asimismo, la actividad CAT en las SP envejecidas y 

posteriormente rehidratadas durante 4 horas tampoco difiere significativamente de la 

detectada en semilla seca (Tabla 58); sin embargo, la actividad CAT detectada en las SG 

envejecidas y rehidratadas fue significativamente diferente de la determinada en estas 

semillas en estado seco (Tabla 58) 
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Figura 40. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 OC, 75 % HR) 
en la actividad catalasa de las semillas de girasol CV. Peredovik, SP (A) y 
SG (B), en estado seco (barras rayadas) e hidratadas durante 4 (SP) ó 12 
(SG) horas (barras blancas). Cada punto representa el valor medio +SE de 
cuatro repeticiones independientes. 

211 





~ESUL TADOS 

TABLA 56. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad CAT de 
semillas de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik) en estado seco (CAT,) e 
hidratadas (CAT,), en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % 
HR) y del tamaño de la semilla. Diferencias significativas a P ~~0,001 (*) y diferencias 
no significativas (NS). 

Fuente de variación ?4 CAT, CAT,, 

Envejecimiento (t) 
Tamaño (T) 
Interacción (txT) 
Error 

5 3319,679NS 7633,633NS 
1 4509L3,410* 649,005NS 
5 4623,544NS 3450,669NS 
36 29350,384 36144,678 

TABLA 57. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad CAT de 
semillas (SP y SG) de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik) en estado seco 
(CAT,) e hidratadas (CAT,), en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 
75 % HR). Diferencias no significativas (NS). 

1 Fuente de I I CAT, I CAT,, I 
variación gl SP SG 

I 
SP SG 

Envejecimiento 5 1921,7NS 602 1,5NS 1847,9NS 9236,5NS 
Error 18 15 156,9 141963.5 19786,6 16358,l 

TABLA 58. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad CAT de 
semillas de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik), en función del estado de 
hidratación. Diferencias significativas a P10,OOl (*) y diferencias no significativas 
(NS). 

Fuente de 
variación 

Estado de hidratación 
Error 

gl 

1 
46 

CAT 

SP SG 

1086,803NS 23691,853* 
38713,089 45809,493 
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4.6.3. Funcionalidad del ciclo ascorbato-glutation 

4.6.3.1. Niveles de los ácidos ascórbico y dehidroascórbico, y 

actividades enzimáticas relacionadas 

La determinación de ácido ascórbico y su forma oxidada (DHA) según la 

metodología descrita en el apartado de Material y Métodos, reveló la ausencia de estos 

compuestos tanto en las semillas secas como en las sometidas a las condiciones óptimas 

de germinación durante 4 horas (SP) o 12 horas (SG). Asimismo, en este material 

biológico tampoco se detectaron las actividades de las enzimas Apox, MDred y DHred. 

4.6.3.2. Niveles de glutation y glutation reductasa 

El contenido de glutation (total, GSH, GSSG) detectados en SP y SG en estado seco 

e hidratadas durante 4 y 12 horas, se presentan en las Figuras 41 y 42, respectivamente. 

Respecto a los niveles observados en las semillas en estado seco, la variación de los 

mismos durante el envejecimiento muestra una evolución muy distinta (Figs. 41A y 42A). 

El análisis estadístico de los resultados relativos a estos niveles (expresados por gramo de 

semilla) pone de manifiesto diferencias muy significativas (Tabla 59) entre las SP y las 

SG, tanto por efecto del tamaño de las semillas como por la diferente respuesta de las 

mismas al tratamiento de envejecimiento acelerado, observándose valores superiores de 

glutation total e inferiores de GSSG en las SP. Consecuentemente, la incidencia de estas 

fuentes de variación se manifiesta en la relación GSSG/GSH (tasa de oxidación), que 

resultó significativa (Tabla 60). 

En su estado seco, las SEMILLAS PEQUEÑAS sometidas a envejecimiento artificial 

durante 1, 3 y 5 días presentan un descenso muy acusado (Fig. 41A) y significativo (Tabla 

61) de los niveles de glutation total mientras que los períodos prolongados de 

envejecimiento, 7 y II días, no producen variaciones significativas de estos niveles, 
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estabilizándose y alcanzando valores del 55 % respecto de los detectados en semillas no 

envejecidas. Sin embargo, se observó un incremento progresivo de los valores de GSSG, 

que se hace mas evidente a medida que se prolonga el tratamiento, incrementándose un 

37 % en las semillas más envejecidas. El análisis estadístico de estos resultados revela que 

tanto el descenso de GSH como el aumento de GSSG, observados durante el 

envejecimiento (Fig. 41A), son estadísticamente significativos (Tabla 61). Asimismo, el 

test múltiple de Duncan (Fig. 41A) pone de manifiesto que: a) los niveles de GSH se 

alteran desde el primer día de tratamiento, b) el mantenimiento de las condiciones de 

envejecimiento durante 1 y 3 días produce efectos semejantes respecto a la cantidad de 

GSH, c) los períodos prolongados de envejecimiento producen un descenso similar en la 

cantidad de GSH, sin que se observen diferencias significativas entre los niveles de GSH 

detectados en las semillas tratadas durante 5, 7 y ll días y d) el incremento progresivo en 

GSSG por efecto del tratamiento, sólo es significativo cuando el envejecimiento es muy 

prolongado. 

La distribución porcentual del glutation total en las fracciones de GSH y GSSG se 

modifica sustancialmente en función del envejecimiento (Fig. 43A). En semillas no 

envejecidas, el GSH corresponde aproximadamente al 80 % del total, mientras que, a 

medida que se prolonga el tiempo de envejecimiento, los valores de GSH varían desde un 

75 % en semillas envejecidas durante 1 día hasta un 47 % en semillas envejecidas durante 

7 y 11 días. Consecuentemente, la proporción de GSSG varía de forma inversa. 

Por otra parte, la disminución de glutation total se produce fundamentalmente por 

un descenso en el GSH, lo cual supone un incremento muy acusado (Fig. 44A) de la tasa 

de oxidación medida como GSSG/GSH, que aumenta de forma linea1 con el tiempo de 

envejecimiento (y= 0,1126 x +0,2060 r =0,7694*** ). Dicho incremento resultó ser 

significativo (Tabla 62), especialmente a partir del tercer día de tratamiento como revela 

la separación de medias realizada por el test múltiple de Duncan. 
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En relación con las SEMILLAS DE MAYOR TAMAÑO, conviene reiterar que preSentan 

un comportamiento diferente frente al envejecimiento. Los valores de glutation total (Fig. 

42A) se mantienen prácticamente constantes, y no se detectaron diferencias significativas 

en función del tiempo de envejecimiento (Tabla 63). Consecuentemente, la evolución de 

GSH y GSSG fue asimismo no significativa (Tabla 63). Sin embargo, la distribución del 

glutation total en las formas GSH:GSSG (Fig. 45A), se desplaza hacia la formación de 

GSSG, que pasa del 51 % del total en semillas no envejecidas, al 62 % en las semillas 

sometidas a Il días de tratamiento. Por otra parte, la tasa de oxidación (Fig. 46A) no se 

incrementa de forma lineal, siendo este aumento no significativo (Tabla 62) en función del 

tiempo de envejecimiento. 

Resulta conveniente considerar la forma de expresar los resultados, ya que puede 

dar lugar a diferentes interpretaciones y/o conclusiones. Cuando los niveles de glutation 

se expresan por gramo de semilla se puede observar que los niveles de glutation son 

superiores en SP. Por el contrario, cuando los resultados se expresan por semilla, se 

obtienen valores superiores en SG, que en el caso de las semillas no envejecidas 

corresponden a 0,043 y 0,038 pmol. 

Con objeto de analizar esta aparente contradicción se determinó la diferente 

aportación del eje embrionario y de los cotiledones al contenido total de glutation, en 

semillas envejecidas durante 1 t días en comparación con las no tratadas. 

La Tabla 64 muestra la localización del contenido de GSH y GSSG en las distintas 

partes de la semilla. Se puede observar que la concentración de GSH en el eje embrionario 

es muy superior a la detectada en los cotiledones, independientemente del tratamiento y 

del tamaño de la semilla. Sin embargo, la cantidad de GSH y GSSG, en semilla completa, 

varía dependiendo del tamaño de las mismas. En el caso de las SP, tanto envejecidas como 

no envejecidas, presentan un mayor contenido de GSH, en comparación con los valores 

determinados en SG, mientras que la cantidad de GSSG es inferior en las SP. Estas 

diferencias podrían explicarse por la distinta aportación del eje embrionario y cotiledones 
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al peso total de la semilla. De acuerdo con nuestras determinaciones, el embrión representa 

un 8 y 10 % del peso total en las SP y SG, respectivamente. 

Asimismo, la Tabla 64 muestra que el descenso de GSH, en las SP envejecidas 

durante ll días, se produce a expensas del glutation presente en los cotiledones, que 

alcanza un 25 % del valor inicial, mientras que el eje embrionario mantiene un 46 % del 

glutation presente inicialmente. Por el contrario, en las SG envejecidas durante ll días, 

los cotiledones mantienen el 63 % del total de glutation inicial, mientras que el nivel en 

el eje embrionario desciende hasta un 45 % del valor de partida. 

La formación de GSSG durante el envejecimiento (Tabla 64) de las SP tiene lugar 

en igual medida en eje embrionario y cotiledones, mientras que en las SG no se produce 

un incremento detectable de GSSG en los cotiledones, siendo el eje embrionario la parte 

de la semilla donde se produce una mayor transformación de GSH en GSSG por efecto del 

envejecimiento acelerado. 

Por otra parte, la evolución de los niveles de estos compuestos en SP y SG 

HIDRATADAS, se presenta en las Figuras 41B y 42B, respectivamente. Los valores de 

glutation total, GSH y GSSG detectados en las SP y las SG sometidas al proceso de 

hidratación (4 y 12 horas, respectivamente) presentan diferencias significativas (Tabla 65), 

además de una evolución diferente en respuesta al envejecimiento. Asimismo, las 

correspondientes tasas de oxidación (Figs. 44B y 46B), se diferencian significativamente 

(Tabla 66) por efecto del envejecimiento, independientemente del tamaño de la semilla. 

El estado de hidratación tiene una profunda influencia en los niveles de glutation 

presentes en las SP (Tabla 67). Estas semillas, a las 4 horas de hidratación, muestran un 

incremento evidente (Fig. 4tB) de los niveles de glutation total (de 0,85 a 0,95 pmol/g 

semilla, en semillas no envejecidas). Este incremento tiene lugar fundamentalmente por 

formación de GSH. En comparación con la semilla seca, los niveles de GSSG descienden 

drásticamente, basta alcanzar valores que corresponden a un 5 % del glutation total frente 
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al 20 % de GSSG detectado en la semilla en estado seco. Las semillas envejecidas 

responden de igual forma, es decir, incrementan la cantidad de glutation total y disminuyen 

los niveles de GSSG en comparación con los valores observados en semilla seca. El 

incremento en la cantidad de glutation total varía desde 10 % en semillas no envejecidas 

hasta un máximo del 67 % en semillas envejecidas 7 días (Tabla 68). 

Respecto a la evolución de los niveles de glutation de las SP ENVEJECÍAS Y 

REHIDRATADAS, se observa una disminución muy significativa a medida que se prolonga 

el tiempo de exposición a las condiciones de envejecimiento (Tabla 69), que viene 

acompañado por un aumento de CSSG. Tanto esta disminución como este incremento son 

lineales frente al tiempo de envejecimiento y vienen definidos por las siguientes 

ecuaciones: 

Glutation total y=-0,02313 x + 0,9482; 

GSH y=-0,02594 x + 0,8944; 

GSSG y= 0,00279 x + 0,0535; 

r=-0,7806*** 

r= 0,7959*** 

r= 0,6787** 

El test múltiple de Duncan, reflejado en la Figura 418, muestra que tanto el 

glutation total como el GSH de las semillas no tratadas son superiores a los de las semillas 

envejecidas durante 1 y 3 días, aunque las diferencias significativas se detectan en los 

períodos superiores a 3 días de tratamiento. Por el contrario, los niveles de GSSG, aunque 

aumentan de forma progresiva, sólo presentan diferencias significativas en los períodos 

más avanzados de envejecimiento. 

La distribución de glutation total en sus formas GSH y GSSG (Fig. 43B) en las 

semillas hidratadas está en todos los casos desplazada hacia la forma reducida. Sin 

embargo, la tasa de oxidación (Fig. 44B) aumenta lineal (y=O,OO77 x + 0,05346; 

r=0,7694***) y significativamente (Tabla 70) en función del tiempo de envejecimiento. 
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Las SEMILLAS DE MAYOR TAMAÑO (SC) se comportan de forma similar a las SP 

(Fig. 42B) durante la HIDRATACIÓN (12 horas), en el sentido de que se puede observar un 

incremento significativo (Tabla 71) de la cantidad de glutation total y un descenso de 

GSSG muy acusado en comparación con los valores detectados en semilla seca. Sin 

embargo, el incremento de glutation total (Tabla 68) se produce de forma más acusada en 

las semillas no envejecidas (96 %) que en las semillas sometidas a tratamiento (76.18%). 

lo que refleja un comportamiento diferente respecto a las SP, donde los mayores 

incrementos en los valores de glutation total se producían en las semillas envejecidas 7 

días. 

Los niveles de glutation total y GSH disminuyen de forma significativa (Tabla 72) 

por efecto del envejecimiento. Esta disminución viene acompañada por un incremento 

menos acusado de GSSG. En estas semillas también existe una relación lineal entre los 

niveles detectados de estos compuestos y el tiempo que han estado sometidas a las 

condiciones de envejecimiento, que viene definida por las siguientes ecuaciones: 

Glutation total y=-0,03468 x +0,8942; 

GSH y=-0,03721 x i-0,8487; 

GSSC y= 0,00256 x +0,0453; 

r= 0,7937*** 

r=-0,8165*** 

r= 0,7158*** 

La distribución del glutation en sus formas oxidada y reducida (Fig. 45B) se 

desplaza hacia la formación de GSH en todos los casos, aunque la tasa de oxidación (Fig. 

46B) también aumenta de forma lineal (y=O,OlO5 x + 0,043Ol; r=0,9097***) y 

significativamente (Tabla 70) en función del tiempo de envejecimiento. 

Los niveles de glutation reducido de las semillas (SP y SG) envejecidas y 

posteriormente rehidratadas muestran muy buena correlación con los valores normalizados 

de viabilidad (r=0,9106*** y r=O,8994***, respectivamente). Por otra parte, se 

observaron también buenas correlaciones entre la aparición de plántulas anormales y 
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semillas muertas y los valores de GSSG detectados en las SP (r=0,7150*** y 

r=0,8316***) y las SG (r=0,7887*** y r=0,8677***) rehidratadas. 

Respecto a la GSSGred, las semillas (SP y SG) en estado seco presentaron una 

importante actividad (Fig. 47). Ambos tipos de semillas se diferencian significativamente 

(Tabla 73) en relación con esta actividad enzimática, presentando además una diferente 

evolución debida al tratamiento de envejecimiento acelerado. 

La actividad GSSGred de las SP se mantiene durante el envejecimiento, aunque 

presentan diferencias significativas por efecto del tratamiento (Tabla 74). El test múltiple 

de Duncan, recogido en la Figura 47A, permite señalar que la actividad sólo se modifica 

de forma importante en semillas sometidas a períodos prolongados de envejecimiento, 

observándose un descenso acusado en las semillas almacenadas durante 11 días. Las SG 

(Fig. 47B) responden de manera diferente al tratamiento ya que la actividad GSSGred, 

respecto a la detectada en las semillas no tratadas, se incrementa en las semillas 

envejecidas durante 1 a 5 días y desciende posteriormente, alcanzando su valor mínjmo el 

día ll de envejecimiento. Esta respuesta se refleja en la separación de medias según el test 

múltiple de Duncan. 

Por otra parte, la actividad GSSGred en las semillas rehidratadas (4 y 12 horas, 

respectivamente) presenta un incremento significativo (Tabla 75) respecto a la detectada 

en semilla seca. Las SP sometidas a 4 horas de imbibición muestran una evolución similar 

a las SP en estado seco (Fig. 47A), presentándose diferencias significativas por efecto del 

tiempo de envejecimiento (Tabla 74). En este caso es también el día 11 de tratamiento el 

que induce la disminución más importante de esta actividad enzimática. Del mismo modo, 

las SG rehidratadas también evolucionan de forma muy similar y no significativa (Tabla 

75) respecto a la que presentaron en estado seco. En este caso la actividad GSSGred está 

afectada por el tiempo de de envejecimiento (Tabla 74), observándose un incremento 

significativo, según el test de Duncan, con valores superiores a los detectados en las 

semillas no tratadas, durante los días 1 a 7, que descienden en el día ll de envejecimiento. 
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Figura 41. Evolución de los niveles de glutation de las semillas de girasol 
(SP) en estado seco (A) y sometidas a 4 horas de imbibición (B), en función 
del tiempo de envejecimiento artificial (43 OC, 75 % HR). Círculos negros, 
glutation total y círculos blancos, GSH. Figura interior, niveles de GSSG. 
Cada punto representa el valor medio *SE de cuatro determinaciones 
independientes. Para cada variable, los puntos con la misma letra no 
presentan diferencias significativas según el test múltiple de Duncan para 
el correspondiente análisis de varianza (Tablas 61 y 69). 
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Figura 42. Evolución de los niveles de glutation de las semillas de girasol 
(SG) en estado seco (A) y sometidas a 12 horas de imbibición (B), en 
función del tiempo de envejecimiento artificial (43 OC, 75 % HR). Círculos 
negros, glutation total y círculos blancos, GSH. Figura interior, niveles de 
GSSG. Cada punto representa el valor medio +SE de cuatro 
determinaciones independientes. Para cada variable, los puntos con la 
misma letra no presentan diferencias significativas según el test múltiple de 
Duncan, para el correspondiente análisis de varianza (Tabla 72). 

224 



RESUL TA DOS 

75 

25 

A 

TIEMPO DE ENVEJECIMIENTO, dias 

Figura 43. Contenido de GSH (barras blancas) y GSSG (barras rayadas) 
relativo al contenido total de glutation, en semillas de girasol (SP) CV. 
Peredovik artificialmente envejecidas (43 OC, 75 % HR), en estado seco 
(A) e hidratadas durante 4 horas (Ej. Cada barra representa el valor medio 
*SE de cuatro determinaciones independientes. 
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Figura 44. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 OC, 75 % HR) 
en la tasa de oxidación de las semillas de girasol (SP) CV. Peredovik en 
estado seco (A) e hidratadas durante 4 horas (B). Cada punto representa 
el valor medio f SE de cuatro ensayos independientes. En cada caso, los 
puntos con la misma letra no presentan diferencias significativas según el 
test múltiple de Duncan, para el correspondiente análisis de varianza 
(Tablas 62 y 70). 
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Figura 45. Contenido de GSH (barras blancas) y GSSG (barras rayadas) 
relativo al contenido total de glutation, en semillas de girasol (SG) 
artificialmente envejecidas (43 OC, 75 % HR) en estado seco (A) e 
hidratadas durante 12 horas (B). Cada barra representa el valor medio *SE 
de cuatro determinaciones independientes. 
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Figura 46. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 OC, 75 % HR) 
en la tasa de oxidación de las semillas de girasol (SG) CV. Peredovik en 
estado seco (A) e hidratadas durante 12 horas (BI. Cada punto representa 
el valor medio f SE de cuatro ensayos independientes. Los puntos con la 
misma letra no presentan diferencias significativas según el test múltiple de 
Duncan, para el correspondiente análisis de varianza (Tablas 70). 
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TIEMPO DE ENVEJECIMIENTO, dias 

Figura 47. Efecto del envejecimiento artificial (43 OC, 75 % HR) en la 
actividad glutation reductasa de las semillas de girasol LSP y SG) CV. 
Peredovik (A y B, respectivamente), en estado seco (círculos negros) e 
hidratadas durante 4 (SP) ó 12 (SG) horas (círculos blancos). Cada punto 
representa el valor medio *SE de cuatro ensayos independientes. Para 
cada caso, los puntos con la misma letra no presentan diferencias 
significativas según el test múltiple de Duncan, para el correspondiente 
análisis de varianza (Tabla 74). 
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RESULTADOS 

TABLA 59. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los niveles de glutation total 
(Ci,,,,), GSH y GSSG de semillas de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik), 
en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR) y del tamaño de 
la semilla. Diferencias significativas a P10,OOl (**) y a P10,05 (*). 

Fuente de variación gl G TOTAL GSH GSSG 

Envejecimiento (t) 5 0,3788** 0,5056** 0,0121* 
Tamaño (T) 1 0,2655** 0,4760** 0,0300** 
Interacción (txT) 5 0,1565** 0,2338** 0,0086* 
Error 36 0,0584 0,0604 0,0235 

TABLA 60. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la tasa de oxidación de 
semillas de girasol (Helianthus unnuus L. CV. Peredovik) en estado seco, en función del 
tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla. 
Diferencias significativas a P10,OOl (*) y diferencias no significativas (NS) 

Fuente de variación 

Envejecimiento (t) 
Tamaño (T) 
Interacción (txT) 
Error 

gl TASA DE OXIDACION 

5 5,0229* 
t 6,2460* 
5 0,688ONS 

36 5,5832 

TABLA 61. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los niveles de G,,,.,,, GSH 
y GSSG de semillas (SP) de girasol (Helianthus unnuus L. CV. Peredovik) en estado 
seco, en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias 
significativas a P<O,OOl (**), a P10,Ol (*) y diferencias no significativas (NS). 

Fuente de SP 
variación gl 

G,,,,, GSH GSSG 

Envejecimiento 
Error 

5 0,5027** 0,7085** 0,0198* 
18 0,0283 0,0235 0,0116 
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RESULTADOS 

TABLA 62. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la tasa de oxidación de 
semillas, SP y SG, de girasol (Helianthus unnuus L. CV. Peredovik) en estado seco, en 
función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias 
significativas a P 10,001 (*) y diferencias no significativas (NS). 

Fuente de variación gl 

Envejecimiento 5 
Error 18 

SP SC 

4,1243* 1,5866NS 
1,9325 3,6507 

TABLA 63. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los niveles de G,,,,,, GSH 
y GSSG de semillas (SG) de girasol (Heliunthus annuus L. CV. Peredovik) en estado 
seco, en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias 
no significativas (NS). 

Fuente de SG 
variación 

Envejecimiento 
Error 

gl G TOTAL GSH GSSG 

5 0,0318NS 0,0324NS 0,0006Ns 
18 0,0604 0,0568 0,0116 
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RESULTADOS 

TABLA 64. Localización de GSH y GSSG en semillas de girasol (Helianthus annuus 
L. CV. Peredovik) artificialmente envejecidas (43 “C, 75 % HR): niveles detectados en 
cotiledones, eje embrionario y semilla completa, expresados en pmol/g de tejido. Los 
valores entre paréntesis se expresan en ~mollunidad (cotiledones, eje embrionario o 
semilla completa). Los valores entre corchetes expresan los porcentajes respecto a las 
semillas no envejecidas 

NO 
ENVEJECIDAS 

EN~ JEC~AS 

1,2230+0,0810 0,6725,0,0095 
(0,005 1) (0,031) 

0,3230+0,0063 0,1830,0,0048 
(0,0013) (0,0083) 

0,5575+0,0280 0,2200+0,1400 
(0,0023) (O,Ol) 

1461 1331 

0,5300+0,0390 0,2500,0,0150 
(0,0022) (0,011O) 

Il641 ll371 

0,9500+0,0261 0,2530+0,035 
(0,004O) (0,021O) 

0,5200*0,0390 0,262O 
(0,0021) (0,022O) 

0,4225+0,0260 0,1665?0,0250 
(0,0018) (0,0075) 

1451 1661 

0,6100+0,0122 0,2640+0,0110 
(0,0025) (0,022O) 

LW Il101 
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RESULTADOS 

TABLA 65. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los niveles de G,,,,,, GSH 
y GSSG de semillas de girasol (Heliunthus annuus L. CV. Peredovik) hidratadas, en 
función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR) y del tamaño de la 
semilla. Diferencias significativas a P10,OOl (**), P<O,Ol (*) y diferencias no 
significativas (NS). 

Fuente de variación d G TOTAL GSH GSSG 

Envejecimiento (t) 5 0,7162** 0,8453** 0,0055** 
Tamaño (T) 1 0,0884* 0,0700* o,ooto* 
Interacción (txT) 5 0,0779* 0,0767NS 0,OOOSNS 
Error 36 0,2946 0,310o 0,0038 

TABLA 66. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la tasa de oxidación de 
semillas de girasol (Heliunthus unnuus L. CV. Peredovik) hidratadas, en función del 
tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla. 
Diferencias significativas a P<O,OOl (*) y diferencias no significativas (NS). 

Fuente de variación 

Envejecimiento (t) 
Tamaño (T) 
Interacción (txT) 
Error 

Id TASA DE OXIDACION 

5 0,0550* 
1 0,OOOlNS 
5 0,0023NS 

36 0,0153 

TABLA 67. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los niveles de GToT,,,,, GSH 
y GSSG de semillas (SP) de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik), en función 
del estado de hidratación. Diferencias significativas a P<O,OOl (*). 

Fuente de SP 
variación ¿d G TOTAL GSH GSSG 

Estado de hidratación 
Error 

1 0,650* 1,74g* 0,266* 
46 0,802 1,063 0,037 
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RESULTADOS 

TABLA 71. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los niveles de G.rd.,.,,,, GSH 
y GSSG de semillas (SG) de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik), en función 
del estado de hidratación. Diferencias significativas a P10,OOl (*). 

Fuente de SG 
variación gl 

G~o1.a GSH GSSG 

Estado de hidratación 1 
I I 

I ,061* 
I 

3,066* 
I 

0,648* 
Error 46 0,880 0,971 0,381 I 

TABLA 72. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los niveles de G,,,,,, GSH 
y GSSG de semillas (SG) de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik) hidratadas, 
en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias 
significativas a P<O,OOt (*). 

1 Fuente de SG 
variación 

Envejecimiento 
Error 

gl 
GTAI. GSH GSSG 

5 0,6109* 0,692l” 0,0030* 
18 0,2069 0,2093 0,0012 

TABLA 73. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad GSSGred de 
las semillas de girasol (Heliunthus annuus L. CV. Peredovik) en estado seco 
(GSSGred,) e hidratadas (GSSGred,,), en función del tiempo de envejecimiento 
artificial (43 “C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla. Diferencias significativas a 
P<O,OOl (**), P<O,Ol (*) y diferencias no significativas (NS) 

Fuente de variación I k!l 1 GSSGred, 1 GSSGred, 

Envejecimiento (t) 
Tamaño (T) 
Interacción (txT) 
Error 

5 0,086** 0,079** 
1 0,048** 0,004NS 
5 0,030* 0,004NS 

36 0,055 0,059 
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RESULTADOS 

TABLA 68. Efecto de la hidratación en los 
niveles de G,,,,, en SP y SP: incremento de 
G TOTAL expresado en porcentaje relativo al 
contenido en la semilla en estado seco. 

ENVEJECIMTENTO, días Sp SG 

0 10 96 
I 28 75 
3 38 76 
5 60 51 
7 67 56 

11 51 18 

TABLA 69. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los niveles de G,,,,,,, GSH 
y GSSG de semillas (SP) de girasol (Heliunthus annuus L. CV. Peredovik) hidratadas, 
en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias 
significativas a P<O,OOl (**) y P10,05 (*). 

I 

1 Fuente de / / SP 
variación gl 

G TOTAL GSH GSSG 

Envejecimiento 
Error 

5 0,1831** 0,2299** 0,0030* 
18 0,0877 0,1008 0,0027 

TABLA 70. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la tasa de oxidación de 
semillas, SP y SG, de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik) hidratadas, en 
función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias  ̂ ^̂ _ ,~.~, 

1 significativas a P<U,UUI (*). 

Fuente de variación gl SP SG 

Envejecimiento 5 0,0197* 0,0376* 
Error 18 0,OlOl 0,005 1 
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TABLA 74. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad GSSGred de 
semillas de girasol (Helianthus annuus L.) CV. Peredovik (SP y SG), en estado seco 
(GSSGred,) e hidratadas (GSSGred,,), en función del tiempo de envejecimiento 
artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias significativas a P<O,OOl (***), P<O,Ol (**) 
y PI-O,05 (*). 

Fuente de GSSGred, GSSGred, 
Variación 

I gJ l 
SP SG SP SG 

Envejecimiento 
Error 

5 0,022*** 0,095*** 0,034”’ 0,049* 
18 0,008 0,047 0,021 0,038 

TABLA 75. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad GSSGred de 
semillas de girasol (Heliunthus annuus L. CV. Peredovik), en función del estado de 
hidratación. Diferencias significativas a PiO, (*) y diferencias no significativas 
(NS). 

Fuente I I GSSGred 
de variación 

I 
gl 

SP SG 

Estado de hidratación 
Error 

1 0,087* 0,019NS 
46 0,087 0,229 
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5. DiscustóN 

5.1. Efecto del envejecimiento artificial en la viabilidad y vigor de las 

semillas de girasol 

5.1.1. Evaluación de la germinación 

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede indicar que: a) las semillas de 

girasol CV. Peredovik de menor tamaño presentan una mayor capacidad germinativa que 

las semillas de mayor tamaño del mismo cultivar (Figs. ll y 12); b) las condiciones de 

envejecimiento acelerado disminuyen la viabilidad de estas semillas, de forma más evidente 

en las SG; c) el efecto de las condiciones de envejecimiento se manifiesta también en un 

retraso de la germinación (Figs. 13 y 14), representado por el aumento del TMG (Fig. 

15), principalmente en las SG; d) los períodos cortos de envejecimiento estimulan la 

germinación y contribuyen a disminuir la mortalidad de las semillas al ser germinadas en 

condiciones óptimas (Figs. 16 y 17); e) el almacenamiento prolongado a temperatura 

ambiente no altera de forma significativa la viabilidad de las semillas de girasol durante 

el período de experimentación considerado (Fig. 18). 

Esta pérdida de la capacidad germinativa también se ha observado en semillas de 

girasol natural y artificialmente envejecidas (Cardoso, 1990; Halder y Gupta, 1980, 1982; 

Torres y Martínez-Honduvilla, 1990), mecánicamente dañadas (Cardoso, 1990; Torres y 

Martínez-Honduvilla, 1988, 1990) o sometidas a diferentes condiciones adversas (Gay y 

col., 1991; Torres y col., 1991). 

La menor capacidad germinativa de las SG respecto a las SP (Figs. 11 y 12) esta 

en concordancia con los resultados obtenidos por Torres y Martínez-Honduvilla (1990) en 

semillas de girasol de diferentes tamaños. Estos autores observaron un mejor 
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comportamiento de las semillas de menor peso en todos los test de vigor realizados. La 

relación aquí indicada entre el tamaño de las semillas y su vigor se ha detectado también 

en soja (Edwards y Hartwing, 1971; Hoy y Gamble, 1985) aunque en otras especies de 

interés comercial (algodón, cacahuete, medicinales, hortícolas) las semillas de mayor 

tamaño presentaron mejores características de vigor que las de menor tamaño (Amico 

Roxas y col., 1994; Gelmond, 1972: Powell y Matthews, 1994; Sivasubramanian y 

Ramakrishnan, 1974) 

De acuerdo con los resultados anteriormente descritos, las SP presentan una mayor 

resistencia a las condiciones adversas, que se manifiesta en el mantenimiento de una 

capacidad germinativa adecuada incluso cuando el tiempo de envejecimiento es superior 

a 3 días (Figs. 12 y 16). Por otra parte, la estimulación de la germinación que se observa 

a períodos cortos de envejecimiento en las SP y las SG, esta en concordancia con los 

resultados presentados por de Paula y col. (1991b) en semillas de girasol del mismo 

cultivar deterioradas por almacenamiento a altas temperaturas (65 “C). Este efecto se ha 

observado también en semillas de distintas especies sometidas a diferentes tratamientos 

térmicos. Sin embargo, no hay una explicación concluyente sobre el mismo, ya que las 

interpretaciones señaladas en la literatura hacen referencia a procesos de distinta 

naturaleza. Recientemente, Crowe y col. (1989), Hoekstra y col. (1989) y van Bilsen y 

col. (1994), han señalado que este efecto estimulador obedece a un mecanismo puramente 

físico relacionado con la transición de las membranas (fase de gel a líquido cristalino), 

favorecida por altas temperaturas. Otros autores (Helm y col., 1989) han indicado que los 

embriones de trigo sometidos a distintos tratamientos térmicos, son capaces de sintetizar 

proteínas específicas como mecanismo de resistencia al estrés, mientras que Likhatchev 

y col. (1984) asocian tales efectos a cambios en la composición química de las semillas, 

especialmente relacionados con un aumento de la actividad de algunas enzimas hidrolíticas. 

Asimismo, estos cambios en la viabilidad de las semillas están linealmente 

relacionados con el tiempo de tratamiento (Fig. 18). En este sentido, el estudio 

comparativo de las pendientes (Tabla 16) resulta más ilustrativo que la simple 
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determinación del número de plántulas normales (Fig. 16) que aparecen en cada 

tratamiento, puesto que es independiente de la viabilidad inicial de las semillas, cuyos 

valores fueron ligeramente superiores en las SP que las SG. Por otra parte, la pendiente 

que presentan las semillas muertas es mayor en las SP. Estos datos corroboran el análisis 

inicial de los resultados, en el que se apuntaba que el tiempo de envejecimiento produce 

un descenso de la viabilidad de las SP que se refleja en un aumento de la letalidad, 

mientras que en las SG, el descenso de la viabilidad se traduce en un aumento conjunto 

del número de plántulas anormales y semillas muertas. 

Por otra parte, las SP y las SG se diferencian en el tiempo que tardan en completar 

el proceso de germinación (Figs. 13-15). Para las SP no envejecidas, el TMG corresponde 

a 2,00 fo,031 días, mientras que, para las SG, este tiempo se prolonga a 2,32 + 0,067 

días. Esta diferencia en el tiempo medio de germinación podría atribuirse al hecho de que 

las SG tardan más tiempo en completar la fase de hidratación. Este hecho afecta 

negativamente al proceso germinativo al incidir de manera directa en el inicio de los 

mecanismos bioquímicos como la movilización de las sustancias de reserva, necesarios 

para el desarrollo y culminación de la germinación. Sin embargo, las SP envejecidas 

mantienen, en todos los casos, valores próximos a los observados en las semillas no 

tratadas, mientras que, en las SG el TMG se prolonga de forma muy significativa en 

función del período de envejecimiento. Dell’Aquila (1987) sugiere que la determinación 

del TMG es un índice muy sensible del estado de deterioro de las semillas, ya que 

presenta, al menos en semilla de trigo, una alta correlación con los parámetros fisiológicos 

y bioquímicos alterados durante el envejecimiento. En nuestro caso, la modificación del 

TMG durante el envejecimiento (Fig. 15) es debida probablemente a la presencia de 

plántulas anormales (Fig. 16), lo cual indica el daño producido por el envejecimiento 

artificial que se refleja en una germinación más lenta. En este sentido, las SG presentan 

mayores variaciones en el TMG, que podrían poner de manifiesto las alteraciones 

fisiológicas o bioquímicas que se producen por efecto del envejecimiento artificial. Si esta 

determinación pudiera realizarse, sin margen de error, sólo en las plántulas normales, se 

podría estimar si las alteraciones en los procesos metabólicos durante el envejecimiento son 
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responsables de las modificaciones en la velocidad de germinación de las semillas viables, 

capaces de producir plántulas normales. Sin embargo, esto es difícilmente posible desde 

el momento en que la diferenciación entre plántulas normales y anormales, sólo es evidente 

y precisa a partir del cuarto día de germinación. Por esta razón, la disminución de la 

capacidad germinativa de las semillas de girasol por efecto del envejecimiento artificial se 

ha relacionado con la alteración de distintos parámetros bioquímicos (de Paula y col., 

199la, 1993; Halder y Gupta, 1980, 1982; Halder y col., 1983) que se manifiesta en la 

degradación de las membranas (Gidrol y col., 1989), y en la liberación de electrolitos (de 

Paula y col., 1994). El estudio de estos y otros parámetros relacionados con el 

envejecimiento se abordará más extensamente en posteriores apartados. 

5.1.2. Evaluación del vigor 

Los resultados obtenidos (Fig. 20) ponen de manifiesto la estrategia de crecimiento 

adoptada por el girasol, especie con un gran desarrollo radicular, independientemente del 

tamaño de la semilla y concordante con los resultados descritos por de Paula y col. 

(199lb) y Torres y Martínez-Honduvilla (1990). La alteración del vigor a consecuencia 

del envejecimiento, se manifiesta tanto en la longitud de la raíz como en la longitud del 

hipocótilo, lo que evidentemente se refleja en la disminución de la plántula completa. 

Al evaluar el vigor mediante la relación R/H (longitud de la raíz/longitud del 

hipocótilo) (Fig. 20) se pone de manifiesto que a tiempos cortos, ambos órganos parecen 

presentar una tolerancia similar al tratamiento tanto en las SP como en las SG, mientras 

que los períodos prolongados (ll días) de envejecimiento alteran en mayor medida la 

longitud de la raíz en las SP, dando valores de R/H inferiores (1,6731 f 0,2069) a las 

semillas no tratadas (1,9708 f 0,148O). Por otro lado, el envejecimiento prolongado 

afecta a la longitud del hipocótilo de las SG, obteniéndose valores superiores (2,2198 

+0,2014) a los que presentan las semillas no envejecidas (1,9972+ 0,1308). 
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Por otra parte, el índice de uniformidad (Tabla 22) mide las desviaciones que 

presenta la longitud de los hipocótilos respecto a la longitud media, por lo tanto, cuanto 

mayor sea el valor de este índice, mayor uniformidad presentarán las plántulas respecto 

a la longitud de sus hipocótilos. Según los resultados obtenidos, las SP presentan menor 

uniformidad cuando el tiempo de envejecimiento es más prolongado, sobre todo los días 

5 y 11. En las SG se observa también menor uniformidad de crecimiento en las plántulas 

procedentes de semillas envejecidas, desde el primer día de envejecimiento, que en las 

procedentes de semillas no tratadas. Asimismo, los resultados muestran que el deterioro 

de las semillas por almacenamiento en las condiciones de envejecimiento artificial, da lugar 

a plántulas que presentan características diferenciales respecto a su vigor (Tabla 22). Los 

índices SUI e IV1 reflejan que las SP sometidas a envejecimiento durante 1 y 3 días, 

mantienen no sólo una alta capacidad germinativa, sino que dan lugar a plántulas normales 

de características semejantes. Las Xi, sólo mantienen las propiedades de uniformidad y 

vigor en las semillas no envejecidas, ya que el tratamiento produce alteraciones, que si 

bien no afectan a la capacidad germinativa, sí alteran las características de las plántulas 

procedentes de semillas envejecidas 1 y 3 días. Por tanto, el uso de estos índices permite 

encontrar diferencias de vigor en plántulas procedentes de semillas con semejante 

capacidad germinativa. 

5.2. Evolución del contenido de humedad de las semillas de girasol 

artificialmente envejecidas 

Las condiciones de elevada temperatura y humedad, responsables directas del 

proceso de envejecimiento acelerado, producen una alteración del contenido de humedad 

de la semillas (Fig. 21). Este incremento, aunque es significativo, no es suficientemente 

decisivo como para permitir el restablecimiento de un metabolismo activo, que según 

Vertucci y Roos (1990) corresponde para las semillas de girasol a 0,17 g H,O/g semilla, 

momento en que se detecta un incremento del consumo de oxígeno que se puede atribuir 

a la actividad respiratoria. Por otra parte, estos autores señalan que las reacciones 
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degenerativas se atenúan por un incremento importante de la viscosidad, que tiene lugar 

cuando el contenido de humedad se encuentra por debajo de ciertos límites. En el caso 

de la semilla de girasol el contenido de humedad óptimo para el almacenamiento 

prolongado se ha fijado mediante cálculos teóricos en 0,031 g H,O/g semilla (Vertucci y 

Roos, 1990). Sin embargo, algunos autores (Crowe y col., 1989; Hoekstra y col., 1989; 

van Bilsen y col., 1994) consideran que someter a las semillas a condiciones elevadas de 

humedad ylo temperatura puede tener un efecto beneficioso. Este efecto consiste en 

permitir que las membranas de las semillas sufran el proceso de transición (fase de gel a 

líquido cristalino) antes de ser sometidas a rehidratación y se pone de manifiesto por una 

disminución en la liberación de electrolitos. 

Las condiciones de envejecimiento artificial a que son sometidas las semillas alteran 

en cierta medida el nivel de hidratación en el que se encuentran las mismas. Para evitar 

que este hecho afectara a las determinaciones bioquímicas que se realizaron 

posteriormente, las semillas envejecidas se almacenaron en un desecador a temperatura 

ambiente hasta que alcanzaron el nivel de humedad inicial. 

5.3. Análisis de los exudados de las semillas de girasol: efecto del 

envejecimiento artificial en la funcionalidad de las membranas 

5.3.1. Cambios de pH de los exudados 

Los resultados relativos a los cambios de pH de los exudados en las semillas 

sometidas a las condiciones de envejecimiento artificial (Fig. 22), muestran diferencias 

significativas (P10,OOl) entre los valores de pH detectados a los 30 minutos y los 

medidos a las 24 horas, lo que sugiere que durante el período de rehidratación existe cierto 

flujo de iones H+ al medio de imbibición. Mukhtar y Laidman (1982), obtuvieron 

resultados semejantes en embriones de trigo de diferente vigor, sugiriendo que en ambos 
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tipos de embriones se mantiene en funcionamiento la bomba de intercambio H+/K+. La 

liberación de iones que tiene lugar durante la imbibición afecta fundamentalmente al K+, 

que es el ion que se detecta mayoritariamente en los exudados de las semillas en 

germinación (Abdel Samad y Pearce, 1978; Givelberg y col., 1984; Mullet y Considine, 

1980; Queiroga, 1989; Simon y Raja Harun, 1972; Torres y col., 1988). Este ion sufre 

posteriormente una captación activa que permite la excreción de H+, que son los 

responsables de la pérdida de rigidez de las paredes celulares necesaria para permitir la 

elongación celular (Bewley y Black, 1978). El descenso de pH que se observa en los 

exudados de las semillas de girasol no tratadas y artificialmente envejecidas permite 

suponer que el mecanismo de acidificación de las paredes celulares no esta alterado por 

el envejecimiento. 

5.3.2. Evaluación del contenido de fósforo de los exudados 

Los compuestos celulares que presentan fósforo en su constitución son, 

fundamentalmente, la fitina que actúa como reserva de fósforo y de distintos tipos de 

cationes, los ácidos nucleicos, los fosfolípidos y ciertas proteínas (Dalling y Bhalla, 1984). 

Durante la germinación se produce la movilización y transporte al embrión de las reservas 

de fósforo necesario para la biosíntesis de estas moléculas. La presencia de fosfatos en 

el exudado de las semillas a las 24 horas de imbibición (Fig. 23) podría ser por tanto 

indicativa de la salida de fósforo proveniente de la hidrólisis de la fitina, pero también 

debido a una mayor liberación de nucleótidos y proteínas, que podría estar facilitada por 

la degradación de los fosfolípidos de membrana que puede tener lugar durante el 

envejecimiento. 

Si los fosfatos detectados provienen fundamentalmente de nucleótidos y proteínas, 

debería observarse cierto paralelismo entre los niveles de fósforo detectados en el exudado 

y la presencia de sustancias que absorben a 260-280 nm. Sin embargo, esto sólo ocurre 

en las SP, donde existe una buena correlación (r=0,8908 ***) entre estos dos parámetros. 
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Las SG, por otra parte, presentan una correlación más baja (r=0,6625**), lo que podría 

indicar que otras sustancias contribuyen a la presencia de fósforo en los exudados. Esta 

liberación de fósforo también ha sido detectada por otros autores (Givelberg y col., 1984; 

McKersie y Stinson, 1980; Parameswaran y col., 1990; Saxena y col., 1985) y revela el 

daño producido por el tratamiento, como se pone de manifiesto por la relación existente 

entre este parámetro y el número de semillas muertas (r=0,8077*** y r=0,8153***, en 

SP y SG, respectivamente). 

5.3.3. Cambios de absorbancia de los exudados 

La absorbancia a 260-280 nm refleja la liberación de macromoléculas, proteínas 

y ácidos nucleicos, procedentes de células dañadas, así como de sustancias de bajo peso 

molecular (aminoácidos y compuestos de naturaleza fenólica) que pueden difundir a través 

de las membranas (Deswal y Sheoran, 1993; Duke y col., 1986; Givelberg y col., 1984). 

Estos autores consideran que esta medida es un índice muy fiable de la alteración de las 

membranas; sin embargo, en nuestro material biológico, la absorbancia a 280 nm (Fig. 26) 

sólo esta incrementada significativamente en las semillas más envejecidas. Este incremento 

de absorbancia a 280 nm, junto con el mayor contenido de fósforo detectado en los 

exudados de las semillas más envejecidas (Fig. 23) sugiere que el envejecimiento artificial 

afecta a la integridad de las membranas que son incapaces de reorganizarse durante la 

rehidratación, lo que facilita la salida de compuestos de origen intracelular. 

5.3.4. Evaluación de la intensidad de corriente eléctrica 

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede indicar que: a) las semillas de 

mayor tamaño presentan valores de ICE superiores a las de menor tamaño durante todo 

el período de imbibición (Figs. 27 y 28); b) la ICE de las semillas completas a las 24 
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horas de imbibición no se altera significativamente por efecto del tiempo de envejecimiento 

(Fig. 28); c) la ICE detectada en los exudados provenientes de los pericarpios aislados de 

las SG es superior a la detectada en los pericarpios de las SP (Fig. 29), siendo su 

evolución semejante en ambos casos y no encontrándose diferencias debidas al efecto del 

envejecimiento acelerado; d) los valores de ICE de las semillas (sin pericarpio) son 

siempre inferiores a los presentados por las semillas completas, mostrando, en todos los 

casos analizados, una cinética de liberación de primer orden definida por la función 

L= C (1 - emk’) (Fig. 30 y Tabla 37); e) la ICE a las 24 horas de imbibición (Fig. 29) 

de las semillas (sin pericarpio) aumenta significativamente por efecto del envejecimiento; 

f) la evolución de la liberación de iones de las semillas completas (SP y SG) sigue una 

cinética de primer orden, y para cuya explicación, se propone un modelo definido por la 

ecuación 1~1 IL, basado en una cesión rápida de iones desde el pericarpio y otra lenta desde 

la semilla. 

La ICE de las SP y las SG se determinó utilizando las mismas condiciones 

experimentales (1 V, 3,5 ml de agua desionizada y a 25 “C). Sin embargo, las SG 

liberaron mayor cantidad de iones, por lo que se observa que el tamaño de la semilla tiene 

un efecto importante en las determinaciones de ICE, en concordancia con resultados 

presentados por distintos autores (Hoy y Gamble, 1985; Queiroga, 1989; Torres y 

Martínez-Honduvilla, 1988, 1990; Retamal y col., 1990). Estos resultados ponen de 

manifiesto la necesidad de mantener un tamaño uniforme entre las semillas de cada lote, 

para evitar que las diferencias en la ICE debidas a este factor puedan ser consideradas 

como diferencias en el vigor de las semillas estudiadas. 

Las diferencias en la liberación de electrolitos parecen estar relacionadas con la 

viabilidad y las características de vigor de las semillas de diversas especies (Powell, 1986) 

y habitualmente se asocian a alteraciones de membrana. Sin embargo, en la literatura se 

describen resultados contradictorios. Algunos autores (Anfinrud y Schneiter, 1984; de 

Paula y col., 1994; Sivasubramanian y Ramakrishnan, 1974; Torres y Martínez- 

Honduvilla, 1990) han indicado que las semillas de girasol con baja capacidad germinativa 
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presentan una alta liberación de electrolitos y solutos. Por el contrario, otros autores han 

señalado la ausencia de correlación entre la germinación de semillas de girasol 

artificialmente envejecidas y la liberación de iones (Halder y Gupta, 1982; Halder y col, 

1983; Gidrol y col., 1989). A pesar de estas divergencias, la medida individualizada de 

la ICE ha sido utilizada para predecir la capacidad germinativa de las semillas de girasol 

(Anfinrud y Schneiter, 1984; Cardoso, 1990; Queiroga, 1989). En nuestro material 

biológico, sometido a envejecimiento artificial, no se observan alteraciones significativas 

de este parámetro en los exudados procedentes de las SP ni de las SG, mientras que la 

viabilidad de las mismas se modifica sustancialmente (Fig. 16) Estos resultados están en 

concordancia con los presentados por Halder y Gupta (1982), Halder y col. (1983) y 

Gidrol y col. (1989) en semillas envejecidas de girasol, si bien hay que tener en cuenta que 

estos autores estudiaron la conductividad eléctrica de los exudados por medio de un 

conductivímetro. En estos casos la ausencia de alteraciones en la liberación de electrolitos 

podría atribuirse a la falta de sensibilidad del método empleado más que al mantenimiento 

de la integridad de las membranas durante el proceso de envejecimiento, ya que cuando 

las condiciones de envejecimiento artificial son severas sí detectaron diferencias en la 

liberación de iones, que ponen de manifiesto la alteración de las membranas. Sin embargo, 

en nuestro material biológico, el hecho de no encontrar una adecuada relación entre los 

valores medios de ICE a las 24 horas de imbibición y la viabilidad (Fig. 16) no puede 

deberse a la instrumentación utilizada debido a la alta sensibilidad del autoanalizador 

empleado (de Paula y col., 1992, 1994). Las escasas o nulas diferencias observadas en la 

ICE tampoco pueden atriburse a la integridad de las membranas de las semillas 

envejecidas, puesto que a través de otros ensayos (Figs. 23 y 26) se detecta un importante 

incremento en la liberación de solutos, lo que refleja la incapacidad de reorganización de 

las membranas durante el período de imbibición, especialmente en las semillas más 

envejecidas. A la luz de los resultados obtenidos cabría pensar, por tanto, que la cubierta 

(pericarpio) de la semilla de girasol tuviera una doble acción. Por una parte, podría actuar 

como barrera física capaz de disminuir la velocidad de liberación de iones de la semilla 

y, por otra parte, contribuir a la liberación de electrolitos durante el período de imbibición. 
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Los resultados obtenidos en las determinaciones de la ICE de los exudados 

provenientes de los pericarpios (Fig. 29) revelan que existe una liberación rápida de iones 

durante las primeras horas de imbibición, con valores que se mantienen prácticamente 

constantes a partir de este momento, en concordancia con los resultados obtenidos por 

Bruggink y col., (1991) en maíz y Queiroga (1989) en girasol. Asimismo, la ICE detectada 

en los exudados procedentes de las cubiertas de las semillas envejecidas no se diferencia 

de la detectada en las semillas no tratadas, lo que sugiere que la liberación de iones por 

el pericarpio no esta afectada por el envejecimiento, debido a la ausencia de actividad 

metabólica del pericarpio, cuya función es esencialmente protectora. 

En el estudio de la ICE de las semillas (libres de pericarpio) (Fig. 30), se 

obtuvieron valores siempre inferiores a los detectados en las semillas completas, lo cual 

esta en concordancia con los resultados presentados por Queiroga (1989). Sin embargo, 

los estudios realizados en otras especies (soja, guisante, cacahuete) mostraron una mayor 

liberación de iones cuando la imbibición se realizó con semillas desprovistas de testa 

(Abdel- Samad y Pearce, 1978: Duke y Kakefuda, 1981; Duke y col., 1983, 1986). Estos 

resultados pueden ser indicativos de las diferentes funciones que las cubiertas seminales 

ejercen en las distintas especies, donde pueden ser responsables de procesos de dormición 

o de la disminución del aporte de oxígeno al embrión (Kelly y col., 1992; Lagôa y 

Pereira, 1987). La salida de electrolitos que tiene lugar durante el período de imbibición 

de las semillas ha sido atribuida por algunos autores (Duke y col., 1983) a procesos de 

difusión pasiva. Estos autores consideran que un alto nivel de electrolitos en los exudados 

no indica necesariamente un importante daño celular, por lo que sugieren que la 

determinación de compuestos de alto peso molecular, de origen intracelular, es un índice 

más fiable de la ruptura de las células durante la imbibición. Sin embargo, en el caso de 

las semillas envejecidas, el estudio no sólo del valor final de ICE, sino su monitorización 

durante el período completo de imbibición, muestra una diferente cesión de iones según 

el grado de envejecimiento, que sigue en todos los casos una cinética de liberación de 

primer orden definida por una función monomolecular (Tabla 37). Un incremento en la 

velocidad de difusión a través de las membranas ha sido atribuída por numerosos autores 
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a la degradación de las mismas, que se detecta en las semillas deterioradas (Anderson y 

Baker, 1983; Basavarajappa y col., 1991; de Paula y col., 1994; Fernández García de 

Castro y Martínez-Honduvilla, 1984; Halmer y Bewley, 1984; Powell y Mathews, 1981). 

La mayor ICE que se observa en las semillas envejecidas (Fig. 27), puede ser indicativa 

de las alteraciones en la funcionalidad de las membranas que contribuyen a la pérdida de 

viabilidad. Por otra parte, Powell (1986) considera que las membranas debilitadas y 

alteradas durante el envejecimiento son más susceptibles al daño producido por la 

imbibición, que se observa en algunas especies. 

La evolución de la ICE observada en la Figura 27 sugiere que los pericarpios (Fig. 

29) son los responsables de la rápida liberación de iones que se detecta durante las 

primeras horas de imbibición en las semillas completas. La subsiguiente estabilización de 

la ICE puede ser debida a que la liberación de iones desde la semilla “senm stricto” es 

mucho más lenta (Fig. 30) y se pone de manifiesto en períodos más prolongados de 

imbibición. Esta interpretación se concreta en el modelo de liberación que se representa 

a continuación en la Figura 48, el cual se define por la ecuación [ll1 (véase apartado 

4.3.4. l.), y que permite la explicación objetiva de las curvas de liberación de iones hasta 

las 16 horas después del comienzo del período de imbibición, momento considerado como 

tiempo crítico, debido al cambio de tendencia en la liberación de iones (Fig. 27). Este 

cambio de tendencia, que se produce a tiempos prolongados de imbibición, puede 

observarse también en otros estudios de conductividad eléctrica realizados con distintas 

semillas provistas de cubiertas (Abdel-Samad y Pearce, 1978; de Paula y col., 1994; 

Givelberg y col., 1984; Mullet y Considine, 1980; Parrish y Leopold, 1977; Retamal y 

col., 1990). Este cambio, sin embargo, no se observa en la evolución de la ICE 

determinada en los exudados procedentes de los pericarpios y de las semillas (Figs. 29 y 

30). El hecho de que el cambio de tendencia se produzca aproximadamente en el mismo 

tiempo tanto en las semillas no tratadas como en las envejecidas durante ll días, como 

claramente queda reflejado a continuación en la Figura 49, se explica por un proceso 

puramente físico que implica la fractura del pericarpio debida al aumento de volumen que 

experimentan las semillas imbibidas o hidratadas. Esta fractura permite un mayor contacto 

250 



de la semilla propiamente dicha con el medio de imbibición, facilitando la salida de los 

iones. Dado que este proceso se produce en todas las semillas, independientemente de su 

viabilidad, es decir, tanto en las semillas envejecidas o deterioradas como en las semillas 

viables, la mayor ICE detectada en los exudados de las semillas envejecidas, SP y SG, a 

partir del tiempo crítico (Fig. 49C y D), en comparación con las no envejecidas (Fig. 49A 

y B), pone de manifiesto la pérdida de integridad de las membranas por efecto del 

envejecimiento. Esta explicación verifica, por una parte, la hipótesis planteada, que se 

formaliza en el modelo de liberación propuesto, y por otra, justifica la falta de 

convergencia durante todo el período de imbibición. La cesión de iones a partir del tiempo 

crítico sigue una cinética de primer orden, determinada también por una función 

monomolecular. El análisis estadístico de los parámetros estimados por esta función pone 

de manifiesto las diferencias producidas por el envejecimiento, que afectan tanto a la 

cantidad final de iones (C) como a la constante cinética de velocidad (K) (Tablas 42 y 43). 

Por otra parte, la determinación de la ICE mediante el equipo ASAC-IOOOB 

requiere mantener las semillas sumergidas en agua desionizada durante un período 

variable dependiendo de la especie, que para el caso del girasol se prolonga hasta 24 

horas. Las semillas durante este período pueden sufrir daños por imbibición debido a la 

rápida entrada de agua, que puede llegara causar la muerte de las células de las capas más 

externas y afectar a la viabilidad de las semillas (Powell y Matthews, 1978; Powell, 1986; 

Powell y col., 1986; Woodstok y Taylorson, 1981). Sin embargo, este efecto no se 

observó en nuestro material biológico ya que la capacidad germinativa de las semillas 

utilizadas en la determinación de la ICE no difiere significativamente de la obtenida con 

semillas germinadas en condiciones normalizadas que permiten una captación lenta de agua 

(de Paula, 1991). Sin embargo, la germinaciún de las semillas sin pericarpio (Tabla 36) 

disminuye significativamente, tanto en SG como en SP, lo que pone de manifiesto que la 

eliminación de las cubiertas (pericarpios), afecta negativamente a la capacidad germinativa, 

por un aumento importante del número de plántulas anormales, probablemente debido al 

posible daño mecánico ocasionado durante la manipulación, así como al contacto directo 

de la semilla con el medio de imbibición. 
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Los resultados de los ensayos de liberación, considerados globalmente, muestran 

que el pericarpio no impide la liberación de solutos, puesto que se ha detectado la 

presencia de fósforo que podría provenir de sustancias orgánicas de origen intracelular, 

corroborado por las medidas de absorbancia a 280 nm (Fig. 26). Por otra parte, la 

alteración de las membranas durante el envejecimiento, que se manifiesta por un aumento 

de la ICE a las 24 h de imbibición de las semillas libres de pericarpio (Fig. 30), esta 

también muy relacionada con la presencia de fósforo en los exudados, tanto en las SP 

(r=0,8633***) como en las SG (r=0,8964***). Sin embargo, el pericarpio es necesario 

para la adecuada germinación de las semillas de girasol, ya que protege a la capa de 

aleurona, responsable de una intensa actividad metabólica (Metcalf y Chalk, 1965). Por 

otra parte, la presencia del pericarpio dificulta la interpretación de los resultados de los 

ensayos de ICE debido a la propia aportación de iones durante las primeras horas de 

imbibición. Los ensayos realizados con semillas libres de pericarpio muestran diferencias 

entre los distintos períodos de envejecimiento (Figs. 28 y 30), debido probablemente a que 

la ausencia de pericarpio permite la rápida entrada de agua, produciéndose un efecto 

interactivo entre los daños ocasionados por el envejecimiento y los inherentes a la 

imbibición. Este efecto es más patente en las semillas más envejecidas (Fig. 30C-F) que 

muestran una liberación contínua y creciente de iones, lo cual refleja la alteración 

ocasionada en las membranas, que pierden su capacidad de reorganización durante el 

período de imbibición. Sin embargo, los ensayos de germinación realizados con estas 

semillas no son representativos, ya que su viabilidad está disminuida por la ausencia de 

pericarpio (Tabla 36). 
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Figura 48. Propuesta de modelo de liberación de iones procedentes de 
semillas imbibidas, según el planteamiento definido en el texto (véase 
apartado 4.3.4.1 .). 1. Fase inicial, a t=O h; 2. Fase intermedia, a O<t< 16 
y 3. Fase final, a t = 16 h. 

253 



TIEMPO DE IMBIBICION, horas 

Figura 49. Evolución comparativa de la intensidad de corriente eléctrica 
medida en los exudados procedentes de semillas completas (círculos 
negros), pericarpios (círculos blancos) y semillas (cuadrados) de girasol CV. 
Peredovik no tratadas (A y 6) y envejecidas artificialmente (43 OC, 75 % 
HR) durante Il días (C y D), en función del tiempo de imbibición. A y C, 
SP; B y D, SG. Cada punto representa el valor medio de cuatro 
repeticiones, cada una con 25 determinaciones independientes. Por claridad 
no se representa el valor del SE. 
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5.4. Efecto del envejecimiento artificial en la cinética de captación 

de agua 

Los resultados obtenidos (Fig. 33) sugieren que el envejecimiento artificial no 

produce un efecto aparente en la capacidad de captación de agua de las semillas, si bien 

la velocidad de hidratación fue mayor en las SP que en las SG. Conviene señalar, no 

obstante, que algunos autores (Murphy y Noland, 1982; Powell y Matthews, 1977) han 

sugerido la relación entre la cinética de captación de agua y la liberación de solutos 

durante el proceso de rehidratación, pues consideran que la entrada rápida de agua puede 

afectar a las membranas celulares, favoreciendo la salida masiva de iones y otros 

componentes celulares. En las semillas de girasol se observa que el proceso de imbibición 

y la ICE durante las primeras 12 horas de imbibición (Figs. 50 y 51) presentan una 

evolución similar, en las que la mayor entrada de agua y, en su caso, salida de electrolitos 

tiene lugar a tiempos cortos de imbibición. Las semillas envejecidas muestran resultados 

semejantes, aunque las mayores diferencias respecto a las semillas no tratadas se detectan 

en las SP. Estos parámetros siguen un curso similar, aunque perfectamente diferenciado 

desde la primera hora de imbibición respecto a las semillas no envejecidas. Sin embargo, 

la ICE de las SG (no tratadas y envejecidas) empieza a diferenciarse a partir de las 6 horas 

y la captación de agua no presenta diferencias apreciables entre estas semillas (Fig. 50). 

Cabría pensar que si el envejecimiento produce un daño importante en las membranas, 

debería estar facilitada la entrada de agua. Sin embargo, Waggoner y Parlange (1976) y 

Leopold (1980) tampoco detectaron diferencias importantes entre la capacidad de 

rehidratación de los cotiledones de semillas de soja viables y no viables, mientras que la 

conductividad eléctrica fue muy superior en los cotiledones no viables. Todo ello parece 

indicar que el proceso de rehidratación de las semillas no esta limitado de forma apreciable 

por las membranas. La velocidad de entrada de agua debe ser considerada principalmente 

como función de la capacidad de difusión de la misma de acuerdo con la naturaleza de los 

tejidos y de la resistencia que oponen los gases adsorbidos en el interior de la semilla 

(Parrish y Leopold, 1977). 
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Por otra parte hay que tener en cuenta que el pericarpio de estas semillas juega un 

importante papel en la rehidratación, ya que representa la primera barrera que entra en 

contacto con el agua. Por ello es lógico suponer que gran parte del agua captada por la 

semilla durante las primeras horas de imbibición y así como los electrolitos liberados 

durante este período, corresponda a la acción del pericarpio. 
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Figura 50. Evolución de la intensidad de corriente eléctrica (A) y del peso 
(Bj de las semillas de girasol (SP) CV. Peredovik en función del tiempo de 
imbibición. Semillas no tratadas (círculos blancos) y envejecidas 
artificialmente (43 OC, 75 % HR) durante ll días (círculos negros). Cada 
punto representa el valor medio +SE cuatro repeticiones independientes. 
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Figura 51. Evolución de la intensidad de correiente eléctrica (A) y del peso 
(B) de las semillas de girasol (SG) CV. Peredovik en función del tiempo de 
imbibición. Semillas no tratadas (círculos blancos) y envejecidas 
artificialmente (43 OC, 75 % HR) durante ll días (círculos negros). Cada 
punto representa el valor medio rcSE de cuatro repeticiones 
independientes. 
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5.5. Valoración de la peroxidación lipídica: cambios del contenido de 

malondialdehido 

Los resultados obtenidos sugieren que el envejecimiento artificial no produce un 

incremento significativo de la peroxidación lipídica, medida por la formación de MDA 

(Figs. 35.37), en concordancia con Priestley y col. (1980) y Priestley y Leopold (1979) 

que no observaron procesos de peroxidación en semillas de soja sometidas a 

envejecimiento artificial. Salama y Pearce (1993) tampoco detectaron un incremento 

importante en los niveles de MDA en las semillas de cebolla artificialmente envejecidas, 

que relacionaron con la ausencia de sustratos lipídieos con tres o más insaturaciones. Esta 

explicación no sería válida en nuestro caso ya que las semillas de girasol se caracterizan 

por la abundancia de los ácidos oleico (18:l) y linoléico (18:2), y según Ohkawa y col., 

(1979) los hidroperóxidos derivados de este último compuesto reaccionan con el TBA para 

dar el mismo compuesto de color rojo que se obtiene por reacción con MDA. Por ello, 

el método del TBA no pueden relacionarse directamente con la cantidad de MDA 

proveniente de los ácidos grasos poliinsaturados, sino que otros productos de la 

peroxidación lipídica intervienen también en esta reacción calorimétrica. Sin embargo, para 

facilitar la lectura del trabajo expresamos los resultados como nmol de MDA, que indican 

globalmente la existencia de productos de peroxidación lipídica en los extractos estudiados. 

Teniendo en cuenta esta consideración, hay que indicar que los niveles de MDA detectados 

en las semillas no tratadas, tanto SP como SG, son lo suficientemente elevados como para 

indicar que durante el almacenamiento a temperatura ambiente tienen lugar en alguna 

medida estos procesos de peroxidación lipídica. Priestley (1986) señala que las reacciones 

de peroxidación lipídica se favorecen cuando el contenido de humedad de la semilla es 

muy bajo. La hidratación de las mismas disminuye el acceso del oxígeno a las moléculas 

susceptibles de peroxidación, facilita la coordinación de los metales con moléculas de 

agua, lo que disminuye su capacidad catalítica y por otra parte, aumenta la capacidad de 

difusión de las moléculas antioxidantes. Asimismo, los resultados obtenidos en relación 

con la presencia de antioxidantes y las actividades enzimáticas de SOD y CAT (véase 

apartado 4.6), así como el acusado descenso en la cantidad de MDA que se observa en las 
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semillas imbibidas parecen apoyar esta idea. 

Las semillas, independientemente de su tamaño, sometidas a envejecimiento 

acelerado presentan un contenido de humedad muy bajo (5 % p.s.) que se incrementa 

ligeramente en función del tiempo de envejecimiento hasta alcanzar un máximo del 7 % 

p.s. en las semillas sometidas a ll días de tratamiento (Fig. 21). Este contenido en 

humedad es lo suficientemente bajo como para permitir que durante el almacenamiento se 

desencadenen los procesos de peroxidación. Por otra parte, el acusado descenso de los 

niveles de antioxidantes que se observa durante el envejecimiento podría favorecer el 

desarrollo de reacciones de peroxidación lipídica. Sin embargo, los niveles de MDA no 

aparecen significativamente incrementados durante el envejecimiento. Durante los días 1 

a 5 de tratamiento, se observa un ligero aumento de la cantidad de MDA respecto a la 

detectada en semillas no tratadas (Fig. 38), mientras que, a tiempos prolongados de 

envejecimiento, estos niveles descienden ligeramente en las SP. Estas variaciones podrían 

explicarse en el sentido de que la acumulación de los productos de peroxidación sólo 

refleja que la velocidad de formación de estos compuestos es mayor que su degradación. 

Algunos autores (Kalpana y Madhava Rao, 1994; Stewart y Bewley, 1980) también han 

detectado un descenso de la cantidad de MDA en semillas de leguminosas sometidas a 

períodos prolongados de envejecimiento artificial, que atribuyen a oxidaciones posteriores 

de este compuesto. Por otra parte, el MDA puede reaccionar con aminoácidos libres 

formando compuestos tipo lipofuscina (Pauls y Thompson, 1984), que podrían ser 

responsables de la menor cantidad de MDA detectada en las semillas más envejecidas. 

De acuerdo con los datos aparecidos en la literatura (Dhindsa y col., 1981; Pauls 

y Thompson, 1984; Pukacka y Kuiper, 1988; Senaratna y col., 1988), la peroxidación 

lipídica afecta fundamentalmente a los lípidos de membrana, produciendo alteraciones 

importantes en la funcionalidad de las mismas, que se pone de manifiesto por la liberación 

masiva e irreversible de solutos durante el proceso de rehidratación. Sin embargo, en 

nuestro material biológico no se observa una buena correlación entre la aparición de los 

productos de peroxidación (Figs. 35 y 36) y los valores de ICE (Fig. 28). Esta falta de 
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correlación sugiere que los procesos de peroxidación tienen lugar no sólo en las 

membranas sino que podrían afectar también a los lípidos de reserva, como ha apuntado 

Gidrol y col. (1989) y Francis y Coolbear (1988) en semillas artificialmente envejecidas 

de girasol y tomate, respectivamente. Esta última consideración permitiría explicar el 

mantenimiento de la viabilidad en las semillas donde la peroxidación lipídica se produce 

en alguna medida. Por otra parte, la mayor cantidad de MDA/g de tejido detectado en las 

SP (Fig. 35) apoya la hipótesis de que los lípidos de reserva pueden actuar contrarrestando 

la acción de los radicales libres. Los triglicéridos podrían ejercer su acción protectora 

frente a los radicales libres modificándose de forma cualitativa y cuantitativa en reacciones 

que posiblemente implicarían: 1) la hidrólisis de estos compuestos con la consiguiente 

liberación de ácidos grasos, lo que podría explicar el aumento de estos últimos detectado 

por algunos autores en semillas envejecidas (para revisión véase Priestley, 1986), y 2) la 

eliminación de los radicales en reacciones que implicarían a los grupos funcionales 

(carboxilo, hidroxilo) de los ácidos grasos. La mayor proporción de lípidos de reserva que 

presentan las SG explicaría el mantenimiento de los niveles de glutation total que se 

observa durante el envejecimiento y la menor cantidad de MDA presente en estas semillas. 

5.6. Efecto del envejecimiento artificial en los sistemas antioxidantes 

analizados 

5.6.1. Evaluación de la actividad superóxido dismutasa 

Las semillas, después de la etapa de maduración en la planta madre, sufren un 

proceso de desecación para permitir su supervivencia en condiciones adversas. Durante 

este proceso se generan especies activas de oxígeno, como el anión superóxido, que 

pueden desencadenar reacciones de peroxidación lipídica. Por ello es de vital importancia 

el mantenimiento de niveles elevados de SOD y de CAT, que permiten que el proceso de 

desecación de las semillas tenga lugar sin que se produzcan daños en sus estructuras 
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vitales. Este hecho explicaría la elevada actividad SOD (Fig. 39) detectada en semilla en 

estado seco. Por otra parte, el envejecimiento acelerado podría producir alteraciones en 

las enzimas de la fracción soluble, que explicarían el descenso observado de la actividad 

SOD en semillas sometidas a períodos prolongados de tratamiento. 

Los resultados obtenidos (Fig. 39) son semejantes a los descritos por Dhindsa y 

Matowe (1981) y Seel y col. (1992) en otros organismos tolerantes a la desecación 

(Tortulu rurulis), donde se observa un incremento de la actividad SOD durante el proceso 

de deshidratación, y un posterior descenso de la misma en el momento de la rehidratación, 

que se puede interpretar como una estabilización de la actividad enzimática tras la 

eliminación de las especies tóxicas. Estos resultados concuerdan además con los 

observados por Cakmak y col., (1993) en semilla de trigo. Por otra parte, el efecto del 

envejecimiento artificial se detecta también por el descenso de la actividad SOD de las 

semillas hidratadas a medida que se prolonga el tratamiento, en concordancia con los 

resultados obtenidos por Sung y Jeng (1993) en semillas de cacahuete. Sin embargo, el 

proceso de germinación conlleva la restauración de la actividad respiratoria mitocondrial, 

principal mecanismo generador de aniones superóxido (Puntarulo y col., 1991), por lo que 

es posible suponer que la continuación del proceso de germinación dará lugar a un 

incremento importante en la actividad SOD, al menos en las semillas no envejecidas. 

Si comparamos estos resultados expresados por gramo de semilla no se observan 

diferencias significativas entre los dos tipos considerados (SP y SG), lo que podría señalar 

una cierta uniformidad en la distribución de esta enzima entre el eje embrionario y los 

cotiledones. En cambio, si comparamos los resultados expresados por unidad de semilla, 

se obtienen valores más elevados en las semillas de mayor tamaño. Sin embargo, la 

actividad SOD (U/g de semilla) de SP y SG hidratadas presenta diferencias muy 

significativas (P<O,Ol), ya que se obtuvieron valores de actividad inferiores en las SG. 

Esta menor actividad podría estar relacionada con la posible actuación paralela de los 

lípidos de reserva, que podrían atenuar, al menos parcialmente, la acción de las especies 

activas de oxígeno. 
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5.6.2. Evaluación de la actividad catalasa 

En nuestro material biológico, la actividad CAT no se modifica durante la 

rehidratación de las semillas no tratadas, SP y SG, ni en las SP sometidas a la técnica de 

envejecimiento artificial (Fig. 40). Sin embargo, las SG envejecidas presentan un descenso 

de la actividad CAT, que podría estar relacionado con los mecanismos bioquímicos que 

se producen durante el proceso germinativo. En este sentido, Puntarulo y col. (1991) han 

observado, en embriones de soja, que la actividad CAT sólo se modifica durante las fases 

II y 111 de la germinación. Precisamente, la movilización de las reservas lipídicas en las 

semillas oleaginosas se considera como un proceso post-germinativo que se produce en 

los tejidos de reserva y aporta energía al embrión. Sin embargo, los estudios realizados 

en las semillas de girasol (Raymond y col., 1992) demuestran que existe B-oxidación en 

las semillas hidratadas durante 4 horas, que se encuentran en la fase pregerminativa, 

anterior a la emergencia de la radícula. Durante la primera etapa de la B-oxidación se 

produce peróxido de hidrógeno, cuyos efectos tóxicos -ya comentados- hacen indispensable 

su eliminación. El hecho de que la actividad CAT disminuya en las SG envejecidas (7 y 

1 t días) e hidratadas (Fig. 40), podría estar relacionado con el retraso en la puesta en 

marcha de los mecanismos bioquímicos responsables del proceso germinativo, como cabe 

deducir del aumento del tiempo medio de germinación (Fig. 15). El proceso 

principalmente implicado en esta disminución es la B-oxidación. Si en las semillas 

envejecidas esta ruta metabólica resulta afectada, cabría esperar una menor producción de 

peróxido de hidrógeno y. en consecuencia, una menor actividad CAT. Asimismo, en la 

formación de peróxido de hidrógeno durante la germinación contribuye en gran medida la 

enzima SOD, que de esta forma permite la eliminación de los aniones superóxido 

generados durante la respiración. Según los resultados observados en nuestro material 

biológico, la destoxificación del peróxido de hidrógeno en esta fase pregerminativa recae 

básicamente en la enzima CAT, ya que la actividad de la enzima ascorbato peroxidasa se 

detecta a partir de las 24 horas de imbibición (Pérez Otaola y col., 1994). 
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5.6.3. Evaluación de la funcionalidad del ciclo ascorbato-glutation 

5.6.3.1. Niveles de los ácidos ascórbico y dehidroascórbico, y 

actividades enzimáticas relacionadas 

Los resultados obtenidos revelan la ausencia de cantidades apreciables de estos 

compuestos en las semillas en estado seco, así como en las sometidas a cortos períodos de 

imbibición. Estos resultados concuerdan con los presentados por Pukacka (1991) en 

semillas de Acer plutanoides, por Fontaine y col. (1994) en semillas de Hordeum vulgare 

y por Arrigoni y col. (1992) en semillas de Vicia faba, quienes describen el acusado 

descenso de los niveles de AA y DHA durante la maduración, que llegan a ser mínimos, 

e incluso indetectables, en las semillas totalmente desarrolladas. 

Por otra parte, el estudio de las enzimas relacionadas con la actividad antioxidante 

del ácido ascórbico (Apox, MDred, DHred y GSSGred) sólo dio resultados positivos en 

el caso de la GSSGred, la cual se comenta adecuadamente en el apartado relativo al 

glutation. La ausencia de estas enzimas en la semilla en estado seco concuerda con los 

resultados presentados por Klapheck y col., (1990) en semillas de Ricinos communis y 

Cakmak y col., (1993) en semillas de trigo, en las cuales sólo se detectaba actividad 

DHred y GSSGred. En nuestro material se detectó cierta actividad residual de DHred, 

difícilmente cuantificable. Por otra parte, los estudios realizados por nuestro equipo de 

investigación (Pérez Otaola y col., 1994) sobre el desarrollo del ciclo del ascorbato- 

glutation en las semillas de girasol durante el proceso de germinación, apuntan que la 

expresión de estas enzimas, salvo el caso de la DHred y GSSGred, tiene lugar entre las 

24 y 48 horas del comienzo de la imbibición. 

La ausencia de ácido ascórbico en las semillas secas de girasol estaría compensada 

con los elevados niveles de glutation (Figs. 41 y 42), que actuarían como principal 

antioxidante no enzimático de la fracción soluble celular, tanto en la semilla en estado seco 
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como en la fase pregerminativa. El desarrollo posterior de las enzimas relacionadas con 

el ácido ascórbico, implicadas fundamentalmente en la destoxificación del H,O,, permite 

suponer que durante la primera fase de la germinación (4 y 12 horas de imbibición), el 

mecanismo de eliminación del peróxido de hidrógeno reside fundamentalmente en la 

actividad de la catalasa. 

5.6.3.2. Niveles de glutation y glutation reductasa 

De acuerdo con los resultados descritos se puede indicar que: 

a) Los niveles de glutation detectados en las SP difieren significativamente de los 

detectados en las SG (Tabla 59). El envejecimiento acelerado produce una 

disminución importante de los niveles de glutation total de las SP (Fig. 41A), 

mientras que no afecta significativamente a dicha cantidad en las SG (Fig. 42A). 

En ambos tipos de semilla, el tratamiento altera la distribución GSH:GSSG, 

favoreciendo el desplazamiento hacia la forma GSSG, que se manifiesta en un 

incremento de la tasa de oxidación (Figs. 43A, 44A, 45A y 46A). 

b) En ambos tipos de semillas, el eje embrionario presenta mayor concentración de 

glutation que los cotiledones (Tabla 64). La alteración de los niveles de glutation 

por efecto del envejecimiento artificial tiene lugar en ambos componentes de la 

semilla. Los ejes embrionarios de las SP y las SG sometidas al proceso de 

envejecimiento artificial presentan un descenso similar en la cantidad de glutation, 

mientras que la disminución de los niveles de glutation detectados durante el 

envejecimiento de las semillas se debe fundamentalmente a la alteración de este 

compuesto en los cotiledones. 
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cl Las semillas hidratadas (4 y 12 horas) incrementan de forma significativa sus 

niveles de glutation (Figs. 41B y 42B), desplazándose la distribución de este 

compuesto hacia la forma reducida (Figs. 43B y 45B), lo cual se manifiesta en un 

descenso muy acusado de la tasa de oxidación en comparación con la detectada en 

las semillas en estado seco. Las semillas envejecidas y posteriormente rehidratadas, 

aunque incrementan su contenido en glutation, alcanzan concentraciones inferiores 

de este compuesto, y el desplazamiento hacia la forma GSH es menos acusado, lo 

que da lugar a un incremento lineal (Figs. 44B y 46B) de la tasa de oxidación en 

función del tiempo de envejecimiento artificial. 

d) La actividad GSSGred de las semillas en estado seco (Fig. 47) se mantiene, con 

ligeras variaciones, durante el período de envejecimiento. El proceso de 

rehidratación afecta de manera muy significativa a la actividad GSSGred detectada 

en las SP. 

El descenso de glutation total, observado en las SP (Fig. 41A), se debe 

fundamentalmente a la disminución de la cantidad de GSH presente en los tejidos. Esta 

disminución supone que durante el envejecimiento tienen lugar una serie de reacciones que 

implican al GSH, además de los procesos de autooxidación que generan GSSG. Una de 

estas reacciones podría ser la formación de compuestos del tipo disulfuros mixtos (GS- 

proteínas), como han postulado diversos autores (Butt y Ohlrogge, 1991; Kranner y Grill, 

1993). Los disulfuros mixtos son compuestos estables, es decir, no sufren posteriores 

oxidaciones y son ademas fácilmente reversibles cuando las células, una vez hidratadas, 

son capaces de regenerar el poder reductor. Estos disulfuros mixtos, que en condiciones 

normales se producen en muy pequeña cantidad, podrían actuar protegiendo los grupos 

-SH de las proteínas evitando así su oxidación irreversible en condiciones de estrés 

oxidativo. Por otra parte, la ausencia de alteraciones significativas en los niveles de 

glutation total de las SG (Fig. 42A) podría, en principio, indicar que estas semillas 

presentan mayor resistencia al estrés oxidativo que las SP, lo cual, sin embargo, no se 

corresponde con los valores de viabilidad obtenidos en los ensayos de germinación 
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(Fig. 16). No obstante, si observamos la distribución del glutation total en GSH:GSSG 

(Figs. 43A y 45A) y, en consecuencia, la tasa de oxidación, de SP (Fig. 44A) y SG (Fig. 

46A) no envejecidas, se detecta una diferencia importante, ya que para las primeras los 

niveles de GSSG son muy inferiores a los de GSH, es decir, las células se encuentran en 

un ambiente reductor, mientras que las SG presentan inicialmente niveles de GSSG muy 

altos, superiores a los de GSH, lo que explicaría que la tasa de oxidación no se modifique 

de forma tan acusada durante el envejecimiento. En cualquier caso, la evolución de los 

niveles de glutation en las semillas (SP y SG) en estado seco y su distribución en las 

fracciones GSH:GSSG pone de manifiesto que el envejecimiento produce una lenta 

conversión de GSH en GSSG variando las proporciones relativas de estos compuestos. 

El análisis de los componentes estructurales de la semilla (Tabla 64), a excepción 

del pericarpio, revela la importancia del glutation en el eje embrionario, donde se 

encuentra a una elevada concentración. Asimismo, se puede resaltar que la diferente 

evolución de los niveles de glutation en respuesta al envejecimiento que se observa entre 

las SP y SG, se debe fundamentalmente a los cotiledones. Los ejes embrionarios de SP y 

SG sufren una disminución semejante de su contenido en glutation, hasta alcanzar un 46 

y 45 % del nivel inicial, respectivamente, y un incremento importante en GSSG (64 y 

20 % , respectivamente). Por el contrario, los cotiledones de las SP sufren una alteración 

en su contenido en glutation de forma mucho más acusada que la observada en los 

cotiledones de las SG. Paralelamente. los cotiledones de SG no presentan un incremento 

apreciable de GSSG, mientras que el contenido de este compuesto aumenta en un 52 % 

en los cotiledones de las SP. Las causas de esta diferente respuesta al envejecimiento 

pueden atribuirse a la acción de los lípidos de reserva, muy abundantes en SG, que podrían 

actuar como captadores de radicales libres, según han apuntado Gidrol y col. (1989) en 

semillas de girasol. 

Todos estos resultados indicarían que las semillas en estado seco (SP y SG) 

presentan unos niveles de glutation que se van consumiendo, a medida que se prolonga el 

envejecimiento, en las reacciones de protección frente a los distintos agentes que aceleran 
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el proceso de deterioro (radicales libres, especies activas de oxígeno). La baja actividad 

metabólica de las semillas en estado seco impide restaurar los niveles de antioxidantes por 

procesos de nueva síntesis, por lo que durante el envejecimiento prolongado dichos niveles 

pueden llegar a ser insuficientes para contrarrestar la acción de los radicales libres, lo cual 

daría lugar a la pérdida de viabilidad de las semillas y a la aparición de plántulas 

anormales. 

La rehidratación de las semillas (Figs. 41B y 42B), se traduce en todos los casos 

en un incremento muy acusado de los niveles de glutation total. Sin embargo, la capacidad 

de las semillas envejecidas para restablecer los elevados niveles de glutation necesarios 

para el correcto funcionamiento celular, varía de forma importante en función del tiempo 

de tratamiento, ya que sólo las semillas sometidas a cortos períodos de envejecimiento son 

capaces de alcanzar niveles de glutation próximos a los detectados en semillas no 

envejecidas. Este restablecimiento de los niveles adecuados de glutation total podría ser 

indicativo de la posible reducción de los disulfuros mixtos formados durante el 

envejecimiento, así como de la correcta activación de los mecanismos biosintéticos que 

tiene lugar durante la rehidratación de las semillas. En relación con este último aspecto, 

cabe señalar que las enzimas responsables de la biosíntesis de glutation (y-glutamilcisteína 

sintetasa y glutation sintetasa) requieren ATP para su actuación. Sin embargo, la carga 

energética de las semillas envejecidas esta disminuida (Priestley, 1986), lo que podría 

contribuir a la menor capacidad para la síntesis de glutation durante la rehidratación de las 

semillas envejecidas, lo cual no excluye otras alteraciones de estos mecanismos 

biosintéticos. 

No obstante, algunos autores (Fahey y col., 1980) no han observado incrementos 

en los niveles de glutation total en las semillas de trigo sometidas a rehidratación, sino, 

por el contrario, han detectado un descenso importante en GSH en las semillas hidratadas 

respecto a su contenido en semillas en estado seco, que han atribuido a la utilización del 

GSH como reservorio de cisteína, necesaria para la síntesis proteica. Sin embargo, la 

importancia del GSH en el metabolismo celular, como antioxidante en reacciones 
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enzimáticas y no enzimáticas, destoxificante de herbicidas y xenobióticos y cofactor de 

numerosas reacciones enzimáticas, permite suponer que la utilización de GSH como 

reservorio de cisteína sólo tendría lugar cuando se mantuvieran condiciones de estricto 

déficit de azufre. 

La distribución de glutation total en sus formas GSH y GSSG (Figs. 43B y 45B) 

en las semillas hidratadas esta en todos los casos desplazada hacia la forma reducida, lo 

cual pone de manifiesto la actividad y funcionalidad de la enzima GSSGred. Resultados 

similares han sido observados por de Vos y col. (1994) y Kranner y Grill (1993) en 

semillas de otras especies. El hecho de que la tasa de oxidación (Figs. 44B y 46B) 

aumente linealmente en función del tiempo de envejecimiento revela el daño producido, 

que podría afectar tamo a los mecanismos biosintéticos como a la actividad de la enzima 

GSSGred, más evidente en SG. 

La actividad GSSGred se mantiene durante el envejecimiento, aunque presenta 

diferencias significativas en los períodos más prolongados de tratamiento (Fig. 47). Sin 

embargo, el incremento progresivo de GSSG (Figs. 43A y 45A) que se observa durante 

el envejecimiento, parece indicar que la capacidad de actuación de la GSSGred esta muy 

limitada en las condiciones de baja humedad (6 % p.s.) que mantienen las semillas en 

estado seco. La actividad GSSGred en las semillas rehidratadas (Fig. 47) esta 

incrementada respecto de la actividad detectada en semilla seca, por lo que los niveles de 

GSSG se reducen drásticamente durante la rehidratación. 

Los resultados obtenidos sugieren que la presencia de esta enzima en semilla seca 

permite su rápida actuación al comienzo de la imbibición. La actividad GSSGred 

desempeña, por tanto, un papel fundamental en el proceso de germinación, ya que 

contribuye al aumento del poder reductor por formación de GSH, necesario en numerosos 

procesos metabólicos (de Paula y col., 1991~; Rauser y col., 1991) y paralelamente 

disminuye la cantidad de GSSG. La relación GSSG/GSH debe ser necesariamente baja para 

permitir la síntesis proteica (Fahey y col., 1980; Rennenberg, 1982) ya que el GSSG puede 

269 



DISCUSIÓN 

actuar sobre uno de 10s factores de iniciación de la traslación inhibiendo la síntesis de 

proteínas (Kan y col., 1988). Algunos autores (Schmidt y Kurnet, 1986) han observado 

que el aumento de la relación GSSG/GSH esta directamente relacionado con el incremento 

de la actividad GSSGred, posiblemente por un mecanismo de activación mediado por 

GSSG. La elevada relación GSSG/GSH observada en las semillas envejecidas de girasol 

(Figs. 44A y 46A) viene también acompañada por un incremento importante de la 

actividad GSSGred en el momento de la hidratación. 

Por otra parte, los niveles de glutation reducido de las semillas envejecidas (SP 

y SG) y posteriormente rehidratadas muestran una alta correlación con la viabilidad (Fig. 

52), lo que pone de manifiesto la importancia del mantenimiento de un ambiente reductor 

intracelular que permita el normal funcionamiento de la semilla y el posterior desarrollo 

de la plántula. De acuerdo con esta idea, cabría esperar que la toxicidad del GSSG pudiera 

contribuir, al menos parcialmente, a la aparición de plántulas anormales y semillas 

muertas, como parece reflejar la correlación existente entre estos parámetros y los niveles 

de este compuesto en SG, a las 12 horas de imbibición, (r=0,7887*** y r=0,8677***) 

y en las SP hidratadas durante 4 horas (r=0,7150*** y r=O,8316***). 
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Figura 52. Correlación entre los niveles de glutation total (círculos negros) 
y GSH (círculos blancos) con la viabilidad expresada como porcentaje de 
germinación normalizado, para las semillas de girasol CV. Peredovik, SP (A) 
y SG (BI, sometidas a envejecimiento artificial (43OC, 75 % HR) durante 1, 
3, 5, 7 y ll días. 
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5.7. Relaciones entre parámetros fisiológicos y bioquímicos en las 

semillas de girasol artificialmente envejecidas 

La pérdida de viabilidad es el síntoma más evidente que se observa en semillas 

envejecidas y/o deterioradas. Este efecto se ha asociado con diversas alteraciones de los 

componentes celulares, entre las que se incluyen los daños en las membranas, que juegan 

un importante papel en la compartimentación de las células (de Paula y col., 1993; 

Fernández García de Castro y Martínez-Honduvilla, 1984; Torres y Martinez-Honduvilla, 

1990; Torres y col., 1991), y que pueden deteriorarse por las modificaciones de sus dos 

principales constituyentes, los fosfolípidos y las proteínas. Una de las ideas más aceptadas 

para explicar las alteraciones de las membranas producidas por el envejecimiento, 

concierne a los productos de la reducción del oxígeno y moléculas relacionadas (radicales 

libres), que afectarían principalmente a los fosfolípidos vía peroxidación (Priestley, 1986), 

sin excluir otros posibles mecanismos, como se ha descrito en plantas sometidas a diversas 

condiciones adversas (Levitt, 1980), que conllevan modificaciones de las proteínas 

estructurales de las membranas. Entre estas modificaciones, la más perjudicial implica la 

formación de puentes disulfuro entre las proteínas adyacentes. Ante la toxicidad de estos 

compuestos y dado que su formación es inherente al metabolismo celular, las células 

disponen de mecanismos eficaces de defensa capaces de prevenir, paliar y/o eliminar su 

producción masiva, por la acción de diversas enzimas y sustancias de carácter antioxidante. 

Sin embargo, es el estado fisiológico de la semilla el que determina la diferente actividad 

de los sistemas antioxidantes presentes en las células. Las semillas en estado seco 

presentan niveles de humedad muy bajos, que limitan su actividad metabólica y, en 

consecuencia, los mecanismos de defensa se basan en el mantenimiento de una reserva de 

antioxidantes no enzimáticos lo suficientemente alta como para poder contrarrestar la 

acción de los radicales libres, y evitar la oxidación irreversible de los distintos grupos 

funcionales. Se trata, por tanto, de un mecanismo de protección pasivo, ya que la 

desaparición de los compuestos antioxidantes no puede ser compensada por la síntesis de 

otros nuevos y desemboca de forma irremediable en la alteración de las estructuras vitales 

de la célula. La rehidratación de las semillas permite la restauración de un metabolismo 
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activo y la actuación de los sistemas enzimáticos encargados de eliminar a los agentes 

tóxicos. Por lo tanto, los mecanismos de defensa operan en dos sentidos: 1) mediante la 

eliminación no enzimática de los radicales libres por acción de sustancias antioxidantes que 

se mantienen en niveles elevados por medio de enzimas específicas o por procesos de 

nueva síntesis, y 2) por la acción de enzimas capaces de catalizar la eliminación 

sistemática de los agentes tóxicos. 

El estudio de los mecanismos antioxidantes analizados en la semilla de girasol en 

estado seco revela que el glutation es probablemente el principal agente antioxidante de la 

fracción soluble, ya que no se detectaron niveles apreciables de ácido ascórbico ni de su 

producto de oxidación, el ácido dehidroascórbico. Por otra parte, también se observaron 

niveles elevados de enzimas como la GSSGred, encargada del mantenimiento del glutation 

en estado reducido, y las enzimas relacionadas con la eliminación de las especies tóxicas 

de oxígeno, SOD y CAT. Como se ha discutido anteriormente, la actividad de estas 

enzimas está muy limitada en condiciones de bajo contenido de humedad, lo que permite 

suponer que su presencia en las semillas en estado seco esta encaminada a su inmediata 

actuación cuando los niveles de humedad sean lo suficientemente elevados. En este 

sentido, la alteración de las actividades GSSGred y SOD durante el envejecimiento podría 

afectar a la viabilidad de las semillas, como refleja la correlación existente entre estos 

parámetros (Tablas 76, 77, 78 y 79). 

El envejecimiento de las semillas de menor tamaño se detecta por un incremento 

importante de la tasa de oxidación, medida como la relación GSSG/GSH, y por un 

descenso de los niveles de glutation total. Este efecto no es tan evidente en las semillas de 

mayor tamaño, debido probablemente a la colaboración de los lípidos de reserva como 

captadores de radicales libres. En este sentido, los lípidos podrían ejercer su acción 

protectora mediante diversas reacciones que implicarían cambios tanto cualitativos como 

cuantitativos de estos compuestos, dado que el índice de peroxidación, determinado por 

la cantidad de MDA, es inferior en las SG. Sin embargo, el descenso de la viabilidad de 

las SP se hace patente sólo a partir del día 7 de envejecimiento, cuando precisamente los 
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niveles de antioxidantes se encuentran muy por debajo de los observados en las semillas 

no envejecidas, mientras que la alta tasa de oxidación inicial de las SG hace que éstas sean 

menos tolerantes a las condiciones adversas experimentalmente aplicadas, lo cual se 

manifiesta en la pérdida de viabilidad a partir del tercer día de tratamiento. 

La rehidratación de las semillas durante la fase pregerminativa permite la 

restauración de los niveles de glutation, no sólo por la reducción de sus productos de 

oxidación, sino también por la puesta. a punto de los procesos biosintéticos. Además, 

durante esta fase tiene lugar la iniciación del metabolismo respiratorio y la movilización 

de reservas, que a su vez originan nuevas especies tóxicas, eliminadas por la acción de las 

enzimas SOD y CAT. La ausencia de Apox durante esta primera fase de la germinación 

hace que la actividad CAT sea la única responsable de la eliminación enzimática del 

peróxido de hidrógeno, aunque en etapas posteriores de la germinación de la semilla de 

girasol podrían ponerse apunto otros sistemas de destoxificación, que implican la completa 

funcionalidad del ciclo del ascorbato-glutation (Pérez-Otaola y col., 1994). Este aumento 

de los niveles de GSH produce una notable disminución de las tasa de oxidación en las 

semillas rehidratadas. Consecuentemente, la activación de este sistema genera un ambiente 

reductor que favorece el normal funcionamiento celular. En esta situación, la capacidad 

de las células para reparar los daños producidos por el envejecimiento estaría 

incrementada, lo que explica el mantenimiento de la viabilidad de las semillas, como se 

pone de manifiesto por las relaciones existentes entre este parámetro y los niveles de GSH 

(Tablas 76. 79, Fig. 52). Cabe señalar además, que las correlaciones existentes entre la 

tasa de oxidación y las magnitudes que miden las alteraciones de membrana, como son la 

ICE de los exudados procedentes de las semillas libres de pericarpio y el contenido de 

fósforo determinado a las 24 horas en el medio de imbibición (Tablas 76.79), contribuyen 

a reforzar esta hipótesis. Por tanto, la rehidratación de las semillas envejecidas pone de 

manifiesto que la capacidad para contrarrestar los efectos del envejecimiento sólo es 

posible cuando las alteraciones metabólicas no son muy drásticas. Es decir, las semillas 

envejecidas que mantienen niveles adecuados de enzimas y sustancias antioxidantes, son 

capaces de conservar su viabilidad. 
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Por último, la interpretación de los resultados obtenidos que se apoya en las 

interrelaciones de los distintos parámetros fisiológicos y bioquímicos (Tablas 76.79), se 

concreta gráficamente en la Figura 53. 
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TABLA 76 Matriz de correlación entre los ‘parámetros fisiológicos y  bioquímicos analizados en las semillas (SP) CV. Peredovik sometidas a envejecimiento artificial. 

G ( N ~ A M i TM= i Pm A,<# ICE2,sp(lCE~,spl Mm j GSSGred !G,or.r 4h’ 0550 4h ) GSH 4h’ 7.0. m 1 GSSGredlh 

7~ -~-- 

*Nomenclatura de 10s parámetros, definida en la lista de abreviaturas. 





TABLA 70. Matriz de correlación entre los ‘parámetros fisiológicos y bioquímicos analizados en las semillas (SG) de girasol CV. Peredovik, sometidas a envejecimiento artificial. 



TABLA 79. Matriz de significación de los coeficientes de correlación sefíalados en la Tabla 78. P<O,OOl (“*); P<O,Ol (“); P<O,O5 (*) y  diferencias no significativas (NS) 







6. CONCLUSIONES 

l.- El envejecimiento artificial produce una pérdida progresiva de la viabilidad de las 

semillas de girasol CV. Peredovik, que se manifiesta por un descenso de la 

capacidad germinativa y un aumento del número de plántulas anormales y semillas 

muertas. El efecto del envejecimiento artificial es más evidente en las semillas de 

mayor tamaño, que presentan una menor tolerancia a las condiciones adversas de 

humedad y temperatura, mostrando, además, mayores alteraciones en los 

parámetros de vigor. 

2.- Los ensayos de liberación de solutos reflejan la existencia de alteraciones en las 

membranas de las semillas artificialmente envejecidas, que se ponen de manifiesto 

por la salida masiva de compuestos orgánicos e iones, medida mediante la 

determinación de la absorbancia a 280 nm y del fósforo presente en los exudados 

y mediante los ensayos de ICE, a las 24 horas de imbibición. Sin embargo, la 

presencia del pericarpio y su aportación de iones al medio dificulta la interpretación 

de este ensayo y no permite estimar de forma fiable la pérdida de viabilidad 

observada en las semillas envejecidas. Por ello, el análisis de la liberación de iones 

a lo largo de todo el período de imbibición, así como la determinación de la ICE 

en las semillas “sensu stricto” proporcionan una información más rigurosa sobre 

las alteraciones de la permeabilidad de las membranas que se observa en las 

semillas almacenadas en condiciones adversas. 



CONCLUSIONES 

3.- Los resultados de los ensayos de ICE permiten proponer que la liberación de iones 

hasta las 16 horas de imbibición, se ajusta a un modelo de cesión de primer orden, 

que asume que la ICE final es dependiente de la cantidad de iones presentes en la 

semilla completa (pericarpio y semilla propiamente dicha), que se liberan con 

distinta velocidad de cesión. 

4.- La existencia de procesos de peroxidación lipídica, que se pone de manifiesto por 

la presencia de MDA detectada en las semillas en estado seco, podría afectar 

fundamentalmente a los lípidos de reserva. La ausencia de un aumento significativo 

de los niveles de MDA durante el envejecimiento artificial no excluye que la 

alteración observada en las membranas de las semillas envejecidas pueda deberse 

también a la peroxidación de los lípidos que las componen. 

5.. El envejecimiento artificial afecta a los sistemas antioxidantes analizados, alterando 

tanto las enzimas como las sustancias antioxidantes de la fracción soluble celular. 

Sin embargo, la capacidad de actuación de estos sistemas depende del estado 

fisiológico de la semilla. En su estado seco, los mecanismos de defensa celulares 

frente a los ambientes adversos se basan en el mantenimiento de una reserva de 

antioxidantes no enzimáticos que, en el caso del girasol, esta constituida 

principalmente por glutation, localizado mayoritariamente en el eje embrionario. 

Con la rehidratación, se alcanza el contenido hídrico necesario para reactivar el 

metabolismo de la semilla, lo cual permite que las enzimas implicadas en los 

procesos de destoxificación ejerzan su actividad. En la semilla rehidratada se 

observa la restauración de los niveles de glutation, generándose un ambiente 

reductor que favorece la reparación de los daños producidos por el envejecimiento, 

lo que se traduce en el mantenimiento de la viabilidad, siempre que las alteraciones 

metabólicas no sean excesivamente severas. 
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CONCLUSIONES 

Las semillas de girasol CV. Peredovik presentan diferente sensibilidad a las 

condiciones de envejecimiento artificial en función de su tamaño, lo que podría 

estar relacionado con la actuación de los lípidos de reserva. De acuerdo con esta 

idea, en las SG, los lípidos de reserva ejercerían una acción protectora frente a los 

agentes tóxicos, a expensas de su alteración cuantitativa o cualitativa, difícilmente 

reversible, lo cual podría influir en el proceso de movilización de reservas, 

necesario para la culminación de la etapa germinativa. Por su parte, las semillas 

de menor tamaño, con menor cantidad de lípidos de reserva, utilizan el glutation 

como principal mecanismo antioxidante de la fracción soluble. La oxidación del 

glutation se revierte durante la fase pregerminativa por la acción de la glutation 

reductasa y. en consecuencia, existe una recuperación más rápida de la completa 

funcionalidad celular. 
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