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CARACTERIZACION BIOQUIMICA
DE LA SEMILLA BOTANICA Y EL PROCESO
DE GERMINACION EN MANDARINA CLEOPATRA

(CitrusreshniHort ex Tan)

Nadina Nieves, Maria Blanco, Eduviges Borroto, J. Gonzalez, J. C. Lorenzo,
C. G. Borroto, A. Gonzalez, O. Guerra y Janet Quinones

ABSTRACT. The chemical composition of Cleopatra
mandarin (Citrus reshni Hort ex Tan) mature seeds, except
embryos, was studied. Carbohydrates were the most signif-
icative elements caused by thelr high concentration: su-
crose (14.08 and 42.43 mg.g” dry weight of cotyledons
and mternal teguments respectively) and fructose
(897 mg.g dry weight of external teguments). Seeds from
mature fruits were placed on wet cotton-containing Petri
dishes, then a study about physical and biochemical
changes during the first 35 days of germination process was
carried out. The relationship between cotyledon and
plantlet weights with germination percentage was deter-
mined. Grease, carbohydrate, and nitrogen related com-
ponent roles on germination dynamics were evident.
Protein movement from cotyledons to plantlets was dem-
onstrated and the highest concentration was a low molar
weight solution (¢ lactoalbumin).
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INTRODUCCION

Acerca de la caracterizacion de las semillas de
citricos hay poca informacién. La investigacion desarro-
llada por Diaz, SAnchez y Zayas (1981) sobre la carac-
terizacion quimica de las semilias de naranja (Citrus
sinensis (L) Osbeck cv. Valencia), demostr6 que estas
poseen un alto contenido de aceite, proteinas y mine-
rales fundamentales.

Los cotiledones de las semillas de cftricos contie-
nen grandes cantidades de proteinas de reserva, loca-
lizadas en organuios especializados nombrados
cuerpos proteicos (Garcia-Agustin y Primo-Millo, 1989).

Las semillas de Citrus limo L Burm tienen como
mas importante reserva de nitrégeno a las globulinas,
las cuales constituyen el 26 % del total de proteinas. Las
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RESUMEN. Se¢ estudi6 la composicion quimica de la testa,
el tegmen y los cotiledones de semillas botanicas de man-
darina Cleopatra (Citrus reshni Hort ex Tan), procedentes
de frutos maduros. Los carbohidratos fueron los compues-
tos de mayor concentracion: en los cotiledonesy el tegmen,
la sacarosa (14.08 y 42.43 mg.g"! de masa seca, respectiva-
mente)y en la testa, la fructosa (8.97 mg.g 1 de masa seca).
Para la caracterizacion fisica y bioquimica de la germina-
cion, las semillas de frutos maduros se colocaron en placas
de Petri con algod6n hiimedo. El estudio se realiz6 duran-
te los primeros 35 dias del proceso de germinacion. Se
evalué la relacidn entre el peso de los cotiledones y de las
plantulas, y el porcentaje de semillas germinadas. En la
dindmica de la germinacién se demostrd la participacién
de las grasas, los carbohidratos y los compuestos nitroge-
nados. Se demuestra la traslocacion de proteinas desde los
cotiledones hacia las plantas y fue la de mayor concentra-
cién una de baja masa molar (a lacto albamina).

semilla botdnica, cotiled6n,
carbohidratos, proteinas, poliaminas,
electroforesjs, grasas, 4cidos nucleicos,
citrus, germinacion '
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albuminas, las glutelinas y las prolaminas comprenden
el 8, 7 y 3 %, respectivamente, de las proteinas totales
(Garcia-Agustin y Primo-Millo, 1990).

La germinacién, como proceso que continlia a la
formacion de la semilia, constituye un evento significa-
tivo que nos permite comprender como interviene la
composicién quimica de |a semilla en el crecimiento y
desarrollo de las plantas.

El término germinacion es utilizado para designar
aquellos procesos que se inician con la imbibicién del
agua por la semilla seca, y finaliza cuando el embrién
atraviesa la envoltura seminal (Vazquez y Torres, 1968).
También puede definirse como una sucesion compleja
de procesos fisicos, fisiolégicos y bioquimicos que
culminan con la aparicién de un nuevo organismo ve-
getal, biolégicamente conformado a partir de su forma
latente en la semilta (Rodriguez et al., 1986). Ambos
conceptos son reveladores de lo complicado de este
fenémeno.

En el trabajo se persigue caracterizar la composi-
cién quimica y el proceso de germinacién de la semilla
botanica de mandarina Cleopatra (Citrus reshni Hort ex
Tan).




MATERIALES Y METODOS

Caracterizaciéon quimica de la semilla botdnica. La ca-
racterizacion se hizo a semillas procedentes de frutos
maduros, las que fueron divididas en sus diferentes
partes: testa, tegmen y cotiledén, siendo separado el
embrién.

Determinaciones

Protefnas solubles. Parala determinacion de las protei-
nas solubles se utiliz6 un gramo de muestra que se
macer6 en frio, se le afiadieron 10 mL de buffer PO4- pH
6.0, se homogenizé por tres minutos a 3 000 g, se
centrifugb a 4 000 g y se tomaron 20 uL del sobrena-
dante para el andlisis, segutn la técnica descrita por
Bradford (1976).

Electroforesis de proteinas. La muestra, previamente
macerada (0.25 g), fue disuelta eh 2.5 mL de buffer con
la siguiente composicién: Tris (125 mM, pH 6.75, SDS
4 %, ﬁ-Mercaptoetanol 10 %, al cual se le adiciond
bromofenol azul como marcador electroforético y glice-
rol 20 % para aumentar |a densidad). La mezcla fue
incubada un minuto a 100°C y entonces se aplicaron
20 uL a geles de poliacrilamida (tres milimetros de
grosor), donde la concentracion respectiva de bisacri-
lamida y acrilamida fue de 0.5 y 10 % en el gel compac-
tado, yde0.74 y 28 % en el geil concentrador. Los geles
de uno y siete centimetros de longitud respectivamente
contuvieron 0.21 % de SDS y fueron buferados con3 M
de Tris (pH 8.9), el gel separador y el concentrador con
Tris 0.5 M (pH 6.7). La corrida fue realizada a 50 mA con
Tris (256 mM), glicina (190 mM, pH 8.3) conteniendo
0.1 % de SDS, como buffer del electrodo. La tincién se
hizo con azul de coomassie en metanol-acido acético-
agua (2:1:7). Luego se visualizaron los esquemas co-
rrespondientes.

Poliaminas. La extraccion de poliaminas se realizé a un
gramo de tejido (testa, tegmen y cotiledén) empleando
solucién de HCI04 5 % frfo durante una hora en barfo de
hielo, segun la técnica descrita por Flores y Galston
(1982). Las poliaminas fueron determinadas por HPLC
en fase reversa. El método del estdndar externo fue
utilizado para verificar el recobrado.

Prolina. Los contenidos de prolina se evaluaron me-
diante la técnica descrita por Bates, Waldron y Teare
(1973).

Acido nucleicos. E! aislamiento de los acidos nucleicos
contenidos en los cotiledones de las semillas se realizd
mediante la técnica de Tiuterev et al. (1976). En la
cuantificacion se empleé el método espectrofotométri-
co; los contenidos de ARN y ADN se calcuiaron segun
la formula de Spirin (1958).

Carbohidratos. Para determinar el contenido de carbo—
hidratos a los diferentes componentes de la semilla,
estos fueron secados en la estufa a 65°C, macerados y
100 mg de Ja muestra utilizados para el ensayo. Paralos
azlcares reductores se utilizd el método de Park y
Johnson (1949), y para los azlcares totales y el aimidon
el de Mc Cready et al. (1950). La sacarosa, glucosa y
fructosa se determinaron por la técnica propuesta por
Yemm y Willis (1986).

Grasa bruta. Se analiz6 por el método del extracto
etéreo (AOAC, 1965).
Acido abscisico. Para la determinacién de ABA en la
testa, tegmen y cotileddn se utilizaron 20, 8 y 100 g
respectivamente, empleando el método de Dathe y
Sembdner (1978), con la siguiente modificacion: antes
de pasar por la columna de Sephadex la muestra fue
pasada por un bafo de PVP, segun Glenn et al. (1972).
La determinacién se realizé por HPLC en fase reversa.
La cuantificacion del ABA fue hecha con estandar ex-
terno de la mezcla de isébmeros a la concentracion de
103 M.
lones minerales. Se determinaron en cotiledones libres
de testa, tegmeny embrién. El contenido de Cd, Pb, Hg,
Fe, Cuy Zn fue determinado por absorcién atémica. El
t6sforo se analizd por el método del complejo "vanado
molibdo fosférico", el nitrogeno por el método de Nes-
slery el potasno por fotometria de llama, todos segun
la Norma ramal de la agricultura (1987). Se determina-
ron el calcio y el magnesio por métodos complexomé-
tricos y el sodio por fotometria de llama (AOAC, 1965).
Dindmica de la germinacion de la semilla botanica.
Para la caracterizacion bioguimica de la germinacion,
las semillas de frutos maduros se colocaron en placas
petri con algodén humedecido, en grupos de 50 con 17
repeticiones, para un total de 850 semillas en experi-
mento, las que se evaluaron alos 0, 21, 28 y 35 dias. Se
considero la semilla germinada cuando habia emitido
fa radicula y se empled la planta completa para las
diferentes determinaciones, considerando la siguiente
clasificacién para la electroforesis de proteinas:
SG semilla sin germinar (se empléé solo el cotiledén),
| semillas germinando (se empied el cotileddn y el
embriodn desarroilado),

Il semillas germinadas (con raices),

lll germinadas, con plantulas menores de 1.6 cm de
altura,

IV germinadas, con plantulas mayores de 1.5 cm de
altura e iniciada la emision de hojas, y

V germinadas, con plantulas mayores de 1.5 cm de
altura y hojas diferenciadas.

La relacion peso de los cotiledones y de las plan-
tulas fue estudiada con relacion al porcentaje de germi-
nacion. Ademas, en cotiledones de seniillas
germinadas y no germinadas, se determinaron protei-
nas solubles, prolina, poliaminas y carbohidratos (almi-
don, azucares reductores y totales).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion quimica de la semilla.botdnica. La
compleja interaccion de la composicién bioquimica, la
estructura y las funciones de la semilla de mandarina se
analizan a continuacioén.

En la Tabla | se muestran los resuitados de los
andlisis de algunos de los principales constituyentes de
la semilla: cotiledones, tegmen y testa obtenidos a partir
de frutos maduros.
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Tabla I. Caracterizacién de la semilla de mandarina Cleopatra

Unidad Testa Tegmen Cotiled6n

de medida
Masa cotileddn g - - 0.07
Humedad % - - 34.74
Masa seca res. % - - 65.26
Grasa bruta % - - 25.87
Glucosa mg. g ' MS N.D. N.D. N.D.
Fructuosa mg. g mMs 8.97 2.31 5.66
Sacarosa mg. g ™Ms 5.40 2.43 14.08
Almidén mg.g”' MS - - 8.00
Proteina soluble mg. g 'MF 0.04 0.56 1.67
Prolina libre mg.g’| ' MF 7.69- 103 1.68- 10 5.60 - 10°
Putrescina mg.g’! 'MF 3.94-10" 8.80 - 10 0.96 - 10
Espermidina mg.g’, 'MF 2.49-10* 5.27 - 10* 0.06 - 10
Espermina mg.g"' MF. 43.90-10* 1.61-10% 0.054- 10°¢
ABA mg.g”' MF 198.40 - 10 621.44 - 107 202.52 - 10°
ADN mg.g’, ' MF - - 0.4580
ARN mg.g"' MF - - 0.0712
N mg.g’! 'MS . . 0.032
K mg. g '™MS - - 0.029
P mg. g ' MS - - 0.192
Fe mgg’ MS - - 0.023
Cu mg.g’] 'mMS - - 0.004
Zn mg. g 'MS - - 0.004
Cd mg.g’ 'MS - - N.D.
Pb mg. g 'Ms - - N.D.
Na mg. g 'mMS - - 0.002
Mg mg. g ™MS - - 0.001
Ca ma.g”' MS - - 0.005
Hg mg.g' MS - - 85-10°

Como se observa, el 34.7 % de la semilla es agua,
en tanto que el 65.26 % representa la masa seca de la
semilla; de este el 25.87 % es de grasa bruta, valor que
es interior en un 36.62 % al informado para la semilla de
naranja Valencia (Diaz, Sanchez y Zayas, 1981).

De los carbohidratos, el que se encuentra en ma-
yor concentracién es la sacarosa, mientras que la glu-
cosa no fue detectada.

La composicién organica delas semillas evidencia
la actividad metabélica de los compuestos nitrogena-
dos, detectandose una mayor concentracién de protei-
Ir_mgs, seguida de las poliaminas y por ultimo la prolina
ibre..

Los niveles de ABA fueron muy superiores en el
cotiledén con respecto a la testa y el tegmen.

El contenido de ADN es mayor que el de ARN, lo
cual es caracteristico de semillas en estado de madu-
rez.

Delos compuestos inorganicos evaluados, la con-
centracion de fosforo esta seguida de la de nitrégeno y
potasio, encontrandose con valores mas bajos el calcio
y el magnesio, justificando de este modo el rol metab6-
lico de estos macroelementos.

Dinamica de la germinacién de la semilla botdnica. La
Figura 1 ilustra los cambios en la masa fresca de los
cotiledones y en el desarroilo de la plantula, durante la
germinacion y cuantificados a manera de porcentaje.

Como puede apreciarse, existe un incremento en
la asimilacién de agua por los tejidos de los cotiledones
asociado a la elevacion de estas, propias del proceso
de imbibicion como estadio inicial de la germinacién.
Garcia-Agustin y Primo-Millo (1990) reconocen en este
procesovarios momentos: el primero de ellos se corres-
ponde con una rapida hidratacion no metabdlica ocu-
rrida en las primeras 48 horas, seguido de un atenuado

incremento durante los 14 dias posteriores y a partir de
ese momento decrece la masa fresca de los cotiledo-
nes.

La tendencia del comportamiento de estas semi-
llas es similar, a pesar de la diferencia en la frecuencia
de evaluaciény de las condiciones de germinacién, que
demuestran el retraso que provoca la permanencia de
la testa en el inicio del proceso. Son asociables la
disminucion de la masa fresca de los cotiledones con
el aumento de este parametro en las ptantulas, una vez
comenzado su crecimiento y desarrollo, lo que indica
el empleo de sustratos endb6genos en la actividad res-
piratoria y la transformacién de reservas desde los
cotiledones a las plantulas.

La caracterizacién bioquimica del proceso antes
senalado se informa a continuacién. Interprétese como
tendencia el comportamiento no evaluado durante los
primeros 21 dfas.

El porcentaje de grasas totales (Figura 2), en coti-
ledones de semillas germinadas y no germinadas en la

-evaluacién realizada 21 dias después del comienzo de

la imbibicién, es coincidente con la germinacién segun
la Figura 1. En el caso de las semillas no germinadas,
este comportamiento no ocurre hasta siete dfas des-
pués, en que se alcanzan valores proximos como con-
dicién previa para el inicio del proceso. Es conocida la
funcion de reserva delas grasas en este tipo de semiltas
y la posible interconversion de moléculas biorganicas
para el inicio de la germinacion, el desarrollo del em-
bribn y crecimiento de la plantula.

La dindmica de los carbohidratos (azicares tota-
les, reductores y aimidén) muestra una tendencia simi-
lar a la antes analizada en las grasas. En las semillas
germinadas, los contenidos de azlcares totales y el
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Figura 2. Variacién de las grasas en semillas

almidon decrecen en el periodo previo a la fecha de
inicio de la germinacion y continta posteriormente (Fi-
gura 3a).

Por su parte, en las semillas no germinadas este
fenébmeno se da a los 28 dias, de igual modo al sefalado
en el caso de las grasas. N6tese que también con igual
comportamiento a los 35 dias se elevan los contenidos
de ambos en estas semillas, las que finalmente germi-
nan, sucediendo solo la mas lenta movilizacion de estas
biomoléculas (Figura 3b). Enambos casos los azlcares
reductores exhiben valores minimos.

Sisetiene en cuenta el valor de los monosacaridos
en los procesos biosintéticos, requeridos para el desa-
rrollo del embrién y crecimiento de la plantula, se ma-
nifiesta la interrelacion del metabolismo intermediario
de lipidos y carbohidratos, en especial asociado a la
germinaciénde semillas, posiblemente involucradaslas
reacciones del Ciclo del Glioxalato.

En la Figura 4 se resumen los resultados de los
andlisis de compuestos nitrogenados. Las proteinas
solubles también decrecen durante la etapa que ante-
cede al inicio de la germinacion; en las semillas germi-
nadas esta reduccion en los contenidos de proteinas
solubles contintia marcadamente durante los 14 dias
posteriores, mientras en las semillas no germinadas en
ese perfodo ulterior se incrementan los niveles de pro-
teinas solubles, haciéndose notables las diferencias
entre las semillas con distintas capacidades germinati-
vas (Figura 4a). Es conocido que las proteinas son la
principal forma de reserva nitrogenada en las semillas
de los cftricos y parecen estar localizadas en cuerpos
protefnicos en los intersticios submoleculares de los
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Figura 3. Cambios de los carbohidratos en semiilas

cotiledones (Garcia-Agustin y Primo-Milio, 1990). La
rapida hidrélisis de las mismas supone su asociacion
con proteasas que asumen el papel autolitico durante
la movilizacion de las reservas (Adams y Novellie, 1975;
y Harris y Chrispeels, 1975).

Relacionada con la hidrdlisis de proteinas, en par-
ticular con las prolaminas ricas en prolina, se incremen-
tan los contenidos de este aminoacido proteico en
forma libre durante la germinacion de semillas de citri-
cos. Al igual que los resultados alcanzados por Garcia-
Agustin y Primo-Millo (1990) en las evaluaciones
posteriores a la germinacion y conversion, se reducen
los contenidos de este aminoacido en su forma libre en
ambos estados de los cotiledones, a diferencia del
proteico que aumenta en los no germinados. Los ami-
noacidos libres evaluados en los cotiledones y el em-
brién indican el transporte desde los primeros hasta la
plantula, como se trasiocan en los diferentes érganos
de los arboles aduitos de citricos (Kato, 1981; Moreno
y Garcia-Martinez, 1983; Legaz y Primo-Millo, 1984,
Tadeo et al., 1984; Garcia-Agustin y Primo-Millo, 1990;
y Gonzalez, 1990).

Los contenidos de poliaminas (putrescina, esper-
midina y espermina) durante la germinacion se mues-
tranenlaFigura5 (a y b). Enlos cotiledones germinados
y no germinados, las concentraciones de putrescina y
espermidina disminuyen hasta los 21 dias, excepto la
putrescina de cotiledones germinados, la cual mantuvo
niveles bajos similares a los 21, 28 y 36 dias. La esper-
mina, con valores muy bajos, no mostré cambios du-
rante el periodo analizado.
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Ha sido informado un incremento en el nivel de las
poliaminas en los estados tempranos de la germinacion
(Villanueva, Adlakhna y Cantera-Soler, 1978), cuyo in-
cremento puede ser critico para la iniciacién del proce-
so. Los resultados alcanzados en Phaseolus mungo
(Villanueva, Adlakha y Cantera-Soler, 1978) evidencian
estos cambios.

Los analisis en mandarina Cleopatra fueron lleva-
dos a cabo a partir de los 21 dias, para semillas germi-
nadas y no germinadas, por Io que no se observé la
participacion de las poliaminas en este proceso, io que
si se mostroé en el caso de los carbohidratos, las grasas
y proteinas. Como fue sefialado en los andlisis de los
aminoacidos, la intensidad de la actividad metabolica y
la concentracion de metabolitos esta influida por la
velocidad de traslocacion de estos de unas partes a
otras: en el caso delas semillas desde los cotiledones
hasta las plantulas.

LaFigura 6 muestra el resultado de la composicién
proteica separada por electroforesis en geles de polia-
critamida. Como se aprecia, en la medida en que pro-
gresa el crecimiento y desarrollo de fa plantula, hay una
gradual desapariciéon de las proteinas en {os cotiledo-
nes; de modo inverso, estas se incrementan en las
plantulas, lo que corrobora los resultados anteriormen-
te expuestos en la Figura 4a. De igual forma, Garcia-
Agustin y Primo-Millo (1990) también refieren similares
resultados en cuanto a la traslocacion de proteinas
hacia la joven planta, sefalando ademas que al parecer
es una proteina de baja masa molar la que mas se
trasloca, asi como las proteinas extraidas de la fraccion
de globulinas. En los resultados que se analizan es
también una protefna de baja masa molar la que se
manifiesta en mas alta concentracién en los cotiledo-
nes, desaparece con rapidez en ellos y se manifiesta
intensamente en las plantulitas en la medida en que
avanza su crecimiento, correspondiendo, segun los
patrones, a la Alfa Lacto Albumina.

Cotiledones

mas
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LEYENDA

5Gosemillas sin germinar.
| Bemillas germinando sin raices ni pléntulas.
I] Semillas germinadas con raices.
111 Germinadas con plantulas menores de 1.5 cm de
altura.
1V Germinadas con pléntulas mayores de 1.5 cm de
altura e iniciada la emisién de hojas.
V Germinadas con pléntulas mayores de 1.5 cm de
altura y hojas diferenciadas.

Figura 6. Electroforesis de proteinas a cotiledones
y plantulas en diferentes estados fisiolo-




El trabajo ha permitido poner de manifiesto el
papel de algunos constituyentes de la semilla, que
tienen un papel relevante en los procesos de germina-
cién en esta variedad, tales como la sacarosa, las
grasas Yy los compuestos nitrogenados; en este Ultimo
caso, ha resultado interesante comprobar su constitu-
cién y la traslocaciéon de proteinas desde los cotiledo-
nes alas plantulitas, todolo que puede servir como base
para trabajos futuros en la biotecnologia vegetal.
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