T8 - DESHIDRATACION, NIVELES ENDOGENOS DE ABA Y GERMINACION DE
SEMILLAS INMADURAS DE SOJA.

CO Gosparini* & EN Morandi

Laboratorio de Fisiologia Vegetal, Facultad de Ciencias Agrarias, UNR. Campo
Experimental J Villarino C.C. N°. 14 (S 2125 ZAA) Zavalla - Santa Fe — Argentina Telefax:
+54 0341 4970080 int. 116 cgospari@unr,edu.ar

Palabras Claves: Soja - Semillas inmaduras - ABA - Germinacion.

INTRODUCCION

El proceso de deshidratacion es una parte integral del desarrollo de las semillas
ortodoxas y se considera que el mismo juega un rol importante en el control del pasaje del
programa de desarrollo al de germinacion (Kermode et al, 1985). No obstante, existen
casos de semillas que pasan por la etapa de deshidratacion que caracteriza la fase final
de la maduracién pero no germinan, aun cuando se las coloque en condiciones favorables
para hacerlo, pues poseen dormicién. En muchos casos esta dormicion se debe al
contenido de inhibidores en uno o mas tejidos de la semilla. De estos inhibidores el mas
conocido y estudiado es el acido abscisico, ABA (Bewley et al, 1994).

Las semillas maduras de soja tienen niveles muy bajos de ABA y no presentan
dormicion. Muy diferente es la situacién en las semillas inmaduras, en las que la
concentracién de ABA, [ABA], es elevada, evitando su germinacién precoz durante el
desarrollo, siendo la [ABA] del eje embrional, [ABA]e, la principal responsable de tal
inhibicion (Gosparini, 2002). El pico de [ABA] se registra hacia el final de la
histodiferenciaciéon (18 a 21 dias después de la antesis, DDA) y disminuye
progresivamente hasta valores muy bajos en madurez fisiolégica, MF, (Schussler et al,
1984. Morandi et al, 1990).

Se ha informado que semillas inmaduras de soja pueden ser inducidas a germinar
mediante tratamientos de deshidratado (Adams et al, 1981; Ackerson, 1984; Rosemberg
et al, 1986). Ackerson, 1984, encontré que la deshidrataciéon indujo la disminucién de la
[ABA] del embrion. Por el contrario, es un hecho conocido para tejidos vegetativos, que los
niveles endégenos de ABA aumentan en respuesta a la deshidratacion gradual (Seo et al,
2002; Setter et al, 1981), y en algunos casos este aumento también fue detectado en
tejidos reproductivos (Ober et al, 1990, 1992; Benech Arnold et al, 1991). Se plantean asi
los interrogantes de si la deshidratacion de semillas inmaduras de soja aumenta o disminuye
los niveles de ABA enddgeno y el posible rol de estas fluctuaciones en el control de la
germinacion prematura.

Los objetivos de este trabajo fueron: i) comprobar si la deshidratacion induce
fluctuaciones en la [ABA]e de las semillas inmaduras de soja, y ii) si la [ABA]e controla la
velocidad de germinacion de semillas inmaduras deshidratadas.

MATERIALES Y METODOS

Frutos inmaduros, provenientes de plantas de soja cv. Williams cultivadas en
invernaculo, se cosecharon a los 30, 35, y 40 dias después de antesis (DDA) y fueron
deshidratados en estufa a 27 + 1 °C. Los valores de humedad relativa durante el tiempo que
dur6 el tratamiento de deshidratacion fluctuaron entre 55 y 60 %. Diariamente, durante 6
dias, se extrajeron 30 semillas de sus respectivos frutos y se obtuvo su peso. El nivel de
hidratacion se expresd como la proporcion de agua de la semilla, PAS, (gHZO.gps‘1). Una
muestra de 10 semillas fue congelada en N, liquido, liofilizada y almacenada a —70 °C
para el posterior analisis de ABA. Las 20 semillas restantes se pusieron a germinar en
estufa a 27 + 1 °C y oscuridad. Una semilla se considerd germinada cuando su radicula
atravesd el tegumento haciéndose visible. El porcentaje de germinacion (%G) se
determind cada 24 h, hasta las 168 h. Al tiempo necesario para alcanzar el 50% G se lo
denomino tG50. Las semillas liofilizadas fueron separadas en tegumento, cotiledones y eje
embrional. La cuantificacion de ABA se realizd sobre extractos acuosos crudos mediante
radioinmunoanalisis en fase sdlida, utilizando el anticuerpo monoclonal, DBPA1, de muy
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alta afinidad para el isémero natural de la molécula de ABA libre, S-(+)-ABA (Vernieri et al,
1989). Cada determinacion se realizé por duplicado.

RESULTADOS

En la Figura 1 se puede apreciar que las semillas de 30, 35 y 40 DDA mostraron un
incremento transitorio en la [ABA]e durante las primeras horas de deshidratacion, con un
pico a las 48 h. Cuanto menor fue la edad de las semillas mayores fueron la [ABA]e inicial
y el pico alcanzado. Los niveles iniciales (0 h) y picos maximos (48 h) de [ABA]e fueron:
42y 7,7, 23y 58, y 1,8 y 2,6 upgABA.gps , para semillas de 30, 35 y 40 DDA;
respectivamente. Las [ABA]e cayeron progresivamente luego de las 48 h hasta
estabilizarse en valores muy bajos a partir de las 96 h de deshidratado en las semillas de
30 DDA (Fig. 1 A), y a partir de las 72 h en las semillas de 35 y 40 DDA (Fig. 1 By C,
respectivamente). Previo a su estabilizacion, las variaciones en los tG50 de las semillas
de 30 a 40 DDA siguieron patrones similares a las variaciones en la [ABA]e (Fig. 1). Por lo
tanto, el tG50 respondié a la [ABA]e hasta que la misma se redujo a niveles iguales o
inferiores al umbral de inhibicion o [ABA]e critica, [ABA]c.

Por su parte la PAS descendi6é de manera continua durante el deshidratado (Fig. 1). Los
niveles iniciales de PAS fueron de 2,07; 1,71 y 1,50 gHZO.gps'1 para semillas de 30, 35y
40 DDA, respectivamente, disminuyendo en funcion del tiempo de deshidratacién a una
tasa promedio de 14,1; 9,8; y 8,1 mgHZO.gps'1.h'1, para semillas de 30, 35 y 40 DDA,
respectivamente. La tasa promedio de caida de la PAS in planta, entre los 30 y 40 DDA,
fue de 1,9 mgH20.gps'1.h'1. Luego, la tasa de caida de la PAS durante la deshidratacion de
las semillas inmaduras fue de 4 a 7 veces mayor que la observada naturalmente in planta.

La evolucion de la [ABA] en los cotiledones siguié el mismo patrén que para los ejes,
aunque con mayores valores absolutos, mientras que en el caso de los tegumentos, el
pico de [ABA] ocurrié a las 72 h en 30 DDA y a las 48 h en 35 y 40 DDA (datos no
presentados). Se descarté que el aumento transitorio de [ABA]e observado durante el
deshidratado fuera consecuencia de movimientos de ABA entre los distintos érganos de la
semilla, dado que el incremento ocurrié en forma casi simultanea en todos ellos. Ademas,
las tasas de deshidratado fueron 4 a 7 veces mas rapidas que la natural in planta, lo que
restringio el movimiento de agua y solutos. Es luego altamente probable que el incremento
observado en la [ABA] se deba a sintesis de novo, ocurrida durante las primeras horas de
la deshidratacién. En este sentido se ha informado que embriones aislados de maiz
poseen la capacidad de sintetizar ABA, y al igual que lo visto en soja, esa capacidad sdlo
se manifiesta cuando los mismos son sometidos a deshidratacion gradual (Bochicchio et
al, 1994). También se ha informado sobre la capacidad de sintesis de ABA en embriones
inmaduros de girasol (Le Page-Degivry et al, 1992) y trigo (Garello et al, 1999) en medio
de cultivo.

En la Fig. 2 se muestra la relacion entre los valores calculados para el tG50 y la [ABA]e
a partir de curvas ajustadas durante el periodo de aumento y descenso de la [ABA]e, para
cada una de las tres edades (96 h para 30 DDA y 72 h para 35 y 40 DDA). Como se
puede observar en la Fig. 2, todas las semillas ajustaron a una misma relacion,
independientemente de su edad y tiempo de deshidratado. La principal diferencia entre
nuestros resultados y los de Ackerson (1984) es que este autor no detectd el pico en la
[ABA] detectado en nuestras condiciones experimentales. Una posible explicacién para
esta discrepancia es que la tasa de deshidratado utilizada por Ackerson fue cinco veces
mayor que la usada en nuestros experimentos. No obstante, es importante sefalar que en
ambas circunstancias la germinacion se acelerd con la disminucién en la [ABA] de los
tejidos seminales hasta alcanzar la [ABA]c.

CONCLUSIONES

1) En semillas inmaduras de soja de 30 a 40 DDA la tasa de deshidratacion controla la
evolucion de la [ABA]e.
2) Por encima de la [ABA]c, la [ABA]e controla el tG50 de las semillas inmaduras.

3) La deshidratacion per se no controla la tasa de germinacion de las semillas
inmaduras, siendo su efecto indirecto, a través de la induccion de cambios en la
[ABAJe.
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4) La estabilizacion del tG50 en valores practicamente constantes luego de alcanzada la
[ABA]Jc indica que, una vez removido el efecto inhibitorio del ABA, otro/s factores
controlan la germinacion de las semillas inmaduras.
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Figura 1. Evolucion de la [ABA]e, el tG50 y la PAS para semillas de soja de A) 30, B) 35y C) 40
DDA, en funcion del tiempo de deshidratacion. Las barras verticales corresponden al error estandar
cuando su valor supera el tamafio del simbolo.
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Figura 2. Relacion entre el tG50 y la [ABA]e de semillas inmaduras de soja de 30, 35y 40 DDA
sometidas a distintos tiempos de deshidratado previo. Relaciones calculadas a partir de valores
ajustados de tG50 y [ABA]e para el periodo de fluctuacion de la [ABA]e (96, 72 y 72 h para semillas
de 30, 35y 40 DDA, respectivamente).
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