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I. INTRODUCCION. 

Sabemos que el maíz es un producto de importancia, :ya-

que es básico en la alimentación, tanto de nuestro país -

como en América Latina. Sin embargo, con frecuencia nos -

encontramos con problemas en el rendimiento y calidad del 

maíz, debido entre otras causas a los cambios climatolÓgi 

cos a los que son expuestas las semillas antes de ser usa 

das en la siembra. 

En la investigación experimental que llevo al cabo, se 

condicionan las semillas mediante tratamientos artificia-

f 
' , , 

les en unc1on de parametros tales como: temperatura, hu-

medad y tiempo para poder apreciar cambios fisiol6gicos -

y/o ultraestructurales, sí estos se presentaran. Adema's -

se analiza .la capacidad de germinación y crecimiento de -

los embriones del maíz, (~ mays criollo) explorando a la 

vez algunas de las alteraciones a nivel molecular. 

1.1 Breve información sobre el maíz. 

El maíz es una planta que pertenece a la familia de .,. 

las gramíneas, con tallo grueso, de uno a tres metros de

al tura, según la especie~ hojas largas, lanceoladas, pla-

nas y puntiagudas, flores masculinas en racimos termin~les 



-2-

y las femeninas en espigas axilares, resguardadas por una 

vaina. Corresponde a la especie Zea mays. Las flores fem~ 

ninas.forman espigas y se insertan sobre un eje esponjoso, 

que al madurar el grano se le llama zuro u alote: la hoja 

o bráctea que la envuelve se denomina chala, tusa o jolo-

che. 

I I Usos del maiz.- El maiz tiene muchos usos, y sus pro-

ductos secundarios son aJn m~s numerosos. En México se --

consume principalmente en forma de tortillas, pozole, en

tre otros. Del maíz se produce una bebida llamada chicha, 

que se elabora por fermentación: también se hace del maíz 

una harina. El maíz es rico en almidón y se considera co

mo un alimento muy completo, pues proporciona proteÍnas,

calorÍas, qrasas y fierro¡ por ello su gran demanda en la 

alimentacion. También se hace un jarabe del almidón de ma 

Íz, del cual se obtiene azúcar de maíz o glucosa. El almi 

don calentado y pulverizado se convierte en dextrina, en

e!'sta forma se emplea para preparar pastas adherentes y mu 

cÜagos. 

De los granos germinados se separan los gérmenes de -

donde se extrae el aceite de ma!z, el cual además de uti

lizarse como alimento, es empleado en la fabricación de -

barnices, pinturas, cauchos artificiales, jabones y el re 
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siduo sirve aún como forraje. 

El alcohol de maíz se emplea en la f abricaciÓn del ca~ 

cho artificial. De las tusas de la mazorca se extrae el ,... 

furfural, importante en la elaboración de resinas, disol

ventes e insecticidas. La pulpa de la caña del ma{z se em 

plea en la fabricación del papel. 

Co~echa y almacenamiento.- No se debe cosechar el ma{z 

hasta que su contenido de humedad se reduzca a un 20 Ó 30%. 

las mazorcas no pueden ser almacenadas sin peligro, si 

contienen más del 30% de humedad. Para que el almacenamien 

to pueda durar un año aproximadamente, la humedad debe ser 

del 12.5% o inferior. 

La solidez estructural y la ventilación, son los dos-

principales requisitos que debe reunir el sitio de almac~ 

namiento de las semillas.· 

1.2 Germinación, viabilidad y capacidad de crecimiento. 

Se considera que la germinación es un conjunto de fe-
I 

nomenos, que se producen en una semilla, al pasar del es-

tado de vida latente a la vida activa para producir una -

planta semejante a aquella.de la cual proviene. Para que-

puedan germinar las semillas, es necesario que reunan 

ciertas condiciones propias de la semilla o intrínsecas y 
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que adem~s ocurran otras dependientes del medio en auc se 

hallan o condiciones extrínsecas. Por las primeras lñ se-

milla debe estar sana y bien conformada, y haber alcanzado 

la madurez fisiológica~ es decir, que pueda secretar las-

diñstasas necesarias para transformar las materias que n~ 

cesita para su primer desarrollo. 8n las gramíneas prece

de la madurez fisiológica a la morfológica, mientras que

rnuchos frutales de semilla, alcanzan la madurez fisiolÓgi 

ca al año de la recolección. La facultad germinativa se -

conserva durante cierto tiempo, el cual es muy breve en -

algunas semillas, como por ejemplo las semillas del caf~, 

y otras tienen una capacidad germinativa que se prolonga

por más tiempo como en las amiláceas, por ejemplo: el tri 

go. 

Las-condiciones extrínsecas más importantes son: el -
1 

agua, el aire y la temperatura. El agua es indispensable-

para romper los tegumentos, facilitar la salida del em··-

briÓn y también para las reacciones químicas de éste pro

ceso. El aire les es necesario para su respiración, como

lo es para la planta, pues en atmósfera carente de oxige

no no germinan. Según la especie hay una temperatura mini 

ma, deba jo de la cual la semUla no puede germinar, y una 

máxima, pasada la cual peligra el embrión~ entre ambos li 

mites se encuentra la temperatura favorable para el desa-
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rrollo del embri~n. En el trigo la mínima es de oºc, la m<f 

xirna de 45°c y la Óptima de 2sºc: en el maíz la mÍnima es 

de 9°c, la ~ptima de 33°c y la máxima de 43°c. El proceso 

' ' I • de germ1nac1on comienza con un aumento de volumen a cense 

cuencia del agua absorbida, aparición al exterior de la -

raicilla: momento en el que el periÓdo de germinación ha

terminado y después aparece el talluelo con los cotiledo

nes y )a gémula o plÚmula, la cual desarrollándose produ-

ce las primeras hojas. 

Hasta este momento la nueva planta ,vive de sus reser

vas y cuando éstas se agotan se.nutre ahora de los recur-

sos ambümtales •. 

Las semillas son resistente~ y pueden mantener su ca

pacidad de germinación o viabilidad, si se les proporcio

na el medio adecuado para su reactivación. 

La capacidad de crecimiento de una semilla' es la con

dición en la que la semilla alcanza el máximo de sus cap~ 

cidades potenciales, para germinar satisfactoriamente en

un rango amplio de condiciones ambientales, utilizando 

sus reservas para originar una nueva planta. 

1.3 Cambios fisiológicos y/o ultraestructurales en célu -

las de semillas de plantas superiores, que han sido sorne-

tidas a diferentes tipos de stress. 
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Crevecoeur, et. al. (1982) en su estudio de los efec

tos de la temperatura subm{nima en la f isiolog{a y ultra

estructura de los embriones de maíz durante la germinación, 

señalan que la exposición a bajas temperaturas de las se

millas de maíz durante la germinación, provoca varias al

teraciones estructurales en las células de la raíz. Estos 

cambios se presentan en proplástidos, mitocondrias y nu -

cleolos. sus resultados indican que los mismos sitios ci

topl¿smicos y nucleares son afectados en las células de la 

raíz, cuando las semillas se exponen a bajas temperaturas 

durante la germinación, y que todos los cambios observa-~ 

bles son reversibles después de la exposicion a 4°c dura~ 

te 8 Ó 10 días, pero se vuelven irreversibles cuando el -

pGdodo de enfriamiento se prolonga por más de 20 días. -

En cuanto a cambios fisiológicos, reportan que las semi-

llas germinadas por 72 horas a 16°c y posteriormente som~ 

tidas a 4°c por periodos de 6 a 8 días, para nuevamente -

ser incubadas a 16°c, muestran una recuperación de su de-

sarrollo. en todos los embriones, pero cuando el período-
0 I I a 4 e se prolonga por mas de 8 dias, se observa un fuerte 

decremento en el porcentaje de embriones que recuperan su 

desarrollo, y éste es proporcional al período de exposi-

ción. Después de 26 días ó más a 4°c, todos los embriones 

mueren. 
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naszczynski, et. ~· (1983) realizan un estudio sobre 

la regulación de la expresión genética en maíz por shock

con calor, donde reportan que la respuesta de las plántu

las del maíz al shock con calor involucra una nueva s{nt~ 

sis y/o su incremento, de un grupo de polipéptidos o pro• 

teínas, llamadas proteínas de choque térmico (HSP) an~lo

gas a aquellas encontradas en células animales y otros 

sistemfts de plantas superiores. que han sido sometidas a

un stress térmico. Sin embargo, se ha reportado que so.lo

en algunos casos, el cambio en el patrón de polipéptidos

sintetizados después de un shock con calor, es el resulta 

do de una nueva transcripción (Ashburner, M. y Bonner, J, 

J. (1979): Key, et.~· (19Bt): Kruger y Beneche (~981)) 

En algunos casos los cambios en los tipos de proteí-

nas sintetizadas en respuesta al shock con calor, han mos 

trado involucrar alteraciones en la transcripci6n de RNA, 

asi como una asociación selectiva de RNAs mensajeros par

ticulares, con polisomas. l!! vitro, la traducción de RNA~ 

aislado de tejido control y de tejidos que han sido some

tidos a shock con calor, dan peso a la idea de que la re~ 

puesta al shock con calor involucra una nueva transcrip -

cion v/o un incremento de ·la misma (Kelley, P.M., et.~· 

(1980): Schoffl, F. y Key, J.L. (1982)). 

Sdward, et. al. ( 1981) reportan como resultado de su-
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c~studio sobre el efecto de la temperatura, en la composi

ción de lÍpidos y en la respiración en células de la raíz 

ele trigo, que la composición en ácidos grasos de la raíz

de pl~ntulas de trigo cambia en respuesta a la temperatu

ra, el nÍvel del ácido linolénico (en particular) se in -

crementa, mientras que el ~cido linol¿ico disminuye. La -

distribución de las diferentes clases de fasfolÍpidos, no 

es influida por la temperatura. 

El efecto en la respiración de las células de la ra:l.z 

de triqo, se midio bajo diferentes rangos de temperatura

Y la velocidad de respiración decae conforme la temperat~ 

ra disminuye~ 

Kelley, et.a_h (l9BO): Schoff y Key (1982): y Fleck,

et. al. (1982) realizan un estudio del patrón protéico, -

en protoplastos de Nicotiana sylvestris, sometidos a un -

shock osmótico, y reportan que la mayoría de las prote{ -

nas sintetizadas normalmente en c¿lulas en medio isot6ni

co, no son sintetizadas en éstos protoplastos~ en partic~ 

lar la subunidad pequeña de la ribulosa bifosfato carboxi 

lasa esta ausente. Sin embargo, se observa la presencia -

de algunas nuevas proteínas. Ellos demostraron previamen

te que estos cambios en la expresión genética, .en los pr~ 

toplastos aislados, ocurren a nÍvel de transcripción. 

En el análisis del patrón prot~ico de protoplastos, se 
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detectó la presencia de un grupo de proteínas de elevado-

peso molecular, las cuales no se presentan en células cul 

tivadas en medio isotónico e hipertónico, ésto indica que 

éstas proteínas son específicas del estado de los proto -

plastas y parecen relacionarse con la síntesis de la pared 

celular. Por otra parte, se observó la presencia de un gr~ 

po de prot~Ínas común al patrón protéico de protoplastos

y de células en medio hipertónico, lo que indica que éstas 

prote.foas estan relacionadas directamente con la alta 

fuerza osmótica, dada la condición de un medio hipertóni-

co para mantener la viabilidad de los protoplastos y ade

más, que éste grupo de proteínas no esta presente en ·cél~ . . 

las cultivadas en medio isotónico • 

. Morris, il• a:i,,. (1981) realizan un estudio de. la ada.E 

tación de la soya al stress con agua a través de estados-

selectos de desarrollo. 

Plantas de soya desarrolladas en suelos arenosos, con 

humedad proveniente solo del agua de lluvia, o con irrig~ 

ciÓn suplementaria, muestran cambios en su desarrollo fi

siológico, en respuesta a la atmósfera de humedad en la -

que son desarrolladas. Las plantas desarrolladas en candi 

ciones de al ta humedad desarrollan má's extensamente su --

sistema radicular, mientras que las plantas con irrigación 

natural desarrollan grandes tallos y pequeños sistemas ra 
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diculares. La apertura máxima del estoma fue observada al 

inic.io de cada fotoperÍodo. El estoma de las plantas en ª! 

mo'sfera de alta humedad permanece abierto por un perÍodo

más prolongado que el de aquellas plantas con irrigación-

natural. 
. . . , 

Reducciones significativas en la f1Jac1on neta de ca! 

bono, generalmente se presenta con un decremento en la a

pertura del estoma el cual coicide con períodos de eleva~ 

das temperaturas, baja humedad relativa, máxima radiación 

solar y stress con agua. 

1.3.1 Baja viabilidad, sfntesis de proteínas y síntesis d0 

RNA. 

Estudios en embriones de trigo, extraídos de semillas 

almacenadas por largo tiempo, han mostrado una gran decli 

naci6n en la síntesis de proteínas, lenta germinaci6n y -

baja viabilidad (Roberts, 1972). 

Diversos estudios a nível bioquímico de semillas de· ~ 

ja viabilidad se han realizado, para tratar de encontrar-

la ri'lz6n de la caída en la síntesis de proteínas, ya sea-' 

por efecto directo sobre el proceso de traducci6n, o bien, 

como una consecuencia de a,lgÚn daño producido a otro n! -

vel y segtin su relaci6n con la baja viabilidad. 

Abu-Shakra y Ching (1967) sugieren que la baja viabil! 
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dad de semillas envejecidas es una consecuencia de la ba-

ja actividad mitocondrial. 

Lakon (1949} asocia la baja viabilidad de las semillas 

con la baja actividad de enzimas p:irticipantes en el siste 

ma respiratorio. 

Berjak y Villiers (1970-72} y Hallam, et. al. (1972a

b) s~ñalan que una serie de alteraciones en diferentes 

clases de membranas en la célula, conducen a una baja via 

bilidad de las semillas. 

Chung (1973) asocia éstas alteraci'ones a cambios celu 

lares a nível estructural. 

Se menciona entonces que ésta serie de alteraciones 

son factores contribuyentes a la cafda de la viabilidad -

en semillas almacenadas, pudiendo llegar a causar una in

hibición total del sistema de síntesis de proteínas. 

Osborne. y Roberts (1973) señalan que tanto RNA ribos2 

mal 253 como 188 exhiben una fragmentación progresiva, 

asociada a la baja viabilidad de semillas de centeno. 

Estas mismas observaciones se han hecho en ejes embri2 

narios no viables de semillas de chícharo (Bray y Chow, et. 

al. 1976}. 

Osborne (1976)' concluye que los embriones con baja via 

bilidad, muestran también una baja capacidad en la incor

poracio'n de precursores dentro del RNA y las proteínas. 
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~:ste decremento en la incorporación puede ser relacionado 

con el bajo valor de germinación de embriones de baja via 

bilidad. 

Estos mismos síntomas tambi~n son típicos en semillas 

que han sido tratadas con irradiaciones gamma durante las 

primeras horas de imbibición (Osborne, 1977). 

Osborne (1977) señala que lesiones no reparables en el 

DNJ\, podrían afectar la síntesis de RNA codificadq por .el 

locus que ha sido dañado. 

Si la actividad de cualquier enzima reparativa es ate 

nuada durante el período de almacenamiento de las semillas 

y el daño al DN/\ afecta a aquellos cistrones que codifican 

para las proteínas con función enzimática reparativa (pa! 

ticularmente si éstas enzimas son codificadas por genes -

~nicos), un programa de deterioro irreversible se habra -

iniciado. Sugiere ndemás que el dilño en la función °enzimá 

tica p;:ira la rc?parnción del DNA, puede ocurrir durante el 

al.macennmiento de las semillas y puede. ser un factor de -

gran influencia en la disminución de la actividad meta.bÓ:

lica sintetica y la baja germinación de las semillas al -

ser puestas en imbibición. 

1.4 Integridad del DN/\ en semillas de plantas y la impór

ttrncia de su reparación. 
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Es sabido que la molécula del DNA es relativamente frágil, 

que se lesiona con facilidad. La integridad de la informa 

ciÓn contenida en ésta molécula esta protegida por un si~ 

tema enzimático, capaz de reparar los daños causados ya -

sea por agentes flsicos o químicos: pero a la vez, la ca

pacidad de éste sistema se encuentra restringida por la -

gravedad de la lesión producida en una de las cadenas del 
I 

DNA y podra repararse siempre que se mantenga la integri-

dad de la cadena complementaria. 

En términos generales, la participación de este sist~ 

ma consiste en la detección del daño, su eliminación, s1~ 

teis de la fracción ya corregida y finalmente la inserción 

de este nuevo fragmento dentro de la molécula remanente.

De ésta manera se logra evitar en algunos casos el que una 

lesión se convierta en una mutación, protegiendo la inte

gridad del genÓma de los defectos y cambios mutag~nicos.

Sin embargo. éste sistema puede verse afectado en su cap~ 

cidad funcional, lo que conduciría a una modificacibn del 
1 • J 

genoma SJ.n que este pueda ser re-establecido, danc::lo lugar 

a que las lesiones producidas terminen convirtiéndose en-

una serie de mutaciones hereditarias. 

En las plantas superiorez las evidencias bioquÍinicas

para .la reparación de las lesiones causadas al DNA se en-

cuentran en desarrollo, y se tiene solo escasa informa --
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ciÓn al respecto. 

Para iniciar el estudio del comportamiento de los mee~ 

nismos reparativos en respuesta a cambios ambientales en-

plantas superiores, es importante considerar que las con

diciones de desarrollo varían para cada especie y varíe -

dad de plantas y que están determinadas por las condicio

nes que prevalecieron durante la formación de la semilla, 
, 

y por la informacion hereditaria almacenada en las mismas. 

8ntre las condiciones requeridas para que una semilla .g~f 

mine, se pueden mencionar: humedad, temperatura, luz y at 

mÓsfera gaseosa adecuada: luego entonces, alteraciones en 

alguno o algunos de éstos factores, pueden provocar una ~ 

disminución en la capacidad de germinación de las semillas, 

probablemente por cambios en el material gen~tico, que P2 

drÍan ser de dos tipos: a) a nível molecular, lo que ori

ginaría mutaciones genéticas, o bien b) a cambios que al-. 

teren el número de genes o su localización. 

1.4.1 Integridad del DNA en semillas secas y su relación-· 

con baja viabilidad. 

Cuando una lesi6n producida al DNA de semillas se con 

vierte en una mutación, ésta es reflejada por una serie -

de variaciones morfológicas en las plantas originadas por 

~stas semillas. 8stas alteraciones han sido detectadas --
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con frecuencia en plantn.s de semillas que han sido almac~ 

nadas en estado seco por tiempo prolongado, en relación -

con aquellas plantas originad11s por semillns recie'n cose

chadas, como lo reporto De Vries ya desde 1901. 

Cheah y Osborne (1978) encontraron que tanto el enve-

jecimiento natural como las irradiaciones gamma de las se 

millas, producen un incremento en la fragmentaci6n del 

DNA. r~:llas analizaron por autorradiograf Ía, después de 

'f' 1 ° • 
/ d 3 d d d 1 I cuanti J.car a incorporacion e H- c•.rp entro e os nu-

cleos de cortes de embriones de centeno en presencia de -

la 3'-0H deoxinucleotidil transferasa terminal de timo de 

ternera, el alto número de fragmentos de cadena sencilla-

detectables en el DNA nuclear, en preparaciones fijas de

secciones de embriones de semillas con un largo período -

,de almacenamiento, cuya capacidad de germinación correspo~ 

dÍa a un 0%. También realizaron prepai-aciones de embriones 

frescos, con un 95% de germinación y de embriones con una 

capacidad de germinaci6n del 95% después de haber sido 

irradiados (radiaciones-gamma-50kR) en estado seco. 

Las diferencias en la integridad del DNA se pueden d~ 

mostrar también por fraccionamiento electrofÓretico. Los-

resultados mostraron que el DNA de los embriones con una-

capacidad de germinación del 95% es predominantemente de-

elevado peso molecular, con solo unos cuantos fragmentos-
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I 

de bajo peso molecular, mientras que una gran proporcion-

de éstos Últimos, fueron detectados en el DNA de semillas 

no viables. 
I 1 

una observacion de gran interes es el hecho de que 

existe un incremento en la degradación del DNA, cuando 

los embriones no viables son imbibidos en agua por 18 ho

ras, antes del aislamiento de los núcleos. 

un análisis en el densitÓmetro de Feulgen de prepara~. 

cienes de secciones de embriones, refleja que la cantidad 

total de DNA por núcleo durante las 18 horas de imbibición 

permanece constante, entonces la fragmentación progresiva 

del DNA con el tiempo, es atribuÍble a una contÍnua acti-

vidad de endodesoxirribonucleasas asociadas a la cromati-

na. 

En semillas, durante la maduración del embrión, la 

fragmentación del DNA nuclear y la activación de las DNA

sas ocurre in vivo. 'Esta disminución en la integridad del 

DNA, puede ser la fuente de las aberraciones cromosomales 

y el daño observado en la transcripción, cuando las semi-

llas de baja viabilidad germinan (Cheah y Osborne, 1978). 

Investigaciones en semillas de ch{charo, haba y cebn-

da, tratadas con humedad y tem~eratura en diferentes ran

gos, han mostrado pérdida de la viabilidad de las semillas 

en diferentes grados y acumulación de aberraciones cromo-
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s~micas durante las primeras divisiones de los meristemos 

de las raíces, siendo durante la anafase més facil de ob-

servar el daño causado a los cromosomas. 

De Vries (1901) fue el primero en relacionar los bajos 

porcentajes de germinación de las semillas de baja viabi

lidad de Genothera lamarckiana, con el gran número de al

teraciones fenot{picas de las plantas y con los cambios -

en el DNA, 

• •• .1 • 1 " 1.4.2 Relacion entre mutagenesis y reparacion del DNA du-

rante la germinaci~n. 

La integridad de la información contenida en el DNA -

se encuentra protegida en gran parte, por enzimas capaces 

de reparar con exactitud ciertos tipos de desperfectos en 

una de las dos hebras del · DNA. Estas enzimas actuara'n en-

la corrección de éstos defectos, siempre que la informa -

ci~n de la cadena complementaria este intacta. 

In vivo el DNA puede experimentar diferentes tipos de 

lesiones: 1) se pueden perder bases pÚricas como resulta-

do del. cambio en el pl-1 local, 2) se pueden producir frac-

turas de una hebra o de la doble hebra como consecuencia-

de fuerzas de cizalla o doblado, 3) determinados agentes

qu{micos del entorno púeden modificar una o más bases, 4) 

los rayos X 6 la luz ultravioleta provocan con frecuencia 
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la dimerizaciÓn de dos residuos de timina adyacentes, pr~ 

<luciendo un dÍmero de timina. 

Existen tres tipos principales de mecanismos de repa

ración: el primero, la fotoreactivaci¿n enzimática; el se 

gundo llamado proceso de reparacion por recombinación, Es 

tos mecanismos se presentan en organismos procariontes. -

Un tercer tipo, es la reparación por excisión,. el cual se 

efect~a gracias a la acci6n secuencial de cuatro activida 

des enzimáticas. Por ejemplo, si el defecto es un dfmero-

de timina, éste es detectado por una endonucleasa provo -

cando una incisión en el costado 5' del defecto: entonces 

el segmento defectuoso es sustitu{do por el par de bases

correcto por acción de la DNA polimerasa, previa excisión 
I 

del segmento defectuoso. Despues, la nueva hebra se une -

por su extremo 3' al extremo 5' del extremo remanente, por 

acción de la DNA ligasa; mecanismo al que se le ha denomi 

nado proceso d<.:! "corte, parcheo y soldadura", 

l·:n embriones de semillas viejas considerando que el ~ 

DNA ha sufrido algún daño, la excisión, reparación y lig~ 

miento de bases correctas para corregir una de las cadenas 

dañadas, podrá efectuarse dependiendo de la actividad de

las DNll polimerasas y de la disponibilidad de ATP, lo que. 

se detectar~ por medio de n!veles elevados en la in.corpo

ración temprana de timina radioactiva (Osborne, 1982)'. · 
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Una posible explicación a la presencia de DNA con cor 

tes durante la germinación de semillas viejas, podrfa ser 

que la polinucleÓtido ligasa es dañada funcionalmente du~ 

rante el almacenamiento, tanto que, los extremos 3'-hidr~ 
, 

xilo y 5'-fosfato de desoxirribonucleotidos adyascentes a 

cada sitio de rompimiento, no sean debidamente unidos (O~. 

borne, 1982).Pauling y Hamm (1969) muestran que en mutan-

tes de E. coli con solo un 4% de la actividad normal de -.- --
ligasa, la abertura producida por rompimiento de una de -

I , 
las cadenas permanece asi por mas tiempo de lo normal, ori 

ginando una alta frecuencia de anormalidades en la post-r~ 

plicación y recombinación. 

cuando la actividad del proceso reparativo es total,

la lesión que provoca el rompimiento en una de las cadenas 

puede entonces ser reparado y continuarse la germinaciÓn7 

con una probabilidad muy baja de que pueda presentar al9!! 

na mutación. 

1.4.2.l Evidencia de la reparación del DNA en semillas de 

plantas superiores. 

Se tienen referencias de que tanto en semillas viejas, 

como en aquellas que han sido cosechadas recientemente se 

lleva a cabo un proceso reparativo durante la germinación 

temprana, previo a la replicación del DNA, el cual se re-
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fleja corno un aumento en la incorporació'n de timina tritia 

da dentro del DNA no replicativo. Esto sucede en semillas 

de diferentes especies. Estos resultados son aún más cla-

ros cuando las semillas han sido irradiadas o tratadas 

con agentes químicos rnutagénicos (Soyfer y Ciernenis 1974: 

Yarnaguchi y Naito 1975). 

Mory (1972)· sugiere que existe una fase de activación 

de los procesos bioqufmicos relacionados con la sÍntesis

de DN/\ y que e'stos procesos incluyen: eliminaci6n de posi 

bles inhibidores, dntesis y/o activación de enzimas par

ticipantes, tonto en la replicación dol DNA, como en el .,. 

proceso ele ropnrnciÓn m1c pr.oporcione un molde activo y -

eficiente. 

•rano y Yarnaguchi ( 1977) señalan en su estudio del DNA 

de nu'cleos aislados de embriones irradiados, que éste su-

fre un cambio que va desde predominancia de DNA de bajo -

peso molecular en general, a un peso molecular mayor duran 

te el período pre-replicativo del DNA, indicando que debe 

ocurrir un proceso de reparación de las rupturas sufridas 

en el DNA antes del estado replicativo. 

Resultados similares ha~ sido obtenidos por. Villers y 

Edgcumbe {1973) en semillas secas. de lechuga que fueron -

irradiadas y después sometidas a imbibición pero no a gef 

• • I rn1nac1on. 
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Gudkov y Grodzinsky ( 1977) usando te'cnicas autorradio 

gr~ficas, reportan que existe un incremento en los nfve -

les de sfntesis de DNA, que no corresponden a la replica

cion del mismo, por no asociarse esa síntesis con la mito 

sis en los núcleos de semillas de chícharo en germinación, 

las cuales han sido tratadas con irradiaciones gamma en di 

ferentes dosis en estado seco. 

oeil'Aquila y Osborne (1977) en su estudio sobre semi 

llas de centeno, indican que la síntesis temprana de DNA, 

no replicativa, ocurre de manera normal tanto en embrio -

nes frescos con un 95% de germinación como en embriones 

de semillas envejecidas con un 5 2% de germinación y que -

ésta síntesis es inicialmente significativamente alta. 

Valeminsky y Gichner (1978) señalan que los embriones 

de semillas poseen un sistema reparativo activo del Dl'lA.-

Cuando el DNA de semillas secas ha sido dañado por agentes· 

físicos o químicos, los sistemas ce reparación actuan so-

lo cuando los embriones han sido re-hidratados. 

En tejidos de plantas superiores, hidratadas y ipor 

tanto activas metabÓlicamente, los mecanismos de repara--

' I I • ' cion parecen estar en continua operacion, por ejemplo, --

¡:rotoplastos de zanhaor.i.a expuestos a irradiaci6n gamma, - · 

la reparación de fragmentos de cadena sencilla en .el DNA, 

analizados por 9radientes alcalinos de sacarosa, muestran 
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que el 50% del daño causado en una de las cadenas del DNA, 

es reparado en solo 5 minutos y la reparación total de la 

molécula del DNA, se alcanza después de 1 hora (Howland,-

Hart y Yette 1985); 

' I Que el mecanismo de reparac1on no es totalmente ef ec-

ti vo en semillas viejas se hace evidente, dado el alto ní 

vel de aberraciones cromosÓmicas observadas en puntas de

ra{ z durante la germinación, y del gran número de anorma

lidades presentes en las plantas originadas por éstas se

millas. Una vez que las mutaciones pasan a línea germinal, 

se convierten en mutaciones heredables. Por otra parte, sí 

el número de rompimientos ocurre en sitios próximos en una 

de las cadenas del DNA de semillas viejas, el daño puede-

entonces ser considerado de manera similar al daño que -

provoca el rompimiento de las dos cadenas. Esto, asociado 

a la actividad de ligasa afectada, aumenta la probabili -

dad de que ocurra una mutació'n. Mientras que el daño a c~ 

dena sencilla puede repararse con mayor fidelidad y menor 

riesgo a la ocurrencia de errores. Cortes cercanos produ-

cides en cadenas opuestas pueden conducir a lesiones leta 

les o a que la reparación tienda altamente a la posibili

dad de que ocurra erróneamente (Osborne, 1982) •. 

Puede entonces concluirse, que al no detec: ··:arse proce 

so sintético en semillas secas, cualquier daño o lesi¿n--
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al DNA que se acumule durante el estado seco, requerirá -

de una reactivación de los procesos reparativos durante -

la imbibició'n, antes de poder iniciar el proceso de repli:, 

caciÓn. La efectividad y fidelidad del proceso reparativo 

dependerá entonces de qué tan Íntegras se encuentren las

enzimas reparativas después del almacenamiento, y de la -

integridad general de la molécula del DNA. 

1.4.3 Naturaleza del daño al DNA en semillas de baja via

bilidad. 

Partiendo de 1'-1 observación de que la disminución de

vfobilidad es acelerada por altos grados de humedad y tem 

peratura, se excluye la probabilidad de que el daño al DNA 

se pueda asociar a mecanismos al azar. Se cree que la ac

ción de nucleasas, es el camino más probable por el cual

el DNA se ha reducido a fragmentos de bajo peso molecular. 

Realmente se ha demostrado una alta actividad de DNAsa 

en la fracci6n TCA-insoluble de extractos de embriones no 

viables, en comparación con los embriones viables. Sin em 

bargo, tanto endo como exonucleasas pueden estar involu -

eradas en la degradación del mm. 

Roberts y Osborne (1983) señalan que la degt1<1dación -

por exonucleasas in vivo muestra ser mínima, comoarada con 

el grado de fraccionamiento de la molécula del DNA que ocu 

rre con la baja viabilidad. 
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81 an~lisis electrofÓretico del DNA en embriones no ~ 

viables, indica las siguientes posibilidades como explic~ 

ciÓn de la fragmentación del DNA; a) la actividad sólo de 

exonucleasas, b) la combinación de endo y exonucleasas y

e) la acció'n sÓlo de endonucleasas. Esto ocurre quiz; en-

las regiones de la cromatina en las cuales la estructura-

del nucleosoma ha sido alterada. 

Pruebas de nucleasas en embriones de centeno practic~ 

das repetidamente muestran que la actividad de DNAsas en

sobrenadantes post-ribosomales de lotes de igual nÚmero-

de embriones, es más baja en embriones viables que en em

briones no viables. Adem~s, un an~lisis del contenido pr2 

téico en cada lote de embriones refleja una mayor canti -

dad de DNAsas en sobrenadantes post-ribosomales de embri2 

nes no viables que en sobrenadantes de embriones viables. 

La falta de evidencias de que ocurra sfntesis de protefnas 

en embriones secos, conduce a ·¡suponer que de alguna mane

ra est~ ocurriendo la activación de alguna enzima pre-exis 

tente en forma latente o de una estabilidad preferente de 

nucleasas en embriones no viables {Cheah, 1975). 

Analizando la actividad durante el almacenamiento de-

las semillas, de DNAsas en.sobrenadantes post-ribosomales, 

tanto de embriones viables como no viables, al actuar so

bre DNA como sustrato se observó que la actividad de DNA-
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s.i en embriones no viables, es mayor dado el incremento en 

la degradación del DNA. Por ésto se sugiere que no existe 

activación de DNAsa durante la imbibición y que el daño -

d 1 ·' I d, • causa o a DNA ocurre por acc1on continua e estas enz1 -

mas durante el almacenamiento en seco de las semillas (Ch~ 

ah y Osborne, 1977). 

Para dos .lotes de embriones viables y no viables, em

pleados durante el análisis de la actividad de endo y exo 

nucleasas, la actividad de DNAsa en sobrenadantes de embrio 

nes no viables se reduce en un 50% por adición de una ali 

cuota de sobrenadante post-ribosomal de embriones viables 

bajo condiciones en que las. proteínas estaban en concentr~ 

ción similar a la que se detect6 cuando se determinó la ac 

tividad de nucleasas. Sobrenadantes de otros lotes de se-

millas viables, tambi~n reducen la actividad de nucleasas 

de sobrenadantes de embriones no viables en experimentos

mixtos: sin embargo, no se logra una inhibición total de-

DNAsa de embriones no viables, y la propiedad inhibito -

ria de los sobrenadantes de los embriones viables se pue-

de destruir por calentamiento. 

Fraccionamientos en Sephadex G25, han .indicado que la 

diferencia de actividades de DNAsas entre embriones vía -

bles y no viables es debida a la presencia de un inhibidor 

de al to peso molecular, y no a uno de bajo peso molecular, 
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que se encuentra presente en embriones viables y ausente-

en embriones no viables (Cheah, 1975). Esta conducta ya ha 

sido reportada antes por Zamenhof y Chargaff (1949) quie-

nes indican que en levaduras, tanto DNAsa como un inhibi

dor de la misma, estan presentes en la fracción nuclear. 

La actividad de DNAsas en los embriones de centeno es 

probable que se le localice en los núcleos, dado que el -

DNA de i!stos embriones es fragmentado en estado seco en ~ 

semillas almacenadas aJn con un 10% de humedad. 

De manera predictiva Williams, et. al. (1974) señalan 

que la acumulación de rompimientos en los embriones de --

las semillas secas, ha de ser un proceso lento y progresi 
~ 

vo en contraste con lo observado en celulas hidratadas. 

1. 5 Antecedentes inmediatos sobre el estudio de 'la relació'n 

entre sfntesis de DNA en ejes embrionarios de mafz con 

viabilidad de germinación. 

Miranda Ham, L. (1984) en su tesis de licenciatura, ,r~. 

porta que en ejes embrionarios de semillas de baja viabili 

dad, se observa una serie de rompimientos o fragmentacio

nes del DNA a nÍvel molecular, lo que también fue observ~ 

ble en ejes embrionarios de· semillas tratadas con luz ul

travioleta, ya que a la vez éstas semillas reflejan una -

fuerte cafda en su viabilidad. Esto sugiere que de alguna 

manara, el fraccionamiento de la mole'cula del DNA esta re 
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lacionil.da con la baja viabilidad de las semillas de maíz. 

Por otra parte, se sugiere que antes de iniciarse el-

proceso replicativo del DN/\, tanto en ejes embrionarios -

de semillas de baja viabilidad como en aquellos en que se 

ha inducido el daño al DNA, debe da presentarse un proce-

so de tipo reparativo durante las primeras horas de imbi

bición, de modo que se pudiera continuar con el proceso.~ 

germi:iativo. 

Resultados del an~lisis de la incorporació'n de precuE 

sores radioactivos del DN/\, muestran un incremento en la

sfntesis temprana del DNA y especula que dicha síntesis -

probablemente corresponda a una de tipo reparativo, como

consecuencia del daño que ha sufrido el DNA durante el al 

macenamiento de las semillas o bien debido a la irradia -

cion por luz ultravioleta (Miranda Ham, L., 1984) • 

... >·. 
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II. OBJETIVO. 

El objetivo de éste trabajo es el de determinar el com 

portamiento de lotes de semillas sometidas a diferentes -

condiciones de temperatura y/o humedad en cuanto a su cap~ 

cidad de germinación, considerando para ello los términos 

de viabilidad y capacidad de crecimiento1 igualmente deter 

minar la integridad del DNA y la-. capacidad de sintesis del 
, 

mismo por las células, como una posible explicacion de la 

disminuciC:n en la viabilidad de ~stas .semillas. 

Al analizar la capacidad de s{ntesis de las células -

de ejes embrionarios de mafz, no se esta determinando, si 

ésta s{ntesis es de tipo reparativo o replicativo, solo -

se considera que hay o no síntesis de DNA en base a la in 

corporación de un precursor marcado radioactivamente a la 

fracci¿~ TCA-insoluble, en ejes embrionarios. 

Como base para el presente trabajo, se han considera-

do los estudios realizados por Osborne, et. al. (1975----

1983) en semillas de centeno, en los que se relacionan -

viabilidad, vigor, integridad del DNA, síntesis de DNA, -

RNA y proteínas. Se parte de la observación de que la ba-

ja viabilidad de semillas viejas que han sido almacenadas 

por períodos largos en estado seco, de alguna manera se -

relacionan con el daño producido en la integridad de su -
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DNA, como lo reporta Osborne (1982), en su estudio con $e 

millas de centeno. 

Nosotros tratamos de determinar si se puede estable -

cer éste tipo de relación en semillas deterioradas por m~ 

todos artificiales. 

I b • ~ Para el desarrollo de este tra aJo, se siguio la se -

cuencia que se presenta a continuación: 

A) oeterminacidn de las condiciones de humedad y tempera-

tura que reflejan un mayor efecto, en cuanto a capacidad-· 

' de germinacion de las semillas. 

8) Análisis del patrÓn de fragmentacidn del DNA para cada 

lote de semillas tratadas, mediante gradientes alcalinos-

de sacarosa. 

e) Análisis de la capacidad para efectuar sÍntesis de DNA 

en embriones de semillas, mediante la cuantificaci6n del-

material radioactivo incorporado durante diferentes tiem- . 

pos de imbibición, a los ejes embrionarios· de las semillas 

ya tratadas. 
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III. MATERIALES Y METO DOS, 

3.1 Materiales. 

3.1.1 Material biologico. 

Las semillas de maiz utilizadas durante el desarrollo 

de éste trabajo, corresponden a la clase de ma!z llamado

chalqueño, proporcionado al Departamento de Bioqufmica V~ 

getal de la División de Estudios de Posgrado de la Facul

tad de Qu{mica, por la Productora Nacional de Semillas -

PRONASE, SARH, 

3.1.2 Soluciones amortiguadoras y reactivos. 

3.1.2.l Solucion amortiguadora de imbibición. 

KCl 

MgC1 2 

Tris-HCl pH 7.6 

Sacarosa 

Cloranfenicol 

3H-timidina 

3.1.2.2 LÍquido de centelleo. 

(l,4-bis(2-(5Feniloxaz2 

50mM 

lOmM 

50mM 

2% 

50µg/ml 

SµCi/ml 

lil)) )Benceno(M 2POPOP) O.lg 

2,5 Difeniloxazol (PPO) 5.0g 

Tolueno 1: 1 
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3.1.2.3 Solución amortiguadora A 

Sacarosa 

KCl 

NaCl 

2-mercaptoetanol 

Tris-HCl pH 7.4 

Espermina 

Espermidina 

3 • l. 2 • 4 capa de lisis ( pH 13 ) 

EDTA 

NaCl 

Na OH 

0.3M 

lOmM 

15mM 

15mM 

15mM 

0.15mM 

0.5mM 

lOmM 

0.4mM 

O.lSmM 
, ' 

3.1. 2.5 Solucion para gradiente de sacarosa (pH 13) 

Na OH 

EDTA 

NaCl 

, 
3.2 Metodos. 

0.3mM 

lOmM 

0.7mM 

3. 2.1 Curva de síntesis de DNA (Incorporación de timidimi 

marcada a material TCA-insoluble en ejes embrionarios.de

semillas de ma!z, durante diferentes períodos de imbibi -

ciÓn}. 
I 

3.2.1.l Imbibicion de los ejes embrionarios, 

se emplearon lotes de 10 ejes embrionarios par<-1 cada-. 
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tiempo de incubación~ éstos fueron pesados previamente y

después se desinfectaron con NaClO (0.5%) por treinta se-
, 

gundos, despues lavados extensivamente con agua destilada 

estéril. 

Cada lote de 10 ejes embrionarios se coloco' entonces

entre dos discos de papel filtro estériles, en viales tam 

bién etériles •. Se humedecieron con 25C}ul de solución amor 

tiguadora de imbibición (3.1.2.1). Posteriormente se incu 

baron a 27°c por diferentes períodos de tiempo. Después -

dl~ cada perfodo de incubación, los papeles filtro fueron-

removidos y los embriones se lavaron con lOml de citrato-

cle sodio (1%) que contenía timidina no radioactiva ( 20µg/ml) 

y después con etanol al 80% (lOml), que contenía también-

20µq/ml de timidina no radioélct i va. 

Los ejes embrionarios.fueron secados con vacío y nueva 

mente pesados. 

Si las muestras no se procesaban inmediatamente, éstas 

o eran guardadas en tubos de ensayo a. -70 c. 

3. 2.1. 2 Cuantificación del precursor marcado, incorporado 

a DNA. 

Cada lote de ejes embrionarios ftie colocado en morte-

ros previamente enfriados v trabajando en baño de hielo.

se homogeneizaron con etanol al 80% (2ml) aue conteníri ti 
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midina no radioactiva ( 20µg/ml). Despue's los homogenados-

obtenidos se centrifugaron a 2,500 rpm durante 10 minutos. 

El .sobrenadante fue desechado y el sedimento fue re -

suspendido con NaOH lN (0.5ml) calentandose en baño Ma. a 

92°c por 3 minutos. Las muestras se dejaron enfriar lent~ 

mente a temperatura ambiente y posteriormente fueron colg 

cadas en un baño de hielo, entonces se les añadi~ acido--

tricloroaclÍtico al 10% (2ml), se dejaron las muestras en

el hielo por 15 minutos, después se centrifugaron a 600 -

rpm por 30 segundos y se filtraron a tr~ve's de un sistema 

M.illipore, utilizando filtros Whatman GF/C de fibra de vi 

drio (2.4cm)~ se realizaron dos lavados, primero con TCA-

.al 5% (5ml) y despu~s con etanol al 96% (lOml). 

Los.:1filtros se secaron a 6o0 c por una hora y fueron -

;.transferidos entonces a viales que contenían lí'quido de -

centelleo (3.1.2.2) (5ml), y se determinaron las cuentas

por minuto en un contador de centelleo lfquido Packard-Tr_:!: 

carb~ 

Los resultados.presentan el promedio de varios experl, 
.'.'\,'.' 

mentes similare~. 

3.2.2 Determina~iÓn de loe patronés de fragmentación del-

DNA. 

Lotes de 400mg de ejes embrionarios (80 ejes embrion~ 
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rios aprox.) fueron homogeneizados en morteros previamen

te enfriados, con 3ml de la solución amortiguadora A (3.1. 

2.3). Debe tenerse en cuenta que se está realizando la ex 

tracción de núcleos y que por tanto la homogeneización de 

be ser suavemente. El homogenado fue diluido posteriorme~ 

te a lOml con solución amortiguadora A (3.1.2.3): las mue~ 

tras homogenadas se filtraron a través de tres capas de Mi 
raclot~. Se añadió entonces a los filtrados triton X-100-

hasta 0.05% para la liberación de los núcleos: el filtrado 

se agit6 suavemente y se centrifugó a 625 rpm por 6 minu-

tos. El sobrenadante fue eliminado y la pastilla se resus 

, l l ·' . d pendio con 0.2ml de a so uc1on amortigua ora A. Una vez-

resuspendida la pastilla, se añadieron 0.8ml de la solu -

cion de lisis pH 13 (3.1.2.4). Las muestras fueron coloca 
. . / 

das en condiciones de oscuridad para su incubac1on, por -

un periÓdo no menor de dos horas. 

Despue~ del tiempo de incubación, el lisado fue colo-' 

cado con una pipeta sobre un gradiente alcalino de sacar2 

sa 5-20% en solución pura gradientes (3.1.2.5). El gradien 

te se centrifug¿ en un rotor Beckman SW 25.l a 12,000 rpm 

durante 14 ~ horas. 

Fracciones de l.2ml aprox. fueron colectadas y poste~ 

riormente se realizó el ensayo de difenilamina para la d~ 

tnrmi.nncio'n de Ull/\. 
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3.2.3 Ensayo de difenilarnina para la determinacidn de DNA 

(Giles y Myers 1965) (Se hicieron algunas modifica-

cione.s en lo referente a la cantidad de reactivos, tiempo 

de incubaciC:n y temperatura: en base a la experiencia en

e! Lab. por el Dr. Jorge vázquez Ramos). 

Se tomaron 0.6ml de muestra de cada fracció'n colecta

da y se les adicionó 0.6ml de una solució'n al 20% de ~cido 

percl¿rico para alcanzar una concentraci~n del 10% en la

mezcla de reacci~n a la que se le añadí~ tambien l. 2ml de 

difenilamina al 4% en ácido acético glacial y squl de ac~ 

taldeh1do en ácido acético glacial (l.6g/ml). Las mues --
o ~ 

tras se incubaron a 30 C durante toda la noche, des pues, -

fueron tomadas las lecturas de absorbancia a dos longitu-

des de onda: 595 nm y 700 nm para considerar finalmente -

la diferencia de absorbancias entre ~stas dos lonqitudes

de onda. Se tom¿ como blanco un tubo con los diferentes -

reactivos, pero sin muestra de DNi\. 

Los resultados muestran el promedio de varios experi-

mentos similares. 
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1 V. RESULTAOOS. 

I 

4.1 Determinacion de viabilidad y capacidad de crecimiento; 

I -El almacenamiento de semillas de ma1z chalqueno en CO,!! 

diciones de alta temperatura por diferentes · tiempos y al 

ta humedad, realizados en el laboratorio, han reflejado -

grandes cambios en la capacidad de germinación y de creci 

miento de éstas semillas. 

Pnra el tratamiento de semillas con altas temperatu ~ 
I 

ras, estas se colocaron en cajas petri y se incubaron en-

estado seco a diferentes temperaturas, por distintos pe -

rÍodos de tiempo. 

Kl tratamiento con humedad consistió primeramente en-

desinfectar las semillas. Para ello cada lote fue lavado-
I , I 

con una solucion al 2% de NaClO por 5 minutos, despues se 

enjuagaron varias veces con agua corriente y se secaron -

perfectamente, p~r.a posteriormente ser colocadas en estado. 
I 

seco en cajas petri y estas en un recipiente con el fondo 

cubierto de agua pa~a crear una atmósfera con una humedad 

relativa del 100%. 

Des~ués de cada tratamiento las semillas fueron colo-

cadas en un recipiente que. contenía agrolita (soporte int~Y. 

te y suficiente paril proporcionar las condiciones necesa

rias para la germinación) y se dejan germinar por 7 dÍas, 
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regándolas diariamente. Al cabo de 7 días de germinación, 

se calculó el porcentaje de semillas que germinaron, con

siderando que una semilla ha germinado, cuando se observa 

macroscÓpicamente protruciÓn de radícula. •rambién se con

sideró la capacidad de crecimiento de cada semilla y con

sistió en determinar la longitud promedio del tallo de las 

semillas que germinaron, así como los cambios en peso 

fresco y peso seco de los tallos. 

De los diferentes tratamientos a los que fueron some

tidas las semillas, se seleccionaron a aquellos que causa 

ron un efecto detectable o muy marcado en la viabilidad y 

capacidad de crecimiento de las semillas. 

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla No.l, 

en la que podemos observar el efecto sobre la viabilidad

y capacidad de crecimiento.de las semillas causado por el 

tratamiento u que fueron sometidas las semillas y encontr~ 

mos que el efecto depende tanto de las condiciones de hume 

dad y temperatura como del tiempo de duración del trata -

miento. 

Una observación general, es que en todos los casos -

primero se ven afectadas las semillas en su capacidad de

crecimiento y posteriormente al prolongar el tiempo para

un mismo tratamiento, el efecto se refleja como una dis -

minucion tanto en la cñpacidad de crecimiento como en la-
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viabilidad de las semillas. 

'I'abla No. l Resultados de viabilidad y capacidad de creci 
miento de diferentes lotes de semillas sometI 
das a condiciones de altas temperaturas y/o = 
humedad, para posteriormente ser sometidas a
a condiciones de germinación por 7 días. 

Tratamiento Viabilidad Capacidad de crecimiento· 
(%) (%) 

1 día a 60°c 90 81 

?. d{é!S a 60°c 60 70 

3 días a soºc 80 74 

3 días en humedad· 

a 4o0 c 90 74 

6 días en humedad 

a 40°c 56 59 

3 días en humedad 

a temp. ambiente 92 84.3 

6 dias en humedad 

a temp. ambiente 71.4 69.7 

Kinguno + 95 100 
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4.2 Determinación de los patrones de fragmentación de las 

semillas sometidas a tratamientos con humedad y/o tem 

pera tura. 

Para tratar a las semillas de las que posteriormente

se habría de analizar la integridad de su DNA y capacidad 

de síntesis de Dt:f1, ésta ~ltima, medida como la incorpor~ 

cion de 3H-tim~dina a material TCA-insoluble, se sigue el 

mismo procedimiento antes mencionado al inicio de éste ca 

pftulo, para los tratamientos con humedad y/o temperatura. 

El propósito de analizar. la integridad del DNA de las 

semillas en estudio, fue el tratar de demostrar que el -

tratamiento a que fueron sometidas, se producirí'a un de-

fecto, el cual se manifestaría mediante la presencia de -

fragmentos de DNA de bajo peso molecular. al analizar el

DNA mediante un gradiente. alcalino de sacarosa de 5-?.0%. 

El DlU\ se P.xtrajo de los ejes embrionarios aislados de -

semill<ls tratadas en estado seco: ésto es, sin ser someti 

das a condiciones de germinación. Se trata de relacionar-

el grado del efecto producido con el tratamiento recibido. 

Para obtener el DNA cromosomal, se realizó la extrae-

ciÓn de los nt~c.leos de células de ejes embrionarios. I.os

nÚcleos fueron aislados y después de la extracción del --

d 
• I DNA y su corrimiento en un gra 1ente, este fue cuantifica 

do por medio del ensayo de difenilamina. 
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Para tener una base de comparación, se hizo primero -

la determinación de patrones de fragmentaci6n de un lote

de semillas de alta viabilidad. En éste caso (fig. No.1)-

se pudieron observar dos picos, uno de ellos localizado -

entre las fracciones 17-18, que corresponde a DNA de alto 

peso molecular, extraído de semillas con alta viabilidad

y un segundo pico que se observa en la fracción 22 y que

corre§pondería a o:·m de bajo peso molecular, lo que nos -

podría sugerir que el DI-lA de éstas semillas muestra u.na -
. . 

ligera f~agmentaciÓn de su molécula, aún sin ser sometidas 

las semillas a tratamiento alguno. 

'l'ambién el patrón do fragmentación de las semillas ti;-~ 

tndn:; con temperatura por 1 dfa a 60°c se muestra eJ:'\ la'."' 

figura "'º· 1 En ella observamos que se presentan dos Pi 

cos, uno de ellos en la fracción 18 que corresponde a DNA 

de alto peso molecular y un ligero pico en la fracción -

?.l que indica 0ue existe tamhien Dl'JA de bajo peso mole -

cu.lar. i'or !Jresentar éstas semillas un comnortamiento si-

mil.ar al lote control (representado en la misma figura);-

nodr.i'.a considerarse que el tratamiento al cual fueron so

metidas, aparentemente no tiene efecto alguno sobre la i~ 

tegridod del DNI\. Por otra parte, se puede ohsorvar en l<l 

t<ibla :·:o.l que principalmente la capcicidad de crecimiento 

de éstas semillas, se encuentra disminufda con respecto a 
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un lote control (semillas de alta viabilidad), comparando 

simultanearnente con los otros tratamientos en los que la

caída de viabilidad y capacidad de crecimiento son m~s no 

torios. Podernos, entonces observar que el tratamiento a--

6o0c por un d{a ha tenido poco efecto tanto en la integri 

dad molecular del DNA corno en la viabilidad de las semi -

llas. 
o ' . . . 

P~ra las semillas tratadas a 60 e por dos dias, el r~ 

sultado se presenta en la fig. No. 2 donde podemos obser

var que la fracción donde se tiene la mayor cantidad de -

DNA se le localiza en una región de menor peso molecular, 
I 

esto es entre las fracciones 19 y 22, comparado con el DNA 

de las semillas control, que se muestran en la misma fig~ 

ra y donde el DNf'°: de al to peso molecular es detectado en-

" la f raccion 18. Por ello se puede mencionar que al prole~ 

gar el tratamiento a 60°c por dos días, se esta producie~ 

do de alguna manera que la molécula del DNA sea fragment~ 

da y por otra parte también la viabilidad y capacidad de-

crecimiento han sido notablemente afectadas como se puede 

observar en la tabla No.l para las semillas tratadas dos

d{as a 60°c. 

r:n la fig. No. 3 se muestra el resultado para las sem.!, 

llas tratadas 3 clÍils a SOºc, donde tenemos que su DNA co-

rresponde a :Jr~,\ de ha jo peso molecular, pico 23 comparado 

con el DNA de las semillus de alta viabilidad. Por tanto-
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, 

se puede pensar que se ha producido fragmentacion de la -

molecula. Sin embargo no podemos asegurar de que haya real 

mente fragmentación molecular, dado que el experimento no 

pudo realizarse repetidamente, puesto que se tuvo que dar 

de baja el rotor que se había venido utilizando y no se -

contaba con otro que cubriera las necesidades requeridas. 

Por otra parte los resultados reportados en la tabla-

No.l nos muestran aue el tratamiento ha afectado tanto la 

viabilidad como capacidad de crecimiento de éstas semillas, 

siendo mayormente afectada la capacidad de crecimiento. 

De acuerdo a los resultados observados para las semi-

!las que han recibido diferentes tratamientos al de las -

semillas tratadas 3 d{as a soºc, quizá' podamos especular-
I 

que la molecula del DN/\ ha sido fragmentada, dada la di s-

minuciÓn en la viabilidad .y capacidad de crecimiento que

muestran éstas semillas. Sin poder determinar el grado de 

' ruptura de la molecula. 

El deteriÓro causado a las semillas tratadas a 40°c. 

con una humedad relativa del 100%, podría deberse a las -

condiciones de humedad, o más bien que el daño producido-

fuera el resultado de ambos factores: humedad y temperat~ 

ra, que al aplicarse simultaneamente, se tiene un mayor -

efecto sobre la viabilidad y capacidad de crecimiento de

é'stas semillas. t:sta suposició'n surqe del hecho de que --
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los resultados de viabilidad y capacidad dd crecimiento -

de las semillas tratadas a 40°c sin humedad, reflejan que 

el tratamiento parece no tener efecto alguno sobre estqs

pa ra'metros, (resultado no reportado). 

Por otra parte al analizar la integridad molecular del 

DN/\ de las semillas tratadas a 40°c y humedad relativa del 

100% por un per!odo de 6 dÍas, se identifica un pico en la. 

fracción 20 que corresponde a mm de bajo peso molecular, 

en comparación con el DNA de las semillas control, cuyo -

DNA que es de alto peso molecular, se le ha encontrado en 

la fracci~n 17-18. 

El análisis de la integridad del DNA para e'st~s semi

llas se muestra en la fig. No.4 do.nde encontramos el re -

sultado para las semillas tratadas por 6 d!as en humedad-

ª 4o0 c. Tambi~n se extrajo los ejes embrionarios qe semi

Llcls tratadas por 3 dÚ1s en humedad a 40°c, pero .. los resi.ll · 

tacos encontrados reflejan que la aplicaci~n de ~ste trata 

miento ;.:ior 3 a{as, parece no tener efecto sobre la inteqr_i. 

dad molecular del !)[-.;..'\, (resultado no reportado). 

l.'n tratamiento más consistió en someter a las semillas 

a una atmósfera relativa del 100% y a tem13eratura ambien-

te. 

Aoui resulta conveniente mecionar que estas se~illñs-
,·-,. 

. o 
fueron sometidas a temperatura constante de 24-·25 e duran 



0.3 

0.2 

0.1 

Abs. (595 - 700 nm) 

1 \ 
1 1 1 
1 ,.._J 1 
1 I 1 
1 I '....-.. \ ¡/ 

"' \ 

"' 
/ 

....... "" r\ I \ 
I \ I \ 

'-....¡ ~....._ I • 
'-."' I ......¡ 

..____._ _ _._ _ _.____.1.-__. _ _.._ _ _.__....___. _ _.__...__,____.....__ fracció~ 

2 
Fondo 

4 6 8 1 o 12 14 16 18 20 22 24 26 

Fig. No.4 Patrón de fragmentación de la molécula del DNA 

1) Embriones de alta viabilidad 

2) Embriones de semillas tratadas 6 días 

en humedad a 40°C 

Lote 

2 

r==i 
Abs. 

0.264 

0.225 

Fracción 

18 

20 

tope 

Gntrol -1 



-48-

' te el tiempo del trat.1miento. Los resultados para estas -

semillas se pueden observar en la fig. No.5 donde encontr~ 

mos un pico en la fracción 18, aue corresponde a DNA de al 

to peso molecular, dado que el resultado para las semillas 

control muestra tambieh el DNA de alto peso molecular en -

la fraccio'n 17-18, lo que indica que el efecto del trata -

miento no ha sido sobre la integridad del DNI\ de éstas se-

millas. A la vez al analizar la viabilidad y capacidad de

crecimiento de ¿stas semillas, encontramos que el efecto -

producido por el tratamiento a temperatura ambiente y una-

humedad relativa del 100%, se detecta muy liger<imente so -

' bre los narametros de viabilidad y capacidad de crecimien-

to:• tanto 'al aplicarse el tratamiento por 3 d{as como por 6 

En lo que se refiere a la. integridad molecular del Dt1A 

los resultados indican que no se tiene ruptura del DNI\, 

ouesto que se tiene el mm de alto peso molecular en la mis 

ma fraccio'n que las semillas de al ta viabilidad. Los resul 

tados se muestran solo para las semillas tratadas 3 dÍas -

en humedad a temp, ambiente en la fig, r~o. 5 

Id l • ,Id 3 • ':'I' 4. 3 Determinacion e a incor:1orac1on e il-t1rn1c11na a ma-

terial insoluble en TCI\, (determinacio~ de la síntesis de-
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Se determin¿ la capacidad de síntesis de DNA, median

te la cuantificacio'n de la incorporación de 3H-timidina a 

material TCl1-insoluble, durante la imbibición de los ejes 

embrionarios a diferentes períodos de tiempo, de las semi 

llas tratadas 1 y 2 atas a 6o0 c, 3 d{as a 5o0 c, 3 y 6 días 

en humedad a 40°c, 3 y 6 dÍas en humedad a temp. ambiente •. 

gsto se hace con el propÓsito de tratar de asociar el da

·ño al DNA con la capacidad de síntesis del mismo en las -

scrnillñs tr«itndñs y con el efecto en viabilidad y capaci-

d;i0 de cr.ccimiento. 

r.os pedodos de tiempo ñ los que se analizó la canti

dad dn 3n-timidina incorporarl.:i; fueron: O, 5, 10 y 15 horas 

de imbihiciÓn. 

Para los ejes embrionarios de las semillas co,ntrol, e_!! 

centramos que se tiene un constante incremento en la inco! 

' I porac1on de timidina marcñda desde el tiempo O hasta las -

15 horas de imbibición. Estos resultados ·se muestran en la 

fig. t~o. 6 donde adema's se reportan los resulta dos encon -

tr;idos para las semillas tratadas 1 y 2 días a 6o0 c. 

Como se puede observar, la incorporación de timidina

marcñda en las semillas tratadas l día a 60°c, comienza -

lentamente incrementandose la .incorporación después de las 

10 horas, sin alcaner, no obstante los niveles obtenidos-

para las semillan control. Por otro lado, el tratamiento-
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por 2 dÍas a 60°c, produce una gran disminucion en la cap~ 

cidad de incorporación de 311-timidina a material TCA-inso 

luble de ~stas semillas. De hecho, se podría decir que los 

ejes embrionarios de e~tas semillas son incapaces de sint~ 

tizar DNA durante el pedodo estudiado. 

Sn la fig. No.7 se reporta el resultado para las semi 

' soº d · ' · !las tratadas 3 d1's a C, presentan ose una c1net1ca -

similar al lote control hasta las 5 horas: despu~s pare-

ce presentarse una disminución.en la cin~tica de incorpo

racio~ del material radioactivo entre las 5 y 10 horas,--

comparando con el incremento observado en las primeras 5~ 

horas, para posteriormente presentarse un aumento hasta -

alcanzar casi los níveles de las semillas control. Esta -

gráfica nos señala que si no existe una cinética igual e~ 

tre las semillas control y la9 semillas tratadas, sí par~ 

ce haber una recuperaci~n en la capacidad de síntesis de-

éstas semillas. 
o Para las semillas .tratadas con humedad a 40 e por 3 y 

6 d{as, se tiene una total inhibición en la incorporación 

de tim.idina marcada, durante las 15 horas de imbibicion, -

sin mostrar en ningJn momento de éste período, recupera -

cion alguna en dicha capacidad, fiq. No.8 

Los re.sultados obtenidos en ejes embrionarios en con-

diciones de humedad a temp. ambiente, al ser analizados,-
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nos muestran que el efecto producido sobre la capacidad de 

síntesis de DNl1 1 no es significativo, ya que se tienen ci 

néticas muy similares para los tres lotes de semillas: 

control, 3 ~,6 días en humedad, resultados que se muestran 

en la fig. No.9. 

4.4 Determinaci6n de la integridad del DNA por electrofÓ-

res is,.. 

Análisis de la integridad molecular del DNA de semi -
I 0 , 0 l.las tratadas 2 dias a 60 e y 6 dJ.as en humedad a 40 e 'por 

corrimiento electrofÓretico, fueron realizados por Sergio 

LÓpez M. Los resultados revelaron que éstos tratamientos 

a los que fueron sometidas las semillas tienen gran efec~ 

to sobre la integridad del DNA, produciendo una serie de-

fragmentaciones que se manifiestan como un barrido obser-

va ble en geles de agarosñ. Este barrido es significativo-

de las rupturas sufridas por el DNA de semillas tratadas. 

1n DNA de semillas control, por otro lado, se muestra co-

mo una banda intensa que escasamente se mueve del punto -

de aplicación. 8ste resultado puede observarse en la fig. 

No.10. En ella encontramos que el barrido fue mayor para

el DNA de semillas tratadas 6 aías en humedad a 40°c, lo-

que sugiere aue el número de fragmentaciones de la 'molécula 
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del DNA es mayor en éstas semilla& que en aquellas trata

das 2 días a 60°c. 

Fig. No.10 ' Resultado de analisis de la integridad mole-
cular del mm de semillas

0
control y de semi

llas tra5adas 2 d{as a 60 e y 6 días en hume 
dad a 40 c. por corrimiento electrofÓretico: 
en geles de agarosa • 

. '; ·\/;: 
'. r 
) ' 

····-----··------__ e __ -------~---------------____ __I 

La técnica a seguir para éste análisis, consistió pri 

meramente en la extracción de los núcleos de ejes embrio"' 

narios de lotes de semillas secas, que habían sido trata

das dos días a 60°c, 3 días a soºc y 6 días en humedad a
. o 
40 c. 



-se-
La metodología seguida hasta la extraccio~ de núcleos, 

se realizó como se describe en el capítulo de materiales

Y métodos en la sección (3.2.2). Posteriormente a la ex -

tracción de núcleos se continuó con la digestión alcalina 

por 2 Ó 3 horas, aislamiento y resuspenciÓn del DNA en bu 

ffer de citratos (pH 7.6). Enseguida se efectu¿ una des -

proteinizaciÓn por extracciones repetidas con una mezcla-

de solventes: cloroformo-isopropanol (24:1) para remover

ª las proteínas y posteriormente diálisis del material ob 

tenido. 

Para la electrofÓresis se utilizaron geles de agarosa 
I 

al O .4%. Despues de un corrimiento por 2 a 2lí horas, los-

c;:reles fueron teñidos con bromuro de etidio y las bandas -

de DNA se revelaron con luz ultravioleta. 
, 

Los resultados obtenidos por .Sergio Lopez, corroboran 

los obtenidos y reportados en ésta tesis, en lo referente 

a la fragmentación molecular del DNA para las semillas 
f o ( o . ( 

tratadas: 2 dias a 60 e, 3 dias a 50 e y 6 dias en hume -

dad a 40°c. 
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V. DISCUSION. 

Los resultados que se observaron en la tabla No. 1 se 

puede· analizar tratando de relacionarlos con los resulta-

dos obtenidos en los estudios tanto de la integridad del

DNA, como de la capacidad de incorporación de timidina r~ 

dioactiva en el DNA de los ejes embrionarios de semillas-

tratadas. 

Aparentemente, la disminución en la capacidad de creci 

miento de las semillas no tiene efecto algÚno en la inte-

gridad del DNA. Esto se observa tanto por gradientes de -

sacarosa, como por geles de agarosa como lo muestran las

semillas que fueron tratadas 2 d{as a 60°c y 6 d{as en hu 

mP.dad a 4o0 c. Sin embargo, cuando aparte de la disminu 
l : 

·'
1 1 1 'ddd • c1on en a capac1 a e crecimiento, se disminuye tambi~n 

la viabilidad, se puede observar que el DNA obtenido de ~ 

los ejes embrionarios de éstas semillas posee un menor p~ 

so molecular que el DNA de las semillas no tratadas. Se -

podrfa entonces establecer una relación entre la disminu

ción en la viabilidad de las semillas tratadas bajo dife-

rentes condiciones de temperatura y humedad, y la integri 

dad del DN/\ de ~stas semillas. Una conclusi~n semejante -

ha sido establecida por Cheah y Osborne (1978) en su est~ 

dio de la relación entre envejecimiento de semillas de ce~ 

,.• 
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teno, baja capacidad de germinación y daño al DNA. 

Mecanísticarnente, se podría sugerir que el daño produ 

cido al.DNA durante los tratamientos utilizados tendría -

que ser reparado en las etapas iniciales de la germinación 

de las semillas. Si por algun motivo, como por ejemplo ex

cesivo daño o reparaci~n deficiente, la reparación no se-

lleva a cabo, los procesos que dependen del DNA como la -
, , ' transcripcion y por tanto traduccion, podrian tambien ver 

se afectados y en c,nsecuencia la germinación en general

podrfa verse reducida. 

En el caso de las semillas tratadas por 2 d!as a 60°c, 

la síntesis de DNA muestra una fuerte ca1da, que nos hace 

suponer que el fraccionamiento de la molécula del DNA no

na si.do reparado, lo cual podría deberse de alguna manera 

a que las enzimas encargadas de la reparación han sido 

afectadas, por alteraci~n en el proceso de transcripciÓn

y en consecuencia en la traducción de éstas emzimas. 

La evidencia actual aumenta en cuanto a crue una enzi

ma esencial para la reparación del 7.JNA como lo es la DNA

ligasa, está deficiente en semillas envejecidas (Osborne, 

198 2) • 

Por otra parte debemos considerar aue además del siste 

ma·· enzimático reparativo también estuviese dañada alguna

de las enzimas participantes en la replicación del DNA y-
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por ello no estuviese ocurriendo incorporación de 3H-timi 

dina a la molécula del DNA remanente. 

De manera similar podrían interpretarse los result~~os 

para las semillas tratadas 3 y 6 dÍas con humedad a 40°c. 

Sin embargo, la síntesis de DNA no puede especificarse sí 

es de tipo ~eparativo o replicativo y solo se considera,

para el análisi$ de los resultados, el sí existe o no in~ 

corpora:ión de material radioactivo. 

La relación existente entre disminución de capacidad

de crecimiento o de viabilidad y la incorporación de tim! 

dina radioactiva (síntesis de DNA) es menos clara. Algu -

nos tratamientos que solo dañan la capacidad de crecimie~ 

to, como 3 d!as en humedad a 40°c, también dañan profund~ 

mente a la capacidad inicial de síntesis de DNA, mientras 

que otras que también disminuyen la viabilidad como 3 dí

as a soºc, tienen poco efecto sobre la capacidad sintéti

ca temprana. En general, sin embargo, podría decirse que-

la mayorÍf1 de los tratamientos que tienen algun efecto so 

bre viabilidad y/o capacidad de crecimiento afectan en ma 

yor o menor escala la capacidad inicial de síntesis de 

DNA. Podr:ía sugerirse que existiera un retardo general en 

la cronologia del proceso germinativo y que por esto la -

síntesis de DMt, tambie'n se ve retardada. 

Por otra parte no se cree crue exista una relación fuer 



te o directa entre daño a la integridad del DNA y daño a

la capacidad de síntesis de DNA. 

Podl'.!mos concluir que: •roda tratamiento que afecte la

integridad de la molécula del DNA va a producir simultáne~ 

mente disminución en la capacidad de crecimiento de las -

plántulas originadas· por las semillas tratadas y disminu

ción de la viabqidad de las semillas. 

Por otra parte la disminución en la capacidad de sín

tesis se DNA durante la germinación temprana de éstas se

millas, no siempre se relaciona con la d
0

isminuciÓn en la

capacidad de crecimiento y viabilidad. 
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VI. CONCLUSIONES. 

l. Se demostró que al someter a las semillas de maíz

ª diferentes tratamientos con temperatura y/o hum~ 

dad, se produce algún deterioro en las semillas que 

se refleja primeramente en la viabilidad y·capaci

dad de crecimiento de las mismas. 

2. El grado del daño producido depende tanto del trat~ 

miento a que fueron sometidas las semillas, as! ca 

mo del tiempo de aplicación del tratamiento. 

3. Al analizar la integridad molecular del DNA de cada 

lote de semillas tratadas, se encontró que de man~ 

ra general cuando el daño al DNA es poco signific~ 

tivo o no hay daño, las semillas afectadas presen

tan primeramente una disminución en su capacidad -

dc:crecimiento. Fcro cuando hay ruptura de la moli 

cula del DW\ el daño se refleja mediante la dismi

nución tanto de la capacidad de crecimiento, come

de la viabilidad de las semillas. 

4. Ho se pudo establecer una relación evidente entre

el da'ño a la mole'cula del DNA y la capacidad de 
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sí'ntesis del mismo: ya que SEl encentro que algunas 

semillas con molécula de DNA fragmentada por el 

tratamiento recibido, aún son capaces de sinteti -

z~r DNA al ser puestas en imbibición. 

5. Para algunas semillas, particularmente las trata -

d , 6 o - , h o das 2 iap a O e y b dias en umedad a 40 e, se -

presenta una caída total en la incorporación de ma 

terial radioactivo desde las primeras horas de la

germinación, lo aue podria sugerir que adem~s de -

existir fragmentación molecular del DNA por el tra 

tamiento, de alguna manera ha sido afectado tam -

bién el aparato encargado de la s{ntesis de DNA, -

el cual no ~resenta rec~peraciÓn alguna durante 

las primeras 15 horas de germinación. 
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