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Resumen y Abstract \%

Resumen

El desarrollo de una planta parte en la germinacion, determinada por diversos procesos
como la absorcion y adsorcion de agua, la replicacion y expresion génica, la actividad

hormonal y enzimatica, entre otros.

Estos procesos han sido estudiados, buscando la sensibilidad, de manera directa o
indirecta al tratamiento magnético de semillas, sin embargo aln es necesario investigar los
procesos modificados en variables biol6gicas, bioquimicas y biofisicas. Por esto se
expusieron semillas de maiz a densidad de flujo magnético de 100 mT, tiempos entre 55 s
y 543 s y volumenes de agua entre 12.2 mL y 23.8 mL.

Se evaluaron, en primera instancia respuestas de parametros de germinacién (porcentaje
de germinacion maximo (Gmax), €l tiempo de germinacién del 50 % de las semillas (tso) ¥y
los tiempos t1, tio, t2s, t7s Y teo) Y actividad enzimatica por espectrofotometria tanto de la alfa
amilasa como proteasas, a una longitud de onda de 500 nm y 660 nm respectivamente.
Para avanzar en el entendimiento de los procesos modificados por la accién del tratamiento
magnético (TM) de semillas de maiz, los parametros de germinacion se correlacionaron

con la actividad enzimatica.

Se reporta el efecto del TM principalmente en tsp y Gmax, Obteniendo reducciones hasta
31 % en tso y aumento de 16 % en Gmax. La actividad enzimética aumento en la alfa amilasa
y proteasas hasta 68 % y 85.81 %, respectivamente. La correlacion de la actividad de la
alfa amilasa con las variables de germinacién fue directa con Gmax € inversa en tso, €n
proteasas se encontré correlacion inversa con tso. Se concluye que el tratamiento
magnético en semillas de maiz afecta directamente la germinacién e incrementa la

actividad enzimatica de la alfa amilasa y proteasas.
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Los resultados obtenidos son una contribucion para comprender los procesos modificados
por la accion del TM en semillas de maiz y en consecuencia sobre la movilizacién de
sustancias de reserva. Desde el punto de vista biotecnol6gico el TM hace posible optimizar
el proceso de germinacion de forma ambientalmente fiable, asequible y de bajo costo;
ademas el uso del TM se puede considerar como una herramienta Gtil para mejorar el

rendimiento de los procesos donde actllan enzimas hidroliticas.

Palabras clave: germinacion, alfa amilasas, proteasas, tratamiento magnético.



Resumen y Abstract Vi

Abstract

The development of a plant starts in germination, determined by various processes such
as water absorption and adsorption, gene replication and expression, hormonal and
enzymatic activity, among others.

These processes have been studied, seeking sensitivity, directly or indirectly to the
magnetic treatment of seeds, however it is still necessary to investigate the modified
processes in biological, biochemical and biophysical variables. This is why corn seeds were
exposed to a magnetic flux density of 100 mT, times between 55 s and 543 s and water

volumes between 12.2 mL and 23.8 mL.

In the first instance, germination parameter responses were evaluated (maximum
germination percentage, germination time of 50 % of seeds (tso) and times t1, tio, tzs, t7zs and
too) and enzymatic activity by spectrophotometry of both alpha amylase and proteases, at
a wavelength of 500 nm and 660 nm respectively. To advance the understanding of the
processes modified by the action of the magnetic treatment (MT) of corn seeds, the

germination parameters were correlated with the enzymatic activity.

The effect of MT is mainly reported in tso and Gmax, Obtaining reductions up to 31 % in tso
and increase of 16 % in Gmax. ENnzyme activity increased in alpha amylases and proteases
up to 68 % and 85.81 %, respectively. The correlation of the alpha amylases activity with
the germination variables was direct with Gmax and inverse in tso, in proteases an inverse
correlation with tsp was found. It is concluded that the magnetic treatment in corn seeds
directly affects germination and increases the enzymatic activity of alpha amylases and

proteases.

The obtained results allow to contribute to the understanding of the processes modified by
the MT action in corn seeds and consequently on the mobilization of reserve substances.
At a biotechnological level, the MT makes it possible to optimize the germination process

in an environmentally reliable, affordable and low cost; also the use of the MT can be
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considered as a useful tool to improve the performance of the processes where hydrolytic

enzymes act.

Keywords: germination, alpha amylase, protease, magnetic treatment.



Contenido IX

Contenido

Pag.
LTS T U 11 1= o 1 PSP PPN \Y
LiSTA 08 FIQUIAS ...ttt Xl
LiSta de tablas ....cooveiii i e Xl
Lista de SimboloS Y @breViaturas ..........ocuuiiiiiiiioiiiiie et XV
TN (o Xo [ Lo o3 0 o [ 17
(O] T 1=1 1170 1= 20
ODJELIVO GENETAL.....ciiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 20
ODbjetiVOS ESPECITICOS ..uuuii i i e e e 20

Y T od o T (=T o T o] o PSRRI 21
1.1 Variables DIOIOGICAS .......cooiiiiiiiiiiiiie et 23
1.2 Variables bioquimICas ...........oouuiiiiii e 26
1.3 Densidad de flujo MagnétiCo ...........ccooiiiiiiiiiiiiiiei e 28
1.4  TiempoS d€ EXPOSICION.......cciuuiiiiiieiee ettt e e e e e et e e e e e e e e st eeaaaeeaaanns 28

2 MArCO CONCEPIUAL ... .oeiiiiee e e e e e e e e e e e e e araa s 31
1.1 MaIZ (ZEA MAYS L.) weeeiiiiiiiiiiiiiti ettt e e e a e e e e 31
O A O 1o o To 3 g F= To [ 1<) (o] o TR UURPPPPRRPIOt 33
1.2.1 Fuentes de campo MAagNELtiCO..........ccuuiiiiiiieeiiiecee e 34

22 T €71 11 ] = Tod T o PP 37

P S N1 = W= Y0 11 = T USSR 43
2. D, PrOBASA. ... e 45

3 MaterialesS Y MELOUOS ...ccoeeeeeeeeeeeee e 47
3.1. Seleccion del material vegetal.............ooovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 47
3.2. Determinacion de tratamientos MagnétiCoOS.........uvvvvviiiiieiiiiiiiieieieiieeeeeeeeeeeeeeeen 47
3.3. Tratamiento magnético de semillas ..............ooovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 48
3.4. Evaluacién del efecto del tratamiento magnético en pardmetros de germinacion.
......................................................................................................................... 50

3.4.1. Experimento de germiNacion ...........cccuuuiiiiieeiiiiiiiiiieee e 50
3.4.2. Parametros de germiNacCiON ...........oooouuuriieiieeee i iee e e e e e e e e e e e e 50

3.5. Estudio de alfa amilasa y pProt@asas ..........ccuueeeuuumiiiieeeeieiiiiieae e 50
R T O 1 = (o3[ o PRSP 51

] F | = 0 L 1= oY= OO 51



X Andlisis del efecto del tratamiento magnético sobre la actividad enzimatica en
semillas de maiz (Zea mays)

= e (0= TT= 1 PPN 51
3.5.2. Determinacion de actividad enzimatiCa.............cccuuuumemmimrummmiiniiiineiiiennnnnnnnn. 52

. Actividad enzimatica de alfa amilasa ...........cccccoeeiiieiiiiiiiiii e, 52

. Actividad enzimatica de ProteasaS.........cccvvvuiiiiiiiieeee e e e 53
3.5.3. Curva de estandarizacion para la determinacién de la actividad enzimética..54

. Curva de estandarizacion de alfa amilasa...........c..ccceevvveiiiiiiii e, 54

. Curva de estandarizaciOn de proteasas...........ceeeieeeerieeeiiiiiiiieee e e e 55
3.5.4. Calculo de la actividad €nzZiMALICA .............uuumummmmiiiiiiiiiiiiiiiiierne. 57

3.6, ANAlISIS €StAUISTICO.....civiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt 57
YU ] | = To Lo 1= PSSP 59
4.1. Parametros de germiNaciON ...........ococuuueeriieeeaiaieiiieieee e e e e e r e e e e e e e neeeees 59
4.2, Actividad €NZIMALICA........uuiii i e e 61
4.2.1. Actividad enzimatica de alfa amilasa en semillas TM............ccccccviieeeneeeeniennn, 61
4.2.2. Actividad enzimética de proteasas en semillas TM .........ccooeviiiiiiiiiiiiinnennnnns 61

4.3. Relacién entre variables de germinacion y actividad enzimética ...................... 62

D LYo U] o] o I PP P PP PR UUPPPPPPPPOR 67
5 Conclusiones Yy reCOMENAACIONES .....ciiieiiiiiiiiiiee e ee e e e e e e e ara s 71
L0 I @] Tl [0 7T 1= 71
I S {=Tolo ] 4[] 0o F= Vo o] =S 3 71
A. Anexo: resultados de parametros de germinacién en los experimentos Iy Il .....73
B. Anexo: curvas de estandarizacion de €NZIiMas .............uvvvurrmmmermminirnrmnnnninnn. 75
Curva de estandarizacion de Alfa amilasa ............ccooevviiiiiiiiiiiiiiic e, 75
Curva de estandarizacion de PrOtEASAS ........cuuiieeeiiiiiuiiiiiiiaaeeaaiaiiiiireee e e e e e s s aeieereeeaeens 77

C. Anexo: graficas de dispersion y resultados estadisticos de laregresién lineal en
la correlaciéon de variables de germinacion y actividad enzimatica...................... 79

D. Supuestos del disefio completamente aleatorizado y resultados estadisticos ...85

BB OGrafia .ooooeeee e 87



Contenido Xl

Lista de figuras

Figura 1. Semilla de Zea mays con sus respectivas partes. Figura modificada a partirF:JIizg.
2 PR PPR PP 32
Figura 2. Representacion de las lineas de campo geomagnético sobre la tierra. Fuente:

1 SRR 34
Figura 3. Bobina de helmhotz. Fuente: [93]. ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiieiieeeeneeeeaeenees 35
Figura 4. Solenoide. FUENTE: [90]......uuuuuuuruuieiiriiiriiiitiiiiiiibeeseeebeeeeensenseseeneseeeeseeeneeneeannnne 36

Figura 5. Electroiman con nucleos de hierro. El contenedor cilindrico de color amarillo es

usado para la exposicion de las semillas, obteniendo una homogenidad de induccién

>08%0. FUBNEE: GULIOIES. ..ottt e e et e e e e e e e e e nnnnn s 36
Figura 6. Iman toroidal permanente. Fuente: [95]. ......cc.uvvviiiiiiiiiiiiiie e 37
Figura 7. Eventos asociados con la germinacion de las semillas. Fuente: [97] .............. 39

Figura 8. Detalle de la influencia de la giberelina sobre la induccién de hidrolasas para la
emergencia de la radicula. Fuente: [98]. .....cooiiiiiiiiiiiiie e 41

Figura 9. Diagrama de la activacién bioguimica en la germinacion de cereales. Fuente:

Figura 10 a. Distribucion espacial de B en imanes toroidales. b. Sistema de estimulacion

magnética con iman toroidal con B nominal de 100 mT. Fuente: [40]..........cccceeeeeeiinnnnn, 48
Figura 11. Gmax Y actividad enziméatica de alfa amilasa. Experimento |. Fuente: autores.63
Figura 12. tso y actividad enzimatica de alfa amilasa. Experimento |. Fuente: autores. .. 63
Figura 13. Gmax Y actividad enzimatica de proteasas, experimento I. Fuente: autores. .. 64
Figura 14. tso y actividad enzimética de proteasas, experimento |. Fuente: autores. ...... 64

Figura 15. Gnax Y actividad enzimatica de alfa amilasa, experimento Il. Fuente: autores.

Figura 16. tso y actividad enzimatica de alfa amilasa, experimento Il. Fuente: autores... 65
Figura 17. Gmax y actividad enzimatica de proteasas. Experimento Il. Fuente: autores. . 66

Figura 18. tso y actividad de proteasas. Experimento Il. Fuente: autores. ...................... 66



XIl Andlisis del efecto del tratamiento magnético sobre la actividad enzimatica en
semillas de maiz (Zea mays)

Figura 19. Curva de estandarizacion de alfa amilasa. Fuente: autores. ..............cccco...... 76
Figura 20. Curva de estandarizacion de proteasas. Fuente: autores. .............ccccvveeeeeen.. 77
Figura 21. diagrama de dispersion para actividad de la alfa amilasa. a) Gmax Vs actividad
de alfa amilasa, b) TMG vs actividad de alfa amilasa, c) t; vs actividad de alfa amilasa, d)
ti0 vs actividad de alfa amilasa, €) t2s vs actividad de alfa amilasa, f) tso vs actividad de
alfa amilasa, g) t7s vs actividad de alfa amilasa, h) tyo vs actividad de alfa amilasa. Fuente:
=T (0] {1 TP PP S TP PPPPPPTTTR 81
Figura 22. diagrama de dispersion para actividad proteasas. a) Gmax Vs actividad de
proteasas, b) TMG vs actividad de proteasas, c) t1 vs actividad de proteasas, d) tip VS
actividad de proteasas, €) tzs vs actividad de proteasas, f) tso vs activiad de proteasas, g)

tzs vs actividad de proteasas, h) te vs actividad de proteasas. Fuente: autores.............. 83



Contenido X1

Lista de tablas

Pag.
Tabla 1. Efecto del TM sobre algunas variables biolégicas. Los valores corresponden a

variaciones porcentuales con respecto al control. Valores positivos indican un aumento

con respecto al control. Fuente: autores 25
Tabla 2. Efecto del TM en enzimas. Los valores negativos representan reduccién de la

actividad y los positivos aumentos. Fuente: autores 27

Tabla 3. Enzimas hidroliticas activadas por las GAs en células aleuronales. Fuente: [79]
------------------------------- 42
Tabla 4. Tratamientos de exposicion magnética. Fuente: autores. 49

Tabla 5. Preparacion de estandares para la evaluacion de la actividad enzimatica de alfa

amilasa. ------=-=-=s=soeoeoeoeoeaeaenu-- 55
Tabla 6. Preparacion de estandares para la evaluacién de la actividad enzimatica de
proteasas. ----------------=-=----m-momoeo- 56

Tabla 7. Gmax ¥ tso en el experimento | y 1l para semillas tratadas y control. En la tabla se

muestra el valor promedio y la desviacién estandar. Fuente: autores. 60

Tabla 9. Valores de la actividad enziméatica de alfa amilasa y proteasas en el experimento

Iy Il. Fuente: autores. 62
Tabla 11. Resultado de los pardmetros de germinacion de semillas estimuladas y control
en la primera exposicion. En la tabla se muestra el valor promedio y la desviacién

estandar en cada uno de los tratamientos. Fuente: autores. 73

Tabla 12. Resultado de los pardmetros de germinacion de semillas estimuladas y control
en el experimento Il. En la tabla se muestra el valor promedio y la desviacion estandar en

cada uno de los tratamientos. Fuente: autores. 74

Tabla 13. Relacion entre la cantidad de D(+)-maltosa y la absorbancia. Fuente: autores.
------------------------------- 75

Tabla 14. Valores registrados para la absorbancia a diferentes cantidades de L-tirosina.

Fuente: autores.------------==-mmmmmmmmmmmeeeee- 77




XV Andlisis del efecto del tratamiento magnético sobre la actividad enzimatica en
semillas de maiz (Zea mays)

Tabla 15. Correlacion de las variables bioldgicas y la actividad enzimatica. Resultados de
la validacion de la normalidad de los datos. Fuente: autores. 84




Contenido

XV

Lista de simbolos y abreviaturas

Abreviaturas

Abreviatura

Término

ABA
Abs
ADN
AGs
AGs
ATP
ARNmM
cm?®
B
FAO
G
Gméx
h
ISTA
LEA
M
min
mL
mM
MPa
mT
NADPH
nm
rpm
t
T™MS
T™MG
™
1

t10

ts

tso

t7s

too
texp

U
uT

Acido abscisico

Absorbancia

Acido desoxirribonucleico
Giberelinas

Acido giberélico

Adenosintrifosfato

Acido ribonucleico mensajero
Céntimetro cubico

Densidad de flujo magnético

Food and agricultura organitation of the united nations
Gramos

Germinacién maxima

Horas

International seed testing association
Late embryogenesis abundant

Molar

Minutos

Mililitro

Milimolar

Mega pascales

Militesla

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
Nanometros

Revoluciones por minuto

Tiempo

Tratamiento magnético de semillas
Tiempo medio de germinacion
Tratamiento magnético

Tiempo de germinacion del 1% de las semillas sembradas

Tiempo de germinacion del 10% de las semillas sembradas
Tiempo de germinacion del 25% de las semillas sembradas
Tiempo de germinacion del 50% de las semillas sembradas
Tiempo de germinacion del 75% de las semillas sembradas
Tiempo de germinacion del 90% de las semillas sembradas

Tiempo de exposicién
Unidades enzimaticas
Microtesla



XVI Andlisis del efecto del tratamiento magnético sobre la actividad enzimatica en
semillas de maiz (Zea mays)

Abreviatura Término

pm Micrémetro

°C Grados Celsius
Subindices

Subindice  Término
Max. Méaxima
Exp. Exposicion




17 Andlisis del efecto del tratamiento magnético sobre la actividad enzimatica en

semillas de maiz (Zea mays)

Introduccion

La evolucion de los seres vivos se ha dado bajo la presencia del campo geomagnético,
existe interés en estudiar la magnetosensibilidad de diversos organismos al TM. La
necesidad de incrementar la productividad agropecuaria conduce al uso de técnicas que
van desde alternativas convencionales como agroquimicos que generan un impacto
ambiental de alto costo; hasta el desarrollo de tecnologias entre las que se destacan
métodos fisicos como los campos electromagnéticos. A diferencia de los agroquimicos, los
métodos fisicos no generan impactos ambientales por contaminacién, sin embargo
estimulan los procesos bioquimicos y fisiologicos de los organismos, lo que se refleja en
modificaciones morfologicas y de desarrollo de los mismos [1]. Actualmente el campo
magnético’ se puede establecer como una herramienta biotecnolégica para el

mejoramiento de semillas.

El TM ha presentado evidencia de su efecto en el desarrollo de sistemas bioldgicos, de
acuerdo con los resultados presentados en algunas investigaciones [1]-[4], las plantas
constituyen el mayor porcentaje de organismos bioldgicos estudiados [5]. EI TMS ha
abarcado el anadlisis de variables en tres areas principales de la ciencia: la biologia, la
bioguimica y la biofisica; teniendo menas referencias de las dos ultimas [2], [6], [7] y una
cuarta no muy explorada, pero no menos importante, la fisiologia. En el estudio de
variables bioldgicas de semillas tratadas magnéticamente se destacan: pardmetros de
germinacion como; el TMG [8], Gmax [9]; también la masa fresca y seca, y longitud de raiz
y planta [10], [11]. Respecto a variables biofisicas se resaltan estudios de absorcion [12],
[13], adsorcion [2], y conductividad en lixiviados de semillas [14], [15]. Para las variables

bioquimicas, actividades enziméticas de alfa amilasa [15], [16], beta amilasa [17]

Definicion de campo magnético en el capitulo 2
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deshidrogenasas [15], catalasas [16], [18] y concentracién de flavonoides [18]. La
efectividad e intensidad de los procesos metabdlicos mediados por la actividad enzimética
combinado con TMS han sido investigadas para avanzar en el analisis de variables como
la germinacion, la longitud de raiz y el brote, la imbibicion y el indice de vigor de las plantas
que se definen como el producto entre el porcentaje de germinacion y la longitud de planta
para el indice vigor | o el producto entre el porcentaje de germinacion y la masa seca de la

planta para el indice de vigor Il [16].

El uso de agroquimicos (en kg/ha) como fertilizantes y pesticidas a nivel mundial entre
2006 y 2016, incremento6 en 23% en fertilizantes y 17% en pesticidas. En Colombia el uso
de fertilizantes en los ultimos 4 afos crecié hasta un 33%, pero el dato mas preocupante
es el uso de pesticidas, dado que mientras en el 2016 a nivel mundial se usaban 2.57 kg
por hectarea, en Colombia fue de 13.17 kg/ha, es decir 412% mas con respecto al uso
mundial, segun estadisticas de la fao [19]. Si los pesticidas tienen un impacto tanto
ambiental como en la salud humana, en Colombia este impacto lo cuadruplicamos. La
aspersion de estos agroquimicos contaminan las fuentes hidricas esenciales para el
desarrollo de la vida, ocasionando efectos sobre la salud humana con el desarrollo de
enfermedades como la neurotoxicidad aguda, dafio pulmonar, metahemoglobinemia
infantil, desarrollo de cancer, entre otras [20]. Por lo anteriormente expuesto, el desarrollo
de métodos biotecnoldgicos como el tratamiento magnético de semillas para mejorar la

productividad agricola son considerados de vital importancia.

Debido al interés constante de entender el TM en plantas que sea concorde con la ciencia
y el desconocimiento en la explicacién de los efectos bioldgicos que son desencadenados
por el TMS, el presente trabajo busca contribuir en la comprensiéon de un mecanismo de
accioén bioquimico vy fisiolégico basado en la estimulacion magnética, para potencialmente
emplearlo como herramienta biotecnoldgica en diferentes campos de la ciencia,
principalmente en el area de la agricultura. Para este estudio, se analizaron los cambios
ocurridos en la actividad de las enzimas alfa amilasa y proteasas; la primera se encarga
del desdoblamiento de almidén que sera utilizado como fuente de energia [21], mientras
gue las proteasas se relacionan con la movilizacién de proteinas [22], por tal motivo se
seleccionan estas dos enzimas para su estudio en la evaluacion del TM en semillas de

maiz.
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Esta investigacion se cimienta en la exploracion interdisciplinar para explicar cuales son
los procesos modificados a nivel bioquimico que dan paso a cambios en la germinacion en
las semillas en presencia del TM. De esta manera llegar a estandarizar los procedimientos,
en este caso, partiendo del maiz como modelo que pueda establecer los campos
magnéticos como una herramienta biotecnoldgica para la agricultura. Esto nos lleva al
siguiente cuestionamiento ¢ Existen cambios en la actividad de algunas enzimas del maiz
(Zea mays L) como efecto del tratamiento magnético de semillas, que se correlacione con
efectos en parametros de germinacion y se confirmen con resultados significativos

obtenidos en analisis bioquimicos?
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Objetivos

Objetivo general

Estudiar y discutir el efecto del campo magnético en la germinacién y actividad

enzimatica de semillas de maiz (Zea mays).

Objetivos especificos

e Evaluar el efecto del tratamiento magnético sobre la actividad de enzimas
amiloliticas y proteoliticas en semilla germinadas de maiz (Zea mays).

e Evaluar el efecto del tratamiento magnético en la germinacion de semillas maiz
(Zea mays).

e Determinar la relacion entre parametros de germinacién con la actividad enzimatica

de semillas de maiz (Zea mays) tratadas magnéticamente.
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semillas de maiz (Zea mays)

1 Marco teodrico

El estudio del tratamiento magnético sobre organismos vivos, incluyendo los vegetales,
data de finales del siglo XIX [1]. En plantas, los primeros reportes se desarrollaron
examinando el efecto de TM sobre la germinacién y el crecimiento, sin resultados
significativos sobre dichas variables [23], [24]. En 1893 se reportaron evidencias del efecto

magnético sobre el aumento en la velocidad de germinacion de las semillas [25].

En la revision de Pietruszewski y Martinez [1] se indica que el desarrollo del estudio
biomagnético tomé lugar entre 1960 y 1970, en este tiempo aparecieron, en Estados
Unidos de Norte América y la Unidon de Republicas Socialistas Soviéticas (USSR),
monografias concernientes al efecto del campo magnético en organismos biol6gicos. Los
estudios tuvieron como matriz experimental plantas de cebada, trigo, arveja, mostaza y
avena principalmente, analizando los efectos sobre la germinacion de semillas, la longitud
de raiz y planta, la actividad amilolitica y el rendimiento en produccion de semillas. Se ha
demostrado que el campo geomagnético tiene un importante rol en el funcionamiento
normal de las células de las plantas [26]. Broz et al.,, en 1980 establecen que los
organismos biolégicos son mayoritariamente diamagnéticos y el efecto del tratamiento
magnético es reflejado en diferentes formas, por ejemplo la germinacién de semillas se
presenta con mayor intensidad, se acelera el ciclo vegetativo de las plantas [27]. Ademas,
las investigaciones en vegetales convergen en concluir que existen respuestas de caracter
bioldgico, biofisico y bioquimico, basado principalmente, en la interaccion entre el campo
magneético y los sistemas vegetales en funcion del tiempo de exposicion y la densidad de
flujo magnético. Aunque efectos generales son bien definidos, es frecuente encontrar en
las publicaciones desconocimiento en la exactitud de la forma de interaccion de las ondas
magnéticas en los sistemas biolégicos [28]-[30], debido tanto por la novedad del tema

como por su complejidad de seguimiento y analisis.
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El estudio del TMS se ha direccionado en el andlisis de variables generales del area de la
biologia y en menor proporcion variables biofisicas y bioguimicas. Para algunos
investigadores, se ha establecido que el efecto biol6gico de los campos magnéticos es
dependiente de la polaridad, disefio del dispositivo generador y la intensidad generada por
el mismo [31]. En otros estudios se establece que no existe una relacion lineal del efecto
inducido por el tratamiento con el valor de la densidad del flujo magnético y el periodo de
exposicion de la misma [26]. En otras investigaciones se ha encontrado como factor de
incidencia el tiempo de exposicion en parametros de germinacion [32], asi como también
puede establecerse que la mayor sensibilidad de las plantas es dada con la intensidad del
campo magnético [28]. Esto demuestra la importancia de probar varias combinaciones de
estos factores para poder encontrar los valores 6ptimos de tratamiento [27]. Lo anterior
permite establecer que las células vegetales no presentan un patron de respuesta para
factores como la induccion magnética, tiempo de exposicion y la especie expuesta [33]—
[35].

En vegetales el TM se ha desarrollado teniendo en cuenta los siguientes factores:

1. Densidad de flujo magnético: se pueden describir dos niveles con respecto al campo
geomagnético, campos magnéticos ultra débiles o vacio magnético (menores a
100 nT) y campos magnéticos débiles (superior a 100 nT < 500 uT). Para los primeros
se reportan efectos en el desarrollo de la planta y sobre la transicién a la floracion [5].
En el primero la incidencia magnética sobre semillas de girasol esta reportada para la
masa fresca de la planta, masa fresca de la raiz y la estructura aérea [36]. También se
discuten los efectos en la elongacion celular y presion osmética, que dan paso a
incrementos en la elongacion del epicétilo en arveja [37]. En frijol la estimulacion de
plantulas a campos de 10 uT y 100 uT a 50 Hz o 60 Hz presentan alteraciones en el
transporte de la estructura radical [38]. Para cultivos in vitro de Solanum tuberosum los
efectos han sido contradictorios, algunos con resultados de inhibicién del crecimiento,
sin embargo el efecto parece ser dependiente del género, la especie y la duracién del

tratamiento [39].

2. Fuente de estimulacion magnética: el TMS se ha centrado en la generacion de
campo magnético con dos tipos de fuentes; activas o pasivas. Las fuentes activas

hacen referencia a los dispositivos que generan el campo magnético con una
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circulacion de corriente eléctrica, en este se encuentran las bobinas de Helmontz,
electroimanes y solenoides. Las fuentes pasivas son autbnomas en la generacion del
campo magnético, en esta se encuentran los imanes toroidales. En plantas de Lemna
minor un sistema de bobinas e imanes permanentes, han sido estudiado el efecto
magnético en la evaluacion del numero y area foliar y la fluorescencia de la clorofila
[40].

3. Homogeneidad del campo: quizds sea una de las caracteristicas del campo
magnético en las que menos se hace referencia en las publicaciones; sin embargo, en
los Ultimos afios se encuentran estudios donde la variabilidad de la densidad magnética
se tiene en cuenta, principalmente cuando se utilizan electroimanes [41], con los que
se alcanzan homogeneidad del campo magnético superior al 95%; mientras que en
otras fuentes de campo magnético como los imanes toroidales presentan una alta

variabilidad en un pequefio segmento de exposicion [42].

Adicional de los factores fisicos del TM, la aplicacion en vegetales se ha realizado de tres
formas generales:

1) Exposicion de semillas antes de la siembra (pretratamiento) [11], [43]-[45];

1)) Exposicion de plantulas después de la germinacion [29], [46] y

1)) Tratamiento magnético de agua para imbibicion [47], [48].

Sin embargo, existen variaciones de estas formas de aplicacion: estimulacion de semillas
imbibidas [11], [49], estimulacion magnética del agua para riego de plantas [50], [51],
estimulacion de pigmentos extraidos de hojas [52] y material vegetal sometido a estrés
salino después de estimulado [18].

A continuacion se describiran los efectos sobre variables bioldgicas y bioquimicas, como
también los dos factores principales de evaluacion: densidad de flujo magnético y tiempo

de exposicion.

1.1 Variables biologicas

Comprende la germinacién y las que se derivan (indice de rapidez de germinacién, TMG,
t1, tio, t2s, tso, t75 Y teo). LOS datos de germinacion registran incrementos hasta del 56% en

semillas de aji expuestas a TM con respecto al control [45]; En maiz el mayor incremento
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es del 16% [53]. De acuerdo con los reportes, el efecto del TMS en la germinacién genera
un incremento entre 10% y 56% [9], [14], [30], [45], [53]-[55], para semillas de Zea mays
L. [9], [53], [55], [66] Helianthu annuus L. [12], [15], [50] Glycine max L. [54], Cicer arietinum
L. [57], Nicotiana tabacum, L. [58], Cucumis sativus [16], Allium cepa L. [59], Oryza sativa
y Solanum lycopersicum L [32]. Ademas de los resultados de aumento en el porcentaje de
semillas germinadas después de haber sido tratadas con campo magnético, también la
germinacion ha sido mas rapida en las semillas tratadas con respecto al control, este efecto
se ha determinado con el analisis del TMG, la velocidad de germinacion y los tiempos t,
tio, 25, tso, t75 Y teo. EN €l TMG se registran disminuciones desde el 8% hasta el 38% en
semillas tratadas con respecto al control [8], [60], mientras que el indice de rapidez de
germinacion aumenta entre 10% y 69% [61], [62]. Los tiempos ti, tio ¥ tos presentan
disminucion con respecto al control, comprendidas desde el 5% hasta el 94% [60], [63],
[64], denotando que es en los primeros momentos de la germinacién donde los efectos del

campo magnético se hacen mas notables [7].

Adicionalmente a las variables de germinacion, mediciones en raiz y planta han sido objeto
de valoracién del tratamiento magnético, evaluando tanto la masa como la longitud de la
raiz y la planta; en estos, el TM ha generado aumentos desde 3% hasta 264% para estas
variables. La longitud de la raiz y la planta son las mas influenciadas. La longitud de la raiz
reporta incrementos entre el 13% [65] hasta 218% [10], mientras que en la longitud de la
planta se presenta entre 3 % hasta 253% con respecto al control [14], [45], [66]. Otras
variables bioldgicas y sus resultados se observan en la Tabla 1. Entre los que se destacan
los efectos estudiados en hojas, el rendimiento o productividad y andlisis de division

celular.
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Tabla 1. Efecto del TM sobre algunas variables biol6gicas. Los valores corresponden a variaciones porcentuales con respecto al

control. Valores positivos indican un aumento con respecto al control. Fuente: autores.
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1.2 Variables bioquimicas

Su estudio es de gran importancia por la correlacién e incidencia directa o indirecta en el
desarrollo de las estructuras y procesos macroscépicos (germinacion, crecimiento radical
y tallo; y floracién) que permite entender el efecto del TM en la germinacion de semillas
tratadas y el crecimiento de las plantas. A pesar de ello son pocas las investigaciones de
variables bioquimicas en comparacién con las biologicas. De igual forma hay pocos
estudios en los que se correlacionen las respuestas biolégicas y bioquimicas para
establecer relaciones de causa efecto en el TM. Con los reportes que se tienen de los
cambios en las variables bioquimicas, es claro que existe un efecto del TM sobre el
desarrollo bioquimico en semillas y plantas, evidenciado en estudios de variables
enzimaticas [13], [15], algunos macroelementos (Fe, P, Mg, y Ca) [29], proteinas [14],
metabolitos secundarios y clorofilas [11]. Las enzimas son de las que mas despiertan
interés en estas investigaciones, reportandose la cuantificacion de alfa amilasa [13], [15],
[16], [74], beta amilasas, deshidrogenasas [13], [15], proteasas [13], [15], [16], oxidasas
[75]. Otros compuestos en los que también se reporta efectos del TM son flavonoides,

azucares, proteinas y clorofilas [10], [11], [69].

Para alfa amilasa, relacionada con la degradacion de reservas de almidon durante la
germinacion, se reportan incrementos de su actividad entre 20% y 51% con respecto al
control [13], [15], [74] en semillas de maiz, girasol y caléndula tratadas magnéticamente.
En proteasas los incrementos obtenidos en semillas van desde el 8% hasta 22% con
respecto al control [13], [15], [16], indicando una mayor movilizacion e hidrélisis de
proteinas a péptidos y aminoacidos para el desarrollo postgerminativo [15]. De manera
similar la actividad de catalasa fue incrementada en un 83% [16]. Respecto a alfa amilasa,
proteasa y catalasa los efectos significativos estan dados con tratamientos a densidades
de flujo magnético de 50 mT, 100 mT y 200 mT para tiempos de una y dos horas,
generando la induccion magnética, principalmente con electroimanes y bobinas [13], [15].
Otras enzimas como deshidrogenasa, superoxido dismutasa, peroxidasa, succinato

oxidasa han sido reportadas ver Tabla 2.
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Tabla 2. Efecto del TM en enzimas. Los valores negativos representan reduccion de la actividad y los positivos aumentos. Fuente:

autores.
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Cucumis sativus L. 51% 13% 8% 83% 77% | [16]
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Los reportes de los efectos del TMS, incluyen modificaciones en los procesos fisioldgicos
como la fotosintesis, afectando la concentracion de clorofilas a y b. Las alteraciones en
clorofilas de plantas como maiz, arverja, soja y café han sido establecidas [10], [69], [77],
[78]. Los momentos magnéticos que tienen los cloroplastos puede ser modificados por la
energia absorbida de un campo magnético externo, adicionalmente la eficiencia de los
organelos celulares aumenta bajo la estimulacion magnética, esto puede explicar que la
concentracion de clorofila a incremente desde 4% hasta 66% [11], [77] y entre 13% hasta
60 % en clorofila b, en plantas TM [10], [69].

En términos generales el TMS influye en los procesos de germinacion, reflejado en
aumento de la tasa de germinacioén [74], [79], [80]. lgualmente con los resultados obtenidos
en investigaciones previas en la actividad de enzimas como las alfa amilasas y proteasas
[13], [15], [16], [74] y posible correlacion de la actividad de las alfa amilasas con las
variables germinativas, se puede relacionar, de manera directa o indirecta (faltaria
evaluarlo), el efecto del tratamiento magnético sobre la actividad enzimatica o al menos
este es el direccionamiento adecuado a seguir en los estudios de TMS, que a su vez es
consistente con el proceso germinativo en el cual, la imbibicion de agua por parte de la
semilla, activa el AGs que induce la actividad enzimatica, favoreciendo la elongacion y

emergencia del eje embrionario o radicula.[81]

1.3 Densidad de flujo magnético

Los valores de induccién magnética con resultados significativos en vegetales, segun los
reportes, son (250, 120 y 100) mT. En plantas de la familia Poaceae las respuestas
significativas expuestas en variables biolégicas, bioquimicas y biofisicas abarcan desde
los 4 uT hasta 560 mT. En esta familia para Zea mays, la densidad de 100 mT de
exposicion [13], [14], [53], registra los mejores resultados, seguido por 125 mT [64], 200
mT [13], [14], 250 mT [64] y 480 mT [9], [82].

1.4 Tiempos de exposicion

Los te que han sido usados para experimentos de TMS a diferentes inducciones
magnéticas, han influido de manera relevante en las respuestas de las variables de

andlisis. En la bibliografia analizada se propone que 10s texp continua y 24 h son efectivos
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en la respuesta de las variables biofisicas, bioquimicas y biol6gicas en diferentes plantas.
Teniéndose que los tex, reportados con respuestas significativas corresponde a exposicion
continua y 24 h. Sin embargo un amplio rango de teyp SoOn relevantes en respuestas

efectivas del efecto de B en diferentes especies vegetales.

En Poaceae los tex significativos en las respuestas de las variables de analisis, se
encuentran desde un minuto hasta exposicion continua. En Zea mays L. los tiempos
eficientes son: tres minutos [11], 7.5 min [53], 10 min [83], 15 min [9], [82], 30 min [61], 60
min [13], [14], [61], 120 min [13], [14], [55], 1440 min [64], y exposicién continua [64], [77],
siendo los tiempos de 15 min, 60 min, 120 min, y continua los que registran las repuestas

mas significativas para el maiz.
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2 Marco conceptual

2.1 Maiz (Zea mays L.)

Zea mays L. conocido cominmente como maiz, es una planta monocotiledénea que
pertenece a la familia Poaceae, se caracteriza por ser de gran importancia econémica
mundial ya sea como alimento humano, para el ganado o0 como materia prima de un gran
nuamero de productos industriales, por ejemplo, para la produccion de bioetanol y de aceite
de maiz para diversos usos médicos (obtencién de antibiéticos como la penicilina por
fermentacion del almidén, ampicilina y cloromicetina). La planta desarrollada puede
alcanzar entre 60 cm y 80 cm de altura, y estructuralmente cuenta con un sistema radical
que se distribuye en raices adventicias y raices de anclaje, el tallo denominado “fitbmero”
cuenta con meristemo apical, profilo, hojas e internudos; y las inflorescencias que de
acuerdo a la interaccién entre variables genéticas, ambientales y hormonales pueden ser

masculinas (espiguillas) o femeninas (mazorca) [84].

Las semillas de maiz (Figura 1) estan cubiertas por una testa que puede tener diferentes
texturas, generalmente es dura lo que confiere cierto nivel de impermeabilidad a sustancias
como el agua y gases, esta caracteristica permite la autorregulacién del metabolismo y por
ende del crecimiento, las semillas en su interior poseen un endospermo que representa el
83% de la masa seca del grano y tiene como funcién mantener las reservas alimenticias
principalmente compuesta por almidon (87%), sobre el cual actian las enzimas
amiloliticas. ElI embrion es el origen de la raiz, tallo y hojas de la nueva planta, en los
extremos del eje embrionario hay meristemos formados por células con gran capacidad de
reproduccion, en el embrién el meristemo apical se localiza en la parte superior del eje

embrionario [85].
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Figura 1. Semilla de Zea mays con sus respectivas partes. Figura modificada a partir de
[86]

A nivel quimico en la composicion de la semilla de Zea mays L., se conoce que el 11% de
la masa seca son proteinas, 5% de lipidos y 75% de carbohidratos, debemos tener en
cuenta que la composicién quimica de las semillas esta determinada genéticamente, pero
las cantidades relativas pueden variar de acuerdo a factores ambientales como la

presencia de nutrientes o variaciones ambientales [87].

La calidad de Zea mays proviene de las adaptaciones en la germinacion y crecimiento
vegetativo ante condiciones adversas, pero esta calidad tiene origen en los factores
genéticos, moleculares y bioquimicos de las plantulas, estas caracteristicas se encuentran
definidas por diversas interacciones y por la participacion de las fitohormonas concebidas
como sustancias producidas por células vegetales en sitios estratégicos de la planta,
capaces de regular fendmenos fisiolégicos en la misma, entre las fitohormonas mas
importantes se encuentran las giberelinas, el etileno, las auxinas, las citoquininas, el acido
absicisico y el acido jasmonico [88], estas sustancias ayudan a coordinar los procesos
esenciales para el desarrollo normal de las plantas, por ejemplo, es importante considerar
gue la germinacion es un proceso gue a nivel fisiolégico y bioquimico se da en cadena, de
acuerdo a esto el etileno da lugar a la sintesis de acido absicico (ABA) y este precede la

formacion de giberelinas en la semilla que da lugar a la sintesis de alfa-amilasas [89].

Las hormonas vegetales han sido concebidas como productos quimicos organicos
sintetizados en pequefias cantidades en determinado lugar de la planta para originar
acciones fisiolégicas en otro lugar distinto, en este grupo encontramos que las citoquininas
son importantes en la divisién celular. La elongacion de la plantula esta determinada por
auxinas y giberelinas, esta Ultima actia también durante la germinacion de la semilla; la

inclinacién del tallo hacia la luz se debe a la accion de las auxinas, por ejemplo cuando
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este se localiza en la oscuridad, esta fitohormona se produce en grandes concentraciones
intensificando la elongacion celular. El etileno es la Unica fitohormona gaseosa, actua
induciendo la maduracion de los frutos y la sintesis de giberelinas vitales para romper la
latencia durante la germinacion [90].

Es importante mencionar que el éxito del proceso de germinacién en Zea mays, depende
de las condiciones de humedad, oxigeno y temperatura; no obstante, es frecuente que aln
cuando las semillas se encuentran bajo las condiciones adecuadas, no germinen. Esto se
debe a que existe un blogueo o impedimento en alguna parte del proceso de germinacion
gue evita que se desarrollen los cambios necesarios en la semilla. Estos impedimentos
desaparecen al proporcionar a la semilla un estimulo del medio ambiente, como seria la
luz o temperatura 6ptima, o bien dejando que el tiempo transcurra para que se vayan
produciendo ligeros cambios en la propia semilla, a esta incapacidad de germinar ain bajo
condiciones adecuadas se le denomina latencia [87], sin embargo, existen herrramientas
para estimular los procesos de germinacion, entre las mas usadas se encuentra la
aplicacion exogena de nitrato de potasio, tiourea, etileno, acido giberélico y citoquininas
[84], pero también se ha reportado el tratamiento magnético como una alternativa viable
para inducir la germinacion en todo tipo de semillas [64] [91].

2.2 Campo magnético

El concepto de campo magnético se puede entender como una fuerza originada por una
cantidad de carga que atraviesa una superficie por unidad de tiempo y que afecta cualquier
otra carga o corriente en un espacio de influencia, por lo tanto la naturaleza fundamental
del magnetismo es la interaccion de cargas eléctricas en movimiento. A diferencia de las
fuerzas eléctricas que actian en cargas que pueden estar o no en movimiento, las fuerzas
magneéticas soélo actian en cargas en movimiento [92]. EI magnetismo se entiende desde
su descubrimiento hace 2 500 afios en Magnesia (hoy Manisa, Turquia) con fragmentos
de mineral de hierro magnetizados (magnetita Fesz04) y es ampliamente descrito en fisica,
al igual que mateméticamente representado con la ecuacion 1; la unidad comun para medir
B es el tesla ecuacion 2. Sin embargo, desde una perspectiva biolégica, el campo
magneético se ha interpretado a partir del campo geomagnético, este es la fuerza originada

por el nucleo de la tierra que afecta el desarrollo e interacciones biolégicos en la biosfera.
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El campo geomagnético es percibido por los animales como moluscos, artrépodos y
vertebrados [93] y su influencia puede ser de dos tipos; de posicion y de direccionamiento
como georreferenciacion y para el desplazamiento respectivamente. ElI campo
geomagnético visto vectorialmente surge del polo sur geogréfico (polo norte magnético) e
ingresa por el polo norte geogréfico (polo sur magnético). Su intensidad es mayor en los
polos y disminuye al acercarse a la linea ecuatorial ver Figura 2. El campo geomagnético
es estatico, homogéneo y débil, con una fuerza de (33 - 35) UT en el ecuador y
(67 - 70) uT en los polos [5], [94].

F=qV*B (1)

F: fuerza magnética, q:carga de la particula en movimiento, v: velocidad de la particula y
B: campo magnético.
1T=1 Vrs_ 1 ke
- m2 - SZ * A (2)

T: Tesla, V: Volt, s: segundo, m: metros, kg: Kilogramos y A: Ampere.

North

northem
magnetic pole

southern
magnetic pole

Figura 2. Representacion de las lineas de campo geomagnético sobre la tierra. Fuente:
[93].

2.2.1 Fuentes de campo magnético

La fuente natural de campo magnético en la tierra es el nlcleo y los minerales
ferromagnéticos, a los cuales la biosfera terrestre siempre ha estado expuesta y
evolucionado bajo la influencia magnética de estas fuentes. Otros generadores de campo
magnético son los imanes permanentes, los solenoides, las bobinas de Helmholtz y los
electroimanes. El iman permanente se conoce como una fuente pasiva de campo

magnético, mientras que los otros tres son fuentes activas que requieren la conduccion de
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corriente eléctrica con igual densidad de cargas negativas y positivas permitiendo anular
el campo eléctrico y teniendo relevancia las fuerzas magnéticas. Otro aspecto fundamental
en las fuentes de campo magnético es la homogeneidad en la densidad de flujo magnético.
Las bobinas electromagnéticas tienen una alta homogeneidad mientras que los imanes
permanentes la mas baja. Acontinuacion se presenta una breve descripcion de estas

fuentes.

Bobinas de Helmholtz: son dos bobinas circulares coaxiales con el mismo radio que es
igual a la distancia entre los planos de las bobinas, ver Figura 3. Las bobinas de Helmhotz
son la configuracibn mas simple para generar un campo magnético relativamente
constante [95]. Cada bobina esta conformada por un espiral de alambre en el que circula
la corriente en la misma direccién. Cuando las corrientes circulan en sentidos opuestos, se
denominan bobinas anti-Helmhotz, su estructura es conveniente para generar gradientes
de campo magnético. Las bobinas de helmhotz y anti helmhotz son ampliamente usados
en mediciones de campo, investigaciones biomédicas, calibracion de sondas y sensores,

entre otros [96].

Figura 3. Lineas de campo y esquema de dos toroides en configuracion de Helmhotz.
Fuente: [95].
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Solenoide: un solenoides es enrollamiento helicoidal de alambre sobre un cilindro (espiras
iguales y paralelas). Puede constar de cientos o miles de vueltas muy apretadas que
conducen la misma corriente y el campo magnético en cada punto es la suma de los
campos generados por las vueltas individuales. En el centro del solenoide las lineas de
campo magnético son aproximadamente paralelas, indicando un campo uniforme;
mientras que en los extremos las lineas son dispersas y el campo magnético es débil, ver
Figura 4 [92].

Figura 4. Lineas de campo y esquema del solenoide. Fuente: [92]

Electroiman: consiste en un par de bobinas de alambre con un gran nimero de vueltas,
tan estrechas que cada vuelta estad muy cerca de formar una espira plana circular. En estas
bobinas se utiliza una corriente para establecer un campo magnético. Una caracteristica
importante de los electriomanes es su incorporacion de nucleos de hierro méviles para
incrementar el campo magnético y confinarlo a las regiones deseadas, ver Figura 5. El
campo magnético generado depende de las caracteristicas y geometria de los nucleos de
hierro. Un ejemplo de la utilizacion de electroimanes es su uso en equipos de obtencion

de imagenes de resonancia magnética nuclear [92].

Figura 5. Electroiman con nucleos de hierro. El contenedor cilindrico de color amarillo es
usado para la exposicién de las semillas, obteniendo una homogenidad de induccion
>98%. Fuente: autores.
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Imanes permanentes: Desde los antiguos griegos se conocen las propiedades
ferromagnéticas de la magnetita y la galena, en la actualidad se sabe que los imanes
permanentes atraen objetos de hierro y que repelen otros imanes. Las fuentes descritas
hasta este momento requieren la induccion de una corriente alterna que genere un
movimiento de carga, de alli que sean fuentes activas. Los campos magnéticos generados
por un iman permanente (Figura 6) también se debe al movimiento de cargas, pero en este
caso este movimiento ocurre a la escala microscoépica del atomo. La densidad de flujo
magnético depende de la posicidén espacial de registro de su magnitud y presenta cambios
de polaridad en las proximidades del orificio central del iman, lo que contribuye a que estos
generadodes de campo magnético tengan una homogenidad variable (entre 8% a 60% en
un iman de B nominal continuo, radio externo 50 mm y grosor de 20 mm) [42]. En este

estudio los imanes permanentes fueron usados para el TMS.

Figura 6. Iman toroidal permanente. Fuente: [97].

2.3. Germinacion

El crecimiento de las plantulas comienza en la germinacion, y las semillas como unidad de
dispersion y reproduccion de los vegetales son fundamentales para la continuidad y
sostenibilidad de las especies. La perpetuidad de una especie vegetal comienza en la
latencia de la semilla y su posterior activacion metabdlica; después de la embriogénesis la
semilla entra en un estado de latencia disminuyendo su actividad metabdlica debido a la
alta concentracion de &cido absicico que inhibe la accidn de las otras fitohormonas y de
forma paralela inhibe la sintesis de proteinas vitales para el desarrollo de la semilla, este
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estado de latencia se mantiene hasta que se le proporcionen las condiciones Optimas de
germinacion, si una semilla no puede germinar en determinado periodo de tiempo el
embrion ubicado en su interior morira, teniendo en cuenta la viabilidad de la semilla, para
gue el embribn comience a crecer es necesaria la presencia de elementos capaces de
activar su metabolismo [98], este proceso es desencadenado por la imbibicion de agua y
culmina con la elongaciébn del eje embrionario (dicotiledoneas) o radicula
(monocotiledoneas) a través de las estructuras circundantes [9] [81]. La imbibicién de agua
en las semillas, descrita en tres fases (
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Figura 7), es un proceso fundamental que describe la germinacién. La duracién de las
fases es dependiente de las caracteristicas de la semilla como: tamafio, contenido de
sustratos hidratables, permeabilidad de la cubierta seminal, toma de O, entre otros.
Factores externos también influyen en la imbibicién; suministro de calor, composicion del
sustrato del suelo y contenido de humedad de la semilla [81]. A continuacién, se describen

cada una de las fases:
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Figura 7. Eventos asociados con la germinacién de las semillas. Fuente: [99].

Fase |, imbibicidon: es la etapa que da inicio al ingreso de agua a la semilla. Algunas
semillas con 5% al0 % de contenido de agua alcanzan un potencial hidrico negativo de
aproximadamente -100 MPa, ocasionando alteraciones temporales en la permeabilidad de
las membranas de la semilla que permiten la salida de solutos y metabolitos de bajo peso
molecular como azlcares, acidos organicos, iones, aminoacidos, péptidos e inhibidores de
la germinacion (fenoles y ABA). Estas pérdidas pasivas son efecto de la transformacion de
los compuestos fosfolipidicos de las membranas celulares (ejemplo células de la testa y/o
endospermo) que inicialmente se encuentran en una fase de gel y por el agua imbibida
pasan a una fase de cristal hidratado. Esta transicion puede ser retrasada o inhibida por la
presencia de azucares y proteinas. Al finalizar la etapa inicial de imbibicion las membranas
de las células retoman su configuracion mas estable y se reduce la pérdida de solutos, aun

no se conoce el mecanismo de reparacion de las membranas [81], [100].
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La reactivacion metabdlica de las semillas se origina por la hidratacion de enzimas y
estructuras de la semilla deshidratada. La reactivacion metabdlica completa tarda algunas
horas, por lo que las primeras acciones metabdlicas son la reparacion y sintesis del ADN
nuclear y sintesis del ADN mitocondrial. Las membranas mitocondriales se reconstruyen
durante las primeras horas de la germinacion, aunque no son funcionales, la generacion
de ATP se lleva acabo en el citoplasma por via glicolitica, favorecido por enzimas del ciclo
de Krebs y oxidasas terminales activas. En general, en semillas con almidon, la actividad
metabodlica se reinicia en las mitocondrias preexistentes reparadas, mientras que en
semillas que almacenan lipidos la actividad respiratoria requiere la sintesis de
mitocondrias. El embrién, al momento de la imbibicion, dispone de todos los componentes
necesarios para la sintesis de proteinas (ribosomas, ARNm), excepto los polisomas que
son hidratados. Mientras pequefios ribosomas son ensamblados para la sintesis de
proteinas polisomales, las proteinas tardias de la embriogénesis (LEA, por sus siglas en
inglés), son degradadas. En este punto la semilla ha cambiado de un metabolismo de
reserva a uno de germinacion, dandose la transcripcion de ARNm para la sintesis de
proteinas necesarias para el mantenimiento del metabolismo celular [81] [99].

Fase Il, activacion metabdlica o germinacion sensu stricto: en esta fase, disminuye la
absorcion de agua (potencial hidrico de -1.0 a -1.5 MPa). Se asume que las estructuras y
enzimas necesarias estan presentes en las semillas. La impermeabilidad de la cubierta
seminal genera un déficit de O, y produccién de etanol. La falta de O, aumenta la sintesis
de piruvato, mas de la que puede ser utilizada por el ciclo de Krebs y la cadena
transportadora de electrones, lo que conduce el metabolismo hacia el ciclo de las pentosas
fosfato para la generacion de NADPH, el cual es un donador de poder reductor para la

sintesis de los acidos nucleicos y para otros procesos de biosintesis [81] [99].

Durante esta fase ocurre la sintesis de nuevas estructuras y compuestos necesarios para
la siguiente fase, por lo tanto, hay sintesis de proteinas usando ARNm nuevo y reparacion
mitocondrial. La fase sensu stricto es principalmente anabdlica y por lo tanto endergonica,

consumiendo la energia disponible [99].

Antes de la aparicion de la radicula se presentan cambios transcripcionales en la
elongacién y divisiéon celular. Los genes implicados en este proceso son activados

tempranamente en relacion con la division celular. Las giberelinas activan algunos genes
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gue codifican la expresibn de proteinas como: acuaporinas, xiloglucano
endotransglicosilasa endotransferasa (debilita la pared celular por hidroélisis), expansinas
(rompen enlaces hidrégeno de las paredes celulares) y pectina metilesterasa (modifica la

pectina de las paredes celulares) [99].

Fase lll, crecimiento de la radicula: esta ultima fase marca el final de la germinacién con
el brote de la radicula que atraviesa la testa y el endospermo, esto sucede gracias a la
existencia de un potencial hidrico negativo y a la degradacion de las paredes celulares del
endospermo (compuestas principalmente por polimeros de manosa o de galactomanos)
por accién de las enzimas endo-f-mananasa, a-galactosidasa y f-manosidasa generadas
por la misma estructura. El crecimiento de la radicula también es favorecido por las
giberelinas que participan en la activacion de las enzimas hidrolasas que debilitan el
endospermo micropilar y permiten su surgimiento (Figura 8). Las auxinas también

favorecen la expansion de las células del embrion [99].

Endos

Induccién de debih]tado

hidrolasas
de la pared

AG—_

Potencial de
crecimiento del embrién

Endosperma
micropilar

Testa

Figura 8. Detalle de la influencia de la giberelina sobre la induccion de hidrolasas para la

emergencia de la radicula. Fuente: [99].

Degradacion de sustancias de reserva: durante el desarrollo de la semilla tiene lugar el
almacenamiento de sustancias de reserva en los cotiledones y en el endospermo. La
funcion de estas sustancias es suministrar los nutrientes necesarios a la semilla iniciando
desde la germinacion hasta que la planta logre su autonomia fotosintética y autotréfica.
Para utilizar estas reservas se requiere la hidrélisis de las mismas. En la fase Il de la

germinacion, la hidrdlisis comienza especificamente en el escutelo con las AGs
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sintetizadas alli y continla en el endospermo. En cereales las células diana de las AGs
son las células aleuronares de origen endospérmico a las que accede esta fitohormona
procedente del embrién. Las AGs inducen la sintesis y posterior secrecion hacia el
endospermo de las alfa amilasas para la degradacion del almidén. Otras enzimas
hidréliticas activadas por las AGs en las células aleuronales del endospermo que se

muestran en la Tabla 3 [81].

Tabla 3. Enzimas hidroliticas activadas por las AGs en células aleuronales. Fuente: [81]

Funcidén Enzimas

Hidrolisis de almidon alfa amilasa

beta amilasas

alfa glucosidasas
Hidrdlisis de lipidos malato sintetasa

isocitrato liasa
Hidrdlisis de proteinas carboxipeptidasas

cisteina proteinasas
Hidrolisis de acidos nucleicos RNasas

Arabinasas
Degradacion de la pared celular ~ Xilanasas

(1-3, 1,4)-B-glucanasa

Metabolismo del fosforo Fosfatasas

Para las proteinas de reserva, en monocotiledoneas la proteolisis se inicia en las células
aleuronales. Las reservas amilaceas son reducidas a aminoacidos y péptidos mediante
diferentes exo y endopeptidasas, entre estas se encuentra la carboxipeptidasa. Estas

enzimas rompen las uniones peptidicas para producir péptidos de menor tamafio que
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posteriormente son degradadas por péptido-hidrolasas para producir aminoécidos. Al
inicio, la hidrdlisis provee aminoéacidos para la sintesis de nuevas enzimas hidroliticas como
las alfa amilasa que se localizaran en la capa de aleuronay que posteriormente degradaran
el almidén, como es en el caso de los cotiledones ricos en esta molécula [81].

2.4. Las amilasas y alfa amilasa

Las amilasas son enzimas que rompén el almidon. Existen tres tipos de amilasas: alfa
amilasa, beta amilasa y amiloglucosidasa. La alfa amilasa reduce la viscosidad del almidén
al romper los enlaces al azar, reduciendo la longitud de la cadena de polimeros
produciendo cadenas de glucosa de tamarios variable [101]. Los azucares reductores de
la actividad enzimatica son medidos a través del método acido dinitrosalicilico, descrito por
Miller en 1959 [102]. La beta amilasa es la enzima que rompe los enlaces glucosa-glucosa
removiendo dos unidades de glucosa a la vez, produciendo maltosa. La amiloglucosidasa
termina de romper los enlaces desde las cadenas finales no reducidas, produciendo

glucosa [101].

Las alfa amilasas hidroliza los enlaces a-1,4-glucosidicos del almidon. La familia de
amilasa es la mas grande de glucosido hidrolasas, transferasas e isomerasas; estan
clasificadas en 4 grupos: endoamilasas, exoamilasas, enzimas de desramificacion y
transferasas. Las endoamilasas son enzimas que cortan los enlaces internos a-1,4
generando como productos a-anomericos. Las exoamilasas rompen los enlaces a-1,4 0
a-1,6 de residuos de glucosa externos, dando como resultado productos a o 3-anoméricos.
Las enzimas desramificantes hidrolizan enlaces a-1,6, dejando polisacaridos lineales. Las
enzimas transferasas rompen enlaces a-1,4 glucosidicos de una molécula donante y
transfire parte de esta a un receptor glucosidico, formando un nuevo enlace glucosidico
[99].

La actividad de las enzimas en la germinacion de semillas es iniciada desde la absorcién
de agua, la cual da paso a la activacion metabdlica con enzimas que hidrolizan las reservas
almacenadas. En cereales, un grupo de reguladores del crecimiento de las plantas es el
AGs, el cual es sintetizado en el escutelo del embrién. El AGz se difunde a la capa de

aleurona induciendo la produccion de enzimas hidroliticas como la alfa amilasa que actian
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sobre los granulos de almidén en el endospermo [21], produciendo glucosa que se difunde a través del escutelo
hasta el embrion donde servirA como fuente de energia metabdlica (ATP) [103]. En la
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Figura 9 se presenta la activacion bioquimica de la germinacion.
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Figura 9. Diagrama de la activacion bioquimica en la germinaciéon de cereales. Fuente:
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2.5. Proteasa

Las proteasas son enzimas capaces de hidrolizar enlaces peptidicos. Estas enzimas
pueden actuar al final de una cadena peptidica (exopeptidasas) o dentro de ella
(endopeptidasa). Las exopeptidasas se clasifican de acuerdo al sustrato especifico como
aminopeptidasas (rompen péptidos en la cadena N-terminal) o carboxipeptidasas
(degradan los péptidos en la cadena C-terminal). Las endopeptidasas se clasifican de
acuerdo a su mecanismo catalitico; en plantas se han descrito cinco clases de
endopeptidasas: serina, cisteina, aspartico, metalo y treonina [22]. En plantas el AGs
también actia en la activacion de los genes de produccién de proteasas [104]. Estas
enzimas estan relacionadas en una gran diversidad de procesos celulares, tales como
fotoinhibicion en los cloroplastos, mecanismos de defensa contra patdgenos o invasores,
muerte celular programada y fotomorfogénesis en el desarrollo de la plantula. En la
germinacion las proteasas se encargan de movilizar las proteinas almacenadas [22] y
también en degradar las mismas para la produccion de aminoacidos que se utilizaran en

la formacion de biomoléculas en el embrién para la germinacion de la semilla [103].
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3 Materiales y métodos

El TM de semillas de maiz y su efecto en la germinacion fue evaluado por la cuantificacion
de variables biolégicas y bioquimicas a partir de seis momentos: seleccion del material
vegetal, determinacién de tratamientos magnéticos, tratamiento magnético de semillas,
evaluacién del efecto del tratamiento magnético sobre parametros de germinacion, estudio

de alfa amilasa y proteasas y, andlisis estadistico.

3.1. Seleccion del material vegetal

Se usaron semillas de maiz (Zea mays L.), tipo comercial variedad ICA-V305, producidas
por Semillas del Pacifico, (Cartago, Colombia). Previo al tratamiento magnético se
preseleccionaron las semillas sin dafios visibles y con morfologia uniforme. Las
preseleccionadas se tamizan pasando primero por una malla # 5/16”, luego por otra # V4"
para homogenizar el tamafio de la muestra, separandolas en tamafios grande, mediano y
pequefio. En este estudio se utilizaron las semillas de tamafio mediano, que tienen masa
promedio de 0.3878 g £ 0.0002 g y volumen promedio 0.356 mL + 0.008 mL.

3.2. Determinacidn de tratamientos magnéticos

La seleccién de las dosis de TM se realizaron usando disefio de experimentos por
optimizacion bayesiana, que consiste en un método probabilistico para mejorar multiples
respuestas a partir de la seleccién de niveles 6ptimos de pardmetros de un proceso [105].
El fin es suministrar una metodologia para estudiar adecuadamente la informacién
mediante analisis de datos y decidir de manera acertada sobre la mejor forma de actuar
[106]. Los modelos bayesianos primordialmente incorporan conocimiento previo para
poder estimar modelos Utiles dentro de un espacio muestral y poder estimar parametros,

en este trabajo se incorporaron niveles de densidad de flujo magnético, tiempo de
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exposicion, volumen de agua y temperatura. Se establecié que las mejores combinaciones
teoricas a evaluar son las presentadas en la Tabla 4 a 30 °C.

3.3. Tratamiento magnético de semillas

La generacion del campo magnético se realizé con un conjunto de diez imanes dipolares
toroidales magnetizados a través de su espesor, posicionados con la polaridad norte en la
cara superior del toroide. Todos con B nominal de 100 mT, radio externo de 5.00 cm, radio
interno de 2.50 cm y 2.00 cm de espesor. Las mediciones de B se realizaron con un
teslametro FW Bell 5180 con sonda transversal y resolucién de 0.1 mT. La caracterizacién
efectuada a los imanes se presenta en [42] que permitio definir la distribucién espacial de
B y asi relacionar el volumen del contenedor cilindrico utilizado con los valores de B en el

contenedor donde se ubican las semillas, determinandose que en el orificio del toroide se

presenta un gradiente de induccion magnética (V§) hasta de decenas de mT/mm. El
volumen del contenedor cilindrico para 100 semillas de maiz es de 49.0 mL. El recuadro
en la Figura 10 a, representa un corte transversal del cilindro azul en la Figura 10 b. La
uniformidad de los parametros magnéticos en la exposicion de las semillas de todo el
experimento se garantiza con el disefio, elaboraciéon de un soporte (Figura 10 b) y con la

caracterizacion de los imanes y el buen almacenamiento de estos.
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Figura 10 a. Distribucion espacial de B en imanes toroidales. b. Sistema de estimulacion

magnética con iman toroidal con B nominal de 100 mT. Fuente: [42].
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Se realiz6 una prueba preliminar para determinar el efecto del TM sobre semillas de maiz
con 72 tratamientos (tiempo de exposicion, temperatura de incubacién y volumen de agua
de imbibicion), apoyados por un método de optimizacion bayesiana. De esas se
seleccionaron 19 que tenian respuestas significativas en el TMG, estos fueron divididos en
dos conjuntos de exposicidn, el experimento | con 13 tratamientos incluyendo el control y
el experimento Il con 10 tratamientos mas el control. En el experimento Il se repitieron tres
tratamientos del experimento | (D3, D5 y D7), debido a que presentaron diferencias con el
control. La exposicién de semillas se realiz6 a una densidad de flujo magnético de 100 mT,
tiempos entre 55 s y 543 s, volumenes de agua entre 12.2 mL y 23.8 mL (ver Tabla 4)

combinando los valores de los intervalos mencionados.

Tabla 4. Tratamientos de exposicion magnética. Fuente: autores.

Experimento | Experimento 1l
Volumen H,O Tiempo (s) Volumen H,O Tiempo (s)
Tratamiento (mL) de de Tratamiento (mL) de de
imbibicién exposicion imbibicion exposicion
Control 20.0 0 Control 20.0 0
D1 21.3 458 D1 23.1 359
D2 16.8 55 D2 21.8 380
D3 23.8 192 D3 23.8 192
D4 20.0 380 D4 19.5 492
D5 12.2 500 D5 12.2 500
D6 21.0 318 D6 17.9 60
D7 16.8 543 D7 16.8 543
D8 21.1 248 D8 17.3 490
D9 18.5 60 D9 18.1 326
D10 19.0 380 D10 16.3 337
D11 16.3 337

D12 23.3 221
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3.4. Evaluacion del efecto del tratamiento magnético en
parametros de germinacion

3.4.1. Experimento de germinacion

Se siguieron los lineamientos propuestos por la ISTA para todos los tratamientos [107].
Las semillas se mantuvieron en una incubadora Incucell de 222 |1, sin luz. Cada tratamiento
(T - Vmo) con cuatro repeticiones de 25 semillas, fueron puestas en cajas Petri
(100 x 15) mm con papel absorbente como medio de cultivo. A cada caja con 25 semillas,
se le adiciond el volumen de agua respectivo al tratamiento (ver Tabla 4). La temperatura
de incubacién fue de 30.1 °C + 0.1 °C y la humedad relativa de 59.00% + 3.39%. La

distribucién de las cajas Petri en la incubadora se realizé de manera aleatoria.

Después de 16 h de siembra se revisé la germinacion cada cuatro horas, hasta la hora 68.
Se asume que las semillas de maiz estdn germinadas cuando la longitud del hipocétilo es
igual o mayor de 1 mm [64].

3.4.2. Parametros de germinacion

Para estudiar el efecto de los tratamientos sobre la germinacion se evalud la germinacion
maxima (Gmax) Y €l tiempo tso, que establece el tiempo de germinacién del 50% de las
semillas de cada tratamiento. Otros tiempos de germinacion ti, tio, tzs, t7s Y teo también
fueron evaluados. Todos estos parametros fueron calculados con el software Germinator
3.1[108].

3.5. Estudio de alfa amilasa y proteasas

Estas dos enzimas se seleccionaron en el presente estudio por su funcion en el proceso
germinativo de las semillas y porque su actividad ha sido evaluada previamente [13], [15],
[16], [74], conociéndose muy bien el proceso de obtencion y cuantificacion de su actividad

enzimatica.

La actividad enzimatica de alfa amilasa y proteasas se evalué en semillas germinadas
entre (24 y 30) h después de puestas en la matriz de germinacion. Una vez germinadas,
las semillas fueron llevadas a congelacion (-15 °C) para su posterior estudio. El estudio se

desarroll6 en cuatro pasos: extraccion, determinacion de actividad enzimatica, curva de
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estandarizacion para la determinacion de la actividad enzimatica y calculo de la actividad

enzimatica.

3.5.1. Extraccion

= Alfa amilasa

La extraccion de alfa amilasa se realiz6 siguiendo el método utilizado por Ribeiro et al.,

[109], con modificaciones.

Semillas germinadas de maiz se trituran en una maquina de molido con aspas de acero
hasta obtener un pulverizado de 500 um aproximadamente. Un gramo del polvo de semillas
se deposita en un tubo de centrifuga de 50 mL, se adiciona 4.0 mL de buffer Tris-HCI 0.1
M pH 7.0, con NaCl 0.1 M y CaCl, 10 mM. La muestra se lleva a shaker durate 10 min, al
finalizar se dej6 decantar durante 5 min. El sobrenadante se pas6 a un tubo de centrifuga
de 15 mL. Al precipitado se le adicion6 otros 4.0 mL de buffer (Tris-HCI 0.1 M pH 7.0, con
NaCl 0.1 My CaCl,; 10 mM). La muestra se llevd nuevamente a shaker durante 10 min, al
finalizar se dejo decantar otros 5 min. El nuevo sobrenadante es mezclado con el primero
en el tubo de centrifuga de 15 mL, obteniéndo un volumen final de 7.0 mL. Se lleva a una
centrifuga Heraius a 7 000 rpom durante 10 min. El sobrenadante resultante se pasé a través
de un filtro de jeringa de 0.45 pym, se almacend en viales de vidrio de 10 mL
aproximadamente que posteriormente se llevaron a congelacién a -15 °C hasta ser

analizadas.

= Proteasas

Las proteasas se obtuvieron con el método descrito por Harley & Oaks, 1974 [110], con

modificaciones.

Un gramo del pulverizado de semillas, obtenido en 3.5.1 item alfa amilasa fue depositado
en un tubo de centrifuga de 50 mL, al cual se le adicion6 4.0 mL de buffer acetato 0.2 M
pH 3.8 y mercaptoetanol 5 mM. La muestra se llevé a shaker durante 10 min, al finalizar
se dejé decantar durante 5 min. El sobrenadante se llevé a un tubo de centrifuga de

15 mL. Al precipitado se le adicion6 otros 4.0 ml de buffer acetato 0.2 M pH 3.8 y
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mercaptoetanol 5 mM; y se llevé nuevamente a shaker durante 10 min y decantacion por
5 min. Los sobrenadantes se reunieron completando un volumen de 7.0 mL, el cual se
llevé a centrifugacion a 7 000 rpm durante 10 min. El sobrenandante que se obtuvo se
paso a través de un filtro de jeringa de 0.45 um para ser almacenado en un vial de vidrio
de 10 mL aproximadamente y se llevd a congelacion a -15 °C hasta ser analizada.

3.5.2. Determinacion de actividad enzimatica

La actividad enzimatica de los extractos obtenidos en 3.5.1. se evalud registrando la
absorbancia de la reaccion entre el extracto enzimatico y un sustrato especifico. Para la
alfa amilasa se utilizé cémo sustrato de reaccion de la enzima el almidén, y para las

proteasas se uso caseina.

= Actividad enzimatica de alfa amilasa

Experimentalmente la actividad enzimatica de la alfa amilasa se puede registrar realizando
lecturas en un espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm [111]. En este trabajo
evaluamos la actividad enzimatica de alfa amilasa de semillas de maiz empleando el
método Miller [102], registrando la absorbancia a 500 nm. La longitud de onda fue
seleccionada de un barrido realizado entre (500 a 600) nm, obteniéndose mayor
absorbancia de las muestras a 500 nm. Los pasos que se siguieron para evaluar dicha

actividad son:
a) En tubos de ensayo de 15 mL se adicion6 1.0 mL de solucion de almidén 1% plv,
tanto para las muestras de analisis como para el blanco. La solucion de almidén se
preparé en un buffer fosfato de sodio 20 mM con cloruro de sodio 6.7 mM a pH 6.9.

b) Las muestras se equilibran a temperatura ambiente durante 5 minutos.

c) 1.000 mL de extracto enzimatico obtenido en 3.5.1 item alfa amilasa, se adicion6 a

cada uno de los tratamientos bajo estudio, excepto al blanco.

d) Las muestras se incubaron por tres minutos a temperatura ambiente (20 °C).
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e) 1.000 mL de reactivo colorante se adicion6 a los tratamientos, incluido el blanco

f)

9)

h)

(reactivo colorante: 30% de agua destilada caliente (50 °C a 70 °C), 20% de
solucion caliente de 5.3 M de tartrato de sodio-potasio (el tartarto fue preparado en
una solucién de hidroxido de sodio 2 M, y 50% de solucién 96 mM de &cido

3, 5 - dinitrosalisilico caliente).

Se llevé a incubacién por 15 min a 70 °C en un termostato Julabo Labortechnik
GMBH D-77960.

Después de la incubacion la reaccién se detuvo inmediatamente llevando las

muestras a un bafio de hielo.
9.0 mL de agua destilada se adicion6 a cada muestra.
Finalmente, en una celda se tomé una muestra de la mezcla de reaccién y se llevo

a un espectofotometro UV/VIS Spectrophotometer Optizen POP registrando la
absorbancia a 500 nm.

Actividad enzimatica de proteasas

La actividad enzimatica de proteasas se evalu6 siguiendo la metodologia descrita en K.

Alef and P. Nannipieri, 1995 [112], con modificaciones. El principio de esta metodologia es

evaluar la cantidad de tirosina liberada en la reaccién del extracto enzimatico (proteasas),

con caseina que actia como sustrato. Para evaluar esta reaccién se desarrollaron los

siguientes pasos:

a)

b)

En tubos de centrifuga de 15 mL se adicionaron 5.0 mL de caseina 0.65% p/v.
Tanto para las muestras de analisis como para el blanco. La caseina se prepar6 en

un buffer de fosfato de potasio 50 mMy pH 7.5.

Las muestras se equilibraron a 37 °C durante 5 min en un termostato Julabo
Labortechnik GMBH D-77960).
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c)

d)

e)

f)

9)

h)

)

3.5.3.

Un volimen de 1.000 mL del extracto obtenido en el paso 3.5.1 item proteasas se
adicion6 a cada uno de los tratamientos bajo estudio, excepto el blanco.

Las muestras se mezclaron y equilibran durante 10 min a 37 °C.

La reaccion enzimatiza es detenida con 5.0 mL de solucién de acido tricloro acético
110 mM, que se adicion6 a cada muestra, incluido el blanco.

Se llevé a incubacion por 30 min a 37 °C.
Después de incubacion las muestras se pasaron a través de un filtro de 0.45 um.

En un nuevo tubo, se deposité 2.0 mL del filtrado y se adicioné 5.0 mL de solucion
carbonato de calcio 500 mM y 1.000 mL de Folin-Ciocalteu 0.5 M.

Las muestras se llevan a incubacién por 30 min a 37 °C.

Se realizé una filtracién a través de 0.45 um y la absorbancia a 660 nm fue

registrada con un UV/VIS Spectrophotometer Optizen POP.

Curva de estandarizacion para la determinacion de la
actividad enzimatica

Curva de estandarizacion de alfa amilasa

Como producto de la reaccion enziméatica de la alfa amilasa con el almidon se obtienen

azucares reductores como la maltosa y glucosa, que pueden ser evaluados mediante el

método del 4cido dinitrosalisilico. Por tanto se tomaron diferentes concentraciones de D(+)-

maltosa (azucar reductor) y se evalud su absorbancia a 500 nm de la siguiente manera:

a)

b)

Se prepard una solucion stock de D(+)-maltosa 0.2% plv.

Se prepararon siete estandares de la solucion stock D(+)-maltosa 0.2% p/v (Tabla
5).
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c) Las soluciones de maltosa se llevaron hasta un volumen de dos mL con agua

destilada, incluyendo el blanco como se observa en la Tabla 5.

d) 1 mL del reactivo colorante (ver 3.5.2 item actividad enzimatica de alfa amilasa

parte e), se adiciona a cada solucién de maltosa y al blanco.

e) Las muestras se llevan a un bafio termostético a 70 °C durante 15 min.

f) Pasados los 15 min, la reaccién del colorante con la solucién de maltosa se

interrumpe, sometiendo las muestras a un bafio de hielo.

g) En cada estandar, incluyendo el blanco, se adiciona 9.0 mL de agua destilada

(Tabla 5).

h) Las muestras son leidas en un espectofotbmetro (UV/VIS Spectrophotometer
Optizen POP) a 500 nm.

Tabla 5. Preparacion de los estandares para la evaluacion de la actividad enzimatica de

alfa amilasa.
Reactivos Std 1 Std 2 Std 3 Std 4 Std 5 Std 6 Std 7 Blanco
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
Solucién  D(+)-
0.050 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000 2.000 -
maltosa
Agua destilada 1.950 1.800 1.600 1.400 1.200 1.000 - 2.000
Reactivo
1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
colorante
Agua destilada 9.0 9.0 9.0 9.0 9.0 9.0 9.0 9.0

= Curva de estandarizacion de proteasas

En la estructura de la caseina se encuentran diferentes aminoacidos, entre ellos la tirosina.

La reaccion de proteasas con caseina se puede obtener tirosina, bajo este concepto se
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realiz6 una curva de estandarizacion para definir la actividad de los extractos obtenidos de
las semillas de maiz en cada una de los diferentes tratamientos. Para la curva de
estandarizacion se prepar6 una solucion de L-tirosina, realizandose el siguiente

procedimiento:
a) Se prepar6 una solucién stock de L-tirosina 1.1 mM,;
b) En tubos de centrifuga de 15 mL se prepararon seis estandares a partir de la
solucién stock de L-tirosina 1.1 mM, (
c)

d) Tabla 6);

e) Los estandares de L-tirosina se aforan hasta 2.0 mL con agua destilada, se incluye

el blanco;

f) Se adiciona 5.0 mL de carbonato de potasio (K.CO3) 500 mM a cada estandar,
incluyendo el blanco;

g) 1.000 mL de Folin-Ciocalteu 0.5 M, se adiciona a los estandares y el blanco;

h) La muestra es llevada a temperatura de 37 °C por 30 min;

i) Se filtran las muestras y se registra su absorbancia? a 660 nm en UV/VIS
Spectrophotometer Optizen POP.

Tabla 6. Preparacion de los estandares para la evaluacion de la actividad enzimatica de

proteasas.
Reactivo Std 1 Std 2 Std 3 Std 4 Std 5 Std 6 Blanco
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
Solucién de L-tirosina 0.050 0.100 0.200 0.400 0.500 1.000 -
Agua destilada 1.950 1.900 1.800 1.600 1.500 1.000 2.000

2 La absorbancia es un proceso fisico no lineal que se estandariza para tomar su parte de trabajo
lineal.
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K2COs3 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Folin-Ciocalteu 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

3.5.4. Caélculo de la actividad enzimatica

La actividad enzimatica se calculd por medio de la curva de calibracion (literal 3.5.3 y

anexo B), mediante las férmulas (ecuaciones 3 a 6) que se muestran a continuacion.

Para alfa amilasa:

U __ mg maltosa liberado * factor de dilucion (3)
mlL extracto mlL extracto
v
U _ mlL extracto

g semilla ~ mg semilla (4)
mL extracto

Para proteasas:

U _ umol tirosina liberado * volumen total de prueba

(5)

mlL extracto _ mlL extracto * tiempo de prueba * volumen final usado

U
u — mlL extracto (6)
g semilla — mg semilla
mL extracto

Donde; U: unidades de enzima

3.6. Analisis estadistico

La eleccién de la prueba estadistica para el analisis de los tiempos de germinacion, el Tso
y Gmax S€ hizo con la evaluacion de dos supuestos del disefio completamente aleatorizado;
distribucion normal de los errores (Shapiro-Wilks) [113] y homocedasticidad (Bartlett).
Dada la naturaleza paramétrica de los datos, se realiz6 un ANOVA a una via con el
programa R [114]. Comparaciones por pares se realizaron utilizando la prueba de Duncan.
Para los datos no paramétricos se realizé la prueba de Kruskal-Wallis y la comparacion en

pares con Dunn.
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La correlacion entre germinacion y actividad enzimética fue realizada con gréficos de
dispersién y regresion lineal simple. En la regresion, la hipétesis nula fue f1=0y la alterna
B:1#0. Los supuestos de normalidad de los residuos e independencia de los errores fueron
validados. En las gréficas de dispersion la variable independiente fue la germinacion (Gmax,

TMG, ti, t10, tos, tso, t7s ¥ teo) Y la dependiente la actividad enzimatica.

En las curvas de estandarizacion los parametros de importancia en el modelo de regresion
lineal son: la variable independiente X la concentracion del producto enzimético que
posteriormente se expresara como unidades de actividad enzimatica por gramo de muestra
evaluada y la variable dependiente Y la absorbancia registrada de la actividad enziméatica

en el espectrofotometro.
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4 Resultados

Los resultados se presentaran en dos partes, la primera el comportamiento del proceso de
germinacion de las semillas tratadas magnéticamente y luego los resultados enzimaticos

de estas.

4.1. Parametros de germinacion

En los experimetos | y Il se obtuvieron resultados de influencia del TM en la germinacion
de las semillas de maiz. En el experimento Il la mayoria de tratamientos mejoraron la
germinacion, esto se debe a que las semillas tratadas de este experimento, a pesar de ser
del mismo lote tenian dos meses adicionales de almacenamiento con respecto a las

semillas del experimento |, lo cual posiblemente favorecio el efecto del TM.

En la evaluacion de los parametros relacionados con la germinacion se consideraron los
resultados de Gmax Y tso, Sin dejar de lado las demas variables que se describen en el anexo
A. En Gmax D7 y D5 aumentaron respectivamente 5% y 7% la germinacién maxima respecto
al control. En tso el tiempo disminuyo hasta 22% para estos mismos tratamientos frente al
control (Tabla 7).

Para TMG, trs y too se redujo los tiempos de germinacion hasta 20%, 32% y 41%
respectivamente. Es de anotar que los resultados reflejan un mayor descenso en los
tiempos de germinaciéon a medida que se tiene mayor porcentaje de semillas germinadas

ver anexo A Tabla 9.
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En el experimento Il, Gmax incremento en 10% y 16% con respecto al control en los
tratamientos D4 y D5 respectivamente. En tso el tiempo se redujo entre 12.10% y 31.39%,
ver Tabla 7.

Tabla 7. Gmax Y Tso en el experimento | y Il para semillas tratadas y control. En la tabla se

muestra el valor promedio y la desviacion estandar. Fuente: autores.

Experimento | Experimento Il
Tratamientos  Gmax (%) tso () Tratamientos Gmax (%) tso (h)
Control 89+4 32.47+2.66 Control 80+10,57 36,44+3,34
D1 85+12 35.39+3.87 D1 85+10,52 37,26+0,97
D2 90+11 29.17+2.57 D2 85+12,38 31,66+6,04**
D3 76+10 38.90+6.51 D3 81+6,00 36,22+1,49
D4 93+7 31.19+5.82 D4 90+4,00 28,31+0,86****
D5 96+6 25.40+1.15 ** D5 96+3,26 25,00+£0,58****
D6 81+10 34.86+5.09 D6 91+6,00 31,73+1,54**
D7 94+5 25.95+1.17 ** D7 87+2,00 29,1741, 79***
D8 86+8 32.49+6.41 D8 89+11,49 32,03+4,57*
D9 88+10 28.44+2.15 D9 88+9,80 30,25+2,94***
D10 90+9 33.30+7.05 D10 88+7,30 30,62+1,77**
D11 92+10 27.78+1.78
D12 79+12 37.54+7.69

Las diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos y el control se indican
con * para diferencias (0.05<P<0.1), ** diferencias significativas (0.01<P<0.05), ***

fuertemente significativas (0.001<P<0.01) y **** muy fuertemente significativas (P<0.001).

En otros parametros de germinacion las reducciones en tiempos fueron: en t; entre 22.30%
y 33.26%, en tip entre 15.92% y 27.64%, en T entre 12.34% y 28.34%, en TMG entre
11.96% y 30.39%, en trs fue entre 13.28% y 34.22% y en ty se redujo el tiempo de

germinacion entre 14.85% y 36.81%, ver anexo A Tabla 10.
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4.2. Actividad enzimatica

La actividad de alfa amilasa y proteasas fue establecida de acuerdo con las curvas de

calibracién presentadas en el anexo B.

El andlisis de los procesos enziméticos del experimento | fue realizado para los
tratamientos D3, D5, D7 y control, estos fueron seleccionados por el efecto significativo del

tratamiento magnético en tso, t75 y too (ver Tabla 7 y Tabla 9).

En el experimento Il, a ocho de diez tratamientos mas el control se les evaluo6 la actividad
enzimatica. Los tratamientos D1 y D3 no fueron estudiados porque en ninguno de los

parametros de germinacion se encontraron diferencias estadisticas con el control.

4.2.1. Actividad enzimatica de alfa amilasa en semillas TM

En el experimento | la actividad de alfa amilasa mostré reduccion del 38% en D3 con
respecto al control. Los tratamientos D5 y D7 presentaron incrementos del 4.5% y 5.3%
respectivamente, ver Tabla 8. Estadisticamente se tuvieron diferencias significativas entre

los tratamientos (p-value 0.0171).

La actividad enzimatica en el experimento Il registré incrementos entre 35% y 68% con
respecto a las semillas no tratadas, mostrando diferencias estadisticas entre los

tratamientos (p-value 0.001) ver Tabla 8.

4.2.2. Actividad enzimética de proteasas en semillas TM

La actividad enzimatica de proteasa en el experimento | de semillas TM no present6 un
efecto significativo (p-value 0,8570). La variacion de la actividad con respecto al control
fueron: en D5 incremento 10.1%, en D3 y D7 disminuy6 en 8.6% y 1.0% respectivamente,
ver Tabla 8. En el experimento Il comparaciones con respecto al control muestran un
aumento de la actividad de las proteasas entre 7.74% y 85.81%, ver Tabla 8. Diferencias

estadisticas fueron encontradas entre los tratamientos (p-value <0.001).
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Tabla 8. Valores de la actividad enzimética de alfa amilasa y proteasas en el experimento

Iy Il. Fuente: autores.

. Actividad de alfa Actividad de
Experimento Tratamientos amilasa (U/g) proteasas (U/g)
Control 0.265+0.055 0.760%0.268
| D3 0.164+0.001**** 0.694+0.250
D5 0.279+0.015 0.837+0.171
D7 0.277+0.031 0.752+0.119
Control 0,603 £ 0,219 0. 155+ 0.017
D2 0,941 + 0,146 **** 0.242 + 0.015***=
D4 1,015 + 0,078 **=*=* 0.225 + 0.006****
D5 0,900 + 0,099 *** 0.288 + 0.038****
Il D6 0,847 + 0,071 *** 0.171 £ 0.004
D7 0,819 + 0,155 ** 0.187 + 0.008**
D8 0,856 + 0,043 *** 0.169 £ 0.010
D9 0,812 + 0,050 ** 0.167 £ 0.007
D10 0,836 + 0,095 *** 0.215 + 0.007****

Las diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos y el control se indican
con * para diferencias (0.05<P<0.1), ** diferencias significativas (0.01<P<0.05), ***
fuertemente significativas (0.001<P<0.01) y **** muy fuertemente significativas (P<0.001).

4.3. Relaciéon entre variables de germinacién y actividad
enzimatica
En los dos experimentos se realizaron comparaciones de los parAmetros Gmax Y tso con la

actividad enzimatica de alfa amilasa y proteasas, para relacionar el efecto del TM entre

estas variables.

En la Figura 11 se observa que al incrementar el porcentaje de germinacién también
aumenta la actividad de alfa amilasa, estadisticamente esta correlacion no fue significativa
(p-value 0.070). La Figura 12 muestra que al disminuir el tsp en 34.7% la actividad de alfa
amilasa aumenta 70.1%. La relacion del tso con alfa amilasa fue estadisticamente

significativa (p-value 0.039).

En otros parametros de germinacion, tio y t>s Se correlacionaron inversamente con las alfa
amilasa (p-value < 0.05, coeficientes de correlacion de -0.732 y -0.735 respectivamente),

ver anexo C.
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Figura 11. Gmax Y actividad enziméatica de alfa amilasa. Experimento |. Fuente: autores.
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Figura 12. tso y actividad enzimatica de alfa amilasa. Experimento |. Fuente: autores.

En el experimento | al aumentar Gmax €n 20%, la actividad proteolitica aumento6 20.6%, ver

Figura 13. El incremento de la actividad de proteasas redujo tso en 34.7%. Existe relacion

inversa del tsp con respecto a la actividad enzimatica, lo que indica que a medida que

disminuyen los tiempos de germinacién hay un aumento de la actividad enzimatica, ver

Figura 14.
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Figura 13. Gmax Y actividad enzimatica de proteasas, experimento |. Fuente: autores.

50.00
45.00 1.00
o>
—1 T )
40.00 1 | 080 g
=35.00 1 - L =
~ ] 1 b e
830.00 ‘t 7060 5 mrso
E 1 @
=25.00 - H B "1k 040 T OProteasa
o
20.00 — g
-+ 020 &
15.00 N
10.00 0.00

D5 D7 Control D3
Tratamientos

Figura 14. Tso y actividad enzimética de proteasas, experimento |. Fuente: autores.

En el experimento Il el comportamiento de la actividad enzimatica de alfa amilasa con
respecto a Gmax Y tso se puede ver en la Figura 15 y 16, respectivamente. En Gnax la
germinacion aumentd 16 % (control y D5), en este rango la actividad enzimética incremet6
68%. En general la actividad de alfa amilasa crecié gradualmente con el aumento de
semillas germinadas en cada tratamiento, excepto D2 que registro la segunda actividad
mas alta (después de D4) y un porcentaje bajo de germinacion ver Figura 15. En tso, los
menores tiempos de germinacion coincidieron con alta actividad de alfa amilasa, en el
control donde se presentd el mayor tiempo para la germinacion del 50% de las semillas

(36.44 h); la actividad enzimatica fue 0.603 U/g mientras que para las 25.00 h de
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germinacion en tso (menor tiempo registrado, tratamiento D5) la actividad de alfa amilasa
fue 0.900 U/g, ver Figura 16.
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Figura 15. Gmax Y actividad enziméatica de alfa amilasa, experimento Il. Fuente: autores.
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Figura 16. Tso y actividad enzimatica de alfa amilasa, experimento Il. Fuente: autores.

La actividad de proteasas en el experimento Il no present6 correlacion (p-value 0.1052)
con la germinacién que se mantuvo casi estable, ver Figura 17 El tso disminuyd 31%,
mientras que la actividad de proteasas aument6 85%, teniéndose una correlacion inversa

(p-value 0.021) ver Figura 18.
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En términos de relaciones, la actividad de las alfa amilasa presenté correlacion con las
variables de germinacion tio, tzs, y tso, para estas variables la correlacion fue inversamente
proporcional (anexo C Tabla 13y

Figura 21 d, e y f). Con proteasas la correlacion encontrada fue con las variables TMG, tso,
tzs Y too, €stableciéndose una relacion inversa entre estas variables (ver Anexo C Tabla 13

y Figura22 b, f, gy h).
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Discusion

Los resultados de la exposicion magnética de semillas de maiz mostraron efectos
significativos en Tso, Gmax, la actividad de la alfa amilasa y proteasas, permitiendo
direccionar el efecto del TMS sobre los procesos bioquimicos de movilizacion de
sustancias de reserva en semillas de maiz. Hecho que también se respalda por resultados
de estudios previos del grupo de investigacion sobre el efecto del TM en giberelinas de
semillas de maiz [97].

De los dos procesos metabdlicos de germinacion de semillas mas estudiados, respiratorio
y movilizacion de sustancias de reserva, nuestros resultados se incluyen en el dltimo
promovido por reacciones de hidrélisis [103]. En la absorciéon de agua por parte de la
semilla, se ha logrado establecer que el campo magnético aumenta la rapidez de absorcién
pero no de forma significativa [7]. Una vez el agua se encuentra en el embrién, se inician
procesos de hidrdlisis que permiten la liberacion de giberelinas que se difunden a través
del escutelo alcanzando la capa de aleurona donde se activan los genes que codifican
para la expresion de enzimas hidroliticas como alfa amilasa, alfa glucosidasas, proteasas,
entre otras (ver Tabla 3) [81]. Trabajos previos del grupo en semillas de maiz TM han
evidenciado que el acido giberélico ha aumentado hasta un 35% con respecto a semillas
no tratadas [97]. Una vez expresadas las enzimas, como la alfa amilasa, esta se difunde
al endospermo de la semilla para comenzar a hidrolizar el amidén, liberando maltosa y
glucosa. En este estudio la actividad enzimatica de la alfa amilasa aument6 hasta 68% en
las semillas TM, mejorando la actividad amilolitica, que con las beta amilasas rompen las
reservas de carbohidratos del endospermo de las semillas, generando monosacaridos
para utilizarlos en el crecimiento de la plantula [114]. El aumento en la actividad enzimética
cuantificado permite considerar que bioguimicamente en las semillas se logré incrementar

la hidrélisis de almidén. Resultados similares se presentaron en semillas de maiz, donde
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la actividad de la alfa amilasa alcanz6 un incremento de aproximadamente 66% [114] en
semillas tratadas con 200 mT durante una hora. En otros estudios se registran incrementos
del 22% [13] en maiz, 66% en semillas de manzanilla tratadas a 25 mT por 60 min [115].

La actividad de proteasas en semillas de maiz tratadas magnéticamente aumento hasta
85.81% y se relaciona con la disminucion del tso, también se evidencié mayor hidrélisis de
reservas nutricionales del endospermo de la semilla [114], [116], en comparacidn con otros
estudios en los que se reporta que la actividad de las proteasas de semillas tratadas
magnéticamente incrementa en 8% para semillas de maiz [13], 13% en pepino (Cucumis

sativus) [16] y 22% en semillas de girasol (Helianthus annuus L.) [15].

Los resultados muestran el efecto del TM con gradiente a densidad de 100 mT (variacion
>100% [42]), tiempos entre 492 sy 543 s, y volumen de agua entre 12 mL y 19 mL, teniendo
mayor efecto sobre la germinacion el tiempo de 543 s y volumen de agua de 12.2 mL,
mostrando en este estudio que menor cantidad de agua y tiempos mayores a 500 s de
exposicion incidieron favorablemente en la actividad de la alfa amilasa y por ende en la
germinacion de semillas de maiz TM, esto se da posiblemente por mayor energia en la
inducciébn magnética entre los tratamientos evaluados y por ende aprovechamiento del

agua por la cubierta seminal en términos de adsorcion.

En el presente estudio el porcentaje de germinacion fue mayor con respecto al control
(16% en D5, experimento Il) y al de otros estudios en los que se aumenté la germinacion
14% [106] para semillas de maiz tratadas magnéticamente a 200 mT y 1 h. En otros
pardmetros de germinacion se presentaron reducciones significativas entre 11.96% vy
36.81% para TMG, ti1, tw, tos, t7s Y teo, 10 que indica que la germinacion de las semillas
tratadas magnéticamente mejoré con respecto al control, estas reducciones son
consistentes con otros estudios que reportan mejoras en TMG, tio, tzs ¥ t7s entre 24% y
30% para semillas de maiz con induccion magnética de 125 mT y 250 mT [63], sin embargo
para este estudio con 100 mT se reporta mejor efecto del TM sobre la germinacion y los
tiempos de germinacion, lo que permite deducir que esta induccion magnética es mas
favorable para el pretratamiento de semillas de maiz, pero independientemente de la
inducciébn magnética, el TM influye positivamente sobre la adsorcion y por ende en el
aprovechamiento del agua relacionada directamente con la eficiencia en la ejecucion de

las rutas bioquimicas que culminan con la protrusion de la radicula a través de la testa.
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En el experimento | de este estudio el efecto del TM en D3 redujo de forma significativa la
actividad enzimatica en 38%, correspondiendo con lo obtenido en los pardmetros de
germinacion de este tratamiento, en los cuales se redujo Gmax €n 13%, mientras que ty, tio,
t2s, tso, t7s, teo iINCrementaron (anexo A), ademas se muestra que para este estudio a mayor
cantidad de agua (23.8 mL) se observd6 menor capacidad de germinacién, por una
hiperhidratacién que conlleva a que se reduzca la diferencia de potencial hidrico entre la
semillay el medio; aunque es evidente la importancia del agua para la germinacién durante
la rehidratacion de los tejidos en la semilla, un exceso de la misma dificulta la llegada del
oxigeno al embridn, y en ausencia de 6xigeno no hay lugar para el proceso respiratorio

gue es vital a nivel metabdlico para la germinacién de la semilla. [103],[117].

La correlacion de la actividad amilolitica de la alfa amilasa en semillas TM con las variables
de germinacion fue directa con Gmnax € inversa en los otros parametros de germinacion
principalmente en tio, t2s Y tso. En proteasas se encontré correlacion inversa en parametros
TMG, tso, t75 Y teo (@anexo C). En la correlacién, se deben destacar la relacion directa e
inversamente proporcional en los primeros tiempos de germinacion (tio, t2s Yy tso), mientras
en proteasas la correlacion significativa se observd para los udltimos tiempos de
germinacion (TMG, tso, t7s ¥ teo). EI comportamiento de estas enzimas puede estar dado
porque durante la germinacién primero actdan las alfa amilasas que proporciona el sustrato
para la produccion de energia en la semilla usada en los demas procesos, mientras que
las proteasas tienen una accion mas tardia al suministrar aminoacidos para la sintesis de
nuevas biomoléculas para iniciar las divisiones mit6ticas y el crecimiento celular que daran

origen a la plantula [103].

En otros estudios también se puede apreciar la correlacion entre la actividad enzimatica y
las variables de germinacion, por ejemplo, en semillas de caléndula, aunque no se realiza
un analisis estadistico de correlacion entre variables, se puede ver que existe una relacion
inversa entre los pardmetros Tso y la actividad enzimética de la alfa amilasa para
densidades de flujo magnético de 75 mT, 100 mT y 125 mT [74]. En semillas de girasol TM
la relacion de la actividad de la alfa amilasa se puede establecer para el porcentaje de
germinacion, velocidad de germinacion y otras varibles como la longitud de raiz y brote,

siendo estas relaciones directamente proporcionales entre la actividad enzimatica y las
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variables biolégicas, para densidades de flujo magnético de 50 mT y 100 mT [15]. Un
aspecto a tener en cuenta es que este tipo de andlisis riguroso no es realizado en las
investigaciones de tratamiento magnético donde se evaluan tanto parédmetros de
germinacion y crecimiento como actividades enzimaticas, lo cual puede sentar un
precedente importante para lograr dilucidar de forma mas acertada el efecto del TMS,
siempre y cuando se establezcan protocolos estandarizados para la evaluacion de

actividades enzimaticas y TMS.

Finalmente cabe resaltar la importancia biotecnoldgica de este tipo de estudios los cuales,
ademas de contribuir a la comprension del funcionamiento de nuevas herramientas fisicas
sobre los sistemas biolégicos, generan conocimiento con aplicaciones industriales, por
ejemplo, el aprovechamiento de enzimas hidroliticas en la obtencion de malta para la
fabricacién de cerveza, la produccion de bioetanol y de aceite de maiz para diversos usos
médicos, y adicionalmente la produccion de alimentos que permitan cubrir la demanda
alimenticia en un mundo con alto crecimiento poblacional y recursos limitados. Es
importante resaltar que la estimulacibn magnética permite optimizar el proceso de

germinacion como una herramienta ambientalmente fiable, asequible y de bajo costo.



71 Andlisis del efecto del tratamiento magnético sobre la actividad enzimatica en

semillas de maiz (Zea mays)

5 Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

El tratamiento magnético de semillas de maiz afecta el metabolismo de movilizacién de

sustancias de reserva.

El tratamiento magnético de semillas de maiz aumenta la actividad enzimatica de alfa

amilasa y proteasas.

El TMS incide en la actividad de la alfa amilasa y proteasas de las semillas que
desencadenan los procesos conducentes a la germinacion y por ende el efecto del TMS

es observable en las variables de germinacion de la semilla de maiz.

A nivel biotecnol6gico el uso de la estimulacion magnética se puede considerar como una
herramienta atil para mejorar el rendimiento de los procesos donde actian enzimas
hidroliticas

La estimulacion magnética permite optimizar el proceso de germinacion como una

herramienta ambientalmente fiable, asequible y de bajo costo.

5.2. Recomendaciones

Se requiere profundizar mas en la correlaciéon de la actividad enzimética con parametros

de germinacion, afianzando los resultados obtenidos en este estudio.
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Para entender el TMS sobre la actividad enzimatica de la alfa amilasa y proteasas, para

proximos estudios se sugiere evaluar el efecto de este sobre enzimas comerciales.

Estudios proximos pueden estar enfocados en la respiracion celular de las semillas durante
la germinacion para mejorar la comprension del efecto del TM sobre las rutas metabdlicas
de semillas pretratadas.
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A. Anexo: resultados de parametros de
germinacioén en los experimentos |l y |l

Tabla 9. Resultado de los pardmetros de germinacién de semillas estimuladas y control en

experimento |. En la tabla se muestra el valor promedio y la desviacion estandar en cada

uno de los tratamientos. Fuente: autores.

Tratamientos | TMG (h) t1 (h) tio () tas (h) tzs (h) too ()
Control 32.45:1.05 | 11.58+2.81 | 19.66+1.72 25.21+1.03 41.9746.31 54.47+12.05
D1 34.32+2.58 11.59+2.77 | 20.64+2.87 26.99+3.00 46.51+6.24 61.30+10.67
D2 30.21+2.86 13.82+1.65 | 20.34+0.79 24.33+1.24 35.02+4.56 42.11+7.27
D3 35.80+3.31 13.07+2.11 | 22.98+2.79 29.87+4.04 * | 50.79+10.71 66.47+17.32
D4 31.30#5.15 13.4142.92 | 20.59+2.27 25.28+3.34 38.68+9.74 48.19+15.38
D5 25.95+1.18 * | 15.66+1.74 | 20.14+1.39 22.61+1.22 28.54+1.34 ** | 32.09+1.86 **
D6 34.24+3.13 12.09+0.96 | 20.98+2.15 27.04%3.32 44.99+7.65 58.09+11.32
D7 26.64+1.31* | 15.13+1.30 | 20.03+1.02 22.80+0.99 29.55+1.64 ** | 33.66+2.38 **
D8 31.85+3.48 12.69+2.36 | 20.52+1.92 25.76%3.42 41.15+#11.01 52.34+17.71
D9 29.52+2.12 12.68+2.40 | 19.25+1.97 23.37+1.72 34.67+3.83 42.37+6.80
D10 33.5746.33 14.97+2.43 | 22.62+3.66 27.42+5.04 40.50+9.83 49.34+13.53
D11 28.66+2.04 14.98+2.01 | 20.61+1.03 23.92+0.86 32.32+3.41 37.66+5.67 *
D12 36.78+6.02 15.2645.36 | 24.30%6.44 ** | 30.17+6.97 * | 46.81+8.90 58.51+11.19

Las diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos y el control se indican

con * para diferencias (0.05<P<0,1), ** diferencias significativas (0,01<P<0,05), ***

fuertemente significativas (0,001<P<0,01) y *** muy fuertemente significativas (P<0,001)
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Tabla 10. Resultado de los parametros de germinacién de semillas estimuladas y control

en el experimento Il. En la tabla se muestra el valor promedio y la desviacion estandar en

cada uno de los tratamientos. Fuente: autores.

Tratamientos | TMG (h) t1 (h) t1o (D) t2s (h) tzs (h) too ()
Control 36,92+3,08 17,89+3,49 25,87+3,54 30,70+3,45 43,313,40 51,51+3,98
D1 37,37£1,74 18,00+4,64 26,17+3,53 31,20+2,50 44,60+1,42 53,51+4,53
D2 32,3245,29** 16,03+2,43 22,87+3,90 26,90+4,88* 37,26+7,46* | 43,86+9,20*
D3 36,45+1,34 17,65+3,21 25,57+2,25 30,41+1,49 43,21+3,32 51,66+6.42
D4 29,50£0,82*+** 11,94+1,23** 18,72+1,12%* | 23,02+1,00%*** 34,82+0,97*** | 42,85+1,62*
D5 25,70+1,02%++* 14,89+3,40 19,40£1,91%* | 22,00+0,89**** 28,49+2,30%*** | 32,5544, 55%k+
D6 32,42+1,31* 13,24£2,24** 20,82+1,88** 25,70%1,55** 39,23+2,62 48,57+4,86
D7 30,25+1,81*** 13,90+0,81* 20,45+1,03** 24,42+1,31** 34,8412 48** | 41,63+3,44*
D8 32,80+3,98** 14,28+2,66 21,75+3,51* 26,40+3,99** 38,88+5,29 47,21+6,22
D9 30,70+1,93*** 12,58+2,17** 19,77+1,51%* | 24,43+1,56*** 37,56+5,73* 46,77+10,09
D10 31,67+1,77* 14,82+1,82 21,60+1,67* 25,72+1,65** 36,47+2,24* | 43,46+3,19*

Las diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos y el control se indican

con * para diferencias (0.05<P<0,1), ** diferencias significativas (0,01<P<0,05), ***

fuertemente significativas (0,001<P<0,01) y **** muy fuertemente significativas (P<0,001).




75 Andlisis del efecto del tratamiento magnético sobre la actividad enzimatica en

semillas de maiz (Zea mays)

B. Anexo: curvas de estandarizacion de

enzimas

Curva de estandarizacion de la alfa amilasa

La D(+)-maltosa a diferentes cantidades se us6é como azucar reductor para establecer la

actividad enzimatica de las la alfa amilasa obtenidas de las semillas germinadas de maiz.

Se relacion6 la absorbansia obtenida a 500 nm y la cantidad de D(+)-maltosa, los

resultados se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Relacion entre la cantidad de D(+)-maltosa y la absorbancia. Fuente: autores.

Cantidad D(+)-Maltosa (mg) Absorbancia
0.1046 0.002 £ 0.001
0.4184 0.013 £ 0.001
0.8368 0.089 + 0.000
1.2552 0.163 +0.000
1.6736 0.285 + 0.000
2.092 0.346 + 0.001
4.184 0.878 + 0.002

La curva de estandarizacion que permitira establecer la actividad enzimética se relaciona

a continuacion en la Figura 19.
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Figura 19. Curva de estandarizacion de alfa amilasa. Fuente: autores.

En la Figura 19 se relaciona los valores de absorbancia a 500 nm para las diferentes
cantidades de D(+)-maltosa. Mediante una regresion lineal se establecid, para la relacién
de absorbancia y maltosa, un coeficiente de determinacion de 0.9866, con una pendiente
de 0.0757 unidades de absorbancia/mg de D(+)-maltosa. La ecuacion resultante para

determinar la actividad enzimética es:

Abs = —0.08 4+ 0.2212 Maltosa (7)
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Curva de estandarizacion de proteasas

Diferentes cantidades de L-tirosina fueron evaluadas mediante espectrofotometria, como
péptidos producto de la actividad proteolitica de las proteasas. En la Tabla 12 se muestran

las cantidades correspondientes de L-tirosina y su correspondiente medida de

absorbancia.

Tabla 12. Valores registrados para la absorbancia a diferentes cantidades de L-tirosina.

Fuente: autores.

Cantidad de L-tirosina (umol) Absorbancia
58.502 0.073+£0.000
117.004 0.145+0.000
234.008 0.293+0.000
468.017 0.541+0.000
585.021 0.707+0.001
1170.042 1.357+0.001
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Figura 20. Curva de estandarizacion de proteasas. Fuente: autores.
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En la Figura 20 se observa que el incremento de la tirosina, aumenta la absorbancia
registrada a 660 nm con un coeficiente de determinacién de 0.9996. La ecuacién que se

obtuvo mediante la correlacion lineal se presenta en la ecuacion (8).

Abs = 0.132 4+ 0.0012 Tirosina (8)
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C. Anexo: graficas de dispersion y resultados estadisticos de la

regresion lineal en la correlacién de variables de germinacién y
actividad enzimatica
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0) tzs vs actividad de proteasas

, 030 ° , 030 ¢
% 025 $ 0251 ~=
. b - ) : T S~ ®
5 0.20 e " --- 5 0.20 o —~-
5~ e o0 o - 5~ e 0 -~
o 2 0.15 - - o2 0.15 - ~ .0
T3> T3>
< = 0.10 < = 0.10
S S
S 0051 S 0054
g OOO LN L B B B B B B AL I D B R T g OOO Tr rrrrtrrtogp rrrrrrrrrr T
21 23 25 27 31 24 26 28 30 32 34 36
t25 (h) t50 (h)
e) tzs vs actividad de proteasas f) tso vs actividad de proteasas
, 030 Tg R
G -< G <
§ 0.25 4 ~<_ o ° % 0.25 1 Sl G
S 020 o e S 0.20 ;'~~\
S ° i~\\\. NG we_ o
T o
S 0.10 S  0.10
S S
2 005 A 2 0.05
< <
000 Trirtr[rrrrrrrrr|rrrrrrrrorrrrorr LI B B OOO LA NL I L LN LN L L LN LA L N NN LN N NLNL L NI BB
28 30 32 34 36 38 42 44 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52
t75 (h) t90 (h)

h) te vs actividad de proteasas

Figura 22. diagrama de dispersion para actividad proteasas. a) Gmax VS actividad de proteasas, b) TMG vs actividad de proteasas,
c) t1 vs actividad de proteasas, d) tio vs actividad de proteasas, €) tzs vs actividad de proteasas, f) tso vs activiad de proteasas,

g) t7s vs actividad de proteasas, h) tg vs actividad de proteasas. Fuente: autores.



84

Andlisis del efecto del tratamiento magnético sobre la actividad enzimatica en semillas de maiz (Zea mays)

Tabla 13. Correlacion de las variables bioldgicas y la actividad enzimatica. Resultados de la validacion de la normalidad de los datos.

Variable Variable P- Coeficiente de | Shapiro- Variable Variable b.valle Coeficiente Shapiro-
independiente dependiente value correlacion Wilk independiente | dependiente de correlacién Wilk
Gmax Alfa amilasa 0.070 | 0.628 0.107 Gmax Proteasas 0.1052 | 0.575 0.753
TMG Alfa amilasa 0.048 | -0.670 0.449 TMG Proteasas 0.020 -0.748 0.915
T1 Alfa amilasa 0.074 | -0.621 0.642 T1 Proteasas 0.989 0.005 0.279
T1o Alfa amilasa 0.025 | -0.732 0.508 T1o Proteasas 0.283 -0.402 0.411
Tos Alfa amilasa 0.024 | -0.735 0.164 Tos Proteasas 0.091 -0.596 0.449
Tso Alfa amilasa 0.039 | -0.693 0.453 Tso Proteasas 0.021 -0.746 0.832
Tzs Alfa amilasa 0.073 | -0.623 0.916 T7s Proteasas 0.004 -0.842 0.649
Too Alfa amilasa 0.131 | -0.543 0.998 Too Proteasas 0.001 -0.890 0.871
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D.Supuestos del diseno completamente
aleatorizado y resultados estadisticos

Experimento Parametro Shapiro-Wilks | Bartlett ANOVA
Gmax 0.237 0.889 0.100
T™MG 0.863 0.077 0.001
T1 0.689 0.464 0.273
Tio 0.440 0.425 0.396

Experimento | Tos 0.209 0.246 0.012
Tso 0.655 0.426 0.001
Ts 0.732 0.063 0.001
Too 0.514 0.066 0.001
Alfa amilasa 0.337 0.057 0.002
Proteasas 0.632 0.639 0.857
Gmax 0.817 0.381 0.123
T™MG 0.066 0.186 0.000
T1 0.899 0.368 0.016
Tio 0.461 0.302 0.000

Experimento I Tas 0.125 0.056 0.000
Tso 0.011 0.050 0.000
T7s 0.128 0.103 0.000
Too 0.280 0.229 0.000
Alfa amilasa 0.230 0.049 0.001
Proteasas 0.072 0.094 0.004
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