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RESUMEN

Las semillas de las especies de sauce toleran la deshidratacion a contenidos de agua similares a los de una
semilla ortodoxa, pero pierden la viabilidad en unas pocas semanas a temperatura ambiente. Otra caracteristica atipica
es que los cloroplastos de los tejidos embrionarios de las semillas maduras conservan el sistema de endomembranas
(tilacoides) aparentemente intacto y retienen la clorofila. En el marco de las investigaciones que se realizaron en el
transcurso de esta tesis surgieron, junto a los resultados mencionados, otros que muestran los mecanismos que
podrian estar involucrados en el deterioro y su reparacion:

1.La luz, a través de la clorofila induce un intenso dafio fotooxidativo mediados por radicales libres que se evalud
por el dafio a acidos grasos, proteinas, pigmentos lo que produjo principalmente la destruccion de las membranas
tilacoides.

2.Se postula que dichas membranas que contienen clorofila, proteinas y pigmentos seria el lugar en el que se
inicia el ataque fotooxidativo, el que se propagaria a otras estructuras, lo que se comprobé por evaluacion de
alteraciones en la permeabilidad de la membrana plasmatica.

3.Si bien el ataque fotooxidativo es importante este queda mayormente restringido a los tejidos superficiales de
la semilla, sin afectar sensiblemente la yema apical.

4.El dafio a los tejidos superficiales determina que en las pruebas de germinacion, el porcentaje de plantulas
anormales sea inusitadamente elevado (disminucién de la germinacién normal), mientras que el porcentaje de plantulas
vivas resulté sélo ligeramente menor que el que ocurre en oscuridad.

5.Las semillas que originan plantas anormales como consecuencia del ataque fotooxidativo muestran una
notable recuperacion de la germinacién normal y de los dafios metabdlicos y estructurales antes mencionados, cuando
se someten a humidificacion.

6.Descartada la presencia de clorofila como causa importante de la mortalidad, quedan sélo dos reacciones a las
que se consideran principales responsables del decaimiento de las semillas secas como son las reacciones de Maillard
y de autooxidacion. La primera no acompaiié el descenso de la germinacién total, pero si la segunda, por lo que
quedaria la autooxidacién como causa del rapido deterioro.

7.El item 6 lleva a considerar que la autooxidacion en estas semillas debe ser mas activa que en otras que como
estas, toleran la desecacion, pero son mucho mas longevas.

8.Ello podria deberse a que el estado del contenido celular presentd una mayor movilidad moleculary sea mas
poroso, lo que facilitaria la difusion del oxigeno, uno de los reactantes de la autooxidacion. La mayor porosidad al
facilitar la difusion del oxigeno y una mayor superficie lipidica atacable por ese agente debido a la desdiferenciacion

incompleta de las membranas, serian las causas iniciales del rapido deterioro de estas semillas.



Palabras claves: clordfila, cloroplastos, endomembranas, especies reactivas de oxigeno (ROS), fotooxidacién,
germinacidn anormal, germinacion normal, germinacion total, isotermas de sorcién, longevidad, membranas tilacoides,
movilidad molécular, permeabilidad de membrana plasmatica, peroxidacion lipidica, porosidad, priming, radicales libres,

resonancia de espin electrénico (ESR), resonancia magnética nuclear (NMR), Salix nigra, Salix alba, Salix

matsudana, Populus nigra, sauce, semillas ortodoxas, semillas recalcitrantes, tilacoides, transicion vitrea

Abreviaturas

GN: germinacién normal

GT: germinacién total

EDX: energia dispersiva de rayos X

ESEM: microscopia electrénica de barrido (modo ambiental)
MET: microscopia electronica de transmision

RL: radicales libres

ROS: especies reactivas de oxigeno

TMG: tiempo medio de germinacién



ABSTRACT

Willow seeds tolerate dehydration at water contents (WC) equivalent to those of orthodox seeds, but they lose
viability in few weeks at room temperature. Similarly unusual is the fact that the chloroplasts of embryonic tissues in
mature seeds conserve their endomembrane system (thylakoids) apparently intact, in addition to retaining chlorophyll.
During the investigations carried out in the course of this study, there emerged results, in addition to those
aforementioned that reveal the mechanisms possibly involved in the deterioration process and its reparation:

1.Light produces, by means of chlorophyll, intense photooxidative damage, as mediated by free radicals (FR),
which was evaluated for damage to fatty acids, proteins and pigments, and largely produced the destruction to the
thylakoid membranes.

2.The photooxidative attack is believed to originate in those membranes containing chlorophyll, proteins and
pigments, to later spread to other structures. This hypothesis was proven by the evaluation of alterations in plasma
membrane permeability.

3.While important, the photooxidative attack is mainly confined to the superficial tissues of the seed, without
sensibly affecting the shoot apical meristem.

4.The damage to superficial tissues is evident in germination tests, causing the percentage of abnormal seedlings
to be unusually high (decrease in normal germination (NG)), while the percentage of live seedlings (normal + abnormal =
total germination ~TG-) turns out to be only slightly less than that which occurs in the darkness.

5.The seeds that originate abnormal plants, as consequence of photooxidative attack exhibit significant recovery
of NG and of the metabolic and structural damages aforementioned, when submitted to humidification.

6.0nce the presence of chlorophyll is discarded as a significant cause of mortality, only two reactions remain as
potential causes of the decay in dry seeds, that is, the Maillard and autooxidation reactions. As the former does not
occur simultaneously with the decrease in TG, autooxidation, which does coincide, is presumed to be the cause of the
rapid deterioration.

7.ltem 6 leads to the consideration that the autooxidation that occurs in these seeds must be more active than in
others that, like these, tolerate desiccation but live much longer.

8.This could be due to the fact that the state of the cellular content presents a greater molecular mobility and/or is
more porous, which would facilitate the diffusion of oxygen, one of the reactants in autooxidation. The increased porosity
which facilitates diffusion of oxygen and the greater lipid surface attackable by that agent due to the incomplete

dedifferentiation of the membranes, are proposed as the initial causes of rapid deterioration in these seeds.



Key words: chlorophyll, chloroplast, free radicals (FR), electronic spin resonance (ESR), embryo membrane integrity,
glass transition, endomembranes, lipid peroxidation, molecular mobility, N2 sorption isotherms, NMR, photooxidation,
Salix nigra, Salix alba, Salix matsudana, Populus nigra, orthodox seed, porosity, priming, reactive oxygen species

(ROS), recalcitrant seeds, thylakoids, willow



CAPITULO 1

INTRODUCCION

El germoplasma vegetal se conserva fundamentalmente como semilla. Las semillas constituyen
sistemas deshidratados y por esta razon muchas herramientas para su estudio han sido las mismas con las
que se encararon los estudios relativos a la estabilidad de los alimentos y otros biomateriales. Temas tales
como: propiedades de sorcién de agua, estado vitreo, pardeamiento no enzimético, reacciones de Maillard,
reacciones de auto-oxidacion se han abordado para caracterizar y predecir la estabilidad de alimentos y son
también relevantes en la conservacion de semillas. En el caso de los alimentos, el objetivo es conservar su
valor nutritivo y sus caracteristicas organolépticas. En el caso de las semillas, su conservacion tiene como
objetivo principal el mantenimiento de la viabilidad, es decir, que el sistema deshidratado conserve la
capacidad de sustentar vida. Si bien esto implica una exigencia extra con respecto a la conservacién de
alimentos, como compensacion conlleva la posibilidad de revertir cierto grado de envejecimiento y asi
aumentar la calidad de la semilla que fuera mantenida en almacenamiento, por procedimientos ad hoc.

Hasta hace poco tiempo la informacion sobre longevidad de las semillas o de la capacidad de
almacenamiento era escasa y dificilmente cotejable por dos motivos: a. Surgia de trabajos en que las
condiciones de almacenamiento diferian (lo cual aun ocurre con frecuencia) y rara vez se habian mantenido
constantes y b. Se conocian semillas tolerantes y otras susceptibles a la desecacion. Roberts en 1973
introdujo los términos ortodoxo y recalcitrante para definir esta dicotomia, y en una primera clasificacion las
separ6 en dos categorias: tolerantes a la deshidratacion (u ortodoxas) y no tolerantes a la deshidratacion (o
recalcitrantes). Las semillas ortodoxas son las que naturalmente se deshidratan hasta alcanzar un contenido
de agua en equilibrio con la humedad ambiente (10-12% de contenido de agua) y pueden tolerar un posterior
secado artificial hasta aproximadamente 5% sin perder la viabilidad. Existen marcadas diferencias entre las
semillas ortodoxas de distintas especies en cuanto al lapso durante el cual se mantienen viables, el que varia

desde algunos afios hasta, en algunos casos, centurias. La longevidad resulta mayor cuanto menor son tanto
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el contenido de agua como la temperatura en la que se encuentran. Ellis y Roberts (1980 a y b; 1981) han
establecido una relacion que permite predecir la viabilidad al cabo de determinado periodo de
almacenamiento, siempre que durante el mismo tanto la temperatura como el contenido de agua se
mantengan constantes (ecuacion de prediccidn de viabilidad). En los bancos de germoplasma se recomienda
almacenar las semillas con un contenido de agua de 5% y a una temperatura de 20 ° C dado que esta se
puede mantener con equipo de refrigeracion relativamente poco costosos, accesibles a los bancos de
germoplasma a nivel mundial. (Cuadro 1).

Las semillas recalcitrantes en cambio, pierden la viabilidad antes de que su contenido de agua se
equilibre con la humedad del ambiente. El contenido de agua por debajo del cual pierden la viabilidad se
alcanza relativamente en poco tiempo, de ahi que sean muy poco longevas. Se las puede mantener viables
por lapsos relativamente cortos a altas humedades, a temperaturas ligeramente superiores a 0° C, y tratadas
con biocidas. La crioconservacion (Cuadro 1) es la solucidn al problema de una conservacion prolongada.

A medida que mayor numero de especies se fueron incorporando a estos estudios, se detectaron
casos en los que el comportamiento se apartaba de aquellas dos categorias iniciales, por lo que, mas
recientemente se incluy6 una tercera categoria llamada intermedia. Esta categoria abarca aquellas semillas
que, si bien toleran la deshidratacion natural, resultan afectadas en diferente grado por una posterior
deshidratacion artificial y/o muestran alguna susceptibilidad al frio en estado deshidratado. También incluye a
semillas que pierden la viabilidad con contenidos de agua relativamente bajos aunque no tanto como el que
alcanzarian deshidratandose naturalmente.

La etapa de deshidrataciéon de las semillas ortodoxas, ultima fase del desarrollo programado de la
semilla, se inicia con la acumulacion de reservas en los tejidos del embrion y del endosperma (este es el
tejido de las semillas cuya finalidad es la acumulacion de reservas) y contintia con la des-diferenciacion
general de la compleja estructura de las células de esos mismos tejidos. La desdiferenciacion implica la
desorganizacion del citoesqueleto y la reduccion general de membranas que acompafan la progresiva

deshidratacion y conducen a una drastica reduccion del metabolismo. En el nivel subcelular, la
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desdiferenciacion de cloroplastos y mitocondrias se visualiza por la reduccién de las membranas internas. La
desdiferenciacion de los cloroplastos y la consecuente degradacion de la clorofila hacen que las semillas
pierdan el color verde (degreening). Las restantes organelas citoplasmicas también se desdiferencian. Se
considera que la desdiferenciacién de las estructuras o componentes celulares constituye un requisito para
que se toleren bajos niveles de contenido de agua sin pérdida de la viabilidad. En contraposicion, en las
semillas recalcitrantes las organelas no desdiferencian y el metabolismo no cambia.

La familia de las Saliciceas comprende aproximadamente 350 especies que se agrupan en dos
géneros Populus (los alamos) y Salix (los sauces). En la practica forestal, las especies de sauce y alamo se
propagan por estacas dado la facilidad de éstas para enraizar, y no por semillas. Obviamente, la propagacion
por estacas acorta sensiblemente el tiempo requerido para que la planta alcance el tamafio que se desea. Por
otra parte, la semilla presenta el inconveniente de la rapida pérdida de viabilidad. Sin embargo, las semillas
resultan imprescindibles en los trabajos sobre mejoramiento genético dirigidos a mejorar la aptitud papelera y
maderera de las Salicaceas, y asi diversificar su uso, el que se encontraba restringido hasta no hace tanto
tiempo a la fabricacion de cajones como combustible. Estas actividades cobran relevancia debido a que el
pais cuenta con una de las zonas ecoldgicas mas aptas para el cultivo de estas especies, como es el Delta
del Parand. Es probable que, al quedar el uso de las semillas limitado al mejoramiento, ésta haya sido la
causa por la que fueran poco estudiadas, existiendo muy escasa informacién sobre las mismas en el nivel de
sus propiedades fisicas, quimicas y su estructura y fisiologia, como tampoco la que concierne a su rapida
pérdida de viabilidad.

La corta longevidad de estas semillas determind que en un principio se las clasificara como
presuntamente recalcitrantes (King y Roberts, 1979). Esta categorizacion se mantuvo hasta hace
relativamente poco tiempo (Pence 1995). Posteriormente se consideré que correspondian a la categoria de
semillas de comportamiento ortodoxo porque toleran la deshidratacién (Hong et al.,1996; Maroder et al. 1996)
aunque quedaba sin explicar la causa por la cual esa tolerancia no estaba asociada a una longevidad de por

lo menos algunos afios, como ocurre con las ortodoxas tipicas. En estas Ultimas se considera que el lento
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envejecimiento esta producido principalmente por reacciones de autooxidacion y de Maillard que por ocurrir
en estado deshidratado, donde la movilidad molecular es baja, son precisamente lentas. Dado que estas
semillas también toleran la deshidratacion, el proceso de envejecimiento deberia ser similar. Cabe
preguntarse, entonces, porqué, si estas semillas toleran la deshidratacién, decaen en tan breve tiempo. Para
contestar esta pregunta se encararon estudios sobre los aspectos sefialados anteriormente con el fin de
explicar ese comportamiento atipico y también conocer su comportamiento germinativo.

Todo lo que antecede, presenta a las semillas de sauce como un modelo de biomaterial que se
caracteriza por constituir un sistema deshidratado de rapido deterioro no determinado por la pérdida de agua,
lo que convierte en un modelo de interés en el area de la Conservacion de Biomateriales. Resultan sistemas
adecuados para analizar la relacién entre reacciones de deterioro y las caracteristicas fisicas del medio en las

que las mismas ocurren.

OBJETIVOS ESPECIFICOS E HIPOTESIS DE TRABAJO

Una caracteristica de estas semillas que diferencia estas semillas de las otras que también toleran la
desecacion pero son longevas, es que contienen clorofila. Por ese motivo, se postula que la activacién de ese
pigmento por la luz tendria un papel importante en la répida pérdida de la viabilidad y en el comportamiento

germinativo.



Cuadro 1.1.- Estudios en Salicaceas

En el INTA-Delta se desarrolla un programa de mejoramiento de Salicaceas que busca la obtencion de clones con un
alto indice de crecimiento por unidad de tiempo, de buena sanidad, y con adaptacion a la industria celuldsica, papelera
y aserradero. El objetivo del programa es revitalizar desde el punto de vista socio-econémico esa regién actualmente

postergada




CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES
Las semillas de Salix alba L., S. matsudana Koidz y Salix nigra L. fueron obtenidas de arboles crecidos

en INTA-Delta, que es una estacion experimental del INTA-Delta. Las semillas fueron coleccionadas entre los
afios 1997 y 2007 en el periodo del afio que va desde mediados de octubre a principio de diciembre. La
coleccion se realizd segun el siguiente protocolo: las ramas cargadas de amentos (espigas péndulas) se
cortaron de los arboles en el tiempo en que las capsulas (frutos) se tornaban amarillentas y las semillas
comenzaban a liberarse del fruto. Ya en el laboratorio, a temperatura ambiente, los amentos se separaron de
las ramas y se distribuyeron sobre rejillas metalicas. Periodicamente, cada 4 horas (aproximadamente) se
recolectaron las semillas liberadas por explosion de la capsula y se separaron de la matriz algodonosa que
las contiene, usando aire comprimido y se almacenaron a -70° C hasta ser usadas en los diferentes
experimentos. El contenido de humedad de las semillas, que es aproximadamente 40% (base humeda) en el
momento de su liberacion del fruto, después de aproximadamente 3 h a temperatura ambiente se reduce a

11£12%. Todas las operaciones sefialadas se realizaron en condiciones de iluminacién de baja intensidad.

METODOS
(1) Determinacion del contenido de agua.
El contenido de agua de las muestras se determind gravimétricamente y se calculé en base a la masa
antes y después del secado en estufa (1 h a 130° C £ 2 C), expresandose sobre base seca o himeda, segun

los experimentos (ISTA, 1999).
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(2) Pruebas de germinacién

En todos los casos las pruebas de germinacion se hicieron de acuerdo con el siguiente protocolo: se
colocaron las semillas sobre papel humedecido (3 hojas) con 3.5 cm3 de agua destilada-desionizada en cajas
de Petri de 6-cm de didametro a 25 £ 1° C y 16 h bajo luz fluorescente /8 h de oscuridad por 6 d. La
germinacion se considera normal si la pléntula desarrolla los cotiledones, el hipocétilo y la raiz y esta erecta;
las plantulas que no retnen estos criterios son clasificadas como anormales. La germinacion normal (GN) fue
evaluada usando cuatro réplicas de 25 semillas para cada tratamiento. En algunos experimentos también se
estimaron la germinacién anormal y la germinacion total (semillas con germinacion normal mas semillas no-
germinadas). Aunque las semillas frescas germinan dentro del periodo de 12 a 24 h (hasta 72 h para semillas
con vigor bajo), el recuento definitivo se llevd a cabo el sexto dia desde el momento de la siembra, de modo
de poder reconocer sin dudas las plantulas anormales. En algunos experimentos se determind ademas el
tiempo medio de germinacion (TMG), que fue calculado segun la formula: £ (nit) / £ ni, en la que njes el
numero de semillas germinadas en el tiempo ti desde el comienzo de la imbibicion.

La germinacion a 24 h desde el momento de la siembra es considerada como un indicador del vigor; en
este caso el criterio de germinacién fue la protrusion del hipocétilo, teniendo en cuenta que (a diferencia de
otras semillas) el primer signo visible de la germinacion de las semillas de sauce es la extension del hipocétilo

(Pélya, 1961).

(3) Deshidratacion de las semillas y tratamiento con nitrégeno liquido

Los lotes de semillas de Salix alba con 100 y 75% de germinacién y 12% de humedad fueron
deshidratadas a diferentes contenidos de agua. Las semillas fueron mantenidas a 5° C durante 24 h en
atmosferas equilibradas con soluciones saturadas de KoCOs (aproximadamente 43% de humedad relativa,
HR) y LiCl (aproximadamente 15% HR) o con HSOs concentrado (aproximadamente 1% HR). Los
contenidos de agua después de la deshidratacion fueron 9% (K2COs), 6.7% (LIiCl) y 4.3% (H2SOs). Las

semillas fueron luego puestas en crio-viales e inmersas en nitrégeno liquido (NL) durante 1 h; una muestra
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con 100% de germinacion y 12% de contenido de humedad fue mantenida en nitrégeno liquido durante 11
meses. Inmediatamente después del tratamiento con nitrogeno liquido los crioviales con semillas fueron
transferidos a un bafio de agua a 36 ° C durante 1 min. El efecto de los tratamientos sobre la germinacion fue
evaluado. Un procedimiento similar fue seguido con un lote de semillas de S. matsudana que tenia 100%
germinacion y 11% de contenido de humedad. La deshidratacion fue llevada a cabo solamente en soluciones
saturadas de LiCl y HoSO4 concentrado. Los contenidos de agua después de la deshidratacién fueron 6.5%

(LICl) y 4.4% (H2SOs).

(4) Almacenamiento a diferentes temperaturas

Un lote de semillas de Salix alba con 75% germinacion y 9% de contenido de agua fue mantenido a —
20°, 5°y 25° C. En otro experimento un lote de semillas de S. matsudana con100% de germinacion y 10.5%
de contenido de humedad fue puesto a -70° C. Las semillas se colocaron en contenedores sellados v,
muestras de las mismas fueron periddicamente tomadas para evaluar su germinacién. Para el lote
almacenado a -70° C, la germinacion a 24 h desde el momento de la siembra fue incluida como un indicador

del vigor.

(5) Tratamiento de humidificacion

Se evalud el efecto de la humidificacion sobre la germinacion de las semillas de S. alba 'y y S.
matsudana. Para ello se usaron tres lotes de semillas de S. alba (9% contenido de humedad), dos con
aproximadamente 43% y uno con aproximadamente 16% de germinacion y dos lotes de semillas de S.
matsudana (10.5% contenido de agua) con 90 y 46% de germinacion. Las semillas se mantuvieron en 100%
HR: S. alba a 25° C y S. matsudana a 17° C. Las muestras fueron removidas en intervalos de 3 hy su
germinacion, evaluada. En las muestras de semillas de S. matsudana, el contenido de agua y el porcentaje de

germinacion fueron también determinados cada hora durante las primeras 3 h de humidificacion.
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(6) Microscopia de campo claro, de fluorescencia y microscopia electronica de transmision

Semillas enteras (diametro 10 x 0.5 x 0.3 mm) fueron fijadas en glutaraldehido 2.5% en buffer fosfato
0.1M, pH 7,5 a 4° C, durante 2 h. Para los estudios de microscopia de campo claro los tejidos fijados fueron
deshidratados mediante una serie de etanol hasta llevarlos a acetona, luego tratados en una serie creciente
de acetona-resina y finalmente embebidos en esta Ultima (resina JB4 (2-butoxiethanolmethacrylate-
Polyscience, Warrington, Pa). Para realizar los estudios subcelulares, las semillas fijadas en glutaraldehido
fueron post-fijadas en OsO4 1% en el mismo buffer durante 1 h, deshidratadas en una serie etanol-acetona y
embebidas en resina Spurr (Sigma — Aldrich, USA) segun el protocolo descrito en Maldonado y Lott (1991).
Los tejidos frescos, los tejidos embebidos en JB4 y en resina Spurr. fueron usados para los andlisis
histoquimicos. Las secciones semi-finas se tifieron con acido fucsinico y toluidina blue O (Feder y O'Brien
1968), floroglucinol y azul brillante coomassie (Pearse 1985), fase green FCF (Fulcher et al. 1972), iodo-
ioduro de potasio y acido periddico-Schiff (O'Brien y McCully 1981), sudan black B (Bronner 1975) y sulfato
férrico (Leigh y Sanders 1997). Las secciones se montaron sobre grillas cubiertas con Formvar y luego
carbén, tefidas en acetato de uranilo seguido por citrato de Cu y analizadas con microscopia electronica de

transmision (Zeiss M109).

(7) Determinacion de proteinas

La técnica de cuantificacion de nitrégeno total 6 micro-Kjeldahl (Kjeldahl, 1883) fue realizada con un
analizador Kjeltec Auto 1030. (Tecator, Hoganas, Sweden) en semillas enteras (proteinas totales), la fraccion
de extractos solubles (proteinas solubles) y la fraccidn insoluble (proteinas insolubles). La fraccion de
extractos solubles fueron obtenidas como se describié anteriormente, excepto por el agregado del combinado
inhibidor de proteasas (ya que agregaria nitrégeno no proveniente de las semillas) y combinando los cinco
extractos por cuadruplicado (LS, HS, E, H), con el objetivo de obtener el total de proteina soluble. La fraccion
insoluble fue obtenida a partir de los correspondientes precipitados obtenidos luego de la extraccion de

solubles, por cuadruplicado.
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El contenido de proteinas fue estimado por la ecuacién (2.5):

(VHCI ~Viici-blank ) xf XNy x107° II x14g x 625
m

P = Xloo
m

donde P es el contenido de proteinas (g/ 100 g semillas); m es la masa de muestra de semilla (g); Vhc,
es el volumen del acido estandar (mL) (acido clorhidrico), Vhciolank, €S €l volumen del acido estandar
necesario para la titulacion del reactivo blanco (mL); Nxci, es la normalidad del acido estandar; y f, factor de
normalidad del &cido estandar; 6,25 es el factor utilizado para transformar los valores de nitrégeno organico

total en valores de proteinas y 14 g es la masa molar del nitrégeno.

(8). Determinacién del contenido de lipidos por RMN

La determinacion del contenido de lipidos se realizd por medio de resonancia magnética nuclear
mediante una técnica estandarizada que emplea ecos de espin mediante la aplicacion absoluta
correspondiente, provista por el software (absolute\seoi). Para la realizacion de la curva de calibracion se
empled el material lipidico de semillas de sauce extraido con hexano en un extractor soxhlet durante 6h. Se
pesaron en una balanza analitica (£0.00001g) entre 0.01g y 0.1g de dicho material dentro de capilares que a
su vez se introdujeron en tubos de RMN de vidrio de 10 mm de didametro de manera de no superar los 2.5 cm
de altura. Se empled un espectrometro Bruker NMS 120 (20 MHz). La técnica se basa en la cuantificacion de
la sefial de relajacion de los nucleos de hidrégeno presentes en aceite a los 7 ms debida a la aplicacion de
pulsos cortos de radiofrecuencia.

Luego se colocaron semillas de sauce en los tubos de vidrio (también cuidando de no superar los 2.5
cm de altura) y se realizd la lectura correspondiente, que arrojo una cantidad de lipidos del 20% sobre base

Seca.
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La Figura 2.1 muestra la curva de calibracion y el punto correspondiente a la muestra de semillas de
sauce. Como la muestra representada corresponde a 0,3g de semillas secas, el contenido de lipidos en las
mismas se estimo en 20,6%, a partir de la curva de calibracién descripta. Los resultados gravimétricamente
obtenidos, luego de la extraccion por soxhlet dieron resultados menores (15%), lo que revelaria la extraccion
incompleta de los lipidos. La obtencién de curvas de fusion muy marcadas en los termogramas obtenidos por

DSC, también indican un alto contenido lipidico.
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Fig. 2.1.- Curva de calibracion y punto correspondiente a la muestra de semillas de sauce

(9) Analisis EDX

El estudio de la composicion elemental de los cristales globoides se hizo utilizando secciones gruesas
(1 mm) de tejido fresco. El material fue examinado en el modo ambiental de un microscopio electronico Philips
XL 30 ESEM. El andlisis EDX fue realizado rutinariamente con un voltaje de aceleracién de 20 kV, en un

tiempo de analisis de 60 s, y un rango de conteo entre 1500 y 2000.

(10). Tratamiento con luz
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Las semillas fueron expuestas a diferentes condiciones diferentes de iluminacién: oscuridad, 140lux, y
1300 lux, durante 3 dias a 25°C. En todos los casos las semillas fueron mantenidas a 45% HR, en atmosfera
en equilibrio con solucion saturada de K2COs, estabilizando el contenido de agua a 9%.

Los tratamientos se realizaron en un incubador (Cooled Incubator MIR-153 SANYO), en atmdsfera de

aire o nitrégeno.

(11) Analisis de resonancia de espin electronico (Electron Spin Resonance -ESR)

Se realizaron cuatro réplicas de 150 mg de semillas para cada tratamiento. Las semillas fueron
transferidas a un tubo de cuarzo ESR. Los espectros de ESR fueron realizados a 20° C en un espectrometro
ESR (X-band ESR Spectrometer Bruker ECS 106-Brucker Instruments, Inc., Berlin, Germany). Las
condiciones del espectrometro fueron: poder de microonda 1 mW, campo central 3445, amplitud de barrido de
1000 G, tiempo de conversion 5.12 min, constante de tiempo 5.12 m, frecuencia de modulacién 50 KHz,
amplitud de modulacién 0.1 G, ganancia 2.104, y resolucién 1024 puntos. El numero de registros varié entre
100 a 400 dependiendo de la intensidad de la sefial. La intensidad de la sefial radical fue medida como la
altura total del pico de radical libre en la intensidad de la sefial del primer espectro derivativo. Todos los
espectros ESR tuvieron formas lineales y amplitud de linea equivalentes, con la intensidad de la sefial ESR
fueron considerados proporcionales a las concentraciones radicales. Por lo tanto, las concentraciones
radicales fueron estimadas a partir de las alturas totales de los picos respectivos y expresadas como medidas
relativas, relacionando dentro de cada espectro la interrelacion entre la altura del pico de radical libre y la

altura del pico de campo bajo de manganeso.

(12). Extraccion de lipidos y analisis de acidos grasos analizados por GLC
El andlisis de los acidos grasos se llevd a cabo usando semillas liofilizadas. EI material fue transferido a
tubos eppendorf de 1,5 ml y los lipidos totales fueron extraidos usando la mezcla cloroformo—metanol usando

el procedimiento descrito por Folch et al. (1957). Los extractos de lipidos totales fueron secados y pesados,
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suspendidos en 2 ml de una solucion fresca de 10% KOH en etanol y saponificados durante 60 min a 80° C
usando tubos de vidrio con tapa esmerilada. Se agregaron 2 ml de hexano y los &cidos grasos se extrajeron
por agitacion. La fase superior organica (no-saponificable) fue descartada. La capa acuosa fue acidificada
+con 1.5 ml de HCI concentrado y los &cidos grasos se extrajeron dos veces con 1.5 ml hexano. Los extractos
conteniendo los &cidos grasos libres fueron secados bajo una corriente de nitrégeno, disueltos en 1.5 ml BF3
(10% en metanol) y 1.5 ml de benceno y esterificados por calentamiento y agitacién a 100° C durante 1 h. Los
ésteres de acidos grasos (Fatty Acid Methyl Esters -FAME) se extrajeron dos veces con hexano y lavados con
agua destilada. Después de un lavado, la fase organica fue evaporada bajo una corriente de nitrégeno, re-
disuelta en hexano, y analizada por Gas-Liquido Cromatografia (GLC). Luego, 1 ul de la solucién FAME fue
inyectada en una columna capilar (30m x 0.25mm, 0.25 um film) (Omegawax X250 -Supelco Inc., Bellefonte,
Pennsylvania) en un cromatografo Hewlett Packard HP-6890 equipado con un detector flame ionization. La
temperatura de la columna fue programada para un incremento linear de 3° C/min desde 175 a 230° C. Los
picos cromatograficos de FAME fueron identificados por comparacién de sus tiempos de retencion con

estandares bajo las mismas condiciones.

(13). Determinacion de clorofilas y carotenos

El andlisis de clorofilas y carotenos se hizo segun los siguientes protocolos: las semillas pulverizadas
fueron embebidas en cloroformo:metanol (2:1 en volumen) (Arnon 1949) y Lichtenthaler (1987). La mezcla fue
sonicada durante 10 min y luego centrifugada a 8000 x g. La extraccion se repiti tres veces y el extracto fue
secado en corriente de nitrogeno, re-disuelto en N,N-dimetilformamida y centrifugado durante 10 min a 8000 x
g. La absorbancia fue leida con un espectrofotometro. Para la conversién de las lecturas a contenidos de
clorofila y carotenos, se utilizaron las ecuaciones (2.3) del estudio de Inskeep y Bloom (1985) y Lichtenthaler

(1987), que son las siguientes:
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Chl a (ug/mg de peso seco) = 12.70 A eea5 — 2.79 A 647

Chl b (ug/mg de peso seco) = 20.70 A 47 — 4.62 A ges 5
Total Chl (ug/mg de peso seco) = 17.90 A ¢47 — 8.08 A 664.5
Carotenos tot (ug/mg de peso seco) = (1000. A 470 - 1,82 . Chl a- 85,02 . Chl b )/ 198

A = Absorbéncia

(14). Determinacion de proteinas oxidadas

La medicion de las proteinas oxidadas se realizo de acuerdo a la técnica descrita en Reznick y Packer
(1994). Esta técnica cuantifica espectrofotometricamente la formacion de dinitrofenilhidrazona unida a
proteinas a través de la reaccion del la 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPh) y los carbonilos de las proteinas
oxidadas. Este compuesto tiene un pico de absorcion entre 355 y 390 nm y su coeficiente de extincion es
22.000 M-" x cm".

Las semillas se homogenizaron en una solucion de buffer de fosfato de potasio 50 mM ph 7,6 EDTA
disédico 1TmM. EI homogenato se centrifugd 15.000 x g durante 20 minutos. Se extrajo el sobrenadante el
cual se incubd 15 minutos con 10% de sulfato de estreptomicina a temperatura ambiente para eliminar restos
de DNA los cuales interfieren en el reaccién. Nuevamente las muestras fueron centrifugadas 15.000 x g
durante 20 minutos. El sobrenadante fue incubado 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad con 2,4-
DNPh 10 mM + HCI 2,5 N. Al cabo de ese tiempo se agregd TCA 20% y se dej6 10 minutos en hielo
permitiendo asi la precipitacion de las proteinas. Se centrifugd la muestra (15.000 x g durante 10 minutos)
conservandose esta vez el pellet que es donde se encuentran las proteinas. El pellet se lavé con
Etanol:Acetato de Etilo (1:1) hasta que el sobrenadante perdié el color. Por ultimo se disolvid el pellet en

clohidrato de guanidina 6 M. La absorbancia se leyé con un espectrofotometro a 370nm.

-18 -



(15). Determinacion de productos de Maillard

Previo a la determinacion de los pigmentos pardos, se procedi6 a la eliminacion de clorofila, segun la
metodologia de Arnon (1949) ya que la presencia de la misma enmascara la determinacion de color. Se
analizé la fluorescencia de las fracciones solubles proteicas obtenidas a partir de semillas de sauce. Las
proteinas fueron fraccionadas utilizando una modificacion del procedimiento tradicional de extraccion
secuencial de proteinas de Osborne (Osborne, 1924).

Aproximadamente 30 mg de semillas molidas fueron incubadas con 1,5 mL de una serie secuencial de
soluciones de extraccion: 50 mM Tris-HCI (Sigma), 200 mM NaCl (Merck) buffer (pH 8.3) (Low Salt, LS) por
20 minutos en hielo (dos veces). Los sobrenadantes obtenidos luego de 10 minutos de centrifugacion a
15000g (Eppendorf 5424, Hamburg, Alemania) fueron guardados en freezer (-18°C) hasta su posterior
analisis.Las proteinas que se extraen son albiminas (Aluko, 2004).

Las fracciones solubles fueron diluidas de manera tal de obtener una absorbancia a 380nm menor que
0,1 (Skoog y col., 2001). Esto es para evitar el efecto de filtro interno, ya que los pigmentos absorben a la A
de excitacion de los compuestos fluorescentes.

La intensidad maxima obtenida del espectro de emisién (excitacion a 380 nm) fue calculada siguiendo
la siguiente ecuacion (2.4) (Matiacevich y Buera, 2006):

_UF, [F @ -b
mLy

UF

Donde UFx fue la medida de intensidad de fluorescencia obtenido para cada fraccién soluble; f, el
factor de sensibilidad del instrumento; d, el factor de dilucion; b, ordenada al origen de la curva de calibracion
realizada de sulfato de quinina en 0,1 N H2SO4 (BDH); m, la pendiente de la curva de calibracién; y g, el peso

de las semillas (g) utilizadas para la extraccién de las proteinas. Todos los reactivos fueron de grado analitico.
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Los espectros informados corresponden al barrido realizado por el equipo a partir de dos mediciones
por muestra, y habiendo realizado autométicamente la correccién matematica por la potencia de la lampara
en cada longitud de onda.

Las mediciones de emision de fluorescencia, se realizaron en un espectrofluorimetro Ocean Optics
USB 2000, Ocean Optics Co., U.S.A., con tiempo de integracion de 30 mseg, promedio de 50. Programa

OOQibase 32.

(16). Determinacion de malondiadehido (MDA)

Este compuesto se evalla por medio de una técnica colorimétrica donde el &cido tiobarbiturico (TBA) se
une al MDA formando una base de Schiff que absorbe a 532 nm (Yagi 1976).

Con un mortero se homogenizaron las semillas en un buffer fosfato 30 mM ph 7,4 KCI 120 mM y PVP.
El homogenizado se centrifugd a 3000 x g 10 minutos y se descarto el pellet. Paralelamente se prepara un
blanco el cual contiene buffer en vez de muestra. Se tom¢ una alicuota del sobrenadante a la cual se le
agregd BHT 100 mM y TCA al 20 % p/v lo que luego de una incubacién de 20 minutos y una centrifugacion
produjo la precipitacidén de las proteinas. El sobrenadante se colocd en tubos hermético y se adiciond TBA
0.7 % . Los tubos tapados se pusieron a bafio maria 100° C durante 1 hora, pasado ese tiempo, se enfriaron

en hielo y se realizo la lectura espectrofotometrica.

(17). Prueba de conductividad eléctrica

La conductividad del filtrado se determind segun el siguiente protocolo: 300 mg de semillas se
sumergieron en 8 ml de agua destilada, durante 3 h a 20° C. Se hicieron tres réplicas. La conductividad del
medio acuoso se midio con un Conductivimetro Altronix Modelo CTX-Il. Para la calibracién del equipo se
empled una solucion de KCI 3M. Los resultados se expresaron como uS mg de semillas secas. Los valores

correspondieron a los valores promedio + DS.
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(18). Estudios de sonda de espin (Spin probe ESR)

La deteccion de los espectros de resonancia de ESR usando la técnica de Spin Probe y un agente
amplificante, con el objeto de estudiar los cambios en las propiedades de barrera de las membranas, han sido
descriptos en Golovina y Tikhonov (1994) y en Golovina et al. (1997).

Brevemente, las semillas fueron tratadas con una soluciéon de TEMPONE (4-0x0-2,2,6,6-tetramethyl-1-
piperidyneloxy)(Sigma). TEMPONE es un radical nitroxido anfifilico y estable que permeabiliza la membrana
plasmatica y separa las fases hidrofilica e hidrofobica del citoplasma, dando a cada fase una sefial ESR
especifica. El ferrocianuro es soluble en agua y no atraviesa la membrana plasmatica excepto cuando las
areas dafiadas estan presentes decreciendo la amplitud de la sefial (amplificante) correspondiendo a la fase
hidrofilica, siendo el decrecimiento de la sefial proporcional al dafio de la membrana. La razon entre amplitud
de ambas sefiales cuantifica el dafio de la membrana. Ambas sustancias actian como sondas
paramagnéticas, permitiendo su deteccion por resonancia de espin electrénico.

Para cada tratamiento, tres réplicas de 150 mg de semillas cada una fueron embebidas durante 6 h a
4° C en 1 mL de agua. Después de eso, 0,5 mL se extrajeron de agua y se agregd 2 mL de la solucion
TEMPONE, se mezcl6 y luego se agregaron 0,5 ml de ferrocianuro de potasio hasta una concentracion final
de 120 mM y las semillas incubadas durante 15 min. Después de esto, se extrajo el solvente y las semillas se
secaron a 20° C durante 2 h a humedad relativa ambiente. Las semillas secas fueron selladas en un capilar
de 2 mm de diametro. Las mediciones de ESR fueron realizadas a temperatura ambiente con el
espectrometro X-band ESR arriba mencionado. Las condiciones estandar del espectrometro para los
radicales nitroxidos fueron: campo central 3483 Gauss; amplitud de barrido 80 Gauss; poder de microonda
6,35 .10 mW; frecuencia de la micro-onda 9,62 GHz; el tiempo de conversion 2,56 min; constante de tiempo
2,56 min, frecuencia de modulacion 50 KHz; amplitud de modulacién 9,52 .10-2 Gauss; y ganancia 1,12. 104

Se acumularon 20 espectros para mejorar la relacion sefial/ruido.

(19). Calorimetria diferencial de barrido (DSC )- Transiciones vitreas
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La transicion vitrea puede ser detectada y estudiada por distintos métodos. El método calorimetria de

barrido diferencial (DSC) es el més utilizado, y es capaz de detectar la transicion vitrea en base al cambio en

el calor especifico cuando el material pasa del estado sélido amorfo a liquido sobreenfriado. A continuacion

se muestra un termograma tipico (obtenido por DSC) de un azucar liofilizado que muestra sus transiciones de

fase y cambios de estado (Adaptado de Roos, 1992). El calor especifico es otra de las propiedades que

cambian en las cercanias de la transicion vitrea.

Se produce un cambio escalonado en el calor especifico a medida que un sistema es calentado y

atraviesa la transicion vitrea.

TRANSICIO
N VITREA

cristales

Region vitrea l

\V/i

Regidén sobreenfriada '

Flujo de calor

Formacion de

Fusién de
cristales

v

Temperatura/tiempo

Fig. 2.2.- Termograma tipico de un azUcar liofilizado (Adaptado de Roos, 1992).

En dicho termograma se representa el flujo calérico en funcién de la temperatura o bien del tiempo de

calentamiento de la muestra. La muestra se calienta a una velocidad constante en una capsula sellada, y en

general se utiliza una capsula vacia como referencia.
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El flujo diferencial de calor se monitorea durante el calentamiento de la muestra y de la referencia. El
cambio en el calor especifico del sélido que ocurre a la temperatura de transicion vitrea de la muestra, se
evidencia como un cambio en la linea de base del termograma a medida que la muestra es calentada a una
velocidad constante desde una temperatura inicial menor que Tq hasta temperaturas mayores. A
temperaturas mas altas que Tgq, el azucar se transforma en un liquido sobreenfriado. A medida que la
temperatura y la movilidad aumentan, y la viscosidad disminuye, las moléculas de azlcar pueden reorientarse
hasta alcanzar un estado termodindmicamente mas estable como lo es la estructura cristalina. La
cristalizacion se manifiesta como un pico exotérmico en el termograma. Al aumentar aun mas la temperatura,
el azucar funde produciendo un pico endotérmico. Un termograma como el descrito, demuestra el efecto de la
temperatura sobre el estado fisico de un alimento liofilizado que contiene azucares.

Se utilizoé un calorimetro diferencial de barrido (DSC) Mettler 822 con software para anélisis térmico
Stare v6.0. Una fotografia del equipamiento utilizado se muestra en la Figura 2.1. El barrido de calentamiento
se realizo en el rango desde -140°C a 120°C. El enfriamiento del equipo se obtiene por utilizacion de
nitrégeno liquido a una presion en el tanque de 150 kPa.

El equipo se calibré con indio (punto de fusidén 156,6°C), plomo (punto de fusion 327,5°C) y zinc (punto
de fusion 419,6°C). Las muestras se colocaron en capsulas ¢ crisoles de aluminio (Mettler, 40 pl)
herméticamente cerradas, se pesaron para determinar la masa (7-15 mg/cépsula segun el tipo de material) y
se midieron utilizando como referencia una capsula de aluminio cerrada pinchada y vacia en todas las
mediciones. Una corriente continua de nitrdgeno gaseoso de 200 mL/min medido con un caudalimetro (Bruno
Shillig, Argentina) fue utilizada para evitar condensacion de agua sobre las capsulas y sobre el sensor. Todas
las determinaciones se realizaron por duplicado y se informd el valor promedio.

Se determinaron las temperaturas de transicion vitrea (Tg) y las transiciones entélpicas (cristalizaciones,
fusiones, etc.) de los sistemas estudiados en forma dinamica durante el calentamiento, utilizando una
velocidad de calentamiento de 10°C/min a partir de las discontinuidades detectadas en las curvas de flujo de

calor versus temperatura. La Tq se consider6 como la temperatura a la cual comienza el cambio en el calor
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especifico (valor “onset”) que se detecta en el termograma como un corrimiento endotérmico en la linea de
base. Los valores de entalpia (AH) se obtuvieron calculando el area de la transicion exotérmica o

endotérmica, en relacion a la masa de muestra (J/g).

Tanque de b (q)

aany

anue de B(I)

Fig. 2.2.- Fotografia del equipo de calorimetria diferencial de barrido (DSC).

(20). Resonancia nuclear magnética (RMN)

Para distinguir poblaciones de agua con distinta movilidad se empled resonancia magnética nuclear
resuelta en el tiempo ("H-NMR). Se utilizo un equipo Bruker Minispec mg20 (20 MHz) (Figura 2.2).

Se analizaron muestras de 3 mL de cada sistema (glicina-glucosa, glicina-trehalosa 6 glicina-sacarosa)
en buffer fosfato pH 5, liquidas o liofilizadas equilibradas a distintas humedades (en el rango 11-97% HR),
tratadas a distintos tiempos de almacenamiento a 70+1°C. Se midi6 el tiempo de relajacion transversal espin-
espin (T2) (Figura 1.8) utilizando el método de Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) (Meiboom and Gill, 1958).

Previamente a las mediciones las muestras se equilibraron a 25°C en un bafio de agua termostatico

(Haake Phoenexll C35P, Alemania). Los datos obtenidos fueron de un promedio de cuatro adquisiciones de
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256 puntos, con ciclado de fases, usando una ganancia de 68 y un tiempo de interpulso (t) de 0,5. Se
registraron suficientes ecos de manera que a linea de base fuera cero y que el T fuera determinado por el

envolvente del decaimiento del eco utilizando el programa exponencial provisto por el proveedor del equipo.

Fig. 2.3.- Equipo de Resonancia Magnética Nuclear (RMN), Minispec 20 (Brucker) y PC

(H.P).Resonancia nuclear magnética resuelta en el tiempo.

(21). Isoterma de adsorcion

(a) De agua

Para la determinacién de la isoterma de adsorcion se utilizd el método gravimétrico con registro
discontinuo de cambios de peso y el sistema estatico, el que consistid en colocar el material en desecadores
a vacio conteniendo sales saturadas, las cuales proporcionaron una cierta humedad relativa en el equilibrio.
Las soluciones salinas saturadas de humedad relativa tabulada empleadas fueron: LiCl, KH,COOH, MgCl,
K2CO3, Mg(NOs)2, NaCl, KCl, KSO. para humedades relativas de 11, 22, 33, 43, 52, 75, 84 y 97%
(Greenspan, 1977); y se mantuvieron durante durante 15 dias a 20°C.

Para obtener la isoterma de adsorcién y el valor de humedad residual correspondiente al valor de

monocapa (mo) se ajustaron los datos obtenidos de contenidos de humedad correspondientes a cada
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actividad de agua, a la ecuacién de G.A.By ala de B.E.T. Las ecuaciones de G.A.B. y de B.E.T. utilizadas se

presentan en las expresiones 2.1y 2.2, respectivamente:

L' = aAW* + BAW + £
m

Donde:
S
a,B,e . pardmetros de ajuste
Aw . actividad de agua
Kp y ¢ : constantes de la ecuacion de GAB
m : humedad en base seca (g H20/ g semillas secas)
Mo : humedad de la monocapa (g H20/ g semillas secas)
(1—%)m ) rrtc +[(r:r;c1}AW
Donde:
Qs
c . eRT : constante calorica superficial de BET
Qs : calorde sorcion de BET (cal/mol H20)

Ry T: constante de gasesy temperatura respectivamente.

Para la determinacién de la isoterma y parametros de la ecuacion de GAB se utilizd una regresion no

lineal de segundo orden, mientras que para los de la ecuacion de BET , una regresion lineal.

-26-



Para el ajuste de datos se emple6 un software de la biblioteca GraphPad Prism.

(b) De nitrégeno

Con el fin de evaluar la porosidad del contenido celular de las semillas de sauce en estado
deshidratado, se determind la capacidad de adsorcion de nitrégeno de semillas secas. Se emplearon también
semillas de trigo para comparar la porosidad de ambos tipos de semillas de muy distinta longevidad. Las
muestras se congelaron bajo nitrdgeno liquido (77k, -196° C). Las isotermas se determinaron a esta
temperatura empleando un equipo automatico de adsorcion de gas (Sorptometer Gemini 2360 V2.00) luego
de desgasificar las muestras a vacio, en el rango de P/P, de 0.09 a 1 (multipunto). Se realizé también el
calculo de las areas superficiales por punto unico a P/Po= 0.03. A partir de los resultados obtenidos se calculd
el area especifica de porcion (SBET) por el método Brunauer-Emmett-Teller (BET) y el volumen total del poro

(TPV) estimado a partir de la ecuacion de Barret-Joyner-Halenda (BJH).

(22). Andlisis estadistico

Todos los resultados los valores corresponden a la media + el desvio estandar (DS). Las diferencias

entre tratamientos se determinaron usando el test de Tukey con a < 0.05.
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CAPITULO 3.l
EL COMPORTAMIENTO DE LAS SEMILLAS DE SAUCE EN RELACION AL SECADO, LA

TEMPERATURA Y LA HUMIDIFICACION

INTRODUCCION

Las semillas de sauce (Salix sp.) tienen corta vida y a temperatura ambiente su viabilidad se pierde en
pocas semanas (Teng y Yu, 1948; Arya y col., 1988); por ello, no es posible encontrarlas a la venta
(Brinkman, 1974). Inicialmente se consideré que se trataba de semillas recalcitrantes (King y Roberts,1979;
Pence, 1995). Mas recientemente, Hong y col. (1996) clasifican las semillas de 28 especies de sauce
encontrando que 27 correspondian a la categoria ortodoxas y la restante, S. caprea, a la de comportamiento
intermedio. Estos Ultimos autores tienen en cuenta que las semillas de aquellas 28 especies se habian
mantenido sin pérdida de la viabilidad por algunos afios en condiciones de temperaturas bajo cero y bajo
contenido de humedad (Crocker, 1938; Sato, 1955; Zasada y Densmore, 1977, 1980; Simak, 1982; Densmore
y Zasada, 1983; Bol'shakow, 1988). S. alba, S. matsudana y S. nigra no se incluyen en esta re-clasificacion.
A medida que las semillas de un lote van envejeciendo, y antes de que pierdan la viabilidad, los dafios a los
componentes celulares asociados a ese proceso de envejecimiento se reflejan en una progresiva disminucion
de la calidad fisioldégica que mostraran las plantulas generadas de esas semillas. Asi resultara afectadas
caracteristicas como altura, desarrollo de la raiz, longitud del hipocétilo, tamafio, color, como asi mismo la
velocidad de germinacion. Estas caracteristicas definen el vigor. Por lo tanto un lote de semillas que muestra
germinacion rapida, uniforme y un desarrollo normal de las plantulas, tienen alto vigor mientras que un lote
que carece de esas caracteristicas tiene bajo vigor. Cabe mencionar que esta es una definicion de vigor de
alcance restringido, o mejor dicho, adaptado al marco experimental de esta tesis, en la que evalua el
comportamiento germinativo en las clasicas pruebas de germinacion sobre papel embebido en agua, lo que,

por otra parte es lo que corresponde a este tipo de trabajo. Una definicion mas amplia del concepto de vigor
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incluye un item sumamente importante como es la velocidad de emergencia a campo que obviamente aqui no
se considera.

Los parametros germinativos que se consideran a lo largo de esta tesis son germinacion normal (GN),
germinacion anormal (GA) y germinacién total (GT) y tiempo medio de geminacion (TMG) y, eventualmente
otros pardmetros cuando se hace referencia a la bibliografia.

En este capitulo se considera la cuestion de la tolerancia a la desecacion y la longevidad a diferentes
temperaturas a fin de precisar la informacion existente, sobre todo teniendo en cuenta que la categoria
ortodoxa asignada a estas semillas no pareceria corresponder, al menos estrictamente, con la longevidad que
se espera de una semilla perteneciente a esa categoria.

También este capitulo trata sobre el efecto que tiene la humidificacién, sobre todo porque entre los
poquisimos trabajos fisioldgicos dedicados a estas semillas se encuentra a Polya et al. (1961) quien detectd

en semillas de &lamo que ese proceso mejora el comportamiento germinativo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las semillas de S. alba, inmediatamente luego de ser expulsadas de la capsula, exhibieron un
contenido de de agua (ca) de 40% y un porcentaje de germinacién de 100%. La inmersidn de las semillas
recientemente liberadas en nitrégeno liquido fue letal, ya que la germinabilidad fue nula. Después de tres
horas de permanencia en condiciones ambientales, el contenido de agua descendié a 12% sin que se
registrara reduccion del porcentaje de germinacion; las semillas deshidratadas de este modo no fueron
afectadas por el tratamiento con nitrogeno liquido (Tabla 3.1.1). Resulta evidente, entonces, que 3 h de
deshidratacion natural fueron suficientes para reducir el contenido de agua (ca) por debajo de aquél que
permite la formacion de hielo, letal para los tejidos vivos (Stanwood, 1985). Este lote de semillas con 100% de
germinacion toleré una posterior deshidratacion artificial a 9 y 6,7% de ca sin que se redujera
significativamente la germinacion inicial (Tabla 3.1.1). Esta se redujo a la cuarta parte cuando el ca bajo a
4.3%. El lote de semillas con 75% de germinacion inicial fue mas susceptible a la deshidratacion ya que, a
diferencia del lote con 100% de germinacion inicial, cuando el ca se redujo a 6.7% hubo una disminucion
significativa a 55% de germinacion, y una mas acentuada deshidratacion a 4.3% ca la redujo a 33% (Tabla
3.1.1). Se observo que en ambos lotes, la germinacion de semillas con ca entre 12 y 4.3 no resulté afectada

por el tratamiento con nitrégeno liquido.
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Germinacion inicial normal
Contenido de humedad
100% 75 %
(% base humeda)

-LN +LN -LN +LN

12 1002 98° 758 702

9 942 96° 68° 66°

6-7 89° 932 550 54b

4.3 23b 28b 33¢ 36¢

Tabla 3.1.1.- Influencia del contenido de agua sobre la germinacion (%) de dos lotes de semillas de
Salix alba que difieren en la germinacion inicial, expuestos a nitrégeno liquido (+LN) y no expuestos nitrégeno
liquido (-LN). Los valores seguidos con la mismo letra (superindice) dentro de la columna son no
significativamente diferentes en P = 0.05 por el test de Tukey

Similares resultados con respecto a la deshidratacion y a la tolerancia al nitrégeno liquido se obtuvieron
con semillas de S. matsudana (Fig. 3.1.1). Semillas recién expulsadas presentaron 41% de ca y entre 98 y
100% de germinacién inicial; deshidratadas por 3 h en condiciones ambientales redujeron a 11% el ca sin
afectar la germinacion. Una mayor reduccion del ca a 6,5%, llevé la germinacion al 86 %, mientras que una
reduccion aun mayor a 4.4% ca la bajo a 16.5%. Como en el caso de S. alba, el nitrdgeno liquido resulto letal
para las semillas recién expulsadas, pero no afectd la germinacién de las semillas deshidratadas natural y
artificialmente a los diferentes ca. Semillas de S. matsudana con 11% ca, almacenadas durante 11 meses en
nitrgeno liquido no mostraron disminucidn significativa de la germinacién (datos no mostrados). Esta
tolerancia al nitrdgeno liquido fue observada por Pritchard y Seaton (1993) para semillas de vida

relativamente corta. Ademas, el tamafio tan pequefio de las semillas de sauce facilita el empleo de este

método.
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Figura 3.1.1. Germinacion (%) de semillas de S. matsudana después del tratamiento de deshidratacion,

cada uno con/ y sin inmediata inmersion en nitrégeno liquido (NL) durante 1 h. A, Semillas recientemente

liberadas (control): 40% contenido de humedad; B, 3 h después de liberadas en condiciones ambientales:

11% contenido de humedad; C, desecadas en solucion saturada de LiCl: 6.5% contenido de humedad; D,

desecadas en solucion saturada de H»SO4 : 4.4% contenido de humedad. Los valores de barra son

promedios de cuatro réplicas de 25 semillas + DE.
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Figura 3.1.2.- Germinacién (%) de Salix alba después de ser almacenadas en condiciones de 9% de

contenido acuoso y a 25°, 5° y -20 °C. Los valores son promedios de cuatro réplicas de 25 semillas cada una
+ DE.

El efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la longevidad de semillas de S. alba con 9% ca
se muestra en la figura 3.1.2; la viabilidad se perdié en 2 semanas a 25° C. Sin embargo, la supervivencia de
las semillas se extendié a varias semanas a 5° C y a varios meses a —20° C. Semillas de S. matsudana con
10.5% ca almacenadas a —70° C mantuvieron sus niveles de germinacion inicial hasta 30 meses (Tabla 3.1.2).
Como se indico en la introduccion semillas de algunas especies de sauce, entre las que no se encuentran las
aqui estudiadas, conservaron porcentajes de geminacion relativamente altos durante unos pocos afios

(Crocker, 1938; Sato, 1955; Zasada y Densmore, 1977, 1980; Simak, 1982; Densmore y Zasada, 1983;
Bol'shakow, 1988).
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Germinacion (%)
Meses de 24 h* Normal + Anormal Normal
almacenamiento
6 95+1.8 100 98+ 14
18 96 +4.5 100 95+ 3.9
24 100 100 97+ 45
3 89+96 99 + 3.3 97+ 45

*Desde la siembra

Tabla 3.1.2.- Germinacion (%) de semillas de S. matsudana almacenadas durante diferentes periodos a
10.5% de contenido de humedad y —70° C. Los valores son promedios de cuatro réplicas de 25 semillas + ds

Los resultados aqui obtenidos muestran que la germinaciéon de las semillas de Salix alba y S.
matsudana, recién resultan afectada a muy bajos ca y que la longevidad es mayor cuanto mas baja e la
temperaturas. De acuerdo con el criterio que Hong y Ellis (1996) aplican a la caracterizacion de las semillas
ortodoxas (i.e. a menor ca y menor temperatura corresponde mayor longevidad) es posible concluir que las
semillas de las dos especies investigadas muestran un comportamiento ortodoxo durante el almacenamiento.
Esta conclusion concuerda con el comportamiento ortodoxo asignado a las semillas de las otras 28 especies
de sauce (Hong y col. 1996). Sin embargo, entre las semillas ortodoxas, aun las menos longevas, se
mantienen viables durante al menos unos pocos afios a temperatura ambiente, en lugar de decaer tan répido
como lo hacen las de sauce. En este sentido muestran una atipicidad cuyas causas no han sido investigadas
y este es unos de los items que se trata de aclarar en los siguientes capitulos (Capitulos 3.1ll y V). Un
comportamiento también atipico que detectamos en estas semillas consiste en su respuesta a la
humidificacion. Este procedimiento se aplica a aquellas semillas cuya germinacion se puede ver afectada
cuando son puestas a germinar directamente sobre papel mojado. Se considera que la rapida entrada de
agua que se produce no da tiempo suficiente para que la membrana plasmaética pase de la fase gel, propia

del estado deshidratado, a la fase cristal, propia del estado hidratado, que no es afectada por la velocidad de
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hidratacion. La lenta hidratacion que se produce con la humidificacion, en cambio, permite que ocurra la
transicion de fase y, puesta a germinar, la semilla lo hace sin que se vea afectada su germinacion.

Al respecto, en semillas de una especie de salicacea, como el adlamo, Polya (1961) detecté que con
humidificacién previa aumentaba el porcentaje de semillas que mostraban GN, hecho que lo atribuy6 a que se
evitaba dafio por imbibicion. Este es uno de los pocos antecedentes sobre estudios fisioldgicos en semillas de
salicaceas y quisimos conocer cual es la respuesta de las semillas de sauce a la humidificacion, dado que el
comportamiento germinativo es un tema de esta tesis.

En los experimentos se usaron lotes con diferentes porcentajes de germinacion inicial, reflejo del grado
de envejecimiento de las semillas. El tratamiento de humidificacién en los lotes de semillas deterioradas de S.
alba (Fig. 3.1.3) y S. matsudana (Fig. 3.1.4) dieron por resultado primeramente una reduccidn del porcentaje de
GN que fue seguido por un incremento. Por ejemplo, en el lote A de S.alba (Fig. 3.1.3), la germinacién inicial
de 42% se redujo a 33% a las tres primeras horas de tratamiento, mientras que a las 6 h la germinacion
recupero, recobrando el porcentaje de germinacion inicial (41 %) el que continud incrementandose hasta
superar el 60 %. Un comportamiento similar se insinu6 en los lotes B y C, aunque la eventual recuperacion

quedd inconclusa debido a la falta de semillas.
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Figura 3.1.3.- Efecto de humidificacion a 100% HR y 25°C sobre la germinacion (%) de lotes de semillas
Salix alba (A-C) con diferente germinacion inicial. El contenido inicial de agua fue 9 %. Los valores son
promedios de cuatro réplicas de 25 semillas + DE.

Germinacion y contenido de humedad (%)

Tiempo (horas)
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Figura 3.1.4.- Efecto de la humidificacion a 100% HR y 17°C sobre la germinacion (%) de lotes de
semillas de Salix matsudana (A y B) con diferente germinacion inicial. EI contenido de agua inicial fue 10.5%.
Germinacién normal + anormal (G); Germinacion Normal (GN). Los valores son promedios de cuatro réplicas
de 25 semillas + DE.

-36 -



Respecto de las semillas humidificadas de S. matsudana, los lotes A y B (Fig. 3.1.4) siguieron un patron
similar. Después de 3 h de humidificacién el porcentaje de GN se redujo a la tercera parte: de 90% y 46% a
30% y 15% para los lotes A y B respectivamente. A continuacion se produjo un paulatino incremento que llevé
a la GN a aprox. 80% para ambos lotes a las 9 horas de humidificacién, valor que supera ampliamente el
inicial de la GN del lote B. Polya (1971), en cambio, solo detecta un efecto favorable de la humidificacion que
hace aumentar el porcentaje de GN, lo que también sucede en trabajos de otros autores que emplean el
tratamiento de humidificacion (Bewley y Black, 1994; Ellis y col., 1990; Pollock, 1969).

En los experimentos llevados a cabo en este estudio, también hubo un incremento de la GN, pero fue
posterior a la disminucion inicial que alcanzé el valor mas bajo a las 3 h de humidificaciéon. En ese momento,
el ca promedi6 25,1% (Fig. 3.1.4), un nivel que, de acuerdo a Hong y Ellis (1996) excluye la posibilidad de que
ocurra dafio por imbibicion. Ademas, varias pruebas de germinacién hechas con lotes de semillas de ambas
especies con ca entre 9 y 12% mostraron 98-100% germinacion normal cuando se hicieron sin previa
humidificacion, lo cual sugiere que no se habian producido dafios por imbibicion (Tabla 3.1.2, Fig. 3.1.1).

Por otra parte, llama la atencién que la GT se haya mantenido practicamente en 100% a las 3 horas de
humidificacién, momento en que la GN descendié a su valor mas bajo, dado que en general los valores bajos
de GN se corresponden con sensibles disminuciones de la GT, no produciéndose tan alta proporcién de GA
como lo muestran las Figuras 3.1.4 y 3.1.5. En consecuencia tanto el inicial descenso de la GN, como la falta
de correspondencia entre GN y GT durante la humidificacién son otros rasgos atipicos que se tratan en los

capitulos 3-l1l'y 3-IV.
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*a

Figura 3.1.5 —Plantulas de semillas de Salix matsudana correspondientes al lote B: A, control; B, tres
horas de humidificacion; C, 9 h de humidificacion. Nétese en B que las plantulas muestran marcado desarrollo
anormal (reduccion de cotiledones, hipocétilo y raiz, tamafio menor y significativa pérdida de clorofila). En C,

las plantulas muestran un desarrollo normal, que supera en calidad fisioldgica al de las plantulas control.

Los resultados sugieren que algun proceso deteriorativo, diferente a los dafios por imbibicion,
explicarian la disminucién observada en la germinacion en los comienzos de la humidificacion, y que en la
posterior recuperacion estaria involucrado algun proceso metabdlico de reparacion. (Burgass y Powell, 1984;
Bray y col., 1989; Gray y Drew, 1991; Fujikura y col., 1992). Este comportamiento de las semillas
humidificadas de S. alba y S. matsudana no ha sido previamente reportado para ninguna especie de
Salicaceae. Para aclarar estos aspectos, los estudios continuaron en una tercera especie de sauce, S. nigra

L. y los resultados se muestran en los siguientes capitulos de esta tesis.
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CAPITULO 3.1
ESTUDIOS HISTOQUIMICOS Y SUBCELULARES EN SEMILLAS DE SALIX ALBA, SALIX MATSUDANA,

SALIX NIGRA'Y POPULUS NIGRA

INTRODUCCION

Las semillas maduras de las especies de Salicaceas tienen un embridén de color verde porque sus
tejidos contienen clorofila. La presencia de clorofila en los embriones en desarrollo constituye un caracter
bastante comun tanto en Monocotileddneas como en Dicotiledoneas (Yakovlev y Zhukova, 1980); es decir, en
la mayoria de las especies, la clorofila aparece en los embriones en los estados globular a torpedo y
desaparece cuando las semillas alcanzan la madurez (Klein y Pollock, 1968; Yakovlev y Zhukova, 1980;
Bewley y Black, 1994; Dahlgren, 1980; Periasamy y Vivekanadan, 1981; Janzen, 1982; Pretovéa y Vojtekova,
1985; Vertucci y Farrant, 1995). Sin embargo, se ha reportado que las semillas maduras de algunas pocas
especies mantienen la clorofila en la madurez. Entre estas especies se pueden mencionar: Avicennia marina
(Farrant y col., 1992); Acer pseudoplatanus (Pinfield y col., 1973); Kochia childsii (Marin y Dengler, 1972),
Kochia indica (El-Shishiny y Thoday, 1953), Salsola volkensii y Aellenia autrania (Negbi y Tamari, 1963).
Existen sin embargo algunas diferencias entre ellas en lo que se refiere al momento en que desarrollan el
sistema de tilacoides: en Avicenia marina la estructura granal desarrolla apenas poco antes de que las
semillas estén maduras para su dispersion, aunque los cloroplastos se muestran totalmente organizados 24
h después de la abscisién del fruto. Los embriones maduros de Nelumbo nucifera (Zhukova y Yakolev, 1966)
también presentan cloroplastos pero en las semillas maduras el sistema de endomembranas no esta
organizado en granos.

Hasta el presente, no existen estudios morfoldgicos, histoquimicos ni subcelulares en semillas de las
especies de Salicaceas. En este capitulo se investigan las caracteristicas estructurales y ultraestructurales de
las semillas maduras de tres especies de sauce y una de alamo (Salix alba L. y S. matsudana Koidz., Salix

nigra Marsh. y Populus nigra L.) usando microscopia de campo claro y electrénica de transmision. Asimismo
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se determina la naturaleza de las principales sustancias de reserva de estos tejidos usando métodos
quimicos, histoquimicas, fisicos. Finalmente se analiza comparativamente el contenido de clorofila de las
semillas de Salix nigra y de Populus nigra. Estos estudios tienen el objetivo de identificar aquellas
caracteristicas que podrian estar relacionadas con el comportamiento atipico de estas semillas durante el

almacenamiento (Cap. 3-I).
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RESULTADOS

Las semillas contienen lipidos y proteinas como sustancias de reserva. El contenido de lipidos y
proteinas totales alcanza valores aproximados de 20 y 34.6 %, respectivamente.

Las semillas de las especies de sauce aqui estudiadas carecen de endosperma en el estado de
madurez. Por ello, las semillas consisten de un embrién y una cubierta seminal (Fig. 3.1l.1 A). No se
encontraron diferencias entre las especies estudiadas. La cubierta seminal consiste de 3-4 capas de células
muertas (Fig. 3.1l.1 B). La capa externa presenta engrosamientos de lignina sobre las paredes radiales (Fig.
3.11.1 B). La lignina fue identificada con floroglucinol. Las células de las capas subyacentes tienen paredes
delgadas y carecen de citoplasma.

El embrién es recto, y consiste de dos cotiledones y un corto eje (Fig. 3.11.1 A). El eje tiene en sus
extremos los meristemas apicales del brote y de la raiz. El meristema apical del brote es una estructura
conica en la cual se diferencia la organizacion tunica-cuerpo, tipica de los meristemas apicales del brote de
las Angiospermas (3.11.1 C). En este caso la tunica esta constituida por una unica capa de células. No existen
primordios foliares diferenciados. En el apice meristematico de la raiz se pueden identificar las células
iniciales de la caliptra y protodermis, de la corteza y del cilindro central (3.11.1 D).

En los cotiledones como en el eje, se pudieron identificar los tejidos precursores de la epidermis, de los
tejidos vasculares y del parénquima, es decir, la protodermis, el procambium y el meristema fundamental.
Esta identificacion fue posible hacerla, teniendo en cuenta la forma, tamafio y posicion de las células del
embrion (Fig. 3.11.2 A-E). La protodermis forma una capa continua alrededor de todo el cuerpo de la planta,
salvo en los meristemas donde no esta diferenciada. Una cuticula delgada se observa siempre sobre la pared
externa. En los cotiledones, el meristema fundamental se diferencia en los tejidos en empalizada y
esponjoso, el primero, con células alargadas en el eje perpendicular a la superficie; el segundo como células
isodiamétricas. En el eje, el meristema fundamental constituye la corteza, y sus células son isodiamétricas. El
procambium esta constituido por células angostas y alargadas. En los cotiledones, el tejido procambial forma

un hacecillo medio del que se separan haces laterales. En el eje, el procambium forma un cilindro central.
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Todas las células del embrion tienen paredes primarias. En el citoplasma, pueden identificarse los
cuerpos proteicos, los cuerpos lipidicos, mitocondrias, cloroplastos, reticulo endoplasmico y el nucleo (3.11.2
A-F, 3.11.4). En las células del meristema fundamental de los cotiledones y del eje, los cloroplastos estan bien
desarrollados y, ocasionalmente, contienen almidén. En las células del procambium, de la protodermis, y en
las células que constituyen los meristemas apicales, los plastidos no estan diferenciados como cloroplastos,
es decir, carecen de endomembranas, y en ellos es frecuente encontrar depositos de fitoferritina (Fig. 3.11.3 D-

).
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Fig. 3.I.1.- Secciones de semillas maduras de Salix alba. A, Microscopia de campo claro de una
seccion longitudinal de la semilla. La seccion fue tefiida con azul de toluidina. Escala = 100 ym. B-C
Microscopia electronica de transmision. B, Tegumento de la semilla. Escala = 10 um. C, Seccion longitudinal
media del apice meristematico del brote. Escala = 10 ym. D, Microscopia de campo claro mostrando la
organizacion del meristema apical de la raiz. Escala = 10 pym. Abreviaturas: ar, apice de la radicula; co,
cotiledon; cp, cuerpo del apice meristematico del brote; cha, chalaza; ej, eje radicula-hipocétilo; en,
engrosamiento de la pared celular de la exotesta; ic, células iniciales del meristema fundamental; icc, células
iniciales del cilindro central; ipr, iniciales de la protodermis y de la caliptra; pd, protodermis; r, rafe; spd, una
célula subprotodérmica de la corteza, vacuolizada; tu, tunica va, vacuola.
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Fig. 3.1l.2.- Microscopia de campo claro de los tejidos de los cotiledones de Salix. Los cuerpos
proteicos (flechas) estan presentes en todos los tejidos; contienen uno o mas cristales globoides. Algunos de
los globoides se han perdido durante la fijacién e imbibicion, dejando un hueco dentro de la matriz proteica de
los cuerpos proteicos. Los cloroplastos (cabeza de flecha) estan en los tejidos de empalizada y esponjoso y
en algunas células de la protodermis. Las células vacuolizadas se encuentran en la capa subprotodérmica.
Las secciones fueron tefiidas con azul de toluidina. A, Seccién longitudinal de uno de los cotiledones del
embrion maduro de S. matsudana. Escala: 20 ym. B, C, Secciones longitudinales de los cotiledones de
embriones jovenes de S. alba., coleccionado 15 dias previos al momento de la dispersién (B) y coleccionado
7 dias precios al momento de la dispersion (C). Escala: 10 ym. D, Seccién longitudinal de uno de los
cotiledones de una semilla madura de S. alba; se observa la protodermis y el tejido de empalizada. Escala:
10 um. E, Seccidn longitudinal de uno de los cotiledones de una semilla madura de S. alba. Se muestran la
protodermis y el tejido esponjoso. Escala: 10 um . (hv, hacecillo vascular; va, vacuola).
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Los cuerpos proteicos contienen 2 0 mas globoides, salvo en las células de la protodermis, en las
cuales los globoides frecuentemente estan ausentes. En los globoides, el uso de energia dispersiva de rayos
X permitié detectar P, K, Mg y Ca como sus principales constituyentes (Fig. 3.11.5 A-B). Los cuerpos lipidicos
estan dispuestos en proximidades de la membrana plasmatica y también estén distribuidos alrededor de los
cuerpos proteicos (Fig. 3.11.3 A-D). La presencia de proteinas fue determinada por tincién con azul brillante
coomassie, acido fucsinico y fast green FCF. La presencia de los lipidos fue determinada por tincién con
Sudan black B.

Una caracteristica peculiar encontrada en el embrién de sauce fue la presencia de células con una amplia
vacuola central, que desplaza el citoplasma y organelas contra la pared; estas células vacuolizadas que,
llamativamente solo se encuentran en la capa sub-protodérmica, alternan de manera irregular con las células
reservantes (Fig. 3.11.2 A-E). En algunos casos se identificaron taninos y sales de oxalato de Ca en esas

vacuolas.
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Fig. 3.I.3.- Micrografias obtenidas con microscopia electrénica de transmision, de los tejidos
embrionarios de una semilla madura. A, células del tejido de empalizada de S. alba. Escala:: 2 um. B,
Células vacuolizadas del tejido esponjoso de S. alba. Escala: 1 um. C, detalle de uno de los cloroplastos de
la figura A. Uno de los cloroplastos contiene un pequefio grano de almidon (flecha). Escala: 0.5 mm. D,
Plastidos del tejido meristematico del apice del brote de un embrion de S. matsudana. Puede ser observado
un deposito de fitoferritina en su caracteristico arreglo cristalino. Escala: 0.2 um. E, Detalle de plastidos
mostrando depdsitos de fitoferritina. Escala: 0.1 um. F, Cuerpo proteico de una célula del tejido de
empalizada de una semilla de S. alba. La imagen muestra un cuerpo proteico el cual consiste de la matriz y
de 3 cristales globoides (cabeza de flecha). Escala: 1 pm. Las secciones fueron coloreadas con acetato de
uranilo seguidas por citrato de plomo (ch, cloroplasto; cl, cuerpo lipidico; ei, espacio intercelular; m,
mitocondria; pec, pared celular; va, vacuola).
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El andlisis de la clorofila del embrién de Salix nigra y Populus nigra revelo la presencia de Chl ay Chl b.
El estudio que determina la absorbancia leida con un espectrofotometro, permitio determinar que la clorofila
total fue mayor en los embriones de sauce que en los de alamo y en cambio la relacion Chl a/Chl b fue casi el

doble en los embriones de alamo, comparados con los de sauce (Tabla 3.11.1)

GN Chla Chlb Chla/Chlb | Chl total
% Mg/mg de peso seco
Salix nigra 94 2.08 1.4 1.48 3.14
Populus nigra 95 0.21 0.08 2.62 0.29

Tabla 3.11.1.- Concentraciones de clorofila (ug/mg de peso seco de tejidos seminales) y la relacion Chl
a/b en semillas de Salix nigra'y Populus nigra. GN: germinacion normal

Fig. 3.11.4.- Micrografia obtenida con microscopia electronica de transmision de una célula del apice
meristematico de la raiz del embrién de Salix nigra. En esta parte del citoplasma pueden observarse el
reticulo endoplasmico rugoso en cisternas apiladas, una mitocondria, y varios cuerpos lipidicos. La flecha
indica un deposito de fitoferritina en un proplastido. Escala: 1 um.
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Fig. 3.11.5.- Espectros de los analisis EDX de los globoides encontrados en cuerpos proteicos de células
de empalizada de cotiledones de Salix alba (A) y Salix matsudana (B)
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DISCUSION

Nada se conocia sobre las caracteristicas subcelulares de los tejidos embrionarios de las especies de
Salicaceas y en la bibliografia solo aparece reportado que las semillas son verdes, es decir los tejidos
embrionarios contienen clorofila en su madurez. Es cierto que los embriones en desarrollo de muchas
especies de plantas son verdes debido a la presencia de cloroplastos similares a los cloroplastos de las hojas;
sin embargo, estos embriones clorofilicos se vuelven aclorofilicos en la madurez. Es decir, el estado clorofilico
existe, en la mayoria de los casos, s6lo durante el desarrollo del embrién (Dahlgren 1980; Yakovlev y
Zhukova 1980; Janzen 1982; Vertucci y Farrant 1995). Cloroplastos y clorofila han sido encontrados en los
embriones maduros de muy pocas especies: Nelumbo nucifera (Zhukova y Yakolev 1966), Kochia childsii
(Marin and Dengler 1972), Acer pseudoplatanus (Pinfield y col. 1973), Avicennia marina (Farrant y col. 1992,
1997) y Ekebergia capensis (Pammenter y col. 1998). Las semillas de Nelumbo nucifera tienen larga vida
(Priestley 1986) aunque cabe la duda de que el estudio de Zhukova y Yakolev (1966) se base en semillas
totalmente maduras. En Acer pseudoplatanus, Avicennia marina y Ekebergia capensis las semillas son
categorizadas como recalcitrantes (Pinfield y col. 1973; Farrant et al 1992; Pammenter et al 1998). El
comportamiento durante el almacenamiento de Kochia childsii es desconocido. Las semillas de las especies
de Salix que aqui se estudian son ortodoxas con un periodo muy corto de viabilidad (Capitulo 3-l.de esta
tesis) ellas presentan cloroplastos con grana bien desarrollada y frecuentemente almidén en el estroma, es
decir cloroplastos similares a los encontrados en las semillas maduras de Nelumbo nucifera, Acer
pseudoplatanus, Avicennia marina, Ekebergia capensis y Kochia childsii. Teniendo en cuenta las especies
mencionadas incluidas las de Salicaceas, es posible inferir que la presencia de cloroplastos en los embriones
maduros no pareceria estar asociada con el comportamiento de las semillas durante el almacenamiento.

La presencia de clorofila y de cloroplastos con grana sugiere que los cotiledones de sauce (y de las
otras especies mencionadas con similares caracteristicas) son capaces de cumplir su rol de drganos

fotosintetizantes mas temprano durante la germinacién que en todas aquellas especies (que son la mayoria)
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en las cuales debe producirse el desarrollo de la grana y la sintesis de clorofila antes que la fotosintesis
pueda ser activada, lo que ocurre después de la imbibicion.

La relacién Chl a/Chl b de aproximadamente 3-4 es reportado para hojas normales de diferentes
especies adaptadas a crecer en altas intensidades de luz. De acuerdo a Palanisamy (1989) y Pretova y
Vojtekova (1985), la relacién Chl a/Chl b es mas baja en embriones verdes que en hojas normales. Sin
embargo, en embriones de S. nigra y de Populus nigra, con valores de 1.48 y de 2.62, respectivamente, los
valores resultaron similares a los encontrados en hojas normales de especies adaptadas a crecer en bajas
intensidades de luz, condicion en la cual la actividad fotosintética es mas alta (Thornber 1975). Esto sugiere
que la clorofila encontrada en las semillas de sauce y alamo ayudaria en la emergencia y crecimiento de las
diminutas plantulas, probablemente ensombrecidas por la vegetacion que la rodea.

La fitoferritina, proteina que almacena el hierro, juega su rol en el metabolismo del hierro (Harrison y
Arosio 1996). La fitoferritina se encuentra especialmente en los plastidos de los tejidos agranales de los
meristemas apicales del brote y la raiz y, menos frecuentemente, en los cloroplastos granales del resto de los
tejidos embrionarios. La fitoferritina en tejidos seminales ha sido reportada en proplastidos de cotiledones de
algunos miembros de Fabaceae, i.e. Pisum sativum L. (Lobreaux y Briat 1991), Vicia faba L. (Johansson y
Walles 1994) y Cercis siliquastrum L. (Baldan y col. 1995) y de Chenopodiaceae, i.e. Chenopodium quinoa
Willd. (Prego y col. 1998). También la fitoferritina fue encontrada en el endosperma de Myrsine laetevirens
(Otegui y col. 1999). La presencia de fitoferritina en los proplastidos y su carencia en los cloroplastos, sugiere
que en el proceso de transformacidn de una organela en la otra, el Fe de la fitoferritina es usado en la sintesis
de proteinas y enzimas del sistema fotosintético que lo contiene.

Ademas de la presencia de cloroplastos desarrollados, las células de los tejidos embrionarios de sauce
retienen en su madurez un complejo sistema de membranas, esto es, el reticulo endoplasmico rugoso y las
mitocondrias con crestas parcialmente desarrolladas. Estas caracteristicas hasta el momento habian sido
reportadas solo en semillas recalcitrantes (Farrant, y col. 1989; 1992). En las semillas ortodoxas, en cambio,

se produce una desdiferenciacién de cloroplastos y mitocondrias y una reduccién general de membranas en
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los ultimos estados del desarrollo de las semillas. Es entonces que las semillas de sauce se apartan de las
categorias tradicionalmente reconocidas en semillas y confirman la hipétesis de que las mismas conforman
un modelo diferente.

En cuanto a las reservas, se identificaron lipidos, proteinas y minerales. Los cuerpos lipidicos fueron
detectados entre los cuerpos proteicos y en contacto con la membrana plasmatica. De acuerdo a Vertucci y
Farrant (1995), estos cuerpos lipidicos estan presentes en las células de los embriones de semillas
recalcitrantes y ortodoxas cumpliendo las funciones de reserva y su funcion se asocia con la necesidad de
reparar y construir membranas al inicio de la imbibicion.

En las semillas tipicamente ortodoxas, la vacuola central estd ausente en las células de todos los
tejidos embrionarios (Vertucci y Farrant 1995). Vacuolas grandes que ocupan una posicion central en las
células, es decir, células diferenciadas, fueron observadas en todos los tejidos de los cotiledones y eje de
Avicennia marina, Landolphia kirkii y Scadoxus membranaceus (Farrant y col. 1989; Berjak y col. 1992;
Farrant y col. 1992), todas ellas con semillas recalcitrantes. Las semillas de las especies de Salix aqui
estudiadas, tienen vacuolas en algunas de las células de la capa sub-protodérmica de eje y cotiledones; en
este aspecto entonces, estas semillas se diferencian no solo de las semillas ortodoxas sino también de las
semillas recalcitrantes. En este punto pareceria interesante abordar en el futuro, investigaciones orientadas a
investigar las razones por las cuales so6lo algunas de las células de la capa subprotodérmica mantienen sus

vacuolas; este hecho es totalmente novedoso en la bibliografia de semillas.
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CAPITULO 3-llI

REACCIONES QUIMICAS DE DETERIORO EN LAS SEMILLAS SECAS

INTRODUCCION

Las semillas tipicamente ortodoxas muestran longevidad de varios afios (Roberts, 1973). Como se
sefal6 en el capitulo 1 (Maroder y col., 2000), se considera que las principales reacciones quimicas de
deterioro que ocurren durante el almacenamiento de las semillas ortodoxas son lentas reacciones de
oxidacion y de Maillard que proceden a bajos contenidos de agua (Priestley, 1986; Wilson y McDonald, 1986;
McDonald, 1999). Debido a que las semillas de sauce decaen en pocas semanas a temperatura ambiente,
esas consideraciones resultan insuficientes para explicar el rapido deterioro. Al respecto, cabe mencionar que
si bien el bajo contenido de agua impide la actividad de la enorme mayoria de las acciones enzimaticas y
hacen necesariamente lentas las que no los son, como autooxidaciones, Maillard (Wilson y McDonald, 1986;
Vertucci y Leopold, 1987; Ponquett y col., 1992), estudios relativamente reciente en el area de las semillas,
que derivan de investigaciones sobre conservacion de alimentos muestran que, en las semillas longevas, la
matriz citoplasmica se encuentra en un estado de alta viscosidad o baja porosidad lo que determina una
movilidad molecular reducida y por ende que las reacciones de deterioro sean lentas y las semillas, longevas.
Cabe preguntarse entonces si, al menos en parte, la brevisima longevidad de las semillas de sauce no se
deberia a que el estado de la matriz citoplasmica es poco viscoso 0 muy poroso permitiendo asi que las
reacciones mencionadas no resulten lentas y contribuyan al répido deterioro. Por otra parte, el capitulo 3.1
muestra que otro rasgo atipico de estas semillas es que en estado seco conservan cloroplastos con clorofila
lo que induce a pensar que la luz podria jugar un rol como agente deteriorante (Capitulo 3-Il; Maroder y col.,
2003). En tejidos verdes frescos, si bien el rol fundamental de la clorofila excitada por la luz se cumple en el
proceso fotosintético, ésta también puede activar el oxigeno molecular ya sea directamente por
transferencia de la energia de excitacion formando oxigeno singulete, o indirectamente por transferencia de

electrones formando radical superéxido. Ambas especies de oxigeno dan lugar a la generacion de radicales
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libres (RL) y especies reactivas de oxigeno (EROs) (Asada, 1994; Dalton, 1995; Foyer, 1996).La formacién
mediada por la luz de estas especies, que son importantes agentes de dafios metabdlicos en sistemas
biolgicos, se conoce como fotooxidacion. En tejidos vedes secos, en cambio, como es el caso de los tejidos
de los embriones de las semillas de Salicaceas, aun cuando la activacion del oxigeno ha sido muy poco
estudiada, se descarta que se forme radical superoxido debido a que esta especie radicalaria se origina en la
cadena de transporte de electrones del proceso fotosintético que no es operativa en estado seco. En dicho
estado, la energia de la clorofila activada puede originar oxigeno singulete, disiparse como luz de mayor
longitud de onda o como calor (Taiz y Zeiger, 1998).

De lo hasta aqui considerado surge que dos procesos no excluyentes entre si podrian explicar, al
menos en parte, el rapido deterioro de estas semillas. Uno de ellos seria la existencia de una movilidad
molecular relativamente alta y el otro un proceso fotooxidativo generador de importantes dafios oxidativos. En
este capitulo se estudiara el rol que tiene el proceso fotooxidativo y en el capitulo 3.1V el rol que tiene la
movilidad molecular y/o la porosidad en el atipico comportamiento de estas semillas.

En este estudio se utilizaron semillas de otra especie de sauce, Salix nigra, en las que estudios previos
demostraron tener un comportamiento y caracteristicas similares al las de S. alba y S. matsudana utilizadas
en los capitulos anteriores. Se emplearon métodos complementarios para estudiar el papel que tendria la
clorofila en la corta viabilidad que caracteriza a las semillas de sauce. Se propone que RL y EROs generados
como consecuencia de la accion de la luz produciria primeramente una intensa peroxidacion lipidica en las
membranas tilacoides dado que son particularmente ricas en &cidos grasos poliinsaturados y en ellas se
encuentran los complejos fotosintéticos que contienen clorofila; desde alli el dafio oxidativo se propagaria a
otros componentes, membranas y estructuras celulares (Cuadro 3). Debido al estado deshidratado en que se
encuentran las semillas, las defensas moleculares contra esos agentes oxidantes serian insuficientes y/o
poco eficaces, y las defensas enziméticas estarian inactivas por la misma razén (Nandi y col., 1997; Bailly,

2004).
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Dado que no existen estudios en semillas que decaigan tan rapidamente, algunos aspectos se
cotejaron con la informacién derivadas de estudios en especies de liquenes (Seel y col., 1991) por contener
éstos clorofila y ser particularmente tolerantes a la deshidratacion lo que, desde este punto de vista, haria

semejante sus tejidos a los de la semilla de sauce

Para demostrar la propuesta anteriormente delineada, en lotes de semillas envejecidas a diferentes
intensidades de luz y composicion de atmésfera, se investigo la produccion de RL por espectroscopia de
resonancia de espin electronico (Electronic Spin Resonance Spectroscopy-ESR) y cuatro indicadores de
dafios moleculares fueron monitoreados: peroxidacion lipidica, destruccion de pigmentos, oxidacion de
proteinas y formacion de productos de Maillard ademas, se evaluo la integridad de las membranas tilacoides
y plasméticas. Estas determinaciones fueron acompafiadas por la determinacion de la germinacion normal

(GN), germinacion total (GT) y el tiempo medio de germinacion (TMG).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las figuras 3.111.1 y 3.1ll.2 muestran que hubo una alta correlacion entre GN y TMG (R2=0.97, a < 0.01)
asi como también entre cada una de ellas y la produccién de radicales libres (RL) (GN/RL R2 = 0.94 y
TMG/RL R2=0.98, a < 0.01).

Los resultados mostrados en la Figura 3.ll.1 muestran que la luz y el oxigeno promueven el

decrecimiento de la GN y el incremento de TMG, manteniéndose la GT inalterada.
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Figura 3.111.1.- Semillas de Salix nigra sometidas a 25 ° C y 45 % HR durante tres dias: A, control. B-F,
diferentes tratamientos: B, oscuridad y atmosfera N2; C, oscuridad y aire; D, luz (140 lux) y atmosfera de Nz;
E, luz (140 lux) y aire; F, luz (1300 lux) y aire. Germinacion Normal (GN) (m), Tiempo Medio de Germinacion
(TMG) (A ) y Germinacion Total (TG) (¢). Tratamientos con la misma letra minUscula son no
significativamente diferentes a P = 0.05 por el test de Tukey.
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Figura 3-lll-2.- |, Espectros de ESR correspondientes a los tratamientos A - F. I, La amplitud de las
sefales ESR de semillas de Salix nigra en las diferentes condiciones de almacenamiento descriptas en figura
1. Los tratamientos con la misma letra minuscula encima de las columnas no son significativamente diferentes
en P = 0.05 por el test de Tukey.

En estas semillas fue evidente la induccion de RL por la luz (Fig. 3.11.2 tratamiento E y F), y también
fueron detectados en las semillas correspondientes a los demas tratamientos y en las semillas control. En los
liquenes Tortula ruraliformis y Dicranella palustris la luz también induce un importante cantidad de radicales
libres que superan la del control (Seel y col., 1991). Las semillas control de sauce con casi 100% de GN,
mostraron contener una importante cantidad de RL, aproximadamente la mitad de la encontrada en las
semillas cuya GN habia descendido casi a 0% (Fig 3.1.2 A y F). Estos resultados admiten dos
interpretaciones: (i) tal cantidad de RL no afecta la GN; (ii) el nivel de RL podria ser reducido y reparado el
dafio por ellos causado, como consecuencia de la actividad tanto de las defensas antioxidantes como de los
mecanismos de reparacion, procesos que se activan con la hidratacion. Estos RL pudieron haberse formado
por dos vias: (i) a partir del radical superoxido que se puede formar al pasar los electrones de la cadena
respiratoria directamente al oxigeno, como consecuencia de la desregulacion del proceso respiratorio que

ocurre durante la deshidratacion de la semilla (Vertucci y Farrant, 1995; Bailly 2004); (ii) debido a la alta
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sensibilidad a la luz que muestran estas semillas (ver mas adelante en este mismo capitulo), es probable que
los RL también hayan podido formarse durante el lapso transcurrido desde que las semillas comenzaron a ser
expulsadas del fruto hasta que se recolectaron, a pesar de que se mantuvo baja la intensidad de la luz
durante dicho lapso.

En cuanto a los diferentes tratamientos, el B (Luz-Nitrdgeno) no muestra diferencias significativas con el
control (Fig. 3.111.1). El decrecimiento de la GN en el tratamiento C reflejaria el dafio que se genera a partir de
la reaccion del oxigeno con los radicales pre-existentes (Ohlrogge y Kernan, 1982;Justin y Bass, 1978) y/o
con los acidos grasos poliinsaturados (autooxidacion) sobre todo teniendo en cuenta que las semillas fueron
tratadas durante tres dias a 25° C, temperatura que promueve el envejecimiento (Capitulo 3-1; Maroder y col.,
2000). La disminucion de la GN que se produjo en el tratamiento D (Luz-Nitr6geno) podria deberse, segun a
Benson (1990), a la clorofila excitada por la luz que reaccionaria directamente con el sustrato para formar
radicales libres sin ser el oxigeno parte de la reaccion. Sin embargo, la formacion de algunos oxi-radicales
(EROs) no se puede descartar debido a que la remocion del oxigeno por el nitrégeno pudo haber sido
incompleta. El decrecimiento de la GN por efecto de los RL queda claramente mostrada en los tratamientos
con luz-aire (E y F): a 140 lux (E) se produjo un incremento del 53% de los RL (de 1900 a 2900 UA) y una
disminucién del 81% de la GN (de 97 a 18%) con respecto al control. Esto sugiere que, aun a tan baja
intensidad de luz, ocurrié un fuerte proceso fotooxidativo. Llama la atencion que una intensidad de 140 lux
indujera una disminucion del 81 % de la GN mientras que una intensidad aproximadamente diez veces mayor
(tratamiento A y F Fig. 3.111.1 y 2) no resultara suficiente para anularla ni tampoco llegara a afectar la GT. Al
respecto, dos hechos merecen sefalarse: (i) La baja intensidad de luz resulté proporcionalmente mas eficaz
que la alta en disminuir la GN, y (i) Si bien el curso del decaimiento de la GN siempre antecede al de la GT,
durante la mayor parte de ese curso ambas germinaciones decaen simultaneamente (Sivritepe y Dourado,
1995; Ellis y Roberts, 1981; Sun y Leopold, 1995) (ver cuadro 3.111.2); en cambio, en las semillas de sauce

que envejecen por la accion de la luz y del oxigeno, la GN y GT no decaen necesariamente en forma
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simultanea sino que la Ultima puede comenzar a decaer una vez que la primera ya se anuld (Fig. 3.11l.1y
3.111.110).

Ambos hechos (i) y (i) podrian explicarse al analizar el proceso de fotooxidacion tal como parece ocurrir
en estas semillas. El ataque de los radicales libres inducidos por la luz en presencia del oxigeno comenzaria
en los tejidos superficiales del embrién. Debido a que esta semilla consiste de un embridn cubierto por un
tegumento tenue y transparente (Maroder y col., 2003), los tejidos méas superficiales, es decir, los del lado
abaxial de los cotiledones, los tejidos mas externos del eje y el apice de la radicula, son los que resultan
dafiados en estas condiciones. Este dafio que se produce en las semillas secas, durante la germinacion se
manifiesta en un desarrollo anormal de la raiz y en el desarrollo de cotiledones con irregularidades en tamafio
y color, aspectos que son tenidos en cuenta para evaluar la GN. Desde los tejidos superficiales el dafio
oxidativo se propagaria hacia los mas internos de manera que hasta tanto no alcance el meristema apical del
brote, éste quedaria protegido, posponiéndose en consecuencia, el descenso de la GT (inicio de la mortalidad
de las semillas). Cuando el dafio lo alcanza, ya la GN se hubo anulado. Esta seria la razon por la cual GT y
GN no decaen simultaneamente. Este comportamiento difiere del que muestran las semillas ortodoxas tipicas,
debido a que en éstas el deterioro no comienza por los tejidos superficiales del embrién sino que ocurre
simultaneamente en todos los tejidos del mismo aunque con diferencias de intensidad entre ellos (Ellis y
Roberts, 1981), lo que determina que las curvas de decaimiento de ambas germinaciones (GN y GT) se

superpongan en su mayor parte.
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Figura 3.11.3.- Imagenes de MET mostrando los dafios generados por la luz en los cloroplastos de Salix
nigra. A, En una semilla control, un cloroplasto de una célula subprotodermal (lado abaxial) del cotiledén. B:
detalle de A; C y E, Semilla expuesta durante tres dias a 25 ° C y 1300 lux. C, cloroplasto de una célula
subprotodermal (lado abaxial). D, detalle de C. E, Cloroplasto de una célula del meséfilo central de un
cotiledon. F, detalle de E. Note las diferencias en el estado de las membranas tilacoides entre las figuras C y
E. Abreviaturas: pc, pared celular; ei, espacio intercelular; cl, cuerpo lipidico; df, depésito de fitoferritina; v,
vacuola. Escala =1 ym

Esta interpretacion de los hechos basada en un proceso oxidativo que se inicia en los tejidos
superficiales y se propaga hacia los mas internos permitiria también explicar la razén por la cual una
intensidad de 140 lux disminuye la GN al 20%, mientras que una intensidad aproximadamente diez veces

mayor no sélo no la anula sino que tampoco llega a afectar la GT. En este sentido, 1300 lux producirian un
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dafio en los tejidos superficiales lo suficientemente intenso como para destruir clorofila y otras moléculas (Ver
Capitulo 3-Il de esta tesis) y reducir la penetracién de la luz y la capacidad fotoactivable del tejido. En
consecuencia, el efecto de la luz sobre la GN y la presencia de RL no guardarian relacion con su intensidad.
Esta interpretacion de la fotooxidacion que ocurre en estas semillas recibe sustento de los estudios de
microscopia electrénica de transmision (TEM) (Fig 3.111.3). En las semillas expuestas a 1300 lux durante tres
dias, los efectos detrimentales de la luz afectaron especialmente los tejidos superficiales del embrion como la
epidermis y las capas subyacentes del parénquima clorofilico (Fig. 3.111.3). El dafio fue claramente visible en
los cloroplastos de las células de estos tejidos, especialmente en las membranas tilacoides. En efecto, los
tilacoides granales aparecieron dilatados, formando vesiculas intergranales, y las membranas tilacoides
mostraron pérdida de definicion (Fig. 3.111.3 A-F). Por el contrario, fueron observadas solo ligeras alteraciones
en los cloroplastos del meséfilo central y lado adaxial de los cotiledones (Fig. 3.111.3 C y D) y ningln dafio en
los cloroplastos de los tejidos centrales del eje y del meristema apical del brote. Esto explicaria la razén por la
cual a los tres dias la GT aun no resulté afectada (Fig. 3.11l.1 E-F), si bien las pléntulas que generaron estas
semillas mostraban sintomas que hacian disminuir el porcentaje de GN como: (i) Plantulas mas pequefas, (ii)
Radiculas poco desarrolladas; (i) Cotiledones con areas de color marron-rojizas (en lugar de verdes) en su
superficies abaxiales y en los bordes (Fig. 3.11.4). Como ya se mencionara, por ser estas dos areas junto con
el meristema apical de la raiz, incluyendo la caliptra, las partes mas externas del embrion, son también las
méas expuestas a la accion detrimental de la luz incidente (consecuentemente, las méas afectadas). Por lo
tanto, los tejidos mas internos, esto es, los del lado adaxial de los cotiledones (epidermis adaxial y meséfilo
subyacente), los centrales del eje, y el meristema apical del brote, resultaron poco o nada afectados. Por otro
lado, las semillas envejecidas en oscuridad generaron plantulas que, en comparacion con las semillas control,
fueron de tamafio algo menor y sus cotiledones mostraron un color verde palido (Fig. 3.111.4 C). Los efectos de

la luz fueron més débiles en semillas expuestas a 140 lux (datos no mostrados).
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Fig. 3.llL4.- Plantulas de Salix nigra de siete dias: A,Plantulas de semillas control. B, Plantulas de
semillas expuestas durante tres dias a 25 ° C, 1300 lux. C, Plantulas expuestas durante tres diasa 25°Cy
oscuridad. Abreviaturas: ab, vista abaxial de los cotiledones; ad, vista adaxial de los cotiledones.; r, radicula;
mab, meristema apical del brote. Escala = 2 mm

Respecto del dafio causado por la fotooxidacién a los tejidos un indicador del mismo es la variacion en
la composicion de acidos grasos. (Van Hasselt, 1974; De Kok y Kuiper, 1977). Dado que los &cidos grasos
poliinsaturados son facilmente oxidados, una mayor disminucion de estos respecto de los mono- y de los no-
saturados de la fraccion lipidica provee una evidencia de la peroxidacion de los mismos (Wilson y Mc Donald,
1986). Al respecto, los cambios mas importantes detectados en las semillas de S. nigra expuestas tanto a 140
como a 1300 lux, correspondieron a los acidos grasos poli-insaturados (Tabla 4). Esto concuerda con el
hecho de que la fotooxidacion produce una importante peroxidacion lipidica en los tejidos (Foote, 1996). La
pronunciada disminucidn de los acidos grasos poli-insaturados (constituyentes de las membranas) que se
detecta como consecuencia de la exposicion a diferentes intensidades de luz supone importantes dafios en
las membranas, que serian reflejados en el decrecimiento de la GN. Un método sensible de detectar la
peroxidacion lipidica consiste en determinar la relacion &cidos grasos poli-insaturados/(monoinsaturados +
acidos grasos saturados) (Priestley y Leopold, 1983). Cambios en la composicién de &cidos grasos que
acompafan la disminucion de la GT se encuentran en Stewart y Bewley (1980), Pearce y Abdel Samad

(1980), Powell y Matthews (1981). El gréafico de barras de la Fig. 3.111.5 que se elaboré utilizando esa relacion,

muestra que la intensidad de 140 lux fue suficiente para producir un muy alto decrecimiento de esa relacion
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de manera que una intensidad mayor sélo permitié una pequefia disminucion adicional de la GN. De acuerdo

a Leech y Murphy (1976) la marcada disminucién en el contenido de los acidos grasos poli-insaturados

(Figura 13) podria ser explicado por la presencia de cloroplastos, cuyas membranas tilacoides son ricas en

esos acidos. Estas membranas constituyen un blanco potencial para la peroxidacion debido a la contiglidad

entre los acidos poliinsaturados y la clorofila contenida en los complejos receptores de la luz (Halliwell y

Gutteridge, 1999). En este aspecto, las membranas tilacoides serian el primer blanco atacado por el oxigeno

activado produciéndose una peroxidacion que destruiria &cidos grasos y tilacoides, generando RL y EROs

que propagarian el dafio oxidativo a otros componentes, membranas y estructuras celulares, como se

comprueba a continuacion. Esta suposicion recibié soporte de las imagenes obtenidas por TEM (Fig. 3.111.3),

ya descriptas.

Porcentaje de area de acidos grasos

Palmitico | Estearico Oleico Linoleico | Linolénico Otros

16:00 18:00 18:1w9 18:2 w6 18:3w3 XX

Control | 25.0+35 | 46+08 85+07 | 41.7+35 | 6.2+14 12.9
140lux | 33.3+56 | 5008 84+£16 | 15752 | 27124 24.8
1300 lux | 304+13 | 82+17 | 112452 | 81+£13 | 2420 39.5

Tabla 3.lll.1.- Porcentaje de area de &cidos grasos saturados e insaturados en semillas control y
envejecidas en dos diferentes intensidades de luz, a 25 ° C durante tres dias. Los valores corresponden a

medias + SD
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Figure 3-lll.5.- Relacion entre &cidos grasos poli-insaturados/ (acidos grasos monoinsaturados +
saturados) en semillas control y semillas envejecidas durante tres dias a 25° C y 140, y 1300 lux.

De acuerdo a Smith y Berjak (1995) la MET permite detectar los cambios que se producen en las
membranas de los meristemas radiculares (como la separacion de la membrana plasmatica de la pared
celular) al embeberse las semillas envejecidas. En este estudio se observd también la ocurrencia de una
incipiente separacion de la membrana plasmatica de las paredes celulares, lo que en estado seco y debido al
intenso proceso fotooxidativo podria significar dafios en la misma (Fig. 3.11.3). Con el fin de evaluar la
integridad de dicha membrana se determiné la permeabilidad por medio de ESR y pérdida de electrolitos. La
Fig. 3.1IL6 A representa los espectros de resonancia paramagnética de TEMPONE. Las sefiales del lado
derecho del espectro muestran los componentes L y W que corresponden a las sefiales de las sondas que se
encuentran en la fase hidrofilica e hidrofébica del citoplasma, respectivamente. La relacion W/L, que es un
indice del dafio de la membrana plasmatica, decrece a 74% con 140 lux y no llega a 100% con una intensidad
mucho mayor (1300 lux). Esta diferencia en la eficacia detrimental de la luz guarda correspondencia con los
efectos sobre RL y GN antes mencionados, es decir, el aumento de la permeabilidad no guarda relacion con
la intensidad de luz. Los espectros de la figura 3.1l1-6 A muestran que el agente dispersante penetré la

membrana plasmatica dafiada disipando la sefial hidrofilica.
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El decrecimiento de la relacion WL correlacion6 cercanamente de forma lineal (R?2=0.99, a < 0.01) con
la pérdida de electrolitos resultando ambos métodos igualmente eficaces para medir la integridad de las
membranas (Fig. 3.111.6 B). En semillas sometidas a procesos de secado, en cambio, Leprince y col. (1999)
encontraron que la ESR es un indicador mas sensible que la conductividad eléctrica para evaluar la integridad
de las membranas. Estos resultados refuerzan la suposicion ya mencionada de que el dafio por RL

originados en las membranas tilacoides se propaga a otras estructuras incluyendo la membrana plasmatica.
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Figura 3.lll.6.- ESR y conductividad como medidas de la permeabilidad de membrana en semillas
envejecidas a 25° C por tres dias. A, Espectros ESR de la sonda spin TEMPONE; B, - carta de comparacion
entre ESR (--e--) y conductividad (—a—). Valores corresponden a media + DS.

Proteinas Oxidadas

Una gran variedad de proteinas esenciales para la fotosintesis se encuentran insertas en las

membranas tilacoides. Estas proteinas se hallan formando junto a la clorofila y otros pigmentos como los
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carotenos los complejos receptores de la energia luminosa. Su contigliidad con la clorofila activada y con los
acidos grasos poli-insaturados de las membranas tilacoides indudablemente hacen de estas proteinas blanco
de RL y ERO, tanto al inicio del proceso fotooxidativo (formacion del oxigeno singulete) como durante la
peroxidacion de esos acidos grasos. Otras proteinas componentes de dicha membrana, como las enzimas del
transporte de electrones de la fotosintesis y las que protegen dicho sistema del ataque oxidativo, serian
también blancos de los agentes oxidantes como asimismo proteinas que atraviesan las membranas
tilacoides, no ligadas a la fotosintesis.

El envejecimiento de las semillas ha sido asociado con la acumulacién de proteinas oxidadas. Las

semillas de S. nigra envejecidas por la luz mostraron un apreciable aumento en la cantidad de proteinas

oxidadas (Fig. 3.111.7).

2,5 +

Carbonilos (nmoles/mg prot)
|_\
[¢]

0,5

Fig. 3.11L.7.- Efectos de la fotooxidacion sobre el contenido de carbonilos en semillas envejecidas a 25°
C por tres dias

Pigmentos

Si bien en las semillas secas mantenidas en oscuridad se forma oxigeno singulete durante la

peroxidacién que acompafa al proceso de auto-oxidacién, en condiciones de iluminacion, el nivel de ese
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agente se ve aumentado tanto por la transferencia al oxigeno de la energia de excitacién de la clorofila
activada por la luz, como el que se forma durante la intensa peroxidacion lipidica que ocurre en esa condicion.
La clorofila tiene un rol dual ya que es generadora y blanco del oxigeno singulete (Knox y Dodge, 1985). Un
papel importante de los carotenos que se encuentran en los llamados complejos fotosintéticos junto a la
clorofila, es proteger este pigmento contra el ataque del oxigeno singulete (Halliwell, 1987; Brown y col.,
1991). Los resultados de la figura 3.11l.8 muestran que en la semilla seca, una intensidad luminosa baja es
suficiente para producir una marcada disminucién de los carotenos, hecho indicador de su rol protector
aunque también se produce una disminucién de clorofila a. El alto contenido de clorofila de estas semillas, al
ser excitadas por la luz, seguramente promueve un nivel de oxigeno singulete que parece superar las

defensas representadas por los carotenos y asi afectar la clorofila.
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Fig. 3.111.8.- Efecto de la fotooxidacion sobre el contenido de pigmentos
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Como se vio hasta ahora los niveles de radicales libres estables detectados en estas semillas guardan
relacion con los dafios producidos a diferentes componentes celulares. Esto contrasta con lo que acontece en
el liquen Tortula ruraliformis (Seel y col. 1991), liquen tolerante a la desecacion, y por ello comparable a la
semilla de Salix. En el liquen, si bien se forman RL por fotoactivacion de la clorofila, no se producen dafios
metabdlicos. Se especula que podrian ocurrir reacciones radicalarias no dafiinas que acumulan RL estables
ylo existir en los tejidos deshidratados un elevado nivel de defensas moleculares como carotenos, a-tocoferol,
glutation entre otros, que los anulan.

Respecto de si una intensa peroxidacion lipidica como la que ocurre en estas semillas es compatible
con la existencia de un estado de alta viscosidad que restringe el movimiento molecular, cabe mencionar que
ese estado constituido por una matriz de movimiento restringido, contiene espacios libres abiertos por los que
pueden difundir pequefias moléculas como el oxigeno. Este, activado por la clorofila excitada por la luz
iniciaria el proceso de peroxidacion, el que eventualmente se propagaria entre los acidos grasos debida a la
adyacencia que existe entre estos Ultimos en la membrana. Desde este punto de vista pareceria no haber
incompatibilidad entre intensa peroxidacion lipidica y un estado de alta viscosidad. En cambio, la répida
propagacion del dafio a otros sistemas de membranas como membrana plasmatica y de otras organelas, no
seria explicable por adyacencia entre acidos grasos y pareceria dificil de conciliar con un estado de alta
viscosidad. De todas maneras, si previo al inicio de estos procesos degradativos existié tal estado, es
probable que una disminucidn de la viscosidad haya acompafiado aquellos procesos.

En sintesis, los resultados de los tratamientos de luz mostraron que el incremento de la intensidad de la
luz fue acompafiado por la formacién de RL, conduciendo a un decrecimiento de los acidos poli-insaturados.
Esto Ultimo fue asociado con importantes dafios en las membranas tilacoides y con alteraciones en la
estructura y permeabilidad de la membrana plasmatica, todo lo cual conforma una secuencia de procesos

fuertemente ligados que finalmente se reflejaron en el decrecimiento de la GN.
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Reaccion de Maillard

La reaccion de Maillard consiste en una serie de reacciones que derivan de condensaciones no-
enzimaticas entre una aldosa o cetosa con un grupo amino libre perteneciente a proteinas o acidos nucleicos
en las que se forma glucosamina. Esta, por reordenamiento molecular forma productos de Amadori los que a
su vez dan lugar a intermediarios con grupos carbonilo que por reacciones con otros grupos amino y por
subsiguiente reordenamiento originan los llamados productos de Maillard. Los productos intermediarios de
esta reaccion compleja se caracterizan por su fluorescencia y con el tiempo llevan a la formacion de
pigmentos pardos y/o formaciéon de entrecruzamiento entre proteinas, causando rigidez y pérdida de
funcionalidad de las mismas (Graham, 1996). En el area de la ciencia de los alimentos los productos de esta
reaccion son considerados como un indice de pérdida de calidad. EI aumento de la fluorescencia de las
proteinas a 395/450 nm (excitacion/emision) es usado como una medida de la reaccién de Maillard en
numerosos estudios de viabilidad de semilla durante del almacenamiento, aunque los resultados son
contradictorios (Sun y Leopold, 1995; Murthy y Sun, 2000; Murthy y col., 2002; Matiasevich y col., 2005). Al
respecto, Wettlaufer y Leopold (1991) observan que en condiciones de envejecimiento acelerado, la
germinacion de las semillas de soja decrece en la medida que se acumulan productos de Maillard en el eje
embrionario; esta correlacién no se produce en condiciones de envejecimiento no acelerado. En cambio, Sun
y Leopold (1995) si encuentran que en los embriones de soja, los productos de Maillard se correlacionan con
la pérdida de germinabilidad en condiciones de envejecimiento no acelerado. Por su parte, Castellion y col.
(en preparacion) encuentran en semillas de quinoa que la formacién de productos de Maillard esta
estrechamente correlacionada con la pérdida de germinabilidad.

Las semillas usadas en estas determinaciones que fueron mantenidas 3 afios a -70° C muestran la
presencia de productos de Maillard (Fig. 3.111.9a). Formacién de productos de Maillard a temperaturas bajo
cero fueron reportados por Schoebel y col. (1969) y Lim y Reid (1991).

Por otra parte, cuando las semillas control se mantuvieron a 25° C en oscuridad durante solo tres

meses, el contenido de los productos de Maillard se incrementd aunque es importante sefialar que las
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semillas ya habian perdido la viabilidad dos meses antes. Independientemente de dicha pérdida, ese aumento
producido en tres meses parece sugerir que el estado de la matriz citoplasmica permite una movilidad

molecular relativamente alta.

20 -
18 A
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= control
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400 450 500 550 600
longitud de onda de emisién (nm)

Fig. 3.111.9.a- Fluorescencia de los tratamientos indicados en el cuadro.

Las semillas mantenidas durante tres dias a 25 °C en oscuridad y a 1300 lux, no difirieron del control
respecto del contenido de productos de Maillard. Si bien tres dias resulta un lapso excesivamente breve como
para que se manifieste dicha reaccion amerita sefialarse que en ese lapso se produjo un significativo aumento

de carbonilos, uno de los precursores de los productos de Maillard (Fig.l11.9.B).
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Fig. 3.111.9.b- Fluorescencia de los tratamientos indicados en el cuadro

La presencia de productos de Maillard en el control, lo mismo que la de los otros indicadores de dafio
evaluados en este capitulo no afecto sensiblemente la GN ya que esta fue cercana al 100% (Fig. 3-lll-1.). Al
respecto no se descarta que un control con menos contenidos de esos indicadores pudiera presentar igual

porcentaje de GN pero un mayor vigor que estaria representado por un TMG menor a 1 dia (Fig. 3-11-1.)

Autooxidacién

En muchas semillas secas se han detectado muy bajos niveles de quimioluminiscencia que se
producen durante el lento proceso de peroxidacion lipidica (Boveris y col., 1980). Esto refleja el nivel de
radicales libres reactivos y oxigeno singulete que se producen en ese proceso y que pueden generar una
serie de reacciones radicalarias que concluyen en la formacion de los radicales libres estables. (Hendry,
1993; Szbcs, 2002, Smirnoff, 1993). La deteccidn de estos agentes de dafio metabdlicos es una prueba de la
ocurrencia del proceso de autooxidacion u oxidacion espontanea.

Respecto del proceso de autooxidacion que puede ocurrir en estas semillas, la evaluacion del mismo

requiere que las semillas se mantengan en oscuridad a fin de evitar la interferencia de la fotooxidacion. El
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experimento graficado en la figura 3.11l.1 muestra que el tratamiento C, que se hizo en oscuridad, produjo en
solo tres dias a 25 ° C una significativa disminucion de la GN que se atribuy a autooxidacion y a reacciones
del oxigeno con radicales libres pre-existentes en las semillas control. Ese proceso no fue acompafado por
un aumento de radicales libres estables respecto del que mostrd el control; al respecto no se descarta que
durante los tres dias de duracién del experimento no se hubiera producido aun un significativo incremento de
los radicales libres estable, ya que, como se indico precedentemente derivan de reacciones radicalarias que
en estado seco son lentas. Estos resultados son consistentes con los correspondientes a los realizados
también en oscuridad que ilustra la figura 3.111.10 A. En la misma se aprecia el curso que sigue el descenso de
la GN y la GT durante un lapso suficientemente prolongado como para que decaigan ambas germinaciones
(GN y GT) y no sdlo de tres dias como en el experimento ilustrado en la figura 9. La figura 3.111.10 B muestra
la presencia de malondialdehido (MDA) tanto en el control como asimismo el que se fue generando a lo largo
del descenso de ambas germinaciones. MDA es uno de los productos que derivan de la reaccion espontanea
entre el oxigeno y los &cidos grasos insaturados (autooxidacion) en la que se producen una serie de radicales
libres reactivos y otros compuestos entre los que se encuentra aquella molécula. Su presencia, determinada
mediante el &cido tiobarbiturico, se usa como indicador de la ocurrencia de procesos de autooxidacion y de la
presencia de radicales libres. MDA se forma por la peroxidaciéon de acidos grasos con tres 0 mas dobles
enlaces y, de los acidos insaturados detectados en estas semillas, sélo el linoleico, que se encuentra en muy
baja proporcion, cumple esta exigencia quedando la peroxidacion de los otros sin ser detectada. En
consecuencia, el MDA resulta un indicador que subestima la cuantia de ese proceso.

Otra conclusion que deriva de la figura 3.11.L10 es que el descenso de la GT en oscuridad
(autooxidacion) es practicamente el mismo que ocurre a 140 lux, lo que indica que el intenso proceso
fotooxidativo con el dafio metabdlico asociado que se produce en los tejidos superficiales de la semilla, no
alcanza a afectar al meristema apical del brote a esa intensidad de luz, lo cual reduce la relevancia que en un
principio se le adjudicé al proceso fotooxidativo y a la presencia de clorofila como causantes del rapido

deterioro. En cambio estaria fuertemente asociado con la autooxidacién y no con la fotooxidacion. Sin
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embargo, no se descarta que la fotooxidacion inducida por la luz tenga algun grado de incidencia,
indudablemente menor en la pérdida de viabilidad, segun se concluye cuando se comparan el descenso de la
GT ala luz y en oscuridad. En esas circunstancias se observa que la anulacion de la GT a la luz antecede
aunque en unos pocos dias al que ocurre en la oscuridad.

Por otra parte, otra de las reacciones ademas de la autooxidacién que se considera causa de
envejecimiento en las semillas secas es la formacion de los productos de Maillard. Como se vio cuando se
tratd esta reaccion, el contenido de estos productos en las semillas control no afect6 la GN dado que ésta fue
de casi 100%. Por otra parte, la figura 3.111.10 muestra que las semillas mueren en alrededor de un mes
cuando el contenido de Maillard aumentd so6lo una tercera parte del nivel alcanzado a los tres meses, no
llegando éste a duplicar el de la semilla control. Estos resultados parecen entonces sefialar a la autooxidacion
como causa principal del deterioro, aunque cabe preguntarse entonces porque este proceso es mucho mas
intenso en estas semillas que en otras que también toleran la deshidratacion.

Los resultados hasta aqui obtenidos rechazan, en consecuencia la hipétesis originalmente formulada

acerca de que la clorofila tendria un rol significativo en la rapida perdia de la viabilidad.
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Cuadro 3.111.1.- Radicales libres y Especies reactivas del Oxigeno

Los radicales libres son especies moleculares que contienen un electron desapareado (representado
generalmente como R), lo que los vuelve una de las de las moléculas quimicamente mas reactivas. Un radical libre
tiene la capacidad de sustraer un segundo electron de una molécula vecina debido a la necesidad de aparear su
electrén libre. Esto causa la formacion de otro radical libre generando una autopropagacién en cadena de reacciones
sucesivas.

Se denomina colectivamente Especies Reactivas del Oxigeno (ERO) tanto a los radicales libres que contienen
oxigeno -como el anion superoxido (Oy), el radical peroxido (LOOY), el radical hidroxilo (HO)- como a los compuestos
no radicalarios y muy reactivos que lo contienen, por ej. perdxido de Hidrégeno (H20-).

Existen sustancias antioxidantes (enzimaticas y no enzimaticas) encargadas de “neutralizar” a los radicales
libres por la sustraccion del electrén desapareado.

Los antioxidantes son un conjunto heterogéneo de sustancias formado por vitaminas, minerales, pigmentos
naturales, enzimas y otros compuestos, que bloquean el efecto nocivo de los radicales libres.

Cuando el aumento del contenido intracelular de EROs sobrepasa las defensas antioxidantes de la célula se
produce el estrés oxidativo, a través del cual se induce dafio a moléculas biolégicas como lipidos, proteinas, acidos
nucleicos, etc. Los radicales libres son especies moleculares que contienen un electron desapareado (representado
generalmente como R), lo que los vuelve una de las de las moléculas quimicamente mas reactivas. Un radical libre
tiene la capacidad de sustraer un segundo electron de una molécula vecina debido a la necesidad de aparear su
electrdn libre. Esto causa la formacion de otro radical libre generando una autopropagacién en cadena de reacciones
sucesivas.

Se denomina colectivamente Especies Reactivas del Oxigeno (ERO) tanto a los radicales libres que contienen
oxigeno -como el anion superoxido (Oy), el radical peroxido (LOOY), el radical hidroxilo (HO)- como a los compuestos
no radicalarios y muy reactivos que lo contienen, por ej. perdxido de Hidrégeno (H202).

Existen sustancias antioxidantes (enzimaticas y no enzimaticas) encargadas de “neutralizar” a los radicales
libres por la sustraccion del electrén desapareado.

Los antioxidantes son un conjunto heterogéneo de sustancias formado por vitaminas, minerales, pigmentos
naturales, enzimas y otros compuestos, que bloquean el efecto nocivo de los radicales libres.

Cuando el aumento del contenido intracelular de EROs sobrepasa las defensas antioxidantes de la célula se
produce el estrés oxidativo, a través del cual se induce dafio a moléculas biolégicas como lipidos, proteinas, acidos

nucleicos, etc.
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Cuadro 3.lll.2.- Tres ejemplos tomados de la bibliografia que muestran que

simultaneamente.

GN y GT ocurren casi

Germination{%)

Semillas ortodoxas (Ellis y Roberts, 1981)

L ———

Arbitrary Time Scale

Semillas de soja (Sun and Leopold, 1995)

Viability
(%)

gp— Total ger.

= Normal
70— ger.

&
10+ Dead seeds
0 =T T E AT
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 65 60

Seed moisture content (%)

Semillas de arveja (Sivritepe y Dourado, 1995)

Secd germination (%)

Seedling length (cm)

0 40 s0 60 70 80
Fluorescence intensity
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CAPITULO 3-IV

REVERSION DEL DETERIORO DURANTE LA IMBIBICION DE LAS SEMILLAS ENVEJECIDAS

INTRODUCCION

En el capitulo 3-1 se vio que cuando las semillas de S. alba y S. matsudana se sometian a
humidificacion y se testeaba la germinacion, a medida que aumentaba el contenido de agua, ocurria
inicialmente un descenso de la germinacién normal (GN) que era seguido por un ascenso de la misma,
comportamiento que es dificil de explicar, suponiendo que el efecto de la humidificacién sea evitar un dafio
por imbibicion.

Por otra parte, en las semillas secas se determind que el rapido descenso de la GN que ocurre por
exposicion a la luz, estaba asociado a un intenso proceso de peroxidacion lipidica, formacion de RL e
importantes dafios a componentes celulares. EI mas lento descenso que ocurre en oscuridad, también estaba
asociado a un proceso peroxidativo aunque producido espontaneamente.

Cabe sefialar que cuando las semillas de sauce se sometieron a humidificacion alcanzaron un 33% de
contenido de agua en relativamente poco tiempo (capitulo 3-1), porcentaje que se increment6 solo ligeramente
durante las 18 horas posteriores al comienzo de la humidificacion, sin que se produjera el inicio de la
germinacion propiamente dicha (extension del hipocétilo). En cambio, colocadas sobre papel mojado la
germinacion se iniciaba en menor tiempo. Esta demora en el inicio de la germinacién cuando se humedece,
hace comparable la humidificacion a la hidrataciéon parcial a la que se someten las semillas (priming)
(Chojnowski y col., 1997; Taylor y col., 1998), especialmente las envejecidas, a fin de aumentar la velocidad
de germinacién y de reducir la amplitud del periodo de germinacién lo cual permite obtener lotes de plantulas
uniformes en menor tiempo. El fundamento de este método se basa en que durante la imbibicién de una

semilla ortodoxa, y hasta tanto no se alcance el valor de contenido de agua que permite la division y la
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elongacion celular (inicio de la plantula), operan procesos pregerminativos de rediferenciacion de la estructura
celular y de reparacion de los dafios a componentes celulares que pudieron ocurrir por una parte, durante la
deshidratacion que acompafia la ultima etapa del desarrollo de la semilla y por otra, de los dafios propios del
envejecimiento. Evitar que se alcance ese valor de contenido de agua que permite el inicio de la germinacion
equivale, entonces, a prolongar el lapso en que actuan esos mecanismos y asi mejorar la calidad fisiolégica
de la semilla (Taylor y col., 1998; Chojnowski y col., 1997). Un método usado para controlar el nivel de
hidratacion es mantener las semillas embebidas en una solucién de un agente osmético (osmopriming). La
figura Fig. 3.IV.1 muestra como la GN de semillas de sauce removidas a tiempos crecientes de una solucion
de PEG 6000 al 33%, muestra una fluctuacién de la GN similar a la que ocurre por humidificacion,
confirmando asi la similitud entre humidificacion y priming (Cap 3-1).

Por lo hasta aqui considerado es presumible que la mencionada recuperacion de la GN esté
acompafada por una progresiva disminucion del dafio celular (producidos por RL y por el proceso de
peroxidacion lipidica, como antes mencionado) mientras que el inicial descenso de ese parametro germinativo

lo sea, en cambio, por una acentuacion del dafio oxidativo, aspectos que se investigan en este capitulo.

-77 -



Germinacion (%)

Fig. 3.IV.1.-G y GN en funcién del tiempo de hidratacion en solucion de PEG 6000 al 33%.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las semillas control usadas en este capitulo fueron envejecidas en las mismas condiciones que las

usadas en el Cap. 3-1ll (140 lux durante 3 dias y 25° C)

Autooxidacion

Las semillas sometidas a humidificacion muestran al inicio de este proceso un aumento de la
luminiscencia. Ese aumento inicial y transitorio es, segun Boveris et al. (1984), uno de los primeros eventos
bioquimicos de la germinacion. Dicho autor considera que ello es debido a que aumenta la actividad oxidativa
como consecuencia de que: (i) los radicales peroxilos (ROO") producidos en el lento proceso de autooxidacién
colisionan con las moléculas blanco por la mayor movilidad debido a la hidratacién; (i) los hidroperdxidos
experimentan rupturas homoliticas (ROOH—RO" HO); y (iii) se forma oxigeno singulete. Todos estos
procesos elevan el nivel de luminiscencia (golpe oxidativo). En el caso de la semilla de sauce, a las tres horas
de humidificaciéon, momento en el que es maximo el descenso de la GN, se detectd un aumento de la
luminiscencia. En los numerosos trabajos en los que se aplica el priming a fin de mejorar su comportamiento
germinativo, no se menciona que al inicio de la imbibicién se haya detectado un descenso de la GN o de otro
indicador del comportamiento germinativo (Bradford, 1986; Liu y col., 1996; Usberti & Valio, 1997). Tampoco
se hace esa mencion en los trabajos sobre hidratacion en atmdsfera saturada (humidificacion) (Pollock, 1969;
Ellis y col., 1990; Bewley y Black, 1994).

. En este sentido los resultados aqui obtenidos son los primeros en reflejar en un parametro visible
como es la GN, la ocurrencia de este golpe oxidativo que se produce al inicio de la hidratacion. Este hecho
parece consistente con el nivel relativamente alto de actividad oxidativa que tienen estas semillas y que
determina su corta longevidad. Por esa razon, el golpe oxidativo que se produce al comienzo de la hidratacion
seria importante y ademas, estaria potenciado porque el contenido de agua en ese momento resultaria
insuficiente para que actuaran los mecanismos enzimaticos de defensa antioxidante y de reparacion.

Ademas, la répida germinacion que tienen estas semillas, probablemente debido al estar ya parcialmente
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desdiferenciadas, no permite completar la reparacién metabdlica. La convergencia de estos dos hechos,
fuerte golpe oxidativo y desdiferenciacion parcial, determinaria que cuando las semillas al comienzo de la
humidificacion son puestas a germinar muestren un descenso de la GN simultaneo con el incremento de la
luminiscencia. A media que aumenta el tiempo de humidificacion se produce una disminucién de la

luminiscencia que resultaria concordante con el incremento en el accionar de esos mecanismos (Fig. 3.1V.2)

55000 -

50000 -

b

a
45000
40000 - ¢

Cc
35000 ~
30000 -
d

25000 - l
20000 - \ \ \

0 3 6 9 12

Tiempo de hidratacion (horas)

Bioluminiscencia (cpm)

Fig. 3.IV.2.- Quimioluminiscencia de semillas sometidas a diferentes tiempos de hidratacion. Los
tratamientos con la misma letra minuscula encima de las columnas no son significativamente diferentes con
un P=0,005 por el test de Tukey.

Radicales libres (RL) estables

Las semillas sometidas a humidificacion mostraron, con el aumento del tiempo de humidificacion una
progresiva disminucion de los RL estables, sin que se produjera al principio un incremento de esos agentes
que pudiera asociarse con el descenso de la GN tal como ocurre con la quimioluminiscencia y otros
parametros de dafio que se describen en este capitulo.

Al respecto, no se descarta que el momento en que se efectud la primera medicién (3 h) haya sido

inadecuado para detectar un incremento en la cantidad de radicales libres estables. Por otra parte, el
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momento que se detecta la mayor formacion de RL libres activos (asociados a la generacion de
luminiscencia; 3h de humidificacion) seria practicamente el mismo en que se detectan los estables solo en el
caso en que la velocidad de las reacciones que los originan a partir de radicales reactivos fuese muy alta. Por
otra parte, si se hubiese producido un aumento después de las 3 h no se descarta que tampoco se los
detectara porque con el aumento de tiempo de humidificacién se incrementaria la actividad de los sistemas

enzimaticos que los eliminan, lo que explicaria el paulatino descenso de esos radicales (Fig. 3.IV.3)

35 4

%)

30

25

a
b
b
20
15 -
Cc
10 -
d

57 l
0 : : : :

0 3 6 9 12

hs

Amplitud de la sefial de ESR UA (10

Fig. 3.IV.3.- Radicales libres estables medidos por EPR en semillas sometidas a diferentes tiempos de
hidratacion. Los tratamientos con la misma letra minuscula encima de las columnas no son significativamente
diferentes con un P= 0,005 por el test de Tukey.

Perfil del acidos grasos

Un sensible indicador de la disminucion del proceso de peroxidacion lipidica por efecto de la hidratacién
esta dado por los cambios en el perfil de los acidos grasos. La figura 3.1V.4 muestra los contenidos de &cidos
grasos extraidos de semillas después de 9 horas de humidificacion (Ee). Se observa una marcada
recuperacién de los acidos poliinsaturados (linolénico y linoleico) que superan ampliamente a los niveles

correspondientes a los de los de las semillas control, indicando una reversién del proceso de peroxidacion.
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Fig. 3.IV.4.- Perfil de acidos grasos de semillas control (Eo) y a las 9 horas de hidratacion (Eo).

Proteinas Oxidadas

Las semillas sometidas a humidificacion mostraron, coincidentemente a lo sucedido con los otros
parametros de dafio evaluados, un aumento de proteinas oxidadas al inicio de la imbibicion (Fig. 3.IV.5). Sin
embargo, a diferencia de esos mismos parametros, con el aumento del tiempo de humidificaciéon soélo se
registrd una ligera disminucion de proteinas oxidadas. Este bajo descenso podria deberse a que esas
proteinas resultaron oxidadas por productos de la peroxidacion lipidica, porque en ese caso no solo serian
resistentes a la protedlisis sino que también pueden inhibir la capacidad de las proteasas para degradarlas

(Rivet, 1986; Friguet y col., 1994). Esa seria la razén por la que las proteinas oxidadas disminuyeran sélo

ligeramente.
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Fig. 3.IV.5.- Contenido de carbonilos de proteinas soluble en semillas sometidas a diferentes tiempos
de hidratacién (hs). Los tratamientos con la misma letra minUscula encima de las columnas no son
significativamente diferentes con un P= 0,005 por el test de Tukey

Pigmentos

Las semillas sometidas a humidificacién mostraron al principio de la misma una sensible reduccién en
el contenido de clorofila a y carotenos sin que se produjeran cambios apreciables en el contenido de clorofila
b (Fig. 3.IV.6). En el liquen Dicranella palustris durante la desecacién también se produce una selectiva y
severa destruccion de clorofila a resultando la clorofila b menos afectada. (Seel y col., 1991)

Asimismo el contenido de carotenos mostré una fuerte reduccion. Con el aumento del tiempo de
humidificacion ~ tanto el contenido del clorofila a como el contenido de los carotenos aumentaron

sensiblemente. (Fig. 3.IV.6).
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Fig. 3.IV.6.- Contenido de pigmentos (ver cuadro inserto) en semillas sometidas a diferentes tiempos de
hidratacion (hs). Los tratamientos con la misma letra minUscula encima de las columnas no son
significativamente diferentes con un P= 0,005 por el test de Tukey. Los valores de clorofila b no presentan
diferencias significativas entre los tratamientos

Integridad de la membrana plasmatica

En el capitulo 3.lll se evalu6 por medio de ESR y por pérdida de electrolitos, el estado de las
membranas plasmatica en las semillas envejecidas por la luz y se comprobd que valores bajos de la
intensidad luminica eran suficiente para producir un importante dafio a la membrana. Ello se reflejaba en un
aumento de su permeabilidad (valores bajos de W/L y altos de pérdida de viabilidad). Cuando las semillas
envejecidas se sometieron a hidratacion se observé una gradual recuperacién de la permeabilidad evaluada
por el cociente WIL, lo que implica una clara muestra del importante rol que en estas semillas cumplen los

mecanismos de reparacion. No se evalud, como en el caso de la semilla seca, la pérdida de electrolitos
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debido a que durante la hidratacion ya se produce este proceso. Resultados del mismo capitulo sugieren que
el mayor dafio oxidativo en las semillas que reciben luz se produciria en las tilacoides propagéndose a otros
componentes celulares como las membranas plasmaticas. En consecuencia, es esperable que en los
cloroplastos, el nivel de radicales libres activos sea mayor que en el resto del citoplasma y en consecuencia,
también lo sea el golpe oxidativo. En el resto del citoplasma, el menor nivel de radicales libres determinaria
que el incremento que se produce al comienzo de la hidratacion (3 h) no alcance a promover un dafio que

aumente la permeabilidad respecto de la que muestra el control como se aprecia en la figura 3.1V.7.
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Fig. 3.IV.7.- ESR como medida de permeabilidad de membrana en semillas envejecidas sometidas a
diferentes tiempos de humidificacion (hs). Los tratamientos con la misma letra minUscula encima de las
columnas no son significativamente diferentes con un P < 0,05 por el test de Tukey

Reaccion de Maillard

Las semillas sometidas a humidificacién mostraron un marcado descenso en el contenido de Maillard
(Fig. 3.IV.8). Si bien en la bibliografia no existen referencias de un hecho similar cabe suponer que entre los
mecanismos de reparacion que comienzan a actuar al hidratarse la semilla, se encontrarian los que dan
cuenta de ese descenso, sin que se pueda descartar a priori la existencia de alguno especifico para la

eliminacion de esos productos.
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Fig. 3.IV.8.- Fluorescencia de semillas antes y después de la humidificacion.

Los resultados obtenidos en este capitulo concuerdan con la suposicion expresada en Introduccion (de

este mismo capitulo) acerca de que la fluctuacion de la GN durante la humidificacion es debida a una similar

fluctuacion en el nivel de dafio oxidativo.
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CAPITULO 3.V
CARACTERISTICAS FiSICAS DEL CONTENIDO CELULAR
En este capitulo se tratan separadamente tres aspectos que tienen que ver con las caracteristicas fisicas del
contenido celular de los tejidos embrionarios. Ellos son.
(a). TRANSICIONES VITREAS (pagina 88)
(b). MOVILIDAD MOLECULAR (péagina 95)

(c). ISOTERMAS DE SORCION DE AGUA Y NITROGENO (pagina 100)
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(a). TRANSICIONES VITREAS

INTRODUCCION

La capacidad de algunas semillas para mantenerse viables por largos periodos con muy bajos
contenidos de agua y en algunos casos soportar contenidos tan bajos como cercanos al 1%, sugirié a los
investigadores que el mecanismo de tolerancia debe producir proteccion a todos los componentes celulares.
Un tipo de proteccidn del citoplasma es el obtenido por la vitrificacion del mismo. En sistemas bioldgicos
deshidratados, gran parte de los componentes se encuentran en estado amorfo formando vidrios (Levine &
Slade 1990; Ross & Karel 1991). Los componentes celulares no pueden alcanzar configuraciones de
equilibrio y por lo tanto no pueden organizarse para formar un cristal, sino que permanecen en forma
desordenada o amorfa.

En el estado vitreo, por lo tanto, un fluido llega a ser altamente viscoso hasta tener propiedades
mecanicas similares a la de un sdlido. Los sdlidos amorfos son materiales meta-estables con alta viscosidad y
baja movilidad molecular, existen en un estado de no-equilibrio y exhiben cambios dependientes del tiempo a
medida que se acercan al equilibrio. El aspecto de un material vitreo es el de un sélido rigido quebradizo
caracterizado por una altisima viscosidad (alrededor de 1012 a 104 Pa s) (Sperling, 1986).

La movilidad molecular en los vidrios esta restringida a vibraciones y movimientos rotacionales de rango
corto. Los cambios que ocurren en el estado vitreo, generalmente llamados “envejecimiento fisico”, son
extremadamente lentos, y por lo tanto, los sistemas se pueden considerar estables a cambios fisicos y
quimicos. Un material amorfo vitreo puede pasar al estado liquido sobreenfriado dependiendo de la
temperatura y de la presencia de agua. El cambio entre los estados vitreos y sobreenfriados se conoce como
transicion vitrea y corresponde a una temperatura a la cual los vidrios empiezan a ablandarse y fluir (Sperling,
1986). Por debajo de la temperatura de transicion vitrea (Tg), que es caracteristica de cada sistema, el
material es un sélido amorfo (vidrio). Las propiedades tipicas de la mayor parte de los materiales vitreos

(lamados fragiles) son la fragilidad y la transparencia. La transformacion de materiales vitreos en liquidos
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superenfriados viscosos ocurre en el rango de la temperatura de transicién vitrea. Es importante notar, que
sobre el rango de la Tg, un cambio de pocos grados de temperatura puede provocar en los materiales fragiles,
una disminucion significativa en la rigidez. Debido a que las moléculas en los materiales en estado
sobreenfriado tienen mayor movilidad que en el vidrio, son mas susceptibles a que en ellos ocurran cambios
fisicos 0 quimicos. En este sentido la Ty es considerada como un “punto critico” o una “barrera” para los

cambios en lo que respecta a ciertos aspectos de la estabilidad de sistemas amorfos.

Burke (1986) considera que el estado vitreo es el mayor componente de la estabilizacién de semillas
secas en almacenaje. Los trabajos realizados por Williams (1994), Leopold y col. (1994) confirman las
sugerencias de Burke y desarrollan evidencias de la contribucion del estado vitreo en la fisiologia de las
semillas. El estado vitreo es uno de los principales factores de la estabilidad y calidad de semillas secas al

suprimir reacciones quimicas, previniendo asi dafios a macromoléculas y metabolitos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los termogramas obtenidos por DSC para semillas de Salix nigra equilibradas a actividades de agua de
0.11 y 0.75 se muestran en la figura 3.V.1 (A-B). Se observan transiciones térmicas que fueron
independientes del contenido acuoso, con un pico en el rango de 0° C, atribuidos a los lipidos de la semilla.
En estudios previos realizados en semillas de quinoa (Matiacevich y col. 2007), embriones de maiz (Williams
& Leopold 1989), semillas de Cuphea (Crane y col. 2003) se observaron transiciones importantes a menores
temperaturas, en el rango de-80 a -10° C que se atribuyeron principalmente a la fusion de las distintas
fracciones de lipidos. En el caso de sauce, la fusion se presenta a temperaturas cercanas a 0° C y el area de
los picos es mas grande (5.5 J/g), comparado con el de otras semillas indicando un alto contenido lipidico de
un punto de fusion relativamente elevado. Las temperaturas de transicion vitrea se muestran también

indicada en las figuras 3.V.2 (A-D).
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Fig. 3.V.1.- Termogramas obtenidos por DSC para semillas de sauce equilibradas a actividades de
agua de: 0.11 (A); 0.75 (B).
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Para algunas muestras, las temperaturas de transicion vitreas fueron dificiles de determinar, debido a la
superposicion de las mismas con las transiciones de los lipidos, que se extendieron en un rango amplio de

temperaturas. En la Figura 3.V.2 se indica por medio de de flechas el valor probable de las temperaturas de

transicion vitrea para muestras de distintas actividades de agua.

A B )
a,= 0,22 aw= 0,44
=
g sl % l
S N
()] "—a..,-i\“
R R |
50 0 50 100 °C °C
/c\)
=
D au= 0,84

Fig. 3.V.2.- Termogramas obtenidos por DSC para semillas de sauce equilibradas a actividades de agua de:
0.22 (A); 0.44 (B); 0.58 (C); 0.84 (D).



Cuando se extrajeron los lipidos de las semillas los eventos térmicos atribuidos a la fusion de lipidos,
disminuyeron significativamente. Por otra parte, segln se observa en la figura 3.V.3 las transiciones térmicas
del extracto lipidico muestran eventos endotérmicos que coinciden con los observados en la semilla completa.
Aparece en la semilla, ademas, una transicion endotérmica entre 60 y 90° C que ha sido observada en otras
semillas, que desaparece luego de barridos subsecuentes. Leprince y Walter-Vertucci (1995), Sun y col.
(1998) y Sanchez del Angel y col. (2003) mostraron transiciones similares en poroto y productos a base de
maiz, respectivamente. Estos picos son tipicos y se consideran debidos a desnaturalizacién de proteinas.
Hasta una humedad relativa de 84% no se observé agua congelable (ya que no se observan ninguna de las

transiciones del agua, como cristalizacion /fusion cerca de 0° C).

Extracto lipidico
0.00

-0.25+4

mwW

-0.504

-0.754

-1.00 T T |
-50 -25 0 25 50

T(C)

Fig. 3.V.3.- Termograma obtenido por DSC (5° C / min) del extracto lipidico de las semillas de sauce.

El aumento de la humedad relativa de equilibrio, produjo una disminucién del valor de la probable Tg.

Segun se muestra en la figura 3.V.4. La movilidad molecular por encima de Tg es un factor importante que
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puede influir en la estabilidad del material bioldgico dado que puede influir en la velocidad de reacciones de
deterioro, disminuyendo la longevidad. Como se observa en la misma figura, a 25° C, el contenido de agua
limite para que la semilla se encuentre en estado vitreo debe ser menor que 10%.

Pequefios aumentos de la temperatura o de la humedad relativa provocan el pasaje del estado vitreo al estado
menos estable de liquido sobreenfriado. De esta forma, para mejorar la estabilidad de las semillas, la temperatura es la
variable que podria ajustarse. De acuerdo con la misma figura, para mantener el estado vitreo, las muestras con
humedades superiores a 10% deberian conservarse bajo refrigeracion o congeladas. Sin embargo, los puntos
marcados en la curva, corresponden a temperaturas a las que la germinaciéon muestra un decaimiento relativamente
rapido que no pareceria compatible con un estado de alta viscosidad como es el vitreo. Al respecto, no se descarta que
esa situacion pueda deberse a causas no excluyentes entre si, como un estado del contenido celular con alta porosidad
lo que facilitaria la difusién del oxigeno y, por ende, las reacciones de autooxidacion y/o a la estructura celular mas
compleja (menos homogénea) que tienen estas semillas respecto de las ortodoxas longevas, debido a que en ellas el

proceso de desdiferenciacion celular (capitulo 3.11) es menos acentuado.
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Fig. 3.V.4.- Temperatura de transicion vitrea (Tg) obtenida para semillas de sauce de distintos
contenidos acuosos (ca) en g/100 g de solido seco. Los ciculos sobre la flecha represwentan las condiciones
experimentales analizados
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(b). MOVILIDAD MOLECULAR
INTRODUCCION
La resonancia magnética nuclear protonica de baja resolucién (TD-NMR) ha sido empleada para
estudiar el estado del agua y los cambios metabolicos en muchos sistemas biologicos. La relajacion
transversal de los protones del agua ha sido utilizada para describir la compartimentacion del agua en los
tejidos (Ratcliffe 1994). Las moléculas de agua que son mas o menos moviles tienen diferentes tasas de
relajacion, pudiendo calcularse sus cantidades relativas (Krishnan y col. 2004). En comparacién con los
métodos gravimétricos, las técnicas de RMN pueden proveer informacion mas detallada sobre el contenido y
el estado del agua en las semillas con diferentes contenidos de agua durante el almacenamiento (Krishnan

2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se determinaron los tiempos de relajacion espin espin de semillas de sauce, equilibradas a actividad
de agua de 0,52, que presentaban contenidos acuosos cercanos al 10%, los que se compararon con los
resultados obtenidos de otras semillas de tamafio similar, equilibradas a la misma actividad de agua. Los
resultados se muestran en la Tabla 3.V.1.

El andlisis de la sefial de relajacion transversal determinados por FID para las semillas secas mostraron
que el decaimiento de la sefial podia ser representado por una curva exponencial de primer orden, y que el
tiempo de relajacion de las semillas de sauce supera al de las otras. Esto indica una mayor movilidad
molecular que seria consistente con el méas rapido deterioro que muestran estas semillas, si bien la diferencia
en las movilidades no guarda relacién con la que existe entre las longevidades. De todas maneras, respecto
de la aplicacion de esta metodologia o de la que detecta el movimiento de sondas (ESR espin probe para
evaluar la movilidad molecular, es necesario tener en cuenta que, como consecuencia de la menor o
incompleta desdiferenciacion celular las semillas de sauce presentan un sistema mas heterogéneo

estructuralmente que el de las semillas ortodoxas tipicas por lo que una estricta comparacion de las
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movilidades entre sauce y las otras semillas resultaria cuestionable. En concordancia con esto ultimo surge la
cuestién del grado de homogeneidad del sistema a evaluar que sea compatible con una confiable
interpretacion de los resultados. Sin embargo, un analisis de los ecos de espin a través de la secuencia Hahn

exhibi¢ diferencias de comportamiento para las semillas de sauce (Tabla 3.V.2).

T2riD IC Amp.

w aw (ks) (ks) (%)

Cilantro 9,2 0,552 9,7 0,1 100
Valenciana 8,9 0,551 9,9 0,1 100
Trebi 8,7 0,553 8,9 0,1 100
Sauce 10,1 0,510 11,4 0,1 100
Trigo 11,0 0,547 9,0 0,1 100

Tabla 3.V.1.- Tiempos de relajacion T obtenidos por FID, para un modelo de decaimiento
monoexponencial, con para semillas de distinto tipo. W contenido de agua en base seca; aw: actividad de
agua; I.C.: intervalo de confianza; Amp: amplitud relativa de la sefial.

T2 Hahn IC Amp. T2 Hahn IC Amp.
(ns) (us) (%) (bs) (us) (%)
Cilantro 37 4 100 -- -- --
Valenciana 40 4 100 -- - - --
Trebi 33 3 100 -- -- --
Sauce 30 3 80 530 0,461 20
Trigo 33 3 100 -- -- --

Tabla 3.V.2. Tiempos de relajacion T2 obtenidos por la secuencia de ecos de espin de Hahn para
semillas de distinto tipo. IC: intervalo de confianza; Amp.: amplitud relativa de la sefial, en porcentaje;
- - no corresponde, ya que el modelo de primer orden fue el Unico adecuado.
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En las semillas de sauce aqui estudiadas aparecieron dos poblaciones de protones, una, que da cuenta
de alrededor del 80% de la sefial, con tiempos de relajacion de 30 microsegundos y una segunda poblacion,
correspondiente al 20% de la sefial, con un tiempo de relajacion de 530 microsegundos. La secuencia de
Hahn detecta movilidades intermedias cuando ya han relajado los protones menos méviles. Para el resto de
las semillas mas del 99% de los protones decayd en un tiempo de relajacién cercano a 30 microsegundos. La
presencia de la segunda poblacién de protones, mucho mas méviles, segun lo que indica su mayor tiempo de
relajacion, probablemente esté asociada a la presencia de vacuolas, tal como se observé por microscopia
electrénica (Capitulo 3.1l de esta tesis).

Cuando las semillas de sauce se humedecieron durante toda la noche, la actividad de agua de las
mismas aumentd a 0.97 y se repitieron las determinaciones para detectar si en ese estado hidrico la
presencia de agua libre podria distinguir algun comportamiento diferencial de las semillas de sauce con
respecto a las ortodoxas tipicas. En este caso, la aplicacion de la secuencia de Hahn permitio detectar que el
decaimiento de la sefial se podia representar por una funcién de decaimiento bi-exponencial para el caso de
sauce y mono-exponencial para el resto de las semillas. Para las semillas de sauce himedas se determind

una primera poblacion de alrededor de 30 ps y una segunda cercana al milisegundo (844 us). Para el resto

de las semillas el decaimiento fue en tiempos del orden de 60 a 120 ps (Tabla 3.V.3).
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T2 Hahn IC Amp. T2 Hahn IC Amp.
(us) (us) (%) (us) (us) (%)
Cilantro 97 2 100 -- -- --
Valenciana 121 20 100 -- -- --
Trebi 64 3 100 -- -- .-
Sauce 30 4 23 844 123 77
Trigo 57 10 100 -- -- --

Tabla 3.V.3.- Tiempos de relajacion T2 luego de la secuencia de eco de espin de Hahn para semillas
humedecidas. IC: intervalo de confianza; Amp.%: porcentaje de intensidad de la sefial.

- -2 no corresponde, ya que el modelo de primer orden fue el Unico adecuado

De modo similar a lo que sucede en las semillas secas, en las semillas humedas de sauce también se
detectaron dos poblaciones de protones aunque con mayor movilidad (Tabla 3.V.3). En el resto de las
semillas, por este método, solo se detecta sélo una.

Mediante el andlisis de los tiempos de relajacion por eco de espin, luego de la aplicacion de la
secuencia CPMG se puede estudiar el comportamiento de las fracciones de protones mas maviles. Ya que
la aplicacion de esta secuencia involucra la aplicacién de tiempos de varios pulsos y tiempos de interpulsos,
la medicion se realiza cuando las poblaciones de protones menos maviles se han relajado, y por eso se
detecta Unicamente el comportamiento de los protones mas méviles. En este caso, se pudo determinar que
el decaimiento era tri-exponencial (lo cual indica la presencia de por lo menos tres poblaciones de protones
de alta movilidad). Como muestra la Tabla 3-V-4, la primera poblacién corresponde a protones que relajan en
el orden de 5 a 10 ms, la segunda entre 15y 50 y la tercera (mas mévil) de 77 a 170 ms. En este caso las
semillas de sauce muestran tiempos de relajacién dentro del rango del resto de las semillas, y quiza una
pequefia diferencia en la distribucién de movilidades, ya que presentan una proporcidn levemente menor que

el resto de las semillas de la tercera poblacidn (mas movil).
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T2ewpmg| IC Amp. T2 ceme IC Amp. | Tacpme IC Amp.
(ms) | (ms) (%) (ms) (ms) (%) (ms) | (ms) (%)
Cilantro 13 1 39 46 10 34 164 10 26
Valenciana 8,7 0,4 43 32 2,2 38 136 10 19
Trebi 3.8 0,1 47 19 0,7 35 71 2 19
Sauce 4,3 0,1 44 15 0,3 32 96 1 12
Trigo 4,8 0,2 49 17 0,7 36 77 3 15

Tabla 3.V.4.- Tiempos de relajacion T2 luego de la secuencia de eco de espin CPMG para semillas

humedecidas. IC: intervalo de confianza; Amp.%: porcentaje de intensidad de la sefial

El analisis de los diferentes tiempos de relajacion T, obtenidos segun FID, Hahn y CPMG indica que la
diferencia de comportamiento méas notable en cuanto a la movilidad de los protones corresponde a las
semillas con contenido acuoso cercano al 10%, que es el que alcanzan las semillas cuando se deshidratan
naturalmente.

En un trabajo de investigacion reciente sobre semillas de quinoa (Castellion 2008) se reporta que la
tercera poblacion de protones cuyo tiempo de relajacion es del orden de 100 ms, correspondia a los protones
de los lipidos mas méviles ya que su amplitud y tiempo de relajacion no variaba con el contenido de agua
(Castellion 2008). De esta manera se podria atribuir a los lipidos una importante contribucion de los protones

de dicha poblacion.
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(c). PROPIEDADES DE SORCION- ISOTERMAS DE SORCION
INTRODUCCION

El contenido de agua en las semillas es ciertamente el factor mas importante para determinar sus
caracteristicas de almacenaje. En general, las humedades adecuadas para el almacenamiento de semillas

ortodoxas se encuentran entre 7 'y 10% (base en masa seca) (Leopolds 1990).

La actividad de agua (aw), es una medida indirecta del agua que esta disponible en un dado material

para participar en diferentes reacciones deteriorativas y en el crecimiento microbiano.

En el equilibrio, a temperatura constante, las actividades de agua de los componentes de una mezcla
son iguales, mientras que los contenidos de agua pueden no serlo. La actividad de agua esta relacionada con

la humedad a través de la isoterma de sorcion de agua. Su valor varia entre 0 y 1.

Py (1,0)

ay = =T° =cte 1.1
p\/(HZOpura)

Donde:
aw es la actividad de agua
p s la presion de vapor de agua en el sustrato a la temperatura T
Po €s la presion de vapor del agua pura a la temperatura T
Esta igualdad se basa en asumir la existencia de equilibrio termodinamico. Generalmente en sistemas
complejos, como las semillas, esta condicion puede no cumplirse y por ello seria mas correcto usar el término
presion de vapor relativa (PVR) en lugar del término aw (Fennema, 1996).
En el equilibrio, la relacién entre la aw y la humedad relativa (HR) esta dada por la ecuacién siguiente:

_HR

=— 1.2
" 10c

a
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El contenido de agua es simplemente una medida de la concentracion de agua en la semilla. En el equilibrio,

el contenido de agua se relaciona con la humedad relativa 0 aw mediante las isotermas de sorcién. Las

isotermas de sorcion de diferentes materiales biologicos muestran un curva de forma sigmoidal reversa

(Leopold y Vertucci,1986; Vertucci y Leopold, 1987, Ishida y col, 1988; Roberts y Ellis, 1989).
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Figura 3.V.5.- Isoterma de sorcién de semillas de lechuga (azul) y de cebada (roja) a temperatura
constante (Ellis y Roberts, 1980). El contenido de agua se muestra como % en base humeda y % en base

Seca.

De acuerdo con dichas curvas y estudios calorimétricos, se han clasificado al menos 5 rangos de agua

0 niveles de hidratacion en los tejidos de semillas ortodoxas y recalcitrantes (Vertucci, 1989, 1990; Berjak y

col., 1990, 1992; Pammenter y col, 1991). En la region 1 (de 0 a 8-10 g H.0/ 100g de masa seca), las

moléculas de agua estan asociadas fuertemente a superficies macromoleculares por enlaces i6nicos y se

comportan como un ligando antes que como un solvente. La energia de atraccion es estimada como —50kJ

mol-.
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En la region 2 (8-22%), el agua forma parte de vidrios generados por los sdlidos (Williams & Leopold,
1989) y la energia de atraccion disminuye a cerca de —2kJ mol-! sugiriendo una interaccién débil con la
superficie macromolecular (Vertucci, 1989). Cuando su concentracion esta cerca del 22%, el agua recupera
sus propiedades de solvente y aparecen algunas actividades metabdlicas. Las moléculas de agua
correspondientes a las regiones de hidratacién 1y 2 se conocen tradicionalmente como “agua ligada®, que da

cuenta de la gran interaccion de estas moléculas con los sélidos.

Las propiedades térmicas del tercer nivel de hidratacion (22-33%) aparentan ser de una solucion
concentrada. A este nivel de hidratacion se puede medir la respiracion (Leopold & Vertucci, 1989). En la
region 4 (33-55%) y 5 (encima del 55%), el agua exhibe propiedades térmicas similares a una solucion
diluida. Encima del 55 % de contenido de humedad, los tejidos de las semillas estdn completamente

hidratados, permitiendo que se lleve a cabo el proceso de germinacién.

Estudios de la influencia de la actividad de agua (aw) en la velocidad de las reacciones quimicas indican
que a bajas actividades, el agua no esta disponible para actuar en reacciones quimicas debido a que esta se
encuentra fuertemente ligada a la superficie de sitios polares. A mas altas actividades, el agua existe en
multicapas o dentro de capilares como fase condensada y la movilidad del sistema se incrementa. Esta
situacion es atribuible a las diferencias de intensidad con la que el agua se asocia con los constituyentes no
acuosos. El agua unida fuertemente esta menos disponible para las reacciones degradativas, tales como el
crecimiento de microorganismos y las reacciones quimicas hidroliticas, que el agua que tiene asociaciones

débiles.

A una dada humedad relativa, la diferencia del contenido de agua en el equilibrio entre semillas de
diferentes especies puede variar, ya que depende de la composicion del citoplasma (Vertucci &
Leopold1987). Méas aun, la intensidad y naturaleza de la interaccion del agua con los sélidos de las semillas
incide sobre la velocidad de las reacciones de deterioro (Vertucci & Ross 1993; Leopold & Vertucci 1989). Por

lo tanto, las caracteristicas de sorcién de las semillas pueden tener influencia sobre la variacion de la
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longevidad de las semillas entre diferentes especies (Eira y col. 1999) o, aun, entre distintos cultivares aunque
la relacion entre la capacidad de unién del agua y el comportamiento en el almacenamiento no ha sido

confirmada.

Modelado de las isotermas de sorcién de agua

El modelado de las isotermas de sorcidn de agua es particularmente importante para predecir la vida
media de alimentos de humedad baja e intermedia (Labuza, y col., 1970; Labuza, 1980; Simatos & Karel,
1988). Las ecuaciones de Brunauer-Emmett-Teller (BET) (Brunauer, y col., 1938) y Guggenheim-Anderson-de
Boer (GAB) (van den Berg, 1981) son modelos conocidos de isotermas de sorcidn que proveen el valor de
humedad de monocapa. El valor de humedad de monocapa suele ser considerado como el contenido de agua
optimo para la estabilidad de alimentos de baja humedad. El modelo BET se deriva de un modelo de sorcion
que fue originalmente propuesto para la sorcién fisica de un gas inerte en una superficie de un sélido, y sus
dos supuestos son que la superficie tiene un area fija y geométrica, y que hay una diferencia grande entre la
cantidad de energia liberada cuando una molécula llega a la superficie del mismo sélido 0 a un sitio donde ya
esta cubierto por otras moléculas de gas. De esta forma, el valor de monocapa se visualiza como la cantidad
de gas que cubre la superficie expuesta del sélido completamente con una capa de una molécula de grosor
(van den Berg, 1981). La aplicabilidad del modelo BET se limita a aw en el rango de 0,1 a 0,5 (Labuza, 1968),
pero el modelo GAB se puede aplicar sobre un rango méas amplio de aw (van den Berg, 1981).

El modelo BET es empleado para estimar las superficies de sorcion de gases en materiales porosos a

fin de conocer su grado de porosidad, tipo, distribucion de tamarfio de poro y volumen medio de poros.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Isotermas de sorcion de sauce comparadas con otras semillas

La figura 3.V.6 muestra la isoterma de sorcién de agua obtenida para semillas de sauce a partir de los
datos de contenido acuoso a cada humedad de equilibrio empleada.

Se empled la ecuacién GAB para describir las isotermas de sorcion de sauce, empleando el método de
cuadrados minimos para minimizar la diferencia absoluta entre los valores experimentales y calculados a
través del modelo. Esta ecuacion GAB se ha empleado para varios materiales biologicos y es aplicable en un
amplio rango de contenido acuoso. Las constantes GAB mg, C y k, se obtuvieron empleando la forma

cuadratica:

Bz (Y g+ -0, *‘%_1)%0)35

donde: m es el contenido de agua; mo es el valor de humedad de monocapa GAB, C es la constante de
Guggenheim, relacionada con el calor de sorcién de la primera capa de moléculas, sobre los sitios primarios y
k es un factor que corrige las propiedades de la multicapa de agua respecto de las del agua . C y k estan
relacionados con la energia de interaccion entre la mono y multicapa y reflejan el efecto de la temperature en
las propiedades de sorcion. k es practicamente sin excepcidn cercano a 1, pero menor.

La bondad del ajuste se evalud a través de la desviacién porcentual (%E) entre los valores

experimentales y los calculados, para lo cual se emple6 la siguiente ecuacion:

100 |m—mi ¥
YE=""—» ——
° n Z m

Donde: n es el numero de mediciones, m es el contenido acuoso experimental y mi* es el contenido
acuoso calculado mediante el modelo.
Los parametros obtenidos para GAB, mo, k y C se muestran en la Tabla 1 junto con el de las semillas

de especies originarias del desierto de Atacama, pertenecientes a los géneros Alona, Balsamo y Nolana,
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algunas extremadamente tolerantes a la desecacion. Las constantes k fueron menores que 1 para todos los
materiales analizados [27]. Es interesante notar que tanto la llamada humedad de monocapa como las
constantes k y ¢ no muestran diferencias para las semillas que tienen distinta tolerancia a la desecacion. En el
trabajo de Vertucci & Leopolds (1987) se sugiere que las semillas intolerantes a la desecacion presentan
curvas de sorcion hiperbdlicas, caracterizadas por la ausencia de sitios de sorcién en la region 1. Segun los
resultados obtenidos en el presente trabajo, no es posible distinguir las semillas de sauce, de otras de

estabilidad mucho mayor, por el andlisis de las propiedades de sorcion.
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Figura 3.V.6.- Isoterma de sorcion de agua de semillas de sauce (mediciones por duplicado).

- 106 -



Los datos obtenidos a través de la aplicacién del modelo GAB se pueden observar en la Tabla 3.V.5.

Muestra mq? (%d.b.) kb (o %E° Referencias
Sauce 5.7 0.697 17.7 4 Presente estudio
Quinoa, cv.Baerll 5.0 0.873 23 3 Matiacevich y col. 2006
Quinoa cv.Ollagie 4.5 0.87 52 3.2 Matiacevich y col. 2006
Quinoa cv.Chadmo 4.7 0.88 56 34 Matiacevich y col. 2006
Lechuga 4.6 0.913 7.5 4 Ellis y Roberts 1995
Nolana villosa 5 0.679 19.1 5 Schebor y col. 2002
Balsamo 5.1 0.872 39.8 3 Schebor y col. 2002
Cebada 7.3 0.807 51.12 7 Ellis y Roberts 1980
Amaranto 10.2 0.81 16.8 5 Pollio y col. 1998
Balsamo 10.2 0.62 18.6 6 Timmermann y col. 2001

Table 3.V.5.- Constantes de la ecuacién GAB y bondad del ajuste aplicado a las isotermas de sorcién
de semillas de sauce y comparacion con los valores de otras semillas.

a Contenido de agua necesario para cubrir la superficie de los sitios mas polares con una molécula de
agua. (mo).
b Factor de correccion de las propiedades del agua en multicapas con respecto al agua liquida.

¢ Guggenheim constant
d Desvio relativo porcentual-

Isotermas de adsorcion de Nitrogeno
Debido a que el aire presente en las semillas puede ser un factor muy importante para determinar la

velocidad de deterioro de las semillas, se evalu6 la superficie de las semillas de sauce expuesta a aire, a
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través de las isotermas de adsorcion de nitrogeno, que se grafican en la figura 3.V.6. Para comparacion se
realizd el analisis también en semillas de trigo. La forma de las curvas de ambos materiales corresponde a la
clasificacion de isotermas tipo Il segun las isotermas estandar de IUPAC (se trata de sélidos de baja
porosidad), y en ellas puede observarse que la adsorcion de N es mayor en las semillas de sauce que en las

de trigo en todo el rango de presiones parciales.

Volumen adsorbido

0.000 Y Y v
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Presion relativa

Figura 3.V.6.- Isotermas de adsorcién de nitrégeno para semillas de sauce y para granos de trigo.

Los resultados obtenidos a partir del anélisis de las isotermas de adsorcidn de nitrégeno se encuentran
tabulados en la Tabla 3.V.6 en la cual se incorporé ademas el area superficial para la adsorcidn de agua

(SWaas) calculada a partir de los datos obtenidos mediante la ecuacién de GAB, de la seccion anterior:
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Donde SWenasg es la superficie para adsorcion de agua (m?/g), mo es elcontenido de agua de monocapa
obtenido por GAB (gH20/g/ N es el nimero de Avogadro (6.02 x 102% moléculas/mol); M es la masa molar de

agua (18 g/mol) y a es el area de una molécula de agua (10.6 x 1020 m2/molécula).

Especie SNger Vi SWaas
(m?/g) (cm?/g) (m?/g)

Trigo 0.0212 0.00487 354.50
Sauce 0.0800 0.01839 202.07

Tabla 3.V.6.- Superficies especificas para la adsorcién de nitrégeno calculada por BET (SNget) y para
la adsorcién de agua calculada por GAB (SWgag) para semillas de trigo y sauce.

Como lo indican los datos obtenidos, el area para la adsorcion de gases es muy baja en ambas
semillas con respecto a los materiales que normalmente se analizan por esta metodologia (catalizadores,
polvos, etc.). Ademas, para semillas de sauce es casi cuatro veces superior que para granos de trigo. Al
respecto, cabe mencionar que no existen referencias sobre la medicion de la porosidad en semillas,
metodologia que por los resultados obtenidos podria aportar una informacién muy util para diferenciar
comportamientos y susceptibilidad a la oxidacion. A su vez, el volumen medio de poro es también cuatro
veces mayor en las semillas de sauce que en las de trigo. La mayor area superficial y el mayor poro indican
una porosidad de las semillas superior a la de los granos de trigo analizados. A su vez, para ambas semillas,
las areas especificas para la adsorcion de agua es tres 6rdenes de magnitud mayor que las correspondientes
a la adsorcion de nitrogeno, lo que es consecuencia de la alta hidrofilicidad de ambos materiales, siendo esta
superior para los granos de trigo. Estos resultados son concordantes con la conclusion que se derivé de los

capitulos anteriores acerca de que la causa del rapido deterioro pareceria deberse a ciertas propiedades del
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contenido celular, especialmente, a una porosidad mas elevada que la de otras semillas ortodoxas, mucho

mas longevas.
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