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I. INTHODUCC ION. 

Los cereales pertenecen a una familia de plantas (Fam. 

Gramincac), siendo una ele sus características más importan

tes el reproducirse a trav6s de semillas. Las semillas, 

plantas en potencia, presentan estructuras funcionales que 

las hacen competentes para desarrollar su papel como unida

des que transportan el material gen~tico de una generaci6n 

a otra y están provistas de reservas alimenticias que pueden 

sostener a una planta joven hasta que se convierte en un -

organismo eutosuficiente, autotr6fico. 

1.1 Estructura de la semilla de maíz. 

Las semillas se desarrollan a partir de 6vulos fertili 

zados y presentan tres estructuras básicas: el embri6n, la 

testa o cubierta de la semilla y el endospermo. El embri6n 

se deriva de la fusi6n de los núcleos de los gametos femeni 

no y masculino. La cubierta o testa se origina de la planta 

madre y se desarrolla de los integumentos del 6vulo. El en

dospermo procede, al igual que el embri6n, del material ge

nético materno y paterno; su n6cleo primario proviene de la 

triple uni6n de dos n6cleos polares con uno de los núcleos 

masculinos. 

Adem6s de las estructuras ya mencionadas, se puede en

contrar el perispermo, derivado de la nucela, que en algu-

nas semillas no es mfis que un estadía incipiente del desa-

rrollo ~ero en ciertos casos (por ejemplo: Yucca, Coffea) -
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este tejido so convierte c11 la fuente Je reservas alimenti

cias de la semilla. 

El grano de maíz maduro est6 compuesto por tres partes 

principales: la testa o cubierta de la semilla, el endospe! 

mo amiláceo y el embri6n, que llegará a ser una nueva plan

ta. Cada una de las tres partes del grano cumple una funci6n 

definida. La testa, tambi6n llamada pericarpio, protege a -

la semilla, tanto antes como despu6s de la siembra, limita~ 

do o impidiendo la entrada de organismos pat6gcnos que po-

drían invadir el grano. Si el pericarpio resulta dañado, -

tal vez la germinaci6n se torne más lenta, pues los hongos 

y las bacterias pueden invadir a la semilla en germinaci6n 

y utilizar las reservas alimenticias antes del afianzamien

to de la plántula. 

El endospermo es la principal reserva energfitica del -

grano y está compuesto por un 90% de almid6n y 7% de prote! 

na con pequeñas cantidades de aceites, minerales y otros co~ 

ponentes químicos. Su funci6n principal consiste en propor

cionar nutrimentos a la plántula hasta que sus raíces estén 

bien afianzadas y sus hojas elaboren carbohidratos en canti 

dados suficientes para satisfacer los requerimientos de la 

vida y el crecimiento. En el endospermo, las proteínas se -

encuentran formando una red c6rnea en la que están incluídos 

los gránulos de almid6n. 

El embri6n del grano está formado por el eje embriona-
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rio y el cscutclo, que constituye una reserva importante de 

nutrientes para la pl&ntula en crecimiento. El eje embriona 

rio est5 compuesto del hipocotilo, al que se halla unido el 

escutelo, la radícula y la pl6mula o epicotilo (parte fo-

liar), esbozo embrionario de cinco o seis hojas. El escute

lo contiene un alto porcentaje de aceite (35-40%) y sustan

cias activas e importantes en las etapas iniciales de la -

germinaci6n. 

1.2 Germinaci6n, viabilidad y vigor. 

El proceso de germinaci6n lleva eventualmente al desa

rrollo del embrión hasta una plántula. La germinaci6n de una 

semilla se puede definir como la sucesi6n de diferentes eta 

pas que hace que esta semilla inactiva, con un contenido b~ 

jo de agua, presente un incremento en sus actividades meta

b6licas para que se inicie la formaci6n de una plántula a -

partir del embri6n. El momento preciso en que la gerrninaci6n 

termina y el crecimiento empieza es muy difícil de diferen

ciar. Esto se hace más complicado de distinguir pues se dice 

que una semilla ha germinado cuando una parte del embri6n -

ha perforado la cubierta que la protege; esto es, en reali

dad, consecuencia del crecimiento. 

Para que una semilla pueda germinar, debe ser colocada 

donde las condiciones del medio ambiente favorezcan este pr~ 

ceso. Entre las condiciones necesarias para la germinación 

están el suministro adecuado de agua, la temperatura y la·-
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composición gaseosa Je la atm6sfera apropiadas; así como luz 

para determinadas semillas. Los requerimientos mencionados -

varían para cada especie y variedad y están determinados por 

las condiciones que prevalecieron durante la formación de la 

semilla y por factores hereditarios. 

Las semillas son resistentes a condiciones externas ex-

tremas, si se hallan en estado de desecación. Por esto, las 

semillas pueden mantener su capacidad de germinar o viabili

dad - si se les da agua y el medio ambiente adecuado para -

su renctivaci6n - durante largos períodos. El período duran 

te el cual una semilla puede permanecer viable es extremada

mente variable y depende de las condiciones de almacenamien

to y del tipo de semilla que se trate. Generalmente, la via

bilidad permanece más o menos constante bajo condiciones en 

las que la actividad metabólica de las semillas se halla muy 

reducida; pero aún en estas condiciones, se presentan pérdi

das en su viabilidad y vigor. El vigor de una semilla se pu~ 

de describir como la condición en que se encuentra a la se~l 

lla en el máximo de sus capacidades potenciales para germi-

nar satisfactoriamente en un rango amplio de condiciones am 

bientales, utilizando sus reservas alimenticias adecuadamen 

te para formar una plántula que crezca normalmente. 

1.3 Características de las semillas con bajos porcentajes 

de viabilidad. 

Las semillas con bajos porcentajes de viabilidad mues-
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tran fallns en el acoplamiento respiratorio, p6rdida en la 

actividad de.algunas enzimas tales como las deshidrogenasas 

(J.nkon, 1949) y las transferasas dependientes ele GTP (Ro-

berts y Osborne, 1973; Dell'Aquila et~. 1976; Bray y Chow, 

1976a), desensamblaje de ribosomas (Bray y Chow, 1976b; Ro

berts et.§...!_, 19~3) y pérdida de ARN poli A+. Además se ha -

demostrado que a nivel transcripcional, la síntesis ele todas 

las clases de ARX estfi deteriorada y el procesamiento de pr~ 

cursores de ARNr a ARNr maduros se demora (cebada: Van Onck~ 

len et~' 1974; centeno: Sen y Osborne, 1977; ejes embrio

narios de chícharo: Bray y Dasgupta, 1976). 

La pérdida de viabilidad se haya también asociada con 

un descenso drástico en la actividad de síntesis de proteí

nas, que puede atribuirse a degradación de ARNm y reducci6n 

de la actividad del factor de elongaci6n EF-1 (eukaryotic -

elongation factor 1) (Peumans y Carlier, 1981). 

1.4 Pérdida de viabilidad y cambios en el ADN. 

El material genético de una semilla al envejecer en for 

ma natural o inducida, muestra cambios que son pasados por 

alto por los sistemas de reparaci6n por lo que se hacen pe! 

manentes. Estos cambios pueden ser de dos tipos: a nivel mo 

lecular, es decir muta¿iones génicas o puntuales o bien cam 

bios microsc6picos que afecten el número y/o arreglo de los 

lugares (loci) de los genes; estos 6ltimos también son lla

mados aberraciones cromos6micas. 
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lll Jaílo al AílN puc<lc reflejarse no s6lo en forma de m~ 

t11ciones sino tambi6n en cambios en su integridad y proplc

du<les ffsicas o químicas. Es por esto que una abcrraci6n -

cromos6mica implica Jafio al ADN pero el dafio a esta macrom~ 

l~cula no es necesariamente una aberraci6n cromos6mica. 

1.4.1 Aberraciones cromos6micas. 

El dono n los cromosomas ocurre y se acumula en las se 

millas durante el almacenamiento. Esta evidencia se deriva 

<le tres tipos de observaciones: 1) examen de la frecuencia 

de aberraciones cromos6micas, en especial en las primeras -

mitosis de los meristemos de las raíces de semillas A1* en 

germinaci6n, 2) examen de la frecuencia de aborci6n de polen 

producido por plantas A1 y 3) el examen de las variaciones 

fenotípicas en plantas A2 y A3 . 

En 1901, De Vries fue el primero en indicar que un ca~ 

bio en el ADN podría ser la causa de bajos porcentajes de -

germinaci6n y de la gran proporci6n de plantas morfol6gica~ 

mente anormales generadas de semillas de Oerothera lamarckia

na que fueron almacenadas largo tiempo, es decir, semillas 

de baja viabilidad. 

* Se ha designado a las semillas que han recibido un trata

miento de envejecimiento y a las plantas que se generan de 

ellas, generaci6n A1 ; las generaciones subsecuentes se desiK 

nan A2 , A3 • 
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Navnshin en 1933 observ6 que se producen aberraciones 

cromos6mlcns muy frecuentes en las raices producidas de se

millas cnvcjccldns. Otros investigadores han encontrado un 

comportamiento similar al aumentar la edad de las semillas 

en varias especies: Allium cepa (Nichols, 1941; Sax y Sax, 

1964), Triticum durum, T. aestivum, Secale cereale y Pisum 

sat.ivum (Gunthardt et al, 1953). 

Se han realizado investigaciones con chícharos, habas 

y cebada en que se trataba a las semillas con varias combi

naciones <le temperatura y humedad que producían diferentes 

proporciones de pérdida de viabilidad y se observaba la ac~ 

mulaci6n de daño a los cromosomas por examenes citol6gicos 

durante las primeras divisiones de los meristemos de las -

raíces, siendo observado el daño más fácilmente durante la 

anafase. 

Roberts y Abdalla (1968) encontraron que hay aumento -

en el daño cromos6mico al aumentar el período de tratamien

to y que si el tratamiento llevaba a la rápida pérdida de ~ 

viabilidad, había tambiGn una rápida acumulación de aberra

ciones. 

En plantas, las aberraciones cromos6micas disminuyen -

en cantidad en ciclos celulares progresivos en los meriste

mos de las raíces de cebolla que están germinando (Nichols, 

1941). 

Las semillas en estado latente mantenidas imbibidas -
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(las cuales tienen un alto porcentaje de humedad) muestran 

una incidencia baja de aberraciones cromos6micas, comparadas 

con aquellas que han sido almacenadas secas, lo que sugiere 

que se lleva a cabo un proceso reparativo en embriones imbi 

bidos (Villiers, 1974). 

1.4.2 Daño al ADN. 

Bcrjack y Villicrs en 1972 informaron que embriones e~ 

vejccidos de maíz fueron capaces de germinar después de un 

tiempo y sugirieron que los embriones con estructuras macr~ 

moleculares dañadas podían recuperar sus funciones metab6li 

cas durante las primeras horas de germinaci6n. 

Osborne y colaboradores (1980/81) observaron que dura~ 

te el almacenamiento de embriones de centeno, los niveles -

totales de ARN, ADN y proteínas permanecían constantes. Sin 

embargo, la integridad de las macromoléculas mencionadas p~ 

día no mantenerse durante el período de envejecimiento. Por 

ejemplo, se observó que la cantidad total de ADN permanece. 

constante tanto por procedimientos de extracci6n química -

como por estimación del contenido de ADN en núcleos teñidos 

por Feulgcn en preparaciones fijas. No obstante, la baja r~ 

cuperación de ADN de alto peso molecular usando la técnica 

de Marmur (1961) indicaba que la ruptura de las moléculas -

de ADN a fragmentos de bajo peso molecular ocurre sin pérd! 

da total de ADN. 

Con el fin de demostrar la existencia de fragmentos de 
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ADN <le bujo peso molecular en embriones de centeno no via--

bles, Chcuh y Osbornc (1978) centrifugaron ADN, aislado por 

la t6cnica de Murmur, en gradientes neutros de sacarosa. El 

ADN de doble cadena de los embriones no viables se present! 

ba como una poblaci6n homogénea de bajo peso molecular, en 

comparaci6n con el ADN extraído en condiciones semejantes -

de embriones viables. 

Esto sugería que la pérdida de integridad del material 

genético se llevaba a cabo durante la disminución de la via 

bilidad pero no excluía la posibilidad de ruptura del ADN -

durante la manipulaci6n. Esta dificultad podía ser superada 

aislando células completas y lisándolas sobre un gradiente 

alcalino de sacarosa. El ADN así liberado presentaría una -

mínima cantidad de cortes. En las plantas, la lisis directa 

de las células no es posible, debido a la presencia de la -

pared celular; por lo que primero se aislaron los núcleos y 

se lisaron en el gradiente. Los perfiles encontrados (Figu

ra 1) muestran que los embriones de baja viabilidad poseen. 

una proporci6n mayor de fragmentos de bajo peso molecular -

que los embriones viables. 

En esta evidencia y en experimentos que demuestran la 

marcada incidencia de cortes de cadena sencilla in situ en 

embriones no viables, se basan para afirmar que durante la 

pérdida de viabilidad en el estado seco ocurren cortes in -

vivo en el ADN nuclear. Esta pérdida de integridad se debe 
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a la acci6n lenta pero progresiva de endodesoxirribonuclea

sas, m6s que a exonucleasas, que pudieran estar localizadas 

en el n6cleo, como se ha encontrado en n6cleos de levadura 

y en c6lulas de mamíferos. 

La reparaci6n parece ser improbable durante el almace

namiento de las semillas secas y la acumulaci6n de cortes -

en el ADN podría llegar a un nivel tal que no pudiera ser -

reparado durante la germinaci6n. 

Se sugiere la existencia de una fase larga de activa-

ci6n de procesos bioquímicos que estén asociados con la sín 

tesis de ADN antes de la primera divisi6n celular en los em 

briones de trigo de baja viabilidad. Estos procesos inclu-

yen la eliminaci6n de inhibidores, síntesis y/o activaci6n 

de algunas enzimas involucradas directamente con la polime

rizaci6n del ADN y la disponibilidad de un molde activo (M~ 

ry et al, 1972). 

En estudios hechos con semillas secas expuestas a dosis 

bajas de irradiaci6n (Villiers y Edgecumbe, 1975; Tano y Ya 
maguchi, 1977) se encontr6 que éstas, a semejanza de las de 

baja viabilidad, pueden sobrevivir y llegar a formar plantas 

normales, siendo la germinaci6n lenta en ambos casos. Este 

retardo de la primera fase de germinaci6n puede atribuirse 

a pérdida de integridad y de actividad del molde de ADN. 

Osborne y colaboradores (1980/81) han encontrado que a 

mayores dosis de irradiaci6n dada a los embriones secos de 
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centeno eran mayores sus proporciones do incorporaci6n de 

[3H-metil]timi<lina al ADN durante las primeras horas de im

bibici6n (durante el período previo a la síntesis replicat! 

va del ADN) (Figura 2). Después se fraccion6 el ADN marcado 

por cromatografía en BND-celulosa, hallindose que durante -

el período pre-replicativo 0-2 h de imbibici6n, la mayor 

parte de la radiactividad eluye como ADN de doble cadena o 

ADN "reparado"; en comparaci6n con el período 5-7 h donde -

la radiactividad se presenta como ADN de cadena sencilla o 

ADN "replicativo". 

De lo anterior, Osborne et ~ concluyen que el proceso 

de tipo reparativo que se presenta durante las primeras ho

ras de imbibici6n ocurre como un evento normal en los embrio 

nes de centeno. 

1.5 ADN polimerasas eucariotes. Características y funciones. 

Es evidente de lo anterior que la maquinaria de sínte

sis y reparaci6n del ADN tiene una funci6n fundamental en 

el mantenimiento de la viabilidad de las semillas; es por -

ello que algunos investigadores se han avocado a su estudio, 

en especial el de las polimerasas en células vegetales con 

actividades semejantes a las ADN polimerasas o( y fa en ve! 

tebrados, cuya~ funciones las hacen candidatos probables, -

en células vegetales, para mantener la integridad del ADN y 

por tanto, la viabilidad de las semillas. 

Las ADN polimerasas dependientes de ADN catalizan la -

12 
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síntesis de i\DN n partir de los dcsoxil'ribonuc1cóti<los. Se 

requieren: un iniciador, que puede ser ADN o ARN, que cante~ 

ga un extremo 3' hidroxilo libre, un molde (ADN) y cationes 

dlvalcntcs. 

[

dATP . . . d ADN 3 'Oll dCTP in1c1a or · 
. + o 

~~~~ n iniciador ARN 3'0H 

++ ++ 
Mg o Mn 
molde (ADN) 
ADN polimerasas 
dependientes de 
/l.DN 

ADN + (PPi)n 

El ADN es replicado de forma semiconservativa en cada 

cadena que sirve como molde para que una nueva cadena de ADN 

sea sintetizada en forma complementaria y antiparalela en la 

direcci6n 5'-3'. Los desoxirribonucleótidos se unen covalen 

temen te por uniones fosfodiéster 3 '- 5', por lo que se libe-

ra pirofosfato inorgánico en el , :oceso. 

Las ADN polimerasas representan sólo un componente de 

la compleja maquinaria involucrada en la replicaci6n del -

ADN. En procariotes ha sido posible identificar los difer8~ 

tes elementos que llevan a cabo este proceso, mientras que 

en eucariotes, la identificación de proteínas accesorias, -

cofactores y estructuras replicativas del ADN en el comple

jo replicativo está aún en sus primeras fases; aunque es i~ 

dudable que el aparato de replicaci6n del ADN en eucariotes 

contiene ADN ligasa, endonucleasas, exonucleasas, ARN poli

merasas y proteínas estructurales en la cromatina. 

Las células de animales vertebrados, en especial de ma 

míferos, contienen tres distintas ADN polimerasas dependie~ 

tes de ADN en diferentes proporciones relativas en estas cé 
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lulas, que han sido designadas con letras griegas ( O\, Í3 y 

o ) . 
La J\DN polimcrasa o< fue la primera de las ADN polimc

rasas de mamíferos en ser parcialmente purificada y estudia 

<la {Bollum, 1960). Parece ser ubicua en células en creci--

miento y ha sido hallada en células de timo de ternera (Yo

ne<la y Bollum, 1965), humanas (Sedwick et ~. 1975) y hár.i.s

ter (Craig y Keir, 1975), en erizos de mar (Loeb, 1969) y -

levadura (Wintersberger y Wintersberger, 1970), entre otros. 

Se han reportado pesos moleculares desde 70,000 hasta un mi 

116n con valores de sedimentaci6n entre S-12 S para varias 

especies. 

Se creía que se encontraba libre en el citoplasma pues 

al extraerla por procedimientos acuosos, la mayor parte de 

su actividad se detectaba en este sitio pero al utilizar té~ 

nicas no acuosas con disolventes orgánicos, se encontraba -

que del 85 al 90% de su actividad se detectaba en el núcleo. 

Es probable que su localización intracelular in vivo esté ~ 

en el núcleo aunque pudiera encontrarse en cantidades dis--

cretas en el citoplasma. 

Una propiedad característica de esta enzima es su sen-

sibilidad a sustancias que bloquean los grupos sulfhidrilo, 

tales como p-hidroximercuribenzoato y N-etilmaleimida. La -

enzima es inhibi<la también por concentraciones de sales su

periores a 25 mM y de.pende de un cati6n divalente como Mg++ 
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o ~!n ++. Ni 1 a en: i 111a ele t i.mo de te rncra ni 1 ;1 humana poseen 

actividades nucleolíticas asociadas; poseo punto isoel6ctri 

co acíclico. 

La polimerasa o< fue relacionada ¡ni.mero con l.:t repli

caci6n por Chang y Bollum (1973) que mostraron ~ue existía 

un incremento marcado en el nivel de esta enzima cuando se 

estimulaban células para su replicaci6n. Esto se ve apoya

do por las pruebas hechas con 2' ,3'-didesoxiti:niclina S'tri

fosfato (ddTTP) y afl<licolina en células en fase S, que es 

cuando se replica el ADN. El ddTTP es capaz de inhibir las 

actividades de ADN polimcrasas f3 y O, por tanto no anula 

el proceso; mientras que la afi<licolina que es un inhibi-

dor específico de la ADN polimerasa ~, detiene completa-

mente la replicación. 

La ADN polimerasa o( se encuentra en las células en -

dos, tres o más formas heterogéneas, que han sido identifl 

cadas en células de múridos, HeLa y de timo de ternera. -

Estas formas difieren en sus propiedades de unión a DEAE

celulosa y fosfocelulosa, su utilización de moldes, su in

hibición por N-etilmaleimida, afidicolina y 1-/3-D-arabin~ 

furanosilcitosina S'trifosfato (ara-CTP) y su sensibilidad 

a temperatura. Se sugiere que estas isoen:imas o tipos de 

ADN polimerasa o< tengan actividades especializadas en la 

replicación y la reparación del daño causado por N-metil

N' -nitro-N-nitrosoguanidina, N-nitrosometil urea e irradia 

ción con luz ultravioleta (Wcissbach, 1979; Miller y Chi

naul t, 1982). 
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La J\l1N poi imornsa /3 se encuentra en rncno-r cantidad 

(generalmente menos del 10% de la actividad total de .A.DN p~ 

limerasas en tejidos o células en período proliferativo). Es 

• - 1 1 . 1 1 ( 4 f. una cnz 1ma uc rnJo peso mo ecu ar < 5 x 10 ) con un coe i - -

ciente <le scdimentaci6n entre 3-4 S. La polimcrasa ¡3 no r~ 

quiere de grupos sulfhidrilo y no es inhibida por concentr~ 

cienes bajas ele p-cloromercuribenzoato, que inhibirían com-

pletamcnt e a la po 1 i merasa o< • Posee una gran resistencia a 

agentes químjcos como ácié.o fosfonoacético, urea 5 M, aleo-

hol 20-25% o acetona y es estable en soluci6n a pH 4.5 has

ta 10.S. Tiene punto isoeléctrico básico y es estimulada por 

concentraciones altas de sales, pero su actividad disminuye 

en presencia de fosfatos. La enzima purificada está libre -

de actividad nuclcolítica y no lleva a cabo intercambio de 

pi rofosfato. 

Esta enzima utiliza moldes de polidesoxirribonucle6ti-

dos como poli(<lA) o poli(dC) de manera más eficiente que -

los polirribonucle6tidos correspondientes, poli(A) o poli(~). 

Se considera que se encuentra solamente en el núcleo o aso-

ciada a la cromatina. 

Se ha asignado a la ADN polimerasa ¡3 la funci6n de r! 

paraci6n del ADN pues sus niveles parecen no ser afectados 

por las variaciones en el crecimiento celular y por perman! 

cer constante durante el ciclo de vida de las c61ulas de ma 

mífcros. Bcrtazzoni y colaboradores (1976) sugirieron que -

esta enzima lleva a cabo síntesis de tipo reparativo en lin 
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foci tos humanos que han sido irradiados con luz ultraviole

ta; as'Í como Ilübschcr ~al (1979) han Jcmostraclo una acti

vjJ;id similar de esta enzima en núcleos neuronales tratados 

con luz ultravioleta. 

La polimerasa fo puede catalizar la reparación de cor

tes inducidos por bleomicina y neocarzinostatina (Coetzee -

et al, 1978; Miller y Chinault, 1982). 

La ADN polimerasa D presenta naturaleza heterogénea -

cuando se aisla y presenta alto peso molecular (>l x 105) y 

coeficientes de sedimentación entre 4-11 S. La enzima aisla 

da de tejidos humanos y de embriones de trigo muestra pref~ 

rencia por ribohomopolímeros sintéticos, en lugar de ADN -

sintético o natural .. Al igual que la polimerasa ~ , lapo

limerasa ( es inhibida por N-etilmaleimida y posee punto -

isoel,ctrico a¿ídico. 

Esta polimerasa representa entre 1-2% del total de ADN 

polimerasas en células de vertebrados y generalmente se en

cuentra en las fracciones citoplásmicas. 

La polimerasa o es la enzima encargada de la replica

ción del ADN mitocondrial en células animales (Hübscher et 

al, 1979) y está involucrada en la replicación del ADN del 

adenovirus por síntesis por remoción de cadena (rolling cir 

ele) . 
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1.6 ADN polimerasas de plantas. 

!lay poca información dispon:i ble ucerca de las ADN !'Oli 

mcrasas en plantas; sin embargo, se ha extraído actividad -

de ADN polimerasa de algunas plantas (McLennan y Keir, 1977; 

Srivastava y Gracc, 1974) y se han realizado caractcrizaci~ 

nes de las enzimas en algunos casos: Triticum aestivum (Ca! 

troviejo et al, 1975; ~lory et El_, 1975; Tarragó-Litvak et -

al, 1975), Catharantus roseus (Gardncr y Kaclo, 1976) y Pisum 

sativum L. (Stcvens y Bryant, 1978). 

Las células vegetales parecen contener dos ADN polime

rasas de alto peso molecular con algunas de las propiedades 

enzimáticas de las ADN polimerasas O( y '( de vertebrados, 

pero generalmente no se ha detectado una enzima análoga a -

la ADN polimerasa ¡3 (Chang, 1976; Gardner y Kado, 1976). 

Algunos autores sugieren la existencia de una actividad de 

ADN polimerasa en plantas que comparte algunas de las propi! 

dades de la polimerasa ¡3 , en Nicotiana tabacum (Srivastava 

y Grace, 1974) y en Pisum sativum L. (Stevens y Bryant, 

1978). 

La ADN pol imerasa parecida a la o< es la más abundante 

en células vegetales cultivadas, mientras que la parecida a 

la polimerasa o está presente en cloroplastos (Amileni et 

al, 1979). 

Poco se sabe de las ADN polimerasas de los diferentes 

organelos que actúan en la replicaci6n de los genomas de mi 
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tocon<lrin y cloroplasto; sin embargo, se asume que estas e~ 

zimns son distintas de las que intervienen en la replicaci6n 

y reparaci6n <lcl ADN nuclear. 

Algunas <le las características de las ADN polimerasas 

aisladas de T. nestivum y de Catharantus roseus se muestran 

en la tabla r. 

La ADN polimerasa A de trigo utiliza eficientemente un 

ribohomopolímero como molde; mientras que la ADN polimera

sa B lo utiliza deficientemente. La de tipo A comparte al

gunas <le las características de la polimerasa O de verte

brados pero el nivel de enzima es mucho mayor (30-40% del -

total); por su parte, la B posee algunas de las propiedades 

de la polimerasa o< . 

La polimerasa de.Catharantus roseus posee algunas de -

las características similares a la de tipo B y a la polime

rasa o( • 

Las plantas parecen contener múltiples ADN polimerasas 

solubles y unidas a cromatina. Generalmente, estas enzimas 

están relacionadas con las polimerasas o< o o . 
En trigo, las ADN polimerasas están casi exclusivamen

te localizadas en el citoplasma, pero al inicio de la gerrn! 

naci6n son transportadas al núcleo donde se activan para la 

replicaci6n del ADN (Castroviejo et al, 1975). 
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P.M. 
SUBUNIDADES 
PUNTO ISOEL~CTRICO 

pH ÓPTIMO 
FUERZA IóNICA ÓPTIMA 

INHIBICIÓN POR 
N-ETILMALEIMIDA 
ACTIVIDAD 
EXONUCLEOL1TICA 

ND - NO DETERMINADO 

N • Guilfoyle, 1981. 
1-' 

TABLA I 

PROPIEDADES DE ALGUNAS ADN POLIMERASAS* 

MAMIFEROS 

O( 13 '( 

140000-175000 27000-45000 60000-110000 

1-2 1-2 1 

6 9 6 

7-7.5 8-9 8-9 

25 100-200 100-300 
mM NaCl mM KCl mM KCl 

+ + 

T. aestivum Catharantus 
roseus 

I 

A B 

150000 110000 105000 

ND ND 2 

ND ND 6.8 

8 7 7.5 

0-200 25 so-zoo 
mM KCl mM KCl mM KCl 

+ + + 

ND ND + 



1.7 InhlbiJorcs de las ADN pollmerasas eucariotcs. 

Los inhibiJores de las diferentes ADN pollmorasas han 

sido 6tilcs pnrn asignarles funciones a estas enzimas dentro 

del proceso de síntesis de ADN; por consiguiente, resulta -

importante conocer su modo de actuar y sus efectos en las -

células sobre las que ejercen su acci6n. 

1.7.1 Afidicolina. 

La afidicolina es un diterpeno tetraol tetracíclico -

producido por el hongo Cephalosporium aphi~icola (Brundrct 

~.! ~. 197 2) que inhibe la repl icaci6n del ADN nuclear y vi_ 

ral en c~lulas animales (Pedrali-Noy y Spadari, 1979; Huber 

mann, 1981; Ikegami et~. 1978). La droga interfiere espe

cíficamente con la ADN pulimerasa ~de células animales -

(Hübscher et~. 1979; Weissbach, 1977) o con la polimerasa 

inducida por virus; sin afectar la síntesis de ADN en los -

organelos, ni la síntesis reparativa (Coetzee et ~. 1978; 

Geuskens et al, 1981; Giulotto y Mondello, 1981; Hardt et -

al, 1981). 

La afidicolina inhibe la actividad de la ADN polimera

sa parecida a la o< purificada de células de arroz (Amileni 

et al, 1979; Sala~!~. 1980), pero no actúa sobre la par~ 

cicla a la ADN polimerasa ')) (Geuskens et al, 1981; Sala et 

~!_, 1981). 

La inhibici6n es competitiva con respecto a dCTP y no 

competitiva con dGTP, dATP y dTTP, por lo que la droga reco 
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nace una porci6n específica del sitio activo de la enzima -

que es 6nico en estas proteínas. El sitio de uni6n probabl~ 

mente est6 cercu o tal vez, esté traslapado con el sitio de 

uni6n para dCTP pues se observa que hay interacci6n compet! 

tiva entre afidicolina y dCTP. 

En algunos reportes, se ha sugerido que no existe inh! 

bici6n por afidicolina de la síntesis reparativa del daño -

inferido ~or luz ultravioleta (Giulotto y Mondello, 1981; -

1-Iardt et al, 1981; Sala et ~. 1982). Sin embargo, hay otros 

estudios que reportan que la afidicolina inhibe la síntesis 

reparativa del daño inducido por agentes alquilantes como -

N-nitrJ~ometii urea é 'irradiaci6n por luz ultravioleta (Ha

naoka Jt ,al, 1979; Berger .. et ~. 1979; Miller y Chinaul t, -

1982) i que se acumulan c6rtes en el ADN relacionados con -

la reparaci6n por excisi6n (Snyder y Regan, 1981; Collins 

et al, 1982). Los resultados conflictivos reportados en cé

lulas de mamíferos pueden deberse parcialmente a la variedad 

de sistemas (células íntegras, células permeabilizadas, pr! 

paraciones nucleares) y a los tipos celulares usados (norm~ 

les, transformadas, humanas, de roedores) o pueden indicar 

que la polimerasa o( está involucrada de diferente manera -

en los procesos relacionados con el ADN en diferentes tipos 

celulares. 

1.7.2 1-¡3-D-arabinofuranosilcitosina S'-trifosfato (ara-CTP). 

Se han propuesto tres hipotésis acerca del modo ~e ac

ci6n de ara-CTP: 1) Esta droga impide la conversi6n de CDP 
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a dCDP, inhjbiendo la ;1ctívidad de 1:1 ríhonuclcótido rctluc

tasa (>!oorc y Cohen, 1967), 2) ¡\rn-CTP se incorpora al ADN 

provocando la terminación de la clongaci6n de la cadena -

(~lomparler, 1972) y 3) Ara-CTP inhibe la síntesis del ADN -

al unirse al sitio activo de la ADN polimerasa o< ; la inhi 

bici6n es competitiva con dCTP (Furth y Cohen, 1968; Schrec 

ker et al, 1974). 

Como ara-CTP es citot6xico específicamente durante la 

fase S del ciclo celular durante el cual se lleva a cabo la 

replicaci6n, la inhibici6n ele la polimerasa o< por esta dr~ 

ga se ha tomado como indicador de su funci6n replicativa -

(Frinclland, 1977). 

Se ha observado que ara-CTP interrumpe la reparaci6n -

por excisi6n del ADN en células de mamíferos; los cortes he 

chos por la endonucleasa de reparaci6n se acumulan en prese~ 

cia de esta droga pues se bloquea la síntesis reparativa por 

inhibici6n de la polimerasa ~ y la ligadura de fragmentos 

( C o 11 in s ~! a 1 , 19 77 ; H is s y Prest o n , 19 7 7 ; C o 11 in s et a 1 , 

1982). 

Waters y colaboradores (1981) sugirieron que el modo -

de acci6n de ara-CTP en el bloqueo de la síntesis semiconser 

vativa y en la de tipo reparativo sea similar al de afidico 

lina, bloqueando la actividad de la ADN polimerasa ~en cé 

lulas irradiadas con rayos X y fibroblastos de pacientes con 

xeroderma pigmentosum. 



1.7.3 Novobiocina. 

La novobiocina tiene un efecto significativo sobre la -

síntesis replicativa y reparativa del ADN. Originalmente, se 

obscrv6 que la novobiocina tenía un efecto específico sobre 

topoisomerasas de tipo II. Actualmente, se ha visto que la -

novobiocina tiene un efecto inhibitorio directo sobre la ADN 

polimerasa ~ , deteniendo inmediata y completamente la sínte 

sís del ADN (Burke et al, 1979; Nishio y Uyeki, 1982). 

La inhibici6n de la incorporaci6n debida a reparaci6n 

por novobiocina es una consecuencia de su habilidad para -

impedir la incisi6n enzimática en los sitios en que el ADN 

está dañado (Collins y Johnson, 1979; Collins et al, 1982). 

Nishio y Uyeki (1982) sugieren la existencia de una gi 
rasa o topoisomerasa de tipo II en células de ratones basa

dos en sus observaciones: 1) la síntesis de ADN no fue sen

sible solamente a novobiocina sino también a ácido nalidíxi 

ca, 2) ATP antagoniza el efecto de novobiocina pero no el -

de ácido nalidíxico (en procariotes, la novobiocina se une 

a la subunidad B de la girasa compitiendo con el ATP) y 

3) el efecto inhibitorio de la novobiocina excede el de afi 

dicolina y de N-etilmaleimida, por lo que el efecto de nov~ 

biocina no puede ser explicado en base a su interacci6n con 

la ADN polimerasa o< solamente. 
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II. OBJETIVO. 

El objetivo de este trabajo fue detectar si existe o -

no un incremento en la síntesis temprana de ADN en ejes em

brionarios <le semillas de maíz de baja viabilidad, como una 

posible indicaci6n del daño que ha sufrido el ADN durante -

la pérdida de viabilidad de las semillas, así como tratar -

de determinar el tipo <le síntesis, ya sea replicativn o re

parativa, que se llev6 a cabo durante las primeras horas de 

germinación. 

Para desarrollar este objetivo, se planteó la siguien

te secuencia de trabajo: 

l. Detectar si existe o no un incremento en la sínte-

sis temprana de ADN en los ejes embrionarios de semillas de 

maíz de baja viabilidad. 

2. Establecer el tipo de síntesis que se ha llevado a 

cabo durante las primeras horas de germinación, usando inh! 

bidores de la replicación del ADN como afidicolina, 1-/3-D

arabinofuranosilcitosina S'trifosfato (ara-CTP) y novobioci 

na. 

3. Empleando gradientes alcalinos de sacarosa, determi 

nar los patrones de fragmentaci6n del ADN de los ejes embri~ 

narios de alta y baja viabilidad para observar el grado de 

integridad del material genético. 
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1 I I. MATERIALES Y ~!ETODOS. 

3.1 Materiales. 

3.1.1 Material biol6gico. 

Las muestras de maíz denominado Chalquefio procedían de 

las cosechas de 1980 y 1982. El maíz fue adquirido en PRONASE 

(Productora Nacional de Semillas, SARH). 

Las semillas se mantuvieron en frascos de vidrio cerra 

dos. 

3.1.2 Soluciones amortiguadoras y reactivos utilizados. 

3.1.2.1 Soluci6n amortiguadora de imbibici6n. 

Tris-HCl pH 7 .6 

Sacarosa 

Cloranf enicol 

3.1.2.2 Líquido de centelleo. 

(1,4-bis[2-(5 Feniloxazolil)])

benceno (M2POPOP) 

2,5 Difeniloxazol (PPO) 

Tolueno 

50 mM 

50 mM 

10 mM 

2% 

50 pg/ml 

0.1 g 

5.0 g 

1 1 

3.1.2.3 Soluci6n amortiguadora A para obtenci6n de extractos 

proteicos. 

Tris-HCl 

KCl 

MgCL, ... 

pH 7.6 so mM 

25 mM 

1 mM 
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2-Mercaptoetanol 1 mM 

Sacarosa 0.25 M 

Fluoruro de fenil-metil-

sulfonilo (PMSF) S mM 

3.1.2.4 Soluci6n amortiguadora de diálisis I para extrae-

tos proteicos. 

Tris-HCl pH 7.6 so mM 

KCl 10 mM 

MgC1 2 1 mM 

Glicerol 9.25% 

2-Mercaptoetanol 1 mM 

3.1.2.S Reactivo A para la determinaci6n de proteínas en -

los extractos. 

Se mezclan partes iguales de Agua, NaOH 0.8 N, Do

decil sulfato de sodio 10% y soluci6n base de Co-

bre-Tartrato-Carbonato (CTC). 

Soluci6n CTC. 

Na 2co3 10% 

CuS04 .sH20 0.1% 

Tartrato de sodio y potasio 0.2% 

3.1.2.6 Reactivo B para la determinaci6n de proteínas en -

los extractos. 

Reactivo de Folin-Ciocalteu 1 volumen 

Agua 5 volúmenes 
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3.l.2.7 Solución ;:imortigua<lora par;:i la activación de ADN. 

Albúmina de suero bovino 0.5 mg 

MgC1 2 0.47 mg 

Tris-HCl pll 7. 5 6.05 mg 

Volumen final: 1 ml 

3.1.2.8 Solu¿i6n amortiguadora B para síntesis de ADN in -

vitro con extractos ~roteicos. 

Tris-HCl pH 7.6 25 mM 

MgClz 4.4 mM 

KCl 16 mM 

dATP, dCTP y dGTP 0.1 mM 

ATP 1 mM 

Glicerol 4% 

2-Mercaptoetanol 0.4 mM 

ADN activado de timo de ternera 50 )lg/250 J11 

3.1.2.9 Soluci6n amortiguadora C. 

Tris-HCl 

KCl 

NaCl 

Sacarosa 

pP. 7. 4 

2-Mercaptoetanol 

Espermina 

Espermidina 

3.1.2.10 Capa de Lisis (pH""'13) 

NaCl 

EDTA 

Na OH 

15 mM 

10 mM 

15 mM 

0.3 M 

15 mM 

0.15 mM 

0.5 mM 

0.4 M 

10 mM 

0.15 M 
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3.1.2.11 Soluci6n nmortiguadora tle los gradientes de sacara 

3.1.2.12 

sa (pHrvl3). 

NaCl 

EDTA 

Na OH 

Soluci6n amortiguadora de 

cado. 

Tris-acetato pH 7.8 

Acetato de sodio 

EDTA 

diálisis 

0.7 M 

10 mM 

0.3 M 

II para 

40 mM 

20 mM 

5 mM 

ADN mar 

3.1.2.13 Soluci6n amortiguadora D para ensayo de nucleasas. 

Tris-HCl pH 7.0 25 mM 

KCl 10 mM 

MgC1 2 10 mM 

cac1 2 10 rnM 

Glicerol 4% 

2-Mercaptoetanol 0.5 mM 

3.2 Métodos. 

3.2.1 Curva de síntesis de ADN. 

3.2.1.1 Imbibici6n de ejes embrionarios. 

Lotes de 10 ejes embrionarios de maíz fueron pesados y 

desinfectados con NaClO (0.5%) por treinta segundos y a co~ 

tinuaci6n, lavados extensivamente con agua desionizada esté 

ril. 
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Lns muestras de 10 ejes embrionarios se colocaron entre 

dos discos de papel filtro estériles en tubos de cultivo o 

frascos est6riles. Se humedecieron con soluci6n amortiguad~ 

ra de imbibici6n (3.1.2.1), a la que se agreg6 el precursor 

radiactivo, timidina [3H] (5 J1Ci/ml). Las muestras se incu

baron por diferentes períodos a 27ºC. 

Al concluir el tiempo de incubaci6n, los ejes embriona 

rios se lavaron con citrato de sodio (1%, 10 ml), que conte 

nía 20 }1g/ml de timidina no radiactiva y después, con eta-

nol (80%, 10 ml), que también contenía 20 jlg/ml de ti~idina 

no radiactiva. Se sec6 el exceso de líquido presionándolos 

ligeramente en papel filtro e inmediatamente se pesaron. 

Cuando los ejes embrionarios no se procesaban en ese -

momento, se guardaban en tubos de ensayo (16 x 150 mm) a -

·700C. 

3.2.1.2 Procesamiento. 

Se añadi6 etanol (80%, 1.5 ml), que contenía 20 pg/ml 

de timidina no radiactiva a cada una de las muestras; homo

genizándolas en Polytron durante treinta segundos al máximo 

de revoluciones. La homogenizaci6n debe hacerse en frío y -

debe cuidarse que no queden pedazos enteros de ejes. Se cen 

trifugaron a 3000 rpm durante diez minutos. 

El sobrenadante se desech6 y la pastilla se resuspen-

di6 con NaOH (1 M, 0.5 ml), caléntandose en baño María a --

90ºC durante tres minutos. Se dej6 enfriar lentamente y se 
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nftndi6 6cido tricloroac~tico (10%, 2 ml), permaneciendo lue 

go en hielo quince minutos. 

Se filtr6 por Millipore en filtros Whatman GF/C de fi-

bra de vidrio; lav~ndolos, primero con ácido tricloroacéti-

ca (5%, 5 ml) y en seguida con etanol (96%, 5 ml). 

Los filtros se secaron en horno a 60°C por una hora. -

Una vez que estuvieron secos, se transfirieron a frascos --

que contenían líquido de centelleo (3.1.2.2, 5 ml) y se de-

terminaron las cuentas por minuto en un contador de cente--

lleo Packard, Tri-Carb. 

En el caso de ejes embrionarios irradiados con luz ul

travioleta de onda corta (254 nm), los ejes se imbibieron -

durante una hora siguiendo la técnica ya descrita. Al fina

lizar el tiempo de incubaci6n, se sec6 el exceso de humedad 

con papel filtro y se irradiaron durante diez minutos, col~ 

cindose la l'mpara (Mineralight Lamp; Short wave UV 254 nm, 

model UVS-11) a diez centímetros de altura (Dosis: 552 J/m2). 

Luego se volvieron a incubar los ejes embrionarios hasta 

completar los períodos establecidos (técnica descrita en 

3.2.1.1). 

En ambos casos, se muestra el resultado del mejor exp~ 

rimento que muestra la tendencia de varios experimentos si

milares. 

3.2.2 Obtenci6n de extractos proteicos de ejes embrionarios. 

Los ejes embrionarios recibieron el tratamiento reque-

32 



1 

ri<lo scg6n los objetivos <lel experimento (imbibici6n u <llfc 

rentes tiempos o lrradiaci6n e imbibici6n). 

A vejnte ejes embrionarios se les afiadi6 soluci6n amor 

tiguadora A (3.1.2.3, 3 ml) y se les homogeniz6 perfectame~ 

te en mortero, previamente enfriado por cinco minutos a 

-70°C. 

El homogenado se centrifug6 dos veces a 10,000 x g du

rante quince minutos y el sobrenadante se centrifug6 a 

100,000 x g (39,000 rpm, rotor 40) por dos horas. 

El sobrenadante se dializ6 toda la noche contra solu--

ci6n amortiguadora de diálisis I (ver 3.1.2.4). El dializa

do se centrifugó a 10,000 x g durante veinte minutos y el -

sobrenadante se us6 como fuente de enzima. 

3.2.3 Determinación de proteínas en los extractos. 

Se siguió la técnica de Lowry modificada (Peterson, 

1977). 

Se realiz6 una curva patrón con albúmina de suero bovi 

no (ASB). Para ello, se preparó una solución de ASB, 1 mg/ml, 

empleando como disolvente agua desionizada. 

Se tomaron alícuotas de la solución de ASB (1 mg/ml) y 

se complet6 el volumen a 1 ml con agua desionizada, para o~ 

tener un rango de concentración de 10 a 100 }1g de proteínas. 

En el caso de los extractos, se tomaron volúmenes de 10, 20 

y 30 pl, a los cuales se les afiadi6 agua desionizada para -

que su volumen final fuera 1 ml. 
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A cada una de las muestras se Le añadi6 desoxicolato -

de sodio (0.15%, 0.1 ml) y se incub6 a temperatura ambiente 

diez minutos. Se enfri6 durante cinco minutos y se precipi

t6 con ácido tricloroacético frío (72%, 0.1 ml). Se dej6 re 

posar durante veinte minutos en frío, centrifugándose en se 

guida, a 3000 rpm durante quince minutos. 

El sobrenadante se <lesech6 y al precipitado se le aña-

di6 agua (1 ml) y reactivo A (3.1.2.5, 1 ml), incubándose -

diez minutos a temperatura ambiente. 

Al término de este período, se añadi6 reactivo B 

(3.1.2.6, 0.5 ml) y se incub6 treinta minutos a temperatura 

ambiente. Se ley6 la absorci6n a 750 nm. 

La curva patr6n se obtuvo graficando el logaritmo de -

la concentraci6n de)lg de ASB contra el logaritmo de la ab-

sorción a 750 nm. 

Para calcular la concentraci6n de proteína en los ex-

tractos, el valor del logaritmo de la absorci6n se interpo-

16 en la curva patr6n, leyendo así el logaritmo de concen-

traci6n de los problemas. Al encontrar el antilogaritmo de 

esta Última cifra, se determin6 la concentraci6n de proteí-

na de los extractos. 

3.2.4 Obtención del ADN activado. 

Se hizo reaccionar ADN de timo de ternera (0.25 mg en 

soluci6n salina de citratos: NaCl, O.IS M; citrato de sodio, 
-4 0.015 M; pH 7.0) con ADNasa (5 x 10 jlg) en 1 ml ele solu--
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ci6n amortiguadora de activaci6n (3.1.2.7). Se incub6 u 37ºC 

durante quince minutos, se calent6 a 77°C durante cinco minu 

tos y se enfri6 sóbitamente en un bafto de hielo. 

3.2.5 Determinaci6n de la síntesis de ADN in vitro con ex--

tractos proteicos (Dell'Aquila ~al, 1980). 

La mezcla de reacci6n, cuyo volumen total fue 250 ;il, 

contenía soluci6n amortiguadora B (3.1.2.8), proteína de -

los extractos (100-150 J1g) y TTP [3
H] (2 J1Ci). 

La mezcla de reacci6n podía o no contener inhibidores 

(ara-CTP, novo afidicolina). Cada uno de ellos se encentra 

ba en una concentraci6n de 200 )1g/ml. 

Se incub6 a 37°C y se tomaron alícuotas a los tiempos 

O, 10, 20 y 30 minutos. A éstas se les añadi6 ADN de esper

ma de salm6n (1.25 mg/ml, 250)11) y luego, ácido tricloroa

c~tico (10%, 1 ml). Permanecieron en hielo quince minutos y 

se filtraron por Millipore en filtros Whatman GF/C de fibra 

de vidrio; los filtros se lavaron con ácido tricloroacético 

(5%, 5 ml) y después con etanol (96%, 5 ml). Se secaron en -

horno a 60°C durante una hora y una vez secos, se transfirie 

ron al líquido de centelleo. Se determinaron las cuentas por 

minuto en el contador de centelleo. 

Se muestran los resultados de los mejores experimentos 

de cada uno de los casos, que muestran la tendencia de va-

rios experimentos realizados en condiciones similares. 
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3.2.6 Dcterminaci6n de los patrones <le fragmentnci6n del -

ADN (Cheah y Osborne, 1978). 

Este procedimiento se llev6 a cabo con ejes embriona-

rios de semillas de alta y baja viabilidad, imbibi6ndolos -

como se describi6 en 3.2.1.1, pero suprimiendo el material 

radiactivo de la soluci6n amortiguadora. 

Se homogenizaron 400 mg de ejes embrionarios en morte

ro, previamente enfriado por cinco minutos a -70ºC con solu 

ci6n amortiguadora C (3.1.2.9, 3 ml). El homogenado se dilu 

y6 a 10 ml con soluci6n amortiguadora C, se filtr6 a través 

de tres capas de Miracloth y el residuo se lav6 dos veces -

con soluci6n amortiguadora C (5 ml cada vez). Se añadi6 Tri 

t6n X-100 hasta 0.05% para liberar los núcleos, agitando -

suavemente y éstos se bajaron centrifugando a 625 x g duran 

te seis minutos. 

La preparaci6n nuclear se resuspendi6 en soluci6n amo! 

tiguadora C (0.2 ml) y se transfiri6 con pipeta a una capa 

de lisis (3.1.2.10, 0.8 ml). Se incub6 en la obscuridad a -

temperatura ambiente durante al menos dos horas. 

El lisado se coloc6 cuidadosamente sobre un gradiente 

alcalino de sacarosa 5-20% en soluci6n amortiguadora 

(3.1.2.11). El gradiente se centrifug6 en un rotor Beckman 

SW 27 a 11,000 rpm durante catorce y media horas a llºC. -

Se colectaron fracciones de 1.2 ml aproximadamente y se 

realiz6 el ensayo de difenilamina para la determinaci6n de 
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AD~. 

3.2.7 Ensayo <le difenilamina para la determinaci6n de ADN -

(Giles y Myers, 1965). 

A <los mililitros de soluci6n problema de ADN en 10% de 

ácido percl6rico, se añadi6 difenilamina (4% en ácido acéti 

co glacial, 2 ml) y acetaldehído (1.6 mg/ml en ácido acéti

co glacial, 0.1 ml). Se incub6 a 27ºC durante toda la noche 

y se ley6 la diferencia de absorciones (595 nm - 700 nm) -

comparando con un testigo de reactivos. 

3.2.S Extracci6n de ADN marcado de ejes embrionarios, 

700 mg de ejes embrionarios de semillas de alta viabi

lidad se imbibieron durante 24 horas según la técnica des-

crita en 3.2.1.1, aumentando la marca radiactiva, timidina 

[3H], a 20)1Ci/ml. 

Se sigui6 el mismo procedimiento que en 3.2.6, hasta -

la lisis de la preparaci6n nuclear. 

Transcurrido el período de lisis, se observ6 la forma

ci6n de una masa gelatinosa, que fue resuspendida en la ca

pa de lisis antes de aumentar el volumen a 7 ml con solu--

ci6n salina de citratos pH 7.6. 

Para llevar a cabo la desproteinizaci6n, se añadi6 un 

volumen igual de una mezcla cloroformo:alcohol isoamílico -

(24:1), agitando peri6dicamente en hielo durante diez minu

tos. Se centrifug6 en frío durante diez minutos a 3000 rpm 

para separar las fases. Con la fase acuosa obtenida de la -
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primera dcsprotclnizaci6n, se rcpiti6 la operaci6n anterior 

y a lu fose acuosa resultante, se le volvi6 a dar el mismo 

tratamiento. 

La 6ltima fase acuosa se dializ6 toda la noche contra 

sol~ci6n amortiguadora de diálisis II (3.1.2.12, 1.5 1). 

A la mañana siguiente, se precipit6 el ADN marcado con 

un volumen igual de árido percl6rico (20%), se dej6 reposar 

quince minutos en hielo y se centrifug6 en frío durante 

quince minutos a 5000 rpm. El precipitado se resuspendi6 

lentamente en soluci6n salina de ci tra-tos oH 7. 6 (2 ml). Se 

coloc6 una alícuota de 10)-11 sobre un filtro Whatman GF/C -

de fibra de vidrio, secándose en horno (60ºC) durante una -

hora y se transfiri6 a líquido de centelleo. Se determina--

ron las cuentas por minuto en el contador de centelleo. Se 

encontr6 que por alícuota de 10 )11 había± 300 cpm. 

3.2.9 Ensayo de nucleasas en extractos proteicos. 

La mezcla de reacción contenía, en un volumen de ----

150)11, soluci6n amortiguadora D, ADN marcado con timidina~ 

[3H] (1500 cpm) y proteína de los extractos (100-150 )1&). 

Se incub6 a 37°C durante treinta minutos y la reacci6n 

se detuvo añadiendo, primero albúmina (2 mg/ml, 100 Jll) y -

luego ácido perc16rico frío (20%, 500 Jll). Permaneció en -

hielo quince minutos y se centrifugó a 3000 rprn diez minu-

tos. Se tomo una alícuota del sobrenadante (100)11), deposi 

tándola sobre un filtro Whatman GF/C de 'fibra de vidrio, la 
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v5n<losc el residuo con etanol (96\, 5 ml). 

Las membranas se secaron en horno (60°C) durante una ho 

ra y se transfirieron a líquido de centelleo. Se determina-

ron las cuentas por minuto en el contador de centelleo. 

Se muestra el mejor resultado obtenido de varios exper! 

mentas similares. 
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IV. RESULTADOS. 

Unn semilla ha perdido viabilidad cunndo al d6rsele 

agua y el medio ambiente npropiado para su reactivaci6n, no 

germina. La viabilidad se define como el porcentaje de semi_ 

llas que germinan al proporcionarles condiciones adecuadas. 

De Vrics en 1901, encontr6 los primeros indicios que -

le llevaron a sugerir que un cambio en el ADN pudiera estar 

relacionado con la p6rdida de viabilidad de las semillas. -

Al correr de los afias, se han hecho m§s experimentos para -

dar credibilidad a la idea de que se llevan a cabo lesiones 

en la estructura cromos6mica durante el envejecimiento de -

las semillas (Sax y Sax, 1964; Roberts y Abdalla, 1968¡ 

Cheah y Osborne, 1978). 

Berjack y Villiers en 1972 encontraron que embriones -

envejecidos de maíz fueron capaces de germinar después de -

un tiempo y sugirieron que los embriones con estructuras ma 

cromoleculares dañadas podían recuperar sus funciones meta

b6licas durante las primeras horas de germinaci6n. 

En embriones de centeno, Osborne y colaboradores 

(1980/81) han demostrado que la acumulaci6n de cortes en el 

ADN como parte del proceso de envejecimiento se lleva a ca

bo cuando éstos pierden viabilidad, así como que la presen

cia de un proceso de síntesis temprana de ADN se debe a que 

la reparaci6n de dichos cortes es un evento normal durante 

las primeras horas de la germinaci6n. 
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4.1 Determinación <le viabilidad de lns semillas utilizadas. 

Para los experimentos realizados, se cont6 con dos ti

pos de semillas: una procedentes de maíz "Chalqueño" cose-

cha 1982 y otras de maíz "Chalqueño" cosecha 1980. 

Se prob6 el porcentaje de viabilidad de ambos tipos -

colocando semillas entre algodones humedecidos con agua de~ 

tro de frascos pequeños. La superficie de las semillas fue 

desinfectada con hipoclorito de sodio (0.5%) durante dos mi 

nutos, seguido de lavado con agua destilada estéril. 

Las semillas de maíz "Chalqueño" cosecha 1980 estaban 

cubiertas con un colorante (Rodamina), por lo que se deter

rnin6 el porcentaje de viabilidad de lotes de semillas lava

das con etanol (96%) y sin lavar, antes de ser desinfecta-

das. 

Los frascos se incubaron durante cinco días a 27°C y -

transcurrido este período, se determin6 el porcentaje de se 

millas que habían germinado. 

Los resultados mostraron que el maíz "Chalqueño" cose

cha 1982 poseía de 90 a 100% de viabilidad (alta viabilidad), 

mientras que el de la cosecha 1980 era más bajo (68-70%, b~ 

ja viabilidad). Se encontr6 el mismo porcentaje de viabili

dad en las semillas de la cosecha 1980 que fueron lavadas -

con etanol y en las que no lo fueron. 

Estos porcentajes fueron posteriormente verificados al 

germinar las semillas sobre un soporte inerte (agrolita) eh 
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charolas (comunicnci6n verbal, Caro, G.). 

4.2 Dcterminaci6n de curvas de síntesis de ADN. 

Se determinaron las curvas de síntesis de ADN durante 

la imbibici6n de los ejes embrionarios de semillas de alta 

y baja viabilidad y de ejes embrionarios irradiados con luz 

ultravioleta por diferentes períodos. 

En la figura 1 J se observa la cinética de síntesis que 

mostraron los ejes embrionarios de semillas de alta viabili 

dad. La síntesis, durante las primeras horas de ~mbibici6n, 

fue lenta, en 
. , 

comparac1on con la síntesis en el período en-

tre las horas 10 y 20. El ascenso lento durante las prime-

ras horas se puede observar con más detalle en la figura 2. 

Se present6 una meseta, donde no se detecta síntesis -

de ADN; la presencia de esta meseta no fue constante en to

dos los experimentos realizados con este tipo de ejes em--

brionarios. La pendiente de la curva durante las siguientes 

20 horas fue muy pronunciada. En el período comprendido en

tre las horas SS y 75, se observ6 la pérdida de material g~ 

nético marcado. Se trat6 de dilucidar la causa de la caída 

en la cantidad de ADN marcado, más no se obtuvieron resulta 

dos que ayudaran a determinar la naturaleza de ésta. 

Se pudo notar que después del período anterior, en que 

se present6 la pérdida, volvi6 a incrementarse la síntesis 

para enseguida caer hasta quedar en el mismo nivel que al -

inicio de este segundo incremento. Podría sugerirse que 
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estos picos, donde hay aumento en la síntesis de ADN, estén 

relacionados con el ciclo celular, m(is no se realizaron ex

perimentos para poder confirmarlo. 

Se determin6 la curva de síntesis de ADN de los ejes -

embrionarios de semillas de baja viabilidad (cuya figura no 

se muestra). Se encontr6 que durante las primeras diez ho-

ras de imbibici6n se increment6 en 64% con respecto a la -

curva de los ejes embrionarios de semillas de alta viabili

dad. Este hecho indicaba la existencia de un incremento en 

la síntesis temprana de ADN en los ejes embrionarios de se

millas de baja viabilidad. 

El incremento en la síntesis temprana de ADN en los -

ejes embrionarios de baja viabilidad podría sugerir que se 

estuviera llevando a cabo la reparaci6n del ADN que pudiera 

estar dañado, por lo que con objeto de promover un proceso 

de tipo reparativo en la síntesis de ADN durante la imbibi

ci6n de ejes embrionarios de maíz, se procedi6 a irradiar -

ejes embrionarios procedentes de ~emillas de alta viabili-

dad con luz ultravioleta de onda corta (254 nm). 

En este caso, se hizo necesario realizar un estudio 

preliminar acerca de las mejores condiciones para llevar a 

cabo este tratamiento. Se probaron los siguientes paráme--

tros: a) distancia entre la fuente de irradiaci6n y los ejes 

embrionarios secos y b) el tiempo de exposici6n a la luz ul 

travioleta de los ejes embrionarios secos. 
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Como se estaba induciendo <lafio al ADN, se esperaba que 

durante las primeras horas de imbibici6n se efectuara la re 

paraci6n de dicho dafio, lo que implicaría un aumento consi

derable en la síntesis de ADN durante este período. 

Se determinaron las curvas de síntesis de ADN de los -

ejes embrionarios que habían sido irradiados, de acuerdo a 

los parámetros mencionados. Se encontr6 que las curvas de -

síntesis de los ejes embrionarios irradiados estaban por de 

bajo de la curva de los ejes embrionarios de semillas de al 

ta viabilidad, es decir, había disminuído la síntesis; por 

ejemplo, para los ejes embrionarios expuestos 240 segundos 

a la luz ultravioleta a 13 centímetros, disminuy6 hasta el 

42% y para los irradiados a 27 centímetros de distancia du

rante el mismo tiempo, hasta el 61.5%. Se podrían presentar 

dos explicaciones a este fen6meno: a) aparentemente el sis

tema de reparaci6n no había sido inducido o b) se dañ6 el -

sistema de reparaci6n del ADN, pues las enzimas que lo com

ponen se encuentran entre los componentes proteicos más lá~ 

biles (Lakon, 1949; Roberts y Osborne, 1973). 

Debido a los resultados anteriores, se decidi6 imbibir 

los ejes embrionarios durante una hora antes de que fueran 

irradiados. El agua que ha sido tomada por el eje embriona

rio produce radicales libres por efecto de la irradiaci6n y 

estos radicales interaccionan con las macromol6culas~ prod~ 

ci6ndosc entonces el dafio. 
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El mejor procedimiento pura lu in<lucci6n del dafio en -

el ADN de los ejes embrionarios fue irradiarlos, dcspu&s de 

la hora de imbibici6n, diez minutos a diez centímetros de -

distancia; 6sto implicaría un tratamiento de 552 J/m 2 de -

luz ultravioleta. 

En la figura 2, se advierte el notable incremento de -

la síntesis de ADN durante las primeras seis horas de imbi

bici6n en los ejes embrionarios irradiados; mientras que en 

el control, la síntesis fue mínima. Se pudo observar que, -

después del marcado aumento en la síntesis de ADN en los -

ejes embrionarios irradiados, había una pequeña caída, segu! 

da de síntesis que aument6 lentamente¡ en comparaci6n con -

el control, cuya síntesis se increment6 considerablemente a 

partir de las seis horas de imbibici6n. 

4.3 Determinación de la actividad enzimática (ADN polimer~ 

sas) dentro de las primeras 24 horas de germinaci6n. 

El siguiente objetivo fue detectar la presencia de ac

tividad de ADN polimerasas, a través de estudios comparati· 

vos de la síntesis de ADN en ejes embrionarios con y sin in 

hibidores de las ADN polimerasas. 

Al determinar la curva de síntesis de ADN de los ejes 

embrionarios de semillas de baja viabilidad, se encontró -

que durante las primeras diez horas la pendiente de la cur

va era más pronunciada que la de los ejes embrionarios de -

alta viabilidad. Este incremento en la síntesis temprana se 
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podía deber a uno de los dos siguientes procesos: reparaci6n 

o replicaci6n. Para poder diferenciarlos, se dctermin6 la -

actividad de ADN polimerasas durante las primeras 24 horas 

de germinaci6n y se usaron inhibidores de la ADN polimerasa 

que interviene activamente en la replicaci6n del ADN: la -

ADN polimerasa o<, 

Entre los inhibidores usados, se encuentran: a) afidi

colina, que inhibe la acci6n de la polimerasa o<, tanto en 

células animales (Hübscher et!!..!_, 1979; Weissbach, 1977) -

como en células vegetales (Amileni et !!..!_, 1979; Sala et al, 

1980): b) novobiocina (nov), cuyo papel no se ha definido -

en sistemas vegetales pero que actúa como inhibidor de top~ 

isomerasas en bacterias (Gellert et al, 1976; Kornberg, 

1980); c) arabinosil-CTP (ara-CTP) que inhibe la síntesis -

del ADN al unirse al sitio activo de la ADN polimerasa o\ -

(Furth y Cohen, 1968; Schrecker et~. 1974) y d) butilani

linouracilo, que actúa de manera similar a 6-(p-hidroxife-

nilhidrazino)-uracilo (HPUra), que se une a la ADN polimer~ 

sa replicativa y también al ADN, con formación de un compl~ 

jo terciario en bacterias (Kornberg, 1980). 

Se trat6 de observar el efecto de los inhibidores so-

bre la síntesis de ADN en ejes embrionarios. Sin embargo, -

al poner el eje embrionario en contacto directo con cual--

quiera de los inhibidores mencionados, no se observ6 activi 

dad de éstos. Esto podía deberse a que el inhibidor no ac-

tuaba como tal en el sistema o porque no fue capaz de atra-
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vesar lns diferentes capas embrionarias. En vista de lo an

terior, se optó por ensayos de síntesis de ADN in vitro con 

núcleos activos de los tres tipos de ejes embrionarios: al

ta y baja viabilidad e irradiados y en un sistema con extrae 

tos proteicos <le los tres tipos de ejes ya mencionados y en 

presencia de un molde de ADN. 

4.3.1 Extractos proteicos de ejes embrionarios de maíz de -

alta viabilidad. 

Se obtuvieron extractos proteicos de ejes embrionarios 

sin imbibir (t 0) y de ejes embrionarios imbibidos durante -

24 horas (t 24 ). 

El extracto t 0 present6 de 60 a 70% de inhibici6n de -

la actividad de ADN polimerasas por ambos compuestos, nov y 

ara-CTP desde los primeros 20 minutos (Tabla I). La curva -

de síntesis del extracto sin inhibidores mostr6 cinética de 

aumento hasta los 30 minutos (Figura 3a). 

En el extracto t 24 , la inhibici6n con nov fue ligera-

mente mayor que cuando se usó ara-CTP; con ambos inhibido-

res, se observ6 que la síntesis de ADN se encontraba nota-

blemente disminuída (entre 80 y 95%, Tabla I). Se probó ta! 

bién la capacidad inhibitoria de la afidicolina en el siste 

ma de medición y no obstante que el disolvente inhibe, se -

puede observar que a.fidicolina per ~ inhibe fuertemente la 

síntesis de ADN. La incorporación de TTP [3H] al usar afidi 

colina fue rv4%, en contraste con rv45% cuando se us6 eta--
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TABLA I 

% de TTP [3H] incorporado durante 

la síntesis de ADN in vitro con 

extractos proteicos (20 minutos). 

Sin inhibidores + Nov + Ara-CTP 

Alta viabilidad o h 100 31.75 38.72 

24 h 100 4.12 17.72 

Baja viabilidad o h 100 (67.43)* 58.17** 15.86** 

24 h 100 (48.61)* 53.79** 2 .1 ** 

Irradiados 3 h 100 109.85** 2. 3 ** 

24 h 100 (30.73)* 69.68** 26.51** 

* % de TTP [3H] incorporado con respecto a extractos de ejes embrionarios de alta 
viabilidad. 

** % calculado con respecto a su control (sin inhibidores). 



nol (Figura 3b). 

Resumiendo, la inhibici6n por ara-CTP y nov fue mayor 

4.3.2 Extractos proteicos de ejes embrionarios de semillas 

de baja vaibilidad. 

Se obtuvieron extractos t 0 y t 24 de ejes embrionarios 

de semillas de baja viabilidad. Tanto a t 0 como a t 24 , las 

curvas de síntesis de ADN de los extractos sin inhibidores 

alcanzaron un máximo de cpm de alrededor de 2.5 x 103 , las 

cuales fueron menores que las que se presentaron a tie~pos 

similares en los extractos de ejes embrionarios de alta via 

bilidad (5-7.5 x 10 3 cpm) (Figuras 4a y 4b, en comparaci6n 

con las figuras Ja y 3b). 

La inhibici6n por ara-CTP en los extractos t 0 y t 24 -

fue mayor que la que se present6 por nov, en forma más raar

cada que en los extractos de ejes embrionarios de alta via-

bilidad. 

Cuando se obtuvo un extracto t 15 , éste también presen

t6 un patr6n similar al de los dos extractos anteriores: -

ara-CTP inhibi6 en mayor grado que nov. 

Los rangos de inhibici6n de los extractos de ejes em-

brionarios de alta y baja viabilidad se pueden comparar en 

la Tabla I. 
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4.3.3 Extractos proteicos de ejes embrionarios irradiados -

con luz ultravioleta. 

El objetivo de realizar este ensayo con extractos de -

ejes embrionarios irradiados fue el observar la actividad -

enzimática de ADN polimerasas al usar los inhibidores nov y 

ara-CTP en un sistema que se supone estaba llevando a cabo 

la reparaci6n del ADN dañado y poder compararla con las ac

tividades obtenidas en los extractos de ejes embrionarios -

de baja viabilidad. 

Los ejes embrionarios se imbibieron durante una hora, 

se irradiaron diez minutos colando la lámpara a diez centí

metros de altura y se dejaron incubando hasta completar 3 y 

24 horas de imbibici6n. Después se obtuvieron los extractos 

t 3 Y t 24 , respectivamente. 

En el extracto t 3 , la inhibici6n por nov fue menor que 

la que se present6 por ara-CTP (Figura Sa). El extracto t 24 
present6 una tendencia similar al de t 3; es decir, nov inh! 

bi6 en menor grado la síntesis de ADN que ara-CTP (Tabla I}; 

lo que viene a repetir el comportamiento de los extractos -

de semillas de baja viabilidad. 

A t 24 no se present6 la inhibici6n tan marcada por nov 

que mostr6 el extracto t 24 de ejes embrionarios de alta via 

bilidad (Tabla I); sin embargo, la inhibici6n por ara-CTP -

lleg6 a un nivel semejante a la encontrada en el extracto -

del mismo tiempo de ejes de alta viabilidad (Figura Sb) .. 
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Con afidicolina y butilanilinouracilo no se pudo dis-

tinguir entre el efecto del inhibid.ar ~ ~ y la del disol 

vente en el que se encontraban (etanol y dimetil sulf6xido, 

respectivamente). S6lo en una ocasi6n, se pudo diferenciar 

la acci6n de afidicolina y por ésto, se dejaron de usar. 

4.3.4 Núcleos aislados de los tres tipos de ejes embriona-

rios. 

En estudios simultáneos al presente trabajo en el De-

partamento de Bioquímica Vegetal, DEPg, Facultad de Química, 

realizados por Vázquez, J. y L6pez, S., se prob6 la activi

dad de los dos inhibidores, nov y ara-CTP, en un sistema -

con núcleos activos aislados de los tres ti~os de ejes em-

brionarios. 

El fin de incluir los resultados de_ estos experimentos 

fue tener más evidencias experimentales para comparar con -

los resultados obtenidos con los extractos proteicos de --

ejes embrionarios de baja viabilidad y de ejes irradiados. 

Para obtener los núcleos, se homogenizaron los ejes em 

brionarios y los núcleos se purificaron en gradientes de 

percoll y sacarosa. Se extraj6 la zona donde bandearon los 

núcleos, lavándose exhaustivamente para eliminar los restos 

de percoll. La preparaci6n nuclear se resuspendi6 en solu-

ci6n amortiguadora y de esta suspensi6n se tomaron alícuo-

tas para los ensayos. 

Los ensayos de síntesis de ADN fueron similares a los 
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realizados con extractos proteicos. En un volumen determina-

do de mezcla de reacci6n, donde se incluy6 el nucle6tido --

marcado, TTP [3H], se depositó una alícuota de la suspensión 

de núcleos, incubándose el tiempo necesario. Luego en alícu~ 

tas tomadas a intervalos regulares de este siste~a, se dete! 

minó la incorporación del marcador al material ácido insolu

ble (otras condiciones experimentales se describen en 3.2.5). 

La curva de síntesis de ADN en ausencia de los inhibido 

res en núcleos de ejes embrionarios de alta viabilidad fue -

muy semejante tanto para los núcleos aislados de ejes embri~ 

narios sin imbibir (t 0) como para los imbibidos durante 2~ -

horas (t 24 J. En los núcleos de t 0 , la acción de nov y ara--

·CTP fue casi nula; mientras que a t 24 , ambos inhibieron com 

pletamente la síntesis. 

Por el contrario, en los núcleos de ejes embrionarios -

de baja viabilidad y en los que fueron aislados de ejes irr~ 

diados con luz ultravioleta, la inhibición por ara-CTP fue -

mayor que la presentada por nov; ésto concordó con lo obser

vado anteriormente para extractos proteicos de ejes embriona 

rios de baja viabilidad e irradiados. 

4.4 Determinación de patrones de fragmentación de ADN. 

Se mencionó ya que en embriones de centeno que iban pe! 

diendo viabilidad en el estado seco, se observaban cortes en 

el ADN que se manifestaban como fragmentos de bajo peso mol~ 

cular. Aún cuando en los embriones de centeno había mayor --

57 



cantidad de frag~entos de bajo peso molecular, se pudo ad-

vcrti r la existencia <le una peque.ña cantidad de material de 

alto peso molecular (Cheah y Osborne, 1978). 

Esto condujo al análisis del tamaño del ADN sintetiza

do que se estaba obteniendo en los ensayos. El fin que se -

persigui6 al analizar los patrones de tamaño del ADN fue de 

mostrar que el ADN de bajo peso molecular en los ejes em--

brionarios de baja viabilidad se encontraba en mayor propo! 

ci6n que el de peso molecular alto, siendo ésto evidencia -

que podría sugerir la falta de integridad del ADN en estos 

ejes. 

Para obtener los patrones de fragmentaci6n fue necesa

rio primero extraer los núcleos de los ejes embrionarios, -

para luego lisarlos y así obtener el .ADN. La suspensi6n de. 

ADN resultante se puso sobre un gradiente alcalino de saca

rosa 5-20%. 

La concentraci6n de ADN se deterrnin6 por el ensayo de 

difenilarnina. 

En el caso de ejes embrionarios imbibidos durante 3 ho 

ras, se pudieron observar dos picos bien definidos: el que 

se encontr6 alrededor de la fracci6n 20 que corresponde a -

maíz de alta viabilidad y el que estaba entre las fraccio-

nes 22 y 23 que corresponde a maíz de baja viabilidad. Esto 

dernostr6 que los ejes embrionarios de baja viabilidad po--

seían mayor proporci6n de material genético de bajo peso rno 
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lecular que los <le alta viabilidad. Se podría sugerir que -

también se encuentra una pequeña cantidad de material de ma 

yor peso molecular en ambos casos, que se pudiera discernir 

del hombro que se present6 en las fracciones 19-20 para los 

de baja viabilidad y del pico entre las fracciones 16 y 18 

para los de alta viabilidad (Figura 6a). 

Al obtener los patrones de ambos tipos de ejes embrio

narios de t 24 , los picos se superpusieron, localiz,ndose en 

las fracciones 22-23; esto pareci6 indicar que el patr6n de 

fragmentaci6n en ambos casos fuera similar. Se podría seña

lar que existe una poblaci6n homogGnea de fragmentos de ADN 

de bajo peso molecular; así como una pequeña cantidad de -

ADN de alto peso molecular, que se presenta en ambos casos 

como un hombro entre las fracciones 18 y 20 (Figura 6b). 

4.5 Ensayo de actividad de nucleasas. 

La finalidad de este ensayo fue demostrar que los pa-

trones de fragmentaci6n encontrados para los ejes embriona

rios de alta y baja viabilidad no fueron artefactos produc! 

dos por la actividad de enzimas que hidrolicen el ADN ex--

traído al lisar los núcleos. 

Debido a lo anterior, en la mezcla de reacci6n se aña

di6 ADN marcado con timidina [ 3H] extraído de ejes embrion~ 

ríos de alta viabilidad y diferentes tipos de extractos pr~ 

teicos: de ejes embrionarios de alta y baja viabilidad inc~ 

bados durante 3 y 24 horas. En el caso del control, a la --
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mezcla de reacci6n se añadió el ADN marcado y se complet6 -

al volumen establecido con soluci6n amortiguadora D. La mez 

cla de reacción, en todos los casos, contenía 1500 cpm. 

Las muestras se incubaron durante 30 minutos y se cuan 

tificó la cantidad de material radiactivo liberado a la ---

fracción soluble en HCl04 frío. 

En la tabla II, se muestran los resultados obtenidos -

al realizar este ensayo. Se pudo advertir que la cantidad -

de material radiactivo liberado en el control fue muy baja. 

Las magnitudes encontradas para los extractos proteicos de 

t 3 y t 24 de los dos tipos de ejes embrionarios oscilaron e~ 

tre 1.32 y 1.54%; lo cual demostró que no había actividad -

hidrolítica de ADN en los extractos pues no se observó dife 

rencia significativa entre éstos y el control. 
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TABLA II 

LIBERACION DE MATERIAL RADIACTIVO A LA 

FRACCION SOLUBLE 

TIPO DE EXTRACTO 

ALTA VIABILIDAD, 3 h. 

ALTA.VIABILIDAD, 24 h. 

BAJA VIABILIDAD, 3 h. 

BAJA VIABILIDAD, 24 h. 

CONTROL 

% cpm LIBERADAS 

l. 32 

l. 54 

l. 52 

1.38 

l. 32 
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V. DISCUSION. 

Los resultados del presente estudio aportan datos para 

sugerir que los ejes embrionarios de semillas de maíz de ba 

ja viabilidad presentan fragmentaci6n de su ADN y que la 

falta <le integridad de esta macromolécula debe repararse du 

rante las primeras horas de germinaci6n. 

La curva de síntesis rle ADN de los ejes embrionarios -

de alta viabilidad fue similar a las encontradas para em--

briones de trigo de alta viabilidad (Dell'Aquila et~' 

1980; Buchowicz et al, 1978; Chen y Osborne, 1970). En 

estas curvas, se presenta poca síntesis durante las prime-

ras doce horas, que luego incrementa su proporci6n (26, 12 

y 7 veces) en el período comprendido entre las horas 16 y -

30. Después de este tiempo, la síntesis desciende drástica

mente y no se sabe si vuelve a incrementarse como se mues-

tra en el caso de los ejes embrionarios de maíz. 

Ninguno de los investigadores mencionados muestra en -

su trabajo, la curva de síntesis de embriones de trigo de -· 

baja viabilidad¡ pero sí mencionan que hay incremento en la 

síntesis de ADN durante las primeras horas de germinaci6n. 

La curva de síntesis de ejes embrionarios irradiados -

con luz ultravioleta mostr6 un incremento marcado durante -

las primeras seis horas de germinaci6n, en comparaci6n con 

el control y después, en el período entre las horas 10 y 25, 

la síntesis aumenta de manera lenta; probablemente debido a 
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un desacoplamiento en el metabolismo general de la ger_mina

ci6n, originado por el daño causado al ADN y que debe ser -

reparado durante las primeras horas de germinac:6n. 

El hecho anterior concuerda con las investigaciones de 

Osborne y colaboradores (1980/81) en las que encuentran que 

los embriones de centeno al ser irradiados presentan incre

mento en la síntesis temprana de ADN. El análisis cromato-

gráfico del ADN sintetizado durante las primeras horas, ta~ 

to en embriones de centeno irradiados como en los de baja -

viabilidad, demuestra que el incremento en la síntesis tem

prana de ADN se debe a un proceso de tipo reparativo. 

Tanto el incremento en la síntesis temprana de ADN en 

los ejes embrionarios. de maíz de baja viabilidad y en los -

que han sido irradiados con luz ultravioleta; como la seme

janza en los patrones de inhibici6n de los extractos prote! 

cos y núcleos activos de estos ejes embrionarios podrían s~ 

gerir que existe en los ejes embrionarios de baja viabili-

dad la posibilidad de que se llevara a cabo un proceso de J 

reparaci6n del ADN como uno de los primeros eventos en la -

germinaci6n. 

El proceso de síntesis en los extractos proteicos y en 

los núcleos, que se presenta tanto en los ejes embrionarios 

de baja viabilidad como en los irradiados, fue más sensible 

a la acci6n de ara-CTP que a la de nov, tanto a t 0 como a -

t24" 
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La inhibici6n tan marcada por nra-CTP y en menor grado 

por nov en los dos sistemas <le síntesis podría indicar la -

presencia de actividad de ADN polimerasa o< que estuviera -

involucrada en un proceso reparativo durante las primeras -

horas de germinaci6n de estas dos clases de ejes embriona-

rios. No se tiene evidencia de que ara-CTP inhiba también a 

la ADN polimerasa 13, que pudiera tambi6n estar presente e 

involucrada en el proceso reparativo. 

Por otra parte, los n6cleos t 0 de los ejes embriona--

rios de alta viabilidad no presentaron inhibici6n por ara-

-CTP y nov, mientras que los extractos proteicos mostraron 

de 60 a 70% de inhibici6n de la síntesis de ADN. En el sis

tema de síntesis de los núcleos, también se debería haber -

presentado inhibici6n por la presencia de actividad de ADN 

polimerasas; su ausencia se p~dría explicar en base a dife-

rencias en la permeabilidad de su membrana. 

En los extractos proteicos y los núcleos t 24 de ejes -

embrionarios de alta viabilidad hubo gran inhibici6n por -

nov y ara-CTP. Puesto que ambos compuestos inhiben la acti

vidad de la ADN polimerasa ex, se podría asumir que a este 

tiempo se esté llevando a cabo un proceso de tipo replicat! 

vo. 

Es importante hacer notar que se observ6 que las cur-

vas de síntesis de ADN de los extractos proteicos sin inhi

bidores de ejes embrionarios de baja viabilidad y de los --
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ejes irradiados eran menores que las obtenidas para los ex

tractos proteicos de ejes embrionarios de alta viabilidad. 

Se ha observado que el ADN de los embriones de centeno 

se fragmenta, al haber disminuci6n en sus porcentajes de -

viabilidad. Este hecho se pudo comprobar en los ejes embri~ 

narios de maíz mediante los patrones de fragmentaci6n. 

Los ~atrones de fragmentaci6n de ADN de los ejes em---

brionarios de baja viabilidad a t 3 , mostraron una gran can

tidad de porciones de ADN de bajo peso molecular, en compa

raci6n con los ejes embrionarios de alta viabilidad, que -

mostraron una porci6n elevada de material de alto peso mole 

cular. A t 24 , ambos tipos de ejes embrionarios presentaron 

el mismo tipo de ~atr6n, lo que indic6 que en ambos había -

fragmentos de peso molecular semejante. En el caso de los -

ejes embrionarios de alta viabilidad, el patr6n de fragmen

taci6n a t 24 corroboraría la informaci6n que se obtuvo con 

los extractos proteicos y los núcleos, en los que la acci6n 

de ara-CTP, nov y afidicolina sobre la actividad de ADN po~ 

limerasas sugiere que se está llevando a cabo un proceso de 

tipo replicativo. 

La .falta de integridad del ADN de los ejes embrionarios 

de baja viabilidad y la semejanza que existe en el patr6n -

de inhibici6n de estos ejes con aquellos en los que se ha 

inducido la rcparaci6n del daño al ADN, puede sugerir que, 

durante las primeras horas de germinaci6n, el ADN de los --
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ejes embrionarios de baja viabilidad sea reparado y que des 
. . ' -

pu6s de este periodo, cotitinue~ el proceso normal d~ la ge! 

minaci6n. 

Si el daño al ADN es muy grave (por ejemplo, p~rdida -

total de viabilidad), podría suceder que esta macromol6cula 

no pudiera ya ser reparada en absoluto y por tanto, los ejes 

embrionarios no germinaran y murieran. 
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VI. CONCLUSIONES. 

l. Se demostr6 que existe un incremento en la síntesis tem

prana de ADN en ejes embrionarios de baja viabilidad y -

en ejes irradiados con luz ultravioleta. 

2. Se sugiere que en los ejes embrionarios irradiados hay -

un desacoplamiento en el metabolismo general de la germi 

naci6n, debido al daño causado al ADN. 

3. El efecto diferencial de los inhibidores de la ADN poli-

merasa o<, como ara-CTP, nov y afidicolina, en los ex---. 

tractos proteicos y en los núcleos de ejes embrionarios 

de alta viabilidad, sugiere que a t 24 se está llevando a 

cabo la replicaci6n del ADN y también sugiere la posibi

lidad de la presencia de una topoisomerasa de tipo II du 

rante el proceso replicativo. 

4. Se encontr6 que los sistemas enzim~ticos (actividad de -

ADN polimerasas) son similares en los extractos protei-

cos y en los núcleos de ejes embrionarios de baja.viabi

lidad y de irradiados. Se sugiere que la síntesis de ADN 

observada mediante estos sistemas podría ser de tipo re

parativo, en la que pudiera intervenir la ADN polimera--

sa O(, No se descarta la posibilidad de que la ADN poli

merasa ¡3 intervenga en dicho proceso. 

S. Se demostr6 que durante la p~rdida de viabilidad de los 

ejes embrionarios de maíz, se presenta fragmentación del 

ADN. 

6. La semejanza que existe entre los ejes embrionarios de -
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baja viabilidad y aquellos en qt1e se ha inducido dafto al 

ADN, en cuanto a la falta de integridad de su material -

genético y a la similitud de su natr6n de inhibici6n, su . -
giere que un proceso de tipo reparativo del ADN debería 

ser un evento que se debería llevar a cabo durante las -

primeras horas y que permitiría a la semilla continuar -

el proceso normal de germinaci6n. 
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