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La germination es un proceso fisiologico que incorpora aquellos eventos que™_
comienzan con la absorcion de agua por parte de la semilla y acaban con la
elongacion del eje embrionario y la protrusion de la radicula (Bewley 1997).
Durante este proceso, se produce una activacion del metabolismo, incluyendo la
produccion especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales, siempre que su
generacion esté bien regulada, parecen ser beneficiosa para la germinacion (Bailly
et al. 2008).

Para regular la produccion de las ROS, las plantas disponen de mecanismos de
defensa antioxidantes, que incluye antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos.
Entre las enzimas mas importantes, se incluyen catalasa, peroxidasas (POXs) vy la
ascorbato peroxidasa (APX), para eliminar H,0, (agua oxigenada) y las superoxido
dismutasas (SODs) para eliminar radicales superdxido (O,").

= El H,0, se ha empleado para la estimulacion de la germinacion de muchas especies
vegetales como la cebada, espinaca o guisante (Fontaine et al., 1994; Katzman et
al., 2001; Barba-Espin et al 2010).

El efecto positivo del H,0, para la germinacion puede ser debido a diferentes
factores:

1.- El metabolismo del H,0, genera O,, disponible para la respiracion mitocondrial
(Katzman et al. 2001).

2.- Puede favorecer la aparicion de grietas en las semillas duras (Chen et al., 1994).
3.- Puede contribuir a oxidar compuestos que inhiben la germinacion(Ogawa et al.,
2001).

4.- Disminuir los niveles endogenos de la hormona ABA (que inhibe Ia
germinacion) (Wang et al 1998; Barba-Espin et al., 2010).

5.- Induccion de proteinas que estimulan el crecimiento vegetal (Barba-Espin et al.,
2010, 2011).

En este trabajo, se ha estudiado el efecto de diferentes concentraciones de H,O,
sobre la germinacion y el el crecimiento temprano de semillas de meldn, y se
estudio, posteriormente, el efecto en los niveles de algunas enzimas que eliminan
H,0,y O, (catalasa, POXs, APX y SOD.
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Se utilizaron semillas de meldn hibrido de la variedad EDECOS (Peru) (Seminis,
Barcelona).

En los experimentos con semillas peladas (E1), estas se incubaron en presencia de
20 mM H,O, durante 1 hora. En los experimentos con semillas completas (E2),
éstas se imbibieron con agua destilada o con H,0, (1 y 50 mM) durante 24 h.
Posteriormente, las semillas se lavaron con agua y se colocaron en placas Pettri
con papel humedecido en agua destilada y se incubaron a 252C hasta 72 horas.
Pasado este tiempo, las plantulas se pesaron y midieron.

Para la preparacion de los extractos crudos, la extraccion se realizé en bano de
hielo tal y como describieron Barba-Espin et al., (2010). La determinacion de las
enzimas catalasa, POX, APX y SOD se llevo a cabo en un espectrofotometro (V-UV
Shimadzu) segun se describe en Barba-Espin et al (2010). Las proteinas se
determinaron segun el método de Bradford (1975).

La separacion de las diferentes SODs y POXs vy su tincion se realizé por
electroforesis en condiciones nativas como se describe en Hernandez et al (2001).
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Tabla 1.- Efecto del H,0, 20 mM sobre las enzimas antioxidantes de plantulas de

H,0, POX CAT SOD APX
(mM) El H,0, 20 mM reduce la
: ; actividad de las enzimas que
Unidades / mg Proteinas lo metabolizan.
0 5,69 0,32 8,51 1,12 <
20 3,51 0,12 8,67 0,87
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Concentraciones bajas D
H,0, (1 mM) producian un

a ligera estimulacion en el
crecimiento de las
plantulas (10% en
longitud), mientras que
concentraciones altas (50
mM) provocaban una
reduccion del crecimiento
(un 20% tanto en peso

como en longitud). /

1las de meldn
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H,0, POX CAT SOD APX Bajas concentraciones de H,0, reduce Ias\
(mM) actividades CAT y APX y aumenta la SOD.
Altas concentraciones (50 mM) también

| disminuye las actividades POX y APX pero
0 12,14 0,15 50,62 2.2 inhibe la actividad SOD en un 33%.
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Unidades / mg Proteinas

1 4,72 0,14 62,68 1,47

50 4,33 0,17 33,81 1,58
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Las plantulas de melon presentan una
Mn-S0OD y tres Cu-Zn-SOD, que tienen
una resistencia parcial al KCN.
Presentan al menos 6 bandas de
actividad POX, una de Ilas cuales
desaparece en muestras tratadas con

el HZOZ /
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Fig. 3. Separacion
diferentes isoenzimas de
POX de plantulas de melg

TV | & ' | . | .
» ,:.'W CONC’L U SION ES . geles nativos de m?lam

SODt POX

La imbibicion de semillas de meldn con H,0, estimula el crecimiento temprano de las plantulas.
Este efecto era mas evidente en semillas desprovistas de la cubierta. En semillas completas,
bajos niveles de H,0, estimulaban el crecimiento, mientras que niveles mas elevados lo
reducian.

El H,0, a una concentracion de 20 mM reducia la actividad de las enzimas POX, CAT y APX. Estas
enzimas eliminan H,0,. Esto quiere decir que este tratamiento haria que el H,0, se pudiera
acumular de una forma controlada en las plantulas de meldn y podria explicar el efecto positivo
sobre el crecimiento, tal y como se ha descrito en otras especies vegetales (Barba-Espin et al.,
2010).

En semillas completas, bajas concentraciones de H,0, (1 mM) producia un descenso de las
enzimas CAT y APX (eliminadoras de H,0,) y aumentaba la SOD (generadora de H,0,). En estas
plantas podria acumularse el H,0, debido a una menor capacidad para eliminarlo y a una mayor
capacidad para generarlo. Sin embargo, a altas concentraciones (50 mM) también disminuyen las
actividades de la POX y del APX pero inhibe la actividad del SOD en un 33%. En este caso, las
plantulas acumularian menos H202 debido a la inhibicién de la SOD.

El analisis mediante electroforesis en geles de poliacrilamida reveld que las plantulas de melén
presentaban 4 isoenzimas con actividad SOD: una Mn-SOD (resistente a KCN y a H,0,) y tres
Cu,Zn-SODs, denominadas I, Il y lll en orden de movilidad electroforética creciente. Las
isoenzimas Cu,Zn-SOD sor inhibidas por KCN y por H,0,. Sin embargo, las de meldn presentaban
una resistencia parcial al KNC. Probablemente sea necesaria una mayor concentracion de KCN o
un mayor tiempo de incubacion para inhibirlas totalmente. El descenso observado en la
actividad SOD por efecto del H,0, 50 mM era evidente en los geles, ya que se observo una
tincion menos intensa de las Cu,Zn-SODs.

Como conclusion general, podemos decir que el pre-tratamiento de semillas con H,0, puede
estimular la germinacion y el crecimiento temprano de las plantulas. Por lo tanto, se puede
conseguir una vigorizacion de las mismas. Esta técnica tiene implicaciones practicas en viveros,
con el fin de mejorar el crecimiento y desarrollo de especies de interés agronémico.
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