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Resumen

La germinacion es un evento muy importante que ocurre como parte del ciclo de vida de las
plantas con semilla. La germinacion comienza con la absorcion de agua por parte de la semilla y

termina con la protrusion de la radicula.

Por otro lado, el Priming es una técnica ampliamente estudiada para aumentar la velocidad y la
uniformidad en la germinacién de las semillas. Esta técnica consiste en someter a las semillas a
periodos de hidratacion y deshidratacion controlados, ya sea utilizando agua (Hidropriming) o
soluciones osmoticas (Osmopriming). Asimismo, hay otro tipo de priming que se da en ambientes
estacionales, en donde las semillas sufren de periodos de imbibicion-secado causados por las
lluvias esporadicas previas a la época de lluvia, a éste se conoce como Priming Natural. En estos
periodos de hidratacion-deshidratacion, las semillas sufren cambios fisioldgicos importantes los
cuales promueven un aumento en la sincronizacion y en la tasa de germinacion de las semillas.

Sin embargo, los efectos fisiologicos del Priming Natural no han sido del todo estudiados.

Durante la germinacion se incrementa la actividad respiratoria de la semilla lo cual esta asociado
a un aumento en la produccion de ROS (especies reactivas de oxigeno). Dicho aumento puede
provocar un deterioro en la semilla capaz de afectar la germinacion, por lo tanto los antioxidantes

presentes en la semilla son muy importantes para que la germinacion se lleve a cabo con éxito.

Una especie caracteristica de ambientes estacionales y de comunidades secundarias es Dodonaea
viscosa (L.) Jacq.-(Sapindaceae). El éxito en su establecimiento esta asociado fuertemente a su
germinacion. Se ha demostrado que el Priming Natural influye de manera positiva en la
germinacion de esta especie (Benitez, 2005). Por lo tanto, Dodonaea es una buena especie para
estudiar con mayor profundidad los efectos bioquimicos, fisioldégicos y morfologicos causados

por el Priming Natural.

El objetivo del presente trabajo fue contribuir al entendimiento del Priming Natural en relacion
con la morfologia de las semillas y con la dindmica del sistema antioxidante en semillas de

Dodonaea viscosa expuestas al enterramiento.



Introduccion

Semillas

Las semillas son 6vulos maduros y generalmente fecundados que contienen un embrion y
componentes de reserva rodeados de una cubierta protectora (Vander Wall et al., 2005).
La maduracién del 6vulo se da al momento de la fertilizacion. Antes de que €sta ocurra,
el 6vulo consiste de una o dos envolturas llamadas tegumentos las cuales rodean a una
nucela ubicada de manera central. La nucela a su vez contiene al saco embrionario. Los
tegumentos no se cierran y originan una apertura conocida como el micropilo. Esta
estructura funciona generalmente como una entrada para el tubo polinico (Boeswinkel &

Bouman, 1995).

Una semilla tipica consta de una cubierta seminal (producto de uno o ambos tegumentos
del rudimento seminal, el tegumento interno forma al tegmen y el externo a la testa), el
perispermo (la nucela que almacena sustancias nutritivas), el endospermo (tejido que
resulta de la fusion de una célula espermatica y los nucleos polares de la célula central del
saco embrionario) y el embrion (resultado de la fertilizacion de la célula huevo u oosfera

por una célula espermatica) (Figura 1) (Hernandez, 2006).

Las semillas contienen en su interior reservas que las hacen independientes de los
recursos nutrimentales que hay en el medio para sobrevivir (Lambers et al., 1998). Estas
reservas provienen de la planta madre y se concentran en varios tejidos como son los
cotiledones, el perispermo y el endospermo y a veces la cubierta seminal. Los
compuestos acumulados por las semillas varian ampliamente entre especies, pero se

pueden categorizar en carbohidratos, lipidos y proteinas (Herndndez, 2006).

Las otras partes del 6vulo como el funiculo, la rafe, la calaza, y el micropilo pueden, en
su mayoria, ser reconocidas en la semilla madura y se les llama de la misma forma. La
cicatriz del funiculo se le conoce como hilo. El micrdpilo en muchas ocasiones es dificil

de localizar, sin embargo forma una pequefia depresion. La raiz del embrion esta situada



en direccion del micrépilo lo cual puede facilitar la abertura de la cubierta seminal

durante la germinacion (Boeswinkel & Bouman, 1995).
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Figura 1.- Estructura de una semilla de Lepidium sativum. Corte longitudinal observado
con microscopia de campo claro. Tomado y modificado de Muller et al. 2006.

Germinacion

La germinacion es un evento muy importante que ocurre como parte del ciclo de vida de
las plantas con semilla. Este proceso marca la transicion entre dos etapas del desarrollo
de la planta: de semilla a plantula (Lambers et al., 1998). Las semillas son el producto de
la reproduccién sexual en la mayoria de las plantas vasculares y son el medio por el cual
la planta produce descendientes genéticamente diversos capaces de sobrevivir en
ambientes cambiantes (Vander Wall et al., 2005). Por otro lado, la semilla es la principal
unidad de dispersion de las plantas, convirtiéndola asi en un elemento fundamental dentro

de la historia de vida de éstas.

La germinacion incorpora aquellos eventos que comienzan con la absorcion de agua por
parte de la semilla seca (quiescente) y termina en la elongacion del eje embrionario

(Bewley, 1997). El proceso de hidratacion o imbibicion en las semillas es fundamental



para que se de la germinacion, este se distingue por presentar tres fases (Figura 2): La
primera fase se caracteriza por una rapida toma de agua por parte de la semilla
(Imbibicion) seguida por una fase estacionaria (Fase II). Un incremento posterior en la
hidratacion de la semilla ocurre solo cuando la germinacion se ha completado mientras el
eje embrionario se elonga (Fase III) (Manz et al., 2005). Se dice que el proceso de la
germinacion ha finalizado cuando la radicula ha emergido de la testa de la semilla

(Bewley, 1997).

Durante la germinacién ocurren una serie de eventos metabolicos y fisiologicos (Figura
2), como la activacion de la respiracion, la reparacion de macromoléculas, la
movilizacion de reservas, el reinicio del ciclo celular asi como el debilitamiento de las

estructuras de cobertura y la testa con el fin de que pueda emerger la radicula (Soeda et

al., 2005).

El hecho de que una semilla viable germine, asi como el tiempo en el que lo haga
depende de varios factores incluyendo aquellos factores internos propios de la semilla
(Bewley & Black, 1994). Aunque las condiciones ambientales sean ideales para que
comience el proceso de germinacion, existe una caracteristica intrinseca de la semilla la

cual bloquea el proceso; la latencia.

Germinacion | Postgerminacion
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Figura 2.- Principales eventos asociados a la imbibicion y al crecimiento
postgerminativo. (Tomado y modificado de Bewley, 1997).



Latencia en semillas

La latencia en semillas es una propiedad innata que define las condiciones ambientales en
las cuales una semilla es capaz de germinar (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006).
Una semilla en latencia no tiene la capacidad de germinar en un periodo de tiempo
especifico, bajo cualquier combinacion de factores ambientales normales los cuales
serian favorables para su germinacion de acuerdo a su genotipo (Baskin & Baskin, 2004).
A lo largo de la evolucion de las plantas con semilla, se han generado varios mecanismos
de latencia de acuerdo a la diversidad de climas y habitats en los que se han encontrado
distribuidas. Estos mecanismos estdn determinados por las propiedades tanto
morfologicas como fisioldgicas de las semillas (Nikolaeva, 2004). Baskin & Baskin
(1998, 2004) han propuesto un sistema de clasificacion el cual incluye cinco tipos de
latencia en semillas. (1) La Latencia Fisiologica (PD) es la forma mas abundante de
latencia encontrada tanto en gimnospermas como en angiospermas. Este tipo de latencia
puede dividirse en tres: Latencia Fisiologica Profunda, Intermedia y No Profunda. Para
que se rompa este tipo de latencia la semilla debe de cambiar su estado fisioldgico.
Factores como la temperatura, el potencial hidrico, la luz, los nitratos, los gases
provenientes del fuego y giberelinas (GA) pueden romper la latencia de este tipo (Bewley
& Black, 1994). (2) El segundo tipo de latencia es la llamada Latencia Morfologica
(MD), esta se observa en semillas que presentan un embridn subdesarrollado en términos
de tamafio, sin embargo, el embrion se encuentra notablemente diferenciado (Finch-
Savage & Leubner-Metzger, 2006). (3) El tercer tipo de latencia es una combinacion
entre el tipo 1 y el tipo 2. En este tipo de latencia, las semillas presentan un embrién
subdesarrollado y ademés poseen una limitante fisioldégica que aporta el estado de
latencia a la semilla (Baskin & Baskin, 2004), este tipo de latencia se conoce como
Latencia Morfofisiologica (MPD). Las semillas con MPD requieren tratamientos de
estratificacion o de hormonas vegetales (Giberelinas) para poder dar inicio a la
germinacion. (4) El cuarto tipo de latencia se refiere a la Latencia Fisica (PY). Esta
latencia es causada por la barrera compuesta por las laminas de células en empalizada en
la semilla o la cubierta del fruto las cuales controlan la absorcion del agua. Un

tratamiento de escarificacion fisica o quimica puede romper este tipo de latencia (Finch-



Savage & Leubner-Metzger, 2006). El ultimo tipo de latencia segun esta clasificacion es
(5) la Latencia Combinada (PY + PD), la cual se presenta en semillas que poseen latencia
fisica (PY) combinada con una latencia fisiologica en el embrion (PD) (Baskin & Baskin,

2004).

Independientemente de esta clasificacion, se ha establecido una distincion entre la
latencia generada durante la liberacion de la semilla de la planta madre (Latencia
Primaria) y la latencia inducida después de la dispersion en el caso de que las condiciones
ambientales no sean favorables para la germinacion (Latencia Secundaria) (Lambers et
al., 1998). La latencia primaria esta influenciada por el acido absicico (ABA) presente
durante la maduracion de la semilla en la planta madre. Las concentraciones de ABA asi
como la sensibilidad del embrién a esta hormona se pierde en respuesta a las condiciones
ambientales prevalecientes. La latencia secundaria puede perderse y reinducirse
repetidamente mientras las estaciones climdticas cambian hasta que las condiciones
ambientales adecuadas para la germinacion estén disponibles (Finch-Savage & Leubner-
Metzger, 2006), por ejemplo, en semillas de Chenopodium album las bajas temperaturas
durante el verano pueden liberar la latencia mientras que altas temperaturas de verano
pueden inducirla (Vleeshouwers et al., 2001). Ademas la latencia secundaria puede estar

asociada a ciclos anuales en el banco de semillas (Baskin & Baskin, 1998).

La temperatura, asi como el potencial osmotico tienen una influencia fundamental en la
latencia y germinacion de las semillas, afectando tanto la capacidad de germinacion al
regular la latencia asi como la tasa o velocidad de germinacién en semillas no-latentes
(Alvarado & Bradford, 2002). Existen herramientas como el modelo de Tiempo
Hidrotermal para cuantificar las respuestas germinativas ante estos factores (Allen et al.,
2000) y de esta manera determinar tanto la temperatura como el potencial osmotico
optimo para la germinacion. Ademads de esta herramienta, en el campo de la Agronomia
se ha desarrollado una técnica que busca incrementar la capacidad germinativa, aumentar
la velocidad de germinacion y promover la sincronia en un lote de semillas. Esta técnica

se conoce como de Endurecimiento o “Priming”.



Endurecimiento o “Priming”

El endurecimiento (priming) es una técnica ampliamente utilizada para aumentar
notablemente el potencial de la semilla con respecto al rango y a la uniformidad en la
germinacion (Heydecker, 1978). El objetivo del endurecimiento es hidratar de manera
controlada la semilla antes de que la radicula emerja (Job et al., 2000), esto con el fin de
que la semilla no pierda su tolerancia a la desecacién y pueda ser almacenada. Existen
varios tipos de endurecimiento, principalmente se habla de dos: si las soluciones para
embeber las semillas son agua (en estado liquido o vapor) se le denomina
“Hidropriming”, por otro lado, si las semillas se embeben en soluciones osmoticas de
poli/etilén/glicol (PEG) y NaCl, se le denomina “Osmopriming” (Gonzales-Zertuche et
al., 2000). Algunos de los eventos moleculares que se han estudiado durante el priming
incluyen la acumulacion de B-tubulina en relacion a la reactivacion del ciclo celular (De
Castro et al., 2000), el debilitamiento de las paredes de las células del endospermo por la
actividad de las hidrolasas (Bradford et al., 2000), la movilizacion de proteinas de reserva
(11S Globulinas) asi como la acumulacidon de proteinas de choque térmico (HSP), de
dehidrinas, catalasa (Gallardo et al., 2001) y proteinas de abundancia durante la

embriogénesis tardia (LEA) (Soeda et al., 2005).

Por otro lado, en el banco de semillas, éstas estan expuestas a diferencias en temperatura,
potencial hidrico, oxigeno y otros factores propios del suelo los cuales pueden variar
ampliamente durante un solo dia (Gonzales-Zertuche et al., 2001). En ambientes
estacionales las semillas sufren de periodos de imbibicion-secado causados por las lluvias
esporadicas previas a la época de lluvias. En estas circunstancias, las semillas sufren
cambios fisiologicos importantes. Por lo tanto, estos regimenes de hidratacion-
deshidratacion propios del priming pueden presentarse de manera natural (Priming
Natural), afectando notablemente la dinamica de las poblaciones de semillas en su

ambiente natural.

El “Priming Natural” es un mecanismo que induce un aumento en la capacidad

germinativa, asi como en la sincronia de las semillas durante la germinacion en especies



como Wigandia urens y Dodonaea viscosa (Gonzales-Zertuche et al., 2000; Benitez,
2005; Gamboa-deBuen et al., 2006). Sin embargo, los efectos del endurecimiento natural
(Priming Natural) a nivel molecular no han sido del todo estudiados. Se sabe que durante
este proceso, se lleva a cabo la movilizacion de proteinas similares a las 7-S globulinas,
la solubilizacion de 11-S globulinas, también se lleva a cabo un aumento en la sintesis de
proteinas, similares a las proteinas LEA (Gonzales-Zertuche et al., 2000), asi como el
consumo de sacarosa antes de que se de la protusion o emergencia de la radicula
(Gamboa-deBuen et al., 2006). Por otro lado, se han detectado cambios en el sistema
antioxidante, en relacion a la actividad de la catalasa asi como en los niveles de perdxido

de hidrégeno (Gamboa-deBuen et al., 2006).

Estrés Oxidativo

La evolucién de las vias metabolicas aerdbicas como la respiracion y la fotosintesis ha
llevado inevitablemente a la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) en todas
las formas de vida aerobias. Las ROS son consideradas como moléculas toxicas ya que
estan implicadas en el deterioro y el envejecimiento de las plantas. Sin embargo, estos

organismos han desarrollado diversos mecanismos para lidiar con este tipo de estrés.

A continuacion se describen con mayor detalle las principales fuentes de ROS asi como

los mecanismos encargados de defender a las plantas del estrés oxidativo.

ROS: Los radicales libres son formas parcialmente reducidas de oxigeno atmosférico
(Oy) (Mittler, 2002). Se considera que son tres las principales especies reactivas de
oxigeno; el radical superoxido (O;), el perdxido de hidrogeno (H,O,) y el radical
hidroxilo (OH"). Estas especies se generan por las reacciones de transferencia de
electrones o por transferencia de energia (Apel & Hirt, 2004). La reduccion del oxigeno
forma el radical superdxido (O,), esta molécula posee un electron desapareado, sin
embargo no es tan reactiva ya que su periodo de vida es relativamente corto. El O, puede
formar peroxido de hidrogeno (H,O,) en la presencia del ion H' o por accion de la
enzima superéxido dismutasa (SOD), ademas el radical superéxido en presencia de Fe*"

o algln otro metal de transicion, puede formar el radical hidroxilo (OH") por medio de la



reaccion de “Haber-Weiss y Fenton”. El_ OH™ se considera como el radical mas agresivo

proveniente de derivados del oxigeno (Bailly, 2004).

Las fuentes generadoras de ROS son amplias (Figura 3), estas pueden ser resultado del
estrés tanto bidtico como abiodtico. La fotosintesis y la respiracion son de las mayores
fuentes de ROS. Se dice que la cantidad de H,O, producida es directamente proporcional
a la actividad respiratoria (Staniek et al., 2000). Otras fuentes de ROS incluyen la
participacion de la glicolato oxidasa en los peroxisomas durante la fotorespiracion
(Mittler, 2002), la muerte celular programada (Fath et al., 2001; Dat et al., 2000) y la
interaccion planta-patdgeno, la cual involucra a la NADPH oxidasa (Grant & Loake,
2000). En la semilla, la autoxidacion de los lipidos principalmente durante la desecacion

y almacenamiento de la semilla es también una fuente de ROS.

Defensa antioxidante: Existen varios mecanismos enzimaticos encargados de eliminar
las ROS (Figura 2). La superdxido dismutasa (SOD) es la primera linea de defensa contra
estos radicales (Alscher et al., 2002). Esta enzima dismuta ¢l o~ y lo convierte en H,O;.
La SOD puede ser mitocondrial (MnSOD), citosdlica (Cu/ZnSOD) o cloroplastica
(CuZnSOD, FeSOD) (Bailly, 2004). La enzima catalasa (CAT) se encarga de detoxificar
el H,O, y convertirlo en H,O. La catalasa puede localizarse en los glioxisomas y en los
peroxisomas. A diferencia de la catalasa, existen otras enzimas que trabajan en conjunto
con los antioxidantes no enzimaticos; dichas enzimas son la ascorbato peroxidasa (APX),
la monodehidroascorbato reductasa (DHAR) y la glutation reductasa (GR). Estas enzimas
pertenecen al ciclo del ascorbato-glutation. Las enzimas de este ciclo se encuentran
presentes en los cloroplastos, el citoplasma, la mitocondria, los peroxisomas y el
apoplasto (Mittler, 2002). Este ciclo funciona de la siguiente manera: La remocion del
H,0, por la APX ocurre por la oxidaciéon del ascorbato a monodehidroascorbato (MDA)
el cual se regenera por la MDA reductasa (MDAR) usando NAD(P)H como equivalente
reductor. La regeneracion del ascorbato es mediada por la dehidroascorbato reductasa
(DHAR) llevada a cabo por la oxidacion del GSH a GSSG. Finalmente la GR puede
regenerar el GSH del GSSG usando NAD(P)H como agente reductor (Apel & Heribert,
2004).



ROS y Germinacion: En el caso de las semillas, la germinacion esta asociada a un fuerte
incremento en la actividad respiratoria (Srivastava, 2002), lo que causa un aumento en la
produccion de ROS. Altas concentraciones de ROS en la semilla pueden provocar un
dafo capaz de afectar la germinacion, por lo tanto los antioxidantes presentes en la
semilla son considerados de particular importancia para que la germinacion se lleve a

cabo éxitosamente (Bailly, 2004).

Los mecanismos eliminadores de ROS son bastante eficientes, sin embargo las ROS no
se llegan a eliminar por completo (Bailly, 2004). Se sabe que las ROS no solo son
elementos dafiinos sino que tienen un papel como moléculas senal. Una perturbacion en
los niveles de ROS puede ser percibida por una variedad de proteinas, enzimas o
receptores, resultando en la modulacion de diferentes vias las cuales pueden estar
relacionadas con el metabolismo, el desarrollo o la defensa de la planta (Mittler et al.,
2004). Algunos componentes involucrados en los mecanismos de sefializacion pueden
estar siendo oxidados directamente por las ROS. Finalmente las ROS podrian cambiar la
expresion genética al actuar o modificar factores de transcripcion (Apel & Heribert,
2004). Diferentes especies reactivas de oxigeno pueden activar diferentes vias de
sefalizacion. Laloi y colaboradores (2006) demostraron en la planta modelo Arabidopsis
thaliana que diferentes ROS activan grupos de genes diferentes; sin embargo, existe una
fuerte intercomunicacion entre estos radicales lo cual puede modificar la expresion de los

genes que cada ROS activa de manera independiente.

Las ROS podrian estar involucradas en todas las etapas de la vida de una semilla, desde
su desarrollo hasta la germinacion (Bailly, 2004), por lo tanto, el estudio de la dindmica
del sistema antioxidante en las semillas se convierte en un punto crucial para conocer los

eventos fisioldgicos que ocurren en procesos como el Priming Natural.
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Figura 3. Localizacion de las principales fuentes de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) en
las células vegetales, asi como los principales mecanismos antioxidantes (Tomado de Mittler
et al., 2004). Durante la germinacion, la fotosintesis esta inactiva ya que los cloroplastos ain
no estan desarrollados. Por lo tanto, no se estarian generando ROS por esta via. Sin
embargo la movilizacion de reservas, la activacion de las mitocondrias y la auto
peroxidacion de lipidos son fuentes de ROS durante el proceso de germinacion.

Dodonaea viscosa

Dodonaea viscosa (L.) Jacq.-Sapindaceae, es una dicotiledonea que junto a los miembros
de las familias Brasicaceae y Malvaceae pertenecen al grupo Eurosidaceae II. Dodonaea
viscosa es un arbol perenne que mide de 1 a 5 m de alto. Las flores son amarillentas y
unisexuales. El fruto es de forma capsulosa y membranosa, de color rojizo con 3
divisiones y 3 alas. Su floracién se presenta de septiembre a octubre. Su semilla es

esferoide de 2.44 mm de didmetro de color negro o café oscuro brillante (Rzendowski,




1954). La fructificacion se presenta de diciembre a enero (Marroquin, 1985). Aunque
puede producir brotes, dentro de la historia de vida de Dodonaea viscosa la produccion
de semillas es muy importante ya que es el principal medio de dispersion que tiene esta
planta. D. viscosa es una planta cosmopolita, se distribuye de manera natural casi en todo
México. Su distribucion incluye zonas templadas, subtropicales y tropicales. D. viscosa
crece en una gran variedad de suelos que incluye los someros, rocosos, con fuertes
pendientes y en suelos de alta erosion. Ademas puede estar en zonas con limitacion de
agua. En la cuenca de México se encuentra con frecuencia en zonas bajas, como es el

caso del Pedregal de San Angel en la Ciudad de México.

Esta Sapindacea se asocia con comunidades secundarias, etapas sucesionales de bosques
perturbados, especialmente de los encinares y tipos de vegetacion mesofila, bordes de
arroyos, barrancos Yy taludes, claros de bosques, lugares expuestos, pastizales
deteriorados, terrenos erosionados y matorrales (Rzendowski, 1954). También se han
encontrado ejemplares creciendo sobre suelos endurecidos (tepetate) alcanzando alturas

promedio de 1.7 m, mientras que en toba removida alcanzaron tallas de 4 m (Camacho et

al. 1991).

El éxito en el establecimiento de D. viscosa esta fuertemente relacionado a la
germinacion. Benitez (2005) demostré que las semillas de D. viscosa sometidas al
“Priming Natural” presentan una mayor capacidad germinativa, una alta sincronia
durante la germinacion asi como un aumento en la sobrevivencia de las plantulas
resultantes. Por lo tanto, el Priming Natural influye de manera positiva en el

establecimiento de esta planta.

Estos antecedentes nos muestran que Dodonea viscosa es una buena especie para estudiar
con mayor profundidad los procesos fisioldgicos que ocurren en las semillas durante el
Priming Natural. Es probable que la dindmica del sistema antioxidante pudiera verse
modificada durante los periodos de hidratacion-deshidratacion caracteristicos de este
proceso. Es por ello que en este trabajo se estudiaron los efectos del Natural Priming en

el sistema antioxidante durante la germinacion de semillas de Dodonea viscos



Obijetivo General

Entender algunos de los efectos fisiologicos caracteristicos del Priming Natural en
relacion con la morfologia de las semillas y la dinamica del sistema antioxidante en

semillas de Dodonaea viscosa expuestas al enterramiento.

Objetivos Particulares

e Evaluar las diferencias morfoldgicas en las semillas sometidas a Priming Natural
durante la germinacion.

e Obtener la tasa de germinacion, la tasa instantanea de germinacion y el porcentaje
de germinacidn para las semillas de cada tratamiento.

e Determinar la actividad de las enzimas antioxidantes (CAT, APX, SOD y GR)
durante la germinacion.

e Determinar los niveles de ROS (O,", H,0,, *OH) durante la germinacion.

e Relacionar la respuesta antioxidante con la dindmica germinativa de las semillas.



Metodologia

Material biol6gico

El trabajo se realizO con semillas de Dodonea viscosa (L.) Sapindaceae, colectadas
durante el mes de marzo de 2006 en el Parque Ecoldgico de la Ciudad de México
(PECM). Las semillas fueron limpiadas y separadas por flotacién para determinar su

viabilidad.

Zona de estudio

El Parque Ecolégico de la Ciudad de México se ubica en la delegacion Tlalpan en el
Distrito Federal, al SO de la ciudad de México entre los paralelos (19°10°00” y
19°14°30” latitud norte, 19°16°40” y 99°13°00” de longitud oeste, con una superficie
total de 727 ha (Benitez, 2005).

El area esta sometida a una clara estacionalidad. El clima de la zona es del tipo
Cb’(w2)(w)ig, templado hiimedo con una temperatura media anual del mes mas frio de
9.1°C y del mes mas caliente de 13.9°C. La precipitacion del mes mas seco es de 8.9mm

y del mes mas htimedo es de 229.5mm (Gonzales-Hidalgo, 1998).

Escarificacion
La mitad de las semillas colectadas fueron sometidas a un tratamiento de escarificacion

con H,SO4 concentrado [Baker Analyzed®] durante dos minutos.

Endurecimiento natural (Natural Priming)

Semillas escarificadas y no escarificadas fueron colocadas en bolsas de organza para
protegerlas de la depredacion, posteriormente fueron enterradas a aproximadamente 15
cm de profundidad en el suelo.

Las semillas fueron enterradas en la época seca por seis semanas durante los meses de
abril a mayo del 2006 en el Parque Ecoldgico de la Ciudad de México en dos sitios

contrastantes: Claro y Bosque (Figura 4).



Figura 4.- Sitios de Enterramiento: A) Bosque, B) Claro.

El Claro se caracteriza por ser un sitio abierto dominado por pastos donde las
fluctuaciones de temperatura son mas intensas que en el Bosque (Figura 5), el cual es un
sitio cerrado cubierto principalmente por encinos donde las variaciones de temperatura
son menores.

Junto con las bolsas se colocaron data loggers o sensores de temperatura (HOBOS ®) en
cada sitio para medir las fluctuaciones de temperatura durante el proceso.

A manera de control un lote de semillas no escarificadas asi como un lote de semillas
escarificadas fueron almacenadas en el laboratorio a temperatura ambiente.

Al concluir el periodo de enterramiento las semillas fueron exhumadas y colocadas en un

cuarto oscuro para su desecacion.
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Figura 5.- Registro de la temperatura en cada uno de los sitios de enterramiento. Los puntos azules representan
la temperatura media del Bosque, mientras que los puntos rojos representan la temperatura media del Claro. Las
barras muestran la variacion de temperatura durante cada uno de los dias en que las semillas estuvieron enterradas en
el suelo. El Claro muestra una mayor temperatura promedio ademas de una mayor variacion en la temperatura en
comparacion con el Bosque.

Pruebas de Germinacion

Para el caso de las pruebas de germinacion, el disefio experimental fue un factorial con 2
factores (Enterramiento y Escarificacion). El factor Enterramiento incluyd 3 niveles
(Enterramiento en el Bosque, Enterramiento en el Claro y No Enterramiento), mientras
que el factor Escarificacion incluy6 2 niveles (Escarificado y No Escarificado). Al final
se obtuvo un total de 6 tratamientos diferentes: Bosque Escarificado (BE), Bosque No
Escarificado (BNE), Claro Escarificado (CE), Claro No Escarificado (CNE), Control
Escarificado (CoE) y Control No Escarificado (Control).



Semillas de todos los tratamientos fueron colocadas en cajas de Petri con Agar al 1% y
ubicadas en una camara de ambiente controlado (Lab-Line, Instruments, Inc.) con un

fotoperiodo de 12 horas luz/oscuridad a una temperatura constante de 25°C.

Los porcentajes de germinacion obtenidos fueron transformados por medio de una
transformacion arcoseno para el analisis estadistico. Se realizdé un Analisis de Varianza
de dos vias con un nivel de probabilidad de p < 0.05, utilizando el programa estadistico
STATISTICA 6.1 (Statsoft, Inc. 1984-2003 Tulsa, Ok. U.S.A.). En los casos donde se
encontraron diferencias significativas se realizd un anélisis de comparaciones multiples

utilizando el método de la minima diferencia significativa (LSD).

Curvas de imbibicion

Un lote de semillas de todos los tratamientos fue colocado en Agar al 1% en cajas de
Petri e introducidas en una camara de ambiente controlado (Lab-Line, Instruments, Inc.)
con un fotoperiodo de 12 horas luz/oscuridad a una temperatura constante de 25°C. Con
un intervalo de una hora, se registr6 la ganancia de peso fresco con una balanza
(OHAUS™ Explorer). Las curvas de imbibicion fueron ajustadas a un modelo
exponencial con el software Table Curve ™ 2D (Jandel Scientific Software, 1994). De
este ajuste se obtuvo la primera derivada méaxima, esto con el fin de comparar si existian

diferencias-en la tasa de imbibicion de cada tratamiento.

Ensayos enzimaticos

Todos los ensayos enzimaticos fueron realizados con técnicas de espectrofotometria,
utilizando un espectrofotometro Varian-CARY 50 Bio (DATOS ESP). Para las
actividades enzimaticas, se realiz6 una extraccion de proteina total para cada uno de los
tratamientos a las 0, 12, 24 y 48 horas de imbibicion en Agar al 1%. Los tiempos de
cosecha fueron elegidos en funcion de las curvas de germinacidn para cada tratamiento y
representan cada una de las fases del proceso de germinacion. Cabe recordar que en los
ensayos descritos a continuacion las semillas pertenecientes a BNE, CNE y Control

fueron colocadas en agua caliente antes de ser imbibidas en Agar.



Las semillas fueron homogenizadas en un amortiguador de extraccion que contenia 50

mM de amortiguador de fosfato de potasio a pH 7.0, elaborado a partir de fosfato
dibasico 50 mM (K,PO4H) y fosfato monobésico 50 mM (KPO4H,) [Baker Analyzed®].
1 mM de EDTA y 1% de PVP [SIGMA®] (100 mg/mL) para Catalasa (CAT) y Glutation

reductasa (GR); y con 1 mM de ascorbato [SIGMA®] para la determinacion de la

actividad de la Ascorbato peroxidasa (APX). El homogenado total fue centrifugado a

3000 x g por 15 min a 4°C para remover los desechos celulares. La concentracion de

proteina fue determinada de acuerdo al método de Bradford (1976).

A continuacion se describe a detalle cada uno de los ensayos enzimaticos:

Catalasa (EC 1.11.1.6).- La actividad de CAT fue determinada siguiendo el
consumo de H,0, (coeficiente de extincién 39.4 mM'cm™) a 240 nm por 3 min
(Aebi, 1984). El medio de reaccion contenia un amortiguador de fosfatos 50 mM
(pH 7.0), 10 mM H,0O, y 100png de extracto proteico en un volumen final de 1
mL.

Ascorbato peroxidasa (EC 1.11.1.11).- La actividad de APX fue determinada
siguiendo el decremento/consumo del ascorbato en Ajgy (coeficiente de extincion
2.8 mM" cm™) por 3 minutos en un medio de reaccién que contenia un
amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.0), 0.5 mM ASC [SIGMA®], 0.1 mM
H,0, y 100ug de extracto proteico en un volumen final de 1 mL (Jiang & Zhang,
2002).

Glutation Reductasa (EC 1.6.4.2).- La actividad de GR fue determinada al
seguir la oxidacion de NADPH a 340 nm (coeficiente de extincion 6.2 mM" cm™)
por 3 minutos en un medio de reaccion que contenia un amortiguador de fosfatos
50 mM (pH 7.8), 2 mM EDTA, 0.15 mM NADPH [SIGMA®], 0.5 mM GSSG
[SIGMA®], y 100 pg de extracto proteico en un volumen final de 1 mL (Jiang &
Zhang, 2002).



e Superoxido Dismutasa (EC 1.15.1.1).- La actividad de SOD fue determinada
siguiendo la auto-oxidacion de la epinefrina (adenocromo) de acuerdo al método
de Misra & Fridovich (1972), usando el coeficiente de extincion (4020 M~ cm™).
A diferencia de las enzimas anteriores, el tejido fue homogenizado con 1 mL de
amortiguador de fosfatos 100 mM (pH 7.8) y 0.1 mM EDTA. Las muestras fueron
centrifugadas a 6000 x g por 15 min a 4°C. La actividad se llevo a cabo en un
volumen final de 1 mL, el cual contenia 50 mM de amortiguador de carbonato de
sodio (pH 10.2), 0.5 mM de EDTA, 50 pg de proteina y 0.5 mL de 10 mg/mL de
epinefrina [SIGMA®] (disuelta en 10 mM de HCI, pH 2). La auto-oxidacién de la
epinefrina se determin6 a 480 nm cada 20 s por 30 min considerando solamente
las lecturas después de la fase lag. Los niveles de Ion Superéxido (O) fueron
determinados usando la pendiente de las lecturas tomadas antes de la fase lag y

divididas por los mg de proteina.

NIVELES DE H,0O,. Las concentraciones de peroxido de hidrogeno (H,O,) fueron
determinadas por colorimetria con el método descrito por Jana & Choudhuri (1981).
H,0, fue extraido al homogenizar 100 mg de tejido con 0.75 mL de amortiguador de
fosfatos 50 mM (pH 6.5). El homogenado total fue centrifugado a 6000 x g por 15 min a
4°C. El sobrenadante resultante de la centrifugacion fue mezclado con 0.25 mL de sulfato
de titanio 1% (en 20% (v/v) H,SO4). La mezcla fue centrifugada de nuevo a 6000 x g por
10 min y la intensidad del color amarillo fue medida a 410 nm. Los niveles de H,O,

fueron calculados usando el coeficiente de extincion (0.28 pmol'lcm'l).

Para todos los ensayos anteriores se realizaron ANOVAS de tres vias con una p < 0.05
por medio del programa STATISTICA 6.1 (Statsoft, Inc. 1984-2003 Tulsa, OK. U.S.A.).
En los casos donde se encontraron diferencias significativas se realizd un andlisis de
comparaciones multiples utilizando el método de la minima diferencia significativa

(LSD).



Estudio Anatomico

Fijacion y deshidratacion: Semillas de cada uno de los tratamientos fueron fijadas con
FAA (10% Formol, 5% Acido acético glacial, 50% Alcohol etilico y 35% Agua
destilada) por 72 h. Debido a que la cubierta de las semillas de Dodonaea es muy dura,
¢sta se tuvo que retirar de forma manual para poder llevar a cabo la deshidratacion
gradual de las semillas. Las semillas sin cubierta fueron deshidratadas gradualmente en
metanol con diluciones de menor a mayor porcentaje (30, 50, 70, 85, 96 y 100%) durante
2 h en cada solucion. Después, las muestras se transfirieron a una mezcla de alcohol

absoluto-xilol 1:1 por una hora, para luego ser colocadas en xilol puro durante 30 min.

Inclusién en Paraplast®: El material deshidratado se coloco en una serie de mezclas
compuestas de xilol-paraplast® 2:1, xilol-paraplast® 1:1 y xilol-paraplast® 1:2 durante
12 h en cada mezcla. Concluido este tiempo las muestras fueron colocadas en paraplast®
puro durante 4 dias. Transcurrido este tiempo, se elaboraron bloques de paraplast® en

donde fueron colocadas cada una de las semillas.

Obtencion de cortes:

Se realizaron cortes longitudinales con un grosor de 15 micras con un micrétomo de
rotacion (Sorvall, TC-2; Smith & Farquhar, Newtown, CT, USA). Los cortes fueron
colocados en portaobjetos, se desparafinaron y se sometieron a la tincion Safranina-Verde
Rapido (Lopez-Curto et al., 1998). Las laminillas obtenidas fueron observadas al
microscopio (microscopio optico, Axiostar plus; Carl Zeiss, Alemania) y fotografiadas en

el Laboratorio de Microcine de la Facultad de Ciencias de la UNAM.



Microscopia electrénica de barrido

Las semillas fueron montadas en cilindros de aluminio con cinta adhesiva de carbon de
doble cara para después ser cubiertas con oro por medio de una maquina para farfullar
“sputter coater” (Desk II; Denton Vacuum Inc., Norristown, NJ, USA). Finalmente las
preparaciones fueron observadas en un microscopio electronico de barrido (MEB) (JSM-

5310LV; Electron Optics Div., Medford, MA, USA).



La actividad del sistema antioxidante incrementa considerablemente en las semillas

de Dodonaea viscosa que fueron enterradas con un tratamiento de pre-escarificacion

En las plantas, como en otros organismos, las especies reactivas de oxigeno son muy
importantes en la regulacion de muchos aspectos de su ciclo de vida, asi como en la
modulacion de los mecanismos de respuesta al ambiente (Bailey-Serres et al., 2006). Los
cambios en el sistema antioxidante de semillas sometidas a Priming Natural nos pueden
dar un indicio sobre la respuesta de las semillas al enterramiento, asi como de las posibles

modificaciones a nivel bioquimico durante la germinacion.

La catalasa es una enzima muy eficiente para la remocion de grandes cantidades de H,O»,
Sin embargo, debido a su poca afinidad por este sustrato, la catalasa no es la enzima mas
adecuada para la regulacion de los balances redox en un nivel mas fino, por ejemplo en
casos donde la concentraciéon de H,O, es baja (Feirabend, 2005). Sin embargo, se
considera que la catalasa es responsable de la eliminacion del exceso de ROS durante

periodos de estrés (Mittler, 2002).

En el caso de las semillas de Dodonaea observamos un patréon de actividad de la catalasa
similar entre los tratamientos de las 0 a las 24 h de imbibicion: A las 0 h se observo una
actividad inicial en la que si bien las semillas del BE y CE presentaron los mayores
niveles de actividad, no hay diferencias estadisticas entre los tratamientos. A las 12 h de
imbibiciéon la actividad disminuyé y tampoco presenté diferencias. La actividad
incrementd de nuevo a las 24 h (Figura 13). En este tiempo, las semillas de los
tratamientos del BE y CE tuvieron un patron de actividad diferente al de las semillas del
BNE, CNE y del Control. Para las 48 h de imbibicion el patron fue totalmente distinto
para cada grupo de tratamientos; mientras que de acuerdo al andlisis de comparaciones
multiples (LSD) las semillas del BE y CE presentaron un aumento significativo en la
actividad, las semillas de los tratamientos BNE, CNE y el Control mantuvieron
practicamente los mismos niveles que a las 24 h de imbibidas (Figura 13). La falta de

diferencias en los primeros tiempos se puede relacionar con la primera fase de la



germinacion o sea con el periodo de imbibicion en donde teéricamente no hay actividad

metabolica presente.

Los resultados encontrados en la actividad de CAT en las semillas del BE y del CE,
concuerdan con los descritos por Bailly et al. (2000) en semillas de girasol (Helianthus
annus) sometidas a osmopriming. En dicho trabajo se observo que la tasa de germinacion
obtenida con el Priming esta relacionada con un aumento en la actividad de la catalasa y
con una disminucién en los niveles de Malondialdehido (MDA) el cual es un indicador de

lipoperoxidacion.

Armenta-Jaime (2007) observd que en las semillas de Dodonaea, ¢l principal
componente de reserva son los lipidos, por lo que su movilizacion es muy importante
durante la germinacion. Se sabe que en las semillas con altos contenidos de lipidos, la
catalasa se ocupa de remover el H,O, producido por la enzima glicolato oxidasa durante

la B-oxidacion de los acidos grasos (Bewley & Black, 1994; Mittler et al., 2004).
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Figura 12.- Actividad de la Catalasa para cada uno de los tratamientos a las 0, 12, 24 y 48h
de imbibicién. Se llevaron a cabo 3 ensayos independientes de 3 repeticiones por ensayo, se
cargaron 100pug de proteina para cada ensayo. Las barras de error denotan el error estandar para
cada tratamiento. Los tratamientos CE y BE presentan la mayor actividad en todos los tiempos
seguido de BNE, CNE y el Control

Al analizar los niveles de H,O,, se observo que a las 0 horas no hay diferencia entre los
tratamientos. Después de este tiempo, todas las semillas de los tratamientos a excepcion
de las del Control mantuvieron los niveles de peroxido mas o menos constantes hasta las
48 horas de imbibicion (Figura 14). Sin embargo, el analisis de comparaciones multiples
(LSD) mostré que a partir de las 12 horas las semillas del Control incrementan sus
niveles de H,O, de manera significativa. Dicho aumento se mantuvo constante hasta las
48 horas de imbibicion. Estos resultados se pueden relacionar con los observados para la

catalasa, dando lugar a tres patrones caracteristicos. El primero de ellos se da en las



semillas de los tratamientos BE y CE, donde la actividad de catalasa es alta y los niveles
de H,O; son bajos. El segundo patron se presenta en las semillas del Control donde la
actividad de catalasa es baja y las concentraciones de H>O, son aproximadamente 50%
mas altas que en los otros tratamientos. En las semillas del BNE y CNE se observa un
tercer patron donde la actividad de catalasa no es inversa a los niveles de H>O,. En estas
semillas, la actividad de catalasa es similar a la de las semillas del Control. Sin embargo,

las concentraciones de H,O, son parecidas a las encontradas en BE y CE.
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Bosque no Escarificado
Control
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Figura 13.- Niveles de Peréxido de Hidrégeno en 100mg de tejido para cada uno de los
tratamientos a las 0, 12, 24 y 48h de imbibicion. Se realizaron 3 ensayos independientes con 3
repeticiones cada uno Las barras de error denotan el error estandar para cada tratamiento.

A diferencia con la grafica anterior, los tratamientos CE y BE presentan la menor concentracion de
H,0, mientras que BNE y CNE presentan una mayor concentracion y el control es el tratamiento que
tiene la mavor concentracion de todas



Se sabe que el H,O; se puede generar también fuera de los peroxisomas y glioxisomas
como producto de la NADPH oxidasa, las mitocondrias y los cloroplastos (Apel & Hirt,
2004). Como ya se menciond anteriormente, este radical se origina a partir del ion
superoxido (Oz") en conjunto con la enzima superoxido dismutasa (SOD) la cual se

encarga de dismutar al O, para convertirlo en H>O, (Alscher et al., 2002).

El O; se produce en las regiones de la célula donde se llevan a cabo las cadenas de
transporte de electrones; por lo tanto, se puede encontrar a la SOD en estas zonas, por
ejemplo en la mitocondria, el cloroplasto, el citosol, el apoplasto, los peroxisomas, los
glioxisomas y los microsomas (Alscher et al., 2002). Al analizar la actividad de SOD en
Dodonaea se utilizdé un extracto de proteina que incluye solamente a la SOD presente en

el citoplasma.

Los resultados mostraron que la actividad de SOD es considerablemente mas baja en
comparacion con la obtenida para la catalasa (Figura 14). A las 0 horas se registré una
actividad inicial la cual disminuy6 en todos los tratamientos a las 12 horas de imbibicion,
y a las 24 horas se registré un aumento. Sin embargo, no hubo diferencias estadisticas
entre los tratamientos. Al igual que la actividad de la CAT, la SOD a las 48 horas de
imbibicion en los tratamientos pertenecientes a BNE, CNE y el Control mantienen su
actividad en el mismo rango, mientras que las semillas del BE y CE aumentan su
actividad (Figura 14). El andlisis de comparaciones multiples (LSD) mostr6 que la
actividad de SOD de las semillas del CE a las 48 h de imbibicion fue diferente a la de los

otros tratamientos con excepcion de las semillas del BE (Figura 15).



Con respecto a las concentraciones de O, encontramos que los niveles de este radical
fueron realmente bajos (Figura 15). En el tiempo inicial, a las 0 horas, es cuando la
concentracion de O, fue mayor. A partir de las 12 horas los niveles de O, disminuyeron
y se mantuvieron constantes hasta las 48 horas (Figura 16). Estos niveles bajos pueden
deberse a que el radical superdxido es mas reactivo que el H,O, y tiene una vida media
muy corta. Por otro lado, la técnica utilizada para determinar las concentraciones de O,
involucra la presencia de la SOD en el mismo tubo de reaccién (Ver metodologia).
Vreeburg & Fry (2005) mencionan que cuando se busca determinar los niveles de O, en
medios con una actividad endogena de SOD (como en este caso), muy probablemente el

O, sea dismutado rapidamente a H,O,.
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Figura 14.- Actividad de la Superéxido Dismutasa, para cada uno de los tratamientos a las
0, 12, 24 y 48h de imbibicion. Se llevaron a cabo 3 ensayos independientes de 3 repeticiones
por ensayo, se cargaron 50ug de proteina para cada ensayo. Las barras de error denotan el error
estandar para cada tratamiento.
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Figura 15.- Niveles de lon Superéxido en 100 mg de tejido para cada uno de los tratamientos a las 0,
12, 24 y 48h de imbibicion. Se realizaron 3 ensayos independientes con 3 repeticiones cada uno Las
barras de error denotan el error estandar para cada tratamiento.

En este caso no se detectaron diferencias significativas entre tratamientos, por otro lado se detecta un
decremento en las concentraciones a las 12hrs de imbibicion. Los niveles tan bajos de este ion se pudieron
haber obtenido ya que el O, es una molécula muy reactiva y con una vida media muy corta.

Ademas de determinar las actividades de la catalasa, la superdxido dismutasa y los
niveles de peroxido de hidrogeno y del radical superoxido, también se midio la actividad
de ascorbato peroxidasa (APX) y de la glutation reductasa (GR). Estas dos enzimas estan
involucradas en el ciclo del Ascorbato-Glutation (Apel & Hirt, 2004; Tomasi et al.,
2001). Los elementos que integran a este ciclo, se encuentran como en el caso de la SOD
en cloroplastos, mitocondrias, citosol, peroxisomas y en el apoplasto (Mittler et al.,
2004). El hecho de que los elementos de este ciclo se encuentren en tantos
compartimentos celulares y que la APX tenga una alta afinidad por el H,O, sugiere que

este ciclo juega un papel muy importante en controlar los niveles de ROS en estos



compartimentos, sobretodo en aquellos donde no se encuentra otro antioxidante
enzimatico muy importante, como la catalasa (Mittler, 2002). Sin embargo, para el caso
de Dodonaea no se detectd actividad alguna tanto de APX como de GR (datos no
mostrados). Lo que sugiere que probablemente el ciclo del ascorbato-glutation no estd

involucrado en las primeras fases de la germinacion.

Los niveles de ROS (principalmente de H,O;) reflejan el balance que existe entre su
produccion y su degradacion (Wojtyla et al., 2006). Por lo tanto, estos niveles nos pueden
dar una idea sobre la eficacia con la que cada lote de semillas de Dodonaea esta
contendiendo con el estrés oxidativo. Segun los resultados obtenidos, las semillas
enterradas con un pre-tratamiento de escarificacion (BE y CE) estan tolerando de manera
mas eficiente el estrés oxidativo causado por la germinacion. Le siguen las semillas que

fueron sometidas al enterramiento (BNE y CNE) y por ultimo el Control.

Ademads de los mecanismos aqui estudiados, existen otras moléculas que pueden actuar
en la dindmica del estrés oxidativo en las plantas. La respuesta encontrada en las semillas
de los tratamientos BNE y CNE sugiere que otros antioxidantes podrian tener algin
efecto en las semillas. Varios compuestos como los polifenoles y flavonoides (Aalen,
1999), las tioredoxinas (Buchanan & Balmer, 2005) o las peroxidasas (Mittler, 2002)

poseen también una funcion antioxidante.

Bailly (2000) menciona que en semillas de girasol (Helianthus annuus) tanto la GR como
la SOD estan presentes en las semillas, sin embargo estas parecen no tener un papel

relevante en la germinacion.

Con respecto a Dodonaea, el hecho de que la catalasa fuera la enzima con mayor
actividad enzimatica; que la actividad de SOD fuera relativamente baja y que la actividad
de GR y APX fuera nula, sugiere que uno de los eventos que se estd modificando mas
notablemente durante el Priming Natural esta en los glyoxisomas, donde se encuentra

principalmente la catalasa y donde se lleva a cabo la movilizacion de reservas. Armenta-



Jaime (2007), observo que en semillas de Dodonaea sometidas a Priming Natural, asi
como en las semillas del Control, la movilizacion de lipidos comienza alrededor de las 12
horas de imbibicion, y que esta movilizacion es mas veloz en las semillas que fueron
enterradas. Estos resultados concuerdan con el hecho de que los niveles de H,O, en las
semillas del Control aumentan considerablemente a partir de las 12 horas de imbibicion.
Por otro lado, cabe mencionar que los cambios mas importantes en cuanto al sistema
antioxidante se registraron a las 48 horas de imbibicion. Este momento concuerda con la
fase I1I de la germinacion la cual se caracteriza por presentar una movilizaciéon masiva de
reservas (Bewley & Black, 1994). En resumen las concentraciones de H,O, encontradas
en las semillas del Control de las 12 a las 48 horas podrian estar relacionadas con la
movilizacion de lipidos més que con otro proceso metabolico. Las semillas sometidas al
enterramiento, pudieran ser capaces de tolerar el estrés oxidativo generado por esta
movilizacion de manera mas eficiente. Sin embargo para poder confirmar esta hipotesis,
se tendrian que realizar ensayos para determinar lipoperoxidacion, asi como ensayos que

nos permitan localizar a nivel celular al H,0O,.

Ademas de lo mencionado, los ROS pueden estar involucrados en otros procesos de la
germinacion que también se pueden explorar. Por ejemplo: en monocotiledoneas, el H>O,
promueve la germinacion en Zinnia elegans al oxidar inhibidores de la germinacion
posiblemente ubicados en el pericarpo (Ogawa & Iwabuchi, 2001). Ademas de esto, los
ROS pueden inducir la expresion de genes y pueden estar involucrados en las
modificaciones de la pared celular necesarias para la elongacion de la radicula (Bailly
2004). También pueden jugar un papel protector del embridon hacia patdégenos durante la

germinacion (Shopfer et al., 2001).

Con respecto a nuestros resultados, si los ROS estuvieran participando principalmente en
la elongacion de la radicula de las semillas de Dodonaea, encontrariamos que los niveles
de ROS serian mayores en BE y CE dado que estos mostraron las mayores tasas de
germinacion. Por otra parte, no tenemos suficiente evidencia de que las semillas

enterradas hubieran sido invadidas por patégenos, sin embargo en caso de que esto



hubiese ocurrido, encontrariamos una mayor concentracion de ROS en las semillas que

potencialmente pudieran haber estado en contacto con patdégenos (BE, CE, BNE y CNE).

El Priming Natural involucra cambios a nivel fisioldgico, morfologico y metabdlico

Como se pudo observar en este trabajo, durante el Priming Natural, las semillas sufren
modificaciones morfoldgicas en cuanto al debilitamiento de la cubierta seminal el cual
favorece que las semillas sean mas susceptibles a los periodos de hidratacion y
deshidratacion propios del enterramiento. Estos eventos de hidratacion-deshidratacion
generan cambios a nivel metabolico los cuales podrian estar relacionados con la
movilizacion de reservas y con la tolerancia al estrés oxidativo. Este adelanto metabdlico
prepara a la semilla para una germinacion rapida aumentando las probabilidades de

establecimiento y de sobrevivencia.



Conclusiones

La escarificacion previa al enterramiento fue el principal factor que provocé que
las semillas BE y CE lograran un Priming Natural y que los tratamientos BNE y
CNE no respondieran completamente al enterramiento.

El desgaste de la cubierta seminal esta directamente relacionado con la
permeabilidad de la cubierta y con la pérdida de la latencia.

Los cambios a nivel bioguimico que se dan con el enterramiento son graduales,
por lo que las semillas que no permanecen en el suelo el tiempo suficiente pueden
sufrir modificaciones parciales, lo cual no se traduce necesariamente en un
aumento en las tasas de germinacion

El enterramiento provoc6 una respuesta a nivel bioguimico en las semillas de
BNE y CNE la cual no es suficiente para influir en los patrones de germinacion.
El aumento en la actividad de la catalasa est4 relacionado con el aumento en la
tasa de germinacion de las semillas de Dodonaea viscosa sometidas al Priming
Natural

El ciclo del Ascorbato Glutation en esta especie parece que no es relevante

durante las primeras etapas de la germinacion



ANEXOS

Tabla 1.- ANOVA de dos vias para los datos de germinacion en semillas de Dodonaea viscosa

Suma de Cuadrado | Valor de
Fuente cuadrados gl medio F P
Enterramiento 0.005 2 0.002 0.254 0.78
Escarificacion 0.188 1 0.188 19.27 0.001
Enterramiento*Escarificacion 0.179 2 0.09 9.213 0.004
Error 0.117 12 0.01

Figura 1.- Microfotografias del MEB de la region Hilo-micropilar. (A) Arilo e Hilo, (B) Arilo.
Ar; Arilo, Hi;Hilo.
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Figura 2.- Microfotografias observadas al MEB. (A) Cuticula en desprendimiento. (B-F) Hifas y
esporas observadas en aquellos tratamientos donde las semillas fueron sometidas al enterramiento. B
(Bosque Escarificado (BE)), C,D (Claro Escarificado (CE)), E (Bosque no Escarificado (BNE)), F
(Claro no Escarificado (CNE)).
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