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RESUMEN

El cambio climatico planetario representa uno de los mayores desafios del ser humano,
tanto por las repercusiones socio-econémicas, como por ser, en gran medida,
responsable del mismo. El exceso de lluvias, sequias prolongadas y heladas extremas
son algunas de las consecuencias del cambio climatico. Las desviaciones extremas
de temperatura se han agudizado en los ultimos afios, que han provocado enormes
pérdidas econOmicas en la agricultura, asi como alteraciones graves en los
ecosistemas de todo el mundo. Las plantas son las que sufren en mayor medida estos
cambios por ser sésiles. Variaciones drasticas en la temperatura, en particular las
bajas temperaturas extremas, afectan su viabilidad y comprometen su supervivencia
ya que a temperaturas de congelacion el agua contenida en las células forma cristales
gue dafian las membranas celulares. Para sobrevivir deben adaptar su fisiologia. Para
plantas de interés agrondémico, las temperaturas de congelacién repercuten en la
productividad y calidad del producto. La expectativa de utilizar cultivos resistentes a
bajas temperaturas se basa en las posibilidades de manipular las respuestas naturales
de las plantas a esas temperaturas. Un proceso clave en esta respuesta es la
capacidad germinativa de la planta. Cada planta posee una temperatura 6ptima de
germinaciéon. En el presente trabajo, se compara la respuesta de germinacion ante
temperaturas de congelacion y ultracongelacion de semillas de plantas pertenecientes
a la familia Brassicaceae: berro, mostaza y el modelo vegetal mas estudiado,
Arabidopsis thaliana. Descubrimos una correlacion de resistencia a este estés abiotico

con el origen geografico de las plantas estudiadas.

Palabras clave: Cambio climatico, temperatura, germinacion, Brassicaceae.
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ABSTRACT

Planetary climate change represents one of the greatest challenges for humanity, because of
its social and economic repercussions, and for being, to a large extent, responsible for it.
Excessive rains, prolonged droughts and extreme frosts are some of the consequences of
climate change. Extreme temperature deviations have worsened in recent years, which have
caused huge economic losses in agriculture, as well as serious changes in ecosystems around
the world. Plants are the ones that suffer most from these changes because they are sessile.
Drastic variations in temperature, in particular the low extreme temperatures, affect its viability
and compromise its survival since at freezing temperatures the water contained in the cells
forms crystals that damage cell membranes. To survive they must adapt their physiology. For
plants of agronomic interest, freezing temperatures have an impact on productivity and product
quality. The expectation of using crops resistant to low temperatures is based on the
possibilities of manipulating the natural responses of plants to those temperatures. A key
process in this response is the germination capacity of the plant. Each plant has an optimal
germination temperature. In this paper, the germination response is compared to freezing and
deep-freezing temperatures of seeds from plants belonging to the Brassicaceae family:
watercress, mustard and the most studied plant model, Arabidopsis thaliana. We discovered a
correlation of resistance to freezing temperatures with the geographical origin of the studied

plants.

Keywords: Climate change, temperature, germination, Brassicaceae.
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INTRODUCCION

La evolucion biologica es el conjunto de cambios en caracteres fenotipicos y genéticos
de poblaciones biologicas a través de generaciones. Dicho proceso ha originado la
diversidad de formas de vida que existen sobre la tierra a partir de un antepasado
comun. Los procesos evolutivos han producido la biodiversidad en cada nivel de la
organizacion biologica, incluyendo los de poblacion, especie, organismos individuales

y molecular; asi toda la vida de la tierra procede de un antepasado comun.

Una teoria que dio origen al término de la evolucion tal y como la conocemos hoy es
la teoria de Lamarck, naturalista francés nacido en el afio de 1744. En su época se
sostenia que Dios creaba directamente las especies, mientras que Lamarck defendia
que Dios creaba la naturaleza y ésta daba lugar a las especies debido a su tendencia
natural hacia la complejidad y a las adaptaciones causadas por las variaciones

ambientales.

Esta es la primera teoria que presenta una estructura clara y coherente sobre la
transformacién, admite la existencia de la evolucion de las especies a través del tiempo
gue va de formas menos complejas a mas complejas y trata de darle una explicacion

racional, aunque resultara equivocada.

En su teoria, los seres vivos conocidos se organizan de lo simple a lo complejo y cada
escaldn representaba un nivel superior de organizacion de manera lineal. Asi, las
especies mas antiguas eran simples, mientras que las mas recientes eran mas

complejas y parecidas a las actuales.

En sintesis, la teoria de Lamarck trataba los siguientes puntos:

e El sentido de la transformacion evolutiva va de las especies mas sencillas,

formadas por generacion espontanea, a las mas complejas.
I —
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e Tendencia natural hacia la complejidad.

e Las variaciones de las condiciones del medio ambiente provocan cambios en
las funciones vitales de los seres vivos, lo cual conlleva que unos 6rganos se
desarrollen y otros se atrofien. Es decir, las variaciones medioambientales
causan las adaptaciones de los organismos.

e Desarrollo de adaptacion al medio, con la idea de que “la funcion crea al
organo”.

e Las modificaciones adquiridas por los organismos durante su vida, en su

adaptacion al medio, se transmiten a los descendientes.

Cuando Lamarck dio a conocer su teoria no fue aceptada por todos los naturalistas de
Su época, insistiendo que las especies habian sido creadas de manera independiente

y que eran inmutables.

Charles Darwin, naturalista britAnico que no estaba de acuerdo con la teoria
lamarckiana de la evolucion por carecer de pruebas suficientemente concluyentes,
hizo que en 1831 se embarcara en un viaje de exploracion y descubrimientos alrededor
del mundo que duré 5 afios. Durante este tiempo recolectd enormes cantidades de
materiales, haciendo observaciones de la vida natural, lo cual lo llevaron a escribir el
libro “El origen de las especies” en la década de 1850. En él propuso que las especies
tienen descendencia con modificaciones (evolucién) y que todos los seres vivos

pueden rastrear su ascendencia a un antepasado coman.

Darwin propuso que las especies cambian con el tiempo, que las nuevas especies
provienen de especies preexistentes y que todas las especies comparten un ancestro
comun. En este modelo cada especie tiene su propio conjunto de diferencias
heredables en relacibn con su ancestro comun, las cuales se han acumulado
gradualmente durante periodos de tiempo muy largos, refiriéendose a este proceso, en
el que los grupos de organismos cambian en sus caracteristicas heredables a lo largo

de generaciones, como “descendencia con modificaciones”.
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Darwin no solo propuso que los organismos evolucionaban si no también un
mecanismo para la evolucion: la seleccion natural. Este mecanismo podia explicar
como podian evolucionar las poblaciones, tener descendencia modificada, de tal
manera que se hacian mas adecuadas para vivir en sus entornos con el paso del

tiempo. Este concepto lo sustentd en varias observaciones, tales como:

e Los rasgos a menudo son heredados pasando de los padres a los hijos.

e Se produce mas descendencia de la que puede sobrevivir por lo que existe una
competencia por los recursos limitados en cada generacion.

e La descendencia varia en sus rasgos heredables, teniendo ligeros cambios

entre si los cuales seran heredados.

Basado en estas observaciones, Darwin concluyé que: en una poblacién algunos
individuos tendrian rasgos heredables que les ayudarian a sobrevivir y reproducirse,
habiendo individuos con rasgos mas ventajosos los cuales dejaran una mayor
descendencia, dado que sus rasgos los hace mas efectivos para la supervivencia y la
reproduccion; de esta manera, los rasgos mas ventajosos tenderan a volverse mas
comunes en la poblacién de la siguiente generacion y en el transcurso de varias
generaciones, la poblacion se adaptara mejor a su entorno, manteniéndose estos
rasgos por procesos de seleccion natural dependientes del ambiente, favoreciendo de
esta manera los rasgos mas benéficos para la supervivencia de los organismos en un

ambiente especifico, teniendo una mejor “adaptacion” a dicho ambiente.

1.1. Adaptaciéon

La teoria de Darwin sobre la evolucion por seleccion natural estaba destinada a
resolver, a la vez, el problema del origen de la variabilidad y el problema del origen de

la adaptacion.

El punto de vista actual sobre la adaptacion es que el ambiente plantea ciertos

“‘problemas” que los organismos necesitan “resolver”, y que la evolucién a través de la

]
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seleccién natural constituye el mecanismo para crear dichas soluciones. La adaptaciéon
es el proceso del cambio evolutivo mediante el cual el organismo procura una

“solucién” al “problema” cada vez mejor, siendo el resultado final la adaptacion.

Hay una constante interaccion entre el organismo y el medio; por lo cual, aunque la
seleccion natural pueda estar adaptando al organismo a una serie concreta de
circunstancias ambientales, la evolucion del propio organismo cambia dichas
circunstancias. Finalmente, los mismos organismos determinan qué factores externos
formaran parte de su nicho mediante sus propias actividades. El nicho ecolégico es
una descripcion pluridimensional del ambiente en su conjunto y del medio de vida de
un organismo. En esa descripcion entran factores fisicos, como temperatura y
humedad; factores bioldgicos, como naturaleza y cantidad de recursos alimenticios y

namero de depredadores.

La teoria de Van Valen expone que el ambiente esta constantemente degradandose
con respecto a los organismos existentes, por lo que la seleccion natural actia
esencialmente capacitando a los organismos para mantener su estado de adaptacion.,
en otras palabras, la seleccién natural, cuando actlda durante largo tiempo, no parece
mejorar la probabilidad de supervivencia de la especie sino simplemente la capacita

para “seguir la pista” de él, o hacer frente al constante cambio ambiental.

Los bidlogos expertos en evolucidbn suponen que cada uno de los aspectos
morfologicos, fisioldgicos y etoldgicos de un organismo ha sido moldeado por seleccion

natural como solucién a un problema de estrés planteado por el ambiente.

1.2. Estrés ambiental

Podemos definir el estrés como cualquier tipo de situacion ambiental adversa que

afecte al organismo.

A todo ser vivo, las condiciones adversas les exigen una serie de cambios fisiolégicos
con el unico fin de mantenerse con vida. En el campo agricola este estrés conlleva a
una disminucion en la cantidad y calidad de la produccion.

]
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El estrés se identifica como una desviacion significativa de las condiciones 6ptimas
para la vida. Dichas condiciones ocasionan cambios en todos los niveles funcionales
de los organismos. El estrés se refiere a los cambios ambientales que alteran al estado

fisiolégico de las plantas (Larcher, 1995).

El estrés es el conjunto de respuestas bioquimicas o fisioldgicas que definen un estado

particular del organismo diferente al observado bajo un rango de condiciones Optimas.
El estrés se puede dividir en dos clases:

Bidticos: que pueden ser producidos por competencia de otras plantas por el agua y

los nutrientes, dafios provocados por los herbivoros, patégenos, etc.

Abidticos: en estos se distinguen dos tipos. 1) fisicos, tales como altas y bajas
temperaturas, sequia, inundaciones, etc. 2) Quimicos, tales como pesticidas,

salinidad, pH, etc.

Se define la resistencia al estrés como la capacidad de un organismo para resistir,
evitar y escapar a los estimulos ambientales negativos o poder permanecer bajo un
estado particular de estrés sin que su fenotipo se vea modificado de manera

significativa.

Una caracteristica del desarrollo de las plantas es su plasticidad fenotipica. Esta
plasticidad le confiere adaptabilidad a un medio ambiente espacial y temporalmente
heterogéneo. Las plantas por ser sésiles, estan sujetas a estimulos biéticos y abiéticos
siempre cambiantes. Un estimulo abidtico esencial para su supervivencia es la
temperatura. En el mundo actual, las temperaturas se extreman afio con afo y esto
conlleva efectos graves en la supervivencia y productividad de plantas importantes
para la ecologia y para el consumo humano. Por estas razones es imperativo entender

los mecanismos de las plantas que nos permitan hacer frente a estos efectos adversos.

En plantas, un objetivo fundamental relacionado a su evolucion, ecologia y
biotecnologia es saber en qué grado la variacion en caracteres podrian ser heredables,
porque la herencia determina el potencial y capacidad adaptativos a medio ambientes
cambiantes. Una habilidad particularmente importante de las plantas es la plasticidad

fenotipica, esto es la habilidad genotipica de expresar diferentes fenotipos en distintos
I —
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ambientes. Esta caracteristica es esencial para organismos sésiles como las plantas,
que deben adaptarse a un medio ambiente espacial y temporalmente heterogéneo.
Muchos caracteres complejos de importancia ecoldgica y biotecnolégica como tiempo
de floracién, produccion y resistencia a sequia y heladas, se ha considerado que son
el producto de la interaccion de multiples genes. Sin embargo, investigaciones
recientes han revelado que la variacién de algunos caracteres heredables podria ser
causada por variacion epigenética. Por mas de cinco décadas, se ha considerado
como Unica fuente de evolucion a los cambios de secuencia nucleotidica en el ADN de
un organismo. Sin embargo, recientemente se han descubierto mecanismos
moleculares que implican modificaciones quimicas en la cromatina que no alteran la
secuencia de bases del ADN, pero que si influencian un caracter o fenotipo en un ser
vivo suprimiendo o estimulando la expresion o actividad de un gene; a esto se le
conoce como epigénesis (Wu 2001). En plantas se han reportado numerosos procesos
relacionados al desarrollo en los que se ha podido demostrar que son modulados por
modificaciones epigenéticas. Entre estos procesos se encuentran la floracion, tamafio
radicular, simetria foliar, generacion de semillas y, de particular interés al presente

proyecto, la germinacion.

El desarrollo en plantas es plastico y fuertemente influenciado por factores biéticos y
abidticos. Las plantas requieren de una interaccion especifica entre programas de
desarrollo y rutas de sefializacién provenientes de estimulos externos que han de ser

coordinadas a nivel de la organizacion cromatinica.

Las plantas emplean las estrategias de regulacién epigenética para mantener su
plasticidad. Estos mecanismos les permiten una rapida adaptacibn a nuevas
condiciones sin necesidad de cambiar su secuencia de ADN.

]
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. Antecedentes

2.1. Las bajas temperaturas en el desarrollo de plantas

Un factor abiotico clave en el desarrollo de una planta es la temperatura. Toda planta
posee una temperatura Optima de crecimiento, floracién, generacion de semillas y
germinacion. Variaciones drasticas en la temperatura afecta su viabilidad y
compromete su supervivencia. Para productores de plantas de interés agronémico, las
variaciones en las condiciones climaticas extremas que se radicalizan afio con afo,
repercuten fuertemente en la productividad y en la calidad del producto. Las bajas
temperaturas son un factor importante que determina la distribucién geografica de las
especies y de los cultivos. Los dafios a los cultivos son cuantiosos; por ejemplo, se
estima que un descenso de 1°C en la temperatura promedio anual, provocaria una
disminucién del 40% en la cosecha mundial de arroz. La expectativa de utilizar cultivos
resistentes a bajas temperaturas en regiones de clima frio se basa en las posibilidades
de manipular las respuestas naturales de las plantas a esas temperaturas. En los
altimos afios se han realizado esfuerzos para conocer la forma en que las plantas
‘censan” el ambiente y responden a los cambios ambientales por la aplicacién
potencial de este conocimiento. Esto unido al uso de técnicas de ingenieria genética
permitiria proporcionar resistencia al frio a plantas sensibles. No cabe duda que, con
la aplicacion de estas nuevas y poderosas herramientas, en México seria posible
extender notablemente el area de cultivo de especies tropicales hacia zonas mas frias

y por otra parte se podria evitar o reducir el dafio a los cultivos causado por heladas.

Los principales aspectos que influyen en la sensibilidad de los vegetales al frio son la
especie, la edad, la historia previa y las condiciones ambientales (Olivares 1990). En
general, las plantulas muy jovenes y las semillas en germinacion son las mas
afectadas por las bajas temperaturas, mientras que las semillas dormantes son las

mas resistentes.

En el transcurso de la evolucion, las plantas adquirieron numerosos mecanismos de

supervivencia relacionados con el frio. Para sobrevivir a este estrés, las plantas usan
_______________________________________________________________________________________________________________|
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mecanismos de tolerancia que es la capacidad de resistir las alteraciones que
ocasiona el frio a través de mecanismos internos extremadamente complejos que

estan controlados por genes inducidos por las bajas temperaturas (Thomashow 1999).

Una de las estrategias de tolerancia es la aclimatacion al frio, proceso por el cual las
plantas aumentan su tolerancia al congelamiento después de ser expuestas a bajas
temperaturas por un periodo de tiempo. De hecho, se ha encontrado que plantas
expuestas a pequefios periodos de estrés térmico (altas o bajas temperaturas) pueden
posteriormente tolerar temperaturas que normalmente son letales (Sung 2003). Esta
tolerancia adquirida involucra cambios en la expresion genética que se traducen en

cambios cualitativos en el patron de proteinas sintetizadas.

En general, las plantas aclimatadas sobreviven con mayor cantidad de agua congelada
en sus tejidos; la resistencia a la congelacién depende, tanto de la capacidad de los
espacios extracelulares para controlar el volumen del cristal como de la capacidad del
protoplasto de resistir a la deshidratacién. Se ha observado que la aclimatacién al frio
esta correlacionada con una disminucién del potencial osmético y la estabilizacion de
las membranas contra el dafio por congelamiento (Palta 1993). El dafio a las
membranas se reduce al aumentar los acidos grasos insaturados que las constituyen.
La adquisicién de la tolerancia al congelamiento ocurre en un plazo de pocos dias, e
implica una rapida induccion y sintesis de proteinas protectoras, asi como de enzimas
responsables de la sintesis de azlcares tales como sacarosa, rafinosa y fructosa, que
evitan la formacioén de hielo intracelular al disminuir la temperatura de congelamiento

del agua.

Se han descrito varios mecanismos moleculares involucrados en la respuesta de
aclimatacion al frio (Thomashow 1999). En Arabidopsis thaliana las bajas temperaturas
inducen la sintesis de factores de transcripcién, como a DREB1, involucrado en la
induccion de los genes COR (cold-regulated genes). Aunque aun se desconoce la
funcidn precisa de las proteinas codificadas por los genes COR, se les considera parte
del grupo de las deshidrinas (Puhakainen 2004), y se ha podido demostrar que juegan
un rol relevante en la tolerancia a frio, especialmente COR47 en Arabidopsis thaliana
(Sung et al. 2003, Thomashow 2001, Lee 1999).

]
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2.2. Germinacion

La semilla corresponde al 6vulo maduro de las plantas con flores y consiste
fundamentalmente en una cubierta seminal, material de reserva y el embrién. La
cubierta seminal o testa, normalmente est4 formada por uno o dos integumentos, su
estructura es altamente variable pudiendo endurecerse con depdésitos de lignina o

cutina y fenoles, lo que puede hacerla extremadamente resistente y/o impermeable.

El tejido de reserva es el endospermo originado de los nucleos polares después de la
fertilizacion y queda formado por células triploides. EI embrién crece después de
fertilizado y termina constituyendo, con diversos grados de desarrollo segun la especie,

los apices caulinar y radical y uno o dos cotiledones.

La formacion de una semilla se inicia con el establecimiento de la polaridad conducente
a la aparicién de las zonas caulinar y radical, y pueden distinguirse cuatro etapas: 1)
la histodiferenciacion, con formacion de las primeras estructuras embrionarias 2) la
expansion celular y depdsito de reservas que implica una fuerte vacuolizacion; 3) la
maduraciéon con disminucion del metabolismo y sintesis del ARNm de proteinas LEA
(“last embriognesis abundant”) altamente hidrofilicas y 4) la adquisicion de la
dormancia (Vertucci & Farrant 1995). A partir de una semilla dormante se da la

germinacion.

El concepto de germinacion comprende a todos aquellos cambios que van desde el
inicio de la rehidratacion (imbibicién) de la semilla hasta el inicio del crecimiento de la
radicula que culmina con la ruptura de las envolturas seminales; esto se ajusta al
criterio botanico que considera germinada a las semillas cuando alguna parte del
embrion emerge de las envolturas. Los acontecimientos siguientes, que incluyen la
movilizacion de las reservas mayores, se asocian con el crecimiento de la plantula en

el proceso conocido como “emergencia” y que culmina en la fotoautotrofia.

]
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Se han descrito tres grandes etapas en la germinacion:

1) Rehidratacion o imbibicion: implica una rapida entrada inicial de agua debida al
elevado potencial matrico de las semillas y que genera un gran aumento de
volumen (entre 40 y 60%), lo que a su vez induce el lixiviado de solutos y
metabolitos de bajo peso molecular hacia el medio.

2) Germinacion en sentido estricto o fase estacionaria: A consecuencia de la
imbibicion, la semilla reasume su actividad metabdlica y lo primero que se
observa es el aumento de la actividad respiratoria, con un importante consumo
inicial de oxigeno, gracias a las hidrolasas que estan presentes en la semilla
seca. También se activan la via glicolitica y la de la pentosa-fosfato, se reparan
y activan organelos (particularmente mitocondrias) y se reasume la sintesis de
proteinas que, inicialmente, depende de los ribosomas existentes; a las pocas
horas hay sintesis de nuevos ribosomas a partir de los ARNms preformados
almacenados y de las proteinas LEA presentes en el embridén (Bewley 1997).

3) Crecimiento o ruptura de testa: es la salida de la radicula a través de las
cubiertas motivada por elongacion celular (Holdsworthet 2008). Este evento

marca el fin de la germinacion.

2.3. Dormanciay germinacion

Durante la imbibicion, ademas de la reactivacion metabdlica se da una reactivacion
transcripcional. Recientemente se ha reportado en Arabidopsis thaliana que los niveles
transcripcionales de numerosos genes se alteran durante la imbibicion (Footitt 2011).
Estos cambios en la expresion génica se asocian a modificaciones en la cromatina,
por lo que se asume que la reactivacion transcripcional esta bajo control de

mecanismos epigenéticos.

La fitohormona acido abscisico (ABA) juega un papel central en la regulacion positiva
de la maduracion de la semilla y en la dormancia, y regula negativamente a la
germinacion. La accion de ABA durante la maduracién de la semilla y la dormancia

esta relacionada con la expresién de cuatro reguladores transcripcionales maestros:
I —
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LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1), LEC2, FUSCA 3 (FUS3) and ABSCISIC ACID
INSENSITIVE 3 (ABI3) (Holdsworth 2008; To 2006). Estos reguladores centrales se
reprimen durante la imbibicion y se mantienen reprimidos a lo largo del desarrollo de
la planta hasta el comienzo de una nueva generacion. Por otro lado, la fitohormona
giberelina promueve la germinacion y genera una influencia negativa sobre la accion
de ABA (Kucera 2005; Lee 2014). De esta manera, la reprogramacion transcripcional
durante la germinacion requiere, simultdneamente, de la represidon de genes
embrionarios (entre los que se incluye maduracion y dormancia) y la activacion de

genes dirigidos hacia el crecimiento fotoautotréfico (Zhang 2008; Comai 1990).

La acetilacion de histonas es un mecanismo de activacion epigenética ampliamente
estudiado (Chinnusamy 2008). La unidad basica del cromosoma eucariético es el
nucleosoma, que consiste de un complejo histénico (H2A, H2B, H3 yH4) rodeado por
aproximadamente 146 pares de bases de ADN y una histona de unién nucleosémica
H1. La estructura del nucleosoma depende de las variantes histonicas y las
modificaciones postraduccionales en los extremos N-terminales de las histonas. Por
ejemplo, la acetilacién de histonas impide la compactacién entre los nucleosomas y
con ello permite la interaccion de los factores transcripcionales en esa region. Por el
contrario, las histonas hipoacetiladas se compactan e impiden que esa region de ADN
interactie con factores transcripcionales y por lo tanto la region es

transcripcionalmente inactiva.

Se ha encontrado que para el inicio de la germinacién (durante la imbibicién), la
cromatina de los genes de maduracion y dormancia se desacetilan y con ello, se
silencian; en contraste, los genes involucrados en el desarrollo germinal se acetilan, y
en esto estan involucrados genes que codifican para acetiltransferasas como HAT,
estudiados principalmente en maiz (Zhang et al. 2011). En cuanto al silenciamiento
por desacetilacion, en Arabidopsis thaliana se ha reportado que los genes que
codifican para las desacetilasas de histonas del grupo HDAC/HD juegan un rol
importante en el inicio de la germinacion (van Zanten, 2013; Chinnusamy 2008). En
especial HD2C (Tipo 2 histona desacetilasa c) juega un papel preponderante (Sridha,

2006). Mutantes de Arabidopsis thaliana en HD2C presentan una dormancia extendida

]
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y graves defectos de germinacion (Colville, 2011). Asi, la expresion de HD2C en

Arabidopsis thaliana representa un excelente referente del inicio de la germinacion.

Se ha reportado que una planta, al sufrir estrés por bajas temperaturas, puede generar
alteraciones en el numero de semillas y en la eficiencia de germinacion, aun en plantas

que recibieron el estrés durante su crecimiento vegetativo (Chen et al., 2014).

En una revision de especies de Brassica, se concluyo que la sequia, salinidad, las
heladas y las altas temperaturas afectan significativamente los procesos
morfofisioldégicos de algunas de estas especies, incluida la germinacién (Jan et al.,
2017).

Es de resaltar que no se encontraron reportes que estudien especificamente los

efectos de la congelacion sobre la eficiencia germinativa de semillas imbibidas.
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Il. JUSTIFICACON

Por todo lo anterior el cambio climético global nos obliga a implementar estrategias
que nos conduzcan a la proteccion de la ecologia y la adecuacién de sistemas
agroproductivos a estos medios ambientes agresivos, los cuales afectan
negativamente a las plantas en todo su ciclo de vida. En el caso de las plantas adultas
las bajas temperaturas afectan su productividad, en las plantas jovenes estas bajas
temperaturas son casi letales destruyendo membranas y organelos.

Las bajas temperaturas generadas por la alteracién del medio ambiente afecta a todas
las plantas. Debido a la poca informacién que hay acerca del efecto que tienen las
bajas temperaturas extremas en la eficiencia de germinacion de semillas imbibidas, y
su potencial repercusion en el sector agricola, se vuelve imprescindible estudiar este
efecto. El estudio de la eficiencia de germinaciéon en semillas imbibidas de la familia
Brassicaceae permitira desarrollar un modelo para estudios relacionados a la memoria

transgeneracional por exposicién a temperaturas bajas extremas.

]
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IV. HIPOTESIS

La exposicion de las semillas imbibidas a temperaturas de congelacion vy

ultracongelacion afectaran su eficiencia germinativa.

. ___________________________________________________________________________________________|
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V. OBJETIVOS

Objetivo General

« Establecer un modelo de semilla imbibida para el estudio del efecto que tienen
las bajas temperaturas en la eficiencia de germinacion.

Objetivos Particulares

« Evaluar la eficiencia de germinacion en semillas imbididas sometidas a un
shock de congelacion (-20°C).

« Evaluar la eficiencia de germinacion en semillas imbididas sometidas a un
shock de ultracongelacion (-80°C).
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Modelos experimentales

En la presente tesis planteamos el analisis de tres modelos biologicos experimentales,
que son las semillas imbibidas de la planta mas utilizada en investigacion, Arabidopsis
thaliana y dos miembros de la misma familia de Brassicaceae, Nasturtium officinale
(Berro) y Brassica juncea (Mostaza), para exponerlas a bajas temperaturas

(congelacién y ultracongelacion).

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana pertenece a la familia Brassicaceae, llegando a medir hasta 30 cm
presentando un ciclo de vida de 4 a 6 meses, produciendo miles de semillas en silicuas a lo
largo de su vida, su tempera optima de crecimiento es 22 °C siendo una planta que se
autofecunda y la mas usada en investigacion.

Brassica juncea (mostaza)

Brassica juncea pertenece a la familia Brassicaceae, es una hierba anual, llega a medir de 30 a
130 cm, presentan un ciclo de vida de 4 a 6 meses, recolectandose entre los 40 y 60 dias, antes
que de frutos, crece en temperaturas calidas de hasta 27°C, y es endémica del Sur de la India.

Nasturtium officinale (berro)

Miembro de la familia Brassicaceae, es una hierba perenne rizomatosa, con tallos de hasta 50
cm de largo, presentan un ciclo de vida de 4 a 6 meses, sus semillas son producidas en silicuas.
Esta planta es endémica del Norte de la India, creciendo en clima templado, es uno de los
vegetales mas antiguos consumido por el ser humano.

]
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6.2. Germinacion de semillas de Arabidopsis thaliana tipo silvestre
(Col 0), Brassica junsea (Mostaza de la India) y Nasturtium
officinale (Berro).

1. Iniciamos con la seleccién de semillas, colocandolos en tubos eppendorf de 2 ml.
2. Posteriormente en campana de flujo laminar hacemos un lavado aséptico de la

siguiente manera:

Agregar a las semillas 1ml de cloro al 20% durante 5 min y agitar.
Decantar el cloro y agregar 1 ml de alcohol al 96% durante 5 min y agitar.

Decantar el alcohol y agregar 1 ml de agua destilada estéril durante un minuto y agitar.

vV V V V

Decantar el agua y volver a agregar 1 ml de agua destilada estéril durante un minuto
agitando y repetir este mismo paso 7 veces.

» Agregar 1 ml de agua destilada estéril e incubar a 4 °C durante 48 h.

3. Pasadas las 48 h, en campana de flujo laminar eliminamos el agua de los tubos, y las
semillas las pasamos a cajas Petri, dejandolas un tiempo en campana para la

evaporacion del agua remanente.

4. Ya eliminada el agua pasamos las cajas Petri con semillas a una camara de crecimiento
que presenta condiciones controladas (fotoperiodo, temperatura y humedad) y las

dejamos por una hora para su aclimatacion a 22 °C.

5. Pasada la hora aplicamos shock frio a las semillas tanto para -20 °C como -80 °C en

diferentes tiempos (1 h,2 h,4h,8 h,12 h,14 h, 16 h, 24 hy 48 h).

]
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6. Terminado su tiempo de shock las semillas son sembradas en medio MS 0.2X para su

germinacion.

7. Para medir los porcentajes de germinacidon se monitorean cada 24h durante 10 dias y

se cuentan las semillas germinadas.

8. Graficamos la germinaciéon en porcentajes.

6.3. Preparacion de medio MS al 0.2X

Para 1 It de medio MS (4.43 1X) al 0.2X se disuelve en 900 ml de agua destilada; 0.886 g de MS
(Murashige and Skoog) medio basal (Tropigen), 6 g de sacarosa (Sigma), ajustar el pH a 7 con
KOH 10 M, aforar a 1 L, agregar 10 g de agar bacterioldgico (Sigma), y esterilizar en autoclave

por 25 min. Salidos de autoclave se vierte el MS a cajas petri.

6.4. Diseno de camara de cultivo

Esta cdmara fue hecha con laminas de acrilico de 6 mm, con una altura de 80 cm de alto, 220
cm de ancho y 76 cm de profundidad, contando con 3 camaras independientes (fig. 1), en las
gue se controlaran condiciones fisicas para el desarrollo de Arabidopsis thaliana, tales como
temperatura a 22°C, luminosidad controlada entre 1800 a 1920 limenes a nivel de piso y un
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad (medidos con los aparatos que se muestran en la

figura 2).

]
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Figura 1. Medidas de la camara de crecimiento.
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Figura 2. Cdmara y equipo utilizado para mantener y medir las condiciones necesarias para el
crecimiento de Arabidopsis thaliana, Brassica junsea, Nasturtium officinale. A) camara de
crecimiento. B) Aire acondicionado marca Mirage controlado a 23°C. C) Timer para controlar
el fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad. D) Focos Philips para una intensidad de 1800-1920
[imenes. E) Medidor de temperatura y humedad marca Extech, controlado a 22°C. F) Medidor
de limenes marca STEREN.

. ___________________________________________________________________________________________|
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6.5. Trasplante de plantulas de Arabidopsis thaliana a tierra

1. Esterilizar tierra “para crecimiento” (comprada en el Cinvestav Irapuato) durante una
hora a 120°C un dia antes de usarla.

2. Limpiar charolas de plastico con alcohol al 70%.

3. Hacer agujeros en la base de la charola para que drene el agua.

4. Vaciar la tierra a la charola de manera uniforme y por capas, regando cada capa con
agua destilada.

5. Ya colocadas todas las capas de tierra se riega nuevamente con agua destilada hasta su
punto de saturacion.

6. Con un rodillo aplanamos la superficie de la tierra sin hacer presion.

7. Hacemos pequefios agujeros sobre la tierra en hileras.

8. Tomamos las plantulas de las cajas Petri y colocamos las raices con cuidado dentro de
los agujeros.

9. Tapamos los agujeros sin hacer mucha presién y regamos uniformemente con
fertilizante Miracle-Gro (solo se utilizard en esa ocasion).

10. Cerramos la caja de plastico y la pasamos a la cdmara de crecimiento.

11. Hacer riegos peridédicamente con agua destilada.

6.6. Cosecha de semillas

1. Unavez maduras las vainas se colectan las semillas en tubos eppendorf (tubo por
planta) y son guardados a 4°C.

2. Ya colectadas todas las semillas se elimina los restos de vainas y suciedad que tengan
las semillas.

3. Se selecciona las semillas de la planta mds vigorosa para hacer los experimentos.

]
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Nuestro modelo biolégico inicial es Arabidopsis thaliana tipo silvestre (Col 0), elegida
por ser una planta muy pequefa y la mas conocida dentro de las angiospermas, su
ciclo de vida es de 4 a 6 meses llegando a producir miles de semillas a lo largo de su
vida, mide aproximadamente 30 cm, es una planta que se autofecunda, siendo la

planta mas usada como modelo de investigacion.

Establecimiento y optimizacion de la condicion de germinacion en Arabidopsis thaliana.

Hice pruebas para ver en qué condiciones de medio MS (vitaminado o no vitaminado)
y fuente de carbono (azlcar de mesa o sacarosa nivel reactivo) las semillas pueden

germinar mejor.
Medios usados:

MS con azucar de mesa.
MS con sacarosa (nivel reactivo).

MS con vitaminas y azlcar de mesa.

o 0o ® >

MS con vitaminas y sacarosa (nivel reactivo).

Las semillas fueron colocadas en una camara de cultivo marca Fitotron a 22°C con
fotoperiodo durante 18 dias para su germinacion y crecimiento, obteniendo un mejor
crecimiento en la condicién (D) MS con vitaminas y sacarosa nivel reactivo (Fig. 1),

medio a utilizar en los experimentos.

]
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Figura 1. Arabidopsis thaliana a 18 dias de germinacién. A) MS con azucar de mesa
(MS1 com), B) MS con sacarosa nivel reactivo (MS1 sac), C) MS vitaminado con
azucar de mesa (MS2 com), D) MS vitaminado con sacarosa nivel reactivo (MS2 sac).

Para conocer el desarrollo de Arabidopsis thaliana trasplante las plantulas a tierra a

los 18 dias de haber germinado (condicién D), monitoreando su desarrollo en Fitotron.

A los 17 dias de ser trasplantadas las plantulas a tierra, observamos crecimientos
irregulares donde la Unica diferencia aparente era la cantidad de luz que incidia sobre
las plantas, motivo por el cual se midi6 la intensidad luminosa con un luxémetro digital
STEREN (HER-410) obteniendo distintas lecturas que van de los 1700 lumenes hasta
los 2710 lumenes (fig. 3), ademas presentaba una temperatura maxima de 23.6°C y
una minima de 19.3°C. Las plantas presentaron floracion a los 21 dias de crecimiento

. ___________________________________________________________________________________________|
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(fig. 4), generaron silicuas a los 56 dias (fig. 5) y cosechamos las semillas a los 4
meses; las semillas fueron colocadas en tubos eppendorf y almacenadas a 4°C.

- P

-~

Figura 3. Mediciones tomadas con luxémetro (X10) 2000719990. a) 198, b) 182, ¢) 170,
d) 228, e) 229, f) 199, g) 257, h) 253, i) 244, j) 275, k) 271, |) 263.

]
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Figura 4. Floracion de las plantas presentada a los 21 dias de ser trasplantadas a
tierra.

Figura 5. Formacion de silicuas a los 56 dias de ser trasplantadas.
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Un problema presente en el Fitotron que nos afectaria en los experimentos posteriores
era la variacion de temperatura de 4.3°C que va de los 19.3°C a 23.6°C y la variacion
de 1050 ltmenes que marcaba de los 1700 a 2750, provocando un desarrollo distinto
en las plantas. Y ya que la homogeneidad de las condiciones fisicas es uno requisito
fundamental para los experimentos de este trabajo, disefié una camara de cultivo (fig.
6) que me permitiera tener un mejor control con un minimo de variacién de las

condiciones fisicas tales como luminosidad, temperatura, fotoperiodo y humedad.

7.1. Disefo de la camara de cultivo

Figura 6. Imagenes del desarrollo de la construccibn de camara de cultivo.1) Se
muestra la camara con sus 3 subdivisiones y en la parte superior el montaje de 4 focos
led. 2) Recubrimiento de la camara con papel plateado para reflejar la luz y aumentar
los limenes. 3) Recubrimiento de la camara con papel corrugado para conservar la
temperatura.
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GOMEZ-VILLA J. A 29



Maestria en Ciencias
on Ingenieria Ambiental

DE 3 GENEROS DE LA FAMILIA Brassicaceae:

VALORACION DEL EFECTO DE ESTRES POR BAJAS TEMPERATURAS EN LA GERMINACON MCIA
EN BUSCA DE UN MODELO DE ESTUDIO SOBRE MEMORIA TRANSGENERACIONA b

Esta camara se montd en un cuarto aislado, y para regular la temperatura usamos un
aire acondicionado programado a 22°C. La temperatura se monitore6 con un medidor
de temperatura (EXTECH) alcanzando una temperatura maxima de 21.9°C y una
minima de 19.8°C (variacion de 2.1° en comparacion con los 4.3° del Fitotron). El
fotoperiodo fue controlado con un timer digital (16hrs luz y 8hrs oscuridad), los focos
usados para alcanzar los lumenes requeridos fueron de luz fria; 2 de 1500 [Umenes y
2 de 800 lumenes. Se midieron los limenes dentro de la camara con un Luxdémetro
(STEREN) obteniendo un maximo de 1920 y minimo de 1800 Iumenes (una variacion

de 120 en comparacion de 1050 limenes del Fitotron).

7.2. Condicion de shock térmico (congelacién y ultracongelacion).

Una vez establecidas las condiciones en la camara de crecimiento teniamos que
determinar una temperatura bajo cero y una duracion del shock térmico para aplicar a
las semillas de Arabidopsis thaliana, por lo que decidimos trabajar con -20°C y ver el
comportamiento de la germinacion a distintos tiempos de shock: 15 min, 30 min, 60

min y 120 min.

Siguiendo los protocolos de lavado aséptico, shock y germinacion obtuvimos los

siguientes resultados:

A las 72 h observamos una tasa de germinacion variada (tabla 1 y grafica 1) donde
podemos observar una diferencia y disminucién de la germinacién con respecto al
control (93.75%), con un 71.25% de germinacion para las condiciones 15 min'y 30 min,
y una recuperacion de la germinacién en las condiciones 60 min 'y 120 min. En 60 min
con un 87.5% seguido de una ligera disminucion para 120 min con un 81.25%.
Teniendo la germinacién total a los 12 dias después de del shock térmico con valores
muy similares, en los cuales presenta un aumento en el porcentaje de germinacion en
los 30 min con un 82.5% en comparacion de la muestra de los “15 min” con un 73.75%
y un aumento en 60 min pasando de 87.5 a 90% con una muy ligera disminucion en
los 120 min pasando de 81.25 a 87.5% (tabla 2 y gréfica 2).

]
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Germinacién alas 72 h

Condiciones |# de semillas |Germinadas |% germinacion
Control 80 75 93.75

15 min 80 57 71.25

30 min 80 57 71.25

60 min 80 70 87.5

120 min 80 65 81.25

Tabla 1. Porcentajes de germinacion de las semillas de Arabidopsis thaliana a las 72
h post-tratamiento a -20°C.

Germinacionalas 72 h
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Grafica 1. Germinacion a 72 h después del shock térmico a -20°C. En el eje de las “X”
tenemos tiempo en minutos a los cuales fueron expuestas al shock térmico (control-0

min, 15 min, 30 min, 60 min 'y 120 min). En el eje de las “Y” se muestra la eficiencia de
germinacion en % a las 72 h.
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Germinacion a los 12 dias

Muestras |# de semillas |Germinadas | % germinacion
Control 80 76 95

15 min 80 59 73.75

30 min 80 66 82.5

60 min 80 72 90

120 min (80 70 87.5

Tabla 2. Porcentajes de germinacién de las semillas de Arabidopsis thaliana hasta los
12 dias (tiempo maximo para la germinacion de las semillas), shock a -20°C.

Germinacion a los 12 dias
95
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82.5
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eficiencia de germinacion (%)

Grafica 2. Germinacidn total a los 12 dias después del shock térmico a -20°C. En el
eje de las “X” tenemos tiempo en minutos, en los cuales fueron expuestos al shock
térmico (control-0 min, 15 min, 30 min, 60 min y 120 min). En el eje de las “Y” se
muestra la eficiencia de germinacion en % a los 12 dias.

En una tercera grafica se hace la comparativa del comportamiento de la germinacion
que se registraron a las 72 h y a los 12 dias (grafica 3) para ver si hay diferencia en
los porcentajes y los dias necesarios que se requiere para ver un efecto en la

germinacion.
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Para estimar los limites de tiempo necesario de shock térmico que se pudiera requerir
para ver un efecto en la disminucién de los porcentajes de germinacion tomamos
como referencia los porcentajes que se generaron en la gréfica 1, tomando en cuenta
solo los porcentajes del control, 1 y 2 h de shock, y suponiendo que el comportamiento
fuera lineal y conforme aumentadramos las horas de shock los porcentajes se verian
afectados disminuyendo gradualmente su porcentaje de germinacion, podemos
predecir la disminucion de los porcentajes de la germinacion que podria llevar el
incremento de las horas de shock (grafica 4).

e—3dias —e_15das Germinacion alos 3y 15 dias
100

8OW\S

60

40

20

eficiencia de germinacion (%)

0
0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo de shock
(minutos)

Gréfica 3. Comparativa de los porcentajes de germinaciéon a los 3 y a los 15 dias. En
azul se muestra la germinacion a los 3 dias y en naranja la germinacién a los 12 dias.
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Grafica 4. Se muestra una conjetura de la posible disminucion de la eficiencia de la
germinacién con respecto el aumento del tiempo de shock de -20°C con una
disminucién gradual de 6.25% de la eficiencia germinativa por cada hora de shock.

En base a los datos obtenidos y nuestra prediccion, se hizo un experimento para
comprobar si ésta seria correcta, y encontrar el tiempo maximo de exposicion a
-20°C que toleran las semillas para germinar. Estableciendo de esta manera el tiempo
de shock adecuado (casi letal) para los experimentos siguientes, en los que se
determinara la resistencia de las semillas a las bajas temperaturas y sus limites de

tolerancia al -20°C.

Los resultados obtenidos en Arabidopsis a -20°C (grafica 5a) nos muestran claramente
que esta temperatura no afecta la viabilidad germinativa, ni los tiempos de
germinacion, con un promedio de la germinacion después de las 48 h igual (grafica
5b).
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Grafica 5a. Eficiencia germinativa de semillas de Arabidopsis expuestas a shock de -
20°C (1, 2, 4, 8, 12, 14, 16, 24 y 48 h). En el eje de las X tenemos el tiempo de
germinacion en horas y en el eje de las Y la eficiencia de germinaciéon en %.

. ___________________________________________________________________________________________|
GOMEZ-VILLA J. A 35



VALORACION DEL EFECTO DE ESTRES POR BAJAS TEMPERATURAS EN LA GERMINACON MCIA
DE 3 GENEROS DE LA FAMILIA Brassicaceae: Mogestria en Ciencias

en Ingenieria Ambrental

EN BUSCA DE UN MODELO DE ESTUDIO SOBRE MEMORIA TRANSGENERACIONA MENH

Eficiencia promedio de la germinacion después de 48 h

100 -

90 ! :
80
70
60
50
40
30
20
10
0 i
0 1 2 4 8 12 16 24 48

Tiempo de shock (h)

Eficiencia de germinacién (%)
| 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1

1

Grafica 5b. eficiencia promedio de semillas de Arabidopsis expuestas a shock de -
20°C (1, 2, 4, 8,12, 14, 16, 24 y 48 h). En el eje de las X tenemos el tiempo shock en
horas y en el eje de las Y la eficiencia de germinacion en %.

Dado que -20°C no afecta la germinacién, realicé otro experimento aplicando un shock
de -80°C (gréfica 6a) bajo las mismas condiciones que los experimentos pasados y
obteniendo los mismos resultados que en -20°C: -80°C no afecta la viabilidad
germinativa ni los tiempos de germinacion, con una oscilacién del promedio de la
germinaciéon después de las 48 h igual (grafica 6b). Haciendo una comparacion de la

eficiencia de germinacion post-schock a -20 y a -80°C, observamos claramente una ligera
disminucion en la eficiencia germinativa en -80°C (grafica 6c).
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Grafica 6a. Eficiencia germinativa de semillas de Arabidopsis expuestas a shock de -
80°C (1, 2, 4, 8, 12, 14, 16, 24 y 48 h). En el eje de las X tenemos el tiempo de
germinacion en horas y en el eje de las Y la eficiencia de germinaciéon en %.
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Grafica 6b. Eficiencia promedio de semillas de Arabidopsis expuestas a shock de
-80°C (1, 2, 4, 8, 12, 14, 16, 24 y 48 h). En el eje de las X tenemos el tiempo shock en
horas y en el eje de las Y la eficiencia de germinacion en %.
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Grafica 6c. En esta grafica se muestro una comparacion de la eficiencia de
germinacion post-schock a -20°C, con las barras solidas, y a -80°C con las barras
translucidas, en el eje de las X tenemos el tiempo shock en horas y en el eje de las Y
la eficiencia de germinacion en %.

Para probar los limites de resistencia a las bajas temperaturas trabaje con nitrégeno
liquido (-196°C) sometiendo las semillas de Arabidopsis a los mismos tratamientos de
shock como en los experimentos pasados. Observando que bajo esta temperatura no

hay germinacién.

Estos resultados nos hace preguntarnos si la resistencia a bajas temperaturas pudiera
ser un caracter general en el mundo vegetal o bien un caracter particular de
Arabidopsis thaliana, adquirido posiblemente por crecer en un habitat frio (endémica
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del Norte de Europa). Y para darnos una idea si la resistencia de las semillas a las
bajas temperaturas estaria 0 no relacionada con el clima de su habitat, buscamos una
segunda especie que perteneciera a la misma familia que Arabidopsis thaliana,
Brassicaceae, y que fuera endémica de un lugar cuyo habitat fuese clima célido, la
cual presentaria una alta sensibilidad a las bajas temperaturas, motivo por el que
decidimos trabajar con semillas de Brassica juncea (mostaza), una planta
perteneciente al género Brassica, originaria del Sur de la India con un clima calido
(Figura 7).

Figura 7. En la imagen izquierda tenemos a Brassica juncea, y del lado derecho las

semillas.

Realizamos los mismos experimentos en mostaza, probando la resistencia a -20 y
-80°C bajo los mismos tratamientos de shock, y observamos que mostaza no es
resistente a bajas temperaturas. A -80°C las semillas no germinan, mientras que a
-20°C la eficiencia de germinacion es casi nula, (menos del 20% de eficiencia
germinativa) con respecto al control, y solo algunas trataminetos logran germinar: 1, 8,
24 y 48 h (Gréfica 7a), ademas de presentar un amplio retraso en su germinacion a
excepcion del tratamiento de 1 h que inicia la germinacién al mismo tiempo que el

control (48 h), manteniéndo un promedio de la germinacion de nulo a casi nulo (7b).
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Esta diferencia que presentan estas dos especies a las bajas temperaturas nos
muestra que la resistencia a las bajas temperaturas no es un caracter universal, sino
mas bien, un caracter adquirido de acuerdo con su ubicaciébn geografica y sus
condiciones climaticas: Arabidopsis thaliana endémica del Norte de Europa con clima
frio, mientras que mostaza es endémica del Sur de la India con un clima calido. Si
estamos en lo correcto y en base a estos resultados, la diferencia de climas en las que
se desarrollan las plantas esté correlacionado con la resistencia o sensibilidad de la
germinacion que presentan las semillas ante temperaturas de -20 y -80°C. Si nuestra
interpretacion es correcta, una tercera especie de la misma familia y endémica de un

clima templado deberia presentar una resistencia intermedia a las bajas temperatura.

Eficiencia de la germinacion post-shock a -20 °C

100 .
| Tiempo de
90 | shock (h)
’ s ()
80 )
£ 70 - 2
NS 8 4
§ e G
E ——12
% i 1.6
E — D4
& T T = :: ym @S r——ric @} J
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216
Tiempo (h)

Grafica 7a. Germinacién de semillas de mostaza a -20°C en diferentes tiempos (1, 2,
4,8,12,14, 16, 24y 48 h). En el eje de las X tenemos tiempo de germinacién en horas,
y en el eje de las Y eficiencia de germinacion en %.
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Grafica 7b. Eficiencia promedio de semillas de mostaza expuestas a shock de -20°C
(1, 2,4, 8,12, 14, 16, 24 y 48 h). En el eje de las X tenemos el tiempo shock en horas
y en el eje de las Y la eficiencia de germinacion en %.
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Esta tercera especie es Nasturtium officinale (berro) perteneciente al género
Nasturtium, con un origen endémico del Norte de la India, el cual es conocido por

crecer en clima templado (Figura 8).

Figura 8. En la imagen izquierda tenemos a Nasturtium officinale, y del lado derecho

las semillas.

A esta especie se aplicaron choques a los mismos tiempos y mismas temperaturas de
-20y -80°C. A -20°C (grafica 8a). En el primer grupo tenemos el control y el tratamiento
de 1 h con un inicio de la germinacion entre las 47 y 48 h con una germinacion de
alrededor de un 90%, en el segundo grupo tenemos el tratamiento de 2, 14, 24y 48 h
con un inicio de la germinacién entre las 40 y 58 h con una germinacion entre 56 y
71%, y en el tercer grupo tenemos los tratamientos 4, 8 y 12 h iniciando su germinacion
entre las 42 y 46 h con una germinacion de alrededor del 42%, mostrandonos una
oscilacion en el promedio de la eficiencia germinativa después de los 3.5 dias (gréafica
8b). Y al igual que en Arabidopsis thaliana, no mostré germinacion a -80°C.
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Los resultados de esta tercera especie confirman que nuestra interpretacion es
correcta, mostrando berro una resistencia intermedia a las bajas temperaturas. Por lo
tanto, proponemos que la resistencia y/o sensibilidad que presentan estas tres
especies a las bajas temperaturas pueden ser un caracter adquirido correlacionado
con su ubicacion geografica y sus condiciones climaticas: Arabidopsis thaliana
endémica del Norte de Europa con clima frio presenta resistencia a las temperaturas
de -20 y -80°C, berro endémico del Norte de India con climas templados presenta una
resistencia intermedia a las bajas temperaturas y mostaza endémica del Sur de la India

con clima célido presenta resistencia casi nula a las bajas temperaturas (grafica 9).
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Grafica 8a. Germinacién de semillas de berro con shock de -20°C a diferentes tiempos
(1, 2, 4,8, 12, 14, 24 y 48 h). En el eje de las X tenemos las horas de germinacién y
en el eje de las Y % de germinacion.
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Eficiencia promedio de la germinaciéon después de 3.5 dias
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Grafica 8b. Eficiencia promedio de semillas de berro expuestas a shock de -20°C (1,
2,4,8,12, 14, 16, 24 y 48 h). En el eje de las X tenemos el tiempo shock en horas y

en el eje de las Y la eficiencia de germinacion en %.
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Grafica 9. En estas graficas se compara la eficiencia promedio de la germinacion

post-shock a -20°C de las diferentes especies: Arabidopsis thaliana, mostaza y berro.

También observamos que en Arabidopsis thaliana el shock de 1 h a -20°C estimula la
eficiencia germinativa (grafica 5), este dato observado también en experimentos
pasados, en donde la Unica variacion que habia en los lotes de semillas era su

antigiiedad de almacenamiento.

Para comprobar si realmente el shock de una hora a -20°C estimulaba la eficiencia
germinativa hicimos pruebas con diferentes lotes de semillas: lote 1 con 1 afio de
almacenamiento (gréfica 7a), lote 2 con 2 afios de almacenamiento (grafica 7b) y lote
3 con 3 afos de almacenamiento (grafica 7c¢), monitoreando 5 dias su germinacion
observamos que en el lote de semillas de 1 afilo no se altera la eficiencia de
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germinacion. Sin embargo observamos que en semillas con mayor tiempo de
almacenamiento (2 y 3 afios) se ven seriamente afectadas en su germinacion. Lo que
nos indica que el tiempo de almacenamiento debe ser considerado por los agricultores

como un factor que afectara la eficiencia de germinacion de sus semillas.
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Gréfica 10. Porcentajes de germinacion de un lote de semillas de Arabidopsis de 2
afos de antigliedad. En el eje de las X tenemos la duracion de shock y en el eje de las
Y los % de germinacion.
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VIll. DISCUSION AMPLIADA

Por ser sésiles, las plantas deben poseer mecanismos que les permitan
adecuarse a cambios medioambientales temporales que amenacen su
supervivencia. Estas adecuaciones son de cardacter reversible y/o
modificables, y pueden influenciar caracteres seminales como el
tamano, el nimero, la dormancia, y la germinacion.

Se ha reportado la influencia que tiene el estrés de congelacion y
ultracongelacion en semillas en multiples plantas, y estos estudios se
han llevado a cabo especialmente con el propdsito de obtener
informacion para su almacenamiento; en breve, estresan a las semillas
en su estado dormante (deshidratadas) y posteriormente miden su
capacidad germinativa. Sin embargo, no encontramos reportes que
nos indiquen el efecto de temperaturas de congelacion vy
ultracongelacion sobre la eficiencia de germinacion en semillas
inbibidas, es decir, en semillas no dormantes, que reinician su actividad
genética y metabdlica y asi también, inician el proceso germinativo.
Creemos que esto se debe a reportes previos que indican que congelar
o ultracongelar a una semilla con un alto contenido de agua provoca la
formacion de cristales de hielo en el interior celular, induciendo su lisis,
y por ende, eliminando la posibilidad de germinar. Nosotros decidimos
averiguarlo.

La informacién obtenida es relevante en dos aspectos, a) en
agricultura, el campesino sabra del efecto de una helada sobre las
semillas durante la siembra y b) si el estrés por temperaturas bajas
extremas durante la germinacién altera la resistencia al mismo, y si
esta alteracion se transmite a generaciones futuras (memoria
transgeneracional). De ser asi, se podrian seleccionar semillas con
mayor resistencia “adquirida” a congelacidn, y asi incrementar la
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eficiencia de germinacion, lo que contribuiria a aumentar la produccion
de la planta en cuestion.

Decidimos utilizar a A. thaliana por ser la planta mejor estudiada,
simple, poseer un ciclo de vida relativamente corto, y porque produce
muchas semillas por planta. La temperatura de congelacion fue de -20
°C, que es similar a las heladas naturales (de -15 °C a -20 °C). Y de
ultracongelacion a -80 °C.

Nuestra espectativa inicial fue que la eficiencia germinativa de A.
thaliana seria afectada gradualmente de acuerdo al tiempo de
exposicion al estrés. Sin embargo, nuestros datos nos indican que las
temperaturas de congelacion y ultracongelacion afectan poco Ia
eficiencia germinativa de A. thaliana (figs. 5 y 6). Consideramos
interesante a este resultado por sorpresivo, ya que fue diferente a la
espectativa. Simplemente resultd ser resistente a la congelaciony a la
ultracongelacion. Este resultado nos indica que la semilla de A.
thaliana, aun hidratada y habiendo sido sometida por dias a
temperaturas bajas extremas, mantiene la capacidad de germinar con
alta eficiencia; un dato que podria ser de interés para aquellas
investigaciones encaminadas a desarrollar estrategias de produccion
de plantas en lugares con temperaturas de congelacion o
ultracongelacion.

Debido a que nuestro objetivo era el de identificar un modelo vegetal
cuya germinacion de sus semillas sea resistente a la congelacién, y en
donde se pueda incrementar esta resistencia, y poder monitorear la
persistencia de este incremento en generaciones posteriores
(transgeneracionalidad del caracter), resulté evidente que Arabidopsis
no cumplia con esta condicion puesto que resultd ser hiperresistente.
Nuestra interpretacion fue que Arabidopsis poseia esta resistencia
posiblemente debido a que su origen es el frio norte de Europa, por lo
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qgue resistir a la congelacion seria parte de su estrategia de
supervivencia. Decidimos entonces llevar a cabo los mismos
experimentos con una planta de la misma familia pero cuyo origen
geografico implicara un clima calido. Encontramos que la mostaza
(Brassica juncea) cubria los requisistos. El resultado de los
experimentos se muestra en la fig. 7. En breve, las semillas de mostaza
resultaron ser hipersensibles a la congelacion. Este modelo vegetal nos
seria util para medir transgeneracionalidad de resistencia adquirida,
dando seguimiento a las pocas semillas que mostraron resistencia.

Los resultados tanto de Arabidopsis como de mostaza nos permitieron
entonces predecir que, de existir una planta también de la familia de
las Brassicaceae cuyo origen no fuese de ambiente ni frio ni calido, es
decir de clima templado, su germinacion presentaria una resistencia
intermedia a la congelacidn. Esta caracteristica la encontramos con el
berro (Nasturtium officinale), cuyo origen geografico es el norte de la
India (clima templado). Los resultados obtenidos con esta planta nos
indicaron que posee, efectivamente y de acuerdo con nuestra
prediccidn, una resistencia intermedia (fig. 8). De esta manera pudimos
encontrar un modelo vegetal cuya germinacion es medianamente
resistente a la congelacion, y con la posibilidad de que, al estresar las
semillas, adquieran una “memoria” de la experiencia estresante y la
manifiesten, con una resistencia incrementada, en generaciones
posteriores (memoria trangeneracional).
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IX. CONCLUSION

Concluimos que, efectivamente, encontramos dos modelos ideales
gue nos permitiran valorar la transgeneracionalidad de la experiencia
del estrés causado por bajas temperaturas extremas en semillas
inbibidas.
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