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RESUMEN

El frio- retarda la germinacién de numerosas especies cultivadas, Dentro de una misma
especie, se han descrito variedades con tolerancia diferencial al frio durante la fase de
germinacion. Existe escasa informacion sobre la fisiologia de la respuesta al frio durante
este estado de la ontogenia. En esta tesis se propuso, como una primera aproximacion
experimental, que las variedades tolerantes presentarian durante la germinacién
mecanismos de tolerancia similares a los documentados para otros estados del ciclo de
vida de la planta. Los mecanismos fisiologicos asociados a la tolerancia al frio en el
estado de plantula y planta adulta son la acumulacion de solutos compatibles, el cambio
de propiedades y caracteristicas de las membranas celulares, la aparicion de nuevas
proteinas, menor dafio por estrés oxidativo y mayor tasa metabolica. Esta hipotesis se
puso a prueba utilizando como modelo experimental a la Avena sativa (Graminae),
debido al conocimiento de su comportamiento frente al fiio en el estado de plantula.

A partir de un grupo de siete variedades de 4. sativa, se seleccionaroln dos que
germinaron en forma contrastante segin indicadores que consideran el tiempo de
germinacién 'y se clasificaron como Tolerante y Susceptible. Las dos variedades
seleccionadas no presentaron dafio por fifo durante la fase de imbibicién y tuvieron una
prolongacién de la fase de pre-germinacion con temperaturas inferiores a 17°C. No hubo

correlacion entre la tolerancia al frio medida por los indicadores de tolerancia al frio y la

tolerancia al congelamiento en los estados de aparicién de coleorriza (1-2 mm) y de




radicula (1 cm). La actividad amilasa total se redujo con el frio en la variedad Tolerante
(30%) y en la Susceptible (50%) en los dos estados de desarrollo considerados.

Ambas variedades tuvieron el mismo patrén de acumulacion de solutos
compatibles en el embrion: en la etapa de coleorriza se acumularon aziicares solubles y en
la etapa de radicula se acumularon prolina y fructanos (GP>6) en respuesta a los
tratamientos de 10 y 3°C. La variedad Tolerante acumuld més fructanos (30%) y mis
sacarosa (50%) que la Susceptible. Al mismo tiempo, la tasa metabolica medida como
consumo de oxigeno durante la pre-germinacion fue el doble en la Tolerante (1,640
nmolOy/min x embrién) respecto a la variedad Susceptible (0,820 nmolO./min x
embrion), diferencia que se mantuvo hasta la elongacion de la radicula. Esto implica
mayor produccion de calor en la variedad Tolerante. La respiracidn por la via alternativa
alcanzo entre el 10 y el 20%. Ambas variedades sufrieron estrés oxidativo, pero la
variedad Tolerante mostré menos lipoperoxidacion (<20% a 3°C) y mayor capacidad
antioxidante (200% a 3°C) que la Susceptible en el periodo de la elongacién de la
radicula. No se detectaron cambios en la fluidez de las membranas microsomales y
composicion porcentual y grado de insaturacion de los 4cidos grasos de la fraccién polar
de los embriones en ninguna de las dos variedades.

Se concluye que la mayor tolerancia de los embriones de avena se asocia con la
mayor tasa respiratoria desde la pre-germinacién y con menor dafio por estrés oxidativo
en una fase tardia de la germinacion. Los solutos compatibles no se asociaron claramente
con la tolerancia al frio en esta etapa. La ausencia de cambios en Ia.s propiedades

dinamicas de la membrana y en su composicion, sugiere que algunas respuestas de
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tolerancia al frio son comunes en distintas fases del ciclo de vida de la planta, mientras
que otros pueden ser diferentes. Los indicadores agronémicos de tolerancia al frio
durante la germinacion consideran la variable temporal, no obstante, no existe

correlacion con algunos parametros fisiologicos de tolerancia al fiio.

.
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Effect of Low Temperature on Germination of Two Oat Cultivars (Avena sativa 1..)
ABSTRACT

Cold stress reduces seed germination of many cultivated plants. For a given crop species
there are some genotypes may show greater tolerance to low temperature during
germination than others. Physiological responses that could explain this difference have
not been explored during this ontogenetic phase. As a first experimental approach to this
problem, in this work I proposed to investigate whether the same tolerance mechanisms
found in later phased of the life cycle operate during the germination phase. The
mechanisms linked with cold stress tolerance in seedling or adult phases are solute
accumulation, increased membrane fluidity associated with a higher insaturation in&ex,
newly sinthetized proteins, higher metabolic rate and lower damage from oxidative stress.
We studied these mechanisms in germinating seeds of Avena sativa, because this species
has known responses to cold stress during seedling and adult phases.

From a group of seven cultivars of 4. safiva, two cultivars with contrasting cold
tolerance during germination were selected for study (Tolerant and Sensitive). Neither of
these cultivars showed damage during imbibition. Cold stress induced the extension of
phase II of the germination process. Cold tolerance during germination was not
correlated with freezing tolerance at coleorhiza (1-2 mm) or at radicle (1 cm) stages.
Total amilase activity was reducéd to lesser degree in the Tolerant cultivar in both

developmental stages.
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The accumulation of compatible solutes in the embryo was the same for both
cltivars, During coleorhiza stage total soluble sugars accumulated at low temperature and
in the radicle stage proline and fructans accumulated with cold. Tolerant cultivar had
more fructans (DP>6) (30%) and sucrose (50%) than Sensitive cultivar. Metabolic rate
measured as oxygen consumption was twice higher for Tolerant cultivar than in the
Sensitive type from the pre-coleorhiza stage until radicle emergence. This implies more
heat production in the Tolerant than in the Sensitive cultivar. Alternative pathway was 10
to 20%. The Tolerant cultivar was less injured by oxidative stress due to
lipoperoxidation (<20% at 3°C) and more catalase activity (200% at 3°C) than the
Sensitive cultivar during radicle emergence. No changes were detected between cultivars
in membrane fluidity, composition and insaturation degree of fatty acids of the membrane.,

According to these results, tolerance to cold stress during gerrm:nation may be a
result of a higher oxygen comsuption and higher resistance to oxidative stress.
Compatible solutes were not obviously associated with cold tolerance during
germination. The absence of changes in properties and structure of membranes suggests
that some responses relevant in other phases of plant development may not be present

during germination,
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1 INTRODUCCION

El estudio de los efectos de la temperatira sobre Ia fisiologia de las especies vegetales
silvestres y cultivadas es un tema de interés creciente en la investigacion fistologica, que
tiene ademas relevancia para la ecologia y la agronomia (Nilsen y Orcutt 1996). La
investigacion en esta area busca comprender los mecanismos celulares que explican las
respuestas de las diferentes especies en ambientes extremos (Osmond y col. 1987,
Larcher 1995, Nilsen y Orcutt 1996). Los modelos fisioldgicos de respuesta de las
plantas frente a los cambios térmicos, cobran especial importancia frente a la necesidad de
aumentar el rendimiento potencial de los cultivos en condiciones subdptimas (Boyer
1982, Nishida y Murata 1996) y frente a la inminencia del cambio global (Nilsen y Orcutt
1996). Las bajas temperaturas constituyen segiin Sakai y Larcher (1987), uno de los
factores de estrés de mayor incidencia en el mundo, definiendo un factor de estrés como
aquel que induce cambios fisiologicos en la planta (Nilsen y Orcutt 1996). La respuesta
frente a un factor de estrés como el fiio puede ser de tolerancia, es decir, la planta
presenta los mecanismos que.le permiten mantener su actividad metabdlica cercana a la
del control (Osmond y col. 1987).

Segin Nilsen y Orcutt (1996), el estudio de los cambios fisiologicos frente a un
estrés de frio, deberia considerar la fase del ciclo de vida en que éste se presenta, Estos
autores proponen el concepto de ventanas de sensibilidad para indicar los estados de
desarrolio especificos y Ia edad del 6rgano afectado en que existe una susceptibilidad

especial al factor de estrés. En la respuesta al fiio, se han estudiado los cambios




fisiologicos y los mecanismos de tolerancia en etapas avanzadas del ciclo de vida
investigando diversos 6rganos de una planta (Sakai y Larcher 1987, Alberdi y Corcuera
1991, Larcher 1995, Nilsen y Orcutt 1996). Sin embargo, los cambios fisiolégicos que
dan cuenta de las distintas respuestas asociadas a la tolerancia al frio durante las fases
mas tempranas del ciclo de vida, como la germinacién, son menos conocidas no obstante
su importancia ecolégica y productiva (Mayer y Poljakoff-Mayber 1989, Hallgreen y
Oquist 1990). El estudio del efecto del frio durante Ia germinacion es el foco de estudio

de este trabajo, tomando como modelo el caso de la germinacion de la avena cultivada.

1.1 Temperatura y germinacion
Cuando una semilla deshidratada y viable se embebe en agua se inicia una cadena de
reacciones que termina con la emergencia de la radicula o germinacion (Koller 1972,
Mayer y Poljakoff-Mayber 1989, Bewley y Black 1994). La transicién desde un estado
deshidratado con una tasa metabélica extraordinariamente baja a uno de activo
metabolismo como la germinacién, involucra una serie de cambios morfologicos,
fisiolégicos y bioguimicos que han sido extensamente tratados en la literatura (Labouriau
1983, Bradbeer 1988, Mayer y Poljakoff-Mayber 1989, Kermode 1990, Bewley y Black
1994, ver Kigel y Galili 1995).

La germinacién comienza con la hidratacién de las membranas celulares y el
metabolismo se reinicia activindose la respiracion, la actividad enzimatica y la actividad
de los organelos, la sintesis de RNA y de proteinas y los procesos de mitosis y de

elongacion celular. Todo esto implica cambios quimicos en las reservas de Ia semilla y en




el embrién asociados a actividades de degradacidn, transporte y sintesis (Mayer y
Poljakoff-Mayber 1989, Bewley y Black 1994). El proceso de germinacién, asi como la
absorcion de agua y la respiracién embrionaria, sigue un modelo de tres fases sucesivas:
un incremento rapido inicial o fase I de sélo algunas horas de duracion, una fase II o
getminacion sensu stricto que corresponde a un “plateau” donde ocurre la activacion del
embrién sin cambios morfoldgicos aparentes y, por twltimo, un aumento rapido
coincidente con la emergencia de la radicula o fase III que involucra un cambio
significativo en el estado fisiologico del embrién (Mayer y Poljakoff-Mayber 1989, Come
y Corbineau 1989, Bewley y Black 1994, Bradford 1995),

Una semilla deshidratada puede soportar temperatur;s extremas de hasta -196°C
sin afectar su viabilidad (Ovcharov 1977, Labouriau 1983, Mayer y Poljakoff-Mayber
1989), pero una vez que ocurre hidratacion, las semillas de la mayor parte de las especies
estudiadas muestra elevada sensibilidad a la temperatura (Koller 1972, Labouriau 1983,
Mayer y PoljakofF-Mayber 1989). Si no existe latencia (imposibilidad de germinar por
razones fisicas o fisiologicas), vy tanto para semillas ortodoxas (menos del 20% de
humedad) como recalcitrantes (20 a 50% de humedad), la germinacién es una fincién
dependiente de la temperatura en presencia de condiciones adecuadas de agua y de
oxigeno en el medio (Labouriau 1983, Roberts 1988, Bewley y Black 1994). Por lo
general, esta funcidn describe una curva normal con zonas letales y suboptimas en los

rangos bajo y alto de temperatura y con una zona éptima de temperatura donde la

germinacién es méxima (Labouriau 1983). También se definen temperaturas minima y




méaxima que son la menor y la mayor temperatura donde puede ocurrir germinacién
(Koller 1972, Mayer y Poljakoff-Mayber 1989).

Segiin Roberts (1988), son dos los parametros que expresan el efecto de la
temperatura sobre la germinacion: 1) el nimero de semillas germinadas o porcentaje final
y 2) la velocidad de germinacion definida a partir del porcentaje acumulado de
germinacion en el tiempo. En consecuencia, Mayer y Poljakoff-Mayber (1989) ;eﬁalan

que el porcentaje final de germinacion en una poblacion de semillas depende del intervalo

de tiempo considerado para el ensayo, especialmente si se trata de temperaturas bajas.

1.2 Tolerancia al frio
Las plantas son organismos poikilotérmicos, es decir, reflejan la temperatura del
ambiente donde viven (Nilsen y Orcutt 1996). El fiio limita la distribucién latitudinal y
altitudinal de un ndmero importante de especies silvestres y cultivadas, algunas de las
cuales crecen en o cerca del limite genéticamente determinado de su capacidad fisiologica
de sobreviventcia (Osmond y col. 1987, Sakai y Larcher 1989, Larcher 1995, Nilsen y
Orcutt 1996). Esto se debe a que el frio puede afectar la fisiologia de cada una de las
fases del ciclo de vida de una planta (Osmond y col. 1987, Nilsen y Orcutt 1996), desde
la germinacién hasta la adultez (Sakai'y Larcher 1987, Hallgreen y Oquist 1990, Larcher
1995).

En esta tesis se considera al friocomo condicién de estrés a toda temperatura
inferior al rango en que se encuentra el ptimo de germinacion, definiendo el 6ptimo

como aquella temperatura o rango de temperaturas donde la germinacién es méxima en el




tiempo més corto para una poblacién de semillas, cuando el resto de las condiciones
permanece constante. Considerando el criterio de velocidad de germinacién, se defini6
como temperatura Optima aquella en que se completa més rapidamente el 50% de la
germinacion, considerand(; el tiempo transcurrido desde el inicio de la imbibicion.

El frio disminuye la energia metabolica en una célula y por ende en la planta
entera, restringe la absorcion de agua y nutrientes, reduce la tasa metabdlica y la
asimilacién y por lo general frena el crecimiento (Larcher 1995). El retardo descrito por
Roberts (1988) tanto en la velocidad de germinacién como en el porcentaje final de
semillas germinadas, se deberia en parte a un efecto cinético del frio no letal sobre el
metabolismo (Roberts 1988, Bewley y Black 1994, Larcher 1995) y en parte, al efecto
diferencial del frio sobre la tasa de los procesos bioquimicos. Este segundo efecto influye
de manera diferencial algunas reacciones parciales de las vias metabolicas (Lyons 1973,
Hallgreen y Ogquist 1990), ya que no todas las funciones celulares son igualmente
sensibles al frio (Larcher 1995).

También a nivel de individuos o de especies vegetales se encuentran respuestas
diferenciales al frio, definiéndose plantas sensibles y tolerantes al frio durante la
germinacion (Ovcharov 1977, Patterson y col. 1979, Simon 1979, Graham 1983, Mayer y
Poljakoff-Mayber 1989). Se consideran especies sensibles al frio aquellas que no pueden
germinar entre 0 y 15 o 20°C (maiz, arroz, sorgo, tomate, etc.) y se consideran tolerantes

aquellas especies capaces de germinar a temperaturas cercanas a los 0°C {trigo, avena,

cebada, centeno, etc.). En las especies sensibles, la exposicion al fifo produce un dafio Ia

mayoria de las veces irreversible (Ovcharov 1977, Patterson y col. 1979, Simon 1979).
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En las especies tolerantes, en cambio, ocurren modificaciones fisiologicas que permiten
la sobrevivencia (Patterson y col. 1979, Simon 1979). Estas modificaciones pueden ser el
resultado de adaptacion evolutiva, o pueden corresponder a un proceso de aclimatacion
al frio que ocurre en el individuo. La capacidad de aclimatacién de un individuo, y por lo
tanto el efecto del frio sobre la germinacion, depender de su plasticidad fenotipica frente
a temperaturas bajas.

De especial interés para la comprension de los mecanismos de tolerancia al frio,
son las diferencias en la capacidad de tolerar el fiio durante la germinacion entre las
variedades de una misma especie (Ovcharov 1977, Mayer y Poljakoff-Mayber 1989).
Debido a que las temperaturas bajas provocan un efecto adverso sobre la germinacion, en
las especies agricolas existe una biisqueda permanente de variedades capaces de tolerar el
frio durante este periodo del ciclo de vida. Entre las especies cultivadas existen
variedades que presentan respuestas fenotipicas diversas al frio durante la germinacion
(Scott y Jones 1985, Dahal y col. 1996), v en una misma especie se han descrito
variedades tolerantes y susceptibles a rangos térmicos determinados. Andlogamente, los
criterios para la seleccion de variedades tolerantes al frio durante la germinacion
consideran el porcentaje de semillas que germina en un tiempo dado (Cannon y col. 1973,
McConnell y Gardner 1979, Maluf y Tigchelaar 1980, Berrie y Taylor 1981, Scott y
Jones 1982, Scott y col. 1984, Scott y Jones 1985, Bacon y col. 1983, Hoard y Crosbie
1985, Wolf'y col. 1986, Martin y col. 1988). Existe entonces, una seleccién empirica de
variedades tolerantes S( susceptibles al frio durante la germinacion para diferentes

especies, una serie de criterios de seleccién (Scott y col. 1984, Ellis y col. 1986) y




algunos métodos para aumentar la tolerancia al frio en terreno (Bradford 1986, Basra y
col. 1988). Pero los cambios fisioldgicos que ocurren en una semilla en respuesta al frio

durante la fase de la germinacion, son poco conocidos todavia.

1.3 Mecanismos de tolerancia al frio

Las diferencias en la respuesta de germinacion entre variedades con distinto grado de
tolerancia al frio constituyen un caso ideal para estudiar los mecanismos de tolerancia
asociados al frio, porque detecta las diferencias fisiologicas sutiles entre genotipos
similares. En fases avanzadas del ciclo de vida de una planta, se han descrito diferencias
en una serie de parametros fisiolégicos entre especies tolerantes y susceptibles al frio (ref.
Larcher 1995, ref. Nilsen y Orcutt 1996) y entre variedades tolerantes y susceptibles a las
bajas temperaturas (Alberdi y col. 1993, Murelli y col. 1995, Bravo 1997). Estos trabajos
han mostrado como genotipos similares, variedades de una especie, se comportan de
manera diferente cuando son expuestos a temperaturas bajas.

La respuesta al frio involucra la modificacién de diversos rasgos fisiologicos y
bioquimicos de la planta que confieren tolerancia a esta condicion (Alberdi y Corcuera
1991). Estos rasgos se expresarfan durante la germinacion en las semillas tolerantes
expuestas a temperaturas bajas, pero no en semillas expuestas a la temperatura optima de
germinacion. Al mismo tiempo, si dentro de una especie se comparan dos variedades que
difieren en su tolerancia, se esperaria que la magnitud de los cambios asociados al frio sea
distinta segin se trate de una variedad tolerante o susceptible. Por lo tanto, la

comparacion de variedades con distinto grado de tolerancia al frio constituye un sistema




ideal para investigar los mecanismos fisiologicos responsables de esta tolerancia. Una
. primera aproximacion planteada en esta tesis, corresponde a la deteccion de mecanismos
fisiologicos que otorgarian distintos grados de tolerancia al frio durante la germinacion a
variedades de una misma especie. La comparacién cuantitativa de la expresion de los
mecanismos entre variedades con grados de tolerancia contrastante, permitiria evaluar la
participacién de estos mecanismos en la respuesta de tolerancia diferencial.

Los antecedentes sobre los mecanismos fisiologicos de tolerancia al frio durante la
germinacion son escasos (Hallgreen y Oquist 1990, Larcher 1995). Frente a esta carencia
de antecedentes, se propone evaluar la expresién durante la germinacién de mecanismos
de tolerancia al frio descritos para etapas avanzadas del desarrollo de una planta. Al
revisar los abundantes antecedentes descritos para el estado de plantula o de planta
adulta, en distintos tejidos y en diferentes especies, es posible agrupar los mecanismos de
tolerancia al fifo en tres tipos de respuestas fisiologicas: 1) la sintesis de solutos
compatibles, 2) la alteracién del metabolismo de las membranas celulares y de lipidos y 3)
la acumulaci6n de proteinas crioprotectoras (Hallgreen y Oguist 1990, Guy 1991, Alberdi
y Corcuera 1991, ref. Nilsen y Occurt 1996).

Solutos compatibles. Los solutos compatibles son aguellos cuya acumulaciéon no provoca
dafio celular (Taiz y Zeiger 1991) y su accién estd fundamentalmente asociada a la
crioproteccion. La acumulacion de sacarosa, oligosacaridos y fructanos en plantas
tolerantes aclimatadas al frio ha sido ampliamente informado en la literatura (ref. Alberdi

y Corcuera 1991, Chatterton y col. 1990, Bonicel Vercosa 1990, Alberdi 1996). La




prolina es otro metabolito ligado al metabolismo en condiciones de baja temperatura
(Alberdi y Corcuera 1991).
Metabolismo de lipidos. La alteracion ultraestructural y bioquimica de las biomembranas
es una respuesta asociada con la aclimatacion al fiio en pléntulas y plantas adultas, dado
que la sobrevivencia celular es una funcion de su integridad y fluidez (Alberdi y Corcuera,
1991). El aumento de la proporcion de acidos grasos insaturados a bajas temperaturas se
ha relacionado en la mayoria de los casos con la mantencién de la fluidez de la membrana
(ref. Hallgreen y Oquist 1990, Larcher 1995, ref. Nilsen y Orcutt 1996, Nishida y Murata
1996). Dado que el aumento de la concentracién de lipidos, de fosfolipidos y esteroles
libres y de la proporcién de 4cidos grasos insaturados de la fraccion polar tienden a
preservar la fluidez, la funcionalidad y la compartimentacién membranosa (ref. Hallgreen
y Oquist 1990, ref. Alberdi y Corcuera 1991, ref. Nilsen y Orcutt 1996), la tolerancia al
frio se identifica con la mantencién de las propiedades de permeabilidad y fluidez de las
membranas celulares (Nilsen y Orcutt 1996).
Proteinas de estrés. La acumulacién de proteinas de estrés y la alteracion de algunas
actividades enzimaticas en respuesta al fiio se conoce en una serie de especies mono y
dicotiledoneas (ref. Guy 1990). En particular, se han descrito las vias de sintesis de
metabolitos crioprotectores (Crespi y col. 1991, Guy y col. 1992) y de actividades
relacionadas con las proteinas de membrana (Kader 1996, Nishida y Murata 1996).
Ademés de los cambios fisioldgicos recién descritos, el fifo provoca un estrés
oxidativo (Purvis y Shewfelt 1993, Purvis y col. 1995). Por lo tanto, existe un aumento

de las especies activadas de oxigeno de manera que una célula debe protegerse
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aumentando la capacidad antioxidante y elevando la capacidad para reducir los productos
de la lipoperoxidacion (Halliwell y Gutteridge 1989). Ademés del oxigeno reducido a
Hz0 por Ia citocromo oxidasa mitocondrial, también es parcialmente reducido a Oy y
H,0; por otros componentes mitocondriales y celulares (Boveris y col. 1978). En
consecuencia, estos metabolitos son normales en las células vegetales (Puntarulo y col.
1988) y se mantienen a bajo nivel por la accién de enzimas antioxidantes (Halliwell y
Gutteridge 1989). La actividad enzimética antioxidante de la catalasa, superoxido
dismutasa, dscorbato peroxidasa y glutation peroxidasa aumenta significativamente en las
plantas tolerantes al frio, reduciéndose los productos de la lipoperoxidacién (Zhang y col.

1995),

1.4 Deterr\ninacién de variedades tolerantes y susceptibles

Uno de los objetivos del estudio de los mecanismos de tolerancia al estrés es establecer
las condiciones estandares de tolerancia para una especie o variedad a esa condicién en
particular. De acuerdo a estos parametros, se han identificado especies mas o menos
tolerantes al frio en una serie de estados fisioldgicos y se ha propuesto que una planta
tolerante debe presentar una o mas de las modificaciones que le permitirian mantener la
integridad celular (Webb y col. 1994, Alberdi y col. 1993, Murelli y col. 1995, Zhang y
col. 1995). Cuando se trata de una misma especie, se pueden establecer gradientes de
tolerancia dentro de un grupo de variedades o genotipos. Es as que se han propuesto

parametros de tolerancia al fiio para los distintos genotipos de algunas especies

importantes en agricultura, considerando como variedades tolerantes aquellas que
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presentan un determinado valor para cada parametro evaluado (Rizza y col. 1994, Murelli
y col. 1995, Zhang y col. 1995). En efecto, la capacidad de acumulacion de hidratos de
carbono y de prolina y el aumento de algunos acidos grasos insaturados es superior en las
variedades tolerantes al frio que en las susceptibles (Barrientos y col. 1993). La fluidez de
la membranas es mayor en las células de variedades tolerantes que en las de variedades
susceptibles frente al mismo grado de frio (Leborgne y col. 1992). En variedades de
cebada aclimatadas al frio, Murelli y col. (1995) informaron que los acidos grasos libres
y el grado de insaturacidn fueron superiores en la variedad tolerante, mientras que la
prolina y los azicares solubles fueron muy similares en variedades tolerantes y
susceptibles al frio. Zhang y col. (1995) analizaron Ia respuesta de variedades de maiz
tolerantes y susceptibles al fifo frente al estrés oxidativo provocado por la exposicion al
frio, encontrando que en la variedad tolerante las enzimas antioxidantes aumentaron y se

produjo menor dafio por lipoperoxidacion.

1.5 Antecedentes sobre la tolerancia al frio durante Ia germinacion

No obstante el gran volumen de informacién que existe en relacién a los mecanismos de
tolerancia al fifo en estados avanzados del desarrollo, los antecedentes especificos
durante la fase de germinacion son escasos, aunque existe alguna informacién sobre la
respuesta al congelamiento en etapas tempranas en especies anuales (Andrews y col.
1960, Roberts y Grant 1968, Cary 1975, ref, Qvcharov 1977, Fuller y Eagles 1978, ref.‘

Sakai y Larcher 1987) y lefiosas (Alberdi y Rios 1983).

L
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La presencia de solutos crioprotectores como los hidratos de carbono se
considera importante en la respuesta de tolerancia al frio (ref. Alberdi y Corcuera 1991).
Amuti y Pollard (1977) analizaron la presencia de aziicares solubles en las semillas de 31
especies pertenecientes a 10 familias de angiospermas. Los azicares detectados en
semillas secas son sacarosa y los oligosacéridos estaquiosa, rafinosa y verbascosa, junto
con ajugosa y pinitol en algunas especies (Ganter y col. 1991). Se ha descrito la
importancia de estos hidratos de carbono en la proteccion frente a la deshidratacién
natural que sufren las semillas en la maduracién (Kermode 1990) y la pérdida de la
proteccion que ocurre durante la germinacién, cuando estos azilicares se metabolizan
(Koster y Leopold 1988). Es en este sentido de proteccion frente al ambiente que se ha
sugerido que la presencia de sacarosa en el embridn de granos maduros de trigo podria
cumplir alguna funcién en la tolerancia al frio durante el desarrollo del proceso
germinativo (Duffus y Binnie 1990). Son escasas las referencias respecto al contenido de
aminoacidos como solutos compatibles en semillas en respuesta al ftio, no obstante, las
semillas secas contienen muy pocos aminoicidos libres que incrementan durante la
germinacion. Ovcharov (1977) menciona referencias sobre aumento del contenido de
hidratos de carbono y aminoécidos, entre ellos prolina, en embriones de trigo y centeno
en respuesta a tratamientos de baja temperatura.

Respecto al metabolismo de lipidos, algunos datos sugieren que si el desarrollo y
la maduracién de las semillas durante la embriogénesis ocurre a bajas temperaturas, los
acidos grasos insaturados aumentan junto con el incremento del grado de insaturacién de

los acidos grasos en el grano maduro en avena (Young 1986), en variedades de invierno
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de cebada (De Man 1985) y en variedades de arroz tolerantes al frio (Majumder y col.
1989). La exposicién al fifo y el metabolismo de lipidos durante el proceso de
germinacién es un tema escasamente tratado en la literatura. Di Nola y Mayer (1985,
1986a,b) estudiaron el metabolismo de fosfolipidos de membrana en ejes embrionarios de
arveja durante las primeras 48 horas desde la imbibicién tratados a 5 y 25°C. Los
resultados mostraron que la tasa de incorporacion de colina (Me-"*C) y glicerol (U-1C)
se redujo significativamente a 5°C, aunque el contenido total de fosfolipidos aument6
sobre la base de peso seco en igual magnitud que en el control. La sintesis de acidos
grasos se redujo a 5°C pero vari6 la distribucion porcentual de los 4cidos grasos a las 24
horas de la imbibicién, disminuyendo la proporcién de las especies insaturadas con el frio
con la excepcion del acido oleico, que aumenté a 5°C en ambas fracciones, El grado de
insaturacién no se alteré con el tratamiento frio. En los trabajos citados queda en
evidencia que sélo se han estudiado los cambios que ocurren durante las primeras horas
desde Ia imbibicién. En consecuencia, es interesante investigar las modificaciones que
suceden en el largo plazo hasta la emergencia de la radicula.

Durante el proceso de germinacion se ha descrito que el frio afecta la actividad de
algunas enzimas, como las que participan en la respiracion (Stewart y col. 1990a) y en la
degradacién amilolitica (ref. Ovcharov 1977, Moraru y Atimoshoae 1985), ambas
relacionadas con la generacién de energia para el metabolismo embrionario durante y una
vez completa la germinacion. También se han detectado cambios en el patron

electroforético luego de la aplicacion de fiio (Zaiter y col. 1994).
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De los antecedentes revisados, se deduce que la semilla en germinacién es una
estructura que puede mostrar tolerancia al frio (Di Nola y Mayer 1985, 1986a,b, Moraru
y Atimoshoae 1985, Stewart y col. 1990a, Zaiter y col. 1994), asi como frente a otros
tipos de estrés (Bradford 1986, Basra y col. 1988, Dell’ Aquila y Bewley 1989, Kermode
1990, Dell’Aquila y Spada 1993, Poljakoff-Mayber y col. 1994, Deil’ Aquila y Spada

1994, Bray 1995).

1.6 Objetivos e hipétesis de trabajo

En esta tesis se investigd si los embriones presentan los mismos mecanismos de tolerancia
al frio descritos en la literatura para otros estados de desarrollo. El problema de la
respuesta al frio durante la germinacién se abordd de esta manera debido a que los
mecanismos de tolerancia en la fase de la germinacién son muy poco conocidos (Mayer y
Poljakoff-Mayber 1989, Hallgreen y Oquist 1990), y el investigar la presencia de
mecanismos de tolerancia al frio anilogos a los descritos para otros estados del desarrollo
de la planta, es una primera aproximacion experimental,

La hipotesis que se propone en este trabajo, es que las respuestas de tolerancia al
fiio en los embriones son iguales a las que operan en las fases més tardias del desarrollo
de la planta. Esta proposicion se fundamenta en que existe evidencia que los mismos
mecanismos de respuesta al estrés se expresan frente a distintos tipos de estrés, en
diversos 6rganos y en diferentes estados de desarrollo de las plantas. En particular:

1} Se ha constatado una conservacion de los mecanismos de respuesta que confieren

tolerancia a distintos tipos de estrés (Taiz y Zeiger 1991). Asi por ejemplo, se ha descrito
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aumento de solutos compatibles, cambios en Ia composicién de lipidos de membrana y
aparicién de péptidos especificos frente a estrés salino e hidrico durante la germinacion
(Basra y col. 1988, Dell’Aquila y Spada 1993, Dell’Aquila y Spada 1994, Poljakoff-
Mayber y col. 1994, Misra y Dwivedi 1995) v en etapas avanzadas del desarrollo (Nilsen
y Orcutt 1996).
2) Se ha constatado una conservacién de los mecanismos fisiologicos que confieren
tolerancia al frio en los distintos érganos de una planta, Asi, por ejemplo, se ha descrito
aumento de solutos compatibles, cambios en la composicion de lipidos de membrana y
aparicion de proteinas de estrés frente al fifo en hojas, raices y tallos (ref. Hallgreen y
Oquist 1990, ref. Alberdi y Corcuera 1991, Livinsgton 1991, Alberdi y col. 1993, ref.
Nilsen y Orcutt 1996, Alberdi 1996, Nishida y Murata 1996),
3) Se ha constatado una conservacién de los mecanismos fisiolégicos que confieren
tolerancia al frio en diversas etapas avanzadas del ciclo. de vida de la planta. Asi por
ejemplo, se ha descrito aumento de solutos compatibles, cambios en la composicion de
lipidos de membrana y aparicién de proteinas de estrés frente a las bajas temperaturas
durante el estado de plantula (Alberdi y col. 1993, Murelli y col. 1995, Bravo 1997), y
estado adulto (Hallgreen y Oquist 1990, Alberdi y Corcuera 1991, Nilsen y Ocurtt 1996,
Alberdi 1996).

Para poner a prueba esta hipdtesis es necesario trabajar con una especie para la
cual se conocieran los cambios fisioldgicos asociados con diversos tipos de estrés en
distintos Grganos y etapas del desarrollo. En el caso de Avena sativa, se han estudiado

los cambios fisiologicos en la respuesta al frio en hojas, raices y tallos en las plantulas y
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en plantas adultas en variedades con tolerancia diferencial al fiio en cuanto a su tolerancia
al congelamiento (Cloutier y Andrews 1984, Alberdi y col. 1993), acumulacidn de solutos
compatibles con accién crioprotectora (Alberdi y col. 1993, Livingston 1991) y
composicion de membranas (Alberdi y col. 1993, Uemura y Steponkus 1994),

Avena sativa es una especie ortodoxa (semillas con 10 a 20% de agua) (Roberts
1973) que puede crecer a temperaturas cercanas a 0°C y, por lo tanto, considerada
tolerante al frio (Nilsen y Orcutt 1996), aunque es la mis susceptible respecto a los otros
cereales de clima frio (centeno, trigo y cebada) (Livingston 1991, Webb y col. 1994). Se
clasifica como tolerante (Graham 1983) y moderadamente tolerante (IREN 1982) al ftio,
dado que las temperaturas minimas de germinacion estan entre los 3 y 5°C (IREN 1982,
Graham 1983, Mayer y Poljafoff-Mayber 1989). Asi, se decidi6 comparar los cambios
asociados a la respuesta al ftio en variedades de 4. sativa con distinto grado de tolerancia
al frio durante Ja germinacién.

El objetivo general de esta tesis fue comparar cuantitativamente variedades de
Avena sativa tolerantes y susceptibles al frio durante la germinacidn, investigando los
parametros fisiologicos que caracterizan la tolerancia al fiio en otros organos y estados
de desarrollo de la planta. El contraste de los resultados obtenidos para la germinacion
con los descritos para otras etapas del desarrollo, permitiran evaluar la hipdtesis que
propone que los mecanismos de respuesta al estrés en distintas fases del desarrollo y
6rganos de la planta son analogos.

Para abordar este objetivo general, se definieron los siguientes objetivos

especificos:
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1) caracterizar el proceso de germinacion a bajas temperaturas de siete variedades de
avena y seleccionar las dos variedades con mayor contraste de tolerancia al frio durante la
germinacion.

2) Caracterizar la respuesta a las bajas temperaturas de las dos variedades seleccionadas
en cuanto a sus parametros hidricos, dafio por enfriamiento, tolerancia al congelamiento,
incidencia y proteccidn frente al estrés oxidativo asociado al fiio y la respuesta de
amilasa total durante la germinacidn, esto es, entre la imbibicion de las semiilas y la
emergencia de la radicula.

3) Evaluar los siguientes parametros fisiologicos en respuesta al frio en los embriones de
las dos variedades: a) acumulacion de solutos compatibles y b) cambio del patrén lipidico.
Estos cambios fisiologicos son los mecanismos de tolerancia al frio mejor conocidos en
etapas mas avanzadas del desarrollo en avena y otras especies. Recientemente, ha
cobrado importancia otro aspecto asociado a la tolerancia al frio, Ia tasa de respiracién.
Se ha propuesto que una mayor tasa metabélica confiere mayor tolerancia al frio (Dahal y
col. 1996). Este criterio ha sido particularmente utilizado para la discriminacion de
tolerancia al frio entre variedades. Por esto, otro parametro fisiologico evaluado en esta
tesis fiie el consumo de oxigeno en respuesta al fifo de los embriones de ambas

variedades de avena.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal

Se utilizaron semillas de siete variedades de Avena sativa provenientes del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias (INIA), Estacion Experimental Carillanca, Temuco, IX
Region. Se utilizé semilla de la cosecha de 1992 y 1994 y las condiciones de siembra y
manejo fueron similares para todas las variedades (INIA, comunicacion personal). Las
semillas se mantuvieron en almacenaje seco a 15-20°C desde la cosecha hasta su

utilizacion.

2.2 Ensayo de germinacién

Las semillas se lavaron con agua corriente durante 10 minutos para eliminar la
contaminacion superficial. Las semillas lavadas se esterilizaron superficialmente con
hipoclorito de sodio comercial disuelto en agua destilada al 20% durante 10 minutos,
enjuagando con agua destilada durante 3 minutos. La siembra se realiz6 disponiendo 30
semillas en placas de Petri entre dos capas de papel absorbente para homogeneizar la
hidratacion. Para la imbibicion de las semillas se agregaron 8 ml de agua destilada a cada
placa y luego de 24 horas se elimind el exceso de agua manteniendo una humedad

adecuada del papel absorbente,




2.3 Tratamiento de temperaturas

Desde el inicio de la imbibicién o tiempo cero hasta que las semillas se consideraron
germinadas o alcanzaron algiin estado de desarrollo predeterminado, las semillas se
mantuvieron en camaras de siembra en oscuridad. Las temp'eraturas de tratamiento fueron
3 £2°, 6 +2°C, 10 £ 2°C, 17 & 3°C, 20 * 3°C y 25 + 3°C. Los tratamientos se
mantuvieron a una sola temperatura constante. Por razones de infraestructura, en la
determinacion de los parametros descritos en las secciones 2.10 a 2.18, los tratamientos

de 17°C y 20°C se fundieron en sélo uno a 20°C + 1.

2.4 Criterios.de germinacién y etapas del proceso

La germinacidn tiene un patrén de progreso trifasico: fase I es de aumento rapido, fase II
que es estacionaria y fase III que involucra un segundo aumento rapido coincidente con la
elongacion del embrion (Figura 1). En esta tesis se definieron cuatro fases dentro de esta
misma curva de progreso: Estado 1 luego de las 24 a 48 h luego del inicio de la
imbibicion, Estado 2 de 24 a 48 h antes de la aparicién de la coleorriza, Estado 3
coincidente con la emergencia de la coleorriza y Estado 4 coincidente con la emergencia
de la radicula (Figura 1). Los Estados 3 y 4 corresponden a estado de desarrollo, por lo
que tomaron distintos tiempos segtn la variedad y la temperatura de tratamiento.

-

Una semilla se consideré germinada cuando la coleorriza era visible (entre 1 y 2

mmy).
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Phasel Phase]l

E1

Uptake of water
(increase in fresh weight)

Time —

Figura 1. Curva de progreso de la germinacion con las Fases I, I y III. Los nimeros 1-4
indican los Estados de la germinacién definidos en este trabajo. E1= Estado 1, imbibicion;
E2 = Estado 2, pre-germinacion; E3 = Estado 3, aparicién de coleorriza y E4 = Estado 4,
radicula de 1 cm de longitud.
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2.5 Caracterizacion de las semillas utilizadas

Se determiné el porcentaje de humedad del grano en estufa de secado (105°C durante 24
horas) y la viabilidad con el test del cloruro de trifenil tetrazolio (TTC en amortiguador
fosfato pH 7.0) al 1% (ISTA 1987). La viabilidad utilizando rayos X (40 kvp durante 2

minutos) (ISTA 1987) se determiné para las variedades América y OT220xOMIHI.

2.6 Germinacién de Ias semillas a distintas temperaturas

Las semillas de las distintas variedades se mantuvieron a las temperaturas de tratamiento
y se registré la germinacién desde la aparicién de la coleorriza. El registro se realizé
durante 20 dias. Al final de este periodo se determind el nimero de semillas que no

germinaron y su viabilidad con la prueba del TTC.

2.7 Criterios para selecciéon de tolerancia al frio durante Ia germinacion
Para seleccionar la variedad més tolerante al frio durante la germinacion se usaron cuatro
indicadores cominmente utilizados para este fin (Scott y col. 1984). Estos indicadores
son: Tiempo al Inicio de la Germinacién (Ti), Tiempo para la Germinacién del 50% de la
poblacion (T50), Indice de Germinacion (IG) y Coeficiente de Velocidad (CV) (Scott y
col. 1984). El T50 se consider6 para la seleccion de las 2 variedades més contrastantes a
partir de las 7 variedades iniciales. EI Ti, IG y CV se aplicaron sélo a las dos variedades
seleccionadas.

El Ti se definié -como el nimero de dias comprendido desde el inicio de la

imbibicién hasta que la primera semilla presentd la coleorriza entre 1 y 2 mm. El T50 se
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definié como el numero de dias trancurrido entre el inicio de la imbibicién y la aparicion
de coleorriza para el 50% de la poblacion. Mientras menores son el Ti y el T50 a
temperaturas subGptimas, es mayor la tolerancia al frio durante la germinacién. Los
criterios IG y el CV se aplicaron segin la formula de Scott y col. (1984) modificadas para
la germinacion del 50% de la poblacién como: IG = (ZTi xNi)/S y CV = 100 x (ENVENI
x Ti), donde Ni = semillas' germinadas al tiempo i, Ti = tiempo transcurrido desde la

siembra y S = niimero total de semillas.

2.8 Determinacién de tolerancia al congelamiento (TLs)
La respuesta de las variedades tolerante y susceptible al fiio durante la germinacion se
evalué como su tolerancia al congelamiento definiendo la temperatura letal para el 50%
de la poblacion (TLsp). EI TLso se determiné para las semillas completas en los cuatro
estados descritos (seccién 2.4),

El ensayo consistio en exponer grupos de 30 semillas tratadas (20, 10, 6 y 3°C) en
los Estados 1y 2 a temperaturas de 0, -5, -10, -15 o -20°C durante 2 horas en un baiio

’

termoregulado Haake. Las semillas se sumergieron en el anticongelante en capsulas
plasticas sellasdas. Luego de la exposicion, las semillas se mantuvieron a 6°C durante una
hora-para el descongelamiento y se determiné la viabilidad. Inicialmente la viabilidad se
midié con el TTC segun el ISTA (1987), recuperando el compuesto coloreado con 24 h
de extraccién en etanol 90%, pero debido a la escasa repetibilidad y a la subjetividad de la

superficie expuesta por el corte con este método, se decidié determinar la viabilidad a

través del porcentaje de germinacién. Para esto, luego del descongelamiento las semillas
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tratadas se incubaron en oscuridad a 17°C, la temperatura dptima, durante 10 dias. La
germinacion se registrd diariamente. Se realizaron 5 repeticiones por cada temperatura
congelante. El valor del TLs, se determinG a partir de una regresién lineal entre las
variables porcentaje de germinacién y temperatura. Para los estados de coleorriza y
radicula (Estados 3 y 4) se aplico el mismo ensayo pero a temperaturas de 0, -2, -4, -6, -

10°C.

2.9 Cosecha del tejido para los andlisis
Cuando correspondio, se obtuvo el tejido necesario para los analisis pertinentes. Para ello
se eliminé la cubierta de la semilla y el embrion completo se disecté con pinzas finas de
punta curva obteniendo el eje embrionario y el escutelo lo més intactos posible y libres de
tejido de endosperma. Una vez disectados, los embriones se mantuvieron en hielo hasta
registrar el peso fresco del total del tejido obtenido. Cuando fue necesario el endosperma
aislado se mantuvo en las mismas condiciones. El tejido se mantuvo congelado a -20°C
hasta su utilizacion. La tinica excepcién se realizd al obtener extracto inmediatamente
después de la diseccion de los embriones para medir actividad enzimatica y analizar el
patron electroforético de las proteinas.

Las semillas de la variedad América son méas pequefias que las de OT220xOMIHI
y por lo tanto su peso fresco también. En la variedad América 1 g de peso fresco de
embriones en el estado de coleorriza correspondié a 262 + 9 embriones y en la variedad

OT220xOMIHI a 194 * 10 embriones. En el estado de radicula, para América 1 g de
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peso fresco correspondidé a 121 = 9 embriones y para OT220xOMIHI a 111 + 5

embriones.

2.10 Determinacion de los solutos compatibles
Los solutos compatibles se determinaron en dos etapas de la germinacion: estado del
embrién con la coleorriza entre 1 y 2 mm (Estado 3) y estado del embrién con la radicula

de 1 cm (Estado 4).

2.10.1 Prolina

El contenido del aminoécido prolina se determiné en embriones aislados seg(n el método
de Bates y col. (1973) modificado. Se maceraron 0,25 g de tejido fresco en 5 ml de acido
sulfosalicilico 3%, el extracto se centrifigé a 10.000 x g durante 10 minutos, se agregd 1
ml de ninhidrina acida (1,25 g de ninhidrina en 30 ml de acido acético y 20 ml de &cido
fosforico 6M) y 1 ml de acido acético. La mezcla se incubé a 100°C durante 1 h yla
reaccién se detuvo en hielo. La mezcla se extrajo con 5 ml de tolueno y se midi6 la
absorbancia a 520 nm. La curva de calibracién se realizé con L-prolina (SIGMA). Se

realizaron tres repeticiones por temperatura.

2.10.2 Sacarosa
Los embriones aislados se extrajeron en etanol 85% 1:3 tejido frescoetanol (p/v),

macerando durante 3 minutos a temperatura ambiente. Para lograr una mejor extraccién
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el macerado se mantuvo 24 h a temperatura ambiente en oscuridad. El extracto se
centrifugd a 10.000g x 12 minutos en frio y se congeld a -20°C.

El contenido de sacarosa de la muestra se determiné utilizando el método de Ia
antrona segin Guy y col. (1992). Una alicuota de 50 ul de la,muestra se incubé con 50 ul
de KOH 30% a 100°C durante 10 minutos, con el objeto de destruir los monosacaridos
(Riazi y col. 1985). Se agregaron 2 mi del reactivo de antrona (1,5 g de antrona en 100
rﬁl de acido sulfiirico 70%) y se incubaron a 40°C por 20 minutos. Luego se leyo la Agay.
Se realizaron 3 repeticiones por punto utilizando una curva de calibracién para sacarosa.
Aunque este método se supone especifico para la determinacién de la sacarosa presente
en el extracto (Riazi y col. 1985), es posible que ocurra una sobrestimacién debido a la
posible hidrélisis de oligosacéridos y polisacaridos solubles como los fructanos. En todo
caso, determinaciones de calibracién con HPLC (Zifiiga, comunicacién personal) y con el
kit glucosa oxidasa (Boehringer), demostraron que el método de la antrona sobreestima

la sacarosa en alrededor de un 5%.

2.10.3 Aziicares solubles totales

En los extractos etandlicos 1:3, los aziicares reductores se determinaron por el método
de antrona seglin Riazi y col. (1985). A 50 pl de muestra se le agregd 1 ml de reactivo de
antrona. La mezcla se llevé a 100°C por 10 minutos, se enfrio en hielo y se determind la
absorbancia a 625 nm.  Se realizaron tres repeticiones por temperatura expresando la

concentracion en equivalentes de glucosa.
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2.10.4 Fructanos

La determinacion de fructanos totales se realizé segiin el método utilizado por Livingston
(1990) y por Vieira y Figueiredo-Ribeiro (1993). El tejido (entre 100 y 300 mg de
embri6n) se extrajo en etanol 85% en proporcién 1:3 peso fresco:etanol y se centrifugd a
10.000 x g durante 12 minutos, Una alicuota de 200 pl se precipité con 400 pl de etanol
absoluto. La precipitacion se realizd en hielo y luego de una hora se centrifugd durante
12 minutos en una microcentrifuga. El precipitado se resuspendié en 50 ul de etanol
80%, se agrego 1 ml de reactivo de antrona, se incubé a 37°C durante 45 minutos y se
leyé la absorbancia a 618 nm. Este método determina fructanos con grado de
polimerizacién mayor a 6 (GP>6) sin discriminar el grado de polimerizacion exacto de los
fructanos obtenidos. Cada muestra tuvo tres repeticiones y la concentracion de fructanos

totales se expresd como equivalentes de inulina.

2.11 Determinacion de lipidos

2.11.1 Lipidos polares

Se determinaron los lipidos polares a partir de aproximadamente 1 g de tejido de embrion
en los Estados 3 y 4 de la germinacion. Al tejido recién extraido se le inhibieron las
lipasas con isopropanol hirviendo durante 2 minutos. Se eliminé el solvente con una
corriente de nitrogeno (g) y los embriones se guardaron secos en ambiente saturado con
N; a -4°C en oscuridad. Para el aislamiento de lipidos el tejido se macerd 3 veces con 12
ml de mezcla cloroformo:metanol 2:1 en presencia de 0,05% de BTH. Cada vez el tejido

se dejo extrayendo durante 30 minutos y filtrando cada extracto por papel Whatman N°1.
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Todo el producto de los filtrados se reunié y se agregaron 4 ml de agua destilada, se
agitd y se centrifugd a 5.000 rpm (SS-34) durante 5 minutos. Se eliminé la fase superior
acuosa. La fase organica restante se evaporé en un rotavapor a 40°C, aproximadamente,
Los lipidos totales se resuspendieron en 2 ml de cloroformo y se traspasaron a un tubo
donde se evaporé el solvente con N,. El tubo saturado se llevé a oscuridad a -4°C. La
muestra se resuspendi6 en una mezcla cloroformo:acido acético 10:1 y los lipidos polares
se separaron a través del paso por una columna de silica-gel, eluida con 20 ml de
metanol. Los lipidos polares disueltos en el metanol se concentraron a sequedad en un
rotavapor, se resuspendieron en cloroformo y se trasvasijaron a un tubo de 40 ml con
tapa rosca, se desecé con N (g) y se guardaron en oscuridad a -4°C. Cada muestra se

hizo con tres repeticiones,

2.11.2 Determinacién de Acidos grasos

Los 4cidos grasos presentes en las muestras de lipidos polares embrionarios se
hidrolizaron resuspendiendo en 5 ml de KOH 0,5 N en metanol y se calentaron a 85°C en
bafio maria. Luego, se ajusté el pH a 3 con HCI y se procedié a metilar segin el
protocolo de la AOAC (1984). Se agregaron 5 ml de BF3 en metanol al 12,5% en peso.
La mezcla se calent al bafio maria hirviendo por 2 minutos enfriando en hielo para frenar
la reaccion. Se agregaron 10 ml de solucién saturada de NaCl y 2 ml de éter de petréleo.
Se extrajo la capa etérea con una pipeta y se lavé con agua. La fase organica se seco con
sulfato de sodio anhidro. Los ésteres metilicos se disolvieron en éter de petrdleo y se

analizaron por CG.
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La cromatografia de gases se realizd inyectando 0,5 ul de muestra en un
cromatdgrafo gas-liquido Perkin Elmer Autosystem 9000 equipado con una columna
semicapilar RTX-2330 de 30 m, 0,53 mm de diémetro interno y 0,20 um de espesor de
resina. Los parametros para la determinacién fieron: velocidad de transporte del He de
30 cm/s,.detector FID de 250C con inyector split/splitless 1/100 y temperatura del horno
ajustada a un gradiente lineal de 6°C por minuto desde 70 a 210°C. Se utilizé un estandar
de acidos grasos esterificados SIGMA para 16:0,.18:0, 18:1, 18:2 y 18:3. También se
contrastd con una mezcla de estandares conteniendo 22 acidos grasos de origen animal y
vegetal. Del total de picos detectados, se obtuvo el rea que correspondia a los 5 acidos
mencionados y se calculd la relacion porcentual entre ellos. El grado de insaturacién se
calcul6 de acuerdo a De Man (1985) como:

GI =[%18:1 x1 + (%18:2 x2) + (%18:3 x3) ] /100

2.12 Determinacion de la fluidez de las membranas microsomales

La fluidez se determiné en fracciones de membrana microsomal utilizando el método de
la despolarizaci6n de fluorescencia. Para ello se utilizé la sonda fluorescente hidrofobica
di-fenil-hexatrieno (DPH) que se inserta en la parte interna de una membrana. Cuando e
DPH se excita con luz polarizada, su emision es polarizada al méximo si durante su
tiempo de vida excitado no cambia su orientacién. Si no esta rigidamente sujeta entonces
cambia de orientacién y dsiminuye la polarizacién de la Iuz emitida (Kalyanasundaram
1991). Este cambio dependera de la microviscocidad del microambiente y es una medida

de su fluidez,




29

2.12.1 Aislamiento de la membrana microsomal

Las fracciones de membrana microsomal se obtuvieron de embriones completos aislados
y sumergidos en amortiguador de extraccién (sacarosa 250 mM, EDTA 1 mM, Tris 10
mM pH 7,3) en la proporcién 1:3. La metodologia de aislamiento correspondié al
protocolo de Rojas {1991) modificado. El tejido se macer6 o se pico en el amortiguador
de extraccion durante 3 minutos y se centrifugd a 12.000g por 12 minutos. El
sobrenadante se llevo a una ultracentrifuga Sorvall Comibi con rotor T880 a 105.000 g
durante 1 hora a 4°C. La pella se redisolvié en amortiguador (sacarosa 250 mM, KCl 5
mM, K,HPO, 5 mM pH 7,8) y se congelé a -20°C hasta la lectura. El peso de la fraccién
microsomal se determiné pesando los tubos de ultracentrifuga secos antes de la
centrifugacién y con la pella obtenida una vez eliminado el sobrenadante luego de
centrifugar. Se determinG la concentracién de proteinas de cada muestra microsomal
incubando con Tritén X-100 0,01% y leyendo a 595 nm utilizando el método de

Bradford.

2.12.2 Determinacién de la polarizacién

5 ml de las preparaciones de membrana microsomal estandarizadas a Asy de 0,1 se
incubaron con 2,5 pl de una solucién saturada de DPH en metanol absoluto durante una
hora a 30°C. Luego de la incubaci6n, se determiné la despolarizacion de la fluorescencia
en estado estacionario a 4, 20 y 35°C en un espectrofotémetro de fluorescencia GREG
200 fomato L del Laboratorio de Fotofisica y Espectroscopia Molecular del Instituto de

Quimica de la Universidad Catélica de Valparaiso. La sonda se excitd a 360 nm y la
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emision se registrd a 399 nm. Se determind la polarizacion de muestras microsomales sin
sonda y este valor se restd autométicamente al valor de la muestra con DPH. Con el
objeto de conocer la dependencia de la lectura de la concentracién de membrana, el
mismo protocolo se repitié con preparaciones diluidas hasta 18 veces. Se realizaron 3

repeticiones por punto.

2.13 Determinacion de prot}ainas

2.13.1 Proteinas solubles

Se determinaron seglin el método de Bradford (1976). Una alicuota de la muestra mas
agua destilada hasta completar 100 ul se agregaron a 1 ml de reactivo de Bradford {100
mg de azul de Coomassie R disueltos en 50 ml de etanol 95% y se agregan 100 ml de
acido fosforico 85% p/v llevando posteriormente a 1 litro con agua bidestilada). Las

muestras se leyeron a una absorbancia de 595 nm usando como estandar BSA 1 mg mi™ .

2.13.2 Actividad enzimatica

Con el fin de evitar contaminaciones de hongos y bacterias para la deteccion de actividad
amilasa y catalasa se utilizé un sistema esterilizado con manejo de la esterilizacién y
siembra de las semillas en una cimara de flujo laminar. Las semillas se esterilizaron 2
veces con hipoclorito de sodio comercial 20% que contenia 4 gotas de Tween-20 por 100,

ml de solucién. Las semillas se mantuvieron durante 10 minutos en esta solucién y

posteriormente se enjuagaron con agua destilada estéril. La siembra se realizé en placas
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esterilizadas y se adiciond agua destilada estéril con cloranfenicol 10 pg/ml (Garcia-
Maya y col. 1990).

El tejido embrionario se maceré en amortiguador esterilizado en presencia de 5
inhibidores de proteasas (SIGMA) en concentraciones de 5 pg/ml cada uno: PMSF (100
mM en isopropanol absoluto), Antipain (10 mg/ml en metanol absoluto), Leupeptin (10
mg/ml en metanol absoluto), Pepstatin A (1 mg/ml en metanol absoluto) v Chymostatin
(10 mg/ml en metanol absoluto). Los inhibidores se agregaron en el momento de la

extraccion suponiendo que la actividad inhibitoria de la mezcla dura hasta 1 hora,

2.13.2.1 Actividad amilasa

Las semilias sin embrion se maceraron en amortiguador acetato de sodio 1 mM pH48y
CaCl, 10 mM (Acevedo 1991). El macerado se centrifugd a 12.000 x g durante 12
minutos a 4°C, El sobrenadante se congelé a -20°C. La actividad amilasa se determing
segun el protocolo descrito por Acevedo (1991) modificado. A 850 pl de amortiguador
de actividad (acetato de sodio 50 mM pH 4,8, CaCl, 20 mM, NaCl 60 mM y almidén
0,03% p/v) incubados a 30°C se agregaron 10 pl de muestra. La mezcla se mantuvo
durante 20 minutos y se frend la reaccién agregando 1 ml de reactivo de yodo (6 g de KI
y 0,6 g de I se llevan a 100 ml de agua destilada, preparando el reactivo 1% v/v en agua
destilada). El blanco se frené inmediatamente con el reactivo y se mantuvo en hielo. La
absorbancia se leyd a 585 nm. La curva de calibracion se realizé con concentraciones

conocidas de almidén (0 a 240 pg).
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2.13.2.2 Actividad catalasa

El tejido embrionario se maceré en amortiguador fosfato de potasio 50 mM pH 7,0,
EDTA 0,1 mM (Fadzillah y col. 1996). El extracto se centrifugo en frio a 12.000 rpm
durante 12 minutos. La actividad se determiné como la desaparicion del H,O, a 240 nm
(Worthington 1988). A 1 ml de amortiguador fosfato PH 7,0 mis 0,15% de H,0,. Se
calculd el dA en 1 minuto y se considerd que 0,05 dA/min es igual a 3,4 Unidades. Se

calcul6 la actividad en Unidades mg de proteina ™.

2.14 Efecto del dcido giberélico
Los experimentos de germinacion con 4cido giberélico se realizaron utilizando soluciones
entre 0 y 10™ M. El 4cido se disolvi6 en un etanol concentrado diluido posteriormente en

agua destilada.

2.15 Determinacion de estrés oxidativo

2.15.1 Determinacién de malonaldehido (MDA)

La produccién del MDA se detectd por el métod;) del acido tiobarbitirico segiin el
método descrito por Zhang y col. (1995) modificado. 0,25 g de peso fresco se maceraron
con TCA 10% y el extracto se centrifugd a 12.000 x g por 5 minutos. 1 ml del
sobrenadante se mezcld con 1 ml de TBA 1% agregando 200 ul de 4cido clorhidrico
concentrado. La mezcla se calentd a 95°C durante 30 minutos, se enfri¢ en hielo y se leyé

la Ass; restando el valor de la absorbancia no especifica (Aspp). La concentracion del
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MDA se calculd utilizando un coeficiente de extincion de 150.000. Se realizaron 3

repeticiones por muestra,

2.15.2 Determinacién del estrés oxidativo en embriones intactos

El estrés in vivo se evalué midiendo la oxidacion del sustrato diacetato de 2°7'-
diclorofluoresceina DCFDA (Molecular Probes) segin el método de Caro y Puntarulo
(1996) modificado. El método se basa sobre la deteccion de los compuestos oxidantes
exudados por el tejido a través del sustrato que a su vez se oxida y emite fluorescencia.
Para ello 2 a3 embriones intactos se incubaron en 10 ml de un amortiguador Tris-HCI 40
mM pH 7,0 en presencia de 5 pM del DCFDA. Luego de 30 minutos se obtuvo el
sobrenadante y se monitored la fluorescencia en un espectrofluorimetro con excitacién a
488 nm y emision a 525 nm. Para el anilisis del efecto de la respiracién sobre la oxidacién
del DCFDA las muestras se incubaron en el mismo medio en presencia de KCN 0,5 mM.
Las correcciones se hicieron con un blanco sin embriones en presencia o ausencia de

KCN 0,5 mM. Cada muestra tuvo 3 repeticiones.

2.16 Determinacion de parimetros hidricos
2.16.1 Absorcion de agua
La absorcion de agua se registré gravimétricamente como aumento del peso fresco en mg

de agua. Se expresé como porcentaje de aumento respecto al tiempo cero de imbibicion,
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2.16.2 Potencial hidrico

Los potenciales hidricos del embrién se determinaron utilizando el método descrito por
Pritchard y col. (1995), que utiliza soluciones de polietilenglicol (PEG) 8.000 segun la
ecuacidn desarrollada por Michel y Kaufimann (1973):

Wsoluto = -(1,18 x 10%)C - (1,18 x 10™)C? + (2,67 x 10)CT + (8,39 x 107)C?T,

donde C es la concentracién de PEG en g/k agua y T es la temperatura en °C. Para esta
determinacién se aislaron embriones intactos, se registrd el peso fresco lo mias
rapidamente posible y se sumergieron en soluciones de PEG de potencial de solutos
conocido. El tejido se mantuvo en las soluciones a 20°C hasta lograr el equilibrio de
potenciales, es decir, hasta que el peso fresco se hiciera constante, lo que tomé entre 24 y

72 horas. Las soluciones se renovaron diariamente para evitar contaminaciones.

2.16.3 Contenido Relativo de Agua (CRA)

El CRA de los embriones se determiné segiin la formula desarrollada por Kramer (1974):
CRA= (PF - PS/P Turgente - PS) x 100.

donde PF, PS y P turgente son los pesos fresco, seco y a furgencia maxima,
respectivamente. El peso a turgencia méxima se obtuvo manteniendo el tejido en agua

destilada a 20°C hasta lograr valores de peso constante.

2.17 Determinacion de la actividad respiratoria
La respiracién en embriones intactos se determind como el consumo de oxigeno en un

sistema cerrado utilizando un electrodo tipo Clark (oxigrafo YSI modelo 53 00) a 20°C.
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Se disectaron entre 10 a 15 embriones intactos en Estado Il y II o 10 a 12 en Estado IV
¢ inmediatamente se transfirieron a 6 ml de una solucién completamente aireada de
MES-KOH 10 mM pH 6,9 (Leprince y col. 1992). Se agregdé KCN 0,5 mM como
inhibidor y la via alternativa de la respiraci6n se inhibié con SHAM 15 mM (Leprince y
col. 1992). Cada determinacién se realizé entre 0 y 20 minutos con tres repeticiones. De
acuerdo a las indicaciones de] equipo, se consideré que en los 6 ml habia 1,422 pumoles de

O: valor al lo que se le asigné un 100%.

2.18 Medida de la conductividad eléctrica (CE)

La CE de las semillas se determin6 con el fin de evaluar el posible dafio por imbibicion en
frio. Grupos de 60 semillas se sumergieron en 30 ml agua desionizada. Las semillas se
embebieron a 20, 10 y 3°C y se determiné la CE del extracto entre 0 y 60 minutos a
intervalos de 5 minutos y a las 24 horas. Antes de cada lectura las semillas se agitaron
para homogeneizar el extracto y se mantuvieron a temperatura ambiente durante 1

minuto,

2.19 Analisis estadistico

Se utilizaron preferentemente métodos estadisticos no paramétricos. Este tipo de analisis
estadistico se denomina también método de distribucion libre, debido a que no es
dependiente de un tipo determinado de distribucién de los datos, como en el caso de la
estadistica paramétrica (e.g. test de Student, ANOVA) que exige una distribucién normal.

Esta estadistica es efectiva para un gran mimero de distribuciones y es por lo tanto,
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particularmente recomendable para conjuntos de datos con bajo nimero de muestras
(Siegel y Castellan 1988). Para la comparacién de grupos pareados de datos
correspondientes a dos muestras (e.g. variedad Tolerante y variedad Susceptible) se
utilizo el test de Mann-Whitney (U test). Para comparaciones con mas de dos muestras se
utilizé el test de Kruskal-Wallis, Para los anélisis de correlacién entre dos variables cuyos
datos no presentaron una distribucién normal, se utilizé el test no paramétrico de
correlacion de Spearman. Para el disefio de estos tests no paramétricos se consultaron
principalmente los textos de Sokal y Rohlf (1981) y Siegel y Castellan (1988). Para la
realizacién y evaluacion de la significancia estadistica se utilizaron las tablas estadisticas
publicadas en Rohlf'y Sokal (1981). En la ejecucion y evaluacion de los test se utilizé el
programa computacional MINITAB (ver MINITAB for Windows McKenzie y col.
1995),

Las temperaturas letales para el 50% de la poblacién de semillas (TLsg) se
determinaron a partir de las ecuaciones de regresién lineal entre las temperaturas

congelantes y el porcentaje de germinacién (Sokal y Rohlf 1981).




3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacién de las variedades de avena

3.1.1 Caracterizacion de la semilla

Las semillas de Avena sativa de las siete variedades estudiadas presentaron elevados
porcentajes de viabilidad, entre un 90 y un 100%, determinada con el método de la
tincidn al cloruro de tetrazolio (TTC) (Tabla 1). El porcentaje de humedad del grano
fluctué entre un 7 y un 10%, lo cual esti entre las caracteristicas de esta especie (IREN
1982) que se considera ortodoxa (Tabla 1). Las épocas de siembra recomendadas por el
INIA para estas variedades, permiten suponer que todas ellas pueden germinar durante el

periodo invernal (Tabla 1).

3.1.2 Porcentaje de germinacion

La germinacidn medida como porcentaje de semillas con la coleorriza de 2 mm (Estado
3) ocurrié. en un rango amplio de temperaturas para las siete variedades estudiadas
(Figura 2). Las variedades OT220xOMIHI y América alcanzaron elevados porcentajes de
germinacion entre los 3 y los 17°C. En este rango de temperaturas sus porcentajes de
germinacién fileron superiores a los del resto de las variedades analizadas, que en las
mismas condiciones experimentales solo alcanzaron un maximo cercano al 70%. Los
porcentajes de germinacién més elevados se encontraron entre los 3 y los 10°C, con una
marcada disminucion sobre los 20°C para todas las variedades muestreadas. En Ia Figura

2 se observa también que ninguna de las variedades germind a 0°C. La temperatura




38

Tabla 1. Caracterizacién de las semillas de 7 variedades de avena (4vena sativa L.)
segtn la viabilidad y el contenido de humedad. Las semillas provenian del INIA, Estacion
Carillanca, IX Region. La viabilidad se determiné con el método del TTC y la humedad
en estufa de secado a 105°C por 24 horas. Las fechas de siembra corresponden a las
recomendaciones del INIA para la zona centro-sur (Rivas, comunicacion personal).

Variedad Viabilidad (%) | Humedad (%) | Epoca de Siembra

Nehuen 90 10,031 mayo-septiembre
OT220xOMIHI 100 93+£23 junio-agosto
Ancafen 97 8,021 mayo-septiembre
Llaofen 98 10,0£22 marzo-septiembre
Urano 96 7324 marzo-agosto
Yecufen 94 0,9+2,1 mayo-agosto

América 100 7,0+238 junio-agosto
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Figura 2. Germinacion de siete variedades de 4vena sativa en un rango de temperatura.
Las semillas se germinaron en placas Petri en oscuridad a temperatura constante. Cada
punto corresponde al promedio de 5 a 8 repeticiones de 30 semillas cada una. Todas las
desviaciones estindar son inferiores al 10% y se omitieron para facilitar Ia comprension

de la figura.
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minima a la cual se registrd germinacion fue de 3°C para todas las variedades. De acuerdo
a Mayer y Poljakoff-Mayber (1989), para la determinacion de la temperatura minima de
germinacion es necesario precisar el intervalo de tiempo considerado para el ensayo y el
porcentaje final alcanzado. Segin el IREN (1982), las variedades chilenas que no
germinan dentro de los primeros 15 dias después de la siembra se consideran
incapacitadas para hacerlo. La determinacion de los porcentajes de germinacién se realizo
alos 15 dias de ensayo (Figura 2).

Para evaluar la incidencia del nimero de dias del ensayo en la determinacién de la
temperatura minima de germinacién y del porcentaje final, se cuantificaron estos
parametros para la variedad América, considerando cinco intervalos de tiempo (Figura 3).
Se pudo observar que la temperatura minima de la germinacién se redujo al considerar

periodos mas largos de ensayo.

3.1.3 Termodormancia

Al aplicar el TTC a las semillas de avena embebidas a temperaturas altas que no habfan
germinado luego de 15 dias desde la imbibicién se comprobé viabilidad cercana al 100%,
lo que sugiri6 la presencia de termodormancia. Para comprobarlo, a un grupo de semillas
que no habia germinado luego de 15 dias 25°C se le aplicd GA; 10° M y se obtuvo mas
del 50% de germinacidn a las 48 horas de la aplicacion a la misma temperatura (Tabla 2).
Del mismo modo, se realizé cultivo in vifro de los embriones aislados provenientes de
semillas mantenidas a 25°C durante 15 dias (Tabla 3) y se demostré que la

termodormancia no es una caracteristica embrionaria, sino que proviene de las estructuras
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Figura 3. Germinacion de la avena variedad América en un rango de temperatura en
distintos intervalos de ensayo'(3 a 20 dias). Las semillas se germinaron en oscuridad a
temperatura constante. Cada punto corresponde al promedio de 8 repeticiones con 30
semillas cada una. Todas las desviaciones estandar son inferiores al 10% y se omitieron

para facilitar la comprensidn de la figura.
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Tabla 2. Efecto del 4cido giberélico (GA3) sobre el porcentaje de germinacion de tres
variedades de avena. Las semillas evaluadas se habian mantenido embebidas a 25°C
durante 10 dias sin registrar germinacion. Un grupo se incubd en GA; y se mantuvo en
oscuridad a 25°C durante 48 horas. El control corresponde a grupos de semillas sin
aplicacion de hormona. Cada valor es el promedio de 3 repeticiones de 30 semillas cada
una. * desviacion estandar.

Variedad Germinacion (%)
Control | GA; 10°M

Nehuen 0 60,0£3,0
Ameérica 0 75,3%238
0OT220xOMIHI 0 53,0+34
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Tabla 3. Porcentaje de germinacion in vitro para semillas y embriones de las variedades
de avena OT220xOMIHI y América. Las semillas deshidratadas o sus embriones
disectados se sembraron en medio de cultivo Murashige-Skoog sin hormonas y se
incubaron en oscuridad a temperatura constante. La germinacién se registr6 como
aparicién de la coleorriza o como elongacién del embrién aislado. Los valores entre
paréntesis corresponden al nimero de dias en que se alcanzaron los porcentajes de
germinacién registrados. Cada valor corresponde al promedio de 3 repeticiones de 5
muestras cada una. La desviacion estandar fue inferior al 10%.

Germinacion (%)
Temperatura 0T220xOMIHI América
°O) semilla embrion semilla embrion
25 0(>15) 100 (2) 0{>15) 100 (1)
3 89 (11) 100 (7) 100 (9) 100 (5)
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asociadas como testa, pericarpio y endosperma. En este caso se utilizé la germinacién a
3°C como control de la termodormancia.

Para evitar el efecto de la termodormancia y dado el prolongado periodo de
almacenaje requerido para superarla (Corbineau y col. 1991), se planted en esta tesis
utilizar el cultivo i vitro de embriones aislados. Sin embargo, debido a la necesidad de
mantener los embriones intactos en su relacién con el endosperma y debido a la gran
cantidad de tejido requerido para realizar los distintos analisis, se prefirid emplear la
semilla completa aumentando el namero de repeticiones a las temperaturas cercanas a

20°C.

3.1.4 Criterios de tolerancia al frio durante Ia germinacién
En la literatura se menciona una serie de indicadores de tolerancia al frio duranlte la
germinacién (Scott y col. 1984). Con el fin de describir la respuesta intravarietal e
intervarietal se utilizo el criterio méas comunmente citado para contrastar el grado de
tolerancia a cada temperatura y en cada variedad, este es el tiempo transcurrido para la
germinacion del 50 % de la poblacién o T50, donde la tolerancia es inversa al valor de
T50 a temperaturas suboptimas (Scott y Jones 1985, Scott y col. 1984).

Las variedades Nehuen y OT220xOMIHI presentaron los valores de TS0 mas
bajos y las variedades Yecufen y América los mas altos a las temperaturas de 17°C

(control) y a temperaturas bajas (10, 6 y 3°C) (Tabla 4). Los valores altos de T50 indican

una mayor susceptibilidad al frio. Asi, Nehuen y OT220xOMIHI representan [as
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Tabla 4. Tiempo en dias en que se alcanza el 50% de la germinacién de una muestra de
semillas (T50) para 7 variedades de avena. Las semillas se incubaron a temperatura
constante en oscuridad durante 15 dias. Cada valor corresponde al promedio de 5
repeticiones de 30 semillas cada una. + desviacién estandar,

Variedad TS50 (dias)
17°C 10°C 6°C 3°C
Nehuen 4,00+0,33 | 4,20%0,03 | 6,00£0,50 | 11,00 0,24
OT220xOMIHI | 4,3040,70 | 4,00£0,00 | 7,0040,03 | 11,00 +0,29
Ancafen 4,83 £0,40 | 4,30+£0,70 | 8,00+1,08 | 11,00+0,77
Llaofen 4,74 +0,85 | 3,90+£0,24 | 8,00£0,97 | 12,00+ 0,64
Urano 4,27+0,73 | 5,80£0,38 | 8,00+0,34 | 12,00+ 0,67
Yecufen 5,10£0,94 | 6,30£0,73 | 9,00+0,78 | 15,00+0,34
América 5,60+ 0,51 6,50£0,76 | 10,50+ 0,06 | 14,90 + 0,35
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variedades con mayor tolerancia al frio, mientras que Yecufen y América corresponden a
las més susceptibles al frio.

Como variedad tolerante se decidi6 trabajar con OT220xOMIHI y como variedad
susceptible se decidi6 trabajar con América, debido a que estas dos variedades, ademas
de poseer T50 contrastantes, presentaron los mas altos porcentajes de germinacion
(Figura 2) y corresponden a las variedades descritas como tolerante y susceptible para los
estados de plantula en laboratorio y de planta adulta en terreno por Alberdi y col. (1993).
Estos antecedentes permitiran la comparacién de los resultados de respuesta al frio en la
germinacién de semillas con los resultados descritos en la literatura para etapas
posteriores del desarrollo de la planta.

La diferencia entre los T50 de las variedades OT220xOMIHI (tolerante) y
América (susceptible) se incrementé con la disminucién de la temperatura, Asi, la
diferencia de T50 entre estas variedades fie de 1,3 dias a los 17°C, de 2,5 dias a los

"10°C, de 3,5 dias a los 6°C y de 3,9 dias a 3°C (Tabla 4). De esta manera, se encuentra
que la diferencia en tolerancia al frio entre estas dos variedades es mas manifiesta a
temperaturas mas bajas. Se establecid la temperatura de 17°C como control porque : a)
tuvo los menores TS50 y b) a temperaturas superiores ocurrié germinacién més precoz

pero no se alcanz6 el 50% de la germinacion después de 15 dias de incubacion.
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3.2 Caracterizacién de las variedades seleccignadas
En los resultados descritos a continuacién se denominara Tolerante al frio durante Ia
etapa de germinacién a la variedad OT220xOMIHI y Susceptible al frio durante esta

misma étapa a la variedad América.

3.2.1 Viabilidad y caracteristicas morfolégicas

Para verificar la viabilidad de las semillas utilizadas en el contraste de tolerancia, se aplico
la metodologia no destructiva de rayos X (ISTA 1987). Se encontré un 96,7 y un 92,0%
de viabilidad para las variedades Tolerante y Susceptible, respectivamente (Figura 4,
Tabla 5), lo que mostré una reduccién respecto al método del TTC (Tabla 1). Las
caracteristicas morfolégicas generales de las dos variedades seleccionadas muestran que
la Tolerante tuvo una cantidad significativamente mayor de biomasa de endosperma
(Mann-Whitney U=9, n=3, P<0.05) y cantidad similar de tejido embrionario en el grano
seco respecto a la Susceptible (Tabla 5). El indice heterotréfico refleja la relacion tejido
de reserva versus embrion (Klimov 1983) y fue superior en la variedad Tolerante, pero la

diferencia no alcanzé a ser significativa (Tabla 5).

3.2.2 Evaluacion de los criterios de tolerancia en las variedades seleccionadas
Con el fin de evaluar cuantitativamente las diferencias en el grado de tolerancia entre
OT220xOMIHI y América, ambas variedades se sometieron a cuatro criterios propuestos

en la literatura (Scott y Jones 1982, Scott y col. 1984) para estimar la tolerancia al frio
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Figura 4. Fotografia de rayos X de las semillas de las variedades A) Tolerante
(OT220xOMIHI) y B) Susceptible (América). La viabilidad se calcul6 como el porcentaje
de semillas opacas a la luz. Las determinaciones se realizaron en 3 repeticiones de 50
semillas cada una. Las flechas muestran las semillas no viables.
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Tabla 5. Caracterizacion de las variedades Tolerante (OT220xOMIHI) y Susceptible
(América) segin la viabilidad y relaciones de masa del grano seco. La viabilidad se
determind con el método de rayos X. El Indice Heterotrofico es la razédn

endosperma/embrion. Cada valor corresponde al promedio de 5 repeticiones. +
desviacion estandar,

Caracteristica Variedades
Tolerante Susceptible

Viabilidad (%) 96,742 92,0£2,0
Endosperma (mg) 35,63 41,20 | 27,55£2,02
Embrién (mg) 3,68+0,80 | 241+035 |

Indice Heterotrofico 11,68 £3,53 | 9,68 £3,28
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durante la germinacién: tiempo de inicio de la germinacion (T1), T50, indice de
germinacion (IG) y coeficiente de velocidad (CV) (Figuras 5 y 6, seccién 2.7).

Un Ti menor indica mayor tolerancia. Se determind diferencia estadistica entre las
dos variedades (Kruskal-Wallis H=60,12, N=3, P<0.001). Se contrastaron ambas
variedades a cada temperatura y no se detectaron diferencias significativas a 17 y 10°C
(U=30, n=8, n.s.) (Figura 5A). Para las temperaturas de 6 y 3°C en cambio, el Ti fue
significativamente menor para la variedad Tolerante (U=100, n=8, P<0.001).

Un T50 menor también indica mayor tolerancia al frio y en este caso, la variedad
Tolerante tuvo valores de T50 significativamente inferiores a la Susceptible (H=54.76,
N=8, P<0.001). Al contrastar las variedades 2 cada temperatura se detectaron diferencias
significativas entre 10 y 3°C (U=100, n=8, P<0.01) (Figura 5B). A 17°C en cambio, no
hubo diferencias entre variedades (U=30, n=5/8, n.8.).

Tanto el IG como el CV se calcularon a partir de los valores promedio medidos
para T50. El IG estima el tiempo que toma la germinacién del total de semillas
considerando como base el tiempo real para la germinacién de la mitad de Ia poblacion,
por lo tanto, mientras menor sea el valor del IG mayor sera la tolerancia al fiio. El IG
calculado para las dos variedades mostré valores inferiores para la variedad Tolerante en
todo el rango de temperaturas, particularmente a 3 y 6°C (Figura 6A). El CV describe la
relacion entre la mitad de la poblacion de semillas y el tiempo que demora su
germinacion, entonces, mientras menos tiempo tome la germinacién mayor serd el CV y

mayor también la tolerancia. El CV evaluado para el 50% de la poblacién fire superior

para la variedad Tolerante en todo el rango de temperaturas muestreado (Figura 6B). De
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Figura 5. Criterios de tolerancia al frio durante la germinacion de las variedades
Tolerante (T, OT220xOMIHI) y Susceptible (S, América). A) Tiempo de inicio de la
germinacion (Ti) y B) Tiempo al 50% de a germinacién. Cada punto corresponde al
promedio de 8 repeticiones. Las barras corresponden a la desviacién estandar.
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Figura 6. Criterios de tolerancia al fiio durante la germinacién de las variedades
Tolerante (T, OT220xOMIHI) y Susceptible (S, América). A) Indice de Germinacién
(IG) y B) Coeficiente de Velocidad (CV). Cada punto corresponde al promedio de 8
repeticiones de 30 semillas cada una.
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acuerdo a los cuatro criterios empleados, la variedad OT220xOMIHI fue
significativamente mas tolerante al fiio durante la germinacién que la variedad América.
En el intento de definir una temperatura minima de germinacién fuera del rango
estudiado, se analizd el comportamiento de las semillas a 0°C por tiempos superiores a
los 15 dias determinados previamente (Figura 2). A esta temperatura la germinacion se
inicid s6lo en la variedad Tolerante aproximadamente a los 36 dias desde el inicio de la
imbibicién (Ti = 36,4 + 2,8 dias), mientras que la variedad Susceptible no registr6
germinacion dentro de los 60 dias del ensayo. Aunque result6 interesante definir un
tratamiento de temperatura minima a la cual sélo la variedad Tolerante germinara, éste se
hizo impracticable debido al bajo rendimiento del tejido para analisis y a la alta incidencia

de infecciones fungosas.

3.2.3 Cinética de la germinacion

La cinética de la germinacion de las variedades seleccionadas se siguié diariamente
durante 18 dias (Figuras 7 y 8). La germinacién a 25°C no superd el 20% en ambas
variedades y comenz6 entre los 4 y 5 dias en ambos casos (Figuras 7A y 8A). La
variedad Tolerante tuvo mayores porcentajes de germinacion a 17 y 20°C que la variedad
Susceptible, aunque esta Gltima fue mds precoz. Las temperaturas de 25 y 20°C
mostraron claramente el efecto de la termodormancia.-Las semillas expuestas al ftio, a 10,
6 y 3°C, tuvieron mayores porcentajes finales de germinacién y éstos se alcanzaron cada
vez mas tarde con la menor temperatura en ambas variedades (Figuras 7B y 8B). La

germinacion a 10, 6 y 3°C mostré un comportamiento sigmoideo y se aprecia que ain
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Figura 7. Germinacién acumulada de la variedad Tolerante (OT220xOMIHI) para las
temperaturas A) 25, 20y 17°C y B) 10, 6 y 3°C. Cada punto corresponde al promedio de

8 repeticiones de 30 semillas cada una. Todas las desviaciones estandar fueron inferiores
al 10%.
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Figura 8. Germinacién acumulada para la variedad Susceptible (América) para las
temperaturas A) 25,20y 17°C y B) 10, 6 y 3°C. Cada punto corresponde al promedio de
8 repéticiones de 30 semillas cada una. Todas las desviaciones estandar fueron inferiores

al 10%.
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cuando el fifo indujo un retardo en el inicio de la germinacion respecto a las temperaturas
de 17 y 20°C, las semillas exhibieron mayor sincronia y homogeneidad de la respuesta
que se tradujo en una pendiente caracteristica para cada variedad. La pendiente de las
curvas de la germinacién en frio (10-3°C) fue mis pronunciada para la variedad Tolerante
que para la Susceptible, lo que implica que el 50% de la germinacién ocurrié en lapsos
mas cortos (Figuras 7B y 8B) y que la poblacion es mas homogénea en <-:uanto al caracter
de germinacion. De las Figuras 7B y 8B se deduce que ademas del menor Ti para la
variedad Tolerante a la misma temperatura baja, el tiempo transcurrido entre el inicio de
la germinacién y la germinacion de la mitad de la poblacion es menor en la variedad
;

Tolerante. Al mismo tiempo, una vez gatillado el proceso de germinacioén ocurre en la

misma forma, esto es, que la pendiente de germinacién es similar para todos los

tratamientos entre 10 y 3°C en una misma variedad.

3.2.4 Tasa de germinacion

Como se sefiald previamente, pese a la diferencia significativa encontrada en la tolerancia
al frio entre las dos variedades seleccionadas, ambas germinaron a 3, 6 y 10°C con
porcentajes elevados pero lo hicieron en tiempos diferentes, con una sigmoidea que se
desplazo hacia la derecha con mayor intensidad del frio (Figuras 7B y 8B). De ahi que la
diferencia entre las variedades radica més bien en el tiempo requerido para el inicio de la
germinacion, es decir en la fase de latencia desde la imbibicién. Este fenomeno puede

quedar mejor descrito intra e intervarietalmente usando la tasa de germinacion,
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Se calculd la tasa de germinacidn para la mitad de la poblacién como el reciproco
del tiempo desde el inicio de la imbibicion (Roberts 1988) (Figura OA). La tasa de
germinacion se redujo con el frio en ambas vdriedades. La variedad Tolerante tuvo mayor
tasa. de germinacion a entre 10 y 3°C y tuvo diferencias estadisticas a 6 y 3°C (U=98,
n=8, P<0.001). Si la tasa de germinacion se calcula como el lapso comprendido entre el
tiempo de inicio y el tiempo en que la mitad de la poblacién germina, se tiene que la
variedad Tolerante superd a la Susceptible en todo el rango de temperaturas estudiado
(Figura 9B). La tasa de germinacion fue superior con temperaturas entre 10 y 3°C en
ambas variedades y tuvo un incremento especialmente elevado a 10°C para la variedad
Tolerante.

Se puede concluir que las temperaturas entre 10 y 3°C retardan la ocurrencia de la
germinacion, pero una vez iniciado el proceso, la velocidad de germinacion se mantiene
relativamente constante. Esto significa que para que la germinacion sé” gatille puede
requerir un umbral metabélico. Se puede pensar que aquello que permite que la
germinacién ocurra, puede detectarse en una fase inmediatamente posterior como la
aparicion del primer signo visible de la germinacién, que es la coleorriza en el caso de la

avena.

3.2.5 Daito por frio durante Ia imbibicién
Para descartar que el frio produjera dafio a nivel de las membranas durante la imbibicion,
se evalué la pérdida de iones midiendo la CE del agua de imbibicion a los 60 minutos

(Figura 10) y a las 24 horas de imbibicion (Tabla 6). Los valores de CE superiores a la
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Figura 9. Tasa de germinacién de las variedades Tolerante (T, OT220xOMIHI) y
Susceptible (S, América) determinada como A) 1/Ti y B) ntimero de semillas/hora para
alcanzar el 50% de la germinacion. Cada punto corresponde al promedio de 8
repeticiones de 30 semillas cada una. Las desviaciones estandar fueron inferiores al 10%.
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Figura 10. Conductividad eléctrica (CE) a distintas temperaturas de imbibicion de las
semillas de las variedades A) Tolerante (OT220xOMIHI) y B) Susceptible (América)
durante los primeros 60 minutos sometidas a un rango de temperatura. 60 semillas se
embebieron en 30 ml de agua desionizada a temperatura constante. Cada punto
corresponde al promedio de 3 repeticiones. La desviacidn estandar fue inferior al 10%.
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algiin factor en particular. Por esta razon, la variacion de p se expresd como una relacién
porcentual para cada una de las repeticiones, asignando cada vez un valor de 100% al
valor de p medido en la membrana del tratamiento de %O"C del Estado 3 de la variedad
Tolerante. De esta forma se pudo comparar la reduccidn relativa de p entre variedades y
para cada una de eilas (Tabla 12).

De los valores de p transformados a porcentaje, se puede comparar el
comportamiento de las membranas microsomales entre las variedades. Para los Estados 3
y 4 existi6 una tendencia a la reduccioén de los valores de p, y por ende al aumento de la
fluidez, en la variedad Tolerante que en la Susceptible. Sin embargo, estas tendencias no
fueron significativas. Al analizar el comportamiento de la fluorescencia, se puede esperar
que la p de los embriones crecidos a 3°C y medidos a 4°C fuera similar a la de aquellos
crecidos a 20°C y medidos a 20°C, sin embargo, consistentemente las membranas no
mostraron los mismos valores y por ende no tuvieron la misma fluidez durante la

incubacidn de crecimiento.

3.7 Determinacion de lipidos

3.7.1 Acidos grasos de la fraccién de lipidos polares

Se estudio la distribucion porcentual de 6 acidos grasos aislados de la fraccién polar
embrionaria en los Estados 3 y 4 (Tablas 13 y 14). En todos los casos el acido graso mas
abundante fue el linoleico (18:2) con un 40% aproximadamente. Le sigui6 el 4cido oleico

(18:1) con un 28 a 38%, el 4cido palmitico (16:0) con airededor de un 15% v los 4cidos
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Tabla 13. Distribucion porcentual de acidos grasos de la fraccion polar del embrién en el
Estado 3 de la germinacion para las variedades Tolerante (OT220xOMIHI) y Susceptible
(América) al frio. El andlisis se realizo utilizando CG. Cada valor corresponde al
promedio de 3 repeticiones. + desviacion estandar.

Acido graso % (mol/mol)
Tolerante Susceptible

20°C 10°C 3°C 20°C 10°C 3°C
16:0 17,024 |155+24( 17x1,1 [141+£25116,0£2,0]17,013
16:1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
18:0 1,5+02 { 1,5+0,2 | 1,3+0,1 [ 1,2£0,2 | 2,2£0,5 | 1,40,1
18:1 34,4+1,1(34,7+1,9(34,0£1,2{358+1,1|38,0+1,9(37,3+12
18:2 42,2+0,3|44,0+3,0{42,7+1,0(44,0%3,2(40,0£3,2|40,0+ 1,7
18:3 49+12 | 5014 [49+1,2 (49+19 |39+14|40+12
18:2/16:0 2,48 2,83 2,51 3,43 2,34 2,35
GI 1,34 1,38 1,34 1,38 1,30 1,30
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Tabla 14. Distribucién porcentual de los acidos grasos de Ia fraccion polar del embrion
en el Estado 4 de la germinacién para las variedades Tolerante (OT220xOMIHI) y
Susceptible (América) al frio. El andlisis se realizé utilizando CG. Cada valor

corresponde al promedio de 3 repeticiones. + desviacion estandar.

Acido graso % (mol/mol)
Tolerante Susceptible
20°C 10°C 3°C 20°C 10°C 3°C
16:0 13,7+£23(13,9£3,1 | 148+24(163+2,1]17,1+£3,1|157+1,2
16:1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
18:0 40+03 | 33+£05|24+08 | 2,1 %03 | 24+£0,0 | 2,1+0,0
18:1 26,3£3,7(28,0£3,3)126,1%1,437,2+3,7|352+3,3(36,6+23
18:2 48,7+£3,2|1483+4,41453+3,139,1+3,1|38,1+£3,2(383+26
18:3 73£13 (65224 |114£3,6/( 53+20 | 72+24 | 7319
18:2/16:0 3,55 3,47 3,06 2,39 2,22 2.43
GI 1,46 1,44 1,50 1,31 1,33 1,35
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linolénico (18:3) y estearico (18:0) con un 10 a 15% en conjunto, El acido (16:1) estuvo
ausente en todos los casos.

La aplicacion de los tratamientos de 10 y 3°C no provoco grandes variaciones en
la distribucion porcentual de los acidos grasos (Tablas 13 y 14). En el Estado 3 las
diferencias basales que se pueden apreciar entre variedades son basicamente mayor
proporcién de 16:0 en la variedad Tolerante y menor proporcion en el 18:1, respecto a la
variedad Susceptible. El frio de 3°C no provocé cambios en la variedad Tolerante,
mientras que en la-Susceptible se registrd un aumento en 16:0, 18:1 y una reduccion d'e
18:2y 18:3,

En el Estado 4 los niveles basales fueron diferentes a los encontrados en el 3. En
la variedad Tolerante se detectd disminucion de 18:1 y aumento del 18:2 y 18:3. En la
variedad Susceptible se detect6 una disminucion en 18:2, 18:3 y aumento en 16:0 y 18:1.
Las variedades difirieron en este estado fundamentalmente en los acidos oleico y
linoleico, sin embargo, los GI se mantuvieron constantes. El frio de 3°C provocé cambios
en la variedad Tolerante reduciendo 18:0 y 18;2 y aumentando 18:3. En la variedad

Susceptible hubo reduccion de 16:0 y aumento del 18:3.

3.7.2 Proteinas de la membrana
Se calcul6 el contenido de proteinas de la fraccién microsomal para ambas variedades en

el Estado 4 de la germinacion (Tabla 15). La variedad Tolerante tuvo mayor contenido de

proteinas a nivel basal que la variedad Susceptible. Ademas, el tratamiento a 3°C provocd
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Tabla 13. Contenido de proteinas de la fraccién microsomal de las variedades Tolerante
(OT220xOMIHI) y Susceptible (América) en el Estado 4. Las membranas aisladas se
pesaron en incubaron con Triton X-100 durante 20 minutos. Posteriorinente se determind
el contenido de proteinas segiin Bradford (1976). Cada valor corresponde al promedio de

2 repeticienes.

Temperatura | mg proteina/mg membrana
(°C) Tolerante Susceptible
20 59,97 41,50
3 62,74 49,29
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un aumento de la concentracion de protefnas de un 5 y un 18% para las variedades

Tolerante y Susceptible, respectivamente.

3.8 Consumo de oxigeno

Se compard el consumo total de oxigeno de los embriones de avena intactos creciendo a
3°C en los Estados 2, 3 y 4 de la germinacién (Figura 26). Los resultados mostraron que
el consumo total de oxigeno por embrién fue significativamente superior ;;ara la variedad
Tolerante en todos los estados de desarrollo (U=16, n=4, P<0.05).

" El consumo de pre-emergencia (Estado 2) es particularmente importante porque
denota la tasa metabolica que tienen las semillas justo antes de germinar ¥ que podria ser
una causal para la mayor o menor tolerancia al frio. Debido a que los embriones de Ia
variedad Tolerante son mas grandes y de mayor peso que los de la variedad Susceptible,
se expresd el consumo de pre-emergencia en base al peso (Tabla 16). Se encontrd que la
diferencia significativa se mantenia a favor de la variedad Tolerante, demostrandose que
la tasa de consumo de esta variedad duplica el consumo de Ia Susceptible (U=16, n=4,
P<0.05).

El consumo de oxigeno aumenté con el estado de desarrollo en las dos variedades
y la relacion de consumo Tolerante/Susceptible fie de 1,6 y 1,5 para los Estados 3 y 4,
respectivamente. La variedad Tolerante aumenté el consumo entre etapas entre 1,5y 1,9

veces, en cambio la variedad Susceptible lo hizo 2 veces.

Con el fin de conocer la contribucién de las vias citocromo y alternativa al

consumo total, las tasas de respiracion se determinaron utilizando inhibidores de ambas
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Consumo de Oxigeno (hmoles/minxembrion)
[ 4]

E2

Estados de 1a Germinacion

Figura 26. Consumo de oxigeno a 3°C de los embriones intactos de las variedades
Tolerante (T, OT220xOMIHI) y Susceptible (S, América) durante los Estados 2 (E2), 3
(E3) y 4 (E4) de la germinacién. Cada valor corresponde al promedio de 3 y 4
repeticiones. Las barras representan la desviacion estandar.
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Tabla 16. Consumo de oxigeno a 3°C durante el estado de pre-emergencia (Estado 2,
E2) expresado por embrién y por peso fresco (PF) y seco (PS) de tejido embrionario,
para las variedades Tolerante (OT220xOMIHI) y Susceptible (América). Cada valor
corresponde al promedio de 4 repeticiones. & desviacion estandar.

Variedad nmoles Q,/min
embrion mg PF mg PS

Tolerante 1.640 +0.82 | 0.434+0.033 | 1.802 £0.086
Susceptible | 0.810£0.166 | 0.242 £0.050 | 0.979+0.190
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vias. La via citocromo se inhibié con cianuro y la via alternativa con SHAM en presencia
de cianuro. La respiracion residual fue el consumo en presencia de cianuro y SHAM. Las
concentraciones empleadas corresponden a las recomendadas normalmente para tejido
intacto como embriones (Leprince y col. 1992) y secciones de hoja (Lambers 1985).

El consumo de la via citocromo y de la via alternativa aument6 con el estado de
desarrollo en ambas variedades y fue superior en la variedad Tolerante (Tabla 17). En
ambas variedades y para las tres etapas estudiadas, los electrones fluyeron
predominantemente a través de la via citocromo que alcanzé alrededor de un 70% del
consumo (Figura 27). La via alternativa tuvo entre un 13 y un 18% del consumo,
mientras que la respiracion residual llegd hasta el 15% aproximadamente en las dos
variedades.

Los resultados mostraron que la variedad Tolerante presentd una tasa de consumo
total de oxigeno significativamente superior en el momento de la pre-germinacion

respecto a la Susceptible a 3°C. Sin embargo, no hubo diferencias intervarietales en la

contribucién parcial de las vias citocromo y alternativa con el frio.
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Estados de la Germinacién

Figura 27. Consumo relativo de oxigeno a 3°C de los embriones intactos de las
variedades Tolerante (T, OT220xOMIHI) y Susceptible (S, América) con inhibidores
para la via sensible al cianuro (-KCN) y al SHAM (~-SHAM), en los Estados 2 (E2), 3
(E3) y 4 (E4) de la germinacion. Cada valor corresponde al promedio de 3 y 4
repeticiones. Las barras representan la desviacion estandar. Los valores absolutos del
consumo se encuentran en la Tabla 17.




4 DISCUSION

4.1 Caracterizacidn de la germinacion de la Avena sativa

Las siete variedades de Avema safiva analizadas germinaron entre 3 y 25°C, con
porcentajes maximos de germinacion entre los 3 y 10°C y con diferencias varietales entre
estos porcentajes. El rango de temperaturas de germinacioén encontrado para las avenas
en este trabajo, contrasta con las temperaturas Optimas de alrededor de 20°C descritas
para esta especie en Chile por el IREN (198I2). El rango de 18 a 24°C indujo sélo un 10 a
20% de la germinacion, mientras que todas las variedades mostraron un maximo
alrededor de los 10°C.

Todas las variedades en estudio presentaron alglin grado de termodormancia. El
fenomeno de la termodormancia se induce por la exposicion de las semillas a
temperaturas cercanas a los 20°C, aunque germinan facilmente entre 5 y 10°C (Labouriau
1983, Mayer y Poljakoff-Mayber 1989). La termodormancia se ha descrito para la avena
y otros cereales y se elimina por almacenaje en seco entre 6 a8 meses después de la
cosecha (Come y Corbineau 1989, Corbineau y col. 1991) o por la aplicacion de acido
giberélico (Bradbeer 1988, Bewley y Black 1994). Se desconoce el mecanismo que gatilla
la termodormancia, pero se ha relacionado con un aumento de la sensibilidad al ABA en

condiciones de alta temperatura (Corbineau y col. 1991).
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4.1.1 Criterios de tolerancia al frio durante Ia germinacién

Las variedades estudiadas difirieron en el porcentaje de germinacién alcanzado en un
mismo periodo. Con el fin dei’ analizar la tolerancia al frio durante la germinacion, la
aplicacién de un criterio usu%d en la evaluacion de este caracter, el TS50, permitio

|

seleccionar en primera instancieji las dos variedades de mayor contraste, OT220xOMIHI y
Ameérica, en cuanto al tiempo };ara obtener la germinacién de la mitad de la poblacion de
semillas (Cannon y col. 1973,£ McConnell y Gardner 1979, Maluf y Tigchelaar 1980,
Berrie y Taylor 1981, Scotty Jones 19813,, Scott y Jones 1985, Bacon y col. 1983, Hoard
y Crosbie 1985, Wolf'y col. 1586, Martin y col. 1988). La aplicacion de éste y de otros
criterios (Scott y col. 1984, Scott y Jones 1985) establecid diferencias estadisticamente
significativas entre ellas clasificandose entonces a la variedad OT220xOMIHI como
Tolerante y a la variedad América como Susceptible. Este resultado coincide con el
contraste documentado entre |estas variedades respecto a la tolerancia al frio en dos
estados fenologicos mas tardici)s: estado de plantula en laboratorio y planta adulta en
terreno (Alberdi y col. 1993). rLas variedades seleccionadas no solo se diferenciaron en

los criterios de tolerancia clasicos, sino también en la tasa de germinacién que fue

superior para la variedad Tolerante en el intervalo de 10 a 3°C,

4.2 Caracterizacién de la germinacion de las variedades seleccionadas
4.2.1 Relaciones hidricas

Es relevante observar que las variedades Tolerante y Susceptible mantuvieron la

integridad de sus membranas durante la imbibicién en frio, es decir, no presentaron dafio.

L
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Esto se demostrd porque los valores de CE y de proteinas en el agua de imbibicion
fueron inf.eriores al control y también por el elevado porcentaje de germinacién después
de 48 horas de tratamiento de 10 y 3°C. El dafio por frio, en contraste, se describe como
una pérdida excesiva de iones, proteinas, aziicares y otros metabolitos provocada por la
alteracion de las membranas celulares en la reorganizacion de la estructura durante la
imbibicidn y ocurre en algunos cereales como arroz, maiz vy sorgo a temperaturas entre 0
y 15°C (Wolk y Herner 1982, Graham 1983, Pandey 1992).

Respecto a [a imbibicién inicial de las semillas de avena o fase I de la germinacién,
ésta ocurri6 rapidamente dentro de las tres primeras horas y no mostré dependencia de la
temperatura, dado que se trata de un proceso puramente fisico (Koller 1972, Bradbeer
1988, Bewley y Black 1994, Bradford 1995). Luego, el incremento fue gradual hasta
llegar 2 un estado donde no se detectdé un aumento neto de agua o fase II de la
germinacion, que Bradford (1995) describe como equilibrio dindmico de la absorcidn de
agua. En [a fase III ocurrié un aumento de la absorcion de agua coincidente con la
aparicion de la coleorriza. Segiin Mayer y Poljakoff-Mayber (1989), la hidratacion inicial
depende de la composicién quimica de la semilla, de la permeabilidad de la cubierta y de
la disponibilidad de agua en el medio. La imbibicion es particularmente rapida en las
semillas con alto contenido de proteinas, pero en los cereales en cambio, es gradual
porque el componente esencial es almidon que no participa mayormente en el proceso de
imbibicion (Koller 1972, Mayer y Poljakoff-Mayber 1989).

El frio-retard6 la germinacién prolongando de la fase II de la absorcién de agua.

Este retardo se reflejé también en las curvas de cinética (Figuras 6 y 7), con un aumento
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del mimero de dias requeridos para germinar con mayor grado de frio. La elongacion de
la fase II de la germinacién se ha descrito para semillas de una serie de especies cultivadas
mono y dicotiledéneas expuestas a estrés de frio (Koller 1972, Ovcharov 1977, Roberts
1988, Bewley y Black 1994, Dell’Aquila y Spada 1994). Segin Céme y Corbineau
(1989), la fase II es crucial puesto que de ella depende el desarrollo de la futura planta, ya
que corresponde al momento de la preparacion para el crecimiento posterior del embrion,
Es interesante notar también que una prolongacién de la fase I ocurre frente al deficit de
de agua y al exceso de sales (Hampson y éimpson 1990, Bewley y Black 1994, Bradford
1995). Esto sugiere una similitud en los tipos de respuestas de las semillas frente a

distintos tipos de estrés ambiental.

Aunque el proceso de germinacion abarca el periodo desde la imbibicién
hasta la emergencia de la radicula (fase III), en las gramineas el primer signo visible de la
germinacion es la aparicion de la coleorriza. La coleorriza es una vaina embrionaria que
protege al meristema radicular y que est4 presente en el grano deshidratado (Esau 1977).
Segun Mayer y Poljakoff-Mayber (1989), el crecimiento de las células de la coleorriza
ocurre por elongacion, mientras que la emergencia de la radicula involucra actividad

mitdtica y de elongacion. Para que exista elongacion celular debe existir un contenido de

agua umbral junto con aumento de la extensibilidad de las paredes celulares (Hsaio 1973)
y esto dltimo se considera el factor limitante del crecimiento de la radicula (Cocucci y

col. 1995). El patrén de absorcidon de agua por la semilla implica un aumento inicial

rapido del ¥'h del embrin, que luego se mantiene en equilibrio con el medio hasta

después del inicio de la elongacién de la radicula (Cocucci y col. 1995, Bradford 1995).

)
-



107

Los valores de ‘¥h de los embriones de avena al momento de la aparicion de la coleorriza
variaron entre -0,9 y -1,0 MPa, aproximadamente. Segin Bradford (1995), en la mayor
parte de las especies estudiadas la emergencia de la radicula comienza con Whentre 0 y -
2 MPa, por lo que los valores de ‘Ph encontrados para la avena estin dentro del rango
descrifo. Para cada una de las variedades de avena estudiadas los valores de Wh no
variaron con la temperatura. Al comparar entre variedades, se encontr6é que la variedad
Tolerante requirid6 mayor contenido de agua para el inicio de la elongacién de la
coleorriza (‘Yh = -0,90 MPa) respecto a la Susceptible (¥'h = -1,0 MPa). Son escasos los
datos respecto al Y'h durante el inicio de la germinacion en semillas sometidas a frio, pero
en t;ontraste a lo encontrado en las avenas, Dahal y col. (1996) informaron que el 50% de
la emergencia de la radicula a 20°C ocurri a -0,82 MPa en una variedad de tomate
tolerante al frio durante la germinacion, mientras en la susceptible ocurrié a -0,66 MPa.
Es decir, la variedad tolerante germind con menos agua. Sin embargo, a un mismo ¥h del
medio (entre O y -0,5 MPa) a 20°C, la variedad tolerante germiné significativamente
antes. En consecuencia, la germinacion pareciera corresponder a un gatillo interno més
que a las condiciones hidricas del medio. Esto se ve confirmado porque en ambas
variedades de avena la temperatura no afect el contenido de agua del embrion,

Segun Dahal y col. (1990), Welbaum y Bradford (1990) y Bradford (1990), desde
el punto de vista hidrico parece ser mas importante ¢l ablandamiento o aislamiento de los
tejidos que rodean al embri6n que el potencial hidrico embrionario en el gatillamiento- de

la protrusion de la radicula. Este ablandamiento podria ser retardado a temperaturas

subdptimas en aquellas semillas donde la radicula permanece rodeada del endosperma. En
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ambas variedades de avena, los potenciales hidricos aumentaron a valores cercanos a cero
en el momento de la elongacion de la radicula, pero no se detectaron diferencias entre
variedades ni hubo efecto de la temperatura. Los CRA obtenidos fileron mayores en este

moimento, cercanos al 90%.

4.2.2 Actividad amilasa total

La activacion metabdlica depende del grado de hidratacién, que si es maximo gatilla la
mayor parte de la actividad enzimatica de; novo (Mayer y Poljakoff-Mayber 1989) que
permite la germinacién propiamente tal (Bewley y Black 1994). La actividad amilasa del
endosperma agrupa al conjunto de enzimas que degrada el almidon de las reservas y es un
parametro relacionado con la germinacion, caracterizado especialmente bien para las
gramineas (Ziegler 1995). En las dos variedades de avena estudiadas, la actividad amilasa
total del endosperma se redujo significativamente a las temperaturas de 10 y 3°C. En
coincidencia con esta tendencia, Moraru y Atimoshoae (1985) encontraron una reduccion
de la actividad amilasa en variedades de invierno de trigo, cebada y centeno. Otros tipos
de estrés también afectan la actividad o-amilasa y es asi que 100 mM de NaCl o -0,46
MPa durante las primeras 24 de imbibicién, redujeron drasticamente la actividad
alterando el patron electroforético de las isoenzimas (Marambe y Ando 1995). Gupta y
col. (1993) informaron que en dos variedades de garbanzo de tolerancia contrastante al
deficit hidrico durante la germinacién, el tratamiento de -0,3 MPa redujo la actividad

amilasa total, y la o-amilasa y B-amilasa medidas por separado, con respecto al control

especialmente en los cotiledones.
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La reduccidén de la actividad amilasa total encontrada en la avena impidi6 la
germinacion ni el logro del estado de desarrollo en cuestién. La menor actividad amilasa
encontrada no retardaria la germinacion, debido a que dado que la actividad a-amilasa no
esta presente en el grano maduro (Ziegler 1995), constituye segiin Bewley y Black (1994)
un evento post-germinativo debido a que el mayor incremento de actividad se produce
luego de la emergencia de la radicula. Segin Drennan y Berrie (1962), el maximo de la
actividad amilasa total en la avena incubada a 30°C se produjo 96 horas después de
alcanzado el 100% de Ja germinacion, chn un 10% de la actividad méxima durante el
intervalo previo al méaximo de germinacion. Considerando esto wltimo, la actividad
amilasa de las variedades Tolerante y Susceptible corresponderia a una fase inicial de su
induccidn. Ovcharov (1977) sefialé que la actividad amilasa de las semillas de variedades
de maiz tolerante al frio es mayor que la de una variedad sensible, lo que implicaria una
produccién més rapida de azicares solubles a baja temperatura. Moraru y Atimoshoae
(1985) propusieron que la mantencién de la actividad amilasa serfa un buen indicador de
tolerancia al congelamiento. La actividad amilasa total no es un buen indicador de
tolerancia al frio en avena, y la leve diferencia de 5% registrada entre las variedades
Tolerante y Susceptible no incidiria mayormente en el comportamiento de germinacion.
Coincidentemente, Gupt‘a y col. (1993) consideraron que la evidencia que sefiala a la

mayor actividad amilasa como indicador de tolerancia al estrés es todavia insuficiente.

Los resultados descritos permiten deducir que el cardcter de mayor tolerancia al

frio durante la germinacién parece no depender de las relaciones hidricas durante los
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distintos estados de la germinacién, ni de la actividad amilasa desde el inicio de la

elongacién.

4.3 Respuesta al congelamiento

Otro indicador que se ha considerado en la comparacién de variedades con distintos

grados de tolerancia al fiio durante las etapas tempranas del desarrollo, es la capacidad
para tolerar temperaturas congelantes (Rizza y col. 1994, Bridger y col. 1995). Este
método permite separar variedades en especies cultivadas y estudiarlos fisiologicamente
(Alberdi y col. 1993, Webb y col. 1994). Las semillas deshidratadas de las dos
variedades de avena mostraron tolerancia maxima al congelamiento, puesto que no hubo
diferencias en la tincion de viabilidad (TTC) respecto al control después de ser sometidas
a ~70°C durante 438 horas. Las semillas tenfan un porcentaje de humedad promedio
cercano al 10%, como otras especies ortodoxas {Roberts 1973), y por lo tanto no
sufrieron dafio por congelamiento (Koller 1972, Cary 1975, Fuller y Eagles 1978, Alberdi
y Rios 1983, Chandel y col. 1995). El aumento del contenido de agua coincidid con un
rapido aumento de la susceptibilidad a las temperaturas congelantes. La tolerancia al

congelamiento de las variedades Tolerante y Susceptible se evalué determinando los TLsp

de la poblacién en cuatro etapas de la germinacidén: desde la imbibicion hasta la

emergencia de 1 cm de radicula. No se encontraron diferencias intervarietales para
ninguno de los estados estudiados.
En ambas variedades los TLs, fueron significativamente menores antes de la

emergencia del embrion que después de ocurrida ésta. En los estados iniciales de la

O
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germinacién (Estados 1 y 2), los TLso mas bajos se deberian a la proteccién que ejerce el
endosperma sobre el embrién, como se demuestra al calcular la relacion de peso
endosperma/embrion, que en ambas variedades se redujo desde 10 a 3,5
e}proximadamente, desde la imbibicion a la emergencia de la radicula. Klimov (1983)
propuso al Indice Heterotrofico del grano seco como un buen indicador de Ia tolerancia
intervarietal al congelamiento. Este indice fue superior en la variedad Tolerante pero no
alcanz$ diferencias estadisticas con la variedad Susceptible. Una vez emergido el
embrion desde la proteccion ofrecida por el endosperma, fue altamente sensible al
congelamiento como se demostrd por el aumento de los TLsp en los Estados 3 y 4.

Son escasas las referencias bibliogréaficas respecto a la respuesta de las semillas al
congelamiento en los estados tempranos de la germinacion. Roberts y Grant (1968)
sometieron 18 variedades de trigo a congelamiento entre 0 y 16 semanas de edad.
Encontraron que las semillas completamente embebidas tenian un TLsy de -5°C, las
plantulas de 12 dias de edad tuvieron la minima tolerancia al congelamiento con TLs, < -
5°C, mientras que las plantulas con més de 2 semanas alcanzaron TLso < -10°C. En esto
tltimo coincidieron con Andrews y col. (1960), quienes informaron que en plantulas de
trigo con mas de 10 semanas de ed’ad la tolerancia al congelamiento aumenta y es la
maxima dentro de esta fase del ciclo de vida. En semillas de betarraga completamente
embebidas a 20°C, Cary (1975) determindé TLse inferiores a -2°C, pero cuando las

pléntulas tenian la radicula de 1 cm de longitud el TLs; estuvo entre 0 y -1°C, mostrando

la méxima susceptibilidad al congelamiento. Lo mismo que en las referencias anteriores,

¥

Cary (1975} encontrd que desde los 15 dias de edad la tolerancia aumentaba nuevamente
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con TLsg entre -3 y -4°C. Fuller y Eagles (1978) estudiaron la tolerancia al congelamiento
de cinco variedades de Lolium perenne, encontrando que las semillas completamente
embebidas presentaron un 15% de sobrevivencia a temperaturas entre 2 y -6°C, mientras
que plantulas de tres dias no sobrevivieron a esta exposicién. Alberdi y Rios (1983)
encontraron un comportamiento similar para las lefiosas Gevuina avellana y Embothrium
coccineum. Segun estos autores, en ambas especies la tolerancia al congelamiento
decrecid en semillas germinadas recuperandola después del despliegue de los cotiledones.

Los antecedentes coinciden en que en aquellas semillas en germinacion, la
tolerancia al congelamiento declina desde la imbibicion hasta la elongacién de la radicula
donde es minima, coincidiendo con Sakai y Larchér (1987) que durante la elongacion
rapida ocurre la méxima sensibilidad, incrementando entonces en un segundo maximo que
se alcanza cuando el brote tiene entre 1,5 y 2 cm. Posteriormente, la tolerancia aumenta
c;m la mayor edad de la piantula.

La respuesta al congelamiento en el estado de plantula es diferente a la encontrada
durante el periodo de germinacién. Las plantulas de avena tienen mayor tolerancia al
congelamiento que durante el estado de coleorriza y radicula. Alberdi y col. (1993)
estudiaron la tolerancia al congelamiento de la avena de las variedades OT220xOMIHI y
América al estado de plantula entre los 10 y 25 dias de edad. La variedad OT220xQOMIHI
tuvo un TLso de -2,5°C a los 10 dias de edad, disminuyendo a -3,5°C a los 16 dias. La

variedad América en cambio, tuvo TLsy entre -1 y -2°C en el mismo periodo. El

tratamiento de aclimatacion desde 20°C a ciclos de 8/4°C provocd que la variedad

Tolerante redujera sus TLsoa ~7°C al final del periodo mientras que América llegé sélo a -
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5°C. Este comportamiento llevo a Alberdi y col. (1993) a la clasificacion de Tolerante o
Susceptible. Webb y col. (1994) también compararon la tolerancia al congelamiento de
pléntulas de avena de primavera y de invierno, encontrando que con tratamientos de
ciclos de 20/15°C los TLss fueron similares entre variedades (-3°C), pero con la
aclimatacién de ciclos de 13/7°C y luego 2°C, los TLs de las variedades de primavera
alcanzaron hasta -8 y las de invierno hasta -10°C. Cloutier y Andrews (1984)
determinaron los TLsp de plantulas de avena de seis variedades luego de aclimatacién al
frio, encontrando un rango entre -7 a -13°C, lo cual era comparable a la cebada y muy
superiores a los TLsy encontrados para el trigo y el centeno.

Se puede concluir que las semillas de avena en estados previos a la emergencia de
la coleorriza muestran elevada tolerancia al congelamiento, pero una vez iniciada la
elongacion de la coleorriza y posteriormente de la radicula, ia tolerancia se hace minima.
No se detectaron diferencias intervarietales en la respuesta al congelamiento.

Enlos Estados 3 y 4, el congelamiento actuaria sobre el tejido turgente expuesto

provocando la muerte a temperaturas cercanas a 0°C. Este comportamiento coincide con

lo informado para el trigo y una leguminosa en estados de desarrollo similares: mayor

tolerancia en la imbibicién, reduccion en el estado de radicula emergente vy, segin lo
informado para el estado posterior de plantula para estas mismas variedades de avena por
Alberdi y col. (1993) y para la avena por Webb y col. (1994), un nuevo aumento de la
tolerancia al congelamiento en periodos més tardios del desarrollo.

Una mayor diferenciacion intervarietal se detectd en periodos posteriores a la

germinacion. La diferenciacién varietal se ha establecido claramente en plantulas de

O
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alrededor de 10 dfas de edad en avena (Alberdi y col. 1993), L. perenne (Fuller y Eagles
1978) y trigo (Andews y col. 1960, Roberts y Grant 1968). Ovcharov (1977) revisé
antecedentes en cereales, encontrando que la respuesta entre variedades de trigo de
invierno y de primavera se expresa mejor con el coleoptilo entre 5 y 7 mm.
Recientemente, se ha establecido la tolerancia al congelamiento en plantulas sin y con
tratamientos de aclimatacion de variedades de cebada (Bridger y col. 1995), trigo
(Bridger y col. 1995) y L. perenne (Thomas y James 1993).

La alta susceptibilidad en la germinacion durante la elongacion de la radicula se
deberia en parte a la mayor exposicion del tejido, pero también al mayor grado de
suculencia en este estado de desarrollo (Bravo 1997). El dafio por congelamiento se
puede deber ademas, al efecto directo sobre las membranas. Wesley-Smith y col. (1995)
embebieron embriones de arveja durante 24 horas a 25°C y luego los congelaron a -
196°C, descongelando y. germinando posteriormente a 25°C, Encontraron anormalidades
estructurales a nivel de la membrana plasmética y de la pared celular con un 90% de
mortalidad de las semillas tratadas. Cuando estos autores congelaron embriones con sélo
cuatro horas de imbibicion y é:on el mismo contenido de humedad, practicamente no hubo
dafio, lo que interpretaron como un nivel de crioproteccion dado por lo aziicares
presentes en el tejido embrionario a las cuatro horas pero metabolizados a las 24 horas.
Kendall y Mc Kersie (1989) demostraron que el dafio provocado por la

congelacion/descongelacion de membranas microsomales de plantulas de trigo provoco

pérdida de lipidos fosfato, aumentd el nivel de 4cidos grasos libres y elevé la temperatura
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de la transiciéon de fase de los lipidos, coincidentemente con un incremento de los

radicales libres de oxigeno provocado por el congelamiento.

4.4 Estrés oxidative y capacidad antioxidante

Es un hecho conocido que en muchos casos el estrés de frio conlleva un estrés oxidativo
en los sistemas vegetales (Purvis y Shewfelt 1993, Olsson 1995). La capacidad para
liberar especies radicales O por los embriones intactos se puede medir a través de la
oxidacion del DCFDA, técnica que segun Caro y Puntarulo (1996), se ha usado
recientemente para monitorear el nivel de estrés oxidativo en células y tejidos. La
liberacion o difusion de sustancias capaces de oxidar el DCFDA en las dos variedades de
avena estudiadas durante los Estados 3 y 4, fue inferior en los embriones sometidos a
3°C respecto al control a 20°C. Junto con esto, la variedad Susceptible mostrd mayor
liberaci6n a nivel basal.

La actividad oxidativa a 20°C se puede considerar normal y segin Caro y
Puntarulo (1996), no debe considerarse estrés oxidativo sensu stricto porque no provoca
alteraciones en el crecimiento. En el caso de existir un estrés oxidativo se hubiera
esperado un aumento de la oxidacién del DCFDA a 3°C respecto al control a 20°C. Se
tiene por un lado que aunque existen compuestos oxidantes en mayor cantidad en el
control, la composicidén y la proporcion pueden ser diferentes a 3°C (E. Lissi,
comunicacidn personal), mientras que la cantidad puede deberse a un efecto cinético. En
embriones intactos de soya, Caro y Puntarulo (1996) determinaron que un 38% de la

oxidacion del DCFDA se debié a H;O; y el resto a especies desconocidas. Segin
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Puntarulo (1994), ademas del H,0, también ocurre generaciéon de radicales en las
membranas externas de los embriones intactos.

Los compuestos oxidantes pueden provenir de diferentes fuentes. En las
variedades de avena estudiadas en todos los casos el aporte de estas especies oxidantes
provino en gran medida de la respiracion, puesto que la inhibicién con KCN redujo
significativamente la oxidacion del DCFDA. Segun Kendell y M¢ Kersie (1989), los
radicales libres provendrian de la oxidacién del NADH por las peroxidasas de la pared
celular y de las mitocondrias.

De acuerdo a estos datos el frio no habria provocado un incremento en la
liberacion de oxidantes respecto al control en los embriones de avena, referida al menos a
la oxidacion del DCFDA, durante todo el periodo de elongacion del embrion durante la
germinacidn. Por una parte, puede interpretarse la mayor reduccién en la variedad
Susceptible como una forma de reducir la exudacién de oxidantes més eficiente que la
Tolerante, sin embargo, si se considera que Ia oxidacion es inferior comparada al control,
puede pensarse que la variedad Tolerante mostrd una menor reduccién y por lo tanto
mayor estabilidad (homeostasis) frente al estrés. En este caso se pueden suponer
actividades oxidativas similares al control.

Existié un descenso de la capacidad oxidante del DCFDA de el Estado 4 respecto
al 3 en ambas variedades. Segin Puntarulo (1994), en la fase III de la germinacidn
ocurriria un rearreglo de las membranas embrionarias al iniciarse Ia elongacion de la
radicula, lo cual contribuiria al decrecimiento de los valores de fluorescencia con respecto

a las etapas anteriores.
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La mayor actividad de los radicales de O afecta la capacidad antioxidante de la
planta, con sus componentes enzimaticos y no enzimaticos (Caro y Puntarulo 1996), de
tal manera que una planta debe defenderse aumentando la capacidad antioxidante y
reduciendo los productos de la lipoperoxidacién (Halliwell y Gutteridge 1989). Se ha
propuesto que frente a un estrés de frio, las especies de clima templado presentan un
aumento de enzimas antioxidantes (Foyer y col. 1994, Zhang y col. 1995), mientras que
en las de orige{l tropical ocurre una reduccion del sistema antioxidante, especialmente de
la actividad catalasa (Fadzillah y col. 1996). Ovcharov (1977) menciona que la actividad
catalasa incrementa en semillas expuestas a bajas temperaturas. La catalasa es segin
Puntarulo y col. (1988), la enzima mas importante en el consumo del H;0; intracelular
durante los primeros estados de la germinacion de semillas de soya, en cambio, la
glutation peroxidasa y la ascorbato peroxidasa no parecen contribuir significativamente
en esta etapa del desarrollo. La actividad catalasa de las dos variedades de avena
estudiadas fue bastante reducida y no hubo efecto del frio en el estado de imbibicién. Este
resultado coincide con lo encontrado por Caro y Puntarulo (1995) para embriones de
soya bajo estrés oxidativo, donde no hubo respuesta antioxidante en estados tan
tempranos de la germinacion. La respuesta de la catalasa de las variedades de avena en
este trabajo se detectd mas claramente durante la aparicion de la coleorriza y aiin con més
fuerza en el estado de emergencia de la radicula, particularmente en la variedad
Tolerante. La temperatura del ensayo de las enzimas antioxidantes puede tener

importancia en el estrés de frio, ya que el ensayo en las condiciones in vivo puede reflejar
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mejor la capacidad para reducir el H,O, (Hakam y Simon 1996). Al respecto no se
encontraron datos para la catalasa,

Las reacciones de radicales libres tienen un rol importante en los procesos de
degradacién de los lipidos polares de las membranas causando lipoperoxidacion
(Quartacci y Navari-Izzo 1992). La lipoperoxidacion ha sido fundamentalmente asociada
a la pérdida de la viabilidad en semillas de especies recalcitrantes (Bewley y Black 1994,
Finch-Savage y col. 1996), pero los datos a nivel de germinacion son escasos. En ambas
variedades de avena estudiadas, la lipoperoxidacién fue un evento normal de la célula at
emerger la radicula, dado que ocurri6 en el control. La variedad Tolerante aumentd la
lipoperoxidacion de sélo un 5% sobre el control y presentd un aumento significativo de la
actividad catalasa con el frio en el mismo estado de desarrollo. La variedad Susceptible
en cambio, incremento la lipoperoxidacion de un 24% respecto al control sin alteracion
del nivel de la actividad catalasa. Aparentemente, el frio provoco un estrés oxidativo y la
variedad Tolerante mostré una respuesta de proteccion (sensu Halliwell y Gutteridge
1989). La variedad Susceptible en cambio no presentd esta respuesta y por lo tanto
podria sufrir mayor grado de dafio. Chandel y col. (1995) determinaron la
lipoperoxidacion inducida por la criopreservacion en nitrogeno liquido de semillas
maduras mantenidas en cultivo i# vitro durante 10 dias. Encontraron que todas las
semillas tenian un nivel basal de lipoperoxidacién, pero las especies ortodoxas no
sufrieron aumento del MDA con el congelamiento, mientras que las recalcitrantes
tuvieron un aumento significativo de la lipoperoxidacidn. Segiin Zhang y col. (1995), las

variedades de pldntulas de maiz de tolerancia media y susceptible tuvieron un incremento
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‘del MDA del 30 y 15% del control, respectivamente, con lo que se establece un
marcador de tolerancia.

En resumen, los mecanismos oxidantes y antioxidantes se expresan en los
embriones de avena en las condiciones control y de estrés de frio. Se ha definido segn
Zhang y col. (1995), que una variedad folerante aumenta sus niveles de catalasa a la vez
que sé red;lcen los productos de la lipoperoxidacion, mientras que una susceptible
mantiene o disminuye esta actividad y la produccion del metabolito MDA. Pese a que los
datos de oxidacién del DCFDA. no mostraron el incremento esperable en la génesis de
especies oxidantes, la capacidad antioxidante detectada por la aparicion de la catalasa
sugiere lo contrario. Los resultados mostraron que la variedad Tolerante se comportd

como tal respecto a los parametros de proteccion contra el estrés oxidativo.

4.5 Solutos compatibles

En el estado de plantula y de planta adulta de numerosas especies, entre ellas la
avena, la acumulacion de solutos compatibles frente al frio tendria relacién con el
caracter de tolerancia al frio (ref. Hallgreen y Oquist 1990, ref. Alberdi y Corcuera 1991,

Livingston 1991, Alberdi y col. 1993).

4.5.1 Prolina
El mayor aumento de prolina en la variedad Susceptible es aparentemente contradictorio.
Son escasos los antecedentes respecto a la acumulacién de la prolina en la respuesta al

frio en tejido embrionario, pero Ovcharov (1977) menciona acumulacién de aminoacidos
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en semillas de trigo y centeno tratadas con temperaturas entre 0 y 3°C. Los resultados de
este trabajo mostraron que el frio estimuld la acumulacion de la prolina sélo durante el
Estado 4 de la germinacion en ambas variedades. Las proteinas de reserva de la avena
(globulinas, glutelinas, albuminas y prolaminas) tienen un contenido importante de prolina
(Peterson y Brinegar 1986), especialmente la prolamina (Pearson y, Stewart 1990).
Durante la protedlisis de las reservas, estos aminoacidos se movilizan desde el
endosperma hacia el embridn a través de escutelo (Bewley y Black 1994).

Algunos antecedentes sefialan que los embriones pueden acumular prolina durante
la germinacion frente a condiciones de estrés hidrico y salino durante la embriogénesis o
la germinacién. Es asi que en plantas de cebada y trigo que han sufrido déficit hidrico
durante la embriogénesis, se encuentra una acumulacion de este aminoéacido en el grano
(Karamanos y col. 1983, Pearson y Stewart 1990). En semillas de Kosteleizkya virginica,
una malvacea adaptada a la salinidad, un exceso de NaCl provocé un aumento de prolina
de mas del 100% del control con 200 mM de NaCl a las 96 horas de la imbibicién
(Poljakoff-Mayber y col. 1994). En raicillas de plantulas de 3 dias de edad de Sorghum
bicolor, Colmer y col. (1996) encontraron acumulacion significativa de prolina en
respuesta al estrés salino.

Es interesante que el patron de acumulacién de la prolina en los embriones de
avena de las variedades Tolerante y Susceptible, coincide con el patron de acumulacion
para estas variedades en el estado de plantula descrito por Alberdi y col. (1993). Estos

autores encontraron que el contenido basal de prolina a 26°C de la variedad Tolerante era

inferior (10 a 20 pg/gPF) al encontrado en la Susceptible (15 a 25 pg/gPF). En plantulas
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de avena aclimatadas al frio con 8/4°C, hubo acumulacion transiente de prolina con un
maximo de 50 y 60 p/gPF para las variedades Tolerante y Susceptible, respectivamente.
Segin los autores, el incremento de prolina no reflejo la tolerancia encontrada segtin el
criterio del TLso. La falta de correlacic');l positiva entre tolerancia al fiio y acumulacién de
prolina también ocurre en variedades de cebada (Murelli y col. 1995). Segiin estos
autores, plantulas con la primera hoja expandida crecidas a 15°C, mostraron un aumento
del 320% en el contenido de prolina después de la aclimatacion a 4 y a 2°C, sin
diferencias entre tolerantes y susceptibles al frio. Thomas y James (1993) determinaron la
acumulacién de prolina en 12 variedades de L. perenne, encontrando un aumento de mas
de un 100%, pero no hubo una relacion positiva entre la acumulacién de prolina y el
TLso.

El patrén de acumulacion de la prolina en los embriones de avena se acentud en el
estado de coleorriza respecto al estado de la emergencia de la radicula. En embriones en
germinacion de K. virginica, se detectd un incremento de la prolina a las 72 horas de
imbibicion seguido de una reduccidn a las 96 horas (Ponakoff—Mayi:er y col. 1994). Las
plantulas de avena estudiadas por Alberdi y col. (1993) también mostraron un patrén
irregular de acumulacion de prolina. En contraste, las plantulas de cebada descritas por
Murelli y col. (1995) tuvieron un patrén de acumulacion rapido y un “plateau”.

Si bien es cierto se ha relacionado la acumulacién de prolina con la tolerancia al
estrés de frio, sales y agua (Taiz y Zeiger 1991), Larcher (1995) sefiala que la
acumulacion de prolina es més bien un indicador general de estrés que un mecanismo de

tolerancia. Desde este punto de vista, la variedad Susceptible mostré mayor acumulacion
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y por lo tanto, mayor grado de estrés. No obstante, gran cantidad de literatura sefiala que
la prolina es un soluto compatible que, como otros solutos de esta categoria, podria
proteger a la célula contra el dafio inducido por radicales libres (Smirnoff y Cumbar
1989), junto con ejercer una posible accion estabilizadora sobre algunas enzimas (Pollard
y Win-Jones 1979) y sobre las membranas (Jolivet y col. 1982). En este trabajo se
detectd que la variedad Susceptible acumula mas prolina, sin embargo, esta variedad
sufre mayor dafio por radicales libres (MDA). En consecuencia, la acumulacién de prolina
no constituiria un buen pardmetro para discriminar grados de tolerancia al fiio durante la
germinacién, como también lo han sugerido Alberdi y col. (1993) para la avena y Murelli

y col. (1995) para la cebada, ambas especies en el estado de pléntula,

4.5.2 Hidratos de carbono

Otro grupo de solutos compatibles que aumenta en respuesta a la disminucién de la
temperatura es el de los azicares solubles (Alberdi y Corcuera 1991), una respuesta
comtin a todos los cereales (Olien y Clarck 1993, Murelli y col. 1995).

La semilla deshidratada de la avena contiene azicares solubles (mono y
disacéridos) y una serie de oligosacaridos, fructanos, betaglucanos y arabinoxilanos que
en total conforman del 0,9 al 1,3% del peso seco del grano (Mac Arthur-Grant 1986).
Los hidratos de carbono se encuentran por lo general en la partes vivas de la semilla:
embridn, escutelo y aleurona en los cereales (Ziegler 1995).

Segiin Ziegler (1995), los aziicares solubles son las primeras reservas en agotarse

luego de la imbibicion, junto con los oligosaciridos, como sustrato de la respiracion
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inicial hasta la movilizacién de las reservas. En las gramineas, la degradacion de los
azlicares se inicia por una gran bateria enzimatica presente en el grano que degrada las
paredes celulares y el almidon de reserva. Los productos finales de la degradacion del
almidén, glucosa y maltosa, son absorbidos por el escutelo para la sintesis de sacarosa
utilizada en el crecimiento de la plantula, llegando luego a ser el aziicar més importante
detectado en este tejido.

Se ha sugerido que la sacarosa presente en el tejido embrionario podria actuar
como crioprotector en las semillas durante la germinacion en frio (Duffus y Binnie 1990,
Chatterton y col. 1990). Los aziicares, en particular la sacarosa y algunos oligosacaridos,
han demostrado tener una participacion fundamental en la proteccion embrionaria contra
la desecacion durante la embriogénesis tardia, efecto que se pierde cuando estos azicares
se metabolizan durante la elongacion de la radicula (Koster y Leopold 1988, Chen y
Burris 1990, Kermode 1990). Las semillas maduras contienen importantes cantidades de
estos azicares (Amuti y Pollard 1977, Ganter y col. 1991) que se utilizan en Ia
germinacion. Estudios en liposomas y polen sugieren que los oligosacaridos incluyendo la
sacarosa, interactllan con las cabezas polares de los fosfolipidos de las membranas
aumentando su estabilidad fr;:nte a la desecacion y al enfriamiento (Caffrey y col. 1988,
Hoekstra y col. 1989). En este trabajo se propuso que los hidratos de carbono actuarian
como crioprotectores durante el crecimiento inicial. Los resultados mostraron que en

respuesta al frio en el estado de la coleorriza hubo aumento del contenido de aziicares

solubles y de fructanos en ambas variedades, pero no se detectd cambio en la sacarosa en

ninguna de las dos variedades. En el estado de emergencia de la radicula el patrén de
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acumulacion fue diferente. Los aziicares solubles totales se acumularon en la misma
forma en ambas variedades, los fructanos se acumularon en mayor medida en la variedad
Tolerante y comenzaron a acumularse en la Sliséeptible, mientras que la sacarosa se
acumulé solo en la variedad Tolerante. Es decir, ambas variedades registraron
acumulacién de hidratos de carbono, pero la variedad Tolerante mostrd mayor
acumulacion de fructanos y de sacarosa, diferencia que se expresd mejor a los 3°C. En el
Estado 4 el patrén de acumulacion de aziicares fue similar entre ambas variedades.

Los datos respecto a la evolucion de los hidratos de carbono en respuesta al fiio
durante la germinacién son escasos. Ovcharov (1977) menciona un incremento en los
azicares de semillas de trigo de invierno que aumentarian su tolerancia al congelamiento.
Recientemente Gupta y col. (1993) han sefialado que el metabolismo de los azicares en
semillas en germinacion bajo condiciones de estrés ha recibido escasa atencién. Alguna
informacion en relacion a la desecacién natural y al estrés hidrico y salino durante este
periodo sefiala acumulacion de los hidratos de carbono. Chandel y col. (1995)
encontraron un aumento significativo de los aziicares solubles en embriones de dos
especies recalcitrantes {cocoa y te) sometidas a un periodo de desecacion de 4 horas en el
estado de madurez completa, con un 56% de humedad. Al mismo tiempo, encontraron
degradacién de los granulos de almidon por microfotografia, y por lo tanto supusieron su
degradacidn a azcares simples. Gupta y col. (1993) estudiaron el efecto del deficit
hidrico sobre los hidratos de carbono durante la germinacién de cuatro variedades de
garbanzo. Encontraron que el deficit de agua incrementd significativamente el contenido

de aziicares solubles totales y de fructosa ligada (sacarosa, rafinosa y estaquiosa), los
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azicares reductorés aumentaron en menor proporcion que los totales y la glucosa se
mantuvo constante. Segiin Gupta y col. (1993), la sacarosa puede provenir inicialmente
de los aziicares libres presentes en los cotiledones o bien de la conversion de glucosa que
postertormente seria trasladada al eje embrionario. Misra y Dwivedi (1995) estudiaron la
respuesta al exceso de NaCl en embriones de una variedad tolerante y una susceptible de
Phaseolus aureus. Encontraron que en los embriones tolerantes la acumulacion de
azucares super¢ al control en méds de un 34%, iientras que la variedad susceptible
aumentd solo un 5% sobre el control a los 5 dias de la imbibicién. Sin embargo, los
embriones tolerantes tuvieron una produccidn de azficares superior a las 24 horas de la
imbibicion que fue independiente del nivel de salinidad.

En las plantulas de avena de las mismas variedades usadas en esta tesis, el
contenido de aziicares solubles basal fue similar (Alberdi y col. 1993). La aplicacién de
ciclos de frio (8/4°C) aumento el contenido de azicares solubles de la variedad tolerante
dos veces mas que el de la variedad susceptible. Este contraste es superior a las
.diferencias encontradas en este tesis entre los embriones de las mismas variedades
Tolerante y Susceptible durante la germinacién. La acumulacién de los aziicares en
plantulas de ambas variedades fue transiente, lo cual los autores explicaron como
variabilidad genética. En plantulas con la primera hoja completamente expandida de dos
variedades de cebada con tolerancia diferente al frio, Murelli y col. (1995) encontraron
que los aziicares solubles basales eran superiores en la variedad tolerante, y que con un

cambio de 18 a 4°C ocurrié un incremento superior pero transiente en la variedad

tolerante. En ambas variedades de cebada, més del 90% de los azicares solubles fueron
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fructosa y glucosa, ambos superiores en la variedad tolerante. Por el contrario, la rafinosa
y los fructanos fueron superiores en las plantas susceptibles, mientras que la sacarosa no
mostrd diferencias entre variedades. De acuerdo a esto, Murelli y col. (1995) concluyeron
que aunque la acumulacion de hidratos de carbono es una adaptacién del metabolismo de
azucares a la baja temperatura, no es un buen indicador de tolerancia.

Los fructanos son polimeros de fructosa que se han asociado a la tolerancia al frio
en los cereales de clima frio. Livingston (1991) determiné la acumulacién de fructanos en
plantulas de seis variedades de avena. Encontré que los niveles de aziicares solubles
(sacarosa, glucosa y fructosa) y de fructanos totales de las plantas creciendo a 15/10°C
se mantuvo relativamente constante hasta una aplicacién de frio de 2°C. Se detectd un
incremento abrupto de aziicares solubles en un 400% aproximadamente pero fire
transiente, mientras que los fructanos de GP 3-6 aumentaron rapidamente en un 150%
reduciéndose posteriormente y los fructanos de GP>6 aumentaron en forma gradual pero
sostenida hasta el final del experimento. Livingston (1991) encontrd diferencias varietales
en la cinética de los aziicares solubles y en los fructanos GP>6. Este autor concluyo que
pese a que la acumulacién de fructanos GP3-6 en la avena es mayor a la encontrada en
centeno, cebada y trigo, la avena es el cereal mas susceptible al frio. Por esto Livingston
(1991) sugirié que no sélo puede ser importante la acumulacion de aziicares, sino
también su distﬁbucién y la presencia de otros mecanismos de proteccion ademas de éste.
Pese a que se ha informado en numerosos casos de aumentos de aziicares en respuesta al
frio, la relacion entre hidratos de carbono y estrés de congelamiento es mas complicada

que una correlacion entre la tolerancia y una composicion especifica de aziicares entre
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variedades de cebada (Livingston y col. 1989) o entre variedades de avena, centeno y
trigo (Livingston 1991). Olien y Clarck (1993), informaron que el estrés de frio aumenta
el contenido de los azilicares solubles totales, pero provoca cambios en el patrdén de
aumento. Asi, un estrés intenso indujo reduccidn del contenide de fructanos y un
aumento del contenido de sacarosa. En una dicotiledonea, L. perenne, Thomas y James
(1993) informaron un aumento significativo de aziicares solubles totales, sin embargo, la
contribucién de cada una de las especies (fructosa, sacarosa, glucosa y fructanos) fue
leve, por lo que el total fue mas importante,

De lo expuesto se puede concluir que los embriones de avena acumulan solutos
compatibles durante los estados tempranos de la germinacion en respuesta al frio.
Ovcharov (1977) revisd literatura rusa sobre el comportamiento intervarietal del trigo
frente al congelamiento durante la germinacion, concluyendo que el frio aumenta el
contenido de azicares y de algunos aminoacidos, la prolina entre ellos. En las dos
variedades de avena estudiadas, la composicion de los metabolitos acumulados es
diferente segin el estado de desarrollo del embrion, pero la variedad Tolerante presentd
a una mayor acumulacion de azicares respecto a la Susceptible. Un aspecto importante
de considerar es que pareciera ser mas valiosa la contribucion de todos los azacares en
conjunto, que la acumulacién de solo una especie de azicar (Livingston y col. 1989,
Livingston 1991, Thomas y James 1993).

Como una forma de evaluar la importancia de los solutos compatibles en la

tolerancia al frio, Thomas y James (1993) correlacionaron el TLsq con la acumulacion de

prolina y aziicares en 12 variedades de L. perenne. Los autores encontraron que menores

~
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TLse correlacionaron bien con mayores concentraciones de prolina, pero la correlacion
entre el TLsp y los azticares solubles no fue consistente entre las diversas variedades. Los
TLse descritos para los embriones de avena en esta tesis fueron similares con el frio y
entre variedades, de manera que no se puede establecer una correlacién clara. Si esta
2
correlacion se hace para el estado de plantula considerando los datos descritos por
Alberdi y col. (1993) para estas mismas variedades de avena, se tiene que el TLsp mas
bajo se correlaciona con menor acumulacion de prolina y mayor contenido de hidratos de
carbono. No obstante, debido a que el patron de acumulacién no fue estable en el tiempo,
esta relacion dependera del momento en que se establezca. Coincidentemente, Murelli y

col. (1995) sefialaron que la acumulacion de prolina y de hidratos de carbono no son

buenos indicadores de tolerancia al fiio en plantulas de cebada,

4.6 Membranas celulares
Otro de los mecanismos asociados a [a tolerancia al frio es el cambio en las propiedades
de las membranas celulares (ref. Alberdi y Corcuera 1991). Debido a que se considera
que durante la germinacidn (Di Nola y Mayer 1981, 1985, 1986) las membranas sensan la
temperatura (Hallgreen y Oquist 1990), se supone que constituyen un lugar findamental
para los cambios que permiten la sobrevivencia de un organismo expuesto al fiio.

Los embriones de avena expuestos al fiio no suftieron dafio por imbibicién y

mantuvieron la integridad de sus membranas, segiin los datos del eflujo de solutos y por

la total germinabilidad luego de embeber a bajas temperaturas.
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Uno de los cambios mas conspicuos frente a las bajas temperaturas es el aumento
de la fluidez de las membranas en las especies que toleran el frio (Hallgreen y Oquist
1990). La fluidez de las membranas de las dos variedades de avena se estim6 mediante la
depolarizacion (p) del DPH. Se esperaba que las membranas microsomales de aquellos
embriones expuestos a 3°C presentaran un aumento de fluidez respecto a los embriones
germinados a 20°C, en el mismo estado de desarrollo. Cuando se analizd el
comportamiento de las membranas en una lectura (Figura 24), se determind que las
membranas crecidas a 20°C eran menos fluidas que las crecidas a 3°C para los Estados 3
y 4 de desarrollo. Yoshida (1984) estudid la fluidez de la membrana plasmatica de
plantulas de la graminea Dactylis glomerata luego de perfodos de crecimiento en terreno
a temperaturas congelantes de -7,5°C y de -15°C. Las grificas de Arrhenius de la
polarizacion de fluorescencia con la sonda DPH, mostraron que las membranas tratadas a

»=7,5°C fueron menos fluidas que las tratadas a -15°C, sin embargo, las diferencias entre
ambos tratamientos fueron reducidas dentro del rango de lectura entre 0 y 15°C.

La p de los embriones de avena mostré que los cambios inducidos por el frio
fueron mas marcados en la variedad Tolerante respecto a la Susceptible, pero la
diferencia no fue significativa. Se esperaba que la p de los embriones crecidos a 3°C y
medidos a 4°C fuera similar a Ia de aquellos crecidos a 20°C y medidos a 20°C. Esto,
porque la magnitud de la fluidez del control se debiera mantener en una planta creciendo
en frio. Sin embargo, consistentemente, las membranas no mostraron los mismos valores
y por ende no tuvieron la misma fluidez durante la incubacién de crecimiento. Leborgne y

col. (1992) mostraron que la p del tonoplasto medida a 4°C de una linea celular de
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Eucalyptus gunnii tolerante al frio, era similar a la p medida a 20°C de una linea
susceptible. Ambas lineas de E. gunmii se diferenciaron por un TLsp de -4°C para la
susceptible al frio y un TLso de -10°C para la tolerante. En las avenas estudiadas, en los
dos estados de desarrollo en-que se midi6 la fluidez los TLsq correspondientes no hubo
diferencias entre variedades.

Los valores de fluidez encontrados para los embriones de avena fluctuaron entre
0,150 y 0,250 en las lecturas realizadas a 20°C. Los valores de p obtenidos en
suspensiones de membrana plasmatica de raices de jojoba (0,235) y maravilla (0,261)
(Burgos y Donaire 1996), en membranas microsomales de raices de trigo (0,300) (Rojas
1991) y de células de Catharanthus roseus (0,330) (Mérillon y col. 1995) y de
suspensiones de membrana plasmatica y de tonoplasto de células de Eucalyptus gunnii
(0,300-0,350) (Leborne y col. 1992) a la misma temperatura, son algo maés elevados.

Debido a que una fraccién microsomal corresponde a una mezcla de membranas
que incluye reticulo endoplasmico, Golgi, tonoplasto y plasmalema (Leborgne y col.
1992), se puede suponer que una fraccién purificada de membrana presente un
comportamiento diferente y por lo tanto invalidar el uso de fracciones microsomales para
esta determinacion. Al respecto, se ha comparado la respuesta de p en fracciones

\

purificadas para tonoplasto y plasmalema y una fraccién microsomal total en células de
Eucalyptus gunnii tolerantes y susceptibles al fiio, encontrandose un aumento de la
fluidez en la linea tolerante en ambos tipos de preparacion membranosa, y por ende, la

mantencion de la respuesta (Leborgne y col. 1992). Se deduce entonces la validez de la

comparacion de fracciones microsomales totales frente a diversos tipos de tratamientos.
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Para las diferentes membranas de una misma planta, la plasmalema ha mostrado ser
menos fluida respecto a las endomembranas (RE, Golgi y mitocondria) (Yoshida y
Uemura 1984).

La respuesta al frio se ha asociado con el cambio de la composicién de los lipidos
de la membrana, en particular a través de la participacion de los 4cidos grasos insaturados
(Lyons 1973, Hallgreen y Oquist 1990, Alberdi y Corcuera 1991) para compensar el
decrecimiento de la fluidez de las membranas (Nishida y Murata 1996).

Son escasos los datos respecto a la composicion de los acidos grasos durante la
germinacion. No obstante, la magnitud de la distribucién de los 4cidos grasos encontrada
en las dos variedades de avena es similar a la de semillas deshidratadas de esta misma
especie por (Youngs 1986). La distribucion porcentual de los acidos 16:0, 18:0, 18:1,
18:2 y 18:3 de la fraccién polar embrionaria, segin Young (1986) fosfolipidos en su
mayoria, no tuvo cambios sustanciales con el frio para ninguna de las variedades en
estudio. Se detectaron cambios con el estado de desarrollo independientes de la
temperatura de tratamiento caracteristicos de cada variedad.

Los datos obtenidos para semillas maduras y deshidratadas pueden tomarse como
modelo de anilisis. Segiin Youngs (1986), cuando el grano de avena se desarrolla y
madura a 12°C, se produjo un aumento del grado de insaturacién de los acidos grasos en
el embrion comparado con 28°C. En cebada, las semillas maduras de las variedades
tolerantes al frio presentaron un aumento relativo de los 4cidos linoleico y linolénico y
una menor proporcion de los 4cidos oleico y estedrico, determinandose diferencias

significativas en el grado de insaturacién de los acidos grasos con las variedades
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susceptibles (De Man 1985). En las variedades de avena estudiadas, la proporcién de
acidos oleico y estearico fue superior a los datos de De Man (1985). La cebada es una
especie mas tolerante al frio que la avena (Livingston y col. 1989, Webb y col. 1994) y, a
nivel de la semilla, ésta podria ser una razén de su tolerancia. Es necesario sefialar que De
Man (1985) analizd semillas completas de cebada sin considerar la distribucion
porcentual de las acidos grasos en el embrion de las variedades tolerantes.
Alberdi y col. (1993) analizaron la distribucion porcentual de los acidos grasos en
. las hojas de plantulas de avena no aclimatadas y aclimatadas al frio de la variedad
tolerante. Las proporciones descritas por estos autores fueron diferentes a las
encontradas en los embriones de esta misma variedad. Es notorio que la proporcioén de
18:3 es muy superior en hojas que en los embriones, mientras que 18:1 y 18:2 son
claramente inferiores en las hojas. También resulta interesante que las hojas aclimatadas al
frio presenten una reduccién importante del 4cido graso 16:1, mientras que los
embriones expuestos al frio no presentaron este acido graso en ninguno de los estados de
desarrollo. Se sabe que la composicion de los lipidos de membrana varia con el estado de
desarrollo de la planta (Liljenberg y von Arnold 1987), lo que podria explicar la deteccion
del 16:1 en plantula.
Alberdi y col. (1993) registraron cambios en la distribucién de 4cidos grasos de
las hojas de la variedad tolerante luego del tratamiento de frio, lo cual implicé un

aumento del grado de insaturacién. En contraste, en los embriones de esta misma

variedad de avena hubo una tendencia al incremento del 18:3 en el estado de radicula que

no fue significativa. Esto es particularmente interesante si se considera que a 3°C el
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estado de radicula se a}canzé al menos 15 dias desde la imbibicion, es decir, el mismo
tiempo de aclimatacién ocupado para las plantulas con Alberdi y col. (1993).
Considerando lo informado para la variedad Tolerante por Alberdi y col. (1993} en el
estado de plantula, podiia sugerirse que relacion porcentual de los 4cidos grasos no es un
caracter mudable en estados tempranos del desarrollo, pudiendo cambiar luego de
superado un cierto estado de desarrollo que seria posterior a la emergencia de la radicula.

El cambio en el grado de insaturacién es un parametro que no siempre tiene
relacion con la aclimatacion al frio. Yoshida y Uemura (1984) no registraron cambios
importantes en la composicién de acidos grasos ni en el grado de insaturacion en
respuesta al fifo en membranas de plantulas de Dactilys glomerata. Debido a que la
composicion de esteroles y el grado de insaturacion de los acidos grasos fue
relativamente estable durante el tratamiento de fiio, Yoshida (1984) y Yoshida y Uemura
(1984) atribuyeron la diferencia de fluidez al contenido de proteinas de la membrana,
Norberg y Liljenberg (1991) estudiaron la composicién de la membrana plasmatica de
raices de plantulas de avena frente a un estrés hidrico, no encontrando cambios en el
patrén de distribucion de los acidos grasos, detectando un aumento de Ia proporcion de
proteinas respecto al contenido de lipidos. En los embriones de avena estudiados en este
trabajo, se detecté mayor contenido de proteinas en las membranas microsomales de la
variedad Tolerante, a la vez que en ambas variedades hubo una tendencia al aumento de
la concentracién de proteinas a 3°C comparado con 20°C. Uemura y Steponkus (1994)

no encontraron cambios importantes en la composicién de lipidos de la membrana




134

plasmatica de hojas de plantulas de avena de primavera y de invierno luego de cuatro
semanas a 2°C.

Por otro lado, el aumento del grado de insaturacion no siempre se correlaciona
con un incremento de la fluidez de las membranas. Las preparaciones de membrana
plasmatica de jojoba son significativamente mas fluidas que las de maravilla, no obstante,
la proporcion de 16:0, 18:2 y 18:3 fue significativamente superior en la maravilla, el 18:1
fue significativamente mayor en la jojoba mientras que el grado de insaturacion de los
acidos grasos fue igual en ambas especies (Burgos y Donaire 1996). En consecuencia, el
acido oleico puede contribuir en mayor medida a la fluidez, o bien existen otros
componentes que son capaces de alterar este caracter. Segin Leborgne y col. (1992),
pareciera ser mas importante la relacion lipido:proteina en la tolerancia al congelamiento,
segin ¢l criterio de Norberg y Liljenberg (1991). La aclimatacién al frio induce una serie
de cambios en las membranas y se.desconoce atin la contribucién individual de las
diferentes fracciones que las componen (Leborgne y col. 1992). Segtn Steponkus y
Lynch (ref. Leborgne y col. 1992), los acidos grasos insaturados contribuyen mas al
comportamiento de fase que a la fluidez de las membranas. En este sentido, el DPH es
una sonda que se inserta entre lipidos y por lo tanto da cuenta de la interaccion lipido-
lipido y no proteina-lipido.

Por 1ltimo, aunque el grado de insaturacion es un aspecto importante en la fluidez
de membranas, los esteroles pueden afectar el grado de fluidez dependiendo del dominio
donde se inserten (Nilsen y Orcutt 1996). En esta tesis se determind el contenido de

esteroles de la membrana microsomal utilizando CG acoplada a un espectrometro de
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masas. Debido a la baja cantidad de membrana obtenida, los esteroles no se detectaron
con esta técnica, lo que signjﬁcal un contenido inferior a los 0,14 ng/mg PF de embridn.
Los resultados de esta tesis muestran que, pese a las diferencias entre las
variedades en cuanto a su tolerancia al frio en la germinacion, no hubo cambios en la
composicion porcentual de los &cidos grasos. Para Nishida y Murata (1996), la

insaturacion de los 4cidos grasos de membrana no estd claramente relacionada con la

respuesta al frio durante la imbibicion de las semillas.

4.7 Consumo de oxigeno

La activacion metabolica luego de la imbibicidn de la semilla durante la germinacion
puede evaluarse a través de la tasa respiratoria (Mayer y Poljakoff-Mayber 1989). Por lo
general, los patrones de imbibicién y de respiracion previos a la emergencia de la radicula
coinciden estrechamente (Bewley y Black 1994). El consumo de O, aumenta rapidamente
en la imbibicion (fase I) por la activacién de la cadena respiratoria pre-existente y la
biogénesis de mitocondrias (Ehrenshaft y Brambl 1990), le sigue una tasa estable de
consumo (fase II) y finalmente, ocurre un segundo aumento respiratorio asociado con la
emergencia radicular y luego con la movilizacién de reservas y el crecimiento de la
plantula (fase III) (Bewley y Black 1994). Debido a que la respiracion es un proceso de
extrema importancia en el crecimiento heterotrofico, el estudio de las bajas temperaturas
sobre la actividad mitocondrial es fundamental. Segin Raven (1 985), la produccién de
solutos compatibles y otras respuestas de tolerancia al estrés requieren energia

probablemente generada por la mitocondria. El fifo induce una extension de la fase II,
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manteniendo el “plateau” y retardando la fase III del consumo de O, (Bewley y Black
1994, Dahal y col. 1996).

En las dos variedades de avena estudiadas se determiné la tasa de consumo de O,
* de los embriones intactos sometidos a 3°C justo antes que se pudiera detectar el primer
signo visible de la germinacion, esto es, previo a la elongacion de la coleorriza. La tasa
de consumo de O por embrién y por peso fue significativamente superior en la variedad
Tolerante. De esta manera, la variedad Tolerante tiene mayor actividad metabolica que la
Susceptible en el momento de la pre-germinacién. Esto podria explicar por una parte el
menor intervalo de tiempo para el inicio de la germinacion y por otra, la mayor pendiente
o velocidad de germinacion en la variedad Tolerante. Es importante considerar sin
embargo, que si bien es cierto ambas variedades crecieron a 3°C, el consumo de oxigeno
se determiné a 20°C debido a limitaciones experimentales. Por lo tanto, las tasas. de

o

consumo pudieron haber sufrido alguna modificacion durante los 20 minutos que tomd la
determinacion. '

Se ha discutido si una tasa de respiracion superior se asocia con una mayor
tolerancia al frio. Existen pocos antecedentes que evaliien la relacion entre la tolerancia al
frio y la tasa metabolica en la fase de germinacion. Sin embargo, para la fase de plantula
Hurry y col. (1992) encontraron aumento significativo de la tasa de respiracidn de
variedades de trigo tolerantes al frio con respecto a las susceptibles y en plantas de

centeno aclimatadas al frio respecto a las no tratadas. También se conocen respuestas

negativas entre variedades de cebada tolerantes y susceptibles al frio (Svec y Hodges

1973).
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La informacién respecto a la tasas respiratorias de variedades tolerantes y
susceptibles al frio durante la germinacion es escasa. Segiin Bewley y Black (1994), se
desconoce si las tasas de respiracion son una limitante para el momento de la emergencia
de la radicula. Recientemente, Dahal y col. (1996) sefialaron que no existe informacion
acerca de las tasas de respiracion de las semillas de variedades contrastantes en la
tolerancia al frio en funcién de las tasas de germinacién. Estos autores analizaron
variedades de tomate, donde se han detectado diferencias heredables en las tasas de
germinacién y la tolerancia al fiio (Scott y Jones 1985). Dahal y col. (1996) estudiaron
las tasas de respiracion de dos genotipos de tomate tolerante y susceptible al frio durante
la germinacién. La tasa de respiracién con frio en el momento previo a la emergencia de
la radicula fue similar entre las dos variedades. Cuando se aumentd artificialmente la
presion de O, aument6 también la tasa respiratoria en ambas variedades pero la
germinacion no se adelanté en el tiempo. Segiin estos autores, la tasa respiratoria previa a
la germinacion no es una limitante para el proceso y, por lo tanto, el retardo de la
germinacion debido al fiio no serfa una consecuencia directa de una menor tasa
respiratoria. Dahal y col. (1996) concluyeron que las tasas de respiracién se ajustan a la
tasa de progreso de la emergencia de la radicula, lo cual seria un posible mecanismo de
conservacion de energia bajo condiciones que retarden la germinacién. Los resultados de
Dahal y col. (1996) contrastan con los de esta tesis para la avena. Esta diferencia podria
deberse a que el tomate es una especie més sensible al frio, contrariamente a la avena que
se clasifica dentro del grupo de las especies més tolerantes (Mayer y Poljakoff-Mayber

1989). Se sabe que existen diferencias en cuanto al comportamiento de generacion de
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energia entre espectes tolerantes y sensibles al friio (Moynihan y col. 1995) y en cuanto al
comportamiento de las vias respiratorias (Rychter y col. 1988). Por lo tanto, distintos
grupos de especies pueden diferir en cuanto a la respuesta respiratoria al frio.

La capacidad de la via alternativa de respiracion puede aumentar con la
exposicion en frio (Purvis y Shewfelt 1993) como una forma de protegerse frente al dafio
(Rychter y col. 1988, Purvis y Shewfelt 1993, Purvis y col. 1995). Leprince y col. (1992)
seflalan que existe escasa informacion respecto a las tasas de respiracién en embriones
intactos en el periodo previo o durante la emergencia de la radicula, y sobre la
dependencia de las diferentes vias. En las dos avenas estudiadas, entre el 55 y el 70% del
consumo correspondié a la via citocromo y menos del 20% a la via oxidasa alternativa.
Esto significa que el flujo de electrones en la avena ocurrié fundamentalmente por la via
citocromo. Este resultado coincide con lo descrito para otras especies por Lambers
. {1985) y para maiz por Leprince y col. (1992), quienes sefialan que la respiracion de las
semillas embebidas corresponde mayoritariamente a la via citocromo c. Aunque se ha
demostrado la participacion de la via alternativa resistente al cianuro desde las primeras
horas de la imbibicidn, no parece ser un requisito para asegurar la germinacion (Lambers
1985).

Las variedades tolerantes al frio generalmente desarrollan un mayor potencial para
el flujo de electrones a través de la via alternativa que las variedades sensibles (McCaig y
Hill 1977, van der Venter.1985). En las avenas estudiadas no se mostraron diferencias en
el porcentaje del consumo de oxigeno de la via alternativa entre la variedad Tolerante y la

Susceptible. Coincidentemente, Stewart y col. (1990b) encontraron que en mitocondrias
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aisladas de maiz, a pocas horas de imbibicion y en el estado temprano de plantula, no
hubo diferencias significativas en las tasas de respiracion mitocondrial de las variedades
tolerante y susceptible a 25°C, pero la oxidasa alternativa tuvo mayor actividad y mayor
expresion con frio.

Segtn Lambers (1985), el papel fisioldgico de la via alternativa seria la oxidacién
del exceso de azicares cuando la carga energética celular es elevada. En muchas plantas
expuestas a condiciones de fiio ocurre acumulacion de azicares solubles, induciendo
probablemente la via alternativa (Rychter y col. 1988). Segin algunos autores, el frio
aumenta la capacidad de la oxidasa alternativa y asi previene la acumulacion de radicales
libres que de otra manera podrian acumuiarse a niveles toxicos (Purvis y Shewfelt 1993,
Fernandes de Melo y col. 1994, Purvis y col. 1995). Ambas variedades de avena tuvieron
un nivel de liberacién de compuestos oxidantes bastante similar, sin que se detectara una
diferencia a favor de la variedad Tolerante.

El aumento de la respiracién, en particular mediante la via alternativa, en
respuesta al frio resulta en un aumento de la evolucion de calor en la planta que podria
tener una funcion en la reduccion de los efectos provocados por la temperatura baja en
aquellas especies no termogénicas (Moynihan y col. 1995). Segiin Moynihan y col.
(1995), el enfriamiento aument6 la génesis de calor entre un 7 y un 22% en las especies
como la arveja, berenjena y la papa (tolerantes al fiio) cuando hubo una reduccién de 24
2 8°C, y la mayor parte del calor seria producida por la via alternativa. Segtin Purvis y
Shewfelt (1993), dado que la cadena transportadora de electrones no tiene un sitio de

conservacion de energia entre la ubiquinona y el oxigeno, disipa la energia como calor. La
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respiracion por la via citocromo ¢ también libera una cantidad importante de calor pero es
mas eficientemente acoplada a la generacién de ATP (Moynihan y col. 1995). En las
variedades de avena estudiadas en este trabajo, se encontrd que en condiciones de frio la
tasa de consumo de oxigeno fue practicamente el doble en la variedad Tolerante.
Ademas, aunque la distribucion porcentual entre las vias citocromo y alternativa fue muy
similar en Ias’dos variedades, los valores absolutos de la respiracién por ambas vias
fueron muy superiores en la variedad Tolerante (Tabla 17). Este aumento de calor podria
contrarestar el efecto del frio sobre la integridad de la membrana mitocondrial, ayudando
a la mantencion de su fluidez y a la actividad de las enzimas respiratorias (Moynihan y
col. 1995).
i

De esta manera, al mantener una tasa de respiracidn superior, la variedad

Tolerante genera mas calor lo cual puede influir sobre las reacciones metabolicas

facilitando la germinacion acelerada respecto a la variedad Susceptible.

4.8 Discusion general

El objetivo general de esta tesis fue determinar si existian diferencias fisiologicas en la
respuesta de tolerancia al frio entre dos variedadés de una misma especie, que presentan
una respuesta diferencial y contrastante al frio durante la germinacién, y comparar sus
comportamientos fisiologicos con el descrito para otras etapas del ciclo de vida de la
planta Se trabajé con dos variedades de una misma especie, esto es genotipos
estrechamente relacionados, con el objeto de disminuir las fuentes potenciales de

variacion genética (Bazzaz y Wayne 1994) respecto a la comparacion entre dos especies.
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Se ha demostrado que existen variedades con diversos grados de resistencia al frio en
avena (Alberdi y col. 1993), cebada (Rizza y col. 1994, Bridger y col. 1995) y trigo
(Bridger y col. 1995), aunque pocos datos bioquimicos y moleculares permiten explicar
esta variabilidad (Murelli y col. 1995). Se estudié la germinacion debido a que existe un
gran interés respecto a la capacidad de tolerancia al frio en especies cuitivadas en esta
etapa del ciclo de vida, pero a la vez hay carencia de conocimiento fisiolégico sobre los
mecanismos de tolerancia del embrién (Sakai y Larcher 1987, Hallgreen y Oquist 1990,
Del’Aquila y Spada 1994). Se estudiaron dos variedades de avena porque los
mecanisinos fisiolégicos de tolerancia al fiio son relativamente conocidos para otras
etapas del ciclo de vida de esta especie (Alberdi y col. 1993, Livingston 1991, Webb y
col. 1994, Uemura y Steponkus 1994).

La comparacién de los mecanismos fisiologicos descritos para las fases de
plantula y planta adulta permitian una primera aproximacién experimental al problema. Si
algunos mecanismos inducidos por el frio corresponden a una respuesta general a estrés
(Taiz y Zeiger 1991), se podria esperar que los mismos mecanismos de tolerancia se
expresen en distintas fases del desarrollo de una planta. Recientemente sin embargo,
Nilsen y Ocurtt (1996) concluyeron que, pese a que numerosos cambios metabdlicos son
similares, un cambio en la misma direccién no significa necesariamente proteccién
cruzada al estrés. Esto permite suponer ambitos de modificaciones particulares frente a
un estrés dado.

En concordancia con los mecanismos de tolerancia descritos para el estado de

plantula por Alberdi y col. (1993), se esperaba que en condiciones de estrés de frio los
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embriones de la variedad Tolerante acumularian mayor cantidad de solutos compatibles y

presentarian mayor GI de los 4cidos grasos. Estas respuestas se midieron en la etapa de
: aparicion de la coleorriza, porque los cambios que permitiran en ultima instancia la

emergencia y elongacioén de la coleorriza ocurrirfan en la fase II (Come y Corbineau

1989, Bradford 1990, Bewley y Black 1994).

Los resultados mostraron que:

a) Entre las siete variedades evaluadas se determinaron la mas  Tolerante

(OT220xOMIHI) y la mas Susceptible (América) al frio durante la germinacidn. Estas

variedades fueron las mismas clasificadas como tolerante y susceptible por Alberdi y col.

(1993) para el estado de plantula. )

b) No hubo correlacion entre la tolerancia ai frio y la tolerancia al congelamiento medida

por el TLso en las etapas de coleorriza y de radicula. En la etapa de imbibicion la

tolerancia al congelamiento fue alta en ambas variedades. Como ya se discutio, la fase de

la elongacion del embridén es la mas sensible al congelamiento y no se ha descrito

diferenciacion entre genotipos de la misma especie (Fuller y Eagles 1978).

c) Ambas variedades tuvieron el mismo patrén de acumulacion de solutos
crioprotectores: en la etapa de colgorriza se acumularon aziicares solubles y en la etapa
de radicula se acumularon prolina y fructanos en respuesta a los tratamientos de 10 y
3°C. La variedad Tolerante se diferencié al acumular mas fructanos en la etapa de
coleorriza y més sacarosa en la fase de radicula frente al frio. Esto no representa una
diferenfsia clara en la acumulacién a favor de la variedad Tolerante. Ademés, no hubo

correlacion entre la acumulacion de solutos compatibles y el TLs.
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d) La tasa de consumo de oxigeno a 3°C de los embriones intactos la variedad Tolerante
superd casi en un 100% la tasa medida para la variedad Susceptible desde el periodo
previo a la aparicion de la coleorriza. No hubo diferencias entre los aportes relativos de
las vias respiratorias,

e) No se detecté aumento de la fluidez de las membranas microsomales embrionarias en
ninguna de las dos variedades cuando se expusieron a las temperaturas bajas. No se
detect6 alteracidn de la distribucién de los acidos grasos ni del GL

f) Se constatd menor lipoperoxidacién y mayor proteccioén antioxidante en la variedad
Tolerante en respuesta al estrés de fiio.

Ademés, en un ensayo preliminar no se detecté un cambio en el patrén
electroforético asociado a la presencia de proteinas en respuesta al frio en ninguna de las
dos variedades en los Estados 3 y 4. Dell"Aquila y Spada (1994) analizaron la sintesis de
novo en embriones de trigo 5 dias luego de la imbibicién a 5°C, utilizando electroforesis
2-D con metionina $*. Estos autores no detectaron péptidos especificos sintetizados en
respuesta al frio y concluyeron que la imbibicion a 5°C puede ser tolerada por las semillas
sin la expresion de nuevas proteinas especificas, sugiriendo por tltimo, que un
mecanismo regulador efectivo sobre un amplio rango de proteinas normales seria
responsable de la tolerancia al frio durante la germinacion.

Estos resultados sugieren por una parte, que mis que un sélo mecanismo, la
respuesta de tolerancia al frio durante la germinacion dependeria de las contribuciones
parciales de-un conjunto de mecanismos. Thomas y James (19§3), Livingston y col.

(1989) y Livingston (1991) sugieren lo mismo, en particular para la avena (Livingston
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1991, Uemura y Steponkus 1994), especie en la cual no esti claramente definido el
mecanismo fisiologico de respuesta de tolerancia entre variedades con distinta
susceptibilidad al fiio. Por otra parte, la tolerancia al frio durante la germinacién podria
depender del metabolismo basal de cada variedad en el periodo pre-germinativo y se
puede sugerir que una variedad metabolicamente mas activa genera mas energia y por
endé un mejor estado fisiologico que podria acelerar su germinacion, independientemente
de otras respuestas fisiologicas. La tasa metabdlica es uno de los aspectos que mayor
atencion ha recibido en la literatura reciente de tolerancia al fiio en la germinacién y se ha
propuesto como limitante de la germinacién (Dahal y col. 1996), entre otros, porque se
supone que la respuesta de acumulacién de solutos compatibles requiere energia (Raven
1985). También se ha sugerido la participacién de aspectos anatémicos en la tolerancia al
frio como la dureza del tejido que rodea al embrion (Dahal y col. 1990, Bradford 1990,
Welbaum y Bradford 1990).

Cuando se comparan estas respuestas embrionarias de la avena con las obtenidas
para plantulas de esta misma especie, se tiene que:
a) No hay concordancia entre la respuesta de TLs; durante la germinacion y otras etapas
del ciclo de vida de la avena, El TLs se considera un indicador eficiente de tolerancia al
congelamiento y es efectivo en la fase de plantula y planta adulta y en cultivos celulares
en gramineas y otras especies cultivadas (ver seccién 4.3).
b) el patron de acumulacion de solutos compatibles es similar entre embriones y plantulas

de avena. En ambas variedades ocurrié acumulacién de prolina en el embrion, pero ésta

fue superior en la Susceptible, lo mismo que en la plantula (Alberdi y col. 1993). Los
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aziicares solubles se acumularon en respuesta al frio en los embriones de las dos
variedades s6lo en el estado de coleorriza y con mayor intensidad en la Tolerante,
coincidiendo con lo descrito en el estado de plantula (Livingston 1991, Alberdi y col.
1993). En el estado de radicula, en cambio, no se constaté acumulacion en el tratamiento
de baja temperatura, contraponiéndose a lo encontrado en la fase de plantula.

c) El éomportanliento de la proporcion de 4cidos grasos insaturados es diferente entre
embriones y plantulas. En los embriones esta proporcién se mantuvo frente al tratamiento
de frio en ambas variedades. En contraste, para las plantulas de la variedad Tolerante se
ha descrito un aumento de la proporcién de acidos grasos insaturados, que determina un
incremento del grado de insaturacién en las hojas (Alberdi y col. 1993). Es importante
considerar que en plantas de avena, Uemura y Steponkus (1994) no detectaron
diferencias importantes de la distribucion porcentual de acidos grasos entre una variedad
de invierno y una de primavera luego de cuatro semanas a 2°C. Esto puede indicar que
este rasgo en la avena no es tan sensible al frio como el descrito para el centeno, trigo o
cebada.

d) Respecto a la fluidez de las membranas no se encontraron diferencias entre los
embriones de las variedades Tolerante y Susceptible. Aunque no hay informacién sobre la
fluidez de membrana en plantulas de avena, en otra graminea, D. glomerata, las
diferencias en fluidez de la membrana en respuesta al tratamiento fileron escasas pero
detectables (Yoshida 1984).

e) En relacion a la tasa respiratoria, en embriones Tolerantes de avena sometidos a baja

temperatura el consumo de oxigeno fire el doble del consumo de la variedad Susceptible.
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No existen datos sobre la tasa respiratoria en plantulas de avena sometidas a frio, pero en
plantulas de trigo y centeno, también se ha descrito una mayor tasa de respiracién en las
variedades tolerantes en respuesta al frio (Hurry y col. 1992, 1996).

g) No se encontrd informacion respecto al estrés oxidativo en plantulas de avena. En otra
graminea, Zea mays, las plantulas tolerantes al fiio tuvieron menor lipoperoxidacion y
mayor actividad catalasa (Zhang y col. 1995). La respuesta de los embriones de avena de
la variedad Tolerante coincide con lo detectado en plantulas de maiz.

En consecuencia, los resultados de esta tesis documentan que la tolerancia al frio
durante la germinacién determinada a través del uso de indicadores de tiempo (Ti, T50,
CV, IG) se asocia con algunos parametros fisiologicos, tales como la tasa respiratoria y la
respuesta al estrés oxidativo, de la misma forma que en el estado de plantula. Los
parémetros TLsp, grado de insaturacion de los dcidos grasos y fluidez de las membranas
en cambio, no tuvieron correlacién con la tolerancia al fifo durante la germinacién y por
lo tanto difieren respecto al estado de plantula. Aunque se detecté acumulacién de
solutos compatibles, no existi6é una relacion evidente entre este pardmetro y la tolerancia
al frio.

Es importante considerar que no siempre se ha descrito una relacién dentre TLso y
acumulacién de solutos crioprotectores, haciéndose énfasis en la distribucién de los
solutos més que en el contenido absoluto. El embrion de las gramineas es
morfoldgicamente complejo y tiene un alto grado de diferenciacién (Esau 1977), y es
probable que algunos tejidos requieran de mayor crioproteccion durante la emergencia en

frio. Se puede sugerir entonces la existencia de compartimentacién tisular de los solutos
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compatibles durante la germinacion a bajas temperaturas. En cuanto a la carencia de
respuesta de la fluidez de membrana en la variedad Tolerante frente al frio, es necesario
considerar que ain cuando la fluidez de la fraccion microsomal es sensible a los
tratamientos de bajas temperaturas, los diferencias de composicion de los distintos tipos
de membrana pueden reflejar reacciones diferenciales en cada tipo, es mas, dentro de un
mismo tipo de membrana diferentes dominios pueden presentar cambios heterogéneos de
la fluidez (Nilsen y Orcutt 1996).

Se puede concluir que los indicadores de tolerancia al estrés de frio durante la
germinacién no coinciden con los parametros fisioldgicos de tolerancia. El concepto de
tolerancia al frio durante la germinacion de especies cultivadas involucra la variable
temporal. En agronomia se considera que una planta que germina mas rapido puede
acceder antes a la fase de plantula que se sabe es mas tolerante al frio y al congelamiento.
Desde el punto de vista de las poblaciones naturales, un planta que germina antes puede
tener mayor probabilidad de acceso a nutrientes, agua o luz en su microambiente, Por
otro lado, una especie que germina més tarde como aquellas que presentan latencia,
puede considerarse mas tolerante debido a que pospone su germinacién para una
condicion ambiental mas favorable. En las gramineas cultivadas la latencia es secundaria,
se gatilla por temperaturas superiores a los 20°C y se supera con temperaturas bajas
(Bewley y Black 1994). Esto significa que la condicién de germinacién tardia podria
corresponder mas bien a una menor tasa metabdlica.

Los embriones de ambas variedades de avena tienen la capacidad de desarrollar

una respuesta de tolerancia al fiio durante la germinacién. Esta capacidad se deberia a un
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conjunto de mecanismos que se podria expresar en forma diferencial explicando las
diferencias en la cinética de germinacién. Al mismo tiempo, otros mecanismos como la
tasa de respiracion y la capacidad de reducir el estrés oxtdativo parecen conferir mayor
tolerancia a la variedad OT220xOMIHI, mas que los mecanismos propuestos
inicialmente. De: este trabajo queda claro que algunas respuestas de-tolerancia al frio son
comunes para diferentes etapas del ciclo de vida de la planta, mientras que otras
respuestas no lo son. Si la ausencia de algunas de las respuestas de tolerancia al frio
durante la germinacion corresponde a la incapacidad de la planta para su expresion, a la
presencia de respuestas diferentes o bien no se lograron los niveles de estrés necesarios
para su manifestacion, es un tema que debe resolverse a posteriori. Ademés: es
dificultoso extrapolar una respuesta general a partir de un sélo caso. Por ultimo, debe
enfatizarse que las siete variedades de avena investigadas tuvieron la capacidad de
germinar a bajas temperaturas difiriendo en la velocidad del proceso. Recientemente se ha
sefialado que la respuesta al estrés de frio es compleja y multifactorial (Nishida y Murata
1996). No existe sélo un mecanismo fisiologico involucrado en la respuesta y el grado de
expresion de cada mecanismo puede variar con el estado de desarrollo. Nishida y Murata
(1996) enfatizan que el grado de susceptibilidad al estrés de fiio depende de la etapa del

ciclo de vida, destacando que la germinacion temprana es una de las etapas mas sensibles

y los mecanismos de tolerancia son los menos conocidos.




5 CONCLUSIONES

- Las variedades de Avena sativa difieren en su capacidad de tolerar las temperaturas
bajas durante la germinacion. Las dos variedades mas contrastantes se definieron como
Tolerante (OT220xOMIHI) y Susceptible (América) al frio durante la germinacién,'de
acuerdo a indicadores que consideran la velocidad de emergencia del embridn. Las
mismas variedades habian sido descritas como tales en el estado de plantula.

- No existio correlacién entre la tolerancia al fifo durante la germinacién medida por
estos indicadores y la tolerancia al congelamiento medida como la temperatura letal para
la mitad de la poblacidn de semillas. |

- La acumulacién de solutos compatibles tuvo una tendencia similar en ambas variedades
expuestas a tratamientos de baja temperatura, por lo tanto, no se detect una asociacion
evidente entre la tolerancia al frio y la crioproteccion por solutos.

- No se detectaron diferencias en la fluidez y composicién porcentual de 4cidos grasos de
las membranas celulares entre las variedades expuestas a tratamientos de baja
temperatura. Esto es, que ambos rasgos no se correlacionaron con la tolerancia al frio
durante la emergencia embrionaria.

- La tolerancia al frio durante la germinacién se correlaciond con menor dafio por
lipoperoxidacién y con mayor actividad catalasa.

- Se detectd correlacion positiva entre la tolerancia al frio durante la germinacion v la tasa

de consumo de oxigeno de embriones intactos a 3°C. El consumo de la variedad
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Tolerante fue el doble del consumo de la Susceptible desde la pre-germinacién. La

contribucion de la oxidasa alternativa fue entre un 10 y un 20% en ambas variedades.

Conclusion general

La mayor tolerancia al frio durante la germinacién de 4. safiva medida a través de
indicadores de la velocidad de germinacion, estaria asociada a la mayor tasa respiratoria y
a menor dafio por estrés oxidativo, mas que a la acumulacién de solutos crioprotectores o
a un cambio en las propiedades y composicién de las membranas. Los embriones de A.
sativa pueden desarrollar respuesta de tolerancia al frio, no obstante, solo algunos de los
parametros fisioldgicos que caracterizan de tolerancia al frio en etapas posteriores del

ciclo de vida de Ia planta son comunes a los estados tempranos de la ontogenia.
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