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I, INTRODUCCION.

Sabemos que el maiz es un producto de importancia, ya-
que es badsico en la alimentacion, tanto de nuestro pais -
como en América Latina. Sin embargo, con frecuencia hos -
encontramos con problemas en el rendimiento y:calidad del
maiz, debido entre otras causas a los cambios climatologi
cos a los que son expuestas las semillas antes de ser usa

-

das en la siembra.

En la investigacidn experimental que llevo al cabo, se
condicionan las semillas mediante tratamientos artificia~
les en funcidn de pargmetros tales como: temperatura, hu-
medad y tiempo para poder apreciar cambios fisioldgicos -

y/o ultraestructurales, si estos se presentaran. Ademas

. . . . s e
se analiza la capacidad de germinacion y crecimiento de
los embriones del maiz, (Zea mays criollo) explorando a la

vez algunas de las alteraciones a nivel molecular,.

1.1 Breve informacion sobre el maiz.

El maiz es una planta gue pertenece a la familia de -
las gramineas, con tallo grueso, de uno a tres metros de-
altura, seqin la especie; hojas largas, lanceoladas, pla-

nas y puntiagudas, flores masculinas en racimos terminales
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y las femeninas en espigas axilares, resguardadas por una
vaina, Corresponde a la especie Zea mays. Las flores feme
ninas forman espigas y se insertan sobre un eje esponjoso
que al madurar el grano se le llama zuro u olote: la hoja
o bractea que la envuelve se denomina chala, tusa o jolo-

che,

Usos del maiz.~ El maiz tiene muchos usos, y sus pro-
ductos secundarios son adn mds numerosos. En México se -~
consume principalmente en forma dé tortillas, pozole, en-
tre otros. Del mafiz se produce una bebida llamada chicha,
ﬁue se elabora por fermentacidn; también se hace del maiz
una harina. El mafz es rico en almidon Yy se considera co-
mo un alimento muy completo, pues proporciona protefnas,—
calorias, grasas y fierro; por ello su gran demanda en la
alimentacich. También se hace un jarabe del almiddn de ma
iz, del cual se obtiene azicar de maiz o glucosa. El almi
doh calentado y pulverizado se convierte en dextrina, en-
eésta forma se emplea para preparar pastas adherentes y m
cflagos.

De los granos germinad051sé«sebafan los»gé%menes de -
donde se extrae el aceite &e mafz,iel.cual ademés de uti-
lizarse como alimento, es empleado en la fabricacidn de -

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

El alcohol de maf{z se emplea en la fabricacion del cau
cho artificial. De las tusas de la mazorca se extrae el ;
furfural, importante en la elaboracidn de resinas, disol-
ventes e insecticidas. La pulpa de la cana del maiz se em

plea en la fabricacidn del papel.

Coqgcha y almacenamiento.- No se debe cosechar el maiz
hasta que su contenido de humedad se reduzca a un 20 & 30%,
las mazorcas no pueden ser almacenadas sin peligro, si --.
contienen mds del 30% de humedad. Para que el almacenémieg
to pueda durar un afo aproximadamente, la humedad debe ser
del 12.5% o inferior. 4

La solidez estructural y la ventilacidn, son los dos-
principales requisitos que debe reunir el sitio de almace |

namiento de las semillas.-

1.2 Germinacion, viabilidad y capacidaﬁ‘de crediﬁiénﬁo.
Se considera que la germinacion es un conjunto de.fe-
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 aguella .de la cual proviene, Para que-
puedan germinar las semillas, es necesario.que reunan --

ciertas condiciones propias de la semilla o intrinsecas y
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gue ademdas ocurran otras dependientes del medio en aque se
hallan o condiciones extrinsecas. Por las primeras la se-
milla debe estar sana y bien conformada, y haber alcanzado
la madurez fisiolddica: es decir, que pueda secretar las-
diastasas necesarias para transformar las materias que ne
cesita para su primer desarrollo. En las gramineas prece-
de la madurez fisioldgica a la morfoldgica, mientras que-
muchos frutales de semilla, alcanzan la madurez fisioldgi
ca al afio de la recoleccion. La facultad germinativa se -
conserva durante cierto tiempo, el cual es mﬁy Breve en -
algunas semillas, como por ejemplo las semillas del café,
y otras tienen una capacidad germinativa que se prolonga-
por mas tiempo como en las amildceas, por ejemplo: el tri
go.

N

Lés-c&ndicioneﬁ‘éxtr{nsecas mas importantes son: el -
- o8
aqua, el aife‘y la temperatura. El agua es indispengable-
para romper los tegumentos, facilitar la salida del em™-=
brion y‘también para las reacciones quimicas de éste pro-
ceso. El aire les es necesario para su respiracidn, como-
lo es para la planta, pues en atmdsfera carente de oxige~
né no germinan. Segun la especie hay una temperatura mini
ma, debajo de la cual la semilla no puede germinar, y una

N . o 7 s
masima, pasada la cual peligra el embrion; entre ambos 1li

mites se encuentra la temperatura favorable para el desa-
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rrollo del embridn. En el trigo la minima es de 0 C, la ma

. 0 ‘s o 14 I
xima de 45°C y la optima de 287°C; en el maiz la minima es
o 4 o ‘o o

de 9°C, la optima de 33°C y la maxima de 43°C. El proceso
, .
de germinacion comienza con un aumento de volumen a conse
cuencia del agua absorbida, aparicidh al exterior de la -

] . P4
raicilla; momento en el que el peridde de germinacion ha-
terminado y después aparece el talluelo con los cotiledo-
nes y la géhula o plﬁmula, la cual desarrollandose produ-
ce las primeras hojas,

Hasta este momento la nueva planta vive de sus reser-
vas y cuando estas se agotan seunuﬁrevahora»de los recur-

sos ambiontales,.

Las semillas son resisteﬁﬁéé‘§”phéden manteﬁer su ca-
pacidad de germinacidh o viabiiidad, si se les proporcio-’
na el medio adecuado para su reactivacion. B

La capacidad de crecimiento de una semilla’ es la con-
dicion en la que la semilla alcanza el mdximo de sus capa
cidades potenciales, para germinar satisfactoriamente en-
un rango amplio de condiciones ambientales, utiliéahdq —

5us reservas para originar una nueva planta.

1.3 cambios fisioldgicos y/o ﬁltraestrupturales(enlcélu -
las de semillas de plantas superioreé,:que hén sido some-

tidas a diferentes tipos de stress.
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Crevecoeur, et. al. (1982) en su estudio de los efec-
tos de la temperatura subminima en la fisiolog{a y ultra-

estructura de los embriones de maiz durante la germinacién,
sefalan que la exposicion a bajas temperaturas de las se-
millas de maiz durante la germinacion, provoca varias al-
teraciones estructurales en las celulas de la raiz. Estos
cambios se presentan en proplastidos, mitocondrias y nu -
cleolos. Sus resultados indican que los mismos sitios ci-
topl&smicos y nucleares son afectados en las células de la
raiz, cuando las semillas se exponen a.bajas temperaturas
durante la germinacion, y que todos los cambios observa-+
bles son reversibles despuéé:de la exposicioﬁ a 4% duran
te 8 ¢ 10 dias, pero se vuelven irreversibles cuando el -
periodo de enfriamiento se prolonga por mas de 20 dias. -
En cuanto a cambios fisioldgicos, reportan que las semi--
llas germinadas por 72 horas a 16 y posteriormente some
tidas a 4°C por periodos de 6 a 8 dias, para nuevamente -
sexr incubadas a 16°C, muestran una recuperacidh de su de-
sarrollo, en todos los embriones, pero cuando el perio&o-
a 4% 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 periodo de exposi--
cion, Después de 26 dias S mds a 4°¢, todos los embriones

mieren,
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Baszczynski, et. al. (1983) realizan un estudio sobre

la regulacion de la expresidn gendtica en maiz por shock-
con calor, donde reportan que la respuesta de las pléntu—
las del mafz al shock con calor involucra una nueva sinte
sis y/o su incremento, de un grupo de polipéptidos o pf§~
teinas, llamadas proteinas de choque térmico (HSP) andlo-
gas a agquellas encontradas en células animales y otros ~--
sistemps de plantas superiores, que han sido sometidas a-
un stress termico. Sin embargo, se ha reportado que solo-
en algunos casos, el cambio en el patrdn de polipeptidos~
sintetizados después de un shock con calor, es el resulta
do de una nueva transcripcién (Ashburner, M, y Bonner,‘J.

J. (1979): Key, et. al. (1981); Kruger y Beneche (1981))
En algunos casos los cambios en los tipos de protef--

nas sintetizadas en respuesta al shock con calor, han mos
trado involucrar alteraciones en la transcripcién de RNA,
asi como una asociacidn selectiva de RNAs mensajeros par-

ticulares, con polisomas. In vitro, la traduccidn 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 reg
puesta al shock con calor involucra una nueva transcrip -
cion v/o un incremento de ‘la misma (Kelley, P.M., et. al.
(1980); 3choffl, F. y Key, J.L. (1982)).

“dward, et. al. (1981) reportan como resultado de su-
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estudio sobre el efecto de la temperatura, en la composi-
cion de lipidos y en la respiracicn en células de la ralz
de trigo, que la composicidn en dcidos grasos de la raiz-
de plantulas de trigo cambia en respuesta a la temperatu-
ra, el nivel del dcido linolenico (en particular) se in =
crementa, mientras que el dcido linoléico disminuye. La -
distribucion de las diferentes clases de fosfolipidos, no
es influida por la temperatura.

El efecto en la respiracién de las células’de la raiz
de trigo, se midio bajo diferentes ranéos de temperatura-~
y la velocidad de respiracidn decae conforme la temperatu
ra disminuye. ‘

Kelley, et.al. (19‘86‘)_: schoff y Key (1982): y Fleck,-
et. al. (1982) realizan"ﬁh estudio del patrdn protéico, -

en protoplastos de Nicotiana sylvestris, sometidos a un -

shock osmético, y reportan que la mayoria de las protei -
nas sintetizadas normalmente en células en medio isoténi-
co, no son sintetizadas en €stos protoplastos: en particu
lar la subunidad peguena de la ribulosa bifosfato carboxi
lasa esta ausente. Sin embargo, se observa la presencia -
de algunas nuevas proteinas. Ellos demostraron previamen-
te que estos cambios en la expresioén genética, .en los pro
toplastos aislados, ocurren a nivel de transcripcion.

En el andlisis del patrdn protéico de protoplastos, se



-9
detecto la presencia de un grupo de prote{nas de elevado-
peso molecular, las cuales no se presentan en células cul
tivadas en medio isotdnico e hipertonico, ésto indica que
éstas proteinas son especificas de; estado de los proto -
plastos y parecen relacionarse con la sintesis de la pared
celular. Por otra parte, se observd la presencia de un gru
po de proteinas comin al patrdn protéico de protoplastos-
y de células en medio hipertdnico, lo que indica que €stas
proteinas estan relacionadas directamente con la alta --
fuerza osmdtica, dada la condicidn de ﬁn medio hipertoni-
co para manterier la viabilidad de los protoplastos y ade-
mas, que éste grupo de proteinas no esta presente en 'célu
las cultivadas en medio isoténico,

Morris, et. al. (1981) realizan un esﬁudio‘de'la adap
tacidn 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 irriga
cidn suplementaria, muestran cambios en su desarrollo fi-
sioldgico, en respuesta a la atmdsfera de humedad en la -
que son desarrolladas. Las plantas desarrolladas en condi
ciones de alta humedad desarrcnllan mas extensamente su —-
sistema radicular, mientras gue las plantas con irrigacién

natural desarrollan grandes tallos y pequefios sistemas ra
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dicula;es. La apertura mdxima del estoma fue observada al
inicio de cada fotoperiodo. El estoma de las plantas en at
mosfera de alta humedad permanece abierto por un per{odb—
mas prolongado que el de aquellas plantas con irrigacidn-
natural,

Reducciones significativas en la fijaciéh neta de car
.bono, generalmente se presenta con un decremento en la a-
pertura del estoma el cual coicideicon periodos de ele&aq

' . ' / s + 4
das temperaturas, baja humedad relativa, maxima radiacion

solar y stress con agua.

1.3.1 Baja viabilidad, sintesis de prote{nas y sintesis.de
RNA,

Estudios en embriones de trigo, extraidos de semillas
almacenadas por largo tiempo, han mostraéo una gran decli
nacién en la sintesis de proteinas, lenta germinacién‘y -
baja viabilidad (Roberts, 1972).

Diversos estudios a nivel bibquimico_dé'sémillas de bé
ja viabilidad se han realizado, para tratar de encbntrar;
la razdn de la caida en la sintesis de proﬁeihas, ya sea-'
por efecto directo sobre el proceso de traduccidn, o bien,
como una consecuencia de algin dafio producido a otro ni -
vel y segin su relacién con la baja viabilidad.

]

Abu~-Shakra y Ching (1967) sugieren que la baja viabili
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dad de semillas envejecidas es una consecuencia de la ba-
ja actividad mitocondrial.

quon {1949) asocia la baja viabilidad de las semillas
con la baja actividad de enzimas participantes en el siste
ma respiratorio.

Berjak y Villiers (1970-72) y Hallam, et. al. (1972a-
b} sehalan 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'élteracibnes a cémbios-celg
lares a nivel estructural, o

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-
hibicion total del sistemg de sintesis de proteinas.

Oéborne-y Roberts (1973) seflalan que tanto RNA riboso
mai 253 como 185 exhiben una fragmentacidn progresiva, --
asociada a la baja viabilidad de semillas de centeno.

Estas mismas observaciones se han hecho en ejes embrio
narios no viables de semillas de chicharo (Bray y Chbw, et.
al. 1976). L

Osborne (1976) concluye que los émbrioneé”cbh>béja via
bilidad, mﬁestran tambi€n una baja capacidad en la incor-

poracion de precursores dentro del RNA y las proteinas.
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uste decremento en la incorporacidn puede ser relacionado
con el bajo valor de germinacién de embriones de béja via
bilidad. |

Estos mismos sintomas también son tipicos en semillas
gue han sido tratadas con irradiaciones gamma durante las
primeras horas de imbibicidﬁ (0Osborne, 1977).

Osborne (1977) sefiala que lesiones no reparables-en el
DNA, podrian afectar la sintesis de RNA codificado poﬁ el
locus que ha sido dahado. o o S

Si la actividad de cualquier enzima repafativé,es afg.‘
nuada durante el periodo de almacenamiento Be‘laslsemilla§
y el dafio al TNA afecta a aquellos cistroneé_que codificén
para las proteinas con funcion enzimatica reparativa (par
ticularmente si e€%tas enzimas son codificadas por genes -
dnicos), un programa de deterioro irreversible se habra -
iniciado. Sugiere ademis que el dafio en la funcion enzimg
tica para la reparacion del DNA, puede ocurrir durante el
almacenamiento de las semillas y puede ser un factor de -
gran influencia en la disminucidn de la actividad metabo-
lica sintetica y la ba ja germinacién de las semillas al -

[} s 0 [} ’
ser puestas en imbibicion.

1.4 Inteqridad del DNA en semillas de plantas'yrlajimhdr-

: Bl ’
tancia de su reparacion. .
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Es sabido que la molécula del DNA es relativamente fragil,
que se lesiona con facilidad. La integridad de la informa

cion contenida en dsta molécula esta protegida por un sis

tema enzimdtico, capaz de reparar los danos causados ya -

sea por agentes fisicos o quimicos; pero a la vez, la ca-

pacidad de este sistema se encuentra restringida por la -

gravedad de la lesidn producida en una de las cadenas del

DNA v podré repararse siempre que se mantenga la integri-

dad de la cadena complementaria.

En términos generales, la particip’acio’n de este siste
ma consiste en la deteccidn del daho, su eliminacidn, sig
teis de la fraccidn ya corregida y finalmente la insercidn
de este nuevo fragmento dentro de la molécula remanente.-
De ésta manera se logra evitar en algunos casos el que una
lesidn se convierta en una mutacidn, protegiendo la inte-
gridad del genéma de los defectos y cambios mutagénicoé.-
Sin embargo, este sistema puede verse afectado en su capa
cidad funcional, lo que conduciria a una modificacién del
genéma sin que este pueda ser re-establecido, dando lugar
a que las lesiones producidas terminen convirtiéndose en-
una serie de mutaciones hereditarias, »

En las plantas superiores las evidencias bioquihicaSr
para la reparacidn de las lesiones causadas al DNA se en-

cuentran en desarrollo, y se tiene solo escasa informa --
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cidn ai respecto,

Para iniciar el estudio del comportamiento de los meca -
nismos reparativos en respuesta a cambios ambientales en-
plantas superiores, es importante considerar que las con-
diciones de desarrollo varian para cada especie y varie -
dad de plantas y que estan determinadas por las condicio-
nes que prevalecieron durante la formacidén de la semilla,

y por la informacion hereditaria almacenada en las mismas.
Entre ias condiciones requeridas para que una semilla.gqi
mine, se pueden mencionar: humedad, temperatura, luz y at
mosfera gaseosa adecuada: luego entonces, alteraciones en
alguno o algunos de éstos factores, pueden provocar una -
disminucidn en la capacidad de germinacién de las semiliﬁs,
probablemente por cambios en el material genético, que po
drian ser de dos tipos: a) a nivel molecular, lo que ori-
glnarla mutaciones genetlcas, o bien b) a cambios que alﬁ
teren el numero de genes o su localizacion.

1.4.1 Integridad del DNA en semillas secas'y su rglaciéh-v~

con baja viabkilidad. R

Cuando una leslon producida al DNA de semillas se con

vierte en una mutacidn, espa es reflejada‘por una serie -

de variaciones morfoldgicas en las plantas originadas por

estas semillas. Estas alteraciones han sido detectadas --



~15~
con ffecuencia en plantas de gemillas que han sido almace

nadas en estado seco por tiempo prolongado, en relacion -

con aquellas plantas originadas por semillas recieh cose-

chadas, como lo reporto De Vries ya desde 1901.

Cheah y Osborne (1978) encontraron gque tanto el enve~
jecimiento natural como las irradiaciones gamma de las se
millas, producep un incremento en la fragmentacién del -
DNA. Ellas analizaron por autorradiograf{a, después de ==
cuantificar la incorporacicn de 3H-dCTP dentro de los ni-
cleos de cortes de embriones de centend en presercia de -
la 3'-0H deoxinucleotidil transferasa terminal de timo de
terner&, el alto nimero de fragmentos de cadena sencilla-
detectables en el DNA nuclear, en preparaciones fijas de-
secciones de embriones de semillas con un largo periodo -

+de almacenamiento, cuya capacidad de germinacion correspon
dia a un 0%, También realizaron preparaciones de embriones
frescos, con un 95% de germinacidn y de embriones con una
capacidad de germinacidn del 95% despues de haber sido -
irradiados {radiaciones-gamma-50kR) en estado seco.

Las diferencias en la integridad del DNA se pueden de
mostrar tambien por fraccionamiento electrofdretico. Los-
resultados mostraron que el NNA de los embriones con una-
capacidad de germinacién del 95% es predominantemente de-~

elevado peso molecular, con solo unos cuantos fragmentos-
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de bajb peso molecular, mientras que una gran proporcién-
de éstos ultimos, fueron detectados en el DNA de semillas
no viables,

Una observacion de gran interds es el hecho de que -~
existe un incremento en la degradacién del DNA, cuando -~
los embriones no viables son imbibidos en agua por 18 ho-
ras, antes del aislamiento de los nicleos.

Un andlisis en el densitdmetro de Feulgen de prepara-.
cione; de secciones de embriones, refleja que la cantidad
total de DNA por nticleo durante las 18 horas de imbibicidn
permanece constante, entonces la fragmentacidn proaresiva
del DNA con el tiempo, es atribuible a una continua acti-
vidad de endodesoxirribonucleasas asociadas a la cromati-
na.

En semillas, durante la:maduracién del embridn, la -
fragmentacidn del DNA nuclear y la activacidn de las DNA-
sas ocurre in vivo. ‘Esta disminucidn en la integridad del
DNA, puede ser la fuente de las aberraciones cromosomales
y el daTio observado en la transcripcidn, cuando las semi-
llas de baja viabilidad germinan (Cheah y Osborne, 1978).

Investigaciones en semillas de chfcharo, haba y ceba-
da, tratadas con humedad y temneratura en diferentes ran-
gos, han mostrado pérdida de la viabilidad de las semillas

3 / s
en diferentes grados y acumulacion de aberraciones cromo-
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somicas durante las primeras divisiones de log meristemos
de las raices, siendo durante la anafase mds facil de ob-
servar el dafo causado a loz cromosomas.

~ De Vries (1901) fue el primero en relacionar los bajos
poréentajes de germinacidn de las semillas de baja viabi-

lidad de Genothera lamarckiana, con el gran nimero de al-

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

en el DNA,

1.4.2 Relacion entre mutagénesis y repafacién ael DNA du-
rante la germinacién.

La integridad de la informacidn contenida en el DNA -
ée 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 actuaran en-
la correccidn de éstos defectos, siempre cue la informa -
cion de la cadena complementaria este intacta.

In 2229 el DNA puede experimentar diferentes tipos de
lesiones: 1) se pueden perder bases pﬁricas como resulta-
do del. cambio en el pH 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-
quimicos del entorno pueden modificar una o més bases, 4)

los rayos X ¢ la luz ultravioleta provocan con frecuencia
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la dimerizacidn de dos residuos de timina adyacentes, pro
duciendo un dimero de timina.

Existen tres tipos principales de mecanismos de repd-
racion: el primero, la fotoreactivacion enzimética: el se
gundo llamado proceso de reparacio% por recombinacidn. Es
tos mecanismos se presentan en organismos procariontes. -
Un tercer tipo, es la reparacién por excisidn, el cual se
efectua gracias a la accidn secuencial de cuatrb activida
des enzimdticas. Por ejemplo, si el defecto eé un dimero-

, i
de timina, éste es detectado por una endonucleasa prove -
cando una incisidn en el costado 5' del defecto: entonces
el segmento defectuoso es sustitufdo por el par de basesf
correcto por accidn de la DNA polimerasa, previa excisidn
del segmento defectuoso. Después, la nueva hebra se une -
por su extremo 3' al extremo 5' del extremo remanente, por
accidn de la DNA ligasa: mecanismo al que se le ha denomi
nado proceso de "corte, parcheo y soldadura",.

kEn embriones de semillas viejas considerando que el =
DNA ha sufrido algﬁn dafio, la excision, reparacion y liga
miento de bases correctas para corregir una de las cadenas
danadas, podra efectuarse dependiendo de la actividad de-
las DNA polimerasas y de la disponibilidad de ATP, lo que
se detectara por medio de niveles elevados en la ihporpo—

racidn temprana de timina radioactiva (OsborneL-lQBZ)}‘
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Una posible explicacién a la presencia de DNA con coxr
tes durante la germinacidn de semillas viejas, podria ser
que la polinucledtido ligasa es dafada funcionalmente du=
rante el almacenamiento, tanto que, los extremos 3'-hidro
xilo y 5'-fosfato de desoxirribonucleotidos adyascentes a
cada sitio de rompimiento, no sean debidamente unidos (Os
borne, 1982).Pauling y Hamm {1969) muestran que en muatan—.
tes de E. coli con solo un 4% de la actividad normal de -
ligasa, la abertura producida por rompimiento de una de -
las cadenas permanece asi por mas tiempo de lo normal, ori
ginando uné alta frecuencia de anormalidades en la post-re
plicacion y recombinacidn.

Cuando la actividad del procesc reparativo es total,-
la lesidn que provoca el rompimiento en una de las cadenas
pruede entonces ser reparado y continuarse la germinacidhr
con una probabilidad muy baja de que pueda presentar algu

./
na mutacion.

1.4.2,1 Evidencia de la reparacion del DNA en semillas de
plantas superiores. '

Se tienen referencias de qué‘tanto én semillas viejas,
como en aquellas que han sido cosechadas recientemente se
lleva a cabo un proceso reparativo durante la germinacidn

temprana, previo a la replicacién del DNA, el cual se re-
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fleja como\uﬁ aumento en la incorporacion de timina tritia
da dentro del DNA no replicativo. Esto sucede en semillas
de diferentes especies. Estos resultados son aun mas cla-
ros cuando las semillas han sido irradiadas o tratadas -
con agentes quimicos mutagenicos (Soyfer y Ciemenis 1974:
Yamaguchi y Naito 1975),

Mory (1972} sugiere que existe una fase de activacion
de los procesos bioqu{micos relacionados con la sintesis-
de DNA y que estos procesos incluyen: eliminacién de posi
bles inhibidores, sintesis y/o activacién de enzimas par=-
ticipantes, tanto en la replicacidn del DNA, como en el -
proceso de reparacidn que nroporcione un molde activo y -
eficiente.

'fano y Yamaguchi (1977) sefalan en su estudio del DNA
de nucleos aislados de embriones irradiados, que éste su-
fre un cambio gue va desde predominancia de NDNA de bajo -
peso molecular en general, a un peso molecular mayor duran
te el periodo pre-revlicativo del DNA, indicando que debe
ocurfir un proceso de reparacién de las rupturas sufridas
en el DNA antes del estado replicativo.

| Resultados similares han sido obtenidos por Villers y
Edgcumbe (1973) en semillas secas- de lechuga qué fﬁéf9n‘_
irradiadas y después sometidas a imbibicidn pefo é6ka’ge£

. s
minacilion.
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Gudkov y Grodzinsky (1977) usando tecnicas autorradio
gréficas, reportan que existe un incremento en los nive -
les de sintesis de DNA, que no corresponden a la repliéa-
cion del mismo, por no asociarse esa sintesis con la mito -
sis en los ndcleos de semillas de chicharo en germinacidn,
las cuales han sido tratadas con irradiaciones gamma en di .
ferentes dosis en estado seco,

Dell'Aquila y Osborne (1977) en su estudio sobre sehi
llas de centeno, indican que la sintesis temprana de DNA,
no replicativa, ocurre de manera normal tanto en embrioc -
nes frescos con un 95% de germinacidn como en embriones -
de semillas envejecidas con un 52% de germinacion y cue -
ésta sintesis es inicialmente significativamente alta.

valeminsky y Gichner (1978) sefialan que los embriones
de semillas poseen un sistema reparativo activo del DMNA.-
Cuando el DNA de semillas secas ha sido danado por agentes
fisicos o gquimicos, los sistemas de reparacidn actuan so-
lo cuando los embriones han sido re-hidratados.

En tejidos de plantas superiores, hidratadas y por -
tanto activas metabdlicamente, los mecanismos de repara-—-
cidn parecen estar en continua operacidﬁ, por ejemplo, -~
protoplastos de zanhaoria expuestos a irradiacién‘gamma,-“
la reparacidn de fragmentos de cadeﬁa sencilla en el DNA,

analizados por agradientes alcalinos de sacarosa, muestran
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que el 50% del dano causado en una de las cadenas del DNA,
es reparado en solo 5 minutos y la reparacidn total de la
molécula del DNA, se alcanza después de 1 hora (Howland,-
Hart y Yette 1985),

Que el mecanismo de reparacidh no -es totalmente efec-
tivo en semillas viejas se hace evidente, dado el alto ni
vel de aberraciones cromosdmicas observadas en puntas de-
raiz durante la germinacién, y del gran nimero de anorma-
lidades presentes en las plantas originadas por dstas se-
millas. Una vez que las mutaciones pasén a linea germinal,
se convierten en mutaciones heredables. Por otra parte, si
el nimero de rompimientos ocurre en sitios prdximos en una
de las cadenas del DNA de semillas viejas, el dafio puede-
entonces ser considerado de manera similar al dafio que ~-
provoca el rompimiento de las dos cadenas. Esto, asociado
a la actividad de ligasa afectada, aumenta la probabili -~
dad de que ocurra una mutacion. Mientras que el dano a ca
dena sencilla puede repararse con mayor fidelidad y menor
riesgo a la ocurrencia de errores. Cortes cercanos produ-
cidos en cadenas opuestas pueden conducir a lesiones leta
les 0 a que la reparacidn tienda altamente a la posibili-
dad de gque ocurra erroneamente (Oshborne, 1982)..

Puede entonces concluirse, que al no detec™arse proce

. ' \ . — !
50 sintetico en semillas secas, cualquier dano o lesion--
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al DNA que se acumule durante el estado seco, requerira -
de una reactivacidén de los procesos reparativos durante -
la imbibicion, antes de poder iniciar el proceso de repli
cacidn. La efectividad y fidelidad del proceso reparativo
dependeré entonces de qué tan fntegras se encuentren las-
enzimas reparativas despue% del almacenamiento, y de la -

integridad general de la molécula del DNA.

1.4.3 Naturaleza del daho al DNA en semillas‘de baja via-
bilidad. '

Partiendo de la observacidn de que la disminucidn de-
viabilidad es acelerada por altos grados de humedad y tem
peratura, se excluye la probabilidad de que el dano al DMNA
se pueda asociar a mecanismos al azar. Se.cree que la ac~
cion de nucleasas, es el gamino mads 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 fraccién TCA-insoluble de extractos de embriones no
viables, en comparacidn con los embriones viables. Sin em
"bargo, tanto endo como exonucleasas pueden estar involu -
cradas en lavdegradacién del DMNA, |

Roberts y Osborne (1983) sefialan que la degnadécidn -
por exonucleasas in vivo muestra ser minima; comparada con
el grado de fraccionamiento de la molécula del DNA que ocu

rre con la baja viabilidad.
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£1 analisis electrofdretico del DNA en embriones no -
viables, indica las siguientes posibilidades como explica
cidn de la fragmentacién del DNA; a) la actividad sdlo de
exonucleasas, b) la combinacidn de endo y exonucleasas y-
¢) la accion sdlo de endonucleasas. Esto ocﬁrre quizé en-
las regiones de la cromatina en las cuales la estructura-
del nucleosoma ha sido alterada.

Pruebas de nucleasas en embriones de centeno practica
das repetidamente muestran que la actividad de DNAsas en-
sobrenadantes post-ribosomales de lotes de igual nﬁméro—-
de embriones, es mas baja en embriones viables gque en em-
briones no viables. Ademas, un andlisis del contenido pro
téico en cada lote de embriones refleja una mayor canti -~
dad de DNAsas en sobrenadantes post-ribosomales de embrio
nes no viables que en sobrenadantes de embriones viables.
La falta de evidencias de gue ocurra sintesis de prote{nas
en embriones secos, conduce afsuponer‘que de alguna mane-
ra esta ocurriendo la activacidn 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 observd que la actividad de DNA-

‘
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s31 en embriones no viables, es mayor dado el incremento en
la degradacidh del DNA. Por esto se sugiere que no existe
activacion de DNAsa durante la imbibicidn y que el daﬁo‘-
causado al DNA ocurre por accion cont{nua de €stas enzi -
mas durante el almacenamiento en seco de las gemillas (Che
ah y Osborne, 1977).

Para dos lotes de embriones viables y no viables, em-
pleados durante el andlisis de la actividad de endo Yy exo
nucleasas, la actividad de DNAsa en sobrenadantes de embrio
nes no viables se reduce en un 50% por édicidh de una ali
cuota de sobrenadante post-ribosomal de embriones viables
bajo condiciones en que las proteinas estaban en concentra
cion similar-a la que se detectd cuando se determind la ac
tividad de nuéleasas. Sobrenadantes de otros lotes de se~-
millas viables, tambien reducen la actividad de nucleasas
de sobrenadantes de embriones no viables en experimentos-
mixtos; sin embargo, no se logra una inhibicidn total de-
DNAsa de embriones no viables, y la propiedad inhibito -
ria de los scbrenadantes de los embriones viables se pue-
de destruir por calentamiento. |

Fraccionamientos en Sephadex G25, hanxiﬁdféadé;due,la
diferencia de actividades de DNAsas ent:é;emﬁriones via -
bles y no viables es debida a la pfesehéia de un inhihidor

de alto peso molecular, y no a uno de bhajo 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) quié-
nes indican que en levaduras, tanto DNAsa como un inhibi-
dor de la misma, estan presentes en la fraccion nuclear.

La actividad de DNAsas en los embriones de centeﬁo es
probable que se le localice en los nicleos, dado que el ~
DNA de 9§tos embriones es fragmentado en estado seco en =
semillas almacenadas aun con un 10% de humedad.

De manera predictiva Williams, et. al. (1974) seﬁaian
que la acumulacidn de rompimientos en los embriones de ~-
las semillas secas, ha de ser un proceso lento y progresi

4
vo en contraste con lo observado en celulas hidratadas.

1.5 Antecedentes inmediatos sobre el estudio de 1la relacidn
entre sintesis de DNA en ejes embrionarios de maiz éoh
viabilidad de germinacidh.

Miranda Ham, L. (1984) en su tesis de licenciatura}‘pg‘.
porta que en ejes embrionarios de semillas de baja viabili
dad, se observa una serie de rompimientos o fragmentacio-
nes del DNA a nivel molecular, lo que tambi€n fue obsérvg
ble en ejes embrionarios de  semillas tratadas con luz ul-
travioleta, va que a la vez gstas semillas reflejan una -

fuerte caida en su viabilidad. Esto sugiere que de alguna

manara, el fraccionamiento de la molecula del DNA esta re
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lacionada con la baja viabilidad de las semillas de maiz.
Por otra parte, se sugiere que antes de iniciarse el-
proceso replicativo del DNA, tanto en ejes embrionarios -
de semillas de baja viabilidad como .en aguellos en que se
ha inducido el dafio al DNA, deberfa presentarse un proce-
so de tipo reparativo durante las primeras horas de imbi-
bicidh, de modo que se pudiera continuar con el proceso. -
germinativo.

Resultados del andlisis de la incorporacidh de precur
sores radioactivos del DNA, muestran un incremento en lé—
sintesis temprana del DNA y especula que dicha sintesis -
probablemente corresponda a una de tipo reparativo, como-
consecuencia del danio 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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IT. 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 capa
cidad de germinacidn, considerando bara ello los terminos
de viabilidad y capacidad de crecimiento; igualmente deter
minar la integridad del DNA y ia.capacidad de sintesis del
mismo por las células, como una posible explicacidh de la
disminucion en la viabilidad de éstas.semillas.

Al analizar la capacidad de sintesis de las células -
de ejes embrionarios de maiz, no se esta determinaado, si
ésta sintesis es de tipo reparative o replicativo, solo -
se considera que hay o no sintesis de DNA en base a la in
corporacidn de un precursor marcado radioactivamente a la
fracciéﬁ TCA—insoluble; en ejes embrionarios,

‘Como base para el presente trabajo, se han considera-
do los estudios realizados por Osborne, et. al., (1975«ww-
1983) en semillas de centeno, en los que se relacionan --
viabilidad, vigor, integridad del DWA, sintesis de DNA, -
RNA y proteinas. Se parte de la observacidn de que la ba-
ja viabilidad de semillas viejas que han sido almacenadas
por periodos largos en estado seco, de alguna manera se -

relacionan con el danio producido en la integridad de su -
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DNA, c;mo lo reporta Osborne (1982), en su estudio con e
millas de centeno.,

Nosotros tratamos de determinar si se puede estable -
cer éste tipo de relacion en semillas deterioradas pot mé
todos artificiales. .

Para el desarrollo de éste trabajo, se siguid la se -
cuencia que se presenta a continuacidn:

A) Determinacion de las condiciones de humedad y témpera4
tura que reflejan un mayor efecto, en cuanto a capacidad-.
de germinaci&n de las semillas. .
B) Anidlisis del patrén de fragmentaciéh del DNA para cada
lote de semillas tratadas, mediante gradiéhtés'alcalinos—_
de sacarosa,

C) Andlisis de la capacidad para efectuar sintesis de DNA
en embriones de semillas, mediante la cuantificacidn del~
material radioactivo incorporado durante diferentes\tiem—4
pos de imbibicion, a los ejes embrionarios’ de las semillas

ys tratadas. s o
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IIT. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Materiales.
3.1.1 Material biologico.

Las semillas de mafz utilizadas durante el desarrollo
de este trabajo, corresponden a la élase de maiz 1llamado~
chalgqueno, proporcionado al Departamento de Bioquimica ve
getal de la Divisidn de Estudios de Posgrado de la Facul-
tad de Quimica, por la Productora Nacional de Semillas --
PRONASE, SARH,

3.1.2 Soluciones amortiguadoras y reactivos.

3.1.2.1 Solucion amortiguadora de imbibicidn.

KC1 50mM
Mg012 10m
Trxis=HCl pH 7.6 50mM
Sacarosa 2%
Cloranfenicol 50ug/ml
3H-timidina 5uci/ml

3.1.2.2 Liquido de centelleo.
(1,4~bis(2-(5Feniloxazo
1i1)))Benceno(M,POFOP) 0.1lg
2,5 Difeniloxazol (PPO) 5.0g

Tolueno _ 1:1
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3.1.2.3 Solucion amortiguadora A

Sacarosa 0.3M '
(a3} thM

NaCl 15mM
2-mercaptoetanol. » 15mM

Tris-HCl pH 7.4 15mM

Espermina . © 0,15mM
Espermidina . 0.5mn

3.1.2.4 Capa de lisis (pH 13)

EDTA ‘ 10mm
NaCl ) 0. 4mM
NaoH ~0.15mM

3.1.2.5 Solucion para Q?édiente de sacarosa (pH 13)

NaOH : i: ‘ 0.3mM
EDTA S 10mM -

NaCl . O.7FM

3.2 Métodos.

3.2.1 Curva de sintesis de DNA (Inéorporacidh de timidina
marcada a métefial TCA~insoluble en e jes embrionarios.de;
semillas de maiz, durante diferentes perfcdos de imbibi -
cidn).

3.2.1.1 Imbibicion de los ejes embrionarios,

Se emplearon lotes de 10 ejes embrionarios para‘cada;.‘
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tiempo de incubacion; &stos fueron pesados previamente y-
despues se desinfectaron con NaClo (0.5%) por treinta se-
gundos, después 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
_biéh eté}iles.,Se humedecieron con 250uml de solucion amor
tiguadora de imbibicion (3.1.2.1). Posteriormente se incu
baron a 27°C por diferentes periodos de tiempo. Despuéé -
de cada periodo de incubacidn, los paﬁeles filtro fueron-
removidos y los embriones se lavaron con 10ml de citrato-
de sodio (1%) que contenia timidina no radiocactiva (20pg/ml)
y después con etanol al 80% (10ml), que contenia tambien-
20ug/ml de timidina no radiocactiva.

Los ejes embrionarios.fueron secados con vacio y nueva
mente pesados.

31 las muestras no se proceséban-inmediatamente, estas

eran guardadas en tubos de ensayo a.e7Q°C.

3.2.1.2 Cuantificacidn del precursor marcado,. incorporado

a DNA,
Cada lote de ejes embrionarfios fue colocado en morte-
ros previamente enfriados v‘trabajando en baflo de hielo,~-

se homogeneizaron con etanol al 80% (2ml) cue contenia ti
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midina no radiéactiva (20pg/ml). Despues los homogenados-
obtenidos se centrifugaron a 2,500 rpm durante 10 minutos.

El sobrenadante fue desechado y el sedimento fue re -
suspendido con NaOH 1N (0.5ml)} calentandose en bano Ma. a
92°¢ por 3 minutos. Las muestras se dejaron enfriar lenta
mente a temperatura ambiente y posteriormente fueron colo
cadas en un bano de hielo, entonces se les afladi6 acido--
tricloroacetico al 10% (2ml), se dejaron las muestras en-
el hielo por 15 minutos, despuds se centrifugaron a 600 -
rpm por 30 segundos y se filtraron a trévé% de un sistema
Millipore, utilizando filtros Whatman GF/C de fibra de vi
drio (2.4cm)s se realizaron dos lavados, primero con TCA-
.al 5% (5ml) vy después con etanol al 96% (10ml).

, Losﬂfiltros se secaron a 60°C por una hora y fueron -~
‘transferidos entonces a viales que contenian 1{quido de -
centelleo (3.1.2.2) (5ml), y se determinaron las cuentas-
por minuto en un contador de centelleo.l{quidp'Packafd-Tri

Carb.

Los resultados presentan el promedio de varios experi

[REREN

mentos similares,

3.2.2 Determihaéiﬁhidé_lds7patr6né§‘de fragmentacicn del-
DNA.

Lotes de 400mg de ejes'embrionarios (80 ejes embriona
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rios aprox.) fueron homogeneizados en morteros previamen-
te enfriados, con 3ml de la solucidn amortiguadora A (3.1,
2.3). Debe tenerse en cuenta que se estd realizando la ex
traccion de nicleos y que por tanto la homogeneizacién de
be ser suavemente. El homogenado fue diluldo posteriormen
te a 10ml con solucion amortiguadora A (3.1.2.3): las mues
tras homogenadas se filtraron a través de tres capas de Mi
racloth. Se afhadid entonces a los filtrados triton X-100-
hasta 0.05% para la liberacidn de los nucleos: el filtrado
se agitd suavemente y se centrifug6 a 625 rpm por 6 minu-
tos. El sobrenadante fue eliminado y la pastilla se resus
pendié con 0.2ml de la solucioh amortiguadora A. Una vez-
resuspendida la pastilla, se anadieron 0,8ml de la solu -
cioh de lisis pH 13 (3.1.2.4). Las muestras fueron coloca
das en condiciones de oscuridad para su incubacidn, por -
un periddo no menor de dos horas.

Despue% del tiempo de incubacion, el lisado fue colo-
cado con una pipeta sobre un gradiente alcalino de sacérg
sa 5-20% en solucion para gradientes (3.1.2.5). El gradien
te se centrifugé en un rotor Beckman 8% 25.1 a 12,000 rpm
durante 14 % horas. ‘

Fracciones de 1,2ml aprox. fueron colectadas y poste-
riormente se realizd el ensayo de difenilamina para la de

terminacion de DA,
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3.2.3 Ensayo de difenilamina para la determinacicn de DNA
(Giles y Myers 1965) (Se hicieron algunas modifica-
ciones en lo referente a la cantidad de reactivos, tiempo
de incubacion y temperatura; en base a la experiencia en~
el Lab. por el Dr. Jorge vazquez quos).

Se tomaron 0.6ml de muestra de cada fraccion colecta-
da y.se.les adiciond 0.6ml de una solucion al 20% de acido
perclérico para alcanzar una concentracion del 10% en la-
mezcla de reaccion a la que se le ahadio tambien 1.2ml de
difenilamina al 4% en acido acético giacial y 50ul de ace
taldehido en acido acético glacial (1.6g/ml). Las mues -~
tras se incubaron a 30°C durante toda la noche, despuéé,-
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 éstas dos longitudes~
de onda. Sé tomo como blanco un tubo con los diferentes -
reactivos, pero sin muestra de DNA.

Los resultados muestran el promedio de varios experi-

mentos similares.
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1V. RESULTADOS.,

4.1 Determinacidﬁ de viabilidad y capacidad de crecimientoﬁ

El almacenamiento de semillas de maiz chalquéﬁo en cqé
diciones de alta temperatura por diferentes - tiempos y al
ta humedad, realizados en el laboratorio, han reflejado - '
grandes cambios en la capacidad de germinacién Yy de creci
miento de éstas semillas.

Para el tratamiento de semillas con altas temperatu -
ras, estas se colocaron en cajas petri y se incubaron en-
estado seco a diferentes temperatﬁras, por distintos pe -
riodos de tiempo.

El tratamiento con humedad consistic primerémente en-
desinfectar las semillas. Para ello cada lote fue lavado-
con una solucidn al 2% de NaClQ por 5 minutos, después se
enjuagaron varias veces con agua corriente y se secaron -
perfectamente, para posteriormente ser colocadas en estado.
seco en cajas petri y éstas en un recipiente con el fondQ‘
cubierto de agua pata crear una atmésfera con una humedad
relativa del 100%.

Despuds de cada tratamiento las semillas fueron colo~
cadas en un recipiente que contenia agrolita (soporte iney
te y suficiente para proporcionar las condiciones necesa-

. . + ! : .
rias para la germinacion) y se dejan germinar por 7 dias,
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vreg&ndolas diariamente. Al cabo de 7 dfas de germinacion,
se calculd el porcentaje de semillas que germinaron, con-
siderando que una semilla ha germinado, cuandec se observa
macroscdbicamente protruci6h de radfcula., Tambien se con-
sidero la capacidad de crecimiento de cada semilla y con-
sistid en determinar la longitud promedio del tallo de ‘las
semillas gue germinaron, as{ como los cambios en peso -;
fresco y peso seco de los tallos. | |

De los diferentes tratamientos a los que fuéron some~-
tidas las semillas, se seleccionaron a équellos 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 cque podemos observar el efecto sobre la viabilidad-
y capacidad de crecimiento de las semillas causado por el
tratamiento a que fueron sometidas las semillas y encontra
mos que el efecto depende tanto de las condiciones de hume
dad y temperatura como del tiempo de duracidn del trata -
miento,

Una observacidn general, es qﬁe 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 -

coa . P
minucion tanto en la capacidad de crecimiento como en la-
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viabilidad de las semillas.

Tabla Ho.l Resultados de v1ab111dad y capacidad de creci
miento de diferentes lotes de. semillas sometl
das a condiciones de altas temperaturas y/o ~
humedad, para posterlormente ser sometidas a-
a condiciones de germinacidn por 7 dias.

Tratamiento viabilidad Capacidad de crecimieﬁtd
(%) (%)

1 afa a 60% 90 | B

2 dfas a 60°C 60 _ 70

3 dfas a 50°C 8o 4

3 dfas en humedad "
a 40% 90 :_ 74
6 dias en humedad | |
a 40°% 56 59
3 dias en humedad
a temp., ambiente | 92  : , 84.9'
6 dias en humedad :
a temp, ambiente - 1l.4 | . k69;7

winguno +95 © 100
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4.2 Determinacion de los patrones de fragmentaciéh de las

semillas sometidas a tratamientos con humedad y/o tem
peratura,

Fara trptar a las semillas de las cque posteriormente~
se habria de analizar la integridad de su DNA y capacidad
de sintesis de DNA, ésta ﬁltima, meéida como la incorpora
cionh de 3H--timidina a material TCA-insoluble, se sigue el
mismo procedimiento antes mencionado al inicio de este ca
pitulo, para los tratamientos con humedad y/o temperatura.

El propésito de analizar la integfidad del DNA de las
semillas en estudio, fue el tratar de demostrar que el -
tratamiento a que fueron sometidas, se producirfa un de=-
fecto, el cual se manifestaria mediante la presencia de -
fragmentos de DNA de bajo peso molecular, al analizar el-
DNA mediante un gradiente alcalino de sacarosa de 5-20%,
El DNA se extrajo de los ejes embrionarios aislados de ==~
semillas tratadas en estado seco; eésto es, sin ser someti
das a condiciones de germinacidn. Se trata de relacionar-
el grado del efecto producido con el tratamiento recibido.

para obtener el ONA cromosomal, se realizo la extrac-
.cidh de los ndcleos de células de ejes embrionarios. lLos-
micleos fueron aislados y después de la extraccion del -~
DA y su corrimiento en un gradiente, dste fue cuantifica

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

la determinacién de patrones de fragmentacidn de un lote-
de semillas de alta viabilidad. En éste caso (fig. No.l)-
se pudieron observar dos picos, uno de ellos localizado -
entre las fracciones 17-18, que corresponde a DNA de alto
peso molecular, extraido de semillas con alta viabilidadr'
y un segunde pico que se observa en la fraccidh 22 y que-
corresponderla a DHA de bajo peso molecular, lo cue nos ~
podria sugerir que el DNA de éstas semillas muestra una -
ligera feagmentacidn de su molécula, aun sin ser sometidas
las semillas a tratamiento alguno. |
Tambien el patrén de fraqmentacién de las semillas tra
tadas con temperatura por 1 dia a 60°C se muestra en la-
figura Mo. 1 En ella observamos que se presentan dos pi
cos, uno de ellos en la fraccidn 138 gue corresponde a DNA
de alto peso molecular y un ligero pico en la fraccion -
21 que indica que existe tambieh DNA de bajo -peso mole -
cular., i'or nresentar estas semillas un comportamiento si-
milar al lote control (representado en la misma fiqdré);?
vodria considerarse que el tratamiento al cual fueron so-
metidas, aparentemente no tiene efecto alguno sobre la ig
tegridad del DNA. Por otra parte, se puede observar en. )a
tahla ¥o.l que principalmente la capacidad de crecimiento

/ . Py . I
dc estas semillas, se encuentra disminuida con respecto a
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un lote control (semillas de alta viabilidad), comparando
simultaneamente con los otros tratamientos en los que la-
cafda de viabilidad y capacidad de crecimiento son mas no
torios. Podemos, entonces observar que el tratamiento a~--
60°C por un dia ha tenido poco efecto tanto en la integri
dad molecular del DNA como en la viabilidad de las semi -
llas.

Para las semillas tratadas a 60°¢c por dos dias, el fg'
sultado se presenta en la fig. No. 2 donde podemos obser-
var gue la fraccion donde se tiene la mayor cantidad de -~
DNA se le localiza en una regién de menor pesoc molecular,
ésto es entre las fracciones 19 y 22, comparadoc con el DNA
de las semillas control, que se muestran en la misma figu
ra y donde el DNAR:de alto peso molecular es detectado en-
la fraccion 18. Por ello se puede mencionar que al prolon
gar el tratamiento a 60°c por dos dias, se esta producien
do de alguna manera que la molecula del DNA sea fragmenta
da y por otra parte tambien la viabilidad y capacidad de-
crecimiento han sido notablemente afectadas como se puede‘
observar en la tabla No,l para las semillas tratadas dos-.
afas a 60°¢.

mn la fig, tNo.3 se muestra el resultado para_las‘semi
llas tratadas 3 dias a 50°C, donde tenemos que su DNA co=-
rresponde a DA de bajo peso molecular, pico 23 comparado

con el DNA de las semillas de alta viabilidad. Por tanto-
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se puede pensar que se ha producido fragmentacio% de la =«
molectula. Sin embargo no podemos asegurar de que haya real
mente,fragmentacién molecular, dado que el experimento no
pudo realizarse repetidamente, puesto que se tuvo que dar
de baja el rotor que se habia venido utilizando y no se -
contaba con otro que cubriera las necesidades regueridas.

Por otra parte los resultados reportados en la tabla-
No.l nos muestran cue el tratamiento ha afectado tanto la
viabilidad como capacidad de crecimiento de estas semillas,
siendo mayormente afectada la capacidad de crecimiento.

De acuerdo a los resultados observados para las semi-
llas que han recibido diferentes tratamientos al de las -
semillas tratadas 3 dias a 50°C, quizd podamos especular-
que la moléﬁula del DNA ha sido fragmentada, dada la dis-
minucidn en la viabilidad .y capacidad de crecimiento que-
muestran estas semillas. Sin poder determinar el grado de
ruptura de la molécula.

El deterioro causado a las semillas tratadas a 40°C. -
con una humedad relativa del 100%, podria deberse a las -
condiciones de humedad, o mas bien que el dano producido-
fuera el resultado de ambos factores: humedad y temperatu
ra, que al aplicarse simultaneamente, se tiene un mayor -
efecto sobre la viabilidad y capacidad de crecimiento de-

’ . - . .I
estas semillas. ©sta suposicion surge 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, refleijan que’
el tratamiento parece no tener efecto alguno sobre eStqs~
parametros, (resultado no reportado). l

Por otra parte al analizar la integridad mplecﬁlar del
DNA de las semillas tratadas a 40°C y humedad relativa del
100% por un per{odo de 6 dias, se identifica un pico'en la,
fracciéh_zo que corresponde a DNA de bajo peso molecular,
en comparacién con el DNA de las semillas control, cuyo =~
DNA que es de alto peso molecular, se le ha encontrado cn
la fraccidn 17-18. |

El andlisis de la integridad del. DNA pafa_é%tas semi-
llas se muestra en la fig. Ho,4 donde encontramos el re -
sultado para las semillas tratadas4pof‘6 dfas en humedad-
a 40°C, Tambien se extrajo los ejes embrionarios de sémi-
llas tratadas por 3 dias en humedad a 40°c, pero-los resul
tados encontrados reflejan que la aplicécién de este trﬁtg
miento por 3 dfas, parece no tener efecto sobre la inteqrif
dad molecular del DEA, (resultado no reportado).

i'n tratamiento mas consistid en someter a las semillas
a una atmosfera relativa del 100% y a tempefaﬁura;ambien—
te. .

aqu{ resulta conveniente mecionar quefeStaSVQémiilas-

fueron scmetidas a temperatura cantante'de1244259c3durag‘
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te el tiempo del tratamiento, Los resultados para estas -
semillas se pueden observar en la fig. No.5 donde encontra
mos un pico en la fraccion 18, aue corresponde a DNA de al
to peso molecular, dado que el resultado para las semillas
control muestra tambien el DNA de alto peso molecular en -
la fraccion 17-18, lo gue indica que el efecto del trata -
miento no ha sido sobre la integridad del DNA de dstas se-
millas, A la vez al analizar la viabilidad y capacidad de-
crecimiento de éstas semillas, encontramos que el efecto -
producido por el tratamiento a temperaturé ambiente y una-
humedad relativa del 100%, se detecta muy ligeramente so -
bre los narémetros de viabilidad y capmacidad de crecimien-
toa tanto al aplicarse el tratamiento por 3 dfias como por 6
dias. |

En lo que se refierg a la.integ:idad‘mglecu1ar,del DHA
los resultados indican gue no se tiene fuétura del DNA, -
vuesto que se tiene el DNA de alto peso molecular en la mis
ma fraccion que las semillas de alta viabilidad. los resul
tados se muestran solo para las semillas tratadas 3 dias -

en humedad a temp, ambiente en la fig. No.5

/ 03 . 4 ] . .
4,3 Determinacion de la incorporacion de 3H—t1m1d1na a ma-
. . 4 R 4 .
terial insoluble en TCA, (determinacion de la sintesis de=

AREYIN
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Se determino la capacidad de s{ntesis de DNA, median-
te la cuantificacidn de la incorporaciéh de 3H-timidina a
material TCA-insoluble, durante la imbibicidn de los ejes
embrionarios a diferentes perfodos de tiempb, de las semi
llas tratadas 1 y 2 dfas a 60°c, 3 dfas a 50°%, 3y 6 dias
en humedad a 40°C, 3 y 6 difas en humedad a temp. ambiente.
tsto se hace con el propésito de tratar de asociar el da-
no al DNA con la capacidad de sintesis del mismo en las ;
semillas tratadas y con el efecto en viabilidad y capaci-
dad de crecimiento. |

los periodos de tiempo a los que se analizd la ecanti-
dad de Su-timidina incorporada, fueron: 0,5,10 y 15 horas
de imbibicion.

Para los ejes embrionarios de las sémillas control, en
contramos que se tiene un constante incremento en la incor
poraciéﬁ de timidina marcada desde el tiempo 0 hasta las -
15 horas de imbibicidn. Estos resultados se muestran en la
fig. No.6 donde ademas se reportan los resultados encon -
trados para las semillas tratadas 1 y 2 dias a 60°c.

Como se puede observar, la incorporacidh de timidin%-
marcada en las semillas tratadas 1 dia a 600c, comienza -
lentamente incrementandose la.incorporacioh despues de las
10 horas, sin alcanar, no obstante los niveles obtenidos-

para las .semillas control, Por otro lado, el tratamiento-
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por 2 dfas.a 60°C, produce una gran disminucion en la capa
cidad de incorporacion de Y-timidina a material TCA~inso
luble dé,éstas semillas. De hecho, se podria decir que los
" ejes embrionarios de estas semillas son incapaces de sinte
tizar DNA durante el periodo estudiado.

En la fig. Mo.7 se reporta el resul£ado para las semi
llas tratadas 3 dias a 50°C, presentandose una cinética -
similar al lote control hasta las 5 horas; despuéé pare-
ce presentarse una disminucidn en la cinética de incorpo-
racion del material radioactivo entre las 5 y 10 horas,~-
comparando con el incremento observade en las primeras 57
horas, para posteriormente presgsentarse un aumento hasta -
alcanzar casi los niveles de las semillas control. Esta -
gréfica nos seflala que si no existe una cinética igual en
tre las semillas control y las semillas tratadas, s pare
ce haber una recuperacién en la capacidad de sintesis de-
dstas semillas.

Para las semillas tratadas con humedad a 40°c po:'3 y
6. dfas, se tiene una total inhibicidh en la indorporacidh
de timidina marcada, durante las 15 horas de imbibicioh, -
sin mostrar en ningdn momento de este periodo, recuperé -
cioﬁ_alguna en dicha capacidad, fiq. No.8

'Los resultados obtenidos en ejes embrionarios en con-

‘diciones de humedad a temp. ambiente, al ser analizados, -
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nos muestran gue el efecto producido sobre la capacidad de
sintesis de DNA, no es significativo, ya que se tienen ci '
néticas muy similares para los trés lotes de semillas:. -
control, 3 y6 dias en humedad, resultados que se muestran

en la fig. No.9.

4.4 Determinacidn de la integridad del DNA por electrofo-
resis,

Andlisis de la integridad molecular del DNA de semi -
llas tratadas 2 dias a 60°C y 6 dias en humedad a 40°C por
corrimiento electrofdretico, fueron realizados por Serqgio
Lopez M. Los resultados revelaron que dstos 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-
vable en geles de agarosa., Este barrido es significativo-
de las rupturas sufridas por el DNA de semillas tratadas.
El DMA de semillas control, por otro lado, se muestra co-
mo una banda intensa que escasamente se mdeve del punto -
de aplicacién. Este resultado puede ohservarse en la fig.
Wo.10. En ella encontramos que el barrido fue mayor para-
el DNA de semillas tratadas 6 dias en humedad a 40°C, lo-

que sugiere aue el numero de fragmentaciones de la molécula
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del DNA es mayor en estas semillas gue en aquellas trata-

das 2 dfas a 60°C.

Fig. No.l0 Resultado de analisis de la integridad mole-
cular del DIIA de semlllas control Y de semi-
llas trapadas 2 dias a 60°C y 6 dfas en hume
dad a 40 C, por corrimiento electrofdretico-
en geles de agarosa,

control 24 60°  3d SOOC 6dh 40°C

o e ot ds o e B8 S R G Y o e et 458 N S e e S b ey e S A o A s B St L S o B e e Pt N S et e e

o, . ’ oL, o .

la tecnica a seguir para éste analisis, consistid pri

meramente en la extraccion de los micleos de ejes embrio-

narios de lotes de semillas secas, que habian sido trata-
- o 13 en© ¢

das dos dfas a 60°C, 3 dias a 50°C y 6 dias en humedad a-

40°c.
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La mztodologia seguida hasta la extraccion de ndcleos,
se realizd como se describe en el capitulo de materiales-
y métodos en la seccion (3.2.2). Posteriormente a la ex -
traccion de nicleos se continuc con la digestion alcalina
por 2 o 3 horas, aislamiento y resuspencidn del DNA en bu
ffer de citratos (pH 7.6). Enseguida se efectuo una des -
proteinizacidn por extracciones repetidas con una mezcla-
de solv?ntes: cloroformo-isopropanol (24:1) para remover-
a las proteinas y posteriormente didlisis del material ob
tenido.

Para la electroforesis se utilizaron geles de agarosa
al 0.4%, Despuéé de un corrimiento por 2 a 2% horas, los~
celes fueron tenidos con bromuro de etidio y las bandas -
de DNA se revelaron con luz ultravioleta.

Los resultados obtenidos por Sergio Lébez, corroboran
los obtenidos y reportados en ésta tesis, en lo referente
a la fragmentacion molecular del DNA para las semillas -
tratadas: 2 dias a 60°C, 3 dafas a 50°% y 6 dias en hume -

dagd 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-
dosg obtenidos en los estudios tanto de la integridad del-
DNA, como de la capacidad de incorporécién de timidina ra
dioactiva en el DNA de los ejes embrionarios de semillas-
tratadas.

Aparentemente, la disminucion en la capacidad de creci
miento de las semillas no tiene efecto algdn§ 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 dfas a 60°C y 6 dias en hu
medad a 40°c. Sin embargo, cuando aparte de la disminu --
ci&n;en‘la cap;cidad de crecfmiento, se disminuye también
la viabilidad, se puede observar que el DNA obtenido de =
los ejes embrionarios de éstas semillas posee un menor pe
so molecular que el DNA de las semillas no tratadas. Se -
podria entonces establecer una relacidén entre la disminu-
cidn en la viabilidad de las semillas tratadas bajo dife~
rentes condiciones de temperatura y humedad, y la integri
dad delvDNA de éstas semillas. Una conclusion semejante -
ha sido establecida por Cheah y Osborne (1978) en su estu

. 4 et ot : :
dio de la relacion entre envejecimiento de semillas de cen
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teno, baja capacidad de germinacion y dafo él DNA,

Mecanisticamente, se podria sugerif que el daflo produ
cido al DNA durante los tratamientos utilizados tendria -
gue ser reparado en las etapas iniciales de la germinacidn
de las semillas. Si por algun motivo, como por ejemplo ex-
cesivo dafio o reparacion deficiente, la reparacién no se-
lleva a cabo, los procesos que dependen del DNA como la -
transcripcidh y por tanto traduccion, podrian tambien ver
se afectados y en c.nsecuencia la germinacidn en general-
podria verse reducida.

En el caso de las semillas tratadas por 2 dfas a 60°C,
la sintesis de DNA muestra una fuerte cailda, que nos hace
suponér que el fraccionamiento de la molécula del DNA no-
na sido reparado, lo cual podria deberse de alguna manera
a que las enzimas encargadas de la reparacidn han sido -
afectadas, por alteracion en el proceso de transcripcidn-
-y;en consecuencia en la traduccién de éstas emzimas.

La evidencia actual aumenta en cuanto a que una enzi-
ma esencial para la reparacidn del "NA como lo es la DNA=-
ligasa, estd deficiente en semillas envejecidas (Osborne,
1982){

Por otra parte debemos considerar que ademds del siste
ma- enzimatico reparativo también estuviese daflada alguna-

. de las enzimas participantes en la replicacidn del DNA y-
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por ello no estuviese ocurriendo incorporacion de 3ﬁ-timi
dina a la molécula del DNA remanente. |

De manera similar podrian interpretarse los resultAQ§s
para las semillas tratadas 3 y 6 dias con humedad a 40°C.
Sin embargo, la sintesis de DNA no puede especificarse si
es de tipo xeparativo o replicativo y solo se considera,-
para el analisis de los resultados, el si existe o no ine
corporagién de material radioactivo.

La relacion existente entre disminucidn de capacidad-
de crecimiento o de viabilidad y la incorporacidn de timi
dina radioactiva (sintesis de DNA) es menos clara. Algu -
nos tratamientos que solo danan la capacidad de crecimien
to, como 3 dfas en humedad a 40°C, también dafan profunda
mente a la capacidad inicial de sintesis de DNA, mientras
gue otras dque también disminuyen la viabilidad como 3 di-
as a 50°C, tienen poco efecto sobre la capacidad sintéti-
ca temprana. En general, sin embargo, podria decirse que~
la mayoria de los tratamientos gue tienen algun efecto so
bre viabilidad y/o capacidad de crecimiento afectan en ma
yor o menor escala la capacidad inicial de sintesis de -
DNA. Podriia sugerirse que existiera un retardo general en
la cronologia del proceso germinativo y que por esto la -
sintesis de DMA tambieh se ve retardada.

] s 7
Por otra parte no se cree cue exista una relacion fuer
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te o directa entre dafio a la integridad del DNA y dano a-
la capacidad de sintesis de DNA.

Podgmos concluir que: Todo tratamiento que afecte la-
integridad de la molécula del DNA va a producir simulténeg
mente disminucion en la capacidad de crecimiento de las -
plSntulas originadas por las semillas-tratadas y disminu~
cion de la viabilidad de las semillas.

Por otra parte la disminucidn en la capacidad de sin-
tesis de DNA durante la germinacién temprana de éstas se-
millas, no siempre se relaciona con la disminucicﬁn en la-

capacidad de crecimiento y viabilidad.
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VI. CONCLUSIOUHES.

1. Se demostro que al someter a las semillas de maié—
a diferentes tratamientos con temperatura y/o hume
dad, se produce algﬁn deterioro en las semillas que '
se refleja primeramente en la viabilidad y capaci-

dad de crecimiento de las mismas.

2. El grado del dano producido depende tanto del trata.
miento a que fueron sometidas las semillas, asi co

mo del tiempo de aplicacicn del tratamiento.

3. Al analizar la integridad molecular del DNA de cada
lote de semillas tratadas, se encontrd gue de mane
ra general cuando el dafio al DHA es pocé significa

~ tivo o no hay dafo, las semillas afectadas presen;
tan primeramente una disminuciéﬁ en su capacidid -
detecrecimiento. Fero cuando hay ruptura de la molé
cula del DNA el daho se refleja mediante la dismi-
nucion tanto de la capacidad de crecimiento, como-

de la viabilidad de las semillas.

4. o se pudo establecer una relacion evidente entre-

el daho a la molecula del DWA y la capacidad de -~
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r ] : . ‘
sintesis del mismo! ya cue se encontro que algunas

semillas con molécula de DNA fragmentada por el

tratamiento recibido, adn son capaces de sinteti

’ T 4
zar DNA al ser puestas en imbibicion.

Para algunasg semillas, particularmente las trata

das 2 dias a 60°C y 6 dfas en humedad a 4o°c, se
presenta una cafda total en la incorporacion de ma
terial radiocactivo desde las primeras horas de la-
germinacidn, lo ocue podria sugerir cue ademas de -
existir fragmentacidn molecular del DNA por el tra
tamiento, de alguna manera ha sido afectado tam --
bien el aparato encargado de la sfntesis de DNA, -
el cual no nresenta recﬁperacidh alguna durante -

[} 3 s ’
las primeras 15 horas de germinacion,
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