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RESUMEN

El silicio es uno de los micronutrientes mas importantes para el cultivo del arroz (Oryza
sativa) y el objetivo de este estudio fue evaluar las alteraciones en los estandares de calidad
fisioldgica y enzimatica de semillas de trigo (Triticum aestivum L.) recubiertas con diferentes
dosis de silicio. Las dosis més elevadas de silicio no afectaron la calidad fisiologica de las
semillas, pero redujeron la tasa de pérdida de viabilidad de las semillas. Las variaciones
electroforéticas de las isoenzimas estuvieron asociadas al tratamiento de semillas de trigo, donde

se destacaron las enzimas esterasa y fosfatasa acida.
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ALTERACOES FISIOLOGICAS E ENZIMATICAS EM SEMENTES DE TRIGO
RECOBERTAS COM SILICIO

RESUMO

O silicio é um dos micronutrientes mais importantes para o cultivo de arroz (Oryza sativa)
e 0 objetivo deste estudo foi avaliar as mudancgas na qualidade fisioldgica e enzimética de
sementes de trigo (Triticum aestivum L.) tratadas com diferentes doses de silicio. As maiores
doses de silicio ndo afetaram a qualidade fisioldgica das sementes, mas reduziu a taxa de perda de
viabilidade das sementes. As variacdes eletroforéticas das isoenzimas estdo associadas com o

tratamento das sementes de trigo, onde as enzimas esterase e fosfatase acida se destacaram.

Palavras-chave: eletroforese, isoenzimas, tratamento de sementes, Triticum aestivum, vigor
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INTRODUCCION

Agregar valor a las semillas usando
métodos y tecnologias de produccion, tales
como su recubrimiento, es una exigencia del
mercado. Para ello se necesitan semillas con
alta uniformidad de germinacion/emergencia
(vigor) y que produzcan plantulas con alto
potencial de crecimiento (BAUDET &
PESKE, 2004). La nutricion de las plantas,
especialmente la utilizacion de nutrientes
como silicio (Si) mediante el tratamiento de
semillas, contribuye a la sostenibilidad del
sistema de produccion (MARSCHNER,
1995).

La fertilizacibn con macro vy
micronutrientes es una técnica que
contribuye a obtener alta productividad en
los cultivos. Entre los micronutrientes mas
importantes para el cultivo de arroz (Oryza
sativa), estd el Si, el cual aumenta el
crecimiento y desarrollo de la planta asi
como la productividad, ademas de controlar
varias enfermedades de este cultivo
(SAVANT et al., 1997). El uso de Si
promueve mejoras en la arquitectura de la
planta y aumento en la fotosintesis, debido a
la menor abertura del angulo foliar, que
hace que las hojas estén mas erectas,
disminuyendo el auto sombreado, lo cual
deriva en un mejor aprovechamiento de la
energia luminica (DEREN et al., 1994).
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La electroforesis se usa para estudiar
las isoenzimas en relacion con los cambios
en la calidad fisiologica de las semillas, y
también en relaciébn a las regulaciones
génicas y bioguimicas (ISTA, 1992). Las
isoenzimas son producto de la expresion
génica y estan altamente influenciadas por el
ambiente y el manejo, ya que los genes que
controlan su expresion se manifiestan en
ciertos estadios del desarrollo y en érganos y
tejidos especificos, o por un estimulo
especifico (RAMIREZ et al., 1991). Las
isoenzimas son variaciones de una enzima
dentro de un organismo que presentan una
misma especificidad de sustrato. La
intensidad de las bandas en electroforesis
con gel enzimatico es especifica en cada una
de ellas, para una determinada parte de la
planta, tejido y etapa de desarrollo de la
misma (MALONE et al., 2006).

Las enzimas mas investigadas
relacionadas con la calidad fisioldgica de las
semillas son la esterasa, la fosfatasa cida, la
deshidrogenasa y la
(CARVALHO et al., 2000). La esterasa
participa en las relaciones de hidrdlisis de

peroxidasa

esteres y estd directamente ligada al
metabolismo de los lipidos, como los
fosfolipidos totales de membrana (SANTOS
et al., 2005). La enzima fosfatasa &cida tiene

la funcion de hidrolizar los fosfomonoesteres
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de numerosas reacciones quimicas vegetales,
entre ellas, la formacion de sacarosa durante
la fotosintesis (TANKSLEY, 1983). La
enzima peroxidasa incluye un grupo de
enzimas que catalizan la transferencia del
hidrégeno de un donador para H,O, durante
la germinacion de las semillas y en las etapas
de crecimiento (MENEZES et al., 2004). La
enzima glutamato deshidrogenasa es
responsable de la oxidacion de aminoacidos,
proporcionando energia para el ciclo de
Krebs, produccion de NADPH o en la
reduccion de o-cetoglutarato para la sintesis
de aminoécidos (VIEIRA et al., 2009).

El objetivo de este estudio fue
evaluar las alteraciones en los padrones de
calidad fisiologica y enzimética de semillas
de trigo recubiertas con diferentes dosis de
silicio.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en diciembre de
2012 en el Laboratorio de Semillas y
Biosemillas del Departamento de Fitotecnia,
Facultad de Agronomia Eliseu Maciel,
Universidad Federal de Pelotas, en Pelotas-
RS, Brasil.

El  disefio  experimental  fue
completamente aleatorio y los tratamientos
fueron 0, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 g Microton® kg’

! de semillas (Microton® es un compuesto de

silicato  mineral, que consiste en
filosilicatos), representando 26 % de Si, con
ocho repeticiones. La variedad de trigo
utilizada fue FUNDACEP 52. Las semillas
se recubrieron con el polimero Sepiret® y
agua (2.5 mL kg* de semillas) para
optimizar la adherencia del producto a la
semilla. El recubrimiento de las semillas se
realiz6 manualmente, utilizando 200 g de
semillas por repeticion; la mezcla de los
productos se realizd en bolsas plasticas y
después se agregaron las semillas. Estas
fueron agitadas hasta conseguir la completa
distribucion de los productos y la cobertura
de las semillas, y luego éstas fueron secadas
a temperatura ambiente durante 24 h.

La calidad fisioldgica de las semillas
se determind por la prueba de germinacion,
el primer conteo de germinacion, la longitud
de pléantulas y la prueba de envejecimiento
acelerado.

Prueba de germinacion (PG): Se
usaron cuatro repeticiones de 100 semillas
sembradas en rollos de papel toalla
(Germitest) humedecidas con agua destilada,
en la proporcion de 2.5 veces el peso del
papel seco, y a 20 °C. EIl primer conteo
(PCG) se realiz6 4 d después de la
instalacion, y el Gltimo, 8 d después de la

siembra (dds). Los resultados fueron
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expresados en porcentaje de plantulas
normales (BRASIL, 2009).

Longitud de plantulas: La longitud de
la parte aérea (LPA) y la de la raiz (LR) de
las plantulas se determinaron con una regla
graduada en mm. La longitud media de la
parte aérea se obtuvo sumando las medidas
de cada repeticion por tratamiento y
dividiendo por el numero de plantulas
normales; los resultados se expresaron en
cm (KRZYZANOWSKI et al., 1999).

Prueba de envejecimiento acelerado
(PEA): La PEA se realiz6 usando cajas de
plastico transparente (tipo gerbox), con 40
mL de agua y una bandeja de tela de
aluminio donde las semillas, después de ser
pesadas (3 g), fueron distribuidas formando
una camada uniforme. Las cajas se
mantuvieron 72 h en cdmaras tipo BOD a
41° C; después se usaron cuatro sub muestras
de 100 semillas en una prueba  de
germinacion, segun la metodologia descrita
anteriormente, y el conteo 4 dds (MARCQOS
FILHO, 1999).

Para el estudio de la diferenciacion
isoenzimética, la siembra se realizd0 en
canteros de 6 m x 1 m, siendo las plantulas
de trigo cosechadas 14 dias después de la
siembra. Las isoenzimas analizadas fueron:
esterasa (EST), fosfatasa éacida (ACP),
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glutamato deshidrogenasa (GTDH), malato
deshidrogenasa (MDH) e peroxidasa (PO).
Para la extraccion de estas
isoenzimas, la parte aérea de diez plantulas
elegidas al azar se cosechG y macer6 en
morteritos de porcelana. De cada una de las
muestras, 200 mg de ese macerado se
colocaron en un tubo Eppendorf con
agregados de solucion extractora (tampén
tris- citrato 0,1M pH 8,3 + tampdn borato de
lito 0,AM pH 83 + 0,15 % de 2-
mercaptoetanol) 1:2 (p/v). La electroforesis
fue realizada en geles de poliacrilamida al 7
%, colocando 20 pl de cada muestra en
agujeros hechos con el auxilio de un peine
de acrilico. Se realizaron tres aplicaciones
(repeticiones) para cada una de las muestras.
Los padrones enzimaticos se
analizaron por medio del | sistema de
tampones descrito por Scandalios (1969).
Los productos en estado de gel se colocaron
en cubas electroforéticas  verticales,
mantenidas a temperatura ambiente. Las
migraciones electroforéticas fueron
realizadas con una diferencia de potencial de
10V.cm™, hasta que la linea de frente
formada por el azul del bromofenol
alcanzara el nivel inferior del gel. Los geles
fueron desarrollados para los sistemas

enzimaticos mencionados (SCANDALIOS,
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1969; ALFENAS, 1998) y fijados en una
solucién de glicerol al 10 %.

Los datos se sometieron a anélisis de
varianza (p<0,05); con una probabilidad
significativa "F", se hizo la regresion
polinominal. Para la interpretacion de los
resultados de la electroforesis, el analisis
visual del gel fue de presencia/ausencia, y
también se evalud la intensidad de cada una
de las bandas electroforéticas en cada

sistema isoenzimatico.

RESULTADOS Y DISCUSION

No hubo diferencia significativa en el
primer conteo de germinacién ni en la
germinacién de semillas de trigo recubiertas
con silicio (Figura 1A e 1B). La germinacion
en todas las dosis analizadas fue superior a
80 %, siendo elevada para los padrones de
semillas, donde el minimo exigido es de 80
% (BRASIL, 2004). Estos resultados
demuestran que las semillas de trigo
pueden ser utilizadas como medio de
transporte de silicio sin afectar la calidad
fisiologica de las semillas. Resultados
semejantes fueron encontrados por Santos et
al. (2010) en semillas de Brachiaria y por
Toledo et al. (2011) en semillas de avena
blanca. Sin embargo, la investigacion de

Matichenkov et al. (2005) con semillas de

trigo, detectaron un aumento lineal en el test
de germinacion y en el primer conteo con
dosis mas elevadas de silicio. De acuerdo
con Korndorfer et al. (2001), el tratamiento
de semillas con silicio influye en el
desarrollo de las semillas indirectamente,
aumentando el rendimiento de los lotes.

Para la prueba de longitud de la parte
aerea y raiz (Figura 2A e 2B), las diferentes
dosis analizadas de silicio no presentan
diferencias. Resultados semejantes fueron
obtenidos por Toledo et al. (2011) para la
variable longitud de la parte aérea en
semillas de avena blanca.

Los efectos positivos del tratamiento
de las semillas con Si en relacion a su
calidad han sido estudiados por algunos
autores, como Datnoff et al. (1997), Balastra
et al. (1989) y Deren et al. (1994),
especialmente en el  control de
enfermedades, fertilidad de las espiguetas y
masa de semillas, respectivamente. Sin
embargo el silicio parece influir en otras
caracteristicas, ademas de la germinacion y
la longitud de las plantulas, como ocurri6 en

este experimento.
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Figura 1. Primer conteo la prueba de germinacion - PCG (1A) y prueba de germinacion - PG
(1B) en semillas de trigo recubiertas con 0, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 gramos de Microton®

(Silicio) por kg de semillas.
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Figura 2. Longitud de la parte aérea - LPA (2A) y longitud de la raiz - LR (2B) en semillas de
trigo recubiertas con 0, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 gramos de Microton® (Silicio) por kg de

semillas.

En la Figura 3, se encuentran los
resultados de la germinacion obtenidos
después de la prueba de envejecimiento
acelerado (PEA). Se puede observar una

diferencia entre las dosis probadas en las
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semillas de trigo en funcion del potencial

fisiolégico. EI mejor rendimiento fue

obtenido con las dosis de 3,0 y 4,0 g.kg™ de
silicio,

semillas con permitiendo  asi,

clasificarlas como las de mayor vigor.
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La prueba de envejecimiento
acelerado consiste en evaluar la respuesta de
las semillas después de ser sometidas a
condiciones adversas por un determinado
periodo de tiempo (ROSSETO & MARCOS
FILHO, 1995). Esto se basa en el hecho de
que la tasa de deterioro aumenta
considerablemente cuando las semillas son
expuestas a tales condiciones. Asi se verifica

que las dosis mas elevadas de silicio

puede resultar en un aumento de la
capacidad biologica de las semillas y
plantulas  para resistir las condiciones
adversas del medio ambiente. Ademas de las
semillas, estudios cientificos han
demostrados aumentos significativos en la
tasa fotosintética, mejoras en la arquitectura
foliar y otros procesos en el metabolismo
vegetal de las plantas, teniendo como

resultado final un aumento de y una mejor

promueven una menor pérdida de viabilidad calidad en la produccion
cuando las semillas son sometidas al test de (SRIPANYAKORN et al., 2005).
envejecimiento acelerado. De acuerdo con
Rafi et al. (1997), la presencia de silicio
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Figura 3. Prueba de envejecimiento acelerado — PEA en semillas de trigo recubiertas con 0, 1.0,
2.0, 3.0 y 4.0 gramos de Microton® (Silicio) por kg de semillas.
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Segin  Marschner  (1995), la
utilizacion ~ del  silicio  se  vuelve
particularmente interesante cuando se le
considera como un anti estresante. El estrés
causado por temperaturas extremas, por
ejemplo, puede tener un efecto menor con el
uso de silicio. Puede también aumentar la
resistencia a varias enfermedades causadas
por hongos, como también a algunas plagas.
En Brasil, se ha difundido su uso en los
altimos afios, principalmente después de su
inclusibn como micronutriente en la
legislacion de los fertilizantes por el
Ministerio de Agricultura (BRASIL, 2004).
Este hecho ha generado un creciente interés
entre  técnicos y agricultores por los
innumerables beneficios que proporciona a
los cultivos, como el aumento en la
productividad vy resistencia al estrés
abiotico y biotico.

El tratamiento de semillas con silicio
no afecta el rendimiento fisiologico de las
plantulas de trigo, pero puede ser una
alternativa  viable, promoviendo una
proteccién de las semillas frente al estrés,
como ocurre en el test de vigor
(envejecimiento acelerado).

En el analisis de los cinco sistemas
enzimaticos utilizados fue posible visualizar
que hubo una variacion significativa en la

intensidad de la expresion isoenzimatica, de
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acuerdo al aumento en la concentracion de
silicio en las semillas (Figuras 4, 5y 6). Con
base en dicha variacion, cada sistema fue
estudiado y analizado individualmente.

La expresion de la enzima esterasa
presentd bandas menos intensas en las dosis
méas altas de silicio en el tratamiento de
semillas de trigo (Figura 4). La esterasa es
una enzima responsable del metabolismo de
lipidos de membranas durante la
germinacion de semillas;  por ello,, se
observa que hubo un efecto negativo de los
productos aplicados. Las alteraciones en los
padrones de esa enzima evidenciaron
deterioros, ya que la esterasa es una enzima
que participa en reacciones de hidrolisis de
esteres, estando directamente relacionada
con el metabolismo de lipidos (TUNES et
al., 2010). De acuerdo con Malone et al.
(2007), esa variacién también puede deberse
a un metabolismo maés acelerado, sugiriendo
que la mayor parte de los materiales de
reserva ya habian sido metabolizados a los
catorce dias de germinacion. Asi esa
reduccion puede atribuirse no sélo al
tratamiento de las semillas con silicio, sino
que  también al periodo en que se
recolectaron muestras para el analisis.

La expresion de las enzimas de
fosfatasa acida (FAC) se puede ver en los

diferentes tratamientos con silicio (Figura 4).
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Se detectaron bandas de FAC en todos los
tratamientos evaluados; sin embargo, a
medida que aumenté la concentracion de
silicio, hubo disminucion en su intensidad.
Esa enzima participa en reacciones de
hidrélisis de esteres y puede provocar la
peroxidaccion de los fosfolipidos de
membranas. Segun Camargo et al. (2000),
también toma parte en el mantenimiento del
fosfato celular y su actividad puede afectar
el metabolismo del fosfato en semillas, como
los niveles de ATP y nucle6tidos. Autores
como Vieira (2000) y Brand&o Junior et al.
(1999) solamente analizaron la actividad de
la fosfatasa acida en las semillas de maiz y
algodon, que se presentaban en avanzado
grado de deterioro.

Analizando el perfil electroforético
del sistema glutamato deshidrogenasa

(GTDH) (Figura 5), no se observd variacion
en la intensidad de bandas entre las
diferentes dosis de silicio. Esta enzima actla
en la oxidacion de aminoacidos (proteinas de
reserva), proporcionando energia a las
células (ciclo de Krebs) y/o reduciendo el a-
cetoglutarato en la sintesis de los
aminoéacidos. Esta  probablemente
desempefia un importante papel en la
germinacién de las semillas, proporcionando
energia al proceso, 0 aminoacidos para el
desarrollo del embrion. Segun Brandéo
Junior et al. (1999), esta enzima presenta una
alta correlacion entre la reduccion de la
actividad y la pérdida de la calidad
fisiolégica de las semillas. Este hecho no fue
detectado en este estudio, donde se
obtuvieron datos de germinaciéon y primer

conteo de germinacioén similares.

Esterasa

Fosfatasa dcida

Dosis de Microton® (g kg'!)

1

3 4 0

2 3 4

- -

Figura 4. Padrdn electroforético obtenido con el sistema isoenzimatico esterasa y fosfatasa acida
en semillas de trigo recubiertas con dosis de Microton® (Silicio).
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Otras deshidrogenasas estudiadas
fueron la malato deshidrogenasa (Figura 5).
Esta enzima cataliza la dltima reaccion del
ciclo de Krebs, oxidando el malato a
oxaloacetato y produciendo la conversion de
malato a oxaloacetato, teniendo una
importante funcion de produccion de NADH
para el Ciclo de Krebs y la generacion de
oxaloacetato para la biosintesis de
aminoacidos. Su expresion no presentd
diferencia entre las dosis probadas de silicio
en semillas de trigo, por la misma hipdtesis
planteada para la enzima GTDH, donde no
se presentan diferencias significativas en los
tests de calidad fisioldgica.

En la Figura 6, se presenta el sistema
isoenziméatico peroxidasa (PO), onde la
expresion de la enzima no fue alterada por la
utilizacion de diferentes dosis de silicio en el

tratamiento de semillas en relacion al testigo.

Sin embargo, segun el estudio de Gomes et
al. (2008), las semillas que fueron
recubiertas con silicio presentaron una
mayor actividad de la peroxidasa. La
peroxidasa utiliza el peroxido de hidrégeno
para oxidar una gran variedad de sustancias
donadoras de hidrogeno, como los fenoles,
anillos aromaéticos, diaminas, acido
ascorbico, aminoacidos y algunos &cidos
inorganicos (NKANG, 1996). Su expresion
puede ser alterada considerablemente por la
temperatura y el pH. La actividad de esta
enzima varia segun el tipo de tejido y la
etapa vegetativa de desarrollo de la planta,
siendo  su expresion inversamente
proporcional al crecimiento del individuo; de
esta forma, su presencia podria ser
observada en otra fase de desarrollo del
material vegetal analizado, que viene de las

semillas tratadas.

_____ Glutamato deshidrogenase Malato deshidrogenasa
Dosis de Microton® (g kg!)
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
.‘. 4

Figura 5. Padrdn electroforético obtenido con el sistema isoenzimatico glutamato deshidrogenase
y malato deshidrogenasa en semillas de trigo recubiertas con dosis de Microton®

(Silicio).
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Peroxidasa

Dosis de Microton® (g kg'!)

0 1

2

-

3 4

',

Figura 6. Padrdn electroforético obtenido con el sistema isoenzimatico peroxidasa en semillas de
trigo recubiertas con dosis de Microton® (Silicio).

De
enzimaticos estudiados,
esterasa (EST) y la fosfatasa acida (FAC) se

los cinco diferentes sistemas

los de la enzima

revelaron como promisorios marcadores
bioquimicos para la evaluacion de calidad de
las semillas de trigo en las ocasiones en que
fueron tratadas con silicio. Se detectaron
alteraciones en el perfil electroforético de las
plantulas que, sometidas a diferentes dosis
de silicio, revelaron variaciones en el nivel
de calidad.

Los resultados obtenidos en el
presente trabajo sugieren que, dependiendo
del sistema enzimatico utilizado, existe una
diferencia en las proteinas. Por ese motivo,

el andlisis conjunto de varios sistemas

enzimaticos es recomendable porque
permite verificar modificaciones que ocurren
en el interior de las semillas cuando son
sometidas a algun tipo de tratamiento que

influya en su calidad.

CONCLUSIONES

En el tratamiento de semillas, las
dosis mas elevadas de silicio no afectan la
calidad fisioldgica de las semillas; Por ello,
dichas dosis de silicio promueven menores
reducciones en la viabilidad de las semillas.

Las variaciones electroforéticas de
isoenzimas estan asociadas al tratamiento de
semillas de trigo, destacandose las enzimas

esterasa y fosfatasa acida.
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