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The alterations on the electrophoretic pattems of albumin and globulin fractions in both
embryo and endosperms of Pinus pinea seeds during artificial ageing have been investigated.
The results show that the electrophoretic pattems of aged seeds are drastically different from
those of seeds with high germination capacity. These alterations were observed even when the
quantitative analysis did not show any significant changes.

El proceso de envejecimiento en las
semillas, directamente relacionado con la
pérdida de capacidad y poder germina
tivo de las mismas, está siendo amplia
mente investigado (1,7, 16, 19, 21). Los
resultados obtenidos por diversos inves
tigadores, fundamentalmente en cerea
les, apuntan hacia una posible alteración
a nivel cuantitativo de las fracciones pro
teicas celulares (3, 13, 18). En nuestro
Departamento se había comprobado (11)
cómo las semillas de Pinus pinea enveje
cidas artificialmente por un proceso de
«envejecimiento acelerado» veían alte
rado su contenido proteico, principal
mente en las fracciones albuminoideas y
globulínicas. Por esta razón, se decidió
abordar en el presente trabajo el estudio
de los posibles cambios que a nivel cuali

tativo pudieran tener lugar en ambas frac
ciones proteicas. Dichos datos podrían
aportar información útil para la mejor
comprensión de la pérdida de la capaci
dad y poder germinativo observados du
rante el proceso de envejecimiento.

Material y métodos

Se han empleado semillas de pino piño
nero (Pinus pinea L.) procedentes de
Coca (Segovia, España), recolectadas en
la cosecha de 1980 y con un 95 ± 5 % de
capacidad germinativa, suministradas
por el Instituto Forestal de Madrid. Las
semillas fueron almacenadas a baja tem
peratura (4°C) hasta su utilización poste
rior.
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Pruebas germinativas. Lotes de 25
semillas desprovistas de epispermo, «se
millas desnudas», fueron enterradas en
placas Petri conteniendo 9 g de vermicu-
lita como soporte inerte de imbibición y
regadas con 30 mi de agua destilada. Las
placas se mantuvieron durante un pe
ríodo de 7 días en cámara de germinación
a 24-26°C y bajo luz fluorescente conti
nua, al cabo del cual se contó el número
de semillas germinadas, estableciéndose
como dato el porcentaje de germinación.
Como criterio de germinación se consi
deró que el tamaño de la radícula emer
gida fuera superior a 0,1 cm.

Envejecimiento artificial. El proceso
de envejecimiento artificial o acelerado
empleado consistió básicamente en pro
vocar un aumento del 40 % en el conte
nido de humedad de las semillas, despro
vistas de testa y endopleura, mediante un
sistema de corriente de aire insuflado y
saturado de humedad a 45°C y posterior
almacenaje de las mismas a45°C y hume
dad a saturación (11). Se tomaron mues
tras de semillas almacenadas bajo estas
condiciones 0, 14 y 28 días, para las valo
raciones pertinentes.

Extracción de fracciones proteicas so
lubles. La extracción de las fracciones
albuminoidea y globulínica, por sepa
rado, se realizó siguiendo la técnica de
Grzesiuk y Kulka (13) adaptada a la
semilla de Pinus pinea (11).

Partes alícuotas de dichas fracciones
fueron concentradas por liofilización,
posterior disolución en un pequeño volu
men de agua destilada y sometidas a elec-
troforesis para la separación de sus distin
tos componentes.

Separación cualitativa de proteínas.
Las electroforesis se realizaron sobre
acetato de celulosa en tampón Veronal
0,04 M pH 8,6 durante dos horas, a una
diferencia de potencial de 200 V para las
fracciones albuminoideas y de 250 V para 

las fracciones globulínicas. Las tiras fue
ron sometidas a tinción con Negro Amido
10 B y tras su posterior decoloración se
realizó la determinación cuantitativa de
las bandas proteicas obtenidas, mediante
la lectura en un fotodensitómetro modelo
Chromoscan 200, Joyce Loebl. Se realizó
también el cálculo de la correspondiente
movilidad electroforética (m. e.) para
cada una de las bandas, señalándose con
valores negativos las que presentan una
migración hacia el cátodo.

Resultados y discusión

La aplicación del sistema de envejeci
miento artificial a semillas de Pinus pi
nea, ya discutido anteriormente (11) per
mitía la obtención de material de distinto
grado de viabilidad en un período de
tiempo relativamente corto, si se com
para con el que se hubiera requerido por
simple almacenaje a temperatura y hume
dad ambientales, es decir «envejeci
miento natural» (9). Utilizando este rá
pido modelo experimental se abordó el

Fig. 1. Efecto del envejecimiento drtiticial sobre la
fracción albuminoidea de embrión de semillas «via
bles» (------------- ), «medio viables» (-------------- ) y

«no viables» en estado seco.
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Fig. 2. Efecto del envejecimiento artificial sobre la fracción albuminoidea de embrión de semillas «viables»
(------------- ), «medio viables» (-------------- ) y «no viables» tres días sembradas.

estudio de los perfiles electroforéticos de
las fracciones proteicas albuminoidea y
globulínica en los dos componentes fun
damentales, endospermo y embrión, de
semillas controles o «viables» (0 días de
tratamiento, 95 ± 5 % de capacidad ger
minativa), «medio viables» (14 días de
tratamiento, 34 ± 7,6 % capacidad germi
nativa) y «no viables» (28 días de trata
miento, 0 % capacidad germinativa). A su
vez, dichos estudios se realizaron en se
millas en estado seco y en semillas sem
bradas tres días, en condiciones similares
a las descritas para las pruebas germinati
vas, es decir, en un estado pre-germina-
tivo de imbibición.

De los perfiles electroforéticos de la
fracción de albúminas de embrión en es
tado seco (fig. 1), debe resaltarse en pri
mer lugar, cómo a medida que se incre
menta la duración del tratamiento, pér
dida de vitalidad, van desapareciendo al
gunas de las fracciones que migraban ha
cia el ánodo (bandas con m. e. 0,59, 0,48,
0,38, 0,29), compuestos con mayor carga 

negativa, menor peso molecular o inte
racción de ambas propiedades. Por otro
lado, se observa la aparición de compues
tos que se desplazan en sentido contrario,
concretamente en embriones «medio via
bles» aparece una fracción bien delimi
tada de m. e. -0,35, mientras que en las
«no viables» existe una mayor heteroge
neidad proteica, comprendida en bandas
de m. e. -0,14, -0,35, -0,46 y -0,51.

En las fracciones de albúminas embrio
narias procedentes de semillas tres días
sembradas (fig. 2) no se detectaron en los
controles los compuestos con mayor mo
vilidad electroforética que se habían ob
servado en el estado seco (m. e. 0,59,
0,48,0,38). En los embriones «medio via
bles» parece existir una mayor heteroge
neidad de compuestos que migran en am
bos sentidos, ya que aparecen una serie
de bandas relativamente poco delimita
das hacia el cátodo y una de gran amplitud
hacia el ánodo, que podría suponer, en
parte, una degradación de las fracciones
observadas en los controles «viables» ha-

Fig. 3. Efecto del envejecimiento artificial sobre la
fracción albuminoidea de endospermo de semillas
«viables» (------------- ), «medio viables» (--------------- )

y «no viables» (....... ), en estado seco.

Fig. 4. Efecto del envejecimiento artificial sobre la
fracción albuminoidea de endospermo de semillas
«viables» (-------------), «medio viables» (-------------- )

y «no viables (...... ), tres dias sembradas.
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Hg. 5. Efecto del envejecimiento artificial sobre la
fracción globulínica de embrión de semillas «via
bles» (------------ •), «medio viables» (--------------) y

«no viables» (...... ), en estado seco.

cía formas de peso molecular menor. Este
hecho parece ser un estado intermedio
con lo observado en embriones «no via
bles», donde sólo aparecen indicios de
proteínas hacia el polo positivo y perma
nece la dispersión de los compuestos que
migran en sentido contrario, aunque con
una fracción más destacada, la de m. e.
-0,67.

Las variaciones en los resultados obte
nidos con la fracción albuminoidea en en-
dospermos secos y tres días sembrados
(figs. 3 y 4) son similares a los anterior
mente descritos para embriones. Sin em
bargo, debe resaltarse que las alteracio
nes provocadas por la pérdida de viabili
dad son más marcadas en endospermos y
tales cambios son ya detectados en el es
tado seco, observándose que la pérdida
de capacidad germinativa conlleva la apa
rición de fracciones que emigran hacia el
cátodo y el incremento de la dispersión
proteica queda finalmente reflejada en
una serie de bandas no bien delimitadas
con m. e. comprendido entre -0,11 y
-0,81 en endospermos «no viables».

El hecho de que los cambios a este 

nivel por efecto del envejecimiento artifi
cial sean más patentes en endospermo
que en embrión, podría ser debido a la
propia estructura de la semilla de Pinus
pinea, en la cual el embrión se encuentra
envuelto y totalmente protegido por el
endospermo.

Los perfiles electroforéticos para la
fracción globulínica de embriones proce
dentes de semillas secas (fig. 5), muestran
una clara movilidad de las fracciones ha
cia el cátodo, la cual se ve incrementada a
medida que disminuye la capacidad ger
minativa de la semilla (bandas de m. e.
-0,60 en embriones medio y no viables).
Sería interesante señalar en este caso
que, aunque cuantitativamente no se ha
bían encontrado variaciones significati
vas en trabajos anteriores (12), en el as
pecto cualitativo existen algunas diferen
cias importantes como se acaba de descri
bir.

Una vez sometidas las semillas a tres
días de siembra (fig. 6) en los perfiles
electroforéticos de las fracciones globulí-
nicas de embriones, se observó la desapa
rición de bandas intermedias, cuando se
compara con los perfiles obtenidos en los
embriones de semillas en estado seco, así
por ejemplo la que aparecía con m. e.
-0,13 de embriones secos viables o la de
m. e. -0,28 en los no viables, mientras

Fig. 6. Efecto del envejecimiento artificial sobre la
fracción globulínica de embrión de semillas «via
bles» (------------- ), «medio viables» (-------------- ) y

«no viables» (....... ), tres días sembradas.
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Fíg. 7. Efecto del envejecimiento artificial sobre la
fracción globulinica de endospermo de semillas
«viables» (------------- ), «medio viables» (--------------- )

y «no viables» (....... ), en estado seco.

que, y al igual que en el estado seco,
aparece un incremento de la movilidad
hacia el polo negativo a medida que dis
minuye la viabilidad de la semilla siendo
las bandas de mayor migración las de m.
e. -0,65 en «medio viables» y de -0,72 en
«no viables», frente a -0,23 para las
viables.

La fracción globulinica de endosper-
mos en estado seco (fíg. 7) mostró un
claro paralelismo con lo ya descrito para
embriones en el mismo estado, si bien las
bandas que aparecen en la electroforesis
se encuentran más delimitadas. Sin em
bargo, a los tres días de siembra, el com
portamiento de los endospermos (fíg. 8)
no parece ser semejante al de los embrio
nes. En este caso, la puesta en marcha del 

proceso germinativo dio origen en los en-
dospermos «viables» al desarrollo de un
pico de gran movilidad hacia el polo nega
tivo con m. e. -0,85 y a una amplia banda
comprendida entre el origen y dicho pico,
que hace pensar en una heterogeneidad
globulinica, comportamiento que no se
refleja en los endospermos «medio via
bles» y «no viables», en los cuales la pér
dida de capacidad germinativa se ve
acompañada de una menor migración de
fracciones hacia el cátodo, siendo en es
tos casos las bandas de mayor movilidad
electroforética las de m. e. -0,66 y
-0,63 pára «medio viables» y «no viables»
respectivamente, observándose además
una ausencia de la banda intermedia, es
pecialmente en endospermos «no via
bles».

Como resumen de estos estudios, se
podría indicar que los perfiles electrofo-

Fig. 8. Efecto del envejecimiento artificial sobre la
fracción globulinica de endospermo de semillas
«viables» (------------ ), «medio viables» (--------------)

y «no viables» (.......), tres días sembradas.
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réticos de semillas con viabilidad dismi
nuida frente a sus controles son drástica
mente diferentes, incluso cuando a nivel
cuantitativo no se apreciaron variaciones
significativas (11). Esta variación en el
comportamiento electroforético puede
ser debida a diferencias en la carga, en el
peso molecular o interacción de ambas
propiedades.

Los resultados obtenidos parecen con
cordar con los encontrados por Grze-
SIUK y KULKA (13), quienes comproba
ron la existencia de cambios en el peso
molecular de los componentes de la frac
ción de albúminas en semillas de avena,
por efecto de envejecimiento natural. Por
otro lado, también GlLLESPIE et al. (10),
en semillas de Lupinus angustifolius y
RANDALL et al. (17), en semillas de Pi-
sum sativum observaron cómo los facto
res ambientales producían cambios en la
composición de las subunidades de pro
teínas de reserva. Nuestros resultados
podrían apuntar también en este sentido,
ya que anteriormente se había compro
bado que las semillas de Pinus pinea en
vejecidas artificialmente y sembradas
tres días (embrión y endospermo), po
seían una actividad proteásica más ele
vada que sus respectivos controles (11).
Por otro lado, durante el envejecimiento
y la germinación de las semillas envejeci
das existe una degradación de los ácidos
nucleicos hacia formas de peso molecular
menor y una falta de agregación de ribo-
somas y formación de polisemas en las
primeras etapas de germinación (8), datos
que estarían de acuerdo con los reseña
dos por otros autores en embriones de
cebada envejecida artificialmente (14), en
semillas de centeno (15) y en embriones
de guisante envejecidos natural y artifi
cialmente (4, 5). Los descensos en los
niveles de ATP durante el.proceso de en
vejecimiento (pendiente de publicación),
repercuten asimismo alterando aquellas
reacciones metabólicas en las que es utili
zado, efecto ya señalado por diversos au
tores (2,6, 20).

Resumen
Se estudian las alteraciones, en los perfiles elec-

troforéticos de las fracciones albuminoidea y globu-
línica de endospermo y embrión de semillas de Pi
nus pinea, producidas por la pérdida de capacidad
germinativa inducida por un proceso de envejeci
miento artificial. Los resultados obtenidos mues
tran que los perfiles electroforéticos de semillas en
vejecidas son drásticamente diferentes a los de se
millas controles, es decir, aquellas con alta capaci
dad germinativa, incluso cuando a nivel cuantitativo
no se habían apreciado variaciones significativas.
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