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1. FORMACION DE LA SEMILLA

L.1. Introduccién

En las plantas superiores, la semilla es el rgano que permite la dispersién pro-

pagacion y perpetuacion de la especie, mediante su transformacién en un nuevo
individuo por el proceso de la germinacién. Su estructura y fisiologia estdn adaptadas
para desempenar ¢l papel de uiidad de dispersion, y posee reservas que sustentarén

a la pldntula hasta que ésta pueda establecerse como un organismo autosuficiente,
autotrofo.

La formacion de la semilla en el ciclo de vida de las plantas superiores es un pro-
ceso de adaptacion tnico con el que se asegura que la planta madre sobreviva en la
proxima generacion. Asi pues, con la semilla comienza, en las plantas superiores, la

independencia de la nueva generacién (Bewley y Black, 1982).

La semilla, una vez se ha formado en el proceso embriogénico, paraliza su creci-
miento, acumula sustancias nutritivas en el tejido de reserva y finalmente se deseca.
Para sobrevivir largos periodos de tiempo en este estado de desecacion y, hasta que
las condiciones medioambientales le sean favorables para germinar, las semillas han

adquirido diversas formas de dormicion.

cstados que constituyen el desarrollo de una semilla y su germinacién impli-

can una regulacion temporal y espacial del crecimiento de las células y tejidos que la

forman.

Los niveles y actividades de varias hormonas cambian dramiticamente durante

estos procesos secuenciales (Bewley y Black, 1985), por lo que la pregunta que ac-

tualmente se plantea es si estos cambios en los niveles de fitohormonas estan cor-

relacionados con el crecimiento del embrién.

14 maduracién del embrion hay una acumulacién de sustancias de reser-

tolerancia a la desecacion y adquisicion de dor-

Durante

va, paralizacidon en el crecimiento,




micion (Walbot, 1978). Con » paso posterior a la desecacion, se reactiva la actividad

meristemdtica y se forma la pldntula, la cual se nutre de las reservas del endospermo

o cotiledones segin que la planta sea mono 6 dicotiledénea (Black, 1983). Como ex-

cepcion, las plantas viviparas germinan sobre la planta madre y sus semillas no tienen

dormicién (Robichaud y cois., 1980). Asimismo, un gran numero de semillas que no

tienen dormicién, germinaran una vez tomen agua y las condiciones de temperatura
sean las Optimas,

1.2. Estructura de la semilla.

La semilla se forma como resultado de un proceso de reproducci6n sexual, deri-

vando del ovulo fértil y en ella pueden distinguirse:
I. Testa

Estructura derivada de los tegumentos del évulo. Generalmente es una cubierta
dura y ¢n algunos casos presenta una cuticula interior y otra exterior (Angosto, 1990);
a menudo estd compuesta por lpidos o ceras y una 6 més capas de células protec-
toras, lo cual tiene importancia fisiolégica, pues confiere a la cubierta algiin grado de
impermeabilidad al agua y/6 a los gases, incluido el oxigeno. A veces la testa puede
ser de mucilago, que juega un papel importante en la retencion de agua por la semi-

lla, asi como en la induccién de la dormicion primaria (Bewley y Black, 1982).

Se ha sugerido que la testa sirve para proteger a las semillas de la pérdida pasiva
de sustancias intracelulares durante la imbibicion (Simon y Rajaharum, 1972). Varios
estudios han demostrado que durante la imbibicion, se liberan de la semilla hacia el
medio electrolitos, aziicares, aminodcidos, dcidos orgénicos y protefnas(Abde-Sama.d
y Pearce, 1978; Branlage y cols., 1978; Herndndez-Nistal y cols., 1983) y quf: supri-
miendo la testa se aumenta la pérdida. Duke y Kakefuda (1981) han sugerido que
durante la imbibicién de las semillas de algunas leguminosas se producen gra.nde.s
esta. Si quitamos la testa a estas semillas, durante la imbi-
células de los embriones. debido a la desintegracién de

por una hidratacién desigual de los

discontinuidades en la t

bicién pueden romperse las

los tejidos y a la presion ejercida sobre ellos




misnl S - c ari
0s; por lo que la testa actuaria, entre otras formas, para proteger de la ruptura a

las células del embrién, durante este periodo

II. Perispermo y endospermo

La mayoria de las semillas carecen de perispermo, estructura derivada de la nu-
cela. En algunas, el endospermo desaparece tota'mente durante el desarrollo del
embrion, ~l cual utiliza sus materiales de reserva para su propia formaci6n y desar-
rolla una o dos hojas embrionales (cotiledones) donde se acumulardn las sustancias
que utilizard la semilla durante la germinacién, cuando existe endospermo, los cotile-
dones son pequefios o estin transformados en haustorios. De acuerdo con ésto las

semillas se dividen en endospérmicas y no endospérmicas.

I11. Embrién

Consta de un eje embrionario con uno o méas cotiledones unidos a él; dicho eje

estd compuesto por:
- hipocotilo, es el segmento por el que se une los cotiledones.

- radicula, originaria de la rafz; normalmente es dificil delimitarla del hipocotilo y

la pliimula o dpice del tallo que posee la primera hoja u hojas.

- mesocotilo, que raramente existe, y que en caso afirmativo es un entrenudo exis-

tente entre los cotiledones.

En las semillas endospérmicas, el embrién ocupa proporcionalmente menos €spa-

cio que en las que carecen de endospermo, los cotiledones no almacenan reservas y

son a menudo delgados y en forma de hojas; en cambio, los cotiledones de las semi-

llas 1lamadas no endospérmica

como en las semillas de Vicia y Phaseolus ocupan a

s son mucho més voluminosos y en muchos casos,

proximadamente el 90% de la

masa total de la semilla.




IV. Reserv: la_semill:

Las semillas contienen cantidades relativamente grandes de reservas alimenticias

que mantienen el crecimiento y el desarrollo de la plantula hasta que ésta puede

establecerse por si misma como planta autotréfica. Estas reservas (que incluyen lipi-
dos, proteinas, carbohidratos, fosfatos orgénicos y varios compuestos inorgdnicos), son
guardadas en muchos casos, pero no exclusivamente, en distintas vacuolas; cuantitati-

vamente estas sustancias varian de acuerdo con los distintos tipos de semillas.

Los materiales de reserva pueden ser almacenados en el embri6n, en los tejidos
extraembrionales (endospermo o mds raramente perispermo) 6 en ambos. En el caso
de las leguminosas no endospérmicas, las proteinas y los hidratos de carb: 10 se lo-
calizan en los cotiledones, que permanecen bajo tierra durante la germinacion y el
crecimiento de la plantula (germinacién hipogea, guisante); o son llevados hacia

afuera cuando crece el hipocotilo (germinacién epigea, judia).

Durante el desarrollo de las semillas de las leguminosas, los nutrientes son trans-
portados a través del floema de la planta madre a los haces vasculares que conducen
a la vaina, conectada con los tegumentos (testa incipiente) de la semilla en desarrollo
(Pate y cols., 1974). No existe conexién directa entre los cotiledones o el eje embrio-
nario y la testa, por lo que el embri6n debe absorber los nutrientes liberados desde
los tegumentos; de esta ultima transferencia se sabe relativamente poco, pero la
absorcion puede ser ayudada en algunas especies por células especializadas con
mayor 4rea superficial, llamadas céb i»+ 2 transferencia, que se encuentran localiza-
das en la epidermis del embri6n, las ¢ s tomarén los materiales liberados por unas
células similares localizadas en la epidermis interna de los tegumentos (Gunning y
Pate, 1974). Otra via alternativa es que los materiales liberados por otras capas deben

ser transportados al embrion a través del suspensor, que €n algunas especies, como

las del género Phaseolus, estda muy desarrollado y también tiene células de transfe-

rencia.

El grado de desarrollo de estos componentes y i éstos son o no retenidos durante




el proceso de maduraci ¢ i
p maduracion de la semilla, son las diferencias estructurales fundamen

tales entre los distintos tipos de semillas.

1.3. Embriogénesis

Se conoce como embriogénesis la serie de cambios morfoldgicos, estructurales y
de expresion génica que tienen lugar en el embrion desde que se forma el zigoto
hasta que se produce un embrién madure dispuesto a germinar, una vez las condicio-
nes endogenas y medioambientales sean Optimas. También se puede definir como la
serie G2 procesos de fertilizacién y diferenciacién encaminados a la formacién de la
semilla; de la embriogénesis depende el éxito de la germinacién y, por tanto, el desa-
rrollo de un nvevo individuo. Es, por consiguiente, una fase de preparaci6n de la

semilla para la germinacion.

Durante los primeros estadios de la embriogénesis el programz del desarrollo se
orienta a la produccién de nuevas células. Sin embargo, existen pocos estudios sobre
la variacion del ADN durante las primeras divisiones celulares (Vallade y cols., 1978;

Kowyama, 1983).

Después de un periodo inicial de crecimiento por mitosis, el cotiledén cizce por
expansion celular y acumula gran cantidad de proteinas, carbohidratos y lipidos. Sin
embargo, el ADN puede seguir replicindose aunque no exista division celular. En
muchas semillas, entre ellas las leguminosas, el proceso de embriogénesis se acom-
pafia de fen6menos de endoreduplicacién; lo que provoca un incremento en el nime-
ro de copias del ADN y, por tanto, un actimulo en el ARN y proteinas diversas. En
Pisum arvense aparecen células 32C y 64C (Smith, 1973); en algodon y en soja tam-
bién se demosir6 este proceso de endoreduplicacién (Walbot y Dure, 1976; Dhillon y
Miksche. 1983). Todos estos procesos no parecen estar relacionados con una amplifi-

caci6én génica (Goldberg y cols., 1981; Fischer y Goldberg, 1932).

El metabolismo del ARN y de las proteinas tiene gran importancia durante la
dican que la sintesis "de novo" del

embriogénesis. Existen datos experimentales que in
as de reserva (Dure y

ARN se produce incluso antes de la acumulacién de protein




cols., 1980, 19 e '
, 1981). El ARN se acumula en cantidades muy superiores a las iniciales

Duffus i :
(Duffus y Rosie, 1975; Zhu y cols., 1980). Este material se utilizar4, en parte, para la

sintesis ine ' j
de proteinas que tiene lugar en fases mas avanzadas de la embriogénesis

cuando la transcripcion apenas existe. Gran parte de la sintesis proteica en las prime-
ras fases de la germinacion se lleva a cabo con los ribosomas no degradados durante
la embriogénesis. Sin embargo, la sintesis de ARN es necesaria para el inicio de la
germinacion (Cheung y cols., 1979). En cotiledones embriogénicos de guisante hay
tres fases respecto a la capacidad ribosomica para sintetizar proteinas: lenta (embrio-
nes jovenes), muy rdpida (embriones con gran crecimiento) y nula (maduracién y
deshidratacion). Sin embargo, "in vitro" el sistema ribosomal no parece ser el causan-
te, ya que la adicion de ARNm exdgeno provoca sintesis proteica normal, lo que

parece culpar a la maduracion del "mensajero”.

Actualmente, la investigacion estd encaminada a demostrar qué relacién existe
entre el ADN producido en el proceso endorreduplicativo y el incremento en la
transcripcion. En otras palabras, de qué modo se utiliza el niimero extra de copias de
ADN.

La degradacién del ARN, constituye un aporte muy notable de nucle6tidos y azi-
cares al metabolismo embriogénico y, aunque se conoce muy poco, parece qué no
afecta en absoluto al proceso de transferencia y procesamiento de la informacién

génica a los estadios siguientes del estado embriogénico.

Las fitohormonas, al igual que en otras fases del ciclo de vida de la planta, inter-
vienen de forma relevante en el proceso embriogénico; asf, la presencia de citoquini-
nas coincide con el mayor indice de mitosis en el endospermo, por lo que se piensa
que estas sustancias son las responsables del aumento en tamafio de las semillas, lo

que redunda en una mayor capacidad para almacenar sustancias de reserva. Se ha

sugerido una relacion entre las giberelinas y el suspensor (Brady y Walthall, 1985);

asi, se encuentran concentraciones mayores de esta hormona en el suspensor que €n

el resto del embri6n, y ademds, el aporte exdgeno de esta hormona puede ser sus-

tituido por el suspensor € cultivos "in vitro". El nivel de proteinas disminuye osten-

. . G :
siblemente cuando los embriones se cultivan "in vitro" en ausencid del suspensor. La




concentracid i Ing '
entracion de giberelina y el tiempo en que esta hormona es transportada por el

suspensor al endospermo parece ser critica para el estado inicial del crecimiento del
embrion; el suspensor, por tanto, parece ser el responsable del aporte de GAs al
tejido de reserva (Pharis y King, 1985), asi como el de ejercer un papel esencial en el
crecimiento de embriones inmaduros (Cionini y cols., 1976; Yeung y Sussex, 1979). Se
han aislado mutantes de maiz (Sheridan y Neuffer, 1982) y Arabidopsis (Meinke,
1986) con alteraciones puntuales en el desarrollo del endospermo y del embrién, lo

que constituye una "herramienta" muy valiosa para el estudio del control fitohormonal

en el desarrollo de la semilla en su estado embriogénico.
1.4 Maduracién

Generalidades

En esta etapa, la semilla acumula una serie de materiales, tanto génicos como
derivados de las diferentes rutas del metabolismo primario (proteinas, lipidos e hi-
dratos de carbono, entre otros), cuya mision es abastecer al embrion durante la ger-
minacién, as{ como sustentar la proteinosintesis en los perfodos iniciales de la misma
(Mayer y Poljakoff-Mayber, 1982).

Las semillas de cereales utilizan las reservas del endospermo de forma muy limita-
da en el proceso dv la maduraci6n; en dicotiledéneas, por contra, se utilizan total-
mente durante la maduracién del embrién y son sustituidas por los cotiledones que
actiian como 6rganos de reserva para la germinacion. Asi mismo, durante la madura-

cién de la semilla, los tezumentos que rodean ai 6vulo sufrer ana serie de cambios,

transformédndose en la envuelt seminal o testa.

Tanto en monocctiledoneas como dicotiled6neas, el contenido de ALN aumenta

en el embri6n hasta que se inicia la maduracién, mientras que en el endospermo cesa

cuando lo hace la divisién celular. El ARN, por contra, incrementa durante la em-

briogénesis pero probablemente se manteng constante en la maduracién como con-

X n n
secuencia de que la proteinosintesis se realice en base a este material preformado

(Murray, 1984).




Las giberelinas y el 4cido indolacético (AIA), son las hormonas de mayor impor-

tancia en el estadio embriogénico e inicial de la maduracién Y parecen asociados al
- Incremento en el tamafno de la vaina y del propio grano (Mounler y cols., 1980).
Estos datos hay que considerarlos con mucho cuidado ya que los cambios de sensibili-
dad de los tejidos a los niveles de hormonas en un momento determinado, son de
importancia capital; parece que la sensibilidad al 4cido giberélico (GA;) disminuye,

mientras que incrementa considerablemente al ABA (Pharis y King, 1985).

En el periodo medio y final de la maduracién los niveles de GA, y AlIA disminu-
yen mientras que los de ABA se disparan, alcanzando unos maximos que coinciden
con el maximo crecimiento y peso seco; el maximo de acumulacién de reservas y el
comienzo en la pérdida de agua coinciden con un descenso ei: los niveles endégenos

de esta fitohormona (King, 1976; Naumann y Dorffing, 1982; Karssen y cols., 1983)

La acumulacién "in vivo" de ABA estd correlacionada con los procesos de madu-
racion que se inician en este periodo. En muchas especies hay una relacién inversa
entre los niveles endégenos de ABA y la capacidad de germinar el embri6n inmaduro
una vez que esta fitohormona ha sido eliminada de la semilla (Ackerson, 1984). En
ciertas variedades de cebada hay una correlacién entre la reduccion en los niveles de
ABA, el acortamiento de la dormicién y la baja resistencia de los brotes (Michael y

Beringer, 1980).

2. GERMINACION DE LA SEMILLA.

2.1 Introduccién

La germinacién se define como la serie de procesos morfogenéticos y metaboblicos
que tienen como resultado la transformacion de un embrion en una plantula capaz
de valerse por si misma y convertirse en una planta adulta. En 1a germinacién se dan

' i anabo-
procesos secuenciados y sincronizados en un esquema tan organizado que el

lismo y el catabolismo sof simultaneos.




Morfologic: ; Inacid
olégicamente, la germinacion es la transformacion del embrion en una plan-

tula. Fisiologi ‘ inacid
a. Fisiologicamente, la germinacion es la reanudacion del metabolismo y creci-

mi2nto que antes se habian deprimido,

genoi

y la puesta en marcha de la transcripcion del
na. Bioquimicamente, es la diferenciacion secuencial de las rutas oxidativas y
sintéticas (Jann y Amen, 1977).

Segin Mayer y Poljakoff-Mayber (1982), la germinacion es un sistema "semicerra-
do” en el sentido de que su iniciacién es un tanto imprecisa pues no estd bien defini-
do el punto en el que termina la semilla y comienza la plantula. Sin embargo, se
suele considerar que una semilla estd germinada cuando se ha producido la emergen-
cia radicular, aunque ésta no siempre va seguida por un desarrollo normal, y la ger-

minacion puede no llegar a completarse (Hegarty, 1978; Galli y cols., 1981).

La germinacion comienza cuando la semilla toma agua del medio, lo que activa su
metabolismo, pricticamente nulo en semillas secas y finaliza cuando se forma una

pldntula capaz de crecer normalmente de forma autosuficiente.

Para que se produzca la germinacién de una semilla viable son necesarias tres
condiciones: cierto grado de humedad, temperatura adecuada y aireacién suficiente.
La germinaci6n pues, es un proceso limitado a una hidratacion de la semilia y al

inicio del crecimiento radicular. Se divide en tres fases (Hegarty, 1978; Come,

1980/81):

1. Imbibicién - La semilla se hidrata y se reactivan numerosos sistemas metaboli-
cos, lo que da lugar, de forma rdpida, a una sintesis de ATP en centidades impor-

tantes (Perl, 1978), sintesis de proteinas (Sen y cols., 1975) y ARN (Cheung y cols,,
1979).

Comienza la actividad respiratoria (Kdllofel, 1970) tras la produccién de sustratos

en esos momentos; las mem-

y a pesar de los bajos niveles de oxigeno en la semilla
es y se produce una salida masiva de iones (entre ellos el

branas se hacen permeabl

K*), parte de los cuales son reabsorbidos posteriormente en el proceso de reestruc-
L]

Al mismo tiempo los materiales almacenados durante’ la forma-

turacion de aquellas.
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cion de la semilla entran a formar parte de las rutas metabélicas.
Durante la imbibicion, la activacion de la hidrélisis es realizada por hidrolasas
reexistentes. La sintesis "de novo" de estas hidrolasas, necesariamente lleva consigo
la activacion de la sintesis de proteinas y el metabolismo oxidativo acompanante. Las
primeras etapas pueden desarrollarse en anaerobiosis y no ser cruciales para la ger-
minacion, mientras que las Gltimas serdn las que determinarén si una semilla se

encamina hacia los procesos que llevardn a la germinaci6n (Thimann, 1977).

2. Germinacion - Se estabiliza la toma de agua, debido a que el potencial matri-
cial de la semilla es menos negativo, asi como el potencial osmoético. Comienza la
sintesis de nuevos enzimas, la formacién de nuevos organulos y un catabolismo activo
de las sustancias de reserva, que son movilizadas desde los cotiledones. Las semillas
Jurmientes y muertas mantienen este nivel de hidratacién sin entrar en la fase de la
erminacion visible. Es importants senalar que en este momento se produce la rees-
tructuracion de las membranas (Simon, 1981) y una parte de las sustancias excretadas

:1 medin en la fase anterior son reabsorbidas (Herndndez-Nistal y cols., 1982).

3. Crecimiento (germinacion visible) - Se inicia la elongaci6n y division celular de
la radicula que, emergerd, tras romper la tesia. Ambos procesos tienen que ocurrir,
jero no son necesariamente simultdneos. Algunos autores observan que en algunas
semillas, la elongacién celular en la radicula tiene lugar antes de que comience la
actividad mitotica y la division celular (Rogan y Simon, 1975; Sanckez-Calle y cols.,
1989). Durante esta fase se produce una ~trada de agua debida a que parte d= las

' ¢ ! ados s idrolizados a compuestos
proteinas y productos hidrocarbonados a'macenados son hidro p

los cuales constituyen sustratos osmoticamente activos y
Bewley y Black, 1982).

de menor peso molecular,

son transportados al eje embrionario en crecimiento (

' 3 vida, por lo
En las cé.ulas hidratadas existen componentes  que no son de larga p

inativos a mi rminacion.
que deben sintetizarse en periodos pregerminativos 0 durante la misma ge

parece ser un fenémeno relativamente tardio ‘en la ger-

La replicacion del ADN




minacion,

iniciandos ¢ a '
cidndose después de que haya tenido lugar una considerable sintesis de

et . .
proteinas, lo que demuestra la presencia en semillas de un ADN preformado durante

la Gltima fase de la maduracién de la semilla.

2.2 Factores que afectan a la germinaci6n.

La imposibilidad de una semill: '
milla para 2 i usas;
para germinar puede deberse a varias causas;
unas inherentes a la propia semilla (intrinsecas) y otras relacionadas con las condicio-
nes ambientales que afectan al proceso (extrinsecas). Las respuestas mostradas por
las semillas a la gran variedad de condiciones a las cuales estdn sujetas, pueden ser

consideradas como adaptaciones para aumentar la probabilidad de sobrevivir, en un

lugar y un medioambiente no predecible.
1. El agua.

La cantidad de agua en una semilla seca es muy baja (10-15%) y debe aumentar
para que comience su metabofismo. Por otra parte, su potencial hidrice es considera-
blemente menor que el del medio, por lo que toma de él gran cantidad de agua de

forma répida, duplicando, la mayor parte de las veces, su peso (Payne y cols., 1978).
| En un ecosistema natural, las semillas proximas a la superficie del suelo, estdn ex-

puestas a un riesgo de deshidratacion y sélamente germinardn si el agua se absorbe

més rdpidamente que se pierde (Fenner, 1985).

La rapidez en la imbibicién depende de las propiedades inherentes a la propia
semilla, tales como permcabilidad de su cubierta, contenido de sustancias hidratables,
potencial de agua de la s~-nilla, tamafio... Entre los componentes de la semilla que
participan en la imbibicion y retencién de agua se encuentran : mucilagos y sustan-

cias pécticas, celulosa y proteinas (Hegarty, 1978; Riggio-Bevilacqua y cols., 1984).

La imbibicién puede verse afectada por factores externos como la temperatura.

las temperaturas bajas parecen dafiar a las membranas celulares, interfiriendo asi la
toma de agua; mientras que las temperaturas moderadamente altas, permiten una
-

ma de agua mas répida, debido a la disminucién de la viscosidad de ésta.




I1. Temperatura.

Las semillas germinan en un entorno amplio de temperatura dependiendo de las

especies. La temperatura 6ptima para la mayoria de las semillas est4 entre 25 y 31°C.

Tanto las temperaturas altas como las bajas impiden la germinacién, asi como el
establecimiento de las plantulas y su posterior desarrollo. Las fluctuaciones diarias de

temperatura pueden producir cambios en los porcentajes de germinacién de una
especie.

La mayoria de las semillas requieren un termoperiodo en el que se alterna una
estacion fria (de activacion) con otra en la que el eje embrionario crece a temperatu-
ras intermedias (20-30°C). Al tratamicnco con bajas temperaturas se le denomina
"estratificacion”, y durante él, se produce crecimiento del embri6n y aumento de la
toma de oxigeno tanto en este como en la hoja primaria. Asf mismo, la relacién ac-
tivadores/inhibidores de la germinacién varia. En ocasiones, el tratamiento de frio
puede ser sustituido por una aplicacion de giberelinas, postuldndose que la sintesis de
estas sustancias reguladoras del crecimiento podria comenzar durante la estratifica-
ci6n. Sin embargo, los cambios que ocurren durante la estratificacion son complejos,

afectando a la semilla en distintos aspectos de su metabolismo.

Mayer y Marbach (1981) sugieren que las membranas son los sensores de la tem-
peratura por los cambios que se producen en sus propiedades ante las variaciones de
aquella. La temperatura critica a la que la membrana pasa al estado fluido, coincide

con la temperatura a la que la semilla presents respuesta fisiolégica (Hendricks y

Taylorson, 1979).

I11. Luz.

Ciertas semillas necesitan perfodos méds 0 menos largos de iluminacién para poder

germinar aunque germinan e oscuridad.

minosos estdn regulados por el fitocromo, cromoproteina que

Los procesos lu
quien por fotorreversibilidad alterna-entre una

actiia como pigmento fotorreceptor,
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forma activa (Pfr) y otra inactiva (Pr) (Kendrick, 1983). La forma inactiva absorbe luz

del rojo convirtiéndose en activa: se inactiva con rojo lejano. Las semillas que respon-

den a este efecto de denominan

"fotobldsticas positivas" y absorben, preferentemente
on del rojo. Las semillas "afotoblasticas” absorben en el rojo lejano. La

en la regi

importancia de la calidad de luz (rojo/rojo lejano) para la germinacién de las semi-
llas, se ha demostrado en un nimero elevado de especies (Dickie, 1977; Silveitown
1981; Vazquez-Yanes y Smith, 1982).

El fitocromo en su forma activa, probablemente actde a nivel de membrana fun-

cionando como una permeasa especifica regulable por fotoconversion (Frankland y
Taylorson, 1983).

IV. Gases.

La energia que se requiere en la germinacién proviene de los procesos de oxida-
cién, en presencia o ausencia de oxigeno. Aunque existen semillas que germinan con
niveles muy bajos de oxigeno, la mayoria requicren cantidades grandes de este gas,
hahiéndose comprobado que un aumento en su proporcion en la atmésfera que
rodea a una semilla favorece su germinacion, mientras que, si el aumento es en la

propoicién de CO,, la inhibe.

La cubierta seminal puede dificultar la difusion del oxigeno, retrasando o inhi-
biendo la germinacién. En leguminosas este hecho es frecuente, por ello, en los pri-

meros momentos de la germinacion, el metabolismo es, mayoritariamente, fermenta-

tivo (De La Fuente y Nicolds, 1977).

2.3. Control.

Existen un gran nimero de sustancias capaces de inhibir la germinacién. Algunos

de estos compuestos son toxicos para la vida del organismo y, a cONCentraciones

elevadas, impiden la germinacion de la semilla simplemente por que la matan; otras

i : e ™
sustancias tienen un efecto fisiologico € inhiben la germinacion sin dafar a la sem

' S i é lleve
irreversiblemente, afectando algunos de los procesos necesarios para que ésta se
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a cabo. Estas stanci interé
Son éstas las sustancias de Mayor interes y por tanto de las que nos ocupare-
mos principalmente.

Las plantas excretan sustancias al medio que pueden afectar a la germinacion de

las semillas (Walton, 1980). Los eucaliptos, asi como el roble Valonia y oiras espe-

cies, contienen inhibidores de la germinacién en sus hojas impidiéndola en su érea
de influencia.

Los microorganismos del suelo forman, como productos intermediarios de su me-
tabolismo, dcidos grasos de cadena corta, que afectan a la germinacién y al creci-
micnto de las pldntulas (Babiano y cols., 1989), posiblemente debido a que aumentan
la fluidez de la membrana plasmatica, afectando al intercambio iénico v a la acti-
vidad enzimdtica de los enziinas ligados a ella (Steward y Berrie, 1979; Metzger y
Sebesta, 1982). Podemos diferenciar tres tipos fundamentales de inhibidores segiin el

modo de actuacidn:
2.3.1. Inhibidores osmdticos.

El caso mas sencillo y quizds el mas frecuente er la naturaleza, es la inhibici6n
osmotica, es decir, cuando una semilla se encuentra en una solucién con alta presion
osmotica no puede germinar; en cambio, si sustituimos este medio por agua, la semi-
lla germinaré normalmente. Son varias las sustancias capaces de originar esta elevada
presién osmoética: azucares, sales inorgdnicas (CINa, etc.) cambiando también la

presién necesaria para ejercer esta inhibicion segin especie de que se trate (Munns y

cols., 1983).

2 3.2 Inhibidores metabdélicos.

Son aquellas sustancias que provocan inhibicion al interferir en determinadas rutas

metabolicas. Al estar la germinacion estrechamente relacionada con un metabolismo

activo, todos los compuestos que interfieren en el metabolismo normal, afectan a la

germinacion.




Un ejemplo de este tipo de interferencia son los inhibidores de la respiracién

como cianuro, dinitrofenol, azida, hidroxilamina y otros, que inhiben la germinacion a

concentraciones similares, aunque no siempre idénticas a las que inhiben al proceso
metabolico.

Otro tipo de inhibidores metabélicos de gran importancia en la germinaci6n son
los que interfieren en la sintesis de 4cidos nucléicos y proteinas, como el S-fluoruraci-
lo que inhibe la sintesis de ARNr y ARNt (Key y cols., 1972); a-amanitina, que
inhibe la sintesis d¢ ARNm a bajas conceitraciones (Jendrisak, 1980), cordicepina,

que impide la poliadenilacién del ARNm (Delseny y cols., 1981).

2.2.3, Control fisiolégico.

Los inhibidores fisiologicos de la germinacién afectan a algiin proceso metabdlico
necesario para ésta. Los compuestos fendlicos la inhiben y dada su amplia distribu-
ci6n en frutes y plantas, se consideran inhibidores naturales de la germinaci6n (Naqui
y Hanson, 1982; Williams y Hoagland, 1982; Khan y Ungar, 1986).

3. REGULACION HORMONAL DE LA GERMINACION

3.1 Introduccién

1.a germinacion de semillas, como cualquier proceso de crecimiento y desarrollo,
esta regulada por las fitchormonas, sustancias sintetizadas por la propia semilla tanto

en la embriogénesis y maduracion como durante la germinacion propiamente dicha.

La regulacion hormonal se puede abordar bajo dos puntos de vista diferentes: a)

observando los efectos provocados por la aplicacion exogena de hormonas y/o b)

estableciendo los niveles hormonales endogenos y tratar de correlacionar estos con

un determinado estado del proceso germinativo. Hay que distinguir entre los efectos

de las hormonas aplicadas exdgenamente y la influencia del nivel endégeno de esta

imi ' i nos de
ancia, para lo que s¢ necesita un conocimiento previo de los niveles endoge

sust
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la fitohormonas ¢ '
as arl: '
S antes de aplicarlas exégenamente. Sin embargo, no siempre es posi
, NO ¢ $ posi-

ble correlacion: ¢ isiologi
onar el estado fisiolégico de una semilla con Su contenido hormonal

(Black, 1980/81; Walton, 1980/81).

Las hor i
monas vegetales tienen un efecto dual; una respuesta rdpida conllevaria

algun: ificaci '
guna modificacién a nivel de membranas y una respuesta lenta debida a un efecto
sobre la expresion génica. No obstante, estos efectos dependen del nivel endégeno de

estas fitohormonas, asi como de la actividad metabélica y de la sensibilidad del tejido
(Trewavas, 1982).

3.2 Giberelinas.

Las giberelinas regulan, entre otros procesos, la sintesis y secrecion de las pro-
teinas y los enzimas necesarios par: la germinacién, por intervenir en la elaboraci6n
de un sistema de endomembrana y en la sintesis de nuevas especies de ARNm
(Northcote, 1987; Jones y cols, 1987). Asi mismo, las giberelinas estimulan la germi-
naci6n de las semillas cuya dormicién esté impuesta por el desarrollo incompleto del
embrion, resistencia mecénica de las cubiertas o presencia de inhibidores (MaCMi-
llan, 1985).

Las giberelinas, al igual que otras fitohormonas abundan particularmente en zonas
de répido crecimiento o diferenciacion; pero en las semillas, los lugares de accion

pueden dividirse en dos categorias distintas:

1- Los relacionados con la activacién y las primeras etapas del crecimiento en ex-

tension del eje embrionario (Ilan y Gepstein, 1981).

2- Los lugares relacionados con la movilizacién de los materiales de reserva (capas

de aleurona, entre otros) (Mozer, 1980; Jones y cols, 1987).

existen diferencias basicas en la sensibilidad entre los dos grupos, aun-

temporales. En lo que se refiere a los lugares rela-
as sintetizadas o liberadas en

Parece que
que estas son, casi enteramente,

cionados con la movilizacién, son activados por giberelin
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el eje embrionario (Parys y cols., 1983).
3.3 Citoquininas.

Diversas sustancias con actividad citoquininica promueven la germinacién y elimi-

nan la dormicién en semilla, contrarrestando los efectos de algunos inhibidores.

Las citoquininas pueden actuar a varios niveles. Burrows (1975), sugiere tres nive-
les principales de actuacion:

1- Control a nivel de la expresion génica.
2- Control a nivel de traduccién.

3- Regulacion de la funcion proteica.

Existen pocas pruebas a favor de estos tres niveles, aunque ello no quiere decir

que no contribuyan a la accién de las citoquininas sobre la germinacion.
Un papel importante de las citoquininas en la semilla, es posiblemente alterar la
permeabilidad de la membrana (Bearder, 1980) y la movilizacién de las reservas en

dicotiledoneas (Metivier y Paulilo, 1980).

3.4 Auxinas.

El 4cido indolacético no parece estar implicado en la germinacién de las semillas,

sino que su papel se rclaciona con el crecimiento, mediante su accion sobre la exten-

sion de la pared celular (Cleland, 1983).

La existencia de AIA en semillas y el hecho de que el contenido aumente én res-

puesta a cambios en las condiciones que favorecen la germinacién, puede indicar que

dicho proceso. Aunque no estd claro que papel jue-
AIA desde las formas ligadas o

esta hormona es importante en

gan las auxinas en la germinacion, la liberacién del

conjugadas debe, sin embargo, contribuir al control del crecimiento temprano de la

plantula.




El acido i éti
ndolacético es promotor de la germinacién de algunas semillas (Mayer y

Poljakoff-M: '
o?akoff Mayber, 1982), y estimula la produccién de etileno en ejes embrionarios y
cotiledones (Abeles, 1972; Esashi y cols., 1977); por ello, parece probable que en los

€asos inaci
os que el AIA promueve la germinaci6n se deba a la activacién de la produccién
de etileno.

3.5 Acido abscisico.

‘ El ABA es el inhibidor fisiolégico mds importante de la germinaci6n. Su presen-
cia en semillas estd generalizada, e incluso se ha comprobado la existencia de una
relacion entre los niveles endogenos y la incapacidad para germinar (Milborrow,
1974; Narasimhareddy y Swamy, 1979). Existen muchas pruebas de que los niveles de
ABA disminuyen durante la estratificacion, como paso previo para su germinaci6én en
el laboratorio, aunque no siempre es asi, y en algunos casos, esta disminucion no es
suficiente para romper la dormicién (Sondheimer y cols, 1974; Barthe y Bulard,
1978). Se ha sugerido que una funciin del ABA seria evitar el viviparismo de los
embriones durante la formacion de la semilla (Dure y Caryl, 1981); actiia también
como inductor de la dormicion, proceso correlacionado con los niveles de ABA (Mil-

borrow, 1974).

Es evidente que el ABA interacciona con Otros reguladores del crecimiento, y, en
particular con citoquininas y giberelinas, controlando la dormici6n y la germinacion

de semillas (Pinfield, 1987; Karssen y Groot, 1987).

Se ha comprobado que las semillas sometidas a un "stress” osmético 0 i6nico du-
rante la germinacion, aumentan los niveles de ABA "libre" o "ligado” (Hasson y Pol-

jakoff-Mayber, 1981); un posible papel del ABA seria frenar el proceso en los prime-

ros estadios de la germinacion (Walton, 1977). El wstress” hidrico sufrido por las semi-

[las seria el estimulo necesario para la produccion del inhibidor, de forma similar a lo

que parece ocurrir en la maduracién de semillas (Morris y Bowles, 1987). Recien-

temente, Gémez y cols., (1988), aislaron un gen activado por ABA en respuesta 2

nstress” hidrico, que codifica por una proteina rica en glicina.




El modo de '
. = . i
ccion del ABA, ain no es bien conocido, aunque las evidencias

sugieren que acti '
g que actia de un modo complejo afectando a numerosos procesc 5 relaciona-

dos con la germinacion:

- Inhibe la salida de protones y la absorcién de iones potasio que se produce
durante los primeros estadios de la germinacion de las semillas (Ballarin-Denti

y Cocucci, 1979; Galli y cols., 1979), reduciendo la toma de agua y elongacion
de la radicula (Walton, 1980).

Aumenta la sensibilidad de las semillas a la temperatura (Reynolds y Thomp-
son, 1971; Aldasoro y cols., 1981).

Influye en el metabolismo de los 4cidos nucléicos y proteinas (Walton, 1980;
Dure y cols., 1981), inhibiendo la traduccién de ciertos ARNm que codifican
por enzimas especificos de la germinacién y en algunos casos disminuye la sin-
tesis de ADN.

Presenta efectos inhibidores sobre la c-amilasa; Jacobsen y cols., (1980); Ho,
(1979) y Rodriguez y cols., (1985), han observado que el tratamiento de ABA
causa la aparicion de varios péptidos "in vivo" e "in vitro". Estos péptidos son
formados en presencia y en ausencia de giberelinas, tienen una vida media corta

y son sensibles a los inhibidores de la transcripcion y la traduccion.

La interpretacién de los efectos del ABA se complica mis atn con el hecho de

que esta sustancia se metaboliza normalmente en los tejidos de la semilla (Walton,

bolismo especialmente el 4cido faséico,
ek y cols., 1979; Sharkey y Raschke,

1980) y algunos de los productos de este meta

son activos en ciertos tejidos vegetales (Dash

1980).

A primera vista parece queé el efecto del ABA en tejidos vegetales es siempre

inhibitorio, sin embargo, una revision cuidadosa de los estudios realizados, revela que

olégicos. Analizando las’ proteinas

puede también promover algunos procesos fisi
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sintetizadas en embriones de algodon (Dure y cols.,

1980) se observo que el ABA,
ademas de inhibir la sintesis de una serie de proteinas relacionadas con la germina-

cion, también induce la sintesis de proteinas nuevas. Su funcién en este sistema no
seria impedir, sino regular los procesos de desarrollo. Por tanto, es incorrecto con-
siderar al ABA simplemente como un inhibidor de la germinacién o de otros proce-
sos celulares, sino mas bien como un regulador del crecimiento que coordina la fisio-

logia general de la planta, inhibiendo o promoviendo, segiin el caso, ciertos procesos
fisiologicos.

3.6 Poliam. aas.

Las poliaminas son derivadas del amonfaco, en cuya molécula se produce una
sustitucion a nivel de los 4tomos de hidrégeno origindndose aminas primarias, secun-
darias o terciarias segin se produzcan una, dos o tres sustituciones alquilicas respec-

tivamente.

Al carecer de algin grupo carboxilo, las aminas, en algunas ocasiones, se com-
portan como cationes a pH fisiolégico, reemplazando a ciertos cationes en el metabo-
lismo celular; tal es el caso del reemplazamiento de espermina y espermidina por

Mg** en sistemas "in vitro" de sintesis de proteinas (Matilla y cols., 1980).

Normalmente, y por descarboxilacion del aminodcido precursor, se forma la amina

correspondiente, quién posteriormente sufre las modificaciones oportunas:

R-CH.NH ——> R-CH,NH,
| |

COOH CO,

istribucid ié ¢ i irven
Las aminas, presentan una distribucién muy amplia en plantas superiores y § ;
de alcaloides y, en otros casos de fitohormonas; asi la

cido indolacético (AIA) (Via de la trip-

a menudo, cOMO precursores
Toine A
triptamina, en algunas plantas, origina el 4

tamina).




Figura 1. Ciclo de la metionina en relacién eon la biosintesis del etileno
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Sin embargo, y como queda explicito, las aminas pueden ser funcionales "per se"

como es el caso de la mescalina en el cactus (papel an ipredador), o de ciertas ami-

nas conjugadas que son importantes antifiingicos o antivirales.

En plantas superiores, las poliaminas se biosintetizan a partir de la arginina y de

forma especial de la ornitina, segin la ruta mostrada en la Figura L.

La ausencia de K* en el medio, incrementa la actividad de los enzimas resefa-

dos, asf como los niveles de putrescina (aproximadamente noventa veces), y agmatina
(cinco veces).

En muchas especies de plantas superiores, las poliaminas se encuentran en forma
conjugada con 4cido cindmico y sus derivados. Las amidas conjugadas del 4cido

hidroxicinamico pueden ser inhibidores de virus naturales.
V.1- Funciones de las poliaminas en plantas.

El estudio de las poliaminas tomé auge cuando se encontr6 que al afadirlas exo-
genamente inducfan crecimiento en ciertas especies y ciertos Grganos (Evans y

Malmberg, 1989).

Poliaminas como espermina y espermidina estimulan la sintesis de proteinas "in
vitro™: se desconoce el porqué pero se barajan varias alternativas: sustituir al Mg**,
facilitar el completado de cadenas polipeptidicas, inhibir RNasas "in vivo", disminuir

la dependencia de Mg** en e! sistema "in vitro", etc.

El crecimiento de ciertas especies vegetiles como Helianthus tuberosus inducido

por AlA, conlleva la acumulacion de poliaminas; igualmente, el tratamiento con

crecimiento importante. Es posible pues, que el meca-
poliaminas (Smith, 1985).

ciertas poliaminas provoca un

nismo de accion de las auxinas tenga algo que ver con las




Actualmente, se han establecido varios mecanismos por los que las poliaminas

pueden implicar un aumento en el crecimiento:

- Actuan "irn vitro" sobre la sintesis de ADN y ARN.
- Afectan a la sintesis protéica.
- Estabilizan las membranas (en condiciones de "stress") probablemente uniéndose a

fostclipidos, impidiendo la pérdida masiva de iones (Bagni y cols, 1982; Roberts y
cols., 1986).

- Previenen la pérdida masiva de clorofila en hojas.

- Probablemente prevengan la sintesis de etileno.

Los protoplastos aislados de hojas de avena son inestables y experimentan una
senescencia progresiva que desemboca en la lisis, la cual puede retrasarse por la
presencia de poliaminas. Las poliaminas afadidas a protoplastos durante su aisla-

miento reducen la sintesis de RNasa (Kaur-Sawhney y cols., 1978).

Debido a las caracteristicas policationicas de las poliaminas a pH fisiol6gico, es
probable que se unan al sustrato (ARN) y lo protejan de la degradacion por lo que, y
como consecuencia de ello, retrasan el perfodo de senescencia de las plantas o de

ciertos 6rganos (Altman, 1982 a; Merlo y cols., 1988).

Las poliaminas presentan un efecto protector de las membranas; asi, cuando se
trata el teiido vegetal con etanol al 8% la membrana es "reparada” por espermina

(Naik y Srivastava, 1978).

Ias concentraciones de poliaminas son anormalmente altas tanto en tumores de

animales como de plantas. La inhibicion de la formacion de amino-oxidasa por AlA,

puede ser el resultado de la acumulacion de aminas (Srivastava y cols., 1977).

La funcién de las poliaminas ha sido estudiada en una cepa de Aspergillus nidulans

colocaron en un medio minimo suplementadc
pa salvaje. La ausencia de putrescina dismi

y con putrescina, el crecimiento fue

iante al de la ce nuye el crecimiento a
semejante
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las 5-6 horas después de la i ion, ti
6 horas después de la inoculacion, uempo en que las poliaminas se acumulan
A i an en

los conidios de tipo salvaje. La deficie

Nncia en prutrescina €N eSte mutante parece ser ’

() -; .-’ ; v P ~r = e o - - i
casionada por la carencia de la ornitina-descarboxilasa (Winther y Stevens 1979)

Un probable mecanismo de accion de las poliaminas, como consecuencia de su
caracter cationico a pH fisiologico, seria su union a dcidos nucléicos estabilizando vy
organizando tanto al ADN como al ARN vy a sus actividades. En plantas, se ha de:
mostrado que las poliaminas se unen al ADN compitiendo con la actinomicina-D

cuya aceion es bien conocida por unirse al ADN (Evans y Malberg, 1989).

Existen estudios "in vitro" que demuestran que espermina y espermidina protegen
al ADN frente a la desnaturalizacion térmica. Estos efectos estabilizadores fueron
atribuidos a la neutralizacion de las cargas negativas de los grupos fosfatos (Cohen,
1971; Tabor y Tabor, 1976).

Cuando se estimula la sintesis de ARN en la célula también se promueven los
niveles de poliaminas intracelulares; lo que parece indicar que ambas moléculas
estan interrelacionadas, en lo que a sus efectos fisiologicos se refiere. Es muy pro-
bable que los incrementos en poliaminas y ARN sean consecucncias distimas de un
mismo efecto primario, no pudiéndose atribuir la funcién promotora de la sintesis de

ARN a la ornitina :scarboxilasa.

Si bien "in vitro" existen grandes cantidades de experimentos realizados con polia-
minas. no sucede lo mismo "in vivo", obteniéndose resultados que dependen del mate-

rial o tejido empleado. Asi mismo, las poliaminas estimulan a distintas protein-kina-

sas. estimulacion que varfa con el tipo de preparacion (Galston y Sawhney, 1990).

3.7 Etileno.

El etileno es la tinica fitohormona conocida de carécter gaseoso en condiciones fi-

siologicas de temperatura y presion. Ademds de ser reconocida como la "hormona
esos del desarrollo como: la

de la maduracion” el etileno estd implicado en otros proc




germinacion de las semillas, la abscision, inhibicién de raices

iniciacion floral, libera-
Clén b i " A ‘( 1 O 14 1 b 1 ' 1
de la dormicion de dpices y semillas, epinastia de hojas, senescencia de varios

organos y en muchos procesos de stres ambiental (McKeon vy Yang, 1987)

El etileno induce respuestas en las plantas a concentraciones de menos de 0,1 u/l.
El papel estimulante del etileno en la germinacion de semillas tanto durmientes
como quiescentes, es conocido desde hace mucho tiempo (Vacha y Harvey, 1927,
Hale y cols.. 1943; Ruge, 1947). Denny y Miller (1935) obtuvieron los primeros in-
dicios de que las semillas producian etileno, el cua:, rompia su dormicién, aumentaba

0 conservaba su vigor v estimulaba su metabolismo.

En semillas de cacahuete se ha demostrado que es el etileno el factor natural
implicado en la liberacién de la dormicion, ya que las menos durmientes (situadas en
la parte apical de la vaina) tienen una germinacion ligeramente mas alta, concentra-
ciones medias de etileno mayores y mayor velocidad de sintesis de gas, que las semi-
llas mas durr. ientes (situadas basalmente en la vaina) (Ketring y Morgan, 1969; 1970;
1972).

En semillas de lechuga el ctileno produce la liberacion de la dormicion en el
periodo de imbibicion inmediatamente anterior a la emergencia de la radicula; el

periodo inicial de imbibicién no requiere la presencia de etileno (Fu y Yang, 1983).

El etileno promueve el crecimiento longitudinal de los ejes embrionarios de
Phaseolus v Xanthium, aunque el efecto depende de las concentraciones de gas, del

tiempo de exposicion y de las zonas de crecimiento examinadas (Goto y Esashi, 1974

a, b; Katoh y Esashi, 1975 a, b).

Podemos explicar muchas acciones hormonales del etileno por su caracter gaseoso

y, por consiguiente, difusible. Otra ventaja de la difusibilidad del etileno podria ser el

. T -
hecho de que su concentracion en el tej = uede alterarse simplemente al cambi2

' ' “ducir I azie as hormonas
la velocidad de sintesis. Mientras que Jucir la concentracion de otra

] ificacio i ; Hgenc i se des-
requicre metabolismo 0 detoxificacion de los niveles endogenas, el etileno

cién celular alcanza répidamente el equilibrio entre el grado

prende, y su concentra
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de produccion y el de difusion. Podemos pensar que respuestas rdpidas del creci-

miento, como la respuesta al estimulo por contacto, y la inhib

icion o aceleracion de
la elongacion de los

tallos, se beneficiarian de tal sistema de respuesta rapido y sen-
Sitivo, i

El etileno no fué reconocido como una hormona vegetal hasta los afos S0, y su

ruta biosintética no qued6 perfectamente esclarecida hasta que se demostré que el
intermediario clave, ACC, era su precursor inmediato. Aunque en la ultima década

se han hecho muchos progresos en el estudio de la biosintesis y accion del etileno,

aun queda mucho por estudiar.

3.7.1 Biosintesis.
3.7.1.1 Localizaci6n.

El etileno es producido en casi todos los 6rganos vegetales variando su intensidad

con el tipo de drgano y con su estado fisiologico.

La localizacion de la biosintesis de etileno a nivel tisular o celular es poco cono-
cida. No obstante, en algunos 6rganos como seruiilas de melocoton o aguacate, 0
hipocotilos de Phaseolus se localiza en la cubierta semina! (Jerie y cols., 1976; Adato
y Gazit, 1977a) y epidermis ( Sakai e Imaseki., 1982), respectivamente. En otras semi-

llas, el embrién es el principal lugar de produccion de etileno (Morgan y cols., 1970;

Sanchez-Calle, y Matilla, 1987).

En cuanto a su localizacion subcelular, se ha demostrado que la produccion de gas
estd relacionada cen el plasmalema (Bouzayen y cols.,1990); también se ha indicado

que el enzima formador de etileno desde ACC, estd en el tonoplasto (Guy y Kende,

1984), o en la membrana interna de la mitocondria (Vinkler y Apelbaum, 1985), lo

- s Ls 1A - 1 ] 4 a
que no excluye la posibilidad de que otras membranas también conviertan el ACC

etileno (Mayne y cols, 1086); La integridad de la membrana es siempre necesarid

para dicha sintesis (Yang y Hoffman, 1984).
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Localizacion subeelular de la produccion de etileno segin Bouzaven v cols. (1990)

3.7.1.2 Ruta Binsintética.

Aunque se han propuesto numerosos precursores, sblamente la metionina era
rdapidamente convertida en etileno mediante un sistema "in vitro" que contenfa Cu®* y
acido ascorbico (Lieberman, 1979). Los carbonos 3 v 4 de la metionina son los que se
convierten "in vivo" en etileno (Lieberman, 1979). Después se propuso a la S-ade-
nosil-metionina, SAM, como intermediario, ya que la conversién de metionina a
etileno era inhibida por inhibidores de la fosforilacién oxidativa, implicando esto un
paso dependiente de energia (ATP). Adams y Yang (1977) demuestran en tejidos de
manzana que la “S-metionina y 3H.metil-metionina liberaban metil-tio-adenosina,
MTA, y su hidrolisis producia metil-tio-ribosa, MTR, que posteriormente se convertia

en etileno. Asi, la metionina debe ser convertida en SAM antes de que sea liberado

el etileno.

Adams y Yang (1979) identific T ACC, MTA y MTR como los productos mar-
con L(U-"C)-

uean la produccién de etileno. La

cados que se acumulaban cuando se incubaban tejidos de manzanas

metionina bajo condiciones znaerébicas, que bloq

incubaci6n posterior del tejido con 0,, tenia como resultado la produccion de etileno

marcado a partir de el ACC radioactivo que se
(1979) demostraron que el ACC estimulaba dramati-

habia acumulado. Coincidiendo con
estos hallazgos, Lurssen 'y cols.,
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camente | ceidin de eti ji
la producciéin de etileno en tejidos vegetales. Por analogia con la sintesis

quimics o ' 2 €8 [ '
] ca de ACC, dedujeron que éste podia derivar del SAM, y propusieron corregir

la ruta biosintética del etileno.

El ACC fue aislado en 1957, pero su interés no fué reconocido hasta que se acep-

to como precursor de la sintesis de etileno. EI ACC, ademas de convertirse en etile-
no, puede ser metabolizade a N-malonil-ACC (MACC). Este conjugado fué identi-
ficado independientemente por dos grupos diferentes. Amrhein y cols., (1981, 1982)
buscaban una ruta alternativa para el metabolismo del ACC basindose en el hecho
de que algunas bacterias y levaduras metabolizaban el ACC a otros productos ade-
mas de etileno. Encontraron que el ACC se metabolizaba a un conjugado que iden-
tificaron como MACC. Hoffman y cols., (1982) encontraron que las hojas de trigo
marchitas perdian mas ACC del que era necesario para la conversién a etileno;

demostrando con posterioridad que este tejido podia metabolizar ACC a MACC.

Una consideracion importante en la biosintesis de etileno es la cantidad limitada
de metionina presente en plantas. Se vié que para mantener una velocidad alta de
produccion de etileno, el azufre de la metionina debia ser reciclado. Se demostrd que
el grupo S-metilo del MTA era reciclado a metionina (Murr y Yang, 1975); usando
un doble marcaje (S, “C-metil)- MTA, se demostr6 que el grupo CH;-S del MTA
era utilizado, como una unidad, para resintetizar metionina (Adams y Yang, 1977).
Los dltimos trabajos han demostrado que la mitad ribosa del MTA provee el esquele-
to carbonado para la porcion 2-aminobutirato de la metionina (Wang y cols., 1982;

Yung y cols., 1982). La actual ruta biosintética del etileno se observa en la Figura 1.

3.7.1.3 Enzimas implicadas.

[.- ACC-Sintasa

e SAM a ACC y MTA, juega
s de ACC-

La ACC-Sintasa, enzima que cataliza la conversion d
un papel clave en la regulacion de la produccion de etileno. Los nivele

: 1 . 4 La Ls 3 a_
Sintasa se afectan por cambios en los niveles hormonales y por alteraciones del des

rrollo (Yang y Hoffman, 1984).




La ACC-Sintasa, preparada a partir de pericarpo de tomate, ha sido purificada y

caracterizada (Boller y cols.,

1979; Yu y cols., 1979; Yang, comunicacion personal),
La enzima requiere piridoxal fosfato para su actividad y es sensible a sus inhibidores

especialmente a la aminoetoxivinilglicina, AVG, (Ki= 0.2 M) y ¢l dcido amino-oxi-
acético, AOA, (Ki= 0.8 uM). Estos inhibidores han sido de gran ayuda para estudiar
la regulacion de la produccion de etileno, ya que permiten distinguir entre los efectos
de la ACC-Sintasa y los de EFE (Adams y Yang, 1979). El sustrato preferido por la
ACC-Sintasa es el (-)SAM, isémero natural, con una Km de 20 M, mientras que
(+)SAM es un inhibidor efectivo (Kahani-Oskouee y cols., 1984). Recientemente se
ha demostrado que la ACC-Sintasa es inactivada trés incubacién con SAM y este

proceso puede ser responsable de la corta vida media del enzima "in vivo" (Satoh y
Esashi, 1986).

Muchos autores proponen que, el SAM cuando es activado por la ACC-sintasa,
puede modificar irreversiblemente al enzima en una "inactivacion suicida" (McKeon y
Yang, 1987).

Este enzima aparece en niveles muy bajos en los tejidos con respecto a otras pro-
teinas, y presenta una gran inestabilidad. No esta claro si la enzima es inestable "per
se" o si son los procesos de heridas, que se usan rutinariamente para inducir altos
niveles del mismo, los que promueven la aparicién de enzimas hidroliticas que produ-

cen cortes proteoliticos dando lugar a una sintasa menos estable.

La ACC-sintasa juega un papel importante en la regulacion de la biosintesis de
etileno. Los procesos del desarrollo incluyendo germinacion, maduracion y senescen-

cia, asi como respuestas a stress por heridas, drogas, encharcamiento, congelacion,

agentes toxicos, infeccién o picaduras de insectos, etc., se relacionan con una alta

produccion de etileno (Lieberman, 1979; Yang y Hoffman, 1984). En todos es.0s

' i an fnados de
casos. se ha demostrado que los mayeres niveles de etileno estan acompana

una alta produccion de ACC, debido a la induccion o activacion de la ACC-sintasa

(Yang y Hoffman, 1984). Esta estimulacién se de
e ACC y por la capacidad del AVG para blo

muestra por medidas directas del

' quear o dis-
incremento en los niveles d




minuir el aumento, tanto de la sintesis de ACC como de |

a produccion de etileno. Se
‘I— a5 c ’1 0 . - - 1 L 1
cree que existe una verdadera induccion de la ACC-Sintasa ya que la cicloheximida

nhibidor de la sintesis de proteinas, bloguea eficazmente el incremento en la produc-

cion de etileno (Adams y Yang, 1977), a! igual que los inhibidores de la sintesis de

ARN (Yoshii e Imaseki, 1982). Sin embargo, trozos de pericarpio de tomats tratados
con Oxido de deuterio (*H,0) desarrollan una ACC-Sintasa con una mayor densidad
que el control incubado con agua, mostrando que la ACC-sintasa es sintetizada "de
novo" después de la herida (Acaster y Kende, 1983). La velocidad de produccion de
etileno se vé afectada no sélo por el propio etileno, si no también por otras hor-
monas vegetales como las auxinas, citoquininas y ABA; todos ellos regulan dicha

produccion a nivel de la sintesis de ACC, aunque pueden ejercer sus efectos por

diferentes mecanismos bioquimicos.

Las auxinas (AIA) promueven la produccién de etileno por inducir la sintesis de
ACC-Sintasa, lo que conduce a niveles mayores de ACC; el incremento en la produc-
ci6n de etileno es paralelo al incremento en ACC, y tratamientos con AVG bloquean
el incremento de etileno inducido por AIA (Yoshii e Imaseki, 1981; Yu y Yang,
1979). Esta induccion auxinica de la ACC-sintasz es inhibida no s6lo por los diferen-
tes inhibidores de la sintesis de proteinas, cicloheximida y 2-(4-metil-2,6-dinitroanili-
no)-N-metilpropionamida, si no también por actinomicina-D y a-amanitina, inhibido-
res de la sintesis de ARN. Estos datos sugieren que la induccidn de ACC-Sintasa s¢
produce a nivel transcripcional (Yoshii e Imaseki, 1982). Sin embargo, no estd claro

si el AIA induce directamente la sintasa 0 interviene algin otro proceso celular en el

efecto de esta hormona.

El ABA reduce de forma efectiva la produccion de etileno inducida por ¢l mar-
chitamiento en las hojas de trigo (Wright, 1980); pretratamientos con ABA inhiben la

acumulacién de ACC durante el tratamiento posterior de marchitamiento, pero no

afecta significativamente los niveles de ACC en hojas turgentes (McKeon y cols.,

1987). Ademas, cuando los hipocotilos de Vigna radiata L. estimulados por AIA son

tratados con ABA, la acumulacion de ACC se bloquea como resultado de reducir la

actividad ACC-Sintasa (Yoshii € Imaseki, 1981). Parece que el ABA no reprime la

ducidos, pero inhibe la ir.duccion del enzima causada

ACC-Sintasa en tejidos no in
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por marchitamiento o por tratamientos con AIA

De v aria - MIe
forma contraria a lo que ocurre con el ABA, las citoquininas estimulan la pro

duccm.n de etileno conjuntamente con otros tratamientos que incrementan la sintesis
del mismo. Asi, ia produccion de etileno, en tejidos tratados con AIA (Yoshii e
l.musek:, 1981) o tejidos estresados por encharcamiento (McKeon y cols., 1982),
aumenta en respuesta a la aplicacion de benciladenina como resultado de una mayor
actividad ACC-Sintasa y, el consecuente incremento en la acumulacion de ACC
Debido a que las citoquininas por si mismas no afectan marcadamente a los niveles
de ACC, su efecto sobre la ACC-Sintasa debe ser a través de algin otro factor que
afecte el nivel de induccion. Ya que las citoquininas y el ABA afectan los niveles de
ACC-Sintasa solo bajo condiciones de induccion, la induccién de ACC-Sintasa repre-
sentard un sistema ideal para comprender el efecto que estas hormonas vegetales
tienen sobre la expresion génica de la ACC-Sintasa, cuando su material genético

llege a ser disponible.

Dependiendo del tejido, el etileno puede promover su produccifn (autocatdlisis),
o inhibirla (autoinhibicién). Durante la autocatélisis en frutos maduros, el etileno
afecta inicialmente a la conversion de ACC en etileno aunque, posteriormente, se
produce un incremento masivo en la sintesis ae ACC (Liu y cols., 1985). El etileno
acttia directamente sobre la ACC-sintasa durante la autoinhibicién. Cuando se trata-
ron tejidos de uva con etileno durante 10 horas, se liberé sélo el 6% del etileno
liberado en aquellos tejidos tratados con aire (control); este efecto autoinhibitorio del

etileno resulté de la inhibicion de la sintesis de ACC (Riov y Yang, 1982).

En hipocotilos de Vigna radiata L. el tratamiento con AVG inhibe fuertemente la

produccion de etileno inducida por auxinas, pero causa un incrernento de 3-4 veces

en la actividad ACC-Sintasa (Yoshii e Imaseki, 1982); la incubacion con etileno 0

ACC de los tejidos tratados con AVG, reduce el desarrollo inducido de la ACC-

Sintasa. Estos resultados sugieren que, el tratamiento con etileno reduce el nivel de

ACC-sintasa bien por inhibir las sintesis del enzima bien por aumentar Su degrada-

cion (Yoshii e Imaseki, 1982).




I1.- EFE.

La conversion de ACC a etileno es llevada a cabo por un enzima oxidativo o

sistema enzimdtico denominado enzima formador de etileno (EFE). Adams y Yang
en 1979 fueron los primeros en describir la actividad EFE: aislaron ACC a partir de
un tejido de manzana incubado en una atmésfera de N,, y demostraron su conversion
a etileno bajo condiciones aerdbicas. Como el EFE no ha sido todavia aislado del
material celular intacto (vacuolas, protoplastos o tejidos), toda la caracterizacion del
enzima se ha realizado "in vivo". Esta situacién necesariamente complica la interpre-
tacion de muchos experimentos porque los efectos observados sobre ¢l EFE pueden
ser atribuidos a su accion directa o indirecta. A pesar de este problema, se conocen

bastantes caracteristicas de EFE.

El EFE tiene un alta afinidad para el ACC como sustrato. McKeon y Yang (1984),
utilizando segmentos de hipocotilo de guisante tratados con concentraciones variables
de ACC, basindose en la dependencia entre la velocidad de produccion de etileno y
la concentracion endogena de ACC, demostraron que el EFE tenia una Km de 66
uM. Guy v Kende (1984) obtuvieron una Km similar (61 4M) en vacuolas de hojas de

guisante.

Cuando uno de los hidrogenos del anillo de ACC es sustituido por un grupo etilo,

180 S " 1-amino-2-etil-ciclopropano-1-carboxilico
se generan 4 estercoisOmeros del ACC, 1-amino-2-etil-cicloprop

(AEC):
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dos de Vigr ' . utili
1gna radiata L., el EFE utiliza preferentemente uno de los estereoisomeros

IR, 2S)-AE ara la sintesi {
(IR, 28)-AEC, para la sintesis del andlogo 1-buteno del etiieno. Tanto el ACC como

i(l):\iEE‘:.arecen ser degradados por el mismo enzima EFE, ya que ambas reacciones
. : nhibidas de forma similar por disminucion en los niveles de O, y Co*; cuando
estan presentes ambos sustratos se inhiben mutuamente. Esta estereoselectividad dei
EFE para el isémero AEC, ha sido empleada como uno de los criterios para demos-
trar si los sistemas enzimdticos aislados coirespondizn a los sistemas "in vivo"
(McKeon y Yang, 1984). El otro sustrato del EFE es el oxigeno. La concentracion de
0, requerida para la actividad semimaxima, en pétalos de flores, se ha estimado en

e (K v enle P :
el 19% (Konze y cols., 1980) pero la funcién precisa del O, en la reaccién es descono-

cida hasta el presente.

Se han conccen numerosos inhibidores del EFE. El ién cobalto no tiene efecio
sobre la sintesis del ACC, pero es muy eficaz inhibiendo el EFE cuando se aplica en
el rango de concentracion de 10 a 100 uM (Liirssen y cols.,, 1979; Yu y Yang, 1979).
El acido a-aminoisobutirico, un andlogo estructural del ACC, inhibe competitiva-
mente la conversion de éste a etileno, aunque se requieren niveles relative mente
altos (Satoh y Esashi, 1980); presumiblemente su parecido estructural es el respon-
sable de sus propiedades inhibidoras, y las evidencics indican que el a-aminoisobuti-
rato también se oxida por EFE (Liu y cols,, 1984). Es interesante el resaltar que
tanto la ciclopropilamina como el 4cido 1-aminociclo- propano-1-fosférico, que son
convertidos quimicamente a etileno el ensayo para ACC (Lizada y Yang, 1979), no
son ni eficaces como inhibidores ni convertidos a etileno “in vivo". Los secuestradores
de radicales libres representan otra clase de inhibidores. Aunque muchos de ellos son
eficaces bloqueando la conversion de ACC a etileno "in vivo" (Yang y Hoffman,

1984), carcen de la especificidad deseada para la accion diana de los inhibidores en-
zimaticos.
en vegetales estaba inicialemente

Mientras que la conversion de ACC a etileno

considerada como una reaccion extremadamente inusual, se conocen nuMErosas pre-

AIA-Oxidasa, peroxidasa, lipooxigenasa, homogenados de ta-

paraciones enzimaticas (
e convierten ACC a ‘etileno en

llos de guisante O preparaciones microsomicas), qu
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presencia de varios cofactores. Mientras que estos sistemas son generalmente depen-

dientes de O,, carecen de la especificidad y afinidad para el ACC caracteristicos del
EFE nativo (Guy y Kende, 1984; McKeon y Yang, 1984; Venis, 1984). Estos sistemas
enzimdticos exhiben una Km para el ACC de 3 a 389 mM, por lo que su afinidad
para este compuesto es muchc mas baja que la encontrada para el EFE. Ademis,
estos sistemas, no discriminan entre los 2-etil-ACC estereoisémeros como lo hace el
EFE (Guy y Kende, 1984; McKeon y Yang, 1984; Venis, 1984). Es probable que estos
sistemas generen especies de oxigeno activo, tales como perdxido de hidrégeno o
superoxido, que pueden reaccionar quimicamente con el ACC para producir etileno

(McRae y cols., 1982; Yang y Hoffman, 1984).

El estudio de los productos de reaccion del EFE ha sido muy importante para
comprender el mecanismo del enzima. Como la 1-fenilciclo-propilamina es oxidada
quimicamente dando etileno y benzonitrilo, via i6n nitronium (Adams y Yang, 1981)
se propuso que el ACC debia ser oxidado por el EFE formando el correspondiente
intermediario i6n nitronium, que es degradado a etileno (derivado de los C-2 y C-3
del ACC) y 4cido cianoférmico (derivado del grupo carboxilo del ACC), el cual es
degradado espontineamente a HCN (derivado del C-1 del ACC) y CO, (derivado del
grupo carboxilo del ACC). En base a los productos de reaccion propuesios, Peiser y
cols., (1984) demostraron que el grupo carboxilo del ACC es liberado como CO,,
mientras que el C-1 produce HCN, que es rédpidamente metabolizado para producir
B-cianoalanina y asparragina.
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Puede notarse que en la conversion de ACC a CO

» HCN y etileno estd implicada
la oxidacion de 2e'. Cuando el cis- y trans-2

,3- dideutero-ACC son oxidados con Lipo-

clorito se libera cis- y trans-dideutero-etileno respectivamente, confirmando que esta

reaccion ocurre por un mecanismo concertado, probablemente via ion nitronium
(Adlington y cols., 1983). Sin embargo, cuando se incuban secciones de manzana con

uno de estos dideutero-ACC, el marcaje se reparte homogéneamente y se producen
cantidades iguales de cis y trans dideutero-etileno.

Estas observaciones indican que las reacciones bioldgicas no ocurren de inanera
concertada, pero actian mediante un mecanismo secuencial implicando a un inter-
mediario que permite un intercambio homogéneo de los hidrogenos del anillo. Debi-
do a que la oxidacion electrolitica del cis-2,3-dideutero-ACC también produce HCNy
da lugar a un reparto en e! marcaje en el 12-dideutero-e.ileno, como se observé en
tejidos vegetales, se sugiere que ambas reacciones, la electrolitica y la del EFE, ocfur-
ren por medio de la oxidacién de 1 6 2 electrones del ACC a través de un radical

catiénico. v no a través del intermediario i6n nitronium, que es el producto de la

oxidacion de 2 electrones (Pirrung, 1983).
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Un pro ¢ al i lari {
problema con ta! intermediario (asi como para el ion nitronium) es que es

Ple
y reactivo y requerira su estabilizacién "in vivo". Baldwin y cols (1985) encon

[ 0 qu v O dl - [
( ( - y 4 e 4 ) p OdUC

etil 1 2,3-dide erdi
eno desde el 2,3-dideatero-ACC con pérdida estereoquimica como se observa en

tejidos vegetales. Postularon Gue estaba implicado un i6n metalico en la generacién y

estabilizacion del radical catidnico.

La caracterizacion del EFE aislado es esencial para comprender la “eguiacion de
la biosintesis del etileno, aunque el aislamiento del EFE es uno de los puntos claves
en la investigacion del etileno. Los protoplastos y vacuolas intactos poseen EFE fun-
cionales (Guy y Kende , 1984), pero después de la ruptura de la membrana plasma-
tica 0 la membrana vacuolar, la actividad EFE se pierde. Obviamente, el secreto del
aislamiento del EFE reside en conocer por qué el EFE pierde toda la actividad des-
pués de romperse la membrana celular. La sensibilidad del EFE a los detergentes,
frio y osmoticos, entre otros tratamientos, sugieren que se requiere una membrana in-
tacta para aislar EFE funcional. La membrana puede ejercer wiuchas funciones: se
propuso que la actividad EFE estaba relacionada con un flujo d protcnes a través
de la mambrana que solo funciona en vesiculas intactas; esta ide. se basa en la in-
hibicién de EFE por el 2,4-dinitrofenol, un desacoplador del transporte de protones;
de forma alternativa, el EFE debe necesitar un sistema transportador de ¢ unido a
membrana. Ya que la oxidacion del ACC por el EFE implica una transferencia se-
cuencial de e’ la ruptura de la membrana podria conducir & una pérdida de actividad
por interferir con la integridad de la cadena transportadora de e Finalmente, .a
membiana puede proteger el EFE poi mantener una concentracién alta de un cofac-

tor todavia no caracterizado o, por otra parte, proteger al EFE de la inactivacion.

El EFE, medido como produccion de etileno en presencia de una concentracion

saturante de ACC, estd presente en muchos tejidos de vegetales superiores, con la

excepcion de frutos no maduros (Yang y Hoffman, 1984). Sin embargo, bajo algunras

condiciones de stress, en respuesta al etileno, o en ciertos estadios del (zsarrollo

(tales como maduracion de frutos), el nivel de EFE incrementa marcadamente y

regula eficr”mente la produccion de etileno (Yang v Hoffman, 1984). Melén y tomate

; L b iy 4
preclimatéricos intactos presentan bajos niveles de FFE que aumentan” marca
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mente al s atados ' Li
al ser tratados con etileno (Liu v cols., 1985). El ETE también responde al

stres ambiental, aumentando por encima de 8 veces en una hora

. . M tratamiento de
miarchitar ismin; Spués i
amiento y disminuyendo después de la rehidratacion (McKeon vy cols., 1982)

‘ q \ '
( (,j p VOC Cé (¢ o ll.i < ]dd( i, ;

que desaparece a 40°C (:ang v Hoffman, 1984).
II1.- N-1aalonil-ACC-Trans'erasa.

Como consecuencia del aumento en los niveies endogenos de ACC durante el
crecimiento o en respuesta a stres, parece logico que los vegetales requieran algin
medio para secuestrar etileno a fin de evitar una sup.rproduccion del mismo. La N-
malonizucion del ACC tiene este fin; la produccion de etileno "in vivo" se reduce por

la N-malonizacién del AZC y es promovida por su bloqueo (Liu vy cols., 1963).

La ACC-N-malonil-Transferasa ha sido aislada vy parcialmente purificada de hipo-
cotilos de v igna radiata (Kionka y Amrhein, 1984). El donador de malonil es la ma'o-
nil-CoA, c¢on una K ,.25 mM; a concentraciones superiores a 0.75 mM, el malo-
nil-CoA inhibe la Transferasa (Kionka y A.arhein, 1984). La Km para el ACC es
0.15 mM; AEC (4cido 1-amino-2-etilciciopropano carboxilico (Liu y cols., 1984), D-
Aas no polare D-metionina, D-fenilalanina y D-alanina) (Kionka y Amrhein, 1984,
Su y cols., 1985) y dcido a-aminoisobutiri~o (Liu y cols., 1984) pueden también ser
malonizados. Se cree que la D-aminoacil-maloniltransferasa y la ACC-malonil-Trans-

ferasa son la misma enzima (Liu y cols., 1984; Su y cols., 1985).

La siguiente cuestion es el papel fisiologico del MACC. Se propuso la hipotesis de
1e el MACC era una manera de almacenar ACC en forma no reactiva y que prodria

ser hidrolizado a ACC, cuando se necesitara, para la produccion > etilene, Tal siste

ma debe ser utilizado, por ejemplo, para la produccion de etileno durante la germina-

cion de la semilla. No obstanie, en sc llas de cacahuete en germinacion, que cun-

ACC (50 a 100 nmoles/g de tejido), el etileno procede, casi

"ae novo" y el MACC se convierte en etileno con

tienen altos niveles de M

exclusivamer+e, del ACC producido
de menos del 2% de la velocidad con que $¢ transforma el ACC (Ho-

e. Satoh y Esashi (1981) publicaron que la aplicacion

una velocidad

ffman y ccls., 1983). Previament




de D-Aas :
Aas aumentaba el contenide de ACC y promovia la produccion de etileno en

cotiledones de Xanthium pennsylvanicum Wallr. Estos resultados

} pueden explicarse
ahor: 12 CONOCEMOS - . inhi :
10rd porque conocemos que los D-Aas inhiber: la malonizacién del ACC. con lo que

aparece un nivel més alty de ACC y, por lo tanto, una mayor velocidad de produc-
cion de etileno. Cuando a los cotiledones mungbean se les anade ACC y D-Aas, se
mhibe la formacion de MACC, apareciendo mayores niveles endogenos de ACC y un
incremento paralelo tanto en la produccién de etileno como en la malonizacién del
D-Aa (Liu y cols., 1983). Asi, el MACC actuaria como un sumidero de ACC redu-

ciendo sus niveles y, por tanto, reduciendo la produccion de e ileno.

La Transterasa esté presente en una amplia variedad de tejidos vegetales.
Ademas, la expresion de actividad nalonil-transferasa en tomate preclimatérico estd
fuertemente promovida por tratamientos con etileno (Liu y cols, 1985), suministrando

un mecanismo autorregulador por limitar la produccion de gas.

Como se describié anteriormente, el reciclamie:iro del grupo tio-metilo del SAM
es importantisimo para el mantenimiento de la produccion de etileno. La ruta de
reciclamiento del MTA no ha sido esclarecida completaraente ni en plantas ni en ani-
males (Fig. 1), pero los productos e intermediarios conocidos son similares en plantas
(Fig. 1) y animales con una excepcion: mientras que los enimales usan MTA-fosfori-
iasa para metabolizar MTA a MTR-1-P en un inico paso, las plantas utilizan MTA-
nucleosidasa, que convierte el MTA en MTR, y a continuacidn la MTR-kinasa, que
convierte MTR en MTR-1-P (Kushad y cols., 1983). En ambos sistemas, el MTR-1-P
es convertido posteriormente en metionina a través de varios pasos enzimaticos que
han sido parcialmente caracterizados (Tig. 2). El MTR-1-P es, finalmente, convertidu
en a-ceto-metilbutirato, KMB, en una serie de reacciones enzimdticas en las que se
utiliza O, molecular, perdisndose el C-1 del MTR-1-P como 4cido formico (Kushad y
cols.. 1983). Aunyde en extractos de tejidos animales se producen al menos dos in-
también en extractos vegetales), €stos

termediarios en este paso (y presumiblemente

no han sido identificados. Para completar el ciclo, el KMB es transaminado a metio-

nina. la cval es adenosilada para formar SAM. El resultado total de este ciclo es que

4 fole S ] }) [ < )8 € ]d I .tl( nina de ]d ql]e

C; e "H.S de la metionina, Sin
procede el ACC; el grupo CH,S de la metic




regeneracion continua de metionina (Yang y Hoffman, 1984). Sin embargo sobre la

regulacion de esta ruta recicladora se conoce poco hasta el momento

Debido a que el SAM es el elemento clave en la biosintesis de poliaminas y en las
reacciones de metilacion, su disponibilidad para la sintesis de ACC podria también
ser un factor limitanie en la produccion de etileno. La enzima ATP:L-metionin-S-
adenosil-Transferasa (metionina-adenosiltransfe-rasa) es responsable de la conversion
de metionina en SAM. Esta enzima no ha sido estudiada en profundidad en vegeta-
les, pero la metionina-adenosil-transferasa de plantulas de guisante, que ha sido par-
cialmente purificada (Aarnes, 1977) parece ser similar a la de fucntes animales, ade-
mas de poseer similares Km para la metionina (0.4 mM) y ATP (0.3 mM); el enzima
es también inhibido por altos niveles de SAM. Sin embargo, la transferasa es inhibida
por AMP y estimulada por ADP, sugiriendo una posible regulacion por la carga ener-
gética del adenilato (Aarnes, 1977). Esta enzima en hojas de cebada parece estar
localizada en el citosol (Wallsgrove y cols., 1983) no encontrdndose ninguna actividad

en orgdnulos aislados.

Existen evidencias experimentales que sugieren que los niveles de SAM pueden
regular la prodnccion de etileno. La adicion de seleno-metionina a flores senescentes
de Ipomea tricolor provoca un mayor velocidad de producion de etileno que las ali-
mentadas con metionina (Konze y Kende, 1979); estos autores proponen que esta
estimulacion en la produccion de etilenc, se debe a la mayor reactividad de la seleno-

metionina con la Metionina-adenosil-transferasa que con respecto a la metionina.

La concentracion de SAM puede afectar a la produccién de etileno, segun se
deduce de los estudios acerca de la inhibicién de la produccién de etilero por polia-

minas. La inhibicion de la sintesis de ACC por AOA provoca un incremento en la

poliaminas, mientras que la inhibicion de la biosintesis de PAs aumen-

produccion de
ta los niveles tanto de ACC como de etileno (Roberts y cols., 1984).

La produccion de ACC vy PAs pueden ser, por consiguiente, mutuamente inhibi-

' ' ilo del SA iten por

doras porque ambas son derivadas del grupo aminopropilo del SAM, y compiten po

£ i0 2 actividad adenosil-transferasa er
los niveles disponibles del mismo. La funcion de la actividad adenosil-transfera
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elacion con la regulacion de la biosintesis de etileno todavia no estd pe

rfectamente
clara.

3.7.1.4- Control de la biosintesis de etileno.

Se han hecho bastantes progresos para comprender la biosintesis de etileno vy su
regulacion aunque siempre se han estudiado tejidos intactos o sistemas enzimaticos
relativamente crudos. Hasta ahora los objetivos primarios para la aclaracion de la
regu'acion bioquimica de la biosintesis de etileno, son el aislamiento y purificacién de
la enzimas individuales, las cuales una vez purificadas facilitar4n mucho el aislamien-
to del correspondiente material genético; es decir, que el conocimiento de la biosin-
tesis de etileno se extiende a nivel genético. Este conocimiento, basadc en el uso
eventual de la biologia molecular, servird para alterar, de forma predecible, el desa-
rrollo y la conducta ambiental de los vegetales, mejorando su produccion y sus carac-

teristicas cualitativas.

Existen muchos factores que afectan a la produccion de etileno: temperatura, luz,
otros gases (oxigeno y anhidrido carbonico, principalmente) y muchas situaciones de
"stress”. tales como déficit hidrico, trathmientos con ciertos agentes quimicos, bajas
temperaturas, encharcamiento, radiaciones, heridas de insectos y mecénicas e infec-

ciones microbianas, entre otros (Mansour y cols., 1987; McKeon y Yang, 1987).

A.- Etileno y auxinas.

El AIA induce la produccion de etileno en gran nimero de plantas, atribuyéndose

al gas muchos de los efectos que ejerce la auxina sobre el crecimiento. La auxina y el

O. deben estar continuamente p. 2sentes para que e produzca etileno (Abeles, 1973;

Lau v Yung, 1974; Imaseki y cols., 1977). La auxina estimula la conversion enzimatica

de SAM en ACC (Jones y Kende, 1979: Yu y Yang, 1979; Yu y cols., 1979), tnico

d 1016 -sintas: Yang,
pas) no constitutivo de plantas, € induce la formacion de ACC-sintasa (Yu y g

1979: Jones y Kende, 1979).




B.- Etileno y giberelinas.

Estas dos sustancias reguls ‘ imi
tas dos sustancias reguladoras del crecimiento unas veces actuan sinérgicamente

y otras antagonicamente (Koning y Raab, 1987; Raab v Koning, 1987). Se ha visto

que en los sistemas donde el etileno actia como promotor del crecimiento, el CO, vy

las giberelinas son antagonicas del mismo (Lieberman y Kunishi, 1972). En semillas
las giberelinas son inactivas o tienen poco efecto sobre la produccion de etileno,
aunque la induccion de la germinacion por el etileno es parciaimente dependiente de
los sistemas biologicos alternativos, regulados por giberelinas (Dunlap y Morgan, 1977
a, b).

C.- Etileno y citoquininas.

Las citoquininas aumentan la produccion de etileno en muchas especies (Abeles,
1973; Lieberman, 1975; Zimerman y cols., 1977); rompen la dormicién de muchas
semillas, pero su efecto sobre la produccion del etileno no ha sido suficientemente

estudiado.

La influencia estimuladora del Ca** sobre la produccién de etileno, puede estar
relacionada con la estabilizacién del sistema enzimdtico implicado (Legge y cols.,
1982), supuestamente localizado en la membrana plasmitica (Mattoo y Lieberman,
1977 a, b; Forney y cols., 1982) y/o en el tonoplasto (Bouzayen y cols., 1990 ), y con
la regulacion del intercambio i6nico que ocurre a través de la membrana (Hanson,
1984); otra posibilidad seria la expuesta por Cheverry y cols., (1988), los cuales pro-
ponen que el Ca™" del citosol favorece el transporte del ACC, desde sus lugares de
sintesis o almacenaje, hasta los sitios de conversion en el plasmalema. La quinetina
actda sinérgicamente con el Ca’"y el AIA en la produccion de etileno (Lau'y cols.,
1977), probablemente suprimiendo el sistema de conjugacion de las auxinas libres,
aunque la explicacion mas probable es que la quinetina estimula la sintesis de AlA
(Noor-Saleh y Hemberg, 1980 a, b).

Se ha sugerido que ¢en ausencia de quinetina, el Ca®" se I'ga a un componente de

A 1 1 . A ] { i )
la pared celular, por lo que no esta disponible en el lugar de produccion del etilenc
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(Lauy Yang, 1975; Lejohn y Stevenson, 1973); mientras que en pre

sencia de quineti-
na, esta podria estimular la liberacion de iones Ca** desde la pared celular y aumen-
tar su transporte al lugar de la célula en Gue se sintetiza etileno. Aunque, tanto la
quinetina como los iones Ca**, pueden actuar también directa y cooperativamente en

la produccion de etileno.

l.a bencil-adenina, BA, incrementa la disponibilidad del ACC del lugar de sintesis

de etileno, controlando los niveles enddgenos de ACC-sintasa ('Yoshii y cols, 1980).
D.- Etileno y Acido Abscisico.

El ABA inhibe la germinacion de muchas semillas y reduce los niveles de pro-
duccié:. de etileno en semillas de cacahuete. Al igual que el eiileno, el ABA, inhibe
el crecimiento de plantulas de guisante etiolado, presentando una disminucion en la
produccion de etileno aquellas plantulas que han sido tratadas con ABA (Lieberman
y Kunishi, 1972). La adicion conjunta de ABA y etileno sobre plantulas de guisante
etiolado, conduce a un incremento en la inhibicion con respecto a los resultados
obtenidos para cada hormona por separado (Lieberman y Kunishi, 1972). Estos resul-
tados sugieren que el ABA y el etileno inhiben el crecimiento por mecanismos dife-
rentes. Gertman y Fuchs (1972), utilizando el mismo material bioldgico, observaron
que el ABA causaba una inhibicién en la produccion de etileno, tanto endégena
como inducida por auxinas (Kondo y cols., 1975). McKeon y cols., (1982) observaron
que hojas de trigo pretratadas con ABA, previenen la acumulacién de ACC inducida
pOr estrés; el ABA aparentemente no tenia efecto sobre la actividad del EFE, lo cual
les permitié sugerir que el ABA regulaba la produccion de etileno inducida por es-

trés a nivel de la sintesis de ACC.

E.- Etileno y poliaminas.

Tanto el etileno como las poliaminas son biosintetizadas en reacciones que utilizan

ato del SAM. En la biosintesis del etileno e te grupo se libera

el grupo aminobutir -
a liberacion de HCW y CO;, (Yang y

como ACC, que se oxida a etileno con |

: o A @ P T .
Hoffman, 1984). En la biosintesis de poliaminas, el SAM actia como fuente de¢ g
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pos aminopropilo de la espermina y espermidina. Aqui el SAM es primero descar-

boxilado, transformando al grupo aminobutirato en un grupo aminopropilo. Parte de

\S & 9 4 T ‘o o . . n AR 2 :
este aminopropilo se cede a la putrescina, formando la poliamina espermidina, la cual

puede de esta forma ser aminopropilada por un mecanismo similar a la produccion
de espermina (Slocum y cols., 1984).

En relacion con la biosintesis de etileno, se ha demostrado que durante la oxi-

dacion del ACC a etileno, el grupo amino del ACC es liberado como HCN. Poste-

riormente, el nitrogeno del HCN es incorporado en el grupo amida de la asparagina

(Peiser y cols., 1984), y posiblemente el nitrogeno de este grupo pueda ser finalmente
transferido a la metionina, constituyéndose asi el reciclado del nitrogeno. En la sinte-
sis de poliaiminas, sin embargo, el nitrogeno de la metionina es incorporado en ellas,

por lo que no puede ser reciclado.

Desde que se sabe que tanto la sintesis de etileno como de poliaminas dependen
del ciclo de la metionina, se piensa que la regulacion de este ciclo puede actuar como
un mecanismo de control para la biosintesis de estos compuestos. No obstante, la

regulacién de este ciclo es poco conocida.

La biosintesis de etileno y poliaminas muestran al SAM como precursor comun,
por lo que existe la posibilidad de que la inhibicion de la sintesis de uno pueda pro-
mover la del otro; tal hipétesis se basa en el hecho de que la inhibicion de la sintesis
de ACC desde SAM, produce un aumento de su nivel enddgeno que conduce a un

incremento en la sintesis de espermidina (Even-Chen y cols., 1982).

La espermidina y espermina parecen inhibir el dltimo paso de la ruta biosintética
de la formacios de =tileno (Even-Chen y cols., 1982). Tratamientos con AVG y es-

permidina reducen sustancialmente el nivel de ACC en tejidos de hipocotilos de haba

de soja.

El hecho de que la espermidina inhibiese la conversion de ACC en etileno

(Even-Chen y cols., 1982), parece indicar que estd poliamina inhibe al menos do

f ars a inhibicion de la
iosintética del ctiie ia argumentarse que la inhibicio
pasos de la ruta biosintética dei ctiieno. Podria arg q




roduccion de etiler laminas se:
I tileno por poliaminas sea meramente un reflejo del hecho de que

¢stos compuestos inhiben el metabolismo celular en general; sin embargo, existen

multitud de trabajos que lo hacen improbable.

Las poliaminas y el etileno tienen a menudo efectos opuestos; el etileno promueve

procesos relacionados con la senescencia, mientras que las poliaminas pueden retar-
dar muchos de estos procesos (Slocum y cols., 1984). Sin embargo, es dudoso que esta

regulacion ocurra "in vivo",

3.7.2- Metabolismo del Etileno.

Estd bien establecido que muchos microorganismos pueden metabolizar etileno.
Este fenomeno ha sido investigado en profundidad en unos pocos casos; Bont (1979)
demostré que Mycobacterium puede convertir etileno en 6xido de etileno, el cual es
incorporado sucesivamente en el ciclo del glioxilato, donde el etilen glicol constituye

un intermediario importante.

Hasta hace poco, se creia que las plantas superiores cc-ecian de los medios para
met: Solizar el etileno. Sin embargo, en 1975 Beyer, utilizando “C-etileno altamente
purificado, demostré que las plantas de guisante (Pisum sativum L.) eran capaces de
metabolizarlo: la velocidad del metabolismo, a concentraciones fisiologicas (svbre 10
£'/1), era muy baja (alrededor de 0.01 ul-kg peso fresco™+h) lo que parece indicar
que existen dos clases de productos, el CO,, y otros desconocidos que se incorporan

al tejido. Los dos sistemas seran referidos respectivamente en el resto del texto como

0OX (oxidacion de etileno a CO,) y TI respectivamente.

Aunque el metabolismo del etileno en vegetales fué considerado durante algin

tiempo como un artefacto debido a las impurezas del etileno marcado (Abeles, 1973),

actualmente estd claro que en algunos tejidos el etileno es oxidado a CO,, (OX), en

jido, (T1), por conversion a oxido de etileno y etilen-
procesos (Smith y Hall, 1984). La

otros es incorporado en el te

glicol, y en algunas plantas se producen ambos

i ' icadas e ! : is > etilenu, sugiere .que es un
diversidad de plantas implicadas en € metabolismo de g
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cnomeno general. En muchos casos, la velocidad del metabolismo es casi de primer

orden con respecto al etileno, incluso a grandes concentraciones (> 40 ul/1)

, CON una
Km muy alta; en el guisante, la concentracion de etileno necesaria para obtener una

velocidad de metabolismo semimaxima es 1000 veces superior a la necesaria para

obtener una velocidad semimaxima en el test de crecimiento del guisante (Bever
1975).

Sin embargo, la Km para etileno del TI en Vicia faba, se corresponde estrecha-
mente con los niveles que provocan respuesta fisiologica (Smith y Hall, 1984). Aun-
que los sistemas Tl y OX en guisantes estan semisaturados s6lo a niveles muy altos
de etileno, Beyer demostr6 que la eliminacion del O, y el tratamiento con Ag*, retar-
dadores de la accion del etileno, inhiben de forma similar tanto su metabolismo
como su respuesta (Beyer y cols., 1984; Smith y Hall, 1984). Son varios los vegetales
en los que se relaciona la capacidad para metabolizar etileno con la respuesta rue
presentan frente al él durante su desarrollo. No obstante, no puede excluirse la posi-
bilidad de que el metabolismo del etileno pueda ser una consecuencia no esencial de
la acciéon del mismo, ademds de un mediador indispensable de su accién. El papel

fisiologico del metabolismo del etileno no se conoce todavia.

Desde los primeros trabajos, parecia evidente que al ser tan baja la velocidad del
metabolismo del etileno, el proceso debia tener un pequefio o inexistente impacto en
la concentracion del gas enddgeno, lo que parecia cuestionar seriamente su signifi-
cado fisiologico. No obstante, Beyer (1984) fue capaz de demostrar que €! metabo-
lismo del etileno estaba generalizado por todo el Reino Vegetal, y que los cambios
observados en la magnitud de su actividad, en determinados tejidos, estaba correla-

cionado con los cambios en la sensibilidad al etileno de estos tejidos durante su ciclo

de vida.

Por ejemplo, en Ipomea tricolor, las vemas florales son insensibles a la aplicacion

de etileno y, son incapaces de metabolizarlo; pero cuando se desarrollan, si dan res-

: T : g
puesta (lo cual acelera la senescencia de los pétalos), existier {0 un incremento pa

lelo en el metabolismo del etileno (Beyer 1972). Una correlacion similar se observ

] ‘ sn v hojas senescentés de haba
en guisantes claveles, abscision de hojas de algodén y hojas senescenie d
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(Beyer 1977, Hall y cols., 1982). Beyer en 1977 y 1979(a) demostro que los quelatos

de metales, como el dietil carbamato y 8-hidroxiquinoleina, y sustancias tales como
CS, (disulfuro de cabono) y COS (sulfuro de carbonilo) inhibfan el metabolismo del

etileno, al igual que las bajas presiones de oxigeno.

Estas observaciones estaban de acuerdo con los trabajos realizados por Burg y

Burg (1967) los cuales indicaban que bajas tensiones de oxigeno inhibian los fenome-
nos inducidos por etileno, como ia triple respuesta en guisante. Por todo ello se pen-

sO durante mucho tiempo que en la accion del etileno estaba ‘mplicado un receptor

que contenia un metal.

La baja velocidad del metabolismo imposibilitaba su estudio "in vitro". Con el des-
cubrimiento en cotiledones de (Vicia faba) de un sistema metabolizante de etileno
(Jerie y Hall 1978), se resolvia en parte este problema; este sistema diferia en dos
aspectos respecto al de guisantes: primero, el metabolismo era répido a concentracio-
nes fisiologicas de etileno (2 o 3 veces superior al de guisante) y segundo, s6lo se for-
maba un producto primario, el o6xido de etilei.o (GH,0), no ocurriendo una conver-

sion significativa de etileno & anhidrido carbonico.

Gracias a la alta actividad mostrada por este sistema metabolizante de etileno,
resultd posible caracterizar extensamente el enzima implicado (Smith y cols., 1985).
Este enzima era una monooxigenasa, que requeria oxigeno y NADPH para su activi-

dad catalizando la siguiente reaccion:
CH, + O, + NADPH + H® —= C,H,0 + H,O + NADP*

Blomstrom y Beyer (1980), demostraton en guisante que el primer producto detec-

table en TI era etilen glicol el cual se convertia en su conjugado glucosilado (B8-2

hidroxietil-D-glucdsido). El oxido de etileno es facimente convertido a etilen glicol

en una reaccion, enzimdtica 0 no, via hidrasa epoxida, por lo que parece probable

i cl i TI sea precisamente el
que tanto en guisante como en Vicia el primer producto del p

oxido de etileno (es decir, TI también es un sistema oxidante).
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En sistemas como el guisante, en donde se forma CO, y éxido de

etileno, el pri-
Mero no

se produce a partir de! se : antas ' '
produce a partir del segundo (ya que plantas crecidas con 6xido de eti-

lerio no producen CO,) por tanto ambos sistemas no pertenecen a la misma via

Estructuras andlogas fisiologicamente activas, como el propileno y €l acetileno

inhiben competitivamente la oxidacion de etileno en Vicia y su capacidad de inhibi-
cion era paralela a la falta de efectividad para minimizar los efectos del etileno sobre
el control de los procesos del desarrollo. Estructuras andlogas inactivas, tales como e!

etano, carecen de efecto en la oxidacion de etileno.

A. Cinética de la monooxigenasa "in vivo",

Se han comparado "in vivo" los sistemas metabolizantes de etileno en guisantes y
en Vicia (Smith y cols.,1985), concluyéndose que la Km de la monooxigenasa en
Vicia es, para el etileno, del orden de 10° M mientras que TI y OX en haba tienen
una Km alrededor de 10° M. Es decir, que el enzima en Vicia tiene una mayor afini-

dad por el sustrzio que en Pisum.

B. Papel del oxido de etileno

Aunque en trabajos anteriores se demostraba que el Oxido de etileno no tenia
efecto o era toxico (Lieberman y Mapson, 1962) en la actualidad se sabe que no
tiene efecto por si mismo sobre los procesos sensibles al etileno, pero existe siner-
gismo entre el etileno y sus respuestas; es decir, que a concentraciones de etileno
suboptimas, la inclusion de xido de etileno produce una respuesta 6ptima o casi
, se demostr6 en la triple respuesta del guisante, en la bscision de hojas
(Reyer, 1984).

Optima. Estc

de algodon y en el crecimiento de coleoptilos de arroz

Ge encontraron sitios de union para el etileno en Phaseolus vulgans 'y Vigna

radiata, (lugares en los que el gas -e une con alta afinidad y especificidad).




3.7.3 Modo de Accién.

Todavia no esta suficientemente claro. Se sabe que el etileno se puede metabo-

lizar y existen fuertes evidencias que indican que el metabolismo es esencial para su

accion. Se conoce que el etileno provoca muchas respuestas fisiologicas y se ha de-
mostrado que induce cambios especificos en la expresién génica; todos estos cambios
deben estar mediados en alguna medida por un receptor proteico. Queda por demos-

trar como es posible que un simple hidrocarburo, el etileno, tenga este efecto dramé-

tico sobre el desarrollo vegetal.

Se ha demostrado que el etileno induce la sintesis de nuevos ARNm y proteinas
(Christoffersen y Laties, 1982; Kelly y cols., 1987). Por analogia con otras hormonas
vegetales y animales, se cree que su accién estd mediada por un receptor, sin embar-
go, siguen existiendo discusiones acerca de si el etileno actia por medio de un meta-
bolito, como por ejemplo 6xido de etileno o el etilen-glicol (Beyer, 1975; Smith y
Hall, 1984).

El sitio de unién del etileno ha sido aislado y parcialmente purificado de varias
especies vegetales incluyendo tabaco, judias y tomates (Sisler y Goren, 1981; Smith y

Hall, 1984); la unién del etileno a estos sitios es saturable a niveles fisiolégicos y la

K, para el etileno.

En todos los casos, el componente de unién al etileno (EBP) estéd ligado a la
membrana y es soluble en detergentes. Parece una proteina por la sensibilidad que
presenta al calor, a las proteasas, a los agentes sulfidrilos y por su solubilidad y su

conducta cromatogréfica (Sisler, 1982; Smith y Hall, 1984). Las propiedades del re-

ceptor aislado son similares a las esperadas segun los estudios de la accion del etile-

no "in vivo".

Recienternente, Sanders y cols., (1991) han localizado en Pisum sativum dos luga-

ini ileno: la afinidad d imero es tan rapida que proba-
res de alta afinidad para el etileno: la afinidad del primer¢ pida g

T st relacionado
tor; respecto al segundo lugar, se especula que estd relacion

blemente sea el recep
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con un receptor responsable de las respuestas lentas del etileno. Wood (1990), purifi-

¢O y caracterizd la proteina que se une al etileno en Phaseolus vulgaris; est4 localiza-

da preferentemente en el plasmalema (integral) de las células del cotiledén y zona

de abscisién, con diferentes afinidades para cada uno, lo que refuerza los result:dos
Ge Sanders y cols., (1991).




PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO OBJETO DE ESTUDIO.




s bien sabido que el desarrcilo de las plantas e .4 intimamente releciona. con
las sustancias reguladoras 1 crecimiento 6 dtohormonas, y que la alteracion de sus

concentraciones, asi como la relacion existente entre ellas. provocan las diferentes

etapas en el crecimiento de 1a planta en general y de sus 6rganos en particular.

En los ultimos afos se han venido realizando gran cantidad de trabajos de inves-
tigacion con el fin de esclarecer los fenamenos que ocurren en el eje embrionario de
la semilla durante los primeros momentos de la germinacién, periodo éste de gran
importancia para el postzrior d-sarrollo de la futura plntula, que en un espacio de
tiempo n.as 6 menos largo, va a con°riirse en una planta autosuficiente. Las semi-

llas de leguminosas son quizds de las inds estudiadas en este sentido.

La aplicacion exdgena de fitohormonas, a concentraciones relativamente bajas
(cercanas a la endoOgena), sirve para tener un conociniiento aproximado | su(s)
efectos tanto a nivei morfologico como fisiocgizo. La reversion de su accion por
sustancias naturales o sintéticas, cuyo efecto es conocido, sirve para acercarnos al

mecanismo de accion de la fitohormona objeto de estudio.

Con esta Memori~ se inicia una Linea de Investigacion tendente a conocer y
aclarar una serie de caracteristicas relacionadas con el control de la germinacion de
semillas de garbanzo (Cicer arietinum) por etileno; el estudio se realizé en el eje
embrionario aislado, el cual constituye un sistema modelo 1. - apropiado ya que
podemos conocer que factor(es) procenc.tes del cotiledon modifican o coordinan el
crecimiento y desarrollo del 6rgano. Si conocemos estas sustaricias del material de

reserva, podemos introducirlas en el medio nutritivo y simular en cierto modo al

cotiledon.

El espacio de tiempo elegido para este estudio fue de 24 horas; implicando por

tanto un periodo altamente comj lejo, ya que durante el mismo se van a producir un

. unincidencia decisiva en la incticcion de una
buep numero de procesos que tendran un.. incidencia decisiva en la incuceiC

plantula viable y autosuficiente.




El etileno, es la unic
3 1o, es la unica hormona gaseos: ' '
g conocida y, al igual que sucede con las

giberelinas y ci Iniras inacid
g nas y citoquiniras, promueve la germinacién de una gran variedad de semillas

cuando es aplicado exégenamente o se promueve su sintesis. Sin embargo, una serie

de investigadores coinciden en sefalar que la produccién de etileno durante la gei

minacion es un efecto de la propia germinacién y no ur.+ causa.

Las poliaminas, son consideradas ‘

. ;8 sideradas actus : '
actualmente por ciertos autores, bien por su

efecto sobre la biosintesis de etileno, bien por sus efectos sobre el crecimiento y

desarrollo en plantas superiores, como una nueva familia de hormonas vegetales

(Galston y Kaur-Sawhney, 1988), aunque también existen investigadores que opinan

que su papel es simplemente el de un "mensajero” y que nada tienen que ver con las

fitoho: monas.

Ejes embrionarios aislados de semillas imbibidas durante 4 horas en agua des-
tilada, se pusieron a crecer en placas Petri durante el tiempo requerido, bien en pre-
sencia de la correspondiente poliamina (espermina, espermidina o cadaverina) 6 bien
en presencia de agua destilada estéril. Al cabo del tiempo deseado, se midideron los

siguentes parametros:

1- Peso fresco, peso seco y contenido de agua induc’Jos por:
- la composicion del medio.
- la presencia de diversas poliaminas exogenas.

- la presencia de 4cido abscisico exbgeno.

2- Nivel de los  incipales iones en el eje embrionario.

- Efecto de las poliaminas afiadidas exogenamente.

3- Produccion de etileno:
- Efecto de las poliaminas exogenas.
- Efecto del ABA aplicado ex6genamente.

- Efecto de inhibidores de la sintesis de ARN vy proieinas.

- Efecto de inhibidores 0smOoticos.




El conocimiento abolis i i
i to del metabolismo del etileno y su mecanismo de accion como

hormona serdn de gran utilidad para controlar aquellos procesos en los que esté

implicado. Su precursor fisiologico en plantas superiores es el aminoécido metionina

y en la ruta que lo transiorma en etileno actian como intermediarios el S-adenosil-

metionina (SAM) y el 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) (Yang y Hof-

fman, 1984). Asi mismo, el SAM es también un precursor para la sintesis de polia-

minas (espermina y espermidina) (Slocum e* al., 1984).

En este sentido se realizaron las siguientes determinaciones:

1.-

Valoracion de ACC, Malonil-ACC (ACC-ligado) en el eje embrionario de gar-

banzo durante las primeras 24 h de germinacion.

Actividad ACC-sintasa (SAM — ACC), actividad EFE (ACC — gas) asi como

actividad N-malonil-ACC-transferasa (ACC = MACC).

Produccion de etileno durante las primeras 24 horas de germinacién del eje
embrionario aislado.

Cuantificacién del ABA libre y ligado endégeno durante las primeras 24 h de
germinacion.

Incidencia del ABA (4cido abscisico) ex6geno tanto sobre el nivel de los inter-
mediarios como sobre la actividad de los enzimas relacionadas con la biosin-
tesis de etileno.

Alteraciones provocadas por ABA y poliaminas exégenas en la produccion de
etileno.

Influencia de diferentes tipos de activadores € inhibidores sobre la produccion

de etileno, sus intermediarios y enzimas relacionadas.




MATERIAL Y METODOS




1. MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron ejes embrionarios aislados de semillas de Cicer arietinum L. selec-
cionadas por homogeneidad de tamano y correspondientes a las cosechas 1986-1990

Su conservacion y almacenamiento se llevo a cabo a 4°C hasta el momento de su

utilizacion. Previo al inicio de nuestro experimentos hemos realizado un test de gar-

minacién; el porcentaje de emergencia radicular oscil6 entre el 95-98% (18-24 horas).

2. PREPARACION DEL MATERIAL.

2.1. Esterilizacion del material fungible.

El material de vidrio, una vez limpio, asi como el papel de filtro se esteriliz6 en
una estufa a 100°C durante un minimo de 4 horas. El agua destilada se esteriliz6 en
autoclave. Las bateas se esterilizaron lavandolas con alcohol etilico y dejandolas

evaporar en cdmara de flujo laminar. Las pinzas se esterilizaron a la llama.

2.2. Imbibicién de las semillas.

Una vez escogidas las semillas, cuya cantidad dependia del estudio a realizar, y
después de hacer una seleccion previa desechando aquellas que presentaban alguna
alteracion externa, se lavaron tres veces con agua desiilada y una cuarta con agua
destilada estéril; a continuacién se cubrieron con agua destilada estéril dejdndose 4

horas en imbibicién a temperatura ambiente y oscuridad en cdmara de flujo laminar.

Se eligi6 este tiempo de imbibici6n porque era el tiempo minimo necesario para que

los ejes embrionarios se imbibieran totalmente, separdndose asi de los cotiledones a

los cuales estaban intimamente unidos mientras las semillas estaban secas, permitien-

do. de esta forma, aislar los ejes embrionarios con facilidad y sin riesgo de rotura.
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2.3. Obtencion de los ejes embrionarios.

Transcurri ' eri imbibici¢ '
urrido este periodo de imbibicion, los ejes embrionarios son separados

manual ¢ ' i
mente en una cimara de flujo laminar y lavados con abundante agua estéril; a

continuacio ; [
Inuacion se secaron en superfic  y pesaron hasta obtener 0.5 g/batea; se con-

taron para evaluar su peso fresco/eje i como la produccién de etileno por eje

Una vez pesados, se depositaron en bateas estériles que contenfan pape! de
filtro estéril. Dicho papel de filtro se humedeci6é con 40 ml de una solucién tampén:
Tris-CIH 10 mM, CIK 20 mM, sacarosa libre de ribonucleasa 10 mg/ml, cloran-

fenicol 50 ug/ml, (Sanchez-Calle y cols, 1989) a la que se afadieron los diferentes

tratamientos.

El crecimiento de los ejes embrionarios se llevé a cabo en una estufa a 25°C,
en oscuridad y una humedad relativa del 70%, durante el tiempo requerido para cada

experiencia en concreto.

3. VALORACION DEL PESO FRESCO.

Una vez transcurrido el tiempo deseado de crecimiento, los ejes embrionarios
son cuidadosamente secados en papel de filtro, contados y pesados con el fin de de-

terminar el peso que han inducido los distintos tratamientos. Inmediatamente se

calcula el peso por eje embrionario.

4. PESO SECO Y PORCENTAJE DE AGUA.

El material vegetal, una vez valorado el peso fresco, se lleva a una estufa a

70°C-80°C durante 16-24 horas, hasta que el peso sea constante. Transcurrido este

tiempo, el material vegetal se deposita en un desecador de 10 a 15 minutos a fin de

que no tome agua €n el proceso de enfriamiento.




El peso spondie ¢ '
peso correspondiente, una vez enfriados, se considera el peso seco, siendo la

diferenciz artids ' '
encia con el de partida el contenido en agua, cuyo porcentaje se calcul6 por la
expresion:

peso fresco-peso seco

peso fresco

5. MINERALIZACION Y DETERMINACION DE LOS ELEMENTOS MINERALES.

El material recogido y preparado como se ha indicado anteriormente, se someti6

a una mineralizacion sulfdrica (Wolf, 1982).

Las muestras una vez desecadas en estufa y pesadas, se depositaron en sendos
kjeldahls y se les anadieron 5 ml de SO,H, concentrado depositdndose en rampas de
mineralizacién durante 10-15 minutos; una vez frios se les anadieron 2 ml de H,0,
de 110 voliimenes (30% de concentracion y libre de fosforo), y se depositaron nueva-
mente en la rampa de mineralizacion; esta operacion con el agua oxigenada se repite
tantas veces como sea necesario para destruir la materia orgénica. Es muy importante
enfriar el mineralizado antes de afadirle el H,O,; la adicion del perdxido de hidro-
geno produce una reaccion exotérmica y si el mineralizado estd caliente la energia

generada puede volatiliza: numerosos compuestos perdiéndose para la valoracion.

Para eliminar el fosforo del agua oxigenada, se pasa por una resina aniénica en

agitacion que lo retiene.

Una vez destruida la materia orgdnica, el mineralizado adquiere color transpa-

rente; momento en el cual, una vez frio, se le anade agua destilada estéril que pro-

voca una nueva reaccion exotérmica, por lo que debe dejarse enfriar nuevamente; s€

enrasa hasta 50 ml con agua destilada estéril y se pasa la solucion resultante a botes

de pléstico,debidamente etiquetados, lavados previamente con abundante agua estéril

y secados en estufa a 60°C durante 24 horas.
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Del mineralizado resultante se determinarén los siguientes elementos:

- Potasio y sodio: por fotometria de llama (Lachica y cols., 1973).

Calcio: la determinacion se realiza por espectrofotomet:ia de absorcion até-

mica (Pinta, 1973) a una longitud de onda de 422.7, 285.2, 279.3 nm respec-

tivamente y una llama de aire-acetileno en todos los casos. Previamente se
efectué una dilucion con O,. La para evitar interferencias (Lachica y cols.,
1973).

Fosforo: se basa en la medida colorimétrica del azul de molibdeno obtenida
a partir del complejo fosfomolibdico, utilizando acido ascérbico como reduc-

tor, en presencia de tartrato de potasio y antimonio (Gonzilez y Baez, 1972).

6. CRECIMIENTO EN PRESENCIA DE ACTIVADORES O INHIBIDORES.

Las sustancias cuyas concentraciones se detallan, se han administrado a los ejes

embrionarios en solucién nutritiva tampon bajo las condiciones ya descritas:

ABA (5,25 y 50 pM)
ACC (200 uM)
AOA (0.1, 0.5, 1, 5 mM)
AVG (1 mM)
CH (20 pg/ml)
Cl,Co (1 mM)
CcvV (0.1, 1, 5, 10 mM)
EGTA (5, 10, 15 mM)
5-FU (5 mM)
MACC (4 mM)
MANITOL (10, 50, 100 y 500 nM)
SACAROSA (5, 10, 20 mg/ml)
SP (0.1, 1, 5, 10 mM)
SPD (0.1, 1, 5, 10 mM)
TU (50 mM)




7. EFECTO CEL pH Y DE LA TEMPERATURA.

Para estable 1 opti 10
a establecer el pH Optimo de la solucién nutritva tampon, se pusieron a

recer los ejes embrionarios bajo distinto rango de pH en tampén Tris-Clorhidrico

Asi mismo se hizo un estudio sobre el efecto de la temperatura en la produc-

A o gac a 2§ ° . +4
cion de gas a 25, 30 y 35°C, estableciéndose como temp >ratura de produccién éptima

23T,
8. DETERMINACION DE ETILE. O.

1. Metodologia.

Se utilizaron frascos de vidrio de 25 ml, provistos de tapon de rosca horadado y
cubierto el orificio con un septum de silicona solidificable para asegurar el cierre
hermético, desechdndose los que se encontraban deteriorados. Los frascos llevaban

en su interior un disco de papel de filtro sobre el que se colocaba el material vegetal.

Media hora antes de transcurride el tiempo requerido, el material de cada batea
se pasaba a sendos frascos con tapon de rosca para la medida de etileno. E: papel de
filtro estéril que contienen estos frascos, se humedece con 0.25 ml de la solucién
correspondiente, se cierran los frascos tomando el tiempo exacto de cierre y se en-
vuelver. en papel de aluminio para conservar la oscuridad en su interior; el trasvase

del material vegetal se realizé en cdmara de luz verde.

Transcurrida exactarr-nte media hora se procede a medir el etileno producido

por los ejes embrionarios de cada bote tomando un mililitro de la atmésfera interior

mediante una jeringa de gasesy determinando el etileno por cromatografia gaseosa.

Tras la medida de etileno se tomaron los ejes de cada bote se lavaron con abun-

dante agua destilada estéril, se secaron en superficie y pesaron nuevamente para ver

el incremento de peso producido. El material posteriormente s€ congel6 en N, para

su futura utilizacion.




I1. Medida del etileno liberado.

Pasada media hora desde que se cerraron los frascos se tomé un mililitro de la

atmosfera interior mediante una jeringa de gases, determinando el etileno por croma-
tografia gaseosa.

II1. Preparacién de los patrones.

Como patron se utilizé etileno suministrado por la S.E.O. de una pureza del

99.3%, inyectando siempre en el cromatografo 0.3 ml. de las concentraciones que

expresadas en ul/l fueron las siguientes:
0.01 0.1 10 100

Con estos valores se realizd una curva patrén, poniendo en abscisas el area de
los picos del grafico del cromatdgrafo y en ordenadas las concentraciones inyectadas.

Los valo: 2s de las medidas realizadas se obtuvieron por interpolacion en la griéfica.
IV. Instrumental.

El cromatografo utilizado fue Carlo-Erba FTV-2350 que posee un detector de

ionizacién de llama de hidrégeno con un flujo de 30 ml/min y un flujo de aire de 300

ml/min.

La columna empleaca fue un POROPAK-R de 80-100 mesh, con un tamano de
2 m de longitud por 3 mm de didmetro interno. La temperatura del horno fue de

70°C y la del inyector de 150°Cy la del detector 200°C. El gas portador fue nitro-

geno, con una velocidad de flujo de 20 ml/min.

V. Expresion de los resultados .

1t . LR B 5 | -1 14-1
El etileno desprendido se expreso de tres formas distintas: nl.eje’.h?, nl.g~h"y

i 40 a las distintas horas, se realizaron idén-
nmoles.g™.h’. Para ver el etileno desprendido a la
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licas experiencias en las que Unicamente se variaba el tiempo de incub

. acion, en todos
naterial vegetal se mantuvo solamente media hora en frasco de 25 ml de
tapon de rosca.

los casos el 1

9. DETERMINACION DE ACC LIBRE Y CONJUGADO.

Transcurrido el tiempo de germinacion deseado el material vegetal (1 g) se
homogeneiz6 en mortero con 30 ml de etanol frio al 70% y se mantuvo en ebullicién
a reflujo durante 20 minutos tras los cuales se filtr6 por gasa cuadruple y se llevo a
sequedad en rotavapor BUCHI R 110 a 45°C . El residuo se resuspendié en 2 ml de
agua bidestilada y se centrifugé a 27.000 g durante 20 minutos (SORVALL RC-5B;
rotor SS-34). En el sobrenadante se cuantificé el contenido en ACC seguin el método
de Lizada y cols, (1979).

Para la determinacién del ACC conjugado se realizd la hidrolisis bésica del
sobrenadante; a 0.6 ml se les afiadié un volumen equivalente de NaOH 12 N incu-
bandolo a 100°C durante 3 h en atmésfera de N,. La diferencia entre el contenido en

ACC del extracto crudo y del hidrolizado es el contenido en ACC conjugado.

10. VALORACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

I. ACC-Sintasa.

La conversion de ACC en etileno requiere 0xigeno y su ausencia bloquea el 1l-
timo paso de la ruta biosintética (Adams y Yang, 1979); por lo cual la ACC-sintasa se

cuantificéd "in vivo" determinando el incremento en la acumulacion de ACC, durante

la incubacién en anaerobiosis; para ello el material vegetal se dividié en dos lotes

s uno se utilizé como control y en el otro se cuantifico el ACC tras la in-

contenido de oxigeno en los

idéntico
cubacién en atmésfera de nitrogeno durante 4 horas (el

frascos de incubacién era siempre inferior al 0,1%) (De Laat y Van Loon (1982). La
diferencia entre el ACC inicial y el cuantificado tras la anaerobiosis era consecuencia
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de la actuacion acumulativa de la ACC-Sintasa durante

el periodo de incubacion,
nl\iv‘ v 2 Cp Py aelN . ! -1
actividad que se expresd como nmoles ACC.g" de peso fresco-h"

. Experiencias con

Cicloheximida demostraron que durante este periodo de incubacion no existia sintesis
de proteinas, ademds no incrementaba ni el peso fresco ni el seco de los ejes embrio-
Narios.

II. N-malonil-ACC-Transferasa.

La N-malonil-ACC-Transferasa se cuantificé por determinacion del ACC con-
jugado endogeno existente en nuestro material vegetal antes y después de la incuba-
cion en nitrogeno durante 4 horas, mediante drolisis bésica y siguiendo igual mé-
todo que para la determinacion de la actividad ACC-Sintasa: la diferencia entre el
contenido endogeno de ACC Conjugado inicial y el existente en los ejes incubados
bajo anaerobiosis se tom6 como actividad de este enzima (expresada como nmoles

ACC Conjugado-g" peso fresco-h™).
Jug g P
I11. EEE.
La actividad EFE se cuantificé como la diferencia entre €l etileno desprendido
por gramo de tejido procedente de la incubacion en presencia y ausencia de ACC

(200 uM) exdgeno durante el tiempo requerido (Hoffman y cols., 1983). La concen-

tracion de ACC fue saturante en nuestras condiciones.

11. IDENTIFICACION DEL ACC CONJUGADO.

I. Sintesis Qnimica del MACC.

4todo descrito por Satoh y Esashi en 1984; se basa en

alonilo (Aldrich Chemical Co.)

Se realizé siguiendo el m

la formacion de una amida entre el cloruro de metil-m

el ACC, en medio bdsico. Se tomaron 1.67 g de cloruro de metil-malonilo y 5 ml

107 -! . b
de NaOH (4 M) y se afladieron muy lentamente a una solucion fria compuesta 101 g

de ACCy 6 i de NaOH (2 M). Tras la adicion de 1 ml de NaOH la mezcla de




reaccion s )6 ' ' ‘
e dejo durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla se fraccioné frente

a 10 ml de éter. La fase acuosa se pasé por una columna DOWEX 50x8-100 mesh W

H*Y (c .
(H") (de 30 ml de volumen muerto) que se lavo con agua hasta obtener un efluyente

neu al | agus
tro, el cual junto con el agua de lavado se evaporaron a vacio hasta sequedad en

un rotavapor BUCHI R 110 a 40°C. El residuo se guardé en refrigerador durante al
menos 1 dia y se obtuvieron cristales de MACC (mp 60-75°C). El MACC se recris-
talizé con acetonitrilo frio 0.95 g (50.6%); mp 139-140°C (descomposicion).

I1. Identificacion del ACC Conjugado por Cromatografia de gases.

II.1- Caracteristicas del Cromatégrafo de Gases.

Se utiliz6 un equipé Konik KNK-3000-HRGC con un sistema split de inyecci6n
y un detector de ionizacion de llama (FID) La columna utilizada fue una columna

capilar BP-1 (12 m x 0.33 mm) de metil-silicona y 0.25 pm de tamafo de particula.

Todo el sistema (horno, inyector y detector) estuvo controlado por un micropro-
cesador KNK-019-385, conectado a un integrador KNK SP-4290 para el registro de

los cromatogramas.

Como gas portador se utilizo nitrogeno (N-48, suministrado por Oxidrica Ma-
lagefia, S.A.) con un flujo constante en columna de 8 ml/min y una relacién de Split
de 33:8. La temperatura del inyector fue de 270°C y la del detector 200°C con una

temperatura inicial del horno de 80°C, una temperatura final de 300°C y una rampa

de 10°C/min.
[1.2- Andlisis de las muestras.

El extracto se evapord bajo vacio a sequedad a 40°C; el residuo se resuspendio

en éter, y tras su metilaciéon con diazometano S€ analizé6 por Cromatografia de Ga-

ses. Para el andlisis de las muestras € realizaron inyecciones de 1 ul.




La metil

acion se realizd Ié :
n se realizé con diazometano en éter. El diazometano se genera

DOr tratar . a N-metil-N-nitros
[ nto de la N-metil-N-nitroso-4-toluensulfonamida (precursor) con KCH en

. 07 . 1
metanol al 10%, empleando las proporciones:

- 1.25 g N-metil-N-nitroso-4-toluensulfonamida en 6 ml de éter etilico
- 5 ml de una disolucion KOH-metanol 10%.

- Extracto disuelto en 3ml de éter etilico.

En un matraz de dos bocas, provisto de un embudo de adicién y una cabeza de
destilacion, se coloca el precursor disuelto en éter. Sobre la disolucién, sometida a
agitacion magnética, se adiciona gota a gota la disolucion de KOH en metano!. El
diazometano generado es arrastrado por el éter y conducido al tubo de reaccién a
través del sistema de destilacion. El flujo de diazometano se mantiene uniforme,

calentando de vez en cuando suavemente el matraz generador.

Después de la reaccion se eliminan mediante evaporacion el éter y el diazome-
tano en exceso, obteniéndose un residuo seco en el que va incluido el 4cido esterifi-

cado. El residuo seco, una vez metilado, se disolvio en 500 ul de éter etilico.

12. EXTRACCION Y ENSAYO DE LA ACTIVIDAD MACC-Hidrolasa.

Se realizo segiin el Método de Jiao y cols., (1986); 6 g de ejes embrionarios
aislados germinados durante S5 horas en solucién nutritiva (Sanchez-Calle y cols.,
1989) a 25°C, se homogeneizaron con 25 ml de tampén K-fosfato pH 7.0. El homo-
genado se filtr6 por gasa miracloth y se centrifugé a 27.000 g durante 12 min en una
centrifuga Sorvall RC-5B, rotor SS-34. El sobrenadante se fracciond con (NH,),SO,;

el precipitado obtenido a 35.80% de saturacion se redisolvié en 2 ml de 10 mM K-

fosfato (pH 7.0) y se dializé durante toda la noche en el mismo tamp6n. El extracto

dializado se empleé como la solucion enzimatica. La concentracion de proteinas se

determiné por Bradford ( 1977). El ensayo de actividad se realizé en un volumen total

de 1 ml en una mezcla de reaccion que contenia MACC (4 mM), K-fosfato (10 mM)

(pH 8.0) MnSO, (1 mM), y 10 mg de proteina. Tras la incubacién a 37°C durante 1 h
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la reaccién se pard iri
se par0 transfiriendo los s a 0° .
) los tubos a 0°C y el ACC formado se determiné de

.l p p .

Se l‘ 2 - * -
expreso como nmol de ACC-mg"’ proteina-h" una vez restado el control.

13. VALORACION DE ABA.

1.- Extraccién de ABA libre vy lisado.

Para 2| proceso de extraccion de ABA endbgeno se siguié fundamentalmente

una modificacion del método descrito por Vaugham y Milborrow (1984).

El material vegetal (2 g) se homogeniz6 en un mortero con arena de cuarzo
afadiendo, poco a poco, 50 ml de acetona:dcido acético (99:1 v/v) y 100 mg/l de
BHT como antioxidante (Zeevart, 1980). Se adiciono una cantidad conocida de
4C.ABA (0.04 uCi; actividad especifica= 11.4 mCi.mmol) y AIB que se utiliza como
patrén interno para ver las pérdidas ocasionadas durante el proceso de extraccién y
para obtener un factor de respuesta relativo, que nos relacione las variaciones en los

tiempos de retencion con las dreas del patrén interno y, de los picos de interés.

El homogenado obtenido se centrifugé a 15.000 rpm durante 15 minutos a 4°C
en una centrifuga Sorvall RC-5B, rotor SS-34. El sobrenadante se guardo en frio y el
precipitado fue reextraido 7 veces con acetona:dcido acético (99:1, v/v), después de
una hora en agitacién en cada paso; los sobrenadantes obtenidos, tras centrifugar en
idénticas condiciones a las anteriormente descritas, se mezclaron con el primero y se

llevaron a sequedad en rotavapor a 35°C (Guerrero y Mullet, 1986). El precipitado

final fue desechado.

0 ml de una mezcla de etanol:acido acético al

os Sep-Pak C18 (Waters) puestos

El extracto seco s€ disolvio en 6
0.2% (1:1, v/v) y se filtré a través de cuatro cartuch

en serie. En este paso s€ retienen la mayoria de los lipidos y pigmentos.




El filtrado se redujo en rotavapor hasta aproximadamente 5 ml y se someti6 a

un triple fraccionamiento contra igual volumen de éter etilico frio. En la fase etérea

se obtiene el ABA libre del extracto que se concentré a vacio hasta sequedad. En la

fraccion acuosa quedarian los metabolitos mas polares y el ABA ligado, para cuya
b

extraccion se realiz6 una hidrélisis en medio alcalino durante 30 minutos a 60°C
ajustando el pH a 11 con NaOH 1 M. Una vez enfriado el fudrolizado, se ajust6 el
PH a 3 corn CIH 1 N y se realiz6 un triple fraccionamiento con éter etilico frio. En la

fraccion :2térea se obtiene el ABA ligado, que se concentré a vacio hasta sequedad.

Durante tcdo el proceso se preservd al extracto de la iluminacién directa, efec-
tudndose todas las manipulaciones en una habitacién oscura, iluminada con una
lampara de incandescencia de 25 W protegida por varias hojas de papel celofan de

color verde.

Los extractos secos y perfectamente cerrados, se conservaron en congelador a

-40°C hasta su valoracion.

La metilacién se realizé6 con diazometano en éter siguiendo el método descrito

con anterioridad (apartado 11.11.2)

I1. Identificaciéon del ABA.

Los métodos que utilizamos precisaban de una alta concentracién de producto

para su identificaci6n, por lo cual, realizamos todo el proceso con 1 Kg de semillas

de Cicer arietinum L.

- Espectrometria de RMN

Los espectros de RMN-1H se realizaron en un espectrometro Bruker WP 80 SY

(80 MHz) utilizando TMS como referencia interna y
cién) como disolvente. Los desplazamientos quimicos (escala &) se

cloroformo deuterado (99% de

grado de deutera

expresan en partes por millén (ppm).




- Espectrometria de masas

Se reali g
alizaron en un espectrémetro Hewlett-Packard 5988a, utilizando una ener-

fa de ionizacid ' ion di
g ' onizacion de 70 eV por inyeccién directa. Como disolvente se utilizé éter
etilico y helio como gas portador.

IIL.- Determinacion del ABA por cromatografia gaseosa

III.1- Caracteristicas del cromatégrafo.

Se utiliz6 un equipé Korik KNK-3000-HRGC con un sistema split de inyeccién
y un dctector de ionizacién de llama (FID) La columna utilizada fue una columna

capilar BP-1 (12 m x 0.33 mm) de metil-silicona y 0.25 :m de tamaifio de particula.

Todo el sistema (horno, inyector y detector) estuvo controlado por un micropro-
cesador KNK-019-385, conectado « un integrador KNK SP-4290 para el registro de

los cromatogramas.

I11.2- Andlisis de las muestras.

El residuo seco, una vez metilado, se disolvié en 500 wl de éter etilico. Para el
analisis de las muestras se realizaron inyecciones de 1 ul con una razén Split de 60:1

y utilizando como gas portador hidrégeno, con un flujo constante de 20 ml/min.

[I1.3- Cuantificacién de las muestras.

La cuantificacién se hizo por comparacion de las 4reas de los picos probleria,

con las 4reas de los picos patrones con concentraciones conocidas. Inicialmente se

inyectaron 0.1, 0.5, 1, 5y 10 ug de ABA patr6n (Sigma) para construir una recta

patron, relacionando las 4reas correspondientes a estas concentraciones.




Para la cuantificacién final del ABA en las muestras se tuvieron en cuenta las

pérdidas debidas al proceso de extraccion, por la determinacion de sus

coeficientes
de recuperacion, mediante la medida de la radiactividad inicial y final en el extracto.

A 200 ul de muestra se afadieron 3 ml de liquido de centelleo para liquidos, con la
siguiente composicion :

Etilenglicol
Metanol bidzstilado

Dioxano ..

La radiactividad se midi6 en dpm en un espectrofotémetro de centelleo liquido
Beckman LS-7500.

14. REACTIVOS UTILIZADOS.

Todos fueron de grado Sigma, Merk y Scharlau.




RESULTADOS




4.1. Crecimiento del eje embrionario aislado.

El eje embrionario, futura pléntula en condiciones apropiadas de crecimiento, es un

organo que tiene una dependencia importante del tejido de reserva, el cual le aporta la

gran mayoria de la sustancias necesarias para el inicio y etapas tempranas de crecimiento
y desarrollo. Por consiguiente, si se germinan ejes aislados es factible el estudiar la
influencia de una serie de sustancias, tanto de carécter hormonal como de otro tipo, en
el desarrollo de este 6rgano, por lo que es una "herramienta” importante en la fisiologia

de la germinacion en general y en el crecimiento y desarrollo del eje embrionario en

particular.

La dependencia nutricional respecto a los cotiledones fue la razén que justific6 la
presencia de una serie de componentes tales como la sacarosa y el K*, en el medio

nutritivo de crecimiento para los ejes embrionarios aislados de semillas de garbanzo
(imbibidas 4 horas).

4.1.1. Efecto del medio nutritivo sobre el crecimiento.

Previo a decidir cual deberia ser la composicién del medio nutritivo hemos realizado
varios experimentos modificando las concentraciones de potasic {KCl) y sacarosa. El
peso fresco incrementa a medida que lo hace la concentracién de potasio en el medio;
los valores mas elevados corresponden a 20 mM (KCl) en presencia de sacarosa (10
mg/ml) (Fig. 1A). La sacarosa que indujo un mayor fndice de crecimiento fue la de 5

mg/ml, puesto que valores mayores 0 menores lo redujeron en mayor o0 menor cuantia

(Fig. 1B).

Por consiguiente, la composicion 6ptima del medio nutritivo debe ser Tris-HCI 10

mM pH 7.6, KCl (20 mM) y sacarosa (5 mg/ml). Sin embargo, hemos elegido una

concentracién de sacarosa de 10 mg/ml fundamentalmente porque la produccion de gas




era liger: ¢ :
geramente mayor que con 5 mg/ml y no tan elevada como con

¢ y :
crecimiento del 20 mg/ml; el

eje taunbién alcanza valores intermedios (Fig. 1)

SACAROSA

Fllgura 1. Efectp del K* (KCl) (panel A) y sacarosa (panel B) sobre el crecimiento de

ejes embrionarios aislados de semillas de garbanzo. El KCl fue diluido en Tris-HCl

10.mM pH 7.6 conteniendo sacarosa (10 mg/ml), mientras que la sacarosa lo fue en

Tél;—HCl 10 mM pH 7.6 conteniendo KCl 20 mM. El tiempo de crecimiento fue de
oras.

4.1.2. Cinética del crecimiento.

El peso fresco aumenta de forma de forma lineal, tanto en ejes embrionarios in-
;ados en agua estéril, como los que lo fueron en solucion nutritiva (Fig. 2). Sin
embargo, a partir de las 18 h. se produce una aceleracion en el crecimiento en los

ejes tratados con :clucién nutritiva, obteniéndose a 48 horas 1.75 veces mas peso

fresco que el control.

Un componente importante en la induccion del crecimiento celular es el agua, y
por tanto su variacion a lo largo del crecimiento del eje debe mantener una pauta pare-

cida al crecimiento del érgano. En la Fig. 3 se expresan €stos resultados, que relacionan

el contenido en agua (en porcentaje) respecto al peso seco, datos que se observan en la

Figura 4. Este parametro, se altera durante las primeras 4
resultados de peso seco entre el control

8 horas de crecimiento en un

19.6% (control) y 21.5% (solucién nutritiva); los

y problema no tienen unas diferencias estadisticamente significativas, lo que hgce pensar
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en

un proceso preferentemente de toma de agua; no obstante, si bien la elongacion
celular es muy abundante en estas primeras horas de germinacién, la mitosis tiene un
papel muy importante a lo largo de este tiempo tal y como hemos demostrado en

nuestro grupo de Investigacion con este mismo material vegetal.

30
Horas de Germinacién

Figura 2. Variacién del peso fresco durante las primeras 48 horas de germinacién en
ejes aislados de semillas de garbanzo. Solucién nutritiva (+-+) y agua destilada (--).
Repeticion de al menos 5-8 veces.

T T T T T T

12 18 24 80 ae 42 48
Horas de Germinacion

O, expresado en purcemaje, durante .]as
es aislados de semillas de garbanzo. Solucion
epeticion de al menos 5-8 veces.

Figura 3. Variacién en el contenido de H,

primeras 48 horas de germinacién de ¢j
nutritiva (+-+) y agua destilada (+-+). R
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18 24 30
Horas de Germinacién

glgura '4. Variacion de peso seco durante el crecimiento de ejes embrionarios aislados
e sgmlllas de garba}rlzo germinadas en solucién nutritiva (+-+) y agua destilada (+-+)
Media de 5-8 experimentos. :

4.1.3. Efecto de SP, SPDy CV.

Al objeto de estudiar el efecto de las poliaminas méds importantes sobre el
crecimiento celular y por extensi6n sobre el eje embrionario aislado, se incluyeron las
aminas citadas (tetra, tri y diamina) en el medio nutritivo. El peso fresco, peso seco y
contenido en agua fue cuantificado, al cabo de 18 horas de germinaci6n, en presencia

de 0.1, 1.0, 5.0 y 10 mM de PAs.

El peso seco no se altera durante los tratamientos con poliaminas, al menos en
cantidades estadisticamente significativas. La toma de agua (Tabla 1), parece ser, por
tanto, la responsable de las modificaciones obtenidas respecto al peso fresco

(crecimiento) (Fig. 5) inducido por SP y SPD, ya que la CV no altera este parémetro.

Concentraciones de SP y SPD entre 0.1-1.0 mM estimulan el crecimiento, mientras

1.0 mM lo reducen. Tanto la estimulacién como la inhibicion parecen

que superiores a

de alguna forma relacionadas con la riqueza de grupos amino presentes en la molécula;

asf, la SP (0.1 mM) incrementa el peso fresco un 15.4%, mientras que la SPD, (0.1 mM)
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lo hace un 8.8%; respecto a la inhibicion, SP (10 mM) y SPD (10 mM)
34.3% y 24.4% respectivamente (Fig. 5).

lo reducen un

TABLA 1 Efecto de distintas concentraciones de es
cadaverina (CV) sobre el peso fresco y el %
germinados durante 18 horas. Cada valor es |

permina (SP), espermidina (SPD) y
de agua de ejes embrionarios aislados y
a media de tres repeticiones.

fresco/eje (mg) % H,0

SP SPD cv SP SPD cv

20.45b 20.45a,b 20 45a 8l.62a 8l.62a 8l.62a
23.37a 21.10a 20.34a 83.64a 8l.72a 81l.84a
22.18a 21.10a 20.52a 83.16a 81.84a 82.17a
14.10c 18.21b 20.84a 74.33b 79.84b 82.31la
10 13.49c 15.36¢C 20.90a 73.63b 77.42c 82.45a

Medias seguidas de la misma letra, no presentan diferencias estadisticas significativas,
seglin un test de minimas diferencias significativas (MDS), a un nivel de probabilided
de (P=0.05).

a1 )

9 ]

T £ T
T & 10
2D
Paseje [ Pi/eje

iami i indi re el
Figura 5. Efecto de diversas poliaminas a las concemraaones’ md}cuz:dr:;l)sn ch):] :has
: i i s aminas
imi i erminades durante 18 horas.
crecimiento de ejes aislados y g ! i
en solucién nutritiva; los resultados son la media de 3-4 experimenios




4.1.4. Efecto del ABA.

El ABA (5, 25 y 50uM) fue afadido a la solucicn nutritiva completa (Cf. Mat. y

en el efecto inhibitorio del ABA, por lo que al crecimiento se refiere (Tabla 2).

TABLA 2. Efecto del ABA sobre el crecimiento de ejes aislados de semillas de garbanzo

germinadas en diferentes medios nutritivos. El tiempo al idi
. ue se midi
18 horas. poalg 6 el peso fresco fue

Peso fresco/eje (mg)

+KCl -KCl -KCl +KCl H,0

+ Sac. +Sac. -Sac. -Sac.

20.400d 18.152¢ 17.822¢ 21.074¢ 17.997¢
17.276¢ 16.459b 14.440b 17.197b 12.847b
12411b 12.071a 13.430a,b 13.215a 10.862a,b

10.508a 11.591a 12.360a 12.618a 9.169a

Cada valor es la media de 3 repeticiones. Medias seguidas de la misma letra dentro de
cada columna significan que no existen diferencias significativas segin un test de MDS

(P=0.05).

La presencia de ABA induce una inhibicion del crecimiento a 18 horas
concomitante con la concentracién de la fitohormona; la ausencia de sacarosa y KCl
(medio compuesto exclusivamente por Tris-HCl pH 7.6) provoca un incremento del 11-
12% en el crecimiento del eje respecto a los valores obtenidos con ABA en agua

destilada (Tabla 2). La adicion de K* s6lamente es capaz de elevar el crecimiento del

eje a bajas concentraciones de ABA (5 uM) obteniéndose valores préximos al control
(+H,0); sin embargo, el control (+K*) aumenta un 22% (Tabla 2), respecto al

calculado en presencia de H,O o Tris-HCl pH 7.6, respectivamente.
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4.2. Contenido i6nico durante el crecimiento del eje aislado.

Durante la maduracién de la semilla, varios tipos de iones inorgdnicos son

transportados hacia los cotiledones o al eje embrionario en forma libre: en estos organos
son almacenados como iones libres 0 como complejos orgénicos hasta que se inicie el
proceso de germinacion. Durante las primeras fases de la germinacion la gran mayoria
de estos iones se transportan, siguiendo el comportamiento de fuente (cotiledén),
sumidero (eje embrionario), para ayudar al crecimiento y desarrollo de la futura nueva
plantula. Las membranas biolégicas juegan un papel muy importante en todos estos
transportes ionicos, ya no sélamente célula-célula, sino también célula-medio externo,
a donde van a parar al cabo de las primeras horas de germinacién buena cantidad de
iones almacenados en la embriogénesis y maduracién; una parte de ellos retornan al
interior del érgano como consecuencia de los procesos de reestructuracion de las

membranas que tienen lugar durante las primeras horas de crecimiento.

Por los resultados obtenidos y comentados en el apartado 4.1.1, estamos en
presencia de un proceso en el que la toma de agua tiene un papel preferencial; la
cuantificacién de los cationes implicados en el potencial hidrico (K*), mecanismos de
permeabilidad (Ca*"), y metabolismo energético (fésforo) son de gran interés. Se
estudia, por consiguiente, en este apartudo el efecto que tienen las poliaminas empleadas
anteriormente (apartado 4.1.3) y el ABA (apartado 4.1.4.) sobre el contenido i6nico

durante las primeras horas de germinacion de ejes embrionarios aislados.

4.2.1. Contenido en K*, Na', o v W

Las alteraciones en los niveles de estos elementos minerales durante las primeras

48 horas de crecimiento de ejes embrionarios aislados se presentan €n la Fig. 6. El
rma lineal durante todo el periodo estudiado, alcanzando

cuantificados a 6 horas (75 ug/eje). La

contenido en K* aumenta de fo
a las 48 h. valores 3,6 veces superiores a los
emento en el medio de crecimiento quizds explique estos resultados;

os datos y los obtenidos al evaluar el contenido en agua

'

presencia de este el
asimismo, el paralelismo entre s

demuestran su intima relacion.




El Pi es el elemento mas abundante, después del K*

. , €N este Organo, su con-
tenido ;

apenas ti aci : i |
apenas tiene fluctuaciones durante el periodo estudiado; si acaso alcanza

. valo-
res ligeramente elevados entre 12-30 horas de crecimiento

Horas de Germinacién

Figura 6. Contenido i6nico en ejes embrionarios aislados de semillas de garbanzo. K*
(:--), Pi (*-*), Ca** libre ( - ) y Na* (+-+). Cada valor es la media de tres repeti-
ciones con la desviacion estandar que se indica.

Con respecto al Ca** libre podemos observar un ascenso lineal en su conteni-
do durante las primeras 30 horas de crecimiento, descendiendo bruscamente hasta las
48 horas. Su nivel es idéntico al Na* durante las primeras 12 h de crecimiento; sin
embargo este elemento sufre una disminucién a partir de este momento alcanzando a

las 48 horas niveles idénticos al Ca**; es el elemento menos abundante en el eje

embrionario.

4.2.2. Efecto de las Poliaminas.

El papel de las poliaminas en el crecimiento de plantas todavia es muy fraccio-

nario: sin embargo, su accién en la estabilizacién de las membranas parece claro.
] :

La presencia de SP, SPD y CV (0,1-10 mM) en el medio de crecimiento tiene
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un efecto '
muy parecido con respecto a todos los elementos minerales estudiados:

incre ¢ '
mento conforme aumenta la concentracién de poliamina, y descenso en los ni-

veles 0 i iami '
endégenos a medida que la poliamina est4 menos enriquecida en grupos amino

200 T

TO11 6% TO116%0 TO11 61w
SP SPD cv

Figura 7. Contenido en K* en el eje embrionario aislado de semillas de garbanzo
germinado durante 18 horas en presencia de concentraciones crecientes de poliaminas
(0,1-10 mM). Los datos son la media de 3-4 determinaciones con el andlisis estadis-
tico que se indica en la Tabla adjunta.

TABLA 3. Contenido en potasio en ejes embrionarios aislados tratados con concentra-
ciones crecientes de poliaminas.

Potasio (ug/eje)

SP SPD Cv

120.891c 120.891c 120.891a
127.017b,c 125.269¢ 121.209a
1 136.901b 130.438b,c 126.833a
5 158.714a 141.309a,b 139.632a

10 169.979a 153.143a 125 190a

5. Medias seguidas de la misma letra dentro

. ia de tres repeticione
Cada valor es la media de p nte segdn un test de MSD (P=0.05).

de cada columna no difieren estadisticame
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Asi, el K* incrementa 1,4 veces en presencia de SP (10 mM), 1.2

S | veces con SPD
mM) y no se altera si le anadimos igual concentracion de CV (Fig. 7)

El Na* ve estimulada su movilizacién por poliaminas en mayor cuantia que el
K*: 1,9 veces en presencia de SP (10 mM), 1,4 veces con SPD (10 mM) y 1.13 veces
en presencia de CV (10 mM) (Fig. 8).

100 4

¥ & T T T T

T61 1 & © TO11 610 TO0116 10
SP SPD Cv

Figura 8. Contenido en Na' en ejes embrionarios aislados de semillas de garbanzo
germinadas durante 18 horas en presencia de diferentes concentraciones de polia-
minas (mM). Los datos son la media de 3-4 experiencias con el andlisis estadistico
que se adjunta en la Tabla inferior.

TABLA 4. Contenido en sodio en ejes embrionarios aislados de semillas de Cicer
arietinum, L. tratados con concentraciones crecientes de poliaminas.
Sodio (ug/eje)
mM SP SPD CVv
0 48.140d 48.140d 48.140a

0.1 59.821¢ 49.826d 48.652a
1 65.243¢ 54.853c¢ 50.052a
5 80.199b 63.304b 52.710a

10 93.497a 69.151a 55.181a

uidas de la misma letra, dentro

. : ia de 3 repeticiones. Medias seg
Cada valor es la media de P an un test de MDS (P=0_05).

de la misma columna, no difieren estadisticamente Seg
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El conteni alcio li S esti
enido en calcio libre es estimulado por concentraciones de SP entre 1y

10 mM, obteniéndose a esta ultimz '
» obteniéndose a esta dltima concentracion valores 2 veces superiores que en

ausencia de poliaminas (Fig. 9).

Ly Al LU LI L :
T 011 B8 10 TO011 6 10 T 011 &6 10
SP SPD cv

Fizura 9. Contenido en Ca** libre en ejes embrionarios aislados de semillas de gar-
banzo germinadas durante 18 horas en presencia de concentraciones crecientes de
poliaminas (mM). Los datos son la media de 3-4 experiencias con el andlisis esta-
distico que se adjunta en la Tabla 5.

TABLA 5. Contenido en calcio en ejes embrionarios aislados de semillas de Cicer
arietinum, L. tratados con concentraciones crecientes de poliaminas.

Calcio (ug/eje)

SP SPD CV

57.642¢ 57.642c¢ 57.642c
59.205¢ 58.192¢ 63.000b,c

1 85.879b 60.282b,¢ 65.307b,c

5 114.461a 64.284b 71.544b

10 116.735a 84.698a 89.688a

edias seguidas de la misma letra dentro

de 3 repeticiones. M
e . e MDS (P=0.05).

Cada valor es la med: ' ,
fieren estadisticamente segin un test d

de cada columna, no di
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El enri imi 3
ennquecimiento en grupos (-NH3) favorece la acumulacién de P 135, 138 y

1,5 v. con CV, SPD y SP a concentracién de (10 mM) (Fig.10).

TOI1 6% TO11 6190 To11 6w
SP SPD cv

Figura 10. Contenido en fdsforo inorgénico en ejes embrionarios aislados de semillas
de garbanzo germinadas durante 18 horas en presencia de concentraciones crecicates
de diferentes poliaminas (mM). Los datos son la media de 3-4 experiencias con el
andlisis estadistico que se indica en la Tabla 6.

TABLA 6. Contenido en fosforo en ejes embrionaries aislados de semillas de Cicer
arietinum, L. tratados con las concentraciones de poliaminas que se indican.

Fosforo (ug/eje)

SP SPD Ccv

98.004¢ 98.004b 98.004¢
98.237¢ 95.572b 109.992b

1 98.792¢ 99.720b 109.323b

5 126.512b 103.858b 111.710b

10 145.970a 128.923a 121.899a

a media de tres repeticiones.Medias seguidas de la misma letra dentro

da valor es |
L disticamente segin un test de MDS (P=0:05).

de cada columna, no difieren esta
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4.2.3. Efecto del ABA sobre el contenido en K* v Ca**.

Los niv .V a** dismi i ' i
eles de K' y Ca** disminuyen en el eje embrionario a medida que au-

menta la concentracion de ABA en el medio de germinacién (Tabla 7). Durante la
germinacion de semillas, el K* del eje embrionario procede fundamentalmente del
cotiledon; sin embargo, en ejes aislados proviene, bien del K* almacenado durante la
embriogénesis o del medio de germinacién (contiene este elemento, como se expone
en Mat. y Met.). El ABA induce unas concentraciones de K* y Ca** en el medio de
crecimiento inversamente correlacionadas con los niveles endégenos encontrados en
el organo aislado (datos no mostrados). Asi mismo, el contenido en K* esta dire~-
tamente correlacionado con el nivel de agua (r= 0.947), lo que confirma nuevamente

que estamos en presencia de un proceso de crecimiento en que la elongacién celular

tiene un papel importante.

TABLA 7. Efecto del ABA sobre el contenido en K*, Ca** y porcentaje de agua en
ejes embrionarios aislados de semillas de garbanzo. El tiempo de germinacién fue de
18 h. y los valores son la media de 3-4 experimentos. Medias seguidas de la misma
letra dentro de cada fila no difieren estadisticamente segiin un test de MDS
(P=0.05).

ABA (uM)

Elemento 5 25

K* 115.8b 109.4¢
55.3b 50.9¢

81.3b 75.0¢

43. Produccién de etileno durante el crecimiento del eje embrionario.

El eje embrionario es uno de los 6rganos de las semillas que produce mayor

' fa estén
cantidad de etileno; las razones son muy diversas, pero en su gran mayoria €

‘ antes los proce-
relacionadas con el hecho de ser un 0rgano €n el que son muy abundantes los p
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sos de diferenciacién, mitosis y elongacién celular; procesos, todos ellos, relacionados

de un modo u otro con la biosintesis de gas. Es, por consiguiente, un buen material

biolégico para llevar a cabo un estudio en profundidad acerca de los factores que

afectan a la produccién de etileno asi como de las alteraciones que se producen en

los intermediarios de su ruta biosintética a lo largo del desarrollo de este 6rgano.

4.3.1. Evolucién en la producci6n de gas.

Los ejes embrionarios aislados se germinaron un méiximo de 48 horas y se
midi6 la velocidad en la produccién de etileno a intervalos de 6 horas de crecimiento.
Esta medida se realizo durante 60 min., tiempo que hemos considerado éptimo ya
que la produccion de gas era perfectamente cuantificable por Cromatografia Gaseosa
en todas las condiciones experimentales y asi mismo el tiempo no era demasiado
largo como para que el gas producido indujese procesos relacionados con su propia

sintesis o con el crecimiento del érgano en cuestién.

En la Figura 11 se expresan los resultados obtenidos tanto en agua destilada
como en soluci6n nutritiva; el maximo en la produccién de gas se obtiene a las 18
horas; esto mismo sucede cuando se adicionan al medio diversas sustancias, ya no
s6lo de cardcter fitohormonal sino también inorgdnicas u orgdnicas (datos no mos-
trados). Sin embargo, la presencia de la solucién nutritiva como medio de germina-
ci6n induce una mayor velocidad en la aparicién de etileno; sobretodo en el periodo
coraprendido entre 12-36 horas (Figura 11). Cuando existe solamente agua destilada

como medio de germinacién, el maximo es reducido un 55%.

Segiin estos resultados, parece evidente que los ejes aislados y germinados

durante 18 horas sean los apropi~<0s para estudiar algunos factores que modifican la

produccion de gas.




s Bem@ T ~—3 -

A J

24 30 as 42 48
Horas de Germinacién

—+— Agua - Sol,

F}g?lra 11.. Pro_ducc?én de etileno durante las primeras 48 horas de crecimiento de
ejes embrlonarlos mslgdos de garbanzo en agua y solucion "standard". Los valores son
la media de 3-4 experimentos.

4.3.2. Efecto de pH y la composicién del medio nutritivo.

Se ha medido la capacidad de produccion de etileno por parte del eje embrio-
nario germinado en diferentes medio nutritivos (apartado 4.1.1). Los resultados glo-

bales de peso fresco y etileno se expresan en la Tabla 8.

Se observa que, tanto el incremento en la concentracion de K* como de saca-
rosa, producen aumentos correlativos en la aparicién de gas y crecimiento. Un medio
conteniendo Tris-HCI pH 7.6, sacarosa (20 mg/ml) KCl (20 mM) induce la mayor

cantidad de etileno; no obstante hemos preferido tomar como "standard" la solucion

que contenga 20 mM de potasio y valores intermedios de sacarosa (10 mg/ml).

Para estudiar el efecto de pH del medio sobre la produccion de gas, s€ germina-

ron ejes embrionarios durante 18 horas en la solucién nutritiva "standard” de diferen-

tes pH (7.0-9.0). Apenas s¢ modific
12).

a la aparicion de etileno en este rango (Figura




TABITA__&.‘Efect‘o del K* (KCl) y la sacarosa sobre la produccion de etileno en ejes
embrionarios aislados de semillas de garbanzo germinados durante 18 horas,

A=Tris-HCl (10 mM) pH 7.6 + Sacarosa (10 mg/ml): B =Tris-
(20 mM). ( g/ml); ris-HCl (10 mM) + KCQl

Etileno Peso fresco/eje

(nl 9 h-l . cje'l)

(mg)

Tris-HCI pH 7.6

A-KCl

A+KCl (5 mM)

A+KCl (10 mM)
A+KCl (20 mM)

3.351+0.25
2.687+0.30
2.773+0.15
2.900%0.30
3.099+0.10
2.348+0.15
2.938+0.30
3.890%0.35
6.244+0.15

B-Sacarosa

B+ Sacarosa (5 mg/ml)
B+ Sacarosa (10 mg/ml)
B+ Sacarosa (20 mg/ml)

17.820+0.20
13.570%0.15
18.710x0.30
19.000+0.15
20.400+0.25
21.224+0.10
23.074x0.35
20.400=0.40
19.846+0.25

Cada valor es la media de 3-4 repeticiones con las DE que se indica.

Figura 12. Efecto del pH (en el rango basico) sobre la

embrionarios aislados de semillas dg garbanzo. Ell
horas y la solucion nstandard" contiene: Tris-HC

mg/ml); KCl (20 mM). Los resultados son media de 3 experimen

standard que se indica.

tiempo de incuba
(10 mM) pH 7.6; sacarosa (10
tos con ia_desviacu’)n

produccion de etileno en ejes
cion fue de 18




4.3.3. Efecto del Calcio (CaCl,) sobre la produccién de etileno,

La produccion de etileno en semillas de garbanzo se incrementa por calcio

exogeno (Tabla 9), obteniéndose la méixima velocidad con CaCl, (10 mM), lo que

constituye una estimulacion de 2.6 veces sobre el control sin Ca**; valores 10 veces
menores de calcio provocan una estimulacién bastante alta (2.3 veces sobre el control
sin Ca**). El comportamiento de este cation en la estimulacién de la produccién de
etileno no varia cuando se expresan los resultados respecto a la unidad de crecimien-
to o referidos a la unidad de peso (Tabla 9).

La presencia de EGTA (agente quelante de Ca*") a nivel equimolecular con
el Ca**, induce una reduccién del 50% en la produccion de etileno (Tabla 9); por

consiguiente, este proceso objeto de estudio tiene una clara dependencia de calcio.

TABLA 9. Efecto de distintas concentraciones de Cl,Ca y EGTA sobre el etileno pro-
ducido por ejes embrionarios aislados.

ETILENO

nl. sl
(nl-h'-eje™) —{(nmol:h g )

_Cl,Ca EGTA _Cl,Ca EGTA
3.837d 3.837d 61.98d 61.98d
5.154c 3.063c 86.44cC 55.91c
8.384b 4.515b 142.14b 81.59b

10.012a 5.133a 171.26a 87.26a

. : i . =
Cada valor es la media de tres repeticiones. Medias §eg111das d::i laf\/I ngsénz?) ie(;rgsgi
tro de cada columna, no difieren estadisticamente segun un test d€ .05).




4.3.3. Efecto de los inhibidores del crecimiento.

4.3.3.1. Manitol, cicloheximida y S-fluorouracilo.

La inclusid ani i i
stion de manitol (osmético) en el medio de incubacion, provoca una

reduccid imi '
ccion en el desprendimiento de etileno de forma paralela a como se reduce la

toma de agua y la elongaci6n celular (Tabla 10). Concentraciones de manitol de 100

mM inducen una inhibicién del 82% en la produccién de gas y un 52% de reduccién
en la toma de agua.

T;:)BLA 10. Efec-t’o de cqncemraciones crecientes de manitol en el medio nutritivo
sobre la produccion de etileno en ejes embrionarios germinados 18 horas.

Etileno Peso fresco/eje

Manitol (nleh'.eje?) (nmol+h'.g™) (mg)
(mM)

0 2.937¢ 42.952¢ 20.400d
10 2.984c 50.422¢ 18.084¢
50 2.799¢ 46.004¢ 17.190d

100 0.234a 41.904a 9.573a

Cada valor es la media de 3 experiencias. Medias seguidas de la misma letra dentro
de una columna no difieren estadisticamente segin un andlisis de MDS (P=0.05).

Si en el medio con manitol incluimos tiourea (TU) (agente capaz de inducir la
toma de agua y la elongacion celular, por un mecanismo que implica la toma de K*)
se detecta, en contra de lo esperado, una disminucion importante en la produccion de
gas (Tabla 11) si bien el peso fresco incrementa respecto al control con manitol
(Tabla 10-11). En la discusion de esta Memoria incidiremos en este hecho en tér-

minos de que la TU es un inhibidor de la producci6n de radicales libres.




TABLA 11 aci '
l. Efecto de concentraciones crecientes de manitol, aplicado conjuntamente

con tiourea (5 : :
e 9 (0 ‘T?M)‘S()bre.el eu!er.m producido y el peso fresco por eje (mg) en ejes
arios aislados de Cicer arietinum germinados durante 18 horas -

M. (mM) + Etileno Peso fresco/eje

TU (50 mM) (nl+h'.eje?) (nmol+h?.g") (mg)

0 3.290d 52.691d 20.400¢
10 0.279a 3.707a 24.347b
50 0.385a 5.447a 23.207b

100 0.383a 6.150a 20.511a

500 0.263a 7.273a 11.808a

"M.= Manitol. Cada valor es la media de 3 repeticiones. Medias seguidas de la mis-

ma letra dentro de cda columna no difieren estadisticamente, segin un andlisis de
MDS (P=0.03).

La cicloheximida (20 ug/ml), una concentracion que inhibe la sintesis de proteina
en semillas de garbanzo, indujo un descenso en peso fresco del 33.5% y una inhibicion
en la produccién de etileno del 87% (Figura 13). Experimentos con pulsos cortos de
cirloheximida, para conocer cual era el perfodo de tiempo mds importante en relacién
con la sintesis de enzimas implicados en la biosintesis del gas y con su produccion, han
demostrado que la inhibicién de la sintesis proteica durante las primeras 18 horas era

mucho mas importante que la de las 6 horas restantes (datos no mostrados).

El S-fluoruracilo, inhibidor de la sintesis de ARN en esta semilla a concentraciones

de (5 mM), induce una reducci6n en la produccion de gas del 52% y en el peso fresco

en un 9.2% (Figura 13).

De estos resultados se deduce que la produccion de etileno depende mis de la

sintesis de proteinas que de ARN, lo que puede ser debido a la presencia de una mayor

proporcion de ARN almacenado que de sistema enzimatico relacionado con la sintesis

de gas.
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Figura 13.. Efecto Qe la CH (20 ug/ml) y el 5-FU (5 mM) sobre la produccion de eti-
leno en ejes embrionarios aislados de semillas de garbanzo y germinadas 18 horas.
Los valores son la media de 3-4 experiencias, con la DE indicada.

4.3.4.2. Efecto de las altas temperaturas.

En semillas de garbanzo, temperaturas de 30°C o superiores retrasan la emer-
gencia radicular porque impiden la toma de K* (H,0), y por tanto el crecimiento por
elongacién al no crearse la presién de turgencia apropiada. La produccién de etileno
en ejes embrionarios aislados se estimula al incrementar la temperatura de 25 a 35°C
(Figura 14); este etileno bien podria ser una consecuancia del "stress" que se induce

al 6rgano por altas temperaturas.

16}

14 4

12 1

e

30
Temperatura (°C)

| desprendimiento de etileno en
germinados durante 18 horas en

la media de 3 repeticiones con la DE gque se in-

Figura 14. Efecto de las altas temperaturas sobre €
ejes embrionarios aislados de semillas de garbanzo,

soluciéon nutritiva. Los valores son
dica.




4.3.4.3. Efecto del dcido abscfsico (ABA).

La inclusié i iti i
clusion de ABA en el medio nutritivo tiene como finalidad el inhibir. o

efx su caso reducir, la toma de agua (elongacion celular) del eje embrionario me-
diante un mecanismo inducido por una fitohormona y no, como en el caso anterior
(4.3.3.1.), por una sustancia no natural. Los resultados se exponen en la tabla 12, Tn
ella estdn incluidas las respuestas que tiene el eje embrionario aislado y germinado
durante 18 horas; por lo que se refiere a la produccién de etileno, en medios nutriti-
vos, todos ellos con diferentes concentraciones de ABA, pero con distinta composi-
cion de K* y sacarosa. La finalidad de este experimento tan complejo fue vislumbrar

qué componente del medio nutritivo era mas importante en revertir el efecto del
ABA.

Concentraciones mayores de 5 uM ABA (en agua destilada), inducen descen-
sos en la produccién de gas; asi el ABA (25 uM) la inhibe el 41%, mientras que el
ABA (50 uM) lo hace en un 84.2% (Tabla 12). Valores parecidos, en cuanto al por-
centaje de inhibicién inducido por ABA, se obtienen cuando el medio estd compues-
to exclusivamente por Tris-HCl pH 7.6; KCl (20 mM) o sacu:osa (10 mg/ml). Sola-
mente el KCl (20 mM) es capaz de revertir el efecto inhibitorio inducido por ABA
(25 uM); asi, cuando el medio nutritivo se compone de Tris-HCl pH 7.6;KCl (20
mM) y sacarosa (10 mg/ml), el ABA (5-25 uM) no s6lo no afecta a la producci6én de
gas, sino que los resultados parecen indicarnos que se ha producido una estimulacién
respecto al control (-ABA). Probablemente, la inclusién de KCl (50 mM) en el medio
revirtiese el efecto inhibitorio del ABA (50 uM); el K* parece, por consiguiente, ser
el tinico responsable de esta reversion, pero la fuente energética debe estar presente,

ya que si no los resultados obtenidos en presencia de KCl (20 mM) no tendrian sen-

tido en este contexto.

s resultados ante-

El efecto inhibi-

Idéntico razonamiento podemos hacer cuando expresamos 1o

riores como nmol gas por hora y gramo de peso fresco (Tabla 12).

torio del ABA no puede ser revertido por TU (50 #M) aunque el crecimiento esté

ligeramente estimulado (Tabla 13). El tener Ja TU una acci6n sobre la produccién de

radicales libres puede ser la explicacion de estos resultados.
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TABLA 12. Efecto de distintus niveles de AB
pH=7.6 en ausencia o en presencia de CIK (20
la produccién de etileno en ejes embrionarios
cubados durante 18 horas. :

A en agua o en tampén Tris-CIH,
m.M) 0 en sacarosa (10 mg/ml), sobre
aislados de semiilas de garbanzo, in-

(nl-h™.eje™

-KCl

-Sac.

3.351c

2.306b

1.767b

0.940a

(nmol-h™.g")

+KCl KCl -KCl +KCl H,0

+ Sac. +Sac. -Sac. -Sac

59.031d 73.837d 73.089¢ 43.309¢ 34.774¢c
76.636¢ 71.891c 62.076b 47.762c 48.502¢
115.102b 51.749b 40.263b 36.209b 33.854b

9.877a 63.752a 29.562a 19.939a 10.768a

Cada valor es la media de 3 repeticiones. Medias seguidas de distinta letra dentro de
cada columna, no presentan diferencias estadisticas significativas segiin un andlisis de

MDS (P=0.05).




TABLA 13. Efecto del ABA (0-50 #M) en combinacién con TU (50 mM) sobre la

produccion de etileno y el peso fresco de los ei i i0s ai
. § ejes embrionarios aislados de '
de garbanzo, incubados durante 18 horas. i

Peso fres-

co/eje

Tratamientos nl*h’eje’ nmol-h"g* mg

ABA (0 pM)+TU (0 mM) 3.000d 47.481d 20.400a
ABA (0 pM)+TU (50 mM) 0.605a 13.420a 21.198a
ABA (5 uM)+TU (50 mM) 0.899b,c 10.300b,c 21.62%a
ABA (25 puM)+TU (50 mM) 0.696a,b 12.516a,b 22.376a

ABA (50 pM)+TU (50 mM) 0.785ab 9.744a,b 19.360a

Cada valor es la media de 3 repeticiones. Medias seguidas de la misma letra dentro
de una misma columna, significa que no existen diferencias estadisticamente signifi-
cativas segin un test de MDS (P=0.05).

435. Efecto de los activadores del crecimiento.

En este apartado se emplearon dos tipos de sustancias; una, la fusicoccina
(Fc), cuya accion positiva sobre la elongacion celular estd mas que probada; otra, las

poliaminas (PAs), de accion todavia no muy clara sobre el crecimiento, pero que en

semillas de garbanzo parece lo estimulan (Figura 5).

4.3.5.1. Fusicoccina.

e Fc (0-20 uM) en el medio de crecimiento provoca una répida

La inclusién d

; . e
elongacion celular, lo que implica un ascenso en el peso fresco de los ejes embrio

rios: con Fc (20 M) la estimulacion es del 62% respecto al control sin Fc.
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Figura 15. Efecto de concentraciones crecientes de fusicoccina sobre el peso fresco

por eje (mg, panel A) y el etileno desprendido (nl-h".eje”, panel B). Cada valor es la
media de 3 repeticiones con la DE que se indica.

La produccién de etilenc es estimulada por Fc entre 0y 10 uM (Figura 15).
Esta sustancia es capaz, por otra parte, de revertir parcialmente la inhibicion provo-
cada por polietilenglicol (PEG), del mismo modo que lo hace con el peso fresco
(Tabla 14).

TABLA 14. Efecto de la Fc y el PEG en el crecimiento y producci6n de etileno de
ejes embrionarios aislados de semillas de Cicer arietinum ge}'mir?adas 18 pgras. Las
soluciones fueron preparadas en solucién nutritiva y las experiencias se repitieron 3-4

veces+DE.

Etileno Peso fresco/eje

(nl-h-eje) {mg)

Sol. nutritiva 3.08+0.1 20.45+0.5
PEG 2.77+0.08 18.25+£0.5

Fc 420+0.5 3233208

PEG+Fc¢ 321+0.2 23.59+04

TU 0.60+00.4 21.20+0.2




4.3.5.2. Poliaminas (PAs).

CU(illd() 5E 4 [ N 5‘

se valora la Ci 6 i i
produccion de etileno en ejes embrionarios a las 18 horas de ger

minacion, s Serva ¢ ' '
e observa que solamente la tetraamina SP induce incremento en la apari
cion de gas. . o

TABLA 15. Variacig | i
S :j.e giarucu_)nl en e.l etileno desprendido por ejes embrionarios aislados de
k $ cer anetinum incubados durante 18 hor: i
las de Ci s oras en concentraciones crecient
L v ac C : : 1 e
de las poliaminas espermina (SP), espermidina (SPD) y cadaverina (CV) :

nl.h'.eje?

Poliaminas SPD
(mM)

0

0.1

Foliaminas

(mM)

149.576¢ 149.576b 149.576a
188.596a 117.378a 154.402a
176.919b 122.080a 161.859a
08.475d 88.601c 168.856a

10 65.094d 58.452d 171.879a

3 repeticiones. Medias seguidas de la misma letra, dentro

Cada valor es la media de : las de Iz ’
ntan diferencias estadisticas significativas, segun.un test de

de cada columna, no prese
MDS (P=0.05).
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Esta induccion en la produccion de etileno, se produce a concentraciones de SP

entre 0.1-10 mM (1.5 y 1.4 veces respectivamente), ya que valores de SP entre 5y 10

mM provocan una disminucion en la aparicion de etileno del 65 y 75% respectiva-
mente (Tabla 15).

Las restantes PAs probadas o disminuyen la sintesis de gas (SPD) o apenas

modifican la produccion cuantificada en el control (menos PAs) (CV).

4.4. Cuantificacién de los intermediarios de la ruta biosintética del etileno.

Tal y como quedo refleiado en la Introduccion de esta Memoria, la aparicion de
. . . . ] 2 .
etileno es una consecuencia de la transformacion de SAM — = ACC — 2 Etileno,

catalizada sucesivamente por los enzimas ACC-sintasa (1) y EFE (2). Sin embarro,
una porciéon de ACC puede acumularse en forma de MACC implicando a la N-ma-
lonil-ACC-transferasa; el MACC resultante, y mediante la actividad MACC-hidrolasa,

puede transformarse total o parcialmente en ACC nuevamente.

Debido a la importancia de lo anteriormente expuesto nos ha parecido oportuio
el estudiar en el tiempo la aparicion de estos intermediarios relacionados con la
produccion de gas. La experimentacion fue planificada en un periodo d2 tiempo com-

prendido entre las 0-18 horas ya que es el momento en que se cuantificd maxima

producci6n de etileno (Figura 11).

Los intermediarios cuantificados (ACC y MACC) lo fueron en ejes embrionarios
aislados de semillas que estuvieron almacenadas (0-4°C) durante un minimo de 10-12

meses. La razon, como se expondrd (apartado 4.4.2) y discutird oportunamente, fue

que en este momento s€ obtuvieron unas cantidades importantes de ambos metabcli-

‘ fc ' de alme ' 2- sy 6-8
tos, en comparacion a las presentes en peric Je almacenaje de 2-4 meses Yy

meses respectivamente (Tabla 17).




4.4.1. Variacion en el contenido de MACC.

13 3 . ara . £
Al igual que los restantes parametros, el MACC fue cuantificado er. intervalos
de 60 minutos a partir del momento en que el eje embrionario fue puesto a germinar
(t=0); es importante recordar que el eje fue aislado a partir de semillas imbibidas en

agua destilada estéril durante 4 horas (Cf. Mat. y Met.).

El MACC se cuantifico alternativamente por hidrolisis basica y 4cida (Tabla
16); los resuitados indican un mayor rendimiento con la segunda que con la primera,
pero nos demuestran que mediante ambas podemos obtener ACC a partir de un
molécula que "supuestamente” es MACC. Seguidamente expondremos los datos que
nos han llevado a concluir y demostrar la identidad de tal metabolito; metabolito que

efectivamente era el derivado malonizado del ACC.

TABLA 16. Cuantificacion de ACC libre y conjugado (MACC) mediante hidrolisis
acida HCI (1 N) y basica NaOH (12 N). Los resultados se expresan como nmol/g.

Horas ACC MACC

B 0.003+0.0015 0.003" £0.001 0.003™+0.001
5 1.989+0.0700 33.699"+1.500 22.398™ +2.701

6 2.558%0.1790 0 186" +0.02¢ 0.1457+0.073

* hidrolisis dcida.
** hidrolisis bdsica.

A partir de este experimento hemos preferido obtener MACC mediante hidro-

lisis basica. En discusion comentaremos las razones.

4.4.1.1. Identificacién de MACC de ejes embrionarios.

' ' idrolisis i era su
Para demostrar que la sustancia que mediante hidrolisis producia ACC

inteti imice arti ruro de metil
derivado malonizado (MACC), se sintetiz6 quimicamente a partir de clo
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malonilo y A ' ici
y ACC. Al MACC obtenido se le hicieron las siguientes determinaciones:

a.- Comparacid t: i
a paracion mediante cromatografia de gases de las muestras sintética y na-
tural.

b.- Espectrometria de Masas de ambos compuestos.

c.- Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de protones y de carbono-
13

Las caracteristicas espectroscopicas de los compuestos sintetizados quimicamente

son las siguientes:

Los cristales de ACC: 'H NMR (300 MHz): é (acetona-d;) 1.45 (2H, m), 1.61
(2H, m), AA'BB’ sistema de H-2 y H-3; ®C NMR (75 MHz):é (acetona-d;) 175.66
(COOH), 36.67 (C-1), 16.00 (C-2y C-3).

El dimetil ester del MACC presenta un pico en CGL con R, 12.80. MS: m/z (rel.
int.); 215 (M*, 23), 184, (35), 183 (98), 156 (24), 155 (19), 142 (8), 124 (12), 115 (33),
114 (52), 101 (63), 100 (75), 96 (15), 83 (100), 82 (20), 74 (21), 59 (91), 56 (43), 55
(68), 54 (69) (esquema 1). 'H NMR (80 MHz):é (acetona-d;) 1.09 (2H, m), 1.40 (2h,
m), AA'BB’ sistema de H-2 y H-3; 3.25 (s, H-2'), 3.60 (s,-OCH,.), 3.64 (s, -OCH,), *C
NMR (75 MHz):6 (acetona-d) 170.89 (C-1), 168.87 (-O-CO-C,), 166.81 (C-3), 52.42
(-OCH,), 52.19 (-OCH,), 42.86 (C-2), 34,00 (C-1), 17.53 (C-2y C-3).

Una vez caracterizado el MACC sintetizado, se pas6 a aislarlo a partir de ejes em-
brionarios aislados y germinados 5 horas. Los espectros de Cromatografia de Gases
combinada con Espectroscopia de Masas del MACC end6geno muestran un espectro
de EM idéntico al obtenido del MACC sintético (Figura 16 Ay B).

Todas las muestras obtenidas por nu.utros (Cf. Mat y Met.) resultaron coinciden-

tes en el resto de sus propiedades quimicas y espectroscopicas con las muestras natu-

rales.
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Las principales fragmentaciones observadas en el MS del dimetil ester del MACC

se observan en el siguiente esquema.

COOMe

| il . :
N H- Ul — COOMe

Q)

+
COOMe e

v D<
NH-C—CH=C=0

o=C y i Y ”
=C— 0—CH, ‘
v 0

59 (91%) / 183 (98%. e
—a e

; COOMe

+ ; I

e
COOMe |

NHC=
e 114 (52%)
142 (8%)

H |
>< D—Nn-c-cy{:c:o
v | H

Q
124 (12%)

El pico base proviene de la ruptura del ester metilico unido al ciclopropano lo que

origina el fragmento m/z 156 y parte del m/z 59.

Si m/z 156 sufre una nueva degradacion en alfa del grupo carbonilo de la amida,
se obtiene el fragmento m/z 83. Otros fragmentos menos significativos pueden verse

en el esquema y coinciden totalmente con los de la muestra de MACC obtenida por

sintesis quimica.

4 4.1.2. Variaci6n con la germinacion.

A las S horas de germinacion en solucién nutritiva "standard’, se encuentra un

cién de MACC (Tabla 17), con valores muy superiores a los encon-

pico de acumula
estudiado, donde apenas es cuantificable.

trados en el resto del periodo de tiempo
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Este pico de MACC es menor cuanto menor es el tiempo de almacenaje a (0-4°C) de
la semilla: en 8 meses disminuye un 96% y en 4 meses lo hace en un 99.5% (Tabla
17); ademas conforme aumenta el tiempo de almacenaje (estratificacion) la capaci-

dad de sintesis d¢ MACC a las 5 horas va en aumento: lo que no ocurre a las otras
horas (Tabla 17).

4.4.2. Variacién en el contenido de ACC.

El ACC es el segundo intermediario que aparece de forma clara durante los pri-
meros instantes de la germinacion de ejes aislados de garbanzo. Su acumulacion se
localiza 2 horas mds tarde que el MACC, si bien puede empezar a detectarse a partir
de las S horas de germinaciéon (Tabla 17). El ACC cuantificado entre 5-7 horas equi-
vale al 99.5% del que existe durante las primeras 8 horas; a 4 y 8 horas los niveles de

ACC apenas son cuantificables; como tampoco lo eran en el caso del MACC.

La molécula de ACC fue identificada "in vivo" siguiendo un metodologfa similar
que la usada para el MACC, utilizando como "standard" el ACC comercial puro qui-
micamente de SIGMA (Figura 17).
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Figura 17. Espectrometifa de Masas del éster metilico del ACC puro.
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Durante los primeros meses de almacenaje el contenido en ACC es casi impercep-

tible; sin embargo, su sintesis se acelera en un momento dado alcanzando a las 10-12

meses valores 82 veces superiores que a los 6-8 meses de almacenaje y 550 veces su-

periores que a los 2-4 meses (Tabla 17),

Durante el periodo de tiempo entre 0-9 horas, en que el MACC y ACC tienen sus
mdximos de acumulacion, los niveles de produccién de etileno estdn entre (2-8
nmol/g) mientras que a partir de las 14 horas (19 nmol/h) se produce una acelera-

cion en la aparicién hasta alcanzar un méximo a las 18 horas (65 nmol/g) (Figura
18).
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i6n de etileno durante las pri-
. acion de MACC, ACC y p.rodu.ccmn' et s B
it 2108.hArCalimdueld;:e(1)’minaci()n de ejes embrionarios aislados :;A?glllic{?a :=0
m?rﬁsum Doat(;s media de 3-4 experiencias*DE. Los valores de y
arietinum.

fueron 4.5 y 5.3 respectivamente.

106




4.4.3. Actividad ACC-sintasa durante la germinacion.

Como ha quedado expuesto en la Introduccién de esta Memoria la transforma-

cion de ACC en etileno mediante la actuaciéon del complejo enzimatico EFE es un

proceso dependiente de aerobiosis; por lo tanto, en ausencia de O, esta reaccién no

podra llevarse a término y el ACC se acumular.

Basandonos en este hecho, hemos determinado la actividad ACC-sintasa (SAM
= ACC): cuantificacion de los niveles de ACC en atmdsfera de N,. Para ello, se ha

realizado un estudio preeliminar a fin de conocer cual era el tiempo de incubacién en

anaerobiosis apropiado para conseguir una medida de ACC suficientemente cuan-

tificable y a su vez repetitivo.

Como puede observarse en la Figura 19, la produccion de ACC es perfectamen-
te lineal durante las 6 primeras horas de incubacion en atmosfera de N, Hemos

tomado para nuestros experimentos un tiempo intermedio de 4 horas.

L
//

! 1 1 el )
2 3 4 8
Horas de incubacién en N,

'gu .

1 Ié - iencias = DE.
de N, durante 1-6 horas a 30°C'y oscuridad. V. lores media de 3-4 experiencias* D
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Horas de Germinaclon

L—*‘ ACC-sintasa j

F}gura 20.- Actividad ACC-sintasa durante las pri.neras 20 horas de germinacion de
ejes e_mbrlonarlos aislados ir.cubados en solucion "standard”. Valores media de 3-4
experiencias.

La actividad ACC-sint” presada como moles de ACC-g'+h”, fue determinada
a 1o iargo de las primeras 18 horas de germinac'on (Figura 20). El maximo de ac-
tividad se encontré a las 7 horas, coincidiendo con el maximo de acumulacion de
ACC (Figura 18), p ..ndo uetectarse desde las 4 hasta las 8 horas. Sin embargo, no
he ~os encontrado actividad medible por este método en periodos fuera de los co-

me itado..

4.4 4. Actividad MACC-transferasa y MACC-hidrolasa.

La actividlad MACC-transferasa (transformacion de ACCT en MACC) y MACC-

hidrolasa (transformacion de MACC a ACC) fueron determinadas de forma similar a
ant'fico el nivel de MACC y de ACC (for-

la ACC-sintasa, en tanto €n cuanto se cu

mado a partir de MACC) después de 4 horas en atmosfera de N,.

Los resultados se expresan €n la Figura 21. La actividad MACC-hidrolasa y por

tanto la MACC-transferasa, al actuar uvstas dos
4 maximo muy bien definido a 1

enzimas en la misma reaccion pero en

0, ti . § horas de germinacion,
sentido contrario, tienen § as S horas de g
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no detectindose en periodos anteriores ni posteriores (fue medida hasta las 20 ho-

ras). Esta actividad MACC-transferasa puede

explicar el pico de MACC (5 horas) a
partir de ACC, cuyos valores a esta hora son relativamente altos (Figura 18)

. Por otra
parte, la actividad MACC -hidrolasa, debe ser la causante de la aparicion de una
porcion de ACC (entre 4-8 horas) puesto que otra porcion de él la produce la ACC-

sintasa ya comentada (Figura 20).

La actividad MACC-hidrolasa fue asi mismo caracterizada siguiendo las técnicas
convencicnales de pnrificacion enzimdtica (extraccion con tampén salino apropiado,
precipitacion con sulfato aménico a diferentes grados de saturacién y medida de la
aparicion de ACC una vez anadido al medio de reaccion el MACC sintetizado qui-
micamente por nosotros. En la Tabla 18 puede verse que la aparicién de ACC, expre-
sada nmol ACC-mg" de proteina-h’, incrementa con el tiempo de incubacién ob-
teniéndose a la hora un valor 2.3 veces superior que a 30 min. La actividad transfor-
mante de MACC en ACC parece qué presente en este sobrenadante obtenido por
nosotros a partir de ejes embrionarios aislados y germinados 5 horas (punto méximo
de actividad MACC-hidrolasa).

<=4 MACC-Hidrolass J

s

5 ( inacion
Figura 21. Actividad MACC-hidrolasa durante las pnmems 20 h()r?)s ;le-g::zo]uci()n
illas de Cicer arietinum, incubados
os de sem:ilas
de ejes embrionarios aislad

s+ DE.
wstandard”. Valores media de 3-4 experiencias




lABLA 18. Efecto de la incubacion con MACC (4 mM)
tividad MACC-hidrolasa en extractos enzimati
semillas de garbanzo. El enzima se extr
minado en solucion mitritiva durante §

en el desarrolio de 13 ac-
: cos de ejes embrionarios aislados de
ajo a partir de 6 g de material vegetal, ger-

h. a 25°C, como se describ :
5 : N $ scribe en Materiz
Métodos. aterial y

Tiempo Actividad MACC-hidrolasa

nmol ACC-mg" proteina«h

Control (0 min) 0.1
30 min 1.1

60 min 2.6

Hemos cuantificado la actividad MACC-hidrolasica 2 lo largo del almacenaje de
la semilla. Los resultados (Tabla 19) demuestran que la capacidad que posee una
semilla almacenada 2-4 meses de hacer desaparecer el MACC y transformarlo en
ACC es 1.5 veces menor que en las almacenadas 6-8 meses y 48 veces menor que las
que lo estuvieron 10-12 meses. Estos resultados parecen apoyar el hecho de que una

parte importante del ACC procede de la actividad MACC-hidrolasa.

TABLA 19. Efecto del almacenaje sobre la actividad MACC-hidrolasa en ejes em-
briona.ios aislados germinados durante 5 horas en solucion nutritiva.

Actividad MACC-hidrolasa (nmol MACC-g"-h")

11 meses

5.36

44.5. Actividad EFE durante la germinacion.

La actividad del enzima formador de etileno (EFE) fue determinado en prese

2 3 ' inacion y com-
cia de concentracion saturante de ACC exdgeno en el medio de germinacion )
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se observan en la Figura 22 : i
la Figura 22. EFE comienza a detectarse a las 6 horas de germinacion

alcanzandc aximo o las
ndo un méximo # las 12 horas (6 horas antes de que se produzca la méaxima
produccion de gas).

¥

1 1 i i L 1 1 L 1 M P 1 J

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Horas de Germinacion

¥
F—K
4 5

Figura 22. Actividad EFE durante la germinacion de ejes embrivnarios aislados de
semillas de garbanzo. Medias de 3-4 experimentos+ DE.

Como resumen de los resultados referentes a las actividades enzimdticas relacio-
nadas con la ultima parte de la ruta biosintética del etileno, podemos decir que existe
una perfecta y bien delimitada separac 6n temporal en los maximos (Figura 23): 5 h

(MACC-hidrolasa), 7 h (ACC-sintasa) y 12 h {(EFE).

Por otra parte, y resumiendo del mismo modo los resultados encontrados para la

acumulacién de MACC, ACC y produccion de etileno (Figura 18) podemos hacer

idéntico co . 1ario que en el caso de l4s actividades enzimdticas (Figura 23) puesto

que existe un perfecta secuencia en la aparicion de tales moléculas a lo largo de la

germinacion: MACC (5h.), ACC (7h.) y etileno (18 h.) respectivamente (Figura 24).
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gllggrz 23. Aparicion .secgencml de las actividades MACC-hidrolasa, ACC-sintasa y
; ur?nte la germinacion de ejes embrionarios aislados de semillas de garbanzo
os resuliados son la media de 5-6 experimentos+ DE. -
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Figura 24. Aparicion secuencial de la acumulacion de MACC, ACC y produccion de
etileno durante de germinacion de ejes embrionarios aislados de Cicer arietinum.

Valores media de 5-6 experimentos = DE.




4.4.6. Efecto del AVG.

La presencia de AVG (1 mM) en el medio de imbibicion, asi como en Ia solu-

cion nutritiva "standard" provoca, a las 5 horas, una disminucion tanto en el co.
en MACC como en ACC (Figura 25).

1tenido

Estos resultados parecen indicar que el AVG, en estas condiciones de ensayo,

ademds de inhibir la ACC-sintasa (des-enso en el contenido de ACC en un 60%)
induce una desaparicion de MACC que no parece ser "via MACC-hidrolasa" ya que

de lo couwirario, esto implicaria un incremento correlativo en ACC, lo que no se ob-

serva (Figura 25).

Si partimos de la base de que AVG inhibe (a esta concentracion) la ACC-sintasa
como sucede en otros tejidos, el ACC presente con AVG debe originarse de la trans-

formacion MACC a ACC, implicando a la MACC-hidrolasa.

TR
AR
N

N

s

' ; ad: AVG (1

Figura 25. Alteraciones en el conterido en ACC y MACC_P'r(Jv](_)Dc;ld::Regp(;r{Slados Ee

IgVI) adi'ci()nudo al medio de imbibicion y solucion numm‘%: ‘ d. %% ool
g::rminamn 5 h. (maximo de produccion de MACC). Medias de Z-3 &

tos+DE.




4.4.7. Efecto del AOA.

Para realizar este experimento, se imbibieron las semillas en AOA a con-

centraciones 0.1, 0.5, 1.0 y 5.0 mM: los ejes embrionarios zislados se pusieron a ger-
minar durante 5 h. (maximo de MACC y MACC:-hidrolasa) y 7 h. (maximo de ACC
y ACC-sintasa), respectivamente. Se cuantificé el contenido en ACC, MACC vy eti-
leno. El contenido en ACC incrementa cuando lo hace la concentracién de AOA

tanto a 5 h. como a 7 horas (Figura 26).

Respecto al contenido en MACC (Figura 27), a S h se encuentra un perfil simi-
lar que para ACC (Figura 26), sin embargo, a 7 horas apenas existe MACC (pero si
cantidades apreciables de ACC). Los resultados encontrados a 7 h. (ACC y MACC)
parece que demuestran la presencia de una actividad MACC-hidroldsica importante,
ademds de otra "via" de desaparicion de MACC no caracterizada en esta Memoria ya

que el incremento en ACC y descenso en MACC no son estequiométricos.

s o1 05 i S 0.6 ! 2

Horas de Germinacion 7

e
]

Figura 26. Efecto del AOA en el contenido de ACC'durame la gerrpmaaon:ll;EeJe
: ' r arietinum. Valores medias de 7-8 experimentos = L7t

e:nbrionarios aislados de Cice
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Figura 27. Efecto del AOA en la variacion del contenido de MACC a 5 y 7 horas de
germinacion Je ejes embrionarios aislacos de Cicer arietinum. Medias de 3-4 ex-
periencias con su DE.

La produccion de etileno en presencia de AOA a las concentraciones citadas se
expresan en la Figura 28. Claramente, los perfiles de variacion de ACC y etileno son

contrarios a S y 7 horas respectivamente.

e

0.6 1 S
Horas de Germinacion

ileno a Sy 7 horas de germinacion

.o Ff A en la produccion de et :
Figgara 28. Libei0 ) e ¢ Medias de 3-4 experiencias con su

de ejes embrionarios aislados de Cicer arietinum.
DE.




No obstante, para intent: '
obstante, para intentar explicar estos resultados del porqué |

‘ a presencia de
AOA no permite transformar el ACC en £ds €N una mayor proporcion, se midio la
actividad EFE a las 12 horas (maxima actividad. Cf. Figura 22) en presencia de AOA
y de ClL,Co (Tabla 20). Los resultados indican que la presencia de AOA inhibe la
actividad EFE en un 90% aproxiinadamente. El Cl,Co tiene todavia un efecto mucho

mds drastico que el AOA.

z / / ) fa ¢ i ‘ 1
_{%jljfl:.\ 20. thaclu dell A()A y ‘CIJC() a las concentraciones resenadas sobre la activi-
;d FF en ejes embrionarios aislados de semillas de Cicer arietinum y germinadas 12
oras (maximo de EFE). Los resultados son la ia i
. Ly s media de 3 experimentos+DE i
expresados en pmol/g/h. - =

Actividad EFE

Solucion 65.509+.056
AOA (5 mM) 5.821+0.01

CLCo 1.316%0.02

4.4.8 Ffecto del ABA en la ruta biosintética del etileno.

El ABA es una fitohormona que tiene una serie de acciones sobre el crecimiento
y desarrollo de la célula, estando su mecanismo relacionado con la permeabilidad
celular (H*/K*, ZK*/Ca"" ..} sintesis de proteinas (tanto a nivel de transcripcion

como de traduccion) y niveles de fitohormonas, entre otros efectos.
Previo a decidir que concentracién de ABA se deberia de anadir al medio para
estudiar la accion sobre el nivel de intermediarios y enzimas relacionadas con el etile-

no, hemos creido conveniente cuantificar sus niveles endogenos.

4.4.8.1. Identificacién del ABA extraido.

A partir de ABA (grado Sigmaj, s€ realizaron las siguientes determinaciones

organicas:




a) Cromatografia ases. Se obti icos bi Mevanalndne : Tiek
) ¢ de gases. Se obtienen dos picos bien diferenciados {isomero

trans” e 1somero “cis") a tiempos de retencion 5.4 v 6.5 respectivamente (Figura
29 A).

Espectrometria de Masas. La cromatografia de gases se acoplo a Espectrometria

de Masas; ambos isomeros presentan idéntico patrén de descomposicion (Figura
29 B): el i6n molecular a 278, una sefial a 260 que procede de la pérdida de una
molécula de H,0, a 190 el pico base con un 100% de abundancia y que procede
de la pérdida de 5 carbonos, 8 hidrégenos y 2 oxigenos, y a 91 que es el pico

caracteristico del ion tropilio (anillo aromético de 7 carbonos).

Resonancia Magnética Nuclear. Se observa lo siguiente: a 1.1 una doble sefal de
su gem-dimetilo, a 1.9 y 2.3 dos metilos en doble enlace, y a 5.8, 5.9, 62y 6.3 la
sefial de los protones olefinicos; la sefal a 7.3 es del disolvente y a 3.7 del grupo

metilo terminal.

Todas las muestras de ABA obtenidas por nosotros (Cf. Mat. y Met.) retinen las

caracteristicas resenadas en a), b) y ¢).

i ases &S stilico del dcido
Figura 29 A-l Identificacion por cromatografia de gases del éster met

abscisico {ABA).
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Figura 29 A-2. Espectro de masas del éster metilico del 4cido abscisico (ABA).

clear de protones del éster metilico del
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4.4.8.2. Cuantificaciéon del ABA endégeno.

E L s B g v
€ <

valores que oscil: :
qQue oscilan entre 3.7 nmol/g (6 h) y 5.6 nmol/g (18 h), este dltimo ;
de a un méximo (Figura 30). . correspon-

R 0 l ﬁ B j " < l " 8 4 x . s

7.0 nmol/g (Figura 30).

La relacion entre ambos tipos de ABA es de 2 veces (6 h; (la mas pequena) y de

7 veces (12 h) (la mas elevada).

Estos result: ' ili
resultados nos han dado pie para utilizar concentraciones exdgenas de

ABA que oscilan entre 5y 50 uM.

12 18
Horas de Germinacion

‘ —— ABA-L R ABA'J
|

"conjugado” durante las 24 primeras

Figura 36. Contenido endégeno de ABA "libre" y
de Cicer arietinum. Media de 3

horas de germinacion de ejes embrionarios aislados
experimentos = DE.




4.4.8.3. Efecto del ABA sobre los niveles de MACC y ACC (5 h).

Se estudio la accion de diferentes concentraciones de ABA sobre el contenido

en ACC y MACC a S h, punto en que la concentracién de MACC y la actividad
MACC-hidrolasa es maxima (Figura 18).

El MACC se acumula con ABA (5 uM); sin embargo, concentraciones mayores
de ABA inducen fuertes descensos en el contenido de MACC (72% a 25 uM y 58% a
50 uM) (Figura 31; La variacion de AC en presencia de ABA exdgeno tiene un
perfil muy similar al del MACC.

La actividad MACC-hidrolasa se estimula por concentraciones de ABA relati-
vamenic pequefias (5 uM); por contra, la adicién ue concentraciones de ABA 5-10
veces superiores, inducen una disminucion muy important: en esta actividad, impi-

diendo que el MACC se transforme en ACC (Figura 32).

En cuanto a la actividad ACC-sintasa, tiene una estimulacion a 25 y 50 uM de
ABA (Figura 32). Todo este ACC producido puede que sea malonizado, cooperando

al descenso en la produccion de etileno provocado por ABA.

. g AC rocad: ABA en ejes
Figura 31 Variacion en el contenido de MACC )fA( L Pr‘“(’f:‘?j&?(:;ur.inw 5 h():as
. ki / R ~ron germinadas ante - ‘
: e bt e las de garbanzc que Iu ron ger >
.mbrionarios aislados de semillas . 4 3 experimentos * DE.
%m?rv ”a de MACC y MACC-hidrolasa). Valores media de 3 experimentos
(maxime MACLL y MAL
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ABA (M)

S

l\_‘- ACC-Sintasa ~+ MACC-Hidrolasa

J

Figura 32._Variacié!n en la actividad MACC-hidrolasa y ACC-sintasa provocada por
ABA en ejes embrloqarios aislados de semillas ¢ rarbanzo que fueron germinadas
durante S horas (mdximo de MACCZ y MACC-hidrolasa). Valores media de 3 experi-
mentos = DE.

4.4.8.4. Efecto del ABA sobre los niveles de MACC v ACC {7 horas).

Como se dijo en su momento, a las 7 h. se ha encontrado un maximo tanto en el
contenido de ACC como en la actividad ACC-sintasa, durante la germinacién de ejes
aislados de semillas de garbanzo (Figura 18). Este maximo de ACC apenas se modifi-
ca en presencia de ABA exogeno (Figu.a 33); igual sucede con los niveles de MACC

gue no son detectados con ningin tratamiento.

La actividad ACC-sintasa disminuye a medida que aumenta el ABA en el medio

de germinacion (a 50 uM ABA la actividad enzimética disminuye un 75% respecto al

control) (Figura 34).




ABA (UM

e A0 ha sl | N @

Figura 33. Etecto de diferentes concentracion=s de ABA en el medio nutritivo sobre
el contenido de ACC y MACC; los ejes embrionarios aislados de Cicer arietinum
fueron germinados durante 7 horas en las condiciones ar indican. Los resultados
son la media de 3 determinaciones + DE.

ABA (M)

[
| -&- ACC-Sintasa  —* MACC-Hidrolasa

B

Figura 34. Influencia de la adicion al medio de ABA ( 5,25 y 50 uM) sobre la ac-

' fi ios aisle illas de
‘ idrolas: -§INtase s em*r-ionarios aislados de semi
tividad MACC-hidrolasa y ACC-sintasa en €jes €I s e
garbanzo germinadas curante 7 horas. Los valores son la medi
arbs : .

la desviacion standard que se indica (DE).




4.4.8.5. Efecto del ABA sobre la actividad EFE.

Se estudia el efecto de 3 concentraciones de ABA (5, 25 y 50 uM) sobre la a
25y . & ae

llVleld EFE d laﬂ 1‘7 h()-' e § * 4

§ 12 horas de germinacion de ejes aislados
= Jes aislados (punto maxi e
tividad). ; v o

Bajas conc iones de S
ajas concentraciones de ABA (5 uM) ap . modifican EFE; sin embargo, con-
ce a1 . iy 3 1 :
ntraciones S y 10 veces superiores aumentan 13 v 1.7 veces respectivamente la

actividad enzimatica (Figura 35).

O~00—0 30 -

*

6
ABA (M)

[
Il ——Et -0 EFE

Figura 35. Efecto de diferentes concentraciones de ABA en el medio nutritivo sobre
la actividad EFE (expresada en pmoles: z'+h") en el momento de mdxima actividad,
para lo cual, los ejes embrionarios aislados de Cicer arietinum fueron germinados
durante 12 horas en las condiciones que se indican. Los resultados son la media de 3

determinaciones + DE.

4.4.9. Efecto de la espermina (SP) sobre el nivel de MACC y ACC (S h.).

Er la Figura 35, se muestran los resultados que apoyan la inducion, por parte de

SP (0.1 mM), de una ligera produccion de ACC (20% més respecto al control); las

concentraciones superiores provocaron und disminucion en el contenido de ACC

endogeno de un 81y 829, respectivamente.




Figur_a 36'. Efegto de la SP (0.1-10 mM) sobre los niveles de ACC y MACC en ejes
embrionarios aislados de semillas de Cicer arietinum, germinadas durante S horas. Los
valores son la media de 3 determinaciones + DE.

El MACC disminuye drasticamente en presencia de SP a todas las concentra-
ciones estudiadas (Figura 36). La MACC-hidrolasa no se ha detectado en presencia
de SP (Figura 37), mientras que la ACC-sintasa incrementa con el aporte de polia-

mina, alcanzando a 10 mM valores 4.25 veces el control (Figura 37).

SP (mM)

-8 ACC-Sintasa  —% MAGCGC-Hidrolasa 1

re los niveles de ACC-sintasa y MACC-

semillas de Cicer arietinum germinadas
* DE.

Figura 37. Efecto de la SF (0.1-1(? mM) sob
hidrolasa en ejes embrionarios aislados se

durante 5 horas. Los valores son la mediz de 3 experimentos
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| etileno es una sustancia reguladora del crecimier, = '» cardeter £aseoso que
es f’ T : v " - v ,l :
ta implicada en la gran mayoria de los estados de crecimiento y desarrolle

' de plan-
tas superiores (Adams y Yang, 1981).

Su mecanismo y modo de accion es desconoci-

0, aunque basicamente se barajan dos posibilidades: uia, en la que el etileno ac-

tuaria no como tal sino mediante la accién de un metabolito y, por tanto, el catabo-
lismo de esta hormor

a tendria especial relevancia en la accién fisiologica (Sanders y
cols., 1986); la

otra posibilidad sugiere que el etileno actda previa union a un recep-
tor y que, como ccnsecuencia de esta reaccion, se desencadena el proceso(s) fisiolo-
gico en cuestion (Bengoechea y cols., 1980).

Recientemente (Wood y Connern, 1991) han caracterizado el receptor de

etileno en tres sistemas alternativos: cotiledones, peciolos y zona de abscision de P.
vulgaris, resuitando ser una proteina (EBP) con un peso molecular aproximado de
67.000 daltons y compuesta por dos subunidades idénticas; su localizacion, mediante

empleo de microscopia electrénica, parece ser el plasmalema.

Por lo que a su intervencion fisioldgica se refiere, el etileno regula, o al menos
tiene especial significado, en procesos tan importantes en el crecimiento y desarrollo
de plantas superiores como expansién celular (Apelbaum y Burg, 1972), maduracion
de frutos (Goodenough, 1986), expresion sexual, germinacion, senescencia y absci-

sion, entre otros (Lieberman, 1979).

Como consecuencia de la intervencion del etileno en procesos de crecimiento,
hemos creido interesante el iniciar un estudio sobre la produccién de gas durante el
desarrollo de ejes embrionarios de semillas de garbanzo, como paso previo para abor-
dar el papel que juega esta fitohormona en la germinacién de esta leguminosa, tal y

como hemos iniciado en Phaseolus vulgaris (Sanchez-Calle y Matilla, 1988).

El eje embrionario aislado de semillas de Cicer arietinum, L. es un 6rgano

: i e .
morfogénicamente sencillo, que tiene un crecimiento perfectamente Jif=renciado en

sis y elongacion celular se refiere, y por tanto es un material muy apro-

lo que a mito .
ohormonas 6 el efecto que tiene

piado para estudiar el contenido endégeno en fit

sobre su desarrollo su aporte exogeno (Merle y Matilla, 1985), pues es refativamente
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tactible el comprobar sobre

que fase del crecimiento actia o estd implicada la fito-

hormona,

‘ A fin de que el crecimiento del eje embrionario aislado fuese homogéneo y
- adero en el tiempo, se ha suplementado el medio de crecimiento con una fuente
azucarada asi como con un aporte de potasio, resultando un desarrollo de este 6r-
gano perfectamente lineal durante el periodo de tiempo estudiado en esta Memoria
(48 horas). Asi mismo, los procesos de mitosis y elongacion celular se producen de
forma adecuada, tal y como se describen para otros tejidos y Grganos vegetales
(Sanchez-Calle y cols., 1989), lo que no se observa si €] medio es agua destilada. Por
todo ello, el crecimiento y desarrollo del eje embrionario aislado es en nuestro caso
un 41% y 68% mas que en agua destilada a las 24 y 48 horas de crecimiento respec-

tivamente (Figura 2).

La toma de agua por el eje embrionario es muy rdpida entre 6 y 18 horas
pasando desde un contenido del 73% al 84%, lo que equivale a un incremento de
aproximadamente el 1% por hora (Figura 3). Esta velocidad no se alcanza en per-
fodos posteriores de crecimiento, ya que los procesos de elongacion celular no son

tan importantes como en los primeros estadios del desarrollo (datos no mestrados).

Esta gran toma de agua es una consecuencia del bajo potencial hidrico que
posee el tejido debido a los procesos de desecacion que tienen lugar durante la ma-
duracién de la semilla (Mayer y Poljakoff-Mayber, 1982). La toma de agua no tiene
el mismo perfil en todas las semillas, ya que depende de los componentes mayorita-
rios de reserva, asi como de la conductividad apopléstica del tejido (Bewley y Black,

1982). Resultados similares a los nuestros han sido obtenidos en semillas de trigo

(Jendrisak, 1980) y tomaie (Berrie y Drennan, 1971).

Debido a que en el periodo de tiempo estudiado la variacion de peso seco no

tiene diferencias estadisticamente significativas (Figura 4), podemos aventurar que los

ernados basicamente por la presion de turgencia

procesos de crecimiento estan gob
a actividad metabolica

promovida por la toma de agua. Sin embargo, se requiere un
ecimiento del eje embrionario, aunque ésta-no se vea

para llevar a término el er
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reflej

ada en el i 50 § '
¢ el incremento en Peso seco por ser poco importante cuantitativamente

La presencia de inhibidores metabdlicos en el medio modifica ei desarrollo

del eje embrionario. Asi, si bien la presencia de 5-fluorouracilo (inhibidor de la sinte-

sis de ARNr en semillas de garbanzo) (Rodriguez y cols., 1982) apenas modifica el
crecimiento (Figura 13), cuando la cicloheximida (20 pg/ml) se incluye en el medio,
el incremento en peso fresco se altera significativamente (Figura 13), incluso en cor-
tos periodos de tiempo (18 horas); la sintesis de proteinas mediada por un material
preformado en la semilla, y que en garbanzo tiene gran connotacion (Matilla y cols.,

1980), puede ser la principal responsable en el desarrollo del eje embrionario.

El papel de las poliaminas en los procesos de crecimiento y desarrollo de las
plantas superiores no es completamente conocido en la actualidad, pero por los datos
existentes podria asigndrseles un papel fitohormonal, en tanto en cuanto controlan ¥y
modifican ciertos pardmetros relacionados con el crecimienio y el desarrollo; tal es el
caso de la estabilizacién de las membranas (Srivastava y Smith, 1982), induccién del
crecimiento en cultivos celulares (Tabor y Tabor, 1984), modificacién de la actividad
RNisica (Merlo y cols., 1988), actividad fosfatdsica (Angosto y cols., 1988) y otros
(Smith, 1985).

La presencia de espermina (tetraamina) a concentraciones relativamente bajas
(0.1-1.0 mM), incrementa el peso fresco; sin embargo, espermidina (triamina) y cada-
verina (diamina) lo hacen en menor intensidad (Figura 5). Concentraciones més
elevadas reducen el crecimiento probablemente como consecuencia de efectos toxicos
promovidos por excesiva cantidad de amina exdgena anadida. En ciertos casos, las

poliaminas han sido citadas como fuentes de nitr6geno; sobre todo en cultivos celula-

res (Bagni, 1979).

Dado que las poliaminas aplicadas exogenamente apenas modifican el peso

seco (Figura 5), las alteraciones en el crecimiento del eje embrionario ocasionadas

por ellas, podrian ser promovidas por la presion de turgencia celular y en definitiva

por cambios en el poisncial hidrico tisular.




Durante las pri ‘ as imi
§ primeras horas de crecimiento (imbibicion) tanto de semillas

enteras como de sus organcs. he ardi
0 de sus organcs, hay una gran pérdida de sol'itos ai medio como con-
se i 0, § '
cuencia de un proceso, Supuestamente pasivo, vinculado (on

de las membranas (Simon y Rajaharum, 1972).

la reestructuracion

- Este proceso estd relacionado con la
hres as anas biologi i
presencia, en las membranas biologicas de las semillas desecadas de unas placas

exagonales antid: ' ili

agonales con gran cantidad de poros que facilitan la salida de las sustancias. A

medida que se desarrolla el proceso de toma de agua, se reestructuran los fosfolipi-

dos, se controla la salida de solutos, y su cinética se complica con otras variables
L]

entre las que los procesos activos estan implicados.

Una gran parte de los iones que salen al medio, son normalmente reabsor-
bidos para ser utilizados en el crecimiento del 6rgano. Sin embargo, si en el medio de
incubacion se encuentra el ABA, la tiourea, la fusicoccina u otras sustancias, bien de
caracter hormonal 6 simplemente metabolitos excretados por la propia semilla 6
producidos por la actividad bioldgica del suelo, se altera la germinacién por inter-
ferencias en la reabsorcion de iones, lo que le confiere a este proceso un importante

aspecto ecologico.

Los niveles endégenos de sodio, potasio, calcio y fosforo fueron medidos du-
rante las primeras 48 horas de crecimiento (Figura 6). Inicialmente, todos estos iones
incrementan hasta las 18 horas, lo que ocurre fundamentalmente por la reabsorcion

de solutos comentada y demostrada previamente por nosotros (Merlo y cols., 1986).

A partir de las 18 horas, el contenido endbgeno de potasio sigue aumentando
en el eje embrionario, debido a la presencia del mismo en la solucién nutritiva, mien-
tras que el sodio y el fésforo tienden a descender hasta el final del periodo estudiado.

El calcio, que incrementa en las primeras horas la etapa considerada, disminuye pos-

teriormente, posiblemente como resultado de una lenta movilizacion de este 10n, que

como es sabido se relaciona fundamentalmente con las paredes celulares.

La presencia de poliaminas en el medio de incubacién, provoca un ascenso €n

Figuras 7, 8, 9 y 10), siendo el efecto mas

el contenido enddgeno de estos iones (
ada. Se ‘ha descrito

acusado conforme mayor sea el peso molecular de la amina prob
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que las poliaminas acti an sobre la ATPasa del plasmalema (Veluthambi y Poovaiah

0 5 in egte Y s
1984), lo que podria estar relzcionado con los resultados encontrados por nosotros

La entrada de

Otros iones seria una consecuencia de lo anterior para, entre otras

calsas, compensar cargas. Relacionado con este proceso, podrian verse implicados

otros solutos, como ariinodcidos y azucares, cuya salida al medio est4
por poliaminas (Delgado y cols., 1989).

influenciada

Una vez concluido el estudio sobre el crecimiento y conterido endégeno de
iones en ejes embrionarios aislados, se pasG a cuantificar la produccién de etileno
por estos 6rganos a lo largo del periodo de tiempo resenado. El sistema productor de
etileno ocasiona unos niveles de gas que son lineales durante las primeras 18 horas
de crecimiento, descendiendo paulatinamente en periodos sucesivos, alcanzandose a
las 48 horas valores 3.35 veces menores que a las 18 horas (maxima produccién)
(Figura 11). Es precisamente a las 18 horas cuando la elongacién celular tiene una
mayor velocidad, mientras que el indice mit6:" no es detectable (Sénchez-Calle y
cols., 1989). En ejes embrionarios crecidos en agua destilada la cinética de produc-

cién de etileno tiere el mismo perfil, aunque con valores sensiblemente menores.

Este maximo de produccién de etileno, en un momento en que fundamental-
mente existe elongacion celular, podria estar relacionado con los procesos preparato-
rios de la célula anteriores al inicio del crecimiento propiamente dicho. De ahi que
en el proceso germinativo, en el que se produce etileno, se detecte el gas en perio-
dos previos a la emergencia radicular 6 incluso durante la rotura de la cubierta, eta-
pas, todas ellas, que apenas implican mitosis pero que son anteriores al inicic d:l

crecimiento y desarrollo de la nueva plantula (Ketring y Morgan, 1972; Kepczynski,

1986).

Ciertas poliaminas como putrescina, cadaverina, espermidina, y espermina
' S i ida; al menos
abundan en el Reino Vegetal (Smith, 1985) pero su funcién no es conocida; al

en una gran variedad de procesos de desarrollo.

idi i 4n relacionadas bio-
Las poliaminas, espermina y espermidina, y el etileno estan relacionadas

i i : .(Altman
sintéticamente ya que ambos compiten por el mismo precursor (SAM) .( y
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cols., 1982: . : achr: ' iG
82; Altman y Bachrach, 1981). La interelacion entre ambas sustancias es, por

tanto, evidente. La naturaleza exacta de esta interaccién todav

ia no ha sido aclarada
en los sistemas utilizados habitualmente para este estudio (senescencia); por tal moti-

VO, €n procesos cen escasos estudios como el germinativo, los datos son muy escasos

Las poliaminas exdgenas inhiben la produccion de gas en pétalos senescentes
de Tradescantia, del mismo modo que el etileno inducido por AIA en hipocotilos de
soja (Suttle, 1931). Probablemente, una de las razones para esta inhibicién lo consti-
tuyan las altas concentraciones utilizadas (1-10 mM). Asi mismo, las poliaminas tam-
bién reducen la transformacion de ACC a etileno asi como los niveles endbgenos de
este precursor. Algunos autores opinan incluso, que las poliaminas exégenas inhiben
todos los pasos de la ruta biosintética del etileno; lo que parece un contrasentido, ya
que la adicion exdgena de poliaminas deberia de inducir la utilizacién prioritaria del
SAM hacia etileno. La adiciéon conjunta de Ca'* y poliaminas reduce el efecto in-

hibitorio de estas.

Las poliaminas pueden reducir la produccion de etileno a partir de metionina
mediante la inhibicion de la actividades ACC-sintasa y EFE, siendo esta dltima la
mas afectada (Fuhrer y cols., 1982; Apelbaum y cols., 1985). De nuevo, e! Ca**

revierte parcialmente esta inhibicion.

En presencia de AVG se estimula la transformacion de metionina radioactiva
en espermidina, lo que sugiere que, por la inhibicion de la biosintesis de etileno, el
SAM se canaliza preferentemente hacia poliaminas. Datos similares se obtienen con

AOA., otro inhibidor de la ACC-sintasa.

En definitiva, una manera de explicar los resultados existentes acerca de polia-
minas y etileno deberian de pasar por considerar el hecho de que estos policationes

también modifican la expresion génica (sintesis de ARN y proteinas) y permeczhilidad

celular, procesos ambos muy relacionados con la produccion de etileno.

En la presente Memoria, s6lamente la espermina a concentraciones entre 0.1-1

mM estimula la producci6n de etileno: las demas aminas probadas, espermidina y
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cadaverina, 6 bien re ' 1
verina, O bien reducen su produccion, 6 no la alteran (Tabla 15)

tados : . Estos resul-
ados so eV
n muy similares a los obtenidos en las cinéticas de crecimiento: sin embargo

los arios realizados 3 '

comentarios realizados en esta Memoria en relacién con la produccién de etileno
y con ¢ 508 imi 16 '
y con los procesos de crecimiento por elongacion, quizds no tengan cabida en el caso
de ag <0 Ty . v Acte P 1

las poliaminas, ya que éstas aceleran en el tiempo la mitosis y por tanto el méxi-

mo de produccion de gas coincide con el mayor indice mitético (Sdnchez-Calle y
cols., 1989).

Sin embargo, la reduccion en la produccion de etileno por poliaminas en flo-
Fes senescentes no se acompana por una reduccion en la intensidad del deterioro de
membranas. Lo que parece indicar que las aminas ejercen una influencia selectiva en

el proceso de senescencia afectando a una etapa 6 paso concreto (Suttle, 1981).

El calcio, a altas concentraciones, es uno de los factores descritos en la biblio-
grafia como retardante de la senescencia; sin embargo, si bien su mecanismo de ac-
cion no es conocido, han sido descritos efectos sobre la respiracion y supresién de la
produccion de etileno en tejidos deficitarios en calcio (Owen, 1988). Lo que si es
evidente, es que este ca.idn se requiere para estabilizar las membranas, y por tanto
su relacion con el complejo enzimdtico productor de gas no seria extrafio. Cuando
afiadimos exdgenamente concentraciones de calcio entre 0-10 mM se produce una
estimulacion en la produccion de etileno; produccién que se anula si el EGTA (agen-
te quelante especifico del calcio) estd presente (Tabla 9). Estos datos preliminares
nos hacen pensar que, bien este cation, bien alguna molécula .elacionada con él, tal
es el caso de la calmodulina (Owen, 1988), podia estar implicado en la regulacion de

la produccion de etileno.

En discos de pericarpo de tomate, se ha descrito que el Cl,Ca causa una es-
timulacion en la produccién de etileno y un aumento paralelo en el desprendimiento
de CO, (Burns y Evensen, 1986). En el afio 1984, Guy y Kende propusieron que el

calcio ayudaba a que el ACC fuese mis accesible al EFE con lo que intervendria

iosintesi i ‘ imil de Burns
como regulador de la biosintesis del etilenv. Resultados similares a los

fueron obtenidos por Hasenstein y Evans en 1986.




La presencia de un osmético como el manitol reduce el crecimiento del eje

embrionario, disminuyendo la elongacion celular, por dificultar la entrada de agua en

la vacuola (Tabla 10). La produccion de etileno se ve reducida de forma paralela al

crecimiento, lo que seria otro dato que apoyaria la relacion etileno-elongacion (Tabla

10). Sin embargo la presencia de tiourea, un agente que facilita la entrada de agua y
el crecimiento por elongacién (Hernéndez-Nistal y cols., 1983), si bien revierte el
efecto osmético, no sélo no promueve la produccion de etileno, sino que la lleva a
niveles minimos (Tabla 11). Una explicacion podria ser que, por un lado los "shocks"
osmoticos reducen la produccion de gas (Imaseki y Watanabe, 1978), y por otro, que
tanto el manitol como la tiourea son conocidos inhibidores de la produccién de radi-
cales libres, fuerza conductora en la sintesis de etileno por el EFE. Por tanto, el
proceso de elongacion celular promovido por tiourea seria secundario en la biosin-
tesis de gas. Sea como fuere, la tiourea provoca una aceleracion en la germinacién en
semillas de garbanzo con dormicién impuesta por altas temperaturas (termodormi-
cion) (Herndndez-Nistal y cols., 1983); la intensidad de produccion de gas en semillas

termodormidas en presencia de tiourea se reduce considerablemente (Gallardo y
cols., 1991).

En relacién con altas temperaturas, nosotros hemos cuantificados la produc-
cién de etileno en ejes sometidos a 25°C (control), 30°C y 35°C. A diferencia de lo
que sucede en semillas enteras, las altas temperaturas inducen una gran produccién
de gas (Figura 14); estos resultados pueden explicarse en base a un etileno de "stress"
o bien a que estemos cuantificando etileno difusible y etileno almacenado (ligado),
que puede obtenerse elevando la temperatura tal y como describe (Hall y cols., 1987)
y nosotros mismos en semiilas de Phaseolus vulgaris (Sénchez-Calle y cols., 1989).
También, y a diferencia de ejes embrionarios procedentes de semillas enteras trata-
das con altas temperaturas, las cuales las incapacitan inicialmente para tomar agua

(Hernandez-Nistal y cols., 1983), los ejes aislados no estdn afectados por temperatu-

ras supradptimas, probablemente por carecer de un aporte de ABA del cotiledn, y

sobretodo, por existir K* en el medio nutritivo. El hecho de que el crecimiento no se

fa mé i el
vea afectado por estas temperaturas, refuerza todavia mas la conclusién de que

etileno liberado es de "stress” 0 etileno compartimentalizado.




El dcido abscisico (ABA) es una fitohormona cuyo mecanismo de accion se

alacions ‘ YCEROE i :
reiaciona, bien con procesos de intercambio H*/K" a nivel de las membranas biolé

gicas y la consiguiente reduccion de toma de agua; bien con la expresién génica

induciendo la sintesis de ciertas proteinas regulador.s del proceso germinativo, bien

impidiendo la accion de otras. Sea como fuere, el mecanismo de accion concreto no
estd aclarado. Recientemente se ha relacionado al ABA con la calmodulina mediante
un complicado mecanismo provocado por una elevacién del Ca** citosélico inducido

por ABA, implicando un bloqueo en los canales de este cation (Owen, 1988).

La presencia de esta fitohormona en el medio reduce la produccién de etilens,
siendo su accion mas acentuada conforme es mayor su aporte exogeno (Tabla 12); su
efecto no se ve modificado por la composicion del medio nutritivo, excepto cuando
sacarosa y potasio estin presentes conjuntamente; en este caso, se requieren altos
niveles de ABA (50 uM) paia reducir la producciéon de etileno. Las razones que
provocan estos resultados no las conocemos, pero, lo que parece evidente es que el
K* es el tnico factor, de los utilizados por nosotros, que puede revertir la inhibicién
de la produccién de etileno por ABA; por consiguiente, debe existir una presion de
turgencia suficiente como para que se sintetice etileno, aspecto este que es inhibido
por ABA. Como era de esperar, y en base a lo comentado anteriormente, la tiourea
no provoca ninguna reversion en el efecto promovido por ABA (Tabla 13). Todos
estos datos (ABA, osméticos, tiourea, etc.) apoyan la intima relacion de la produc-
cién de etileno con las membranas bioldgicas, si bien la expresion génica en un mo-

mento concreto v todavia no establecido por nosotros, debe tener un gran significado.

Un apartado importante de esta Memoria se dedico a la cuantificacién de los
intermediarios de la ruta biosintética del etileno (ACC y MACC), asi como de las
actividades enzimaticas implicadas. La razon fundamental era el estudiar el momento
de la germinacion del eje embrionario, en que aparece cada uno de estos pardmetros
asi como el efecto que las

en mayor intensidad, si existe una separacion temporal,

poliaminas y el ABA exdgeno ejercen sobre ellos.

Previamente, hemos decidido estudiar el efecto de la duracion de la estratifica-

cién sobre el contenido endogeno de ACC y MACC, a fin de : primero, observar sl
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durante la estratificacion se inducen alteraciones en el contenido de ambos interme
diarios, lo que estard directamente relacionado con la germinacion: germinacion que
en estas semillas es dependiente de la sintesis de etileno, y segundo, por tanto elegir

el periodo de almacenaje 6ptimo.

Como se observa en la Tabla 17, el contenido de ACC v MACCT se modifica
de forma muy importante con la estratificacién, de forma parecida a como ocurre con

otras fitohormonas y sus precursores inmediatos (Julin-Tegelman, A., N. Pinfield

1982). Tanto es asi, que a 10-12 meses de almacenaje (0-4°C) el contenido en ACC y

MACC es muy superior al encontrado en tiempos menores de estratificacién; por

ello, se utilizaron semillas estratificadas durante este periodo de tiempo.

El primer intermediario detectado fue el MACC, el cual se acumula entre las
4-6 horas de crecimiento no detectdndose valores significativos en periodos posterio-
res. La identificacion y confirmacion de esta sustancia, fue realizada mediante la
técnica combinada de espectrometria de masas, resonancia magnética nuclear y cro-
matografia de gases de su ester metilico, comparativamente con un estdndar de
MACC preparado y esterificadc por sintesis quimica tal y como se describe en mate-

rial y métodos.

El origen del MACC detectado a 5 horas deberia ser maltiple: a) MACC exis-
tente a t=0; b) malonizacion del ACC presente a t=0y c) malonizacion del ACC de
nueva sintesis debido por una parte a la baja Km de la N-malonil-ACC-Transterasa,
que reduce los niveles de ACC libre capaces de producir etileno (Kionka y Amrhein,

1984), y por otra como consecuencia de la baja velocidad relativa del EFE.

Un estudio detallado de la cinética de malonizacion del ACC, ha demostrado

que este proceso se lleva a cabo en el citoplama (Bouzayen y cols., 1988); el MACC

i a, "via" SpOrt 3ico, en donde se al-
asi formado se envia a la vacuola, "via® un transportador proteic

: : 4 p : 4 la
macena. en contra de gradiente, o bien se transporta por el apoplasto a través de

membrana plasmdtica. La salida del MACC a través del tonoplasto parece ser un

proceso de difusion pasiva.




Dos horas mas tarde '
oras mas tarde de que se acumule el MACC, aparece un pico de ACC
que también es cuantificable a 5-6 horas (Figura 18)

La desaparicion del contenido en MACC a partir de las S horas es consecuen-

cia de la presencia de una actividad hidroldsica que trasforma el MACC en ACC
(Jiao y cols., 1986). Cuando se germinan ejes embionarios aislados de semillas, im-
bibidas en AOA (5 mM), la presencia de este inhibidor en el medio de crecimirnto
produce una acumulacion de ACC a S y 7 horas no detectandose valores significati-
vos de MACC a 7 horas. Este aumento de ACC debe de proceder de la hidrélisis del

MACC por la MACC-Hidrolasa que, coms hemos visto previamente tiene su maximo

de actuacion a las S horas.

Respecto a la acumulacién de ACC a 7 horas es debida a una fuerte actividad
ACC-Sintasa (Figura 20) correlacionada con la aparicion de ACC y al componente
MACC-hidrolasa. La ACC sintasa, medida como produccién de ACC en atmdsfera
de N, (De Laat y Van Loon, 1982), empieza a detectarse a las 5 horas de crecimiento
y alcanza su méxima expresion a las 7 horas, descendiendo paulatinamente hasta
valores no detectables a partir de 9 horas (Figura 20). La presencia de atmdsfera
inerte (N,) no induce sintesis de la ACC-sintasa puesto que la cicloheximida no pro-

voca cambios significativos en la actividad enzimdtica.

A medida que el ACC se va formando, se detecta también actividad EFE,
enzima que alcanza su méximo valor a las 12 horas de crecimiento (Figura 22); si
pensamos que ¢l pico de ACC es a las 7 horas (Figura 18) y no coincide con el ma-
ximo de EFE, debemos de suponer que el ACC debe ser gradualmente transportado
a las proximidades del complejo EFE (probablemente el plasmalema; Bouzayen y

cols., 1990) en donde se trasformaria en gas. Los grupos -SH localizados en el propio

centro activo o en lugares préximos a €I, parecen estar implicados en la transforma-

ACC en etileno (Pech y cols., 1990). La pared celular no parece estar relacio-

ante, Ton y Gross (1990) logran estimular la

cion de
nada con esta transformacion; no obst

6n de etileno con un componente de paredes celulares de tomate. El etileno

producci
(etileno endogeno, no cuantificado por

puede ser parcialmente compartimentalizado

1 1A ' . e r ima a
nosotros), o bien ser eliminado por difusion al exterior con und velocidad méaxima
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las

18 R ki . .
horas (Figura 18). La poca velocidad de producci6n de etileno en los periodos

iniciales del crecimi
ecimiento, debe ser por tanto una consecuencia de la baja actividad

TR o
C-sintasa y EFE y de la alta actividad N-malonil-ACC-transferasa quien produce

MACC con objeto de detoxificar el citoplasma (Mansour y cols, 1986)

Cuando se ensay6 la zctividad ' in vi
sayo la zctividac MACC-hidrolasa "in vitro" en ejes embrionarios

aislados de semillas imbibidas en agua durante 4 h, y germinados en solucién nutri-
tiva durante 5 h a 25°C, se observo que la cantidad de ACC formada en presencia de
MACC exogeno tras 1 hora de incubacion a 37°C, era 20 veces superior frente al

control de la reacci6n a tiempo 0 (Tabla 18).

En consecuencia, por los resultados obtenidos con AOA, por la desaparicién
de MACC observada en la Figura 18 (5-6 h), y por los experimentos "in vitro" de la
transformacion de MACC a ACC (Tabla 18), podemos aventurar la existencia de una
actividad MACC-Lidrolasa "in vivo" responsable de la desaparicion parcial del

MACC. Este enzima ha sido detectado en algiin otro sistema por Jiao y cols. (1986).

Por los datos discutidos hasta ahora, los ejes embrionarios aislados de semillas
de garbanzc constituyen un sistema modelo muy apropiado para estudiar la biosinte-
sis de etileno (Sdnchez-Calle v cols., 1989) y otros procesos fisiolégicos durante las
primeras horas de germinacion. Las alteraciones en la sintesis de poliaminas fueron
estudiadas por nosotros (Bueno, 1991); encontrdndose las poliaminas mas importan-
tes asi como alteraciones también muy significativas (acumulacién de los niveles

endogenos) cuando el ABA estaba presente en el medio germinativo.

Como ha sido comentado anteriormente, las poliaminas pueden actuar como

agentes antisenescentes en relacién con el metabolismo ctileno. Sus efectos pue-

ar relacionados con la inhibicién de la conversion de SAM a ACC o también
on EFE (Galston y Kaur-Sawhney, 1990). La

den est
mediante un mecanismo relacionado ¢
distribucién dei SAM hacia la ruta del etileno o poliaminas, es €l paso que controla,
muy posiblemente, la senescencia v porqué no, otros procesos del desarrollo, dentro
implicada. Pensemos que el SAM no s6lo sirve

de los que la germinacién puede estar
n como fuente de la mitad

como sustrato en la produccién de ACC, sino tambié
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amino-propilo necesaria para la cintec:
prop saria para la sintesis de espermina y espermidina, poliaminas

g n r ll d.; CH l} n o . s \ “a q a

e o L
as y el etileno estan biosintéticamente relacionadas, sus funcione

' s fisiologicas son
muy diferentes: cuando, el nive]

de poliaminas es muy elevado se provoca una sin-

tesis imiento acti
de ADN y un crecimiento activo (Palavan y Gaiston, 1982); mientras que niveles

elev i OCE '
ados de etileno provocan estress, deterioro de Organos y senescencia (Saftner y

Baldi, 1990).

Este complicado mecanismo de interelacién poliaminas-etileno no est4 estu-
diado en el proceso germinativo. En la presente Memoria iniciamos su estudio en
ejes aislados de semillas de garbanzo; 6rganos con una perfecta separacién temporal,
ya no s6lamente de los estados de elongacién y mitosis (Sanchez-Calle y cols., 1989),
sino también en la aparicién de etileno, sus precursores y enzimas relacionadas (pre-
sente Memoria) posiblemente debido a un proceso muy complejo de compartimen-

talizacién {fech y cols., 1990).

La inclusién de espermina en el . zdio nutritivo induce la sintesis de etileno,
siempre que su concentracién no exceda de 1 mM; valores mayores reprimen la apar-
ci6n de gas. Esta represién no podemos, con los escasos datos que tenemos, explicar-
la coherentemente; sin embargo, pensando en que: a) las poliaminas se unen de for-
ma i6nica a las membranas, y que esta unién si es muy “densa" puede incluso alterar
su conformacién con el consiguiente efecto sobre EFE, b) que existe una alta activi-
dad ACC-sintasa, MACC-hidrolasa no detectable y bajos niveles de ACC y MACC y
¢) que la espermina acelera, en este 6rgano, a altas concentraciones la salida de
solutos al medio, quizds no sea muy aventurado el indicar que una parte importante

de ACC y MACC sea expulsado al medio, al igual que sucede en semillas enteras

(Gallardo y cols., 1991), con el consiguiente efecto negativo en la produccién de gas.
omper el sistema de

Asimismo, altas concentraciones de espermina (10 mM) pueden r
compartimentalizacién necesario para que se produzca etileno (Pech y cols., 1990).
| ACC dificilmente puede transformarse en etileno en presencia
e EFE esta inhibido (Fuhrer y cols,

bres (Drolet y

Por iltimo, e

de altas concentraciones de poliaminas ya qu

1982), y ademés también lo estd el sistema productor de radicales li
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cols., 1zds a bajas aci '
1986). Quizas a bajas concentraciones de espermina todos estos factores baraja-

dos ' : DEeXist: ]
§ anteriormente no coexistan (el ACC es mas elevado), y el descenso producido en

‘ﬁ - [s - N
MACC, respecto al control, pueda ser debido a una ruta que nada tenga que ver con

la biosintesis de etileno. No olvidemos

que algunos autores, hoy piensan todavia que
¢l MACC es un producto final en la ruta del etileno (Hoffman y cols 1983 a,b).

En cuanto al papel del ABA en el metabolismo del etileno, los resultados son
todavia mds escasos en la bibliografia que para las poliaminas. ABA vy etileno pare-
cen inhibir el crecimiento por mecanismos diferentes. Sin embargo, el ABA puede
modificar la produccién de gas mediante alteraciones derivadas de su mecanismo de

accion: descenso en presion de turgencia y elongacion celular, inhibicién de las bom-

bas electrogénicas o efectos sobre la expresion génica.

Cuando el ABA estd presente en el medio nutritivo a muy bajas concentra-
ciones (5 uM), acelera la acumulacién de MACC (Figura 31), y activa la MACC-hi-
drolasa (Figura 32). Por contra, concentraciones mayores de ABA inducen considera-
bles descensos en ambos pardmetros a 5 h. de germinacién. A 7 horas, cuando la
actividad ACC-sintasa y el ACC tienen una expresién importante, el ABA ex6geno
induce una fuerte disminucion del enzima (Figura 34), pero acelera la acumulaci6n
de ACC (Figura 33). Resultados estos que no sabemos explicar; pero lo que parece
claro es que la actividad EFE se estimula por ABA paralelamente a como incrementa
el ACC endégeno (Figuras 33, 35). Sin embargo no se produce etileno; las razones no
las conocemos, ni tampoco tenemos bibliografia que nos ayude a discutirlo. Una
posibilidad podria ser que este etileno se compartimentalizase en la célula y no haya-
mos sido capaces de cuantificarlo por esiar "retenido”. Otra, bien podria estar relacio-
nada con la gran acumulacién de poliaminas inducidas por ABA en el eje embriona-

rio, las cuales por un mecanismo(s), tampoco conocido por nosotros, inducirian estos

resultados.

En cualquier caso, ambos aspectos estén bajo investigacién en este momento.




ONCLUSIONES




NCLUSIONES

Se estudia, en ejes embrionarios aislados de semillar de garbanzo, la produc-

cién 1 imas impli i
de etileno y enzimas implicados, asi como el efecto de las poliaminas y ABA
sobre estos parametros y el crecimiento.

1) La efectividad de las poliaminas estudiadas en la induccion del crecimiento
depende, por una parte, de la concentracién utilizada; y por otra, del mimero de
grupos amino presentes en la molécula. La espermina, a concentraciones entre 0.1-1.0

mM es la que ejercié un mayor efecto.

2) La toma de agua (presion de turgencia) es uno de los pardmetros relaciona-
dos con el crecimiento mds afectado por poliaminas; lo que se refleja en un aumento
en el contenido endégeno de K*, Na* y Ca** y en la constancia en el peso seco del

organo.

3) El ABA ex6geno induce una inhibicion en el crecimiento que puede rever-
tirse modificando las concentraciones de K* en el medio nutritivo. Los niveles de K*
en el eje embrionario disminuyen conforme es mavor la concentracion de ABA ex6-

geno; la variacién de este cation en el medio nutritivo es inversamente proporcional

al contenido enddgeno.

4) La produccién de etileno, que es dependiente de la sintesis d¢ ARN y pro-
tefnas y estimulada por la composicion del medio nutritivo, es lineal hasta las 18

horas de germinacién; momento de médxima sintesis coincidente con el méiximo tama-

fio celular (elongacion).

5) La méxima produccion de etileno puede afectarse positivamente por la
mente a la calmodulina), asi como por
tico (PEG)

la presion de turgencia celular.

adicién de Ca** (implicando muy probable

fusicoccina, K* o sacarosa. Por contra, se reduce en presencia de un 0smo

o bien de ABA, sustancias que inducen descensos en




6) Sélamente la espermina (0.1-1.0 mM) estimula Ia produccién de etileno en

el punto médximo; espermidina y cadaverina, o no la afectan o la reducen.

7) Las pohaminas y tiourea, que inducen importantes tomas de agua, no son
sustancias estimuladoras de produccién de etileno a concentraciones elevadas; su
efecto negativo er la produccién de radicales libre puede ser una razén. Sin embargo,
la fusicoccina, cuya accién en la produccién de radicales libres no ests descrita, es-

timula la elongaci6n celular (acelera la bomba electrogénica de H'), y activa la pro-
duccion de gas.

8) Los procesos relacionados con la elongacion celular parecen estar implica-

dos en el mecanismo de produccion del etileno.

9) Se estudia, en los periodos de tiempo anteriores a 18 horas, la evolucién de
los principales intermediarios y enzimas implicados en la biosintesis de etileno. La
aparicion de MACC y MACC-hidrolasa a 5 horas, de ACC y ACC-sintasa a 7 horas y
EFE a 12 horas, en sus valores maximos, demuestran una separacion temporal de
todos estos metabolitos y actividades enzimdticas; por lo cual este 6rgano constituye
un buen sistema modelo para el estudio de la regulacién de la sintesis de etileno por

ABA vy poliaminas.

10) El periodo de almacenamiento y estratificacion de las semillas induce
importantes modificaciones en el nivel de ACC, MACC y enzimas relacionados; lo
Qe tiene una gran connotacion a la hora de explicar las variaciones en una serie de

paicinetros relacionados con el proceso germinativo.

11) El ABA estimula la acumulacién de ACC y la actividad EFE, sin embargo

. -1 > [} g "
no se produce etileno de forma correlativa. La compartimentalizacién o la "uni6n

del etileno inducido por ABA, en el interior de 1a célula puede ser una explicacion.




12) Debido a la desaparicién "in vivo" de MACC a partir de las § h., por los

resultados obtenidos con AOA, asi como por los experimentos "in vitro"

de la trans-
formacién de MACC en ACC, podemos aventurar la presencia de una actividad

MACC:-hidrolasa "in vivo" responsable de la desaparicién parcial de este conjugado.

13) Se pone a punto la metodologia de cuantificacion de los intermediarios
mds importantes relativos a la biosintesis de etileno, asf como la cuantificacién “in
vivo" de la actividad ACC-sintasa y la identificacién de MACC por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear, en ejes

embrionarios aislados de semillas de Cicer arietinum.
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