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RESUMEN

Se estudié el efecto de las temperaturas supradptimas sobre el porcentaje de
germinacion, peso fresco de los ejes embrionarios y sobre la actividad ribonucledsica
en ejes embrionarios y cotiledones de semillas de Cicer arietinum.

Las altas temperaturas retrasan la emergencia radicular y disminuyen, por tanto
el peso fresco de los ejes. La actividad ribonucledsica es mucho mayor en los
cotiledones que en los ejes y va incrementando a medida que avanza el periodo de
germinacion, estando afectada de forma negativa por el incremento de la tempera-
tura.

SUMMARY

The effect of supraoptimal temperatures on germination percentage, fresh weight
and ribonuclease activity in cotyledons and embryonic axes has been studied.

High temperatures delay the radicle emergence and then diminishing the fresh
weight of embryonic axis. The ribonuclease activity is higher in the cotyledons than
in the embryonic axes and it was going to increasing with the germination periods,
being affecting negatively by the increasing of temperature.

INTRODUCCION

Las semillas germinan a una cierta temperatura 6ptima, por encima de la cual,
la germinacién puede ser retrasada o inhibida, un fenémeno conocido como
termoinhibicién (1, 5). La temperatura 6ptima para la germinacién de semillas de
Cicer arietinum es de 25°C. Temperaturas superiores a ésta, 30°C 6 35°C retrasan
la emergencia radicular y la capacidad para el intercambio i6nico en el eje
embrionario (7). Las razones de esta termoinhibicién son muy variadas, pero lo que
parece evidente es que las temperaturas altas actian sobre la velocidad de degrada-
cién del material de reserva presente en los cotiledones, lo que colaborard en un
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menor crecimiento del eje embrionario. Durante los procesos de germinacion, las
sustancias de reserva son movilizadas hacia el eje embrionario, por medio de
enzimas hidroliticas. El desarrollo de la actividad enzimética en este periodo de
tiempo depende de su activacién o de su sintesis «de novo».

La ribonucleasa es una de estas enzimas, de la que se conocen sus formas (18),
pero que su mecanismo de actuacion no estd todavia claro, aunque se ha demostra-
do que dicho enzima esta sujeto a un control postraduccional (15, 13, 14, 3, 8).

En el presente trabajo, se estudia el porcentaje de germinacion y el peso fresco
de los ejes embrionarios, asi como la actividad enzimatica ribonucleasa en ejes y
cotiledones de semillas de garbanzo, durante las primeras 36 horas de germinacion,
a la temperatura 6ptima y supradptima.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal y germinacién de las semillas

Para el presente trabajo se utilizaron semillas de Cicer arietinum cv Castellana
obtenidas comercialmente y almacenadas a 4°C hasta el momento de su utilizacién.

Las semillas se lavaron en agua destilada estéril y se incubaron en lotes de 50 a
25°C, 30°C 6 35°C, durante un minimo de 6 h y un méaximo de 36 h, en bandejas de
pléstico que contenian 175 ml de agua destilada estéril. El porcentaje de germinacién
fue medido a todos los tiempos y temperaturas, tomando la emergencia de la
radicula como criterio para saber cuando una semilla estaba germinada.

Una vez transcurrido el periodo de germinacion, los ejes embrionarios y
cotiledones fueron separados asépticamente, con objeto de medir la actividad
ribonucleasa.

Valoracién de la actividad ribonucleasa.

A los ejes embrionarios y cotiledones se les afiadieron 2 volimenes (p/v) de
tamp6n Tris-CIH (50 mM) pH=7.5 y se homogeneizaron. El homogenado se
centrifugd durante 15 min. a 30.000 g a una temperatura de 4°C, utilizandose el
sobranadante obtenido como enzima crudo.

La valoracion de la actividad ribonucleasa se hizo segin el método de Matilla y
Nicolés (11). El volumen final de la reaccién fue de 200 pl y estaba compuesto por:

Tampén fosfato sédico (200 mM) pH=.....................
Sobrenadante ...........ccoeeriieininineniencieenee.

ARN altamente polimerizado (4 mg/ml)
AGUAESHEII] ..o

La mezcla de la reccién se incubé a 37°C durante 60 min., tras lo cual se par6 la
reaccion con 50 pl de acetato de uranilo al 0.75% en acido perclérico, dejandola
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precipitar durante 1 h a 4°C. Seguidamente, se centrifugé durante 10 min. a 10.000
g y el sobrenadante asi obetenido se diluyé convenientemente y se midié la
absorbancia a 260 nm. Para la valoracién de proteinas, se siguié el método de
Lowry et al. (9).

La actividad ribonucleasa se definié como la cantidad de enzima que produce
un incremento en la absorbancia de 0.1 a 260 nm, comparada con un control sin
sustrato.

La actividad especifica viene expresada como actividad por mg de proteina.

RESULTADOS

La temperatura 6ptima de germinacion para semillas de Cicer arietinum es de
25°C (Fig. 1A), alcanzdndose el 100% de emergencia radicular entre las 24 h y las
36 h; temperaturas débilmente superiores (30°C y 35°C) disminuyeron el porcenta-
Jje de germinacién un 39% a 30°C y un 79% a 35°C a las 24 h, en relacién con los
valores obtenidos a la temperatura ptima.

Al observar el peso fresco de los ejes embrionarios (Fig. IB) los resultados
fueron similares a los anteriores pero més acusados. A las 12 h de germinacién el
peso de los ejes embrionarios no presentaba diferencias estadisticamente significa-
tivas en funcion de las diferentes temperaturas. Como era de esperar, el tamafio de
los ejes embrionarios va incrementindose a medida que avanza el periodo
germinativo, tanto a la temperatura 6ptima como a la temperatura de 30°C; sin
embargo, a 35°C el peso de los ejes practicamente no vari6 durante las primeras 24
h, aumentando posteriormente de forma débil. A pesar de observar el 100% de
germinacion a 25°C a las 36 h, el hecho de que el peso fresco por eje en estas
condiciones se viera fuertemente incrementado entre las 24 h y las 36 h, nos hace
suponer que realmente la totalidad de semillas germinadas se debi6 alcanzar poco
después de las 24 h. Las temperaturas supradptimas tuvieron mds efecto sobre el
peso fresco de los ejes que sobre la emergencia radicular, asi mientras que a 36 h las
temperaturas de 30°C y 35°C soélo redujeron la emergencia radicular 1.54 y 2.7
veces, disminuyeron el peso fresco del eje 3.47 y 3.9 veces, respectivamente.

Como se puede observar, uno de los efectos de las temperaturas supradptimas
sobre la germinacién de las semillas del garbanzo es dificultar o impedir la emer-
gencia radicular, pudiendo esto deberse a una mayor degradacién del material de
reserva presente en los cotiledones y asi un menor crecimiento de los ejes
embrionarios. Las ribonucleasas son un grupo de enzimas que ejercen un papel
muy importante en la degradacion del material de reserva de una semilla, aumen-
tando su actividad a medida que avanza el proceso germinativo.

La actividad del enzima ribonucleasa (unidades totales) de los cotiledones y de
los ejes embrionarios de las semillas de Cicer arietinum se muestra en la Figura 2.
Los cotiledones presentaban mayor actividad ribonucleasa que los ejes embrionarios,
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para todos los periodos de germinacion y temperaturas ensayados. En los érganos
de reserva esta actividad enzimdtica incrementa aproximadamente 4 veces desde
las 12 h a las 24 h. Durante este espacio de tiempo el eje embrionario de 1a semilla
de garbanzo empieza a realizar el metabolismo aerobio y presenta un crecimiento y
desarrollo més intenso.

Las temperaturas supradptimas disminuyen la actividad ribonucleasa tanto mas
cuanto mayor es la temperatura, tanto en los ejes embrionarios como en los
cotiledones (Fig. 2), aunque el efecto de la temperatura fué mas acusado en los
6rganos de reserva.

Cuando representamos la ribonucleasa en forina de actividad especifica (Fig.
3), en los ejes embrionarios gerininados a 25°C se observé un aumento de esta
actividad enzimatica entre las 24 h y las 36 h con respecto a los resultados obteni-
dos a las temperaturas supradptimas, debido a que la cantidad de proteinas por
unidad de peso fue bastante menor a 25°C.

DISCUSION

Durante el proceso de la germinacion, las sustancias de reserva almacenadas en
los cotiledones son movilizadas y transportadas hacia el eje embrionario. En este
proceso estdn implicados diferentes enzimas hidroliticos. El desarrollo de estas
actividades enzimdticas en este periodo, depende de su activacién o de su sintesis
«de novox. La ribonucleasa, es uno de estos enzimas hidroliticos cuya regulacién
génica no estda totalmente esclarecida, cuestionandose si es a nivel de transcripcion
o de traduccion (3, 8). .

El desarrollo de la actividad ribonucleasa durante la germinacién de las semi-
llas ha sido estudiado en muchas plantas, tales como en Pisum sativum (4) y Pisum
arvense (3). Durante el proceso de la germinacién de las semillas la actividad
ribonucleasa se incrementa tanto en los cotiledones como en los ejes embrionarios.
En los cotiledones de Pisum sativum o Pisum arvense el alto contenido inicial de
ARN estd asociado con una baja actividad ribonucleasa (3). Por regla general, la
actividad ribonucleasa esta asociada con una disminucién en el contenido de ARN,
sugiriendo asi una funcién de esta enzima en la degradacién del ARN. Sin embar-
g0, en los ejes embrionarios de semillas de guisante, el incremento con el tiempo de
la actividad ribonucleasa viene acompafado por un incremento en el contenido de
ARN (17) y esto mismo ocurre en los cotiledones de semillas de garbanzo, si bien,
el proceso de degradacién es mayor (10, 11).

Como parece 16gico, la actividad ribonucleasa es mucho mds elevada en los
cotiledones que en los ejes embrionarios, ya que para el crecimiento y desarrollo
del eje se necesitan nucleétidos para los procesos anabélicos y estos nucledtidos en
gran parte serian transportados desde los cotiledones.

Las temperaturas supraéptimas (30°C y 35°C) retrasan la emergencia radicular
en semillas de Cicer arietinum, afectando al intercambio i6nico (7), asi como a los
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niveles de determinadas hormnonas (citoquininas y ABA) (2, 16). La disminucién
observada en el porcentaje de emergencia radicular en presencia de las altas tempe-
raturas estd asociada con un descenso acusado en el peso fresco de los ejes. Por otra
parte, nosotros hemos podido observar que la actividad ribonucleasa disminuye
progresivamente al aumentar la temperatura, siendo este efecto mas acusado en los
cotiledones que en los ejes embrionarios (Figs. 2 y 3). Esto puede estar asociado
con una disminucion en el contenido de agua inducido por las altas temperaturas,
ya que podemos observar que existe una correlacion significativa entre la actividad
ribonucleasa y el peso fresco de los ejes a dichas temperaturas. Esto nos hace
suponer que la actividad ribonucleasa estd afectada negativamente por un bajo
contenido de agua inducido por las altas temperaturas, como ocurre con el ABA,
fitohormona que presenta efectos similares al de las altas temperaturas sobre la
germinacion y el crecimiento del eje embrionario (6) y la actividad ribonucleasa
(12).
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Fig. 1. Porcentaje de germinacion (A) y peso fresco (B) de los ejes embrionarios de semillas de
Cicer arietinum germinadas en agua durante las primeras 36 h a 25°C (o), 30°C (A) 6 35°C (). Cada
punto es la media de tres repeticiones, las barras verticales corresponden a la desviacién estandar.
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Fig. 2 Actividad ribonucleasa (unidades totales) en ejes (0) y cotiledones () de semillas de Cicer
arietinum germinadas durante las primeras 36 h a 25°C, 30°C 6 35°C. Cada punto es la media de tres
repeticiones, las barras verticales corresponden a la desviacién estdndar.
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Fig. 3. Actividad ribonucleasa (actividad especifica) en ejes (0) y cotiledones () de semillas de
Cicer arietinum gernninadas durante las primeras 36 h a 25°C, 30°C 6 35°C. Cada punto es la media de
tres repeticiones, las barras verticales corresponden a la desviacién estandar.



