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RESUMEN 

Se conoce que las poliaminas: putrescina, espermidi-

na y espermina spn policationes que tienen relaci6n con la -

germinaci6n de semillas de plantas superiores. Por otra par

te, el almacenamiento de semillas por períodos prolongados g~ 

nera una pérdida de viabilidad de las semillas. Por lo an~e-

rior, el objetivo de este trabajo fue saber si los niveles é~ 

d6genos de las poliaminas podrían ser indicativos de la pérdi 

da de viabilidad o capacidad de germinaci6n de las semillas.~ 

Por ello, se determinaron los niveles de poliaminas a-difere~ 

tes tiempos de germinaci6n en ~os tejidos embrionarios (eje -

y escutelo) de semillas de tres variedades de maíz. De c~da

variedad se usaron semillas no almacenadas y almacenadas por

perfodos prolongados (14 a 17 años). Esta determinaci6n de -

poliaminas se hizo por el método de dansilaci6n, cromatogra -

ffa en capa fina (CCF) y cuantificaci6n espectrofluorométri~-

ca. 

Se realizaron curvas de germinación y se encontr6 que 

las semillas almacenadas perdieron de un 50 a un 80% de su -

viabilidad, ademSs disminuyeron su velocidad de germinaci6n. 

Las tres poliaminas se incrementaron, putrescina en--
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mayor proporci6n,durante Ja germinaci6n en los dos tejidos -

embrionarios de las semillas no almacenadas. En las semillas 

almacenadas, putrescina también mostró incrementos. Estos r~ 

sultados hacen sugerir que el aumento de esta diamina es un -

proceso tardío de la germinaci6n y no constituye el paso limi 

tante para que ésta se realice. Las semillas no viables, sin 

embargo, no aumentaron su contenido de espermidina y espermi

na, lo que sugiere que éstas dos poliaminas si podrían estar

relacionadas con la capacidad de germinaci6n y probablemente

el almacenamiento dañe las enzimas que transforman putrescina 

hacia espermidina y de espermidina hacia espermina. 
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1) INTRODUCCION 

Las poliaminas: putrescina, espermidina y espermina -

participan en diversos procesos metab6licos en plantas supe -

riores relacionados con la diferenciaci6n celular, el crecí -

miento, el estrés y la senescencia. 44 • 57, 62 • 65 

La semilla es una estructura en reposo que activa su

metabolismo durante la germinaci6n, sin embargo su capacidad

de germinaci6n o viabilidad decrece con las condiciones y el

tiempo de almacenamiento. Esto representa un problema unive~ 

sal ya que ocasiona grandes pérdidas económico - agrícolas, -

lo que hace necesario realizar estudios relacionados con este 

aspecto. 12, 13, 35 

Por otra parte, los escasos estudios de poliaminas en 

germinaci6n de semillas de plantas superiores, especialmente

leguminosas y gram1'neas, señalan que uno de los eventos inme

diatos a la germinaci6n es el aumento en los niveles de poli.2_ 

minas, frecuentemente correlacionados con una activa síntesis 

de DNA, RNA y proteínas. 3, 4, 42, 51, 55, 67 Así mismo, la 

pérdida de viabilidad y de vigor de semillas mo~ocotiled6neas 

como el arroz también se ha relacionado con cambios notables

en el contenido de poliaminas. 46 

Por lo cual el presente trabajo se planteó la siguie_!l. 

te hip6tesis: 
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Hip6tesis de trabajo: 

Si las poliaminas se encuentran involucradas con la -

viabilidad (germinaci6n) de las semillas, se esperaría que s~ 

millas de maíz deterioradas por períodos prolongados de alma

cenamiento, presentaran menores incrementos en la concentra -

ci6n de estos policationes, durante su germinaci6n. 

Para comprobar tal hip6tesis se establecieron los si

guientes objetivos: 

a) Determinar los niveles de poliaminas en los teji

dos embrionarios: eje y escutelo, durante la ger

minaci6n de semillas deterioradas por períodos 

prolongados de almacenamiento y de semillas no al 

macenadas, de tres variedades de maíz. 

b) Establecer la relaci6n de los niveles de poliami

nas con 1 a viabilidad de semi 11 as de dichas varied2_ 

des de maíz. 
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2) ANTECEDENTES 

2.1. Localización de poliaminas en la naturaleza. 

Las poliaminas: espermidina, espermina y putrescina -

(Fig. 1) han sido determinadas tanto en células animales como 

en vegetales, bacterias y hongos. Aunque su papel en el met.!!_ 

bolismo celular es aan incierto, su distribución especffica,

su alta concentración en las células y su relación con el ere 

cimiento celular, indican la importancia biológica de estos -

compuestos. 63 

Las funciones biológicas de las poliaminas han sido -

atribufdas a su naturaleza catiónica, ya que se ha demostrado 

sti interacción con polianiones orgánic6s como son lo~ foifol! 

pidas de membrana, o bien con los ácidos nucléicos 63 • 56 

En las plantas superiores se les encuantra en hojas -
57 , ratees 23 • 53 y frutos 18 • En especial se les ha estudi.!!. 

do en especies de las familias de las luguminosas y de las 

gramíneas (a esta última pertenece el mafz), encontrándose di 

ferencias taxonómicas importantes: el nivel de poliaminas es

mucho más alto en hojas de las leguminosas que en las gramí -

neas, en las compuestas y las boragináceas, e incluso existe

gran variación en el contenido de poli aminas ·en hojas dentro

de un mismo género, por ejemplo: dentro del género Heliotro--
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pi.um: Heliotropiuin angiospermun contiene un 50% más en la -

concentraci6n de poliaminas totales que Heliotropium indicum. 

Asf mismo, se encuentran diferencias entre variedades, por 

ejemplo: Pisum sativum cv. Alaska contiene en hojas un 10% 

más de poliaminas totales que Pisum sativum Little Maruel - -
14, 15 

La concentraci6n de poliaminas no solamente varfa de

un organismo a otro, también se encuentran diferencias impor

tantes dentro del mismo. Por ejemplo, la distribuci6n de po-

1 iaminas en la rafz de mafz, aumenta de la zona apical a la -

base 24 

Las poliaminas y las enzimas de su biosintesis se en

cuent~an compartamentalizadas subcelularmente. En vegetales 

putresci~a. espermidina y espermina se encuentran en al~as --

.concentraciones en vacuolas de células de parénquima de los -

pétalos de Saintpaulia 7 , también se les ha encontrado en mi 

tocondrias de las células del parénquima de Helianthus tubero 

~ y en los cloroplastos de cotiledones de Pinus radiata. -

Asf mismo, las enzimas de su biosfntesis: Ornitina descarboxi 

lasa (ODC), Arginina descarboxilasa (ADC) y S-Adenosil metio

nina descarboxilasa (SAMDC), se encuentran en estos organelos 

por lo que esto puede indicar que las poliaminas son sinteti

zadas in situ 64 • En la figura 2 se muestra la vfa de biosf~ 

tesis de putrescina (Put), espermidina (Spd) y de espermina -
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(Spm) propuesta por Smith 60 • La ADC y la ODC son enzimas 

importantes para la biosfntesis de putrescina y la SAMDC es -

una enzima importante para la sfntesis de espermidina y de -

espermina ya que la conversi6n de putrescina a ambas poliami

nas requiere de la forma descarboxilada de S - Adenosil metiQ 

nina, así mismo de las enzimas amino propil transferasa como

son la espermidina sintasa que es una enzima que act!la sobre 

putrescina para producir espermidina y la espermina sintasa

que es una enzima que actúa sobre espermidina para producir -

espermina 60 • Es importante destacar que la descarboxilaci6n 

de arginina por la enzima ADC da la formaci6n de agmantina. -

La-agmantina-pierde amoniaco para dar N - ~arbamil purtresci

na que posteriormente es hidrolizada a putrescina por la enz_i 

ma ~-carbamil putrescina amidohidrolasa. 

La vía de biosíntesis de putrescina por descarboxila

ción de la ornitina·por la enzim~ ODC es muy común en células 

animales 63 , sin embargo, se ha determinado la actividad de -

esta enzima en células de plantas superiores como_ son Helian-._ 

thus tuberosus 65 , papa 37 , maíz 23 • 53 , tomate 18 y tabaco -
35 Por el contrario se ha propuesto que la biosfntesis de -

putrescina por la descarboxilaci6n de la arginina por la enzi 

·ma ADC es una vía poco común en células animales y muy fre -

cuente en células de plantas superiores principalmente en pr~ 

cesós de crecimiento vegetal como es la embriogenesfs de za-

nahoria 46 • 47 , el desc.rrollo y la germinaci6n de _las semi --
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llas de arroz 54 
y especialmente Flores y Galston 29 han pro

puesto que esta es la vía principal para la biosíntesis de -

putrescina en plantas que crecen bajo condiciones de estrés. 

En plantas superiores se ha involucrado a las polia -

minas con diferentes eventos como es el crecimiento vegetal,

el estrés y la senescencia en relación con otras substancias

del crecimiento 63 Todos estos eventos se han correlaciona-

do con síntesis de DNA, RNA, proteínas y estabilización de la 

membrana celular 56 
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2.2. Efectos fisiol6gicos de poliaminas en plantas superio--

res~ 

2.2.1. CreCimiento vegetal: 

El crecimiento activo y la división celular en teji -

dos vegetales ha sido correlacionada con el incremento en 1a

sfntesis de macromoléculas y de poliaminas. Protoplastos de

hojas de avena que son capaces de sintetizar proteínas y RNA, 

pero no cantidades substanciales de DNA, al ser tratados con

poliaminas (cadaverina, espermidina o espermina 1 mM) incre-

mentan la síntesis de DNA, el índice mit6tico e incluso son -

capaces de producir namerosas células binu~leadas o tfpicas -

formas mit6ticas 36 

Las poliaminas han sido también relacionadas con el -

rompimiento de la latencia. Explantes de Helianthus tubero -

~ durante la latencia presentan un bajo nivel de poliami -

nas, pero cuando se rompe la latencia, entre los primeros 

even~os que ocurren est& la r~pida síntesis de poliaminas 

(en especial putrescina) con un aumento en la actividad de la 

enzima ODC, enzima de su biosíntesis. Ambos eventos ocurren

du~ante la fase tardfa de G1 y un mayor aumento de la sfnte -

sis de poliaminas y su acumU1aci6n se observa durante el - -

transcurso de la fase s 1 . Este aumento en la sfntesis de po-

1ia~inas se pudo correlacionar con un aumento en la sfntesis

de R NA y DNA 6 ' 37 • 55 
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Un efecto similar de poliaminas se observó durante el 

rompimiento de la latencia y subsecuente formación de yemas -

apicales en papa (Solanum tuberosus). cuando se inició la -

formación de yemas apicales se observó un incremento de los -

-niveles de putrescina, espermidina y espermina de 2, 3 y 10 -

veces m!s, respectivamente, de los niveles iniciales. Este -

incremento de poliaminas fue paralelo con el aumento de la a~ 

tividad de la ODC 37 

En procesos de desarrollo de órganos vegetales con a~ 

tivo crecimiento, las poliaminas también tienen un papel im -

portante. Por ejemplo, en la raíz de lea ~· putrescina --

present6 un gradiente que aumentó del ápiC'e a la base, corre

lacionado con el gradiente de la actividad de la ODC. Por -

otra parte, espermidina se encontró en niveles muy altos en -

la zona apical, comparada con la base. Es probable que el al 

to nivel de espermidina en la zona apical, donde hay activa -

divisi6n celular se deba a una conversión de putrescina a es

permidina. Este incremento en espermidina fu~ paralelo a una 

activa síntesis de proteínas y de DNA en la zona apical de .1a 

raíz de mafz 23 

Schwartz y col 53 demostraron que eventos morfogenéti 

ces como es la formaci6n de rafz primaria y de .. raíc·es laterales

en maíz están relacionados con cam~ios en los niveles de pu -

trescina y espermidina y un marcado incremento en la activi -
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dad de ODC. La intensa actividad de esta enzima está relaciQ 

nada con zonas meristemáticas en activa divisi6n celular, co

mo es la zona apical de la rafz primaria y las zonas que dan

lugar a las raices laterales. Sin embargo, en relaci6n con -

la morfogénesis de rafz de frijol hay algunas controversias,

ya que la aplicación ex6gena de poliaminas no promueve la fo~ 

maci6n de rafees adventicias. Sin embargo, la aplicaci6n de

ácido indolbutírico (AIB) induce la formación de raíz y un i.!!. 

cremento considerable de los niveles de poliaminas, lo que i.!!_ 

dica que los cambios de poliaminas son dependientes de la con 

centración de AIB y especificas del órgano de estudio. 31 

Por otra parte las poliaminas también se han relacio-

nado con el desarrollo de frutos. Por ejemplo, se ha logrado 

promover el desarrollo de frutos de tomate (Lycopersicon -

esculentum), con la aplicaci6~ ex6gena de putrescina 1 mM en 

el décimo día después de la polinización, momento de activa -

división celular. La enzima ODC fue esencial durante la eta-

pa del desarrollo de este fruto 18 , La alta actividad de es-

ta enzima de síntesis de putrescina también se ha relacionado 

con una activa división celular en células XD de tabaco y en

ovarios de tomate 35 Así" mismo, fué caracterizada en la zo

na apical de raíz y en hojas j6venes de tomate, zonas de in -

tensa actividad mitótica, activa síntesis de poliaminas, DNA, 

RNA, y proteínas 19 
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Otro de los eventos morfogéneticos con los que se re

lacionan las poliaminas es la embriogénesis de zanahoria -

(Daucus ~). Montague y col. 46 estudiaron el metabolis

mo de poliaminas en cultivos de zanahoria: la actividad de -

ADC incrementó seis veces más su nivel inicial en células -

transferidas a medio no embriogénico, sin embargo, en medio -

embriogénico se observó un incremento de hasta doce veces más. 

En relación con los niveles de poliaminas, la concentraci6n -

de putrescina a las 24 h aumentó dos veces más en medio em 

briogénico en comparación con el medio no embriogénico 47 

La embriogénesis en tales cultivos de zanahoria se re 

dujo en un 50% cuando fueron tratados con difluorometil argi

nina 1 mM (inhibidor de ADC), en consecuencia la concentra -

ci6n de putrescina y espermidina también disminuyó. Sin em -

bargo, la embriogénesis se restableci6 cuando se adicionó al

medio putrescina, espermidina o espermina 0.1 mM 25 Final -

mente cultivos en suspensión de células de zanahoria tratados 

con putrescina promueven el desarrollo sincrónico de embrio -

nes 16 

Los primeros estudios de poliaminas en relación con -

el desarrollo de embriones de plantas superiores (formación -

de 1~ semilla) datan de 1967, cuando Bagni y col. 5 , determi

naron la distribución de espermidina y espermina durante el-

desarrollo de la planta de trigo, en las etapas de formaci6n-
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C3' 
del embri6n, semilla y planta adulta, destacándose que el em-

bri6n maduro (semilla) es el tejido donde se in~ontr6 mayor -

concentraci6n de espermidina y espermina. 

Por otra parte, durante el desarrollo de la semilla -

de arroz, la concentraci6n de poli aminas Y. en especial putre~ 

cina, se increment6 a los 16 días después de la fertilizaci6n 

declinando después gradualmente cuando el embri6n está maduro. 

Este incremento de poliaminas en esta etapa de desarrollo de

la semilla fue paralelo a los incrementos de DNA, RNA, protef. 

nas y de la actividad de la enzima ADC 54 

En el desarrollo de las semillas de Glicine max (L), 

los niveles de espermidina en cotiled6n se incrementaron con-

forme aument6 el peso fresco, teniendo un mSximo cuando la 

semilla alcanzó su maduraci6n fisiológica (30 h después de la 

fertilizaci6n), estos cambios acompañaron un decremento de 

los niveles de putrescina. Aunque en el cotiled6n no se de -

"" tectaron cambios en los niveles de cadaverina, en eje embrio-

nario el mayor cambio se determino para esta amina ya que se

millas~maduras llegaron a acumular de 5.5 a 12.0 pM de cadav~ 

rina por gramo de peso fresco, mientras que espermidina y es

permina solamente se incrementaron ligeramente y putrescina -

conserv6 sus ni ve les inicia les. Estos resultados indican que exis~ 

ten diferencias importantes en los cambios y contenidos de poli ami

nas de acuerdo al tipo de semilla de que se trate 4º• 41 
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2,2,2. Senescencia. 

Otro de los procesos que se ha relacionado a las po-~ 

liaminas es el retardo de la senescencia. Existen evidencias 

de que este efecto es debido a que estos policationes estabi

lizan membranas celulares. Por ejemplo, 0.1 mM de espermina

estabiliza la membrana tilacoide de cloroplastos de células -

de mesófilo de hojas de avena 5º. Asf mismo la permeabili 

dad y la integridad de la membrana plasmática ha sido estudi~ 

da midiendo el flujo de betacianina. Se ha observado que la-

aplicación de lmH de las poliaminas espermidina y espermina,

reducen el flujo de betacianina y estabilizan la membrana - -

plasmática en discos de raíz de betabel 48 • En células de h~ 
ja de espinaca y en células de manzana en suspensión, este 

efecto fué más notable cuand6 se logró reducir el efecto de -

fungicidas desestabilizadores de membrana como guanzantina y

dodina a 0.5 mM (estructuralmente relacionados con poliaminas) 

con la aplicación de espermina 1 mM 6 

Uno de los eventos que involucran la senescencia de. -

hojas es la desintegración de la estructura de cloroplastos -

y una disminución de la clorofila. Se ha·ob~~rvado en discos 

de hoja de cebada que tratamientos con 0,5 mM de putrescina,

espermidina o espermina previnieron la disminución de la clo-

rofila, se estabilizó la membrana tilacoide de cloroplastos y 

se redujo la senescencia, inducida por estrés en oscuridad --
17, 49 
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Un efecto similar de prevenci6n de disminuci6n de clQ 

rofila se observ6 en segmentos de hojas de trigo incubadas --

con 10 mM de espermidina o espermina, y este efecto fué aun -

mis significativo en hojas de soya 21 

Este efecto de poliaminas puede depender de la edad -

del tejido analizado: segmentos de hojas de cebada de edad -

temprana (8 dfas), tratadas con 1 mM de putrescina, espermidl 

na o espermina presentaron una retenci6n de clorofila más 

eficientemente que segmentos de hojas maduras tratadas de 

igual forma 62 

Por otra parte, protoplastos aislados de hojas de av~ 

na-en senescencia impuesta por estrés con mannitol 0.6 M pre

sentaron una rlpida lisis, un incremento de RNAasas y diminu

~i6n en su capacidad de sfntesis de protefnas, D~A y RNA. 

Sin embargo, cuando estas hojas se trataron previamente con -

10 mM de putrescina o con l mM de cadaverina, espermidina o -

espermina se estabilizaron los protoplastos, se aument6 la -

sfntesis de protefnas, DNA, RNA y la divisi6n mit6tica, con -

lo que se retardó la senescencia 16 • 36 

Asf mismo, segmentos de hojas de avena, de pllntulas

de 4 a 21 dfas incubadas en la obscuridad presentaron una rl

pida senescencia relacionada con la disminución de la activi

dad de ADC, de los niveles de poliarninas, de clorofila y de -
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prote"'.rnas. sf~)embargo, cuando las hojas fueron expuestas a

la ltiz, se aument6 la actividad de ADC y aumentaron las poli~ 

mi"nas, especialmente espermidina, lo que retard6 la se~escen

cia 4, 32, 38 

o 
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2.2.3. Estrés 

Diversas condiciones de estrés producen cambios meta

bólicos característicos en tejidos vegetales, uno de ellos es 

la acumulación de putrescina, El significado fisiológico de-

esta respuesta no se comprende aan en su totalidad, sin emba~ 

go es de gran importancia ya que los vegetales crecen en un -

ambiente con fecuentes condiciones de estrés a las que se ti~ 

nen que adaptar. Esta respuesta es considerada como univer -

sal, ya que puede ser una protección natural o bien una vent~ 

ja selectiva de las células estresadas, Este tipo de estrés-

puede ser causado por deficiencia o presencia de ciertos io -

nes, Scidez del ~edio o bien por estrés os~ótico 3o, 58 

En condiciones de deficiencia de iones principalmente 

K+, Mg+ 2 se ha observado un acamulo de putrescina. Por ejem

plo, hojas de plantas de seis especies diferentes de dicoti-

ledóneas y monocotiledóneas cultivadas en deficiencia de pot~ 

sio incrementaron h~sta 16.6 veces m~s sus niveles de putres

ci~a que el control. Espermidina y es~ermina se increm~nta -

ron solamente 1.9 y 1.2 veces mSs respectivamente y se postu

la que probablemente se sint~tizaron a partir de putrescina.

En tales condiciones la mayor acumulación de putrescina se o~ 

servó en monocotiledóneas como el mafz y la cebada 57 

Esta gradual acumulación de putrescina, en deficien -
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cía de iones se ha correlacionado con un incremento de la ac-

tividad de la enzima ADC. Hojas de avena cultivadas en un m~ 

dio deficiente de potasio, denotaron un incremento de putres

cina de hasta 15 veces más que el control paralelo con un in

cremento de 30 veces más de la actividad de ADC y una inhibi-
30 

ci6n de clorosis y necrosis en las hojas tratadas 

Un incremento similar de putrescina, aunque en menor

proporci6n, se ha observado en hojas de plantas de cebada cr~ 

ciendo en un medio deficiente de Mg+ 2 , donde los niveles de -

putrescina aumentan 3.8 veces más que el control, y con defi

ciencia de Ca+ 2 aumenta 1.5 veces más. En deficiencia de el~ 

mentes como el fósforo, azufre y nitrógeno no se detectaron -

cambios significativos en los niveles de poliaminas lO, 58 

En forma semejante a condiciones de deficiencia de 

iones, un medio conteniendo iones como HHf y Cd+ 2 inducen la 

acumulación de esta di amina en forma paralela a una intensa--

actividad de ADC 68 Igualmente causa este efecto la incuba-

ci6n de hojas de chlcharo a pH ácido (3.5 a 5) 3o 

Bajo condiciones de estrés osmótico, el contenido de

putrescina se incrementó hasta 60 veces más que en el control 

en hojas de avena cuando fueron sometidas durante 6 horas a -

'sorbitol 0,4 M y en condiciones de luz. Las hojas de otros -

cereales tuvieron una respuesta similar, relacionada con un -
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incremento de la actividad de la enzima ADC 29 los proto --

plastes de éstas hojas mostraron baja en la viabilidad simul

táneamente· al alto contenido de putrescina. El tratamiento -

con 10 mM de DFMA, inhibidor de la enzima ADC, mejor6 la via

lidad de los protoplastos, evit6 la acumulaci6n de putrescina 

e increment6 el contenido de espermidina y de espermina 26 •27 

Sin embargo, otras condiciones como es el aumento de

lOºC en la temperatura de incubación (25 ºC) no afectó el co~ 

tenido de putre~cina en segmentos de hojas de avena, aunque -

el contenido de espermidina y espermina disminuy6 cuando di -

'ches segmentos fu~rbn sometidos 4 a 6 horas en solución amor

tiguadora a una t~mperatura de 35 ºC 29 
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2.2.4. Relaci6n con otros factores reguladores del crecimie~ 

to. 

Las poliaminas tienen una estrecha relaci6n con otras 

substancias reguladoreas del crecimiento vegetal, aunque esta 

relaci6n aún no está bien establecida. 

Explantes en latencia de Helianthus tuberosus cuando

fueron tratados con la auxina sintética 2, 4 -D tuvieron un -

activo crecimiento del tubérculo que se relacion6 con un in -

cremento de 6 veces de putrescina, de 3 veces de espermidina

y de 5 veces de espermina 6 

Ahorá bien, cuando se trataron explantes de éste tipo 

con auxinas como el AIA (i pM) se tuvo una activaci6n del cr~· 

cimiento del tubérculo de Helianthus tuberosus similar a la-

que se tuvo al tratar explantes con putrescina o espermidina-

10 uM o bien con espermina o cadavurina (100 uM) 6 

Cotiledones de pl5ntulas de lechuga de tres dfas tra

tados con citocininas como cinétina (4,7 x 10-S M) o con 6- -

benziladenina (2,22 x 10- 5 H}, mostraron un incremento consi

derable de putrescina. Este incremento fué moderado cuando -

el tratamiento fue con zeatina (2 x io- 5 M). Sin embargo, en 

presenc{a de cualquiera de estas citocininas se vi6 inhibida~ 

la síntesis de espermidina y espermina 22 
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Un efecto similar al de benziladenina (BA) se observ6 

en cotiledones de algod6n. Los cotiledones de dos dfas que -

fueron incubados en presencia de benziladenina (22 yMJ mostr.!!_ 

ron un incremento de 4 veces más en la actividad de la enzima 

ADC acompañado con un aumento de 2,5 veces más del contenido-

de putrescina. Con cinétina se tuvo un efecto similar, pero

en menor proporcióri •. En este mismo sistema tambifn se obser

v6 un estímulo de tres veces más en la actividad de ADC y de

dos veces más en el nivel de putrescina con tratamiento de á

cido giberélico (GA 3 ) 1 mM. Por el contrario, la actividad -

de la enzima de síntesis de putrescina ADC y el nivel de pu -

trescina fue inhibida en presencia de ABA 100 yM, este efecto 
51 fue revertido con adición de BA, cinftina o GA 3 

Comparativamente, un aumento de cuatro veces en la· ª.f. 

tividad de ODC se ha observado durante la germinaci6n de semi 

llas ~e trigo tratadas con GA 3 o AJA 40 

En embriones de semillas de arroz incubados por 24 h.Q. 

ras y tratados eón cinétina 10- 4M, se tuvo un incremento de -

poliaminas, especialmente espermidina, de cuatro veces más --

que el control. La actividad de ADC se incrementó con cinéti 

na 10- 6 M. Por el contrario, este aumento de poli aminas y de 

la actividad de la enzima fue inhibida ABA 10- 4 M 
45 por 
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La aplicación exógena de poliaminas no indujo la for

mación de la raíz en frijol, sin embargo, cuando se aplicó -

ácido indolbutirico IBA (5 x 10- 5 M) se indujo la formación -

de la rafz con un considerable aumento de poliaminas 32 
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2.3. La semilla de ma1z. 

El mafz (Zea mays L) fué el cereal precolombino caraE_ 

terfstico de América, primera referencia de su existencia da

ta de 1492 cuando dos españoles enviados por Collin exploran -

el territorio de Cuba. Este descubrimiento contribuy6 para -

que el mafz sea considerado como un cultivo de gran importan

cia econ6mica y agrfcola, ya que actualmente es la segunda -

planta alimenticia m1is· importante del mundo. tomando en cuen

ta los niveles de su producci6n lO 

El mafz es una planta herb.fcea anual que se encuentra-.

dentro del grupo de las Angiospermas y presenta rafees fibro

sas, tallo cilfndrico con hojas alternas dispuestas en dos fi

las con nervadura paralela y mlirgenes enteros. Por ser miem

bro. de la familia de las gramfneas presenta flores pequeñas -

que en su conjunto forman una inflorescencia denominada espi

ga. Cada flor est! formada por un gineceo (compuesto por un-

6vulo encerrado por carpelos esporofilos e incluidos en un -

ovario con estigma termin.al) y un androceo convencional (form~ 

do por una antera y un filamento), Sin embargo, el perianto

se encuentra reducido a dos pequeñas piezas vestigiales llam~ 

das br.fcteas que protegen las restantes partes florales. Ca

da flor da lugar a un fruto cariopside (grano), que es peque

~º• seco, indehiscente y con una sol~ semilla cuya testa se -

encuentra fusionada con el pericarpio del fruto. Esta semi--
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lla es el resultado de la fertilizaci6n del 6vulo por el ga-

meto masculino. como consecuencia de la polinizaci6n del es -

tigma 11. 13. 24 0 42 0 44 

La semilla est! formada b!sicamente por una testa. un 

endospermo y un embri6n que da lugar a la planta adulta, cada 

una de estas partes est4 formada como a continuaci6n se indi-

ca(Fig.3): 

a) Testa o cubierta de la semilla: 

- Zona pigmentada 

- Capa micelar o hialina, 

b) Endospermo: 

- Capa de aleurona. 

- Endospermo c6rneo (cristalino). 

- Endospermo amilac~o (opaco), 

c) Embri6n. 

- Escutelo (cotiled6n). 

- Eje embrionario. 

a) Testa: 

La testa o cubierta de la semilla se origina de los -

t~gumentos del 6vulo fecundado y la nucela resulta totalmente 

destrufda en el caso del maíz, por lo que la estructura celu-
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lar está casi obstruida, pero ofrece una función protectora.

con importancia fisiol6gica ya que confiere a la semill• un -

grado de impermeabilidad al agua y/o gases incluyendo al oxf

geno, por lo que consecuentemente puede ejercer influenciar~ 

gulatoria sobre el metabolismo, el crecimiento de los teji 

dos y órganos internos dé la semilla ll, 20, 24, 44 

La capa interior de la testa está profundamente pig -

mentada y da al grano de maíz su color característico. La c~ 

pa hialina (resto de la epidérmis) es incolora y sin estruct~ 

ra celular 11 • 13 

b) Endospermo: 

El endospermo es el tejido que se origina del núcleo

"triplo1de o ndcleo del endospermo, que se forma p6r la triple 

_fusión de dos núcleos polares maternos con uno de los núcleos 

e~p~rmáticos; El endospermo es el tejido nutricio del embrión 

formado por células de paredes finas que son de tamaño, forma 

y composición variable ya que estas células pueden contener -

almidón, lfpidos y proteínas importantes durante la germina -

ción y el establecimiento de la plántula 11 • 13 • 42 

La capa de aleurona es una capa de células cdbicas de 

paredes gruesas que rodea al endospermo, estás células no co~ 

tienen almidón pero son ricas en grasas y proteínas 20 
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c) Embrión: 

El embrión es el resultado de la fertilización de la-

célula huevo en el saco embrionario por uno de los núcleos ~-

masculinos del tubo del polen. En el caso de una monocotile

dónea como el maíz, el único cotiledón sencillo se convierte-

en ~scutelo ll, 13 • 24 El cual tiene la función de movili -

zar las reservas alimenticias almacenadas en el endospermo y

enviarlas al eje embrionario cuando la semilla germina, períQ 

do durante el cual permanece funcionando como órgano absorbe~ 

te 13, 42 

El eje embrionario está formado por una plúmula que -

contiene tejido meristemático que dará lugar al tallo y las -

hojas de la futura planta adulta y la radícula que por consi

guiente dará lugar a la raíz ll, 13, 42 

El eje embrionario y el escutelo son importantes por

su contenido de proteínas y además en el escutelo se encuen-

tr• la mayor parte de la Vitamina s 1 
11 • 42 

Dada la importancia del maíz para la alimentación hu

mana y anim.al cabe destacar que la semilla de maíz contiene: 

Humedad (%} 

Almidón (%} 

Proteínas (%) 

16.7 

71. 5 

9.91 



Grasas (%} 

Fibra (%} 

Azl1cares (%} 

Cen.izas (tixidos} 

Carotenoides totales 

(mg/kg} 

29 

4. 78 

2.66 

2 ,58 

1.42 

30.0 

(Tomado de Bewley. 1978}. 
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Cubierto seminal 

Endospermo cllrneo 
( crlstollno ) 

Endospermo amiláceo l opacol 
.... -··:::.::~----- Escutelo ----------

~~~~;;: J :~brl-arlo 
'olllll----- Callptra 

Coleorrl:r:a 

Pedanculo 
A 

Coleoptllo emergido 

Rodiculo 

B 

Fig.3 Al Estructurlil de la semilla de maiz { ~ mays ) 

B) Semilla de maiz germinada ( 14) 

EmbrlOn 
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2.4. Germinaci6n, viabilidad y vigor. 

La semilla es una estructura en reposo que por lo ge

neral esta sumamente deshidratada, cuyos procesos metab6licos 

están suspendidos debido precisamente a su condici6n de vida

interrumpida, principalmente por la carencia de agua y oxíge
no 11, 13 

La germinación de semillas de plantas superiore's in-

volucra los siguientes eventos: 

a) Hidratación o imbibición: Durante la cual el agua

penetra en el embrión e hidrata proteínas y otros coloides. -

Sin embargo, dada que esta absorci6n de agua es en gran parte 

un ·proceso físico .• que da un aumento de volumen, puede efec -

tuarse aún en semillas no viables 34 

b) La formación o activaci15n de enzimas, que conduce -

a un aumento de la actividad metabólica. 

C) El alargamiento celular y la.emergencia de la ra--

dícula con el rompimiento de la testa. Etapa considerada co-

mo germinación. 

Finalmente la división en los tejidos meristemáticos

del embrión conduce al crecimiento y 1 a formaci6n de una pl ª.!!. 
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ta adulta semejante a su progenitora 11, 42, 52 

Cabe destacar que el momento exacto en el cual la -

germinación ha terminado y comienza el crecimiento es difi -

cil de determinar. Por ello, la germinaci6n se identifica -

visualmente como el rompimiento de la testa 42 • 52 

Para que una semilla germine, son necesarias varias

condiciones intrfnsecas o propias de la semilla y extrínse-

cas o dependientes del medio en que se encuentra. 

Entre las intrfnsecas estln que las semillas est€n -

bien formadas, sanas y con suficiente madurez fisio16gica, y 

~ntre laj extrfnsecas est~n el agua, la temperatura, oxígeno 

y luz. 

El agua es importante para romper los tegumentos, f~ 

cilitar la salida del embrión y para las reacciones qufmicas 

de estos procesos. 

La temperatura es un factor específico para cada es

pecie, ya que las semillas presentan un rango de temperatura 

característico en el cual germinan, por debajo o arriba de -

este rango no germinan, 

El oxigeno puede cambiar el metabolismo en los esta-
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dos iniciales de la germinación, ya que puede ser anaerobio-

y cambiar a aerobio tan pronto como la testa se rompe y pene

tra el oxígeno 12 ' 42 

No obstante otro factor importante en la germinación

es la edad de la semilla, aunque existen reportes que señalan 

que existieron semillas que sobrevivieron un almacenaje de 

100 años, la mayoría no logra sobrevivir este período 13 

Las semillas son bastante resistentes a condiciones -

extremas, ya que se encuentran en in estado de desecación y -

no obstante permanecen viables y.ia. viabilidad es la capacidad que tiene·n 

las semillas de retener su habilidad para germinar 12 

Las características adicionales de alta viabilidad -

son una germinación rápida y establecimiento de una plántula

vigorosa con aspecto normal 34 

El periodo de vi abfl i dad está determinado genéticame.!!_ 

te y por las condiciones ambientales, por lo que el tiempo en 

que una semilla permanece viable depende del tipo de semilla

Y considerablemente de la.s condicione;, de .almacenamiento. La 

viabilidad es mejor retenida cuando las condiciones de almac~ 

namiento permiten una actividad metabólica reducida en las -

semillas, por ejemplo, bajas temperaturas y altas concentra -

ciones de dióxido de carbono 12 • 44 , 52 
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En la mayor parte de las semillas la ausencia de hú

medad es una condición esencial de almacenamiento para la r~ 

tención de la viabilidad, sin embargo esto no es general ya

que muchas semillas permanecen viables sumergidas en agua 12 

No sólo el estrés por almacenamiento inadecuado in--

fluye en la pérdida de viabilidad, una serie de factores a --

los que estuvo sometida la planta progenitora, como es la di~ 

ponibilidad de agua, luz, temperatura, nutrientes, etc, dura~ 

te la formación y madurez de la semilla pueden afectar la vi~ 

bilidad de la semilla 12 • 44 

La germinación se mide en dos parámetros: el porcent~ 

je y la velocidad de germinación, y la viabilidad se encuen -

tra representada por el porcentaje de germinación. Con fre ~ 

cuencia un porcentaje y una velocidad de germinación bajos se 

encuentran asociados con una baja en la viabilidad y el vigor 

de la semilla 34 

La reducción de estas características puede ser el r~ 

sultado de diferencias genéticas entre cultivos, desarrollo -

incompleto de la semilla en la planta, lesiones durante la c~ 

secha, enfermedades durante la formación de la semilla, mane

jo y almacenamiento inapropiado, y envejecimiento de la semi

lla, La pérdida de viabilidad generalmente se ve precedida -
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.por una disminuci6n en el vigor y semillas c6n bajo vigor son 

fácil y frecuentemente atacadas por organismos pat6genos, así 

mismo carecen de fuerza para emerger de la superficie del sue 

lo e incluso difícilmente logran romper la testa y emerger --
12. 34 
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2.5 Poliaminas, germinaci6n y viabilidad. 

Existen pocos trabajos relacionados con la germina -

ci6n de semillas de plantas superiores y los niveles de poli~ 

minas durante este proceso. Uno de fstos es el realizado por 

Villanueva y col 65 , quienes determinaron los cambios en los 

niveles de poliaminas durante la germinaci6n de semillas de -

leguminosas y gramíneas. 

Al inicio de la germinaci6n, semillas de Phaseolus, -

mungo presentaron menor concentració_n de putrescina que es

permidina y espermina, sin embargo, durante las primeras ho -

ras putrescina comenzó a incrementarse alcanzando un mfximo -

de 15 veces más que su nivel inicial a los diez dfas de germi 

nación. Espermidina y espermina tuvie~on ligeros cambios y -

decrecieron gradualmente. Los cambios de poliaminas totales -

se relacionaron con los niveles de RNA y proteínas 65 • Asf -

mismo, semi.11as de Pisum sativum sufrieron un incremento de -

putrescina de hasta 8 veces más que en e~ control a las 24 h~ 

ras de germinación aunque espermidina se {ncrement6 ligeramen 

te; espermina y cadaverina no tuvieron cambios· drásticos. Estos niv~ 

les se relacionaron con el contenido de RNA y protefnas prin-

cipalmente a las 24 horas de germinación 65 • Semillas de lea 

mays tuvieron un incremento de hasta cinco veces más en su -

nivel inicial de putrescina a las 144 horas, espermidína tam

bién tuvo un máximo en este tiempo pero decreció gradualmen-



37 

te. 65. Sin embargo, durante la germinaci6n de Tritic~m -

aestivum, espermidina ful la poliamina que se increment6 - -

drásticamente ya que aument6 hasta 20 veces más que su nivel 

inicial a las 6 horas de germinaci6n y a las 144 horas conser 

v6 10 veces más su nivel original, putrescina aument6 3 ve -

ces más que su nivel inicial a las 144 horas de germinaci6n

y espermina, cadaverina y agmatina no tuvieron cambios nota

bles 65 

Por otra parte, en semillas de arroz se determin6 a

l~s 24 horas de germinaci6n un incremento de poliaminas, es

pecialmente putrescina aument6 24 veces más su nivel inicial 

cadaverina, espermidina, agmatina y espermina aumentaron. 14, 

15, 14 y 4 veces más respectivamente, estos cambios se vie -

ron acompañados por la actividad de la enzima arginina des -

~arboxilasa (ADC), aunque no se determinaron cambios parale

los drásticos en el contenido de DNA, RNA y protefnas 54 

Comparativamente, en embriones de semillas de Glycine 

~ se observaron incrementos notables a las 4 y 30 horas -

de germinación, relacionados con un aumente en el contenido 

de protefnas, sfntesis de ONA y activa división celular en -

el meristemo apical de la rafz. Cambios similares se obser

varon en este tejido y en el contenido de espermidina y es -

permina pero no en el contenido de protefnas para Hetianthus 
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~s y Triticum durum 2 

En ejes embrionarios de chícharo, cadaverina y putre~ 

cina se incrementaron durante los seis primeros dfas de germj_ 

nac•ión, mientras que espermidina y espermina disminuyeron du

·rante este periodo. En cotiledones, putrescina es la única -

poliamina que aumentó significativamente 59 

Existen sin embargo, resultados contradictorios en r~ 

lación con poliaminas y viabilidad de semillas de plantas su~ 

peri ores. Sorprendentemente los niveles de putrescina, espe~ 

midina y espermina se incrementaron en semillas de arroz con-

baja viabilidad y vigor, Estas semillas de arroz con-alta -

viabilidad {100 % de germinación) y alto vigor cuando se imbi 

bieron por cinco horas tuvieron menor concentración de polia

minas que semill~s de arroz con 25% de viabilidad y bajo vi 

gor. Esta diferencia se hizo_ más notable cuando se compara -

ron con semillas no viables (O % de germinación) las cuales -

mostraron una alta concentración de poliaminas, entre las que 

espérmina fue la de mayor concentración. Sin embargo, la ac-

tividad de la enzima ADC y la concentración de DNA, RNA y pr~ 

tefnas fue mayor en embriones con alta viabilidad 45 
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3) MATERIALES Y NETODOS 

3.1 MATERIAL 

3.1.1 Material 8iol6gico: 

-Semillas de mafz '{Zea mays L.) donadas por el Dr. -

José Melina del Colegio de Prosgrados de Chapingo, Edo. de M~ 

xico, de las. varieda'des; Compuestos Universal, Criollo de ~;e~ 

quital y Tuxpeño Crema de cosechas recientes {no almacenadas) 

Y de lotes almacenados por perfodos considerables {Tabla 1). 

Cosecha {año) 

Variedad de ·ma iz No almacenada Almacenada 

Compuesto Universal 1984 {CU - 84) 1970 (CU - 7 O) 

Criollo de Mezquital 1985 {CM - 85) 1973 (CM - 73) 

Tux[!eño Crema 1984 (TC - 84) 1972 (TC - 72} 

Tabla l. Edad de las semillas de mafz. 

-Tejidos embrionarios: eje y escutelo que fueron obt~ 

nidos de semillas de mafz, no germinadas y germinadas por di

f'erentes perfodos. Al término de cada período se di secta ron 

manualmente obteniendo los tejidos que se utilizaron para la. 

extracci6n de pol iaminas. 

3.1.2 Reactivos: 

~Putrescina, espermidina y espermina de Sigma ·Chemi--
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ca.l Company' 

-Cloruro de dansilo de Aldrich. 

-Acetato de etilo especffico para separaciones croma-

tograficas por ffu·orescencia, benceno y trietilamina 

de. Merck. 

-Kieselgel 60GF con indicador de fl.uorescencia de Merck 

y las placas de 20 X 20 cm preparadas en el Departa

mento de Qufmica Orgánica de· la DEPg. Facultad de -

Qufm.i ca, UNAM. 

-Los demás reacti~os fueron de grado analftico; 

3.1.3. Equipo: 

-Homogeneizador P.ol itr6n Ultra Turrax 
. . 

·.-Ultracentrfl;uga Beckmari módelo L5 - 75, Rotor 75 - Ti. 

-Ultracentrffuga IEC, Rotor 494. 

-Centrffuga MSE. 

-Espectrofluordmetro Perkin Elmer modelo 203. 

-L~mpara de luz ult~avioleta. 

3~2:i.~Ge~mihaci6n de semillas: 

Para> cada tiempo de germi naci6n. se incubaron grupos ·de 

2-~- 'a ·2'5 ~é~n.las, dependiendo de la variedad de maíz, en fras

cos ~on.algodd~ hGmedecido con.13 ml de agua desionizada a --

25±_1º.C, en la obscuridad. Con este procedimiento se obtuvie~ 
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ron las curvas de germinación correspondientes, considerando--

como germinación el rompimiento de la testa por la radfcula. -

Para las semillas no almacenadas los tiempos considerados fue

ron: O, 12, 18, 24, 28, 32, 39, 43 y 47 h estos tres últimos -

tiempos deperidieron de la variedad y correspondieron al 100% -

de germinación y para las almacenadas se consideraron los tiem. 

pos anteriores m~s 48, 72, 96, 144 y 166 h, estos últimos tie.!!!. 

pos también dependieron de la variedad. 

3.2.2. Determinación de poliaminas: 

El método para la determinación de poliaminas que se -

utilizó fue el descrito por Flores y Galston28 con algunas 

adaptaciones para tejidos-embrionarios de mafz (F{g. 4). 

3.2.2.1. Extracción de poliaminas: 

Cada 100 mg de tejido seco (eje o escutelo) o su equ1 

valente en peso fresco se homogenizó con 1 ml de &cido perc16-

rico frfo (HCI0 4 ) al 5% en un mortero con hielo seco y en un -

bafto de hielo posteriormente se terminó de homogenizar dura~ 

te 3 min. en politrón a velocidad intermedia. Este homgeneiz~ 

do se mantuvo en agitación constante durante 1 h para ser cen

trffugado a 26 000 g por 20 min. y a 4º c. 

El sobrenadante se guardó en tubos de vidrio Pyrex con 

tapón de rosca y se mantuvo en baño de hielo. El precipitado

se resuspendió durante l. h con la mitad de HCI0 4 utiliza -
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do inicialmente y se centrifugo nuevamente a 26 000 g por 20 

min. a 4ºC. El sobrenadante resultantes e juntó con el obte-

nido durante la primera centrifugación. Este extracto fue --

guardado a -ZOºC hasta que fue utilizado. 

3.2.2.2. Dansilación: 

Se tomaron 20CJJ1 d·el extracto en HCI0 4 y se añadieron 

400 pl de cloruro de dansilo filtrado (5 mg/ml · de acetona) -

agitándolo durante 1 min. en un vortex. Se agregaron 200 yl 

de una solución saturada de carbonato de sodio (300 mg/ml de 

H2 0) y se agitó durante 2 min. en vortex. El pH de esta rea~ 

ción fué siempre básico (9.0 - 9.3). Posteriormente se incu

bó en la obscuridad a temperatura ambiente durante toda la n.2_ 

che (16 h). 

Después de incubar durante este periodo la reacción -

se detuvo y se quitó el cloruro de dansilo con 200 }Jl de pro-

1 i na (100 mg/ml de H20) agitado por 3 mi n. en un vortex e in

cubado durante 1 ha temperatura ambiente y en la obscur~dad. 

3.2.2.3 Extracción de poliaminas densiladas: 

Después de 1 h de incubación se agregaron 0.5 ml de -

benceno y se agitó en vortex durante 1 min, la fase superior 

resultante se guardó en tubos de vidrio Pyrex con tapón de -

rosca a -70 ºC hasta ser utilizado. 
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3.2.2.4. Identificaci6n de poliaminas dansiladas por cromato

grafía de capa fina (TLC). 

De la fase orglnica en benceno se tomaron 100 ~ para 

cargar la zona preadsorbente de la placa de Kieselgel previa-

mente activada durante 1 h a llOºC. El cromatograma se desa-

rrol1ó durante l h en el sistema de solventes de c·loroformo: -

Trietilamina (25:2 v/v). Con una lámpara de luz ultravioleta 

se identificaron las bandas correspondientes de.cada poliamína 

por sus Rf, comparado con el estándar y por el reportado en -

la bibliografía 58. 

3.2.2.5. Eluci6n: 

Rf ±_ -&-

Putrescina 0.40 

Espermidina 0.62 

Espermin~ 0.70 

0.03 

0.02 

0.02 

Las bandas correspondientes a cada pol iami na se rasp~· 

ron y se les agregaron 2 ml de acetato de etilo, se mantuvo -

en agitación constante durante 10 min, aproximadamente a 50ºC 

(baílo Maria) y se centrifug6 a 2 800 rpm durante 15 min. El 

sobrenadante se recogió en tubos de vidrio y se mantuvo en -

frío. El precipitado se resuspendió y se le aplicó el proce

dimiento anterior, el sobrenadante se recogía y se juntó con 

el primero. La fluorescencia en esta muestra no es muy esta-

' 
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ble por lo que fue conveniente leer en el espectrofluor6metro 

en un máximo de 24 h después de la eluci6n final. 

3.2.2.6. Cuantificaci6n de poliaminas: 

las poliamii;as dansiladas (Fluorescentes) se cuantif.:!_ 

caron el es espectrofluor6metro marca Perkin-Elmer a 363 nm -

de exitaci6n y 495 nm de emisi6n, a una escala de lOX unida-

des de fluorescencia, pero a sensibilidad de 10 para putresc.:!_ 

na y espermidina, y de 9 para espermina. 

3.2.3. Curvas patr6n: 

S~ prepararon soluciones mad~e para cada poliamina -

con diferente molaridad en HCI0 4 al 5% 

-Para putrescina: 0.1, 0.15, 0.20, 0.25. 0.375 y 0.5 

mM. 

-Para espermidina y espirmina: 0.0125, 0.0250, 0.0375, 

0.05 y 0.1 mM. 

De cada soluci6n madre se tomaron 200 ul que fueron -

dansilados, cromotografiados y cuantificados como las muestras 

problema, obteniéndose las curvas patrón en los si~uientes ran 

gos: O a 20 nanomoles (nmol) para putrescina (Fig·. 5a) y de O 

a 4 nmol para espermidina (Fig. Sb) y espermina (Fig. 5c). ra.!l 

gos que comprendieron los detectados en las muestra problema, 



las cuales fueron cuantificadas, extrapolando en estas curvas 

patrón. 

El blanco de ajuste:· Se utilizó raspando una zona de 

la placa de Kieselgel no fluorescente y se eluy6 en forma se

mejante a las muestras problema. 
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.DETERMINACION DE POLIAMINAS 

e GERMINACION DE SEMILLAS:. 

o 25 :!: 1°C' OBSCURIDAD 

1 Disecc io'n 
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CUANTI FICAC ION 
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~ig.4 Metodología 

en c·apa fina 



47 

100 

.. .. 75 : .. 
~ .. 

50 . .. .. . ... 25 .. .. 
• ::> 

10 15 
n·mol Put 

•)PU.TRESCINA 

100 

.. 
1.$ .. 

e; . .. ·• . 
o .. so· 

2. .. 
nmol Spd 

blESPERMIPI NA 

Fig .. 5 Curvas patrón 



48 

10 

ce 

\~!.·r~;~ 
~·,;> 

7 5 . . 
'" 

50 

.• .. . . .. as ·-:'.\ . .. 
e :. 

o 
o 2 3 

nmal .spm 

c) ESPEllMINA 



4g 

4) RESULTADOS 

Este estudio se hizo con semillas de las variedades -

de matz: "Criollo del Mezquital" (CM), "Tuxpeílo Crema" (TC) y 

"Compuesto Universal" (CU). De cada variedad se utilizar6n -

semillas de cosechas recientes (CM_85, TC-84 y CU-84) y alma

cenadas por perfodos prolongados (CM-73, TC-72 y CU-70). 

Se obtuvieron las curvas de germinación tanto de semi 

llas de cosechas recientes como almacenadas de dichas varied~ 

des de maíz, de acuerdo a las cuales se determinaron los niv~ 

ies de: putrescina, espermidina y espermina en los tejidos e~ 

brionarios: eje y escutelo. 

4.1. Viabilidad y velocidad de germinación. 

Las semillas de las variedades de maíz no almacenadas 

estudiadas en este trabajo: CM-85, TC-84 y CU-84 mostraron ti 

picas curvas de germinación (Fig. 6a) y una alta viabilidad -

(100% de germinación). Sin embargo, las curvas de germina-

ción de las semi11as almacenadas de las varieda~es: CM-73 y ~ 

.TC-72 mostraron una pérdida de viabilidad de un 50% y las se~ 

millas también tuvieron una pérdida de su velocidad de germi

naci6n (Fig,6b). 
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4.2 Niveles de poliaminas en eje embrionario de semillas secas 

Se determinó el contenido de las tres poliaminas en -

los ejes embrionarios de las semillas no imbibidas de las tres 

variedades analizadas. Se encontraron niveles de putrescina 

de 95 a 130 nanomoles y de espermldlna de 90 a 125 nanomoles 

por cada cien mg. de tejido. En relación con el contenido de 

espermlna se encontró dentro de un rango de 70 a 90 nanomoles 

en los ejes embrionarios de las semillas de las variedades --

Criollo de Mezquital y Compuesto Universal, pero en la varie

dad Tuxpeño Crema este valor fue de 30 nanomoles de espermina 

por cada cien mg de tejido (Flg. 7). 

Se analizó asf mismo, el contenido de cada poliamina 

en los ejes de las semillas almacenadas. Se encontró que los 

ejes embrionarios de semillas almacenadas tuvieron contenidos 

semejantes de poliaminas a los valores determinados en los ~~ 

ejes embrionarios de semillas no almacenadas. Estos valores 

indican que el almacenamiento no dañó el contenido endógeno de 

las poliaminas en los ejes embrionarios de las semillas de 

maíz estudiadas ·(Fig.7). 
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4.3 Niveles de poliaminas en los ejes embrionarios durante la 

germinación. 

En los ejes embrionarios de las semillas de maíz CM-85 

a las 39 de imbibición y de las semillas de la variedad TC-

84 a las 47 h de imbibición (ambos tiempos con 100% de germi

nación), se encontró un aumento de putrescina de 8.5 veces -

más que su contenido endógeno inicial (Figs. 8a y lOa). En -

forma similar a las 43 h de imbibición (100% de germinación) 

los ejes embrionarios de las semillas de maíz CU-84 denotaron 

un aument~ de putrescina de 7 veces mis que su contenido endó 

geno inicial (Fig. 9a). 

Comparativamente a los eje~ de las semillas d~ cose-

chas recientes, en lo~ ejes embrionarios de las semillas de -

ma'z CM-73 se observó un incrementó en e~ contenido endógeno 

de putrescina de 13.5 veces más a las 144 h de germinación, -

tiempo de máxima germinación (~g. 8b). En este tejido en --

las semillas de la variedad CU-70 a las 166 h de germinación 

se tuvo un incremento de putrescina de 10.3 veces (Fig. 9b).

También en los ejes de las semillas de TC-72 a las 144 h de -

imbibición se observó un incremento de 12.5 veces más con re~ 

pecto a su contenido inicial (Fig. lOb). 

Estos resultados muestranque la put~escina es la dia

mina que se incremento más intensamente al final de la germi

nación en los ejes embrionarios tanto de semillas no almacen~ 

das como en las almacenadas, de las tres variedades estudiadas. 
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En cuanto a la espermidina, se.observó una tendencia 

a incrementar su contenido endógeno inicial de 1.5 a 3 veces, 

en los ejes embrionarios de las semillas de maíz no almacena

d as ( Fi g s. 8 b, 9 b y 1 Ob). 

Por el contrario la espermidina. aunque tuvo ligeros 

cambios al inicio de la germinación en los ejes de las semi-

llas de maíz Cl·i-73 y de CU-70, al final de la germinacion no 

registro un incremento significativo (rigs. 8b y 9b), excepto 

en los ejes de la variedad de TC-72 en los que duplicó su con 

tendido endógeno (Fig. lOb). 

Espermina es la poliamina que tendió a incrementarse 

en menor proporción en los ejes embrionarios de las semillas 

analizadas. Al final de la germinación en los ejes de las S.!!_ 

millas de CM-85, de CU-84 y de TC-84 se encontró un incremen

to de esta poliamina hasta de dos veces más que el contenido 

e n d ó ge no i ni c i a l ( F i gs., 8 a , 9 a y 1 O a ) . 

En los ejes de las semillas almacenadas de CM-73 y de 

CU-70 se observó el mismo nivel incial al final de la germin2_ 

ción (Figs .• 8b y 9b). En los ejes de las semillas de TC-72 e~ 

ta poliamina duplicó su contenido endógeno al final de la geL 

mi nación ( Fi g. 1 O b) . 
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4.4. Niveles de poliaminas en escutelo de semilas secas. 

En los escutelos de las semillas secas (no imbibidas) 

de. las tres variedades analizadas, se determinó que putresci

na es la poliamina que se encuentra en mayor p~oporci5n· (90 

a 115 nanomoles) antes de que se inicie la germi,J,¡ación, le sj_ 

g~e espermidina (60 a 90 nanomoles¡y espermina (40 a 50 nano

moies por cada cien mg de tejido) (F ig. 11). 
~ 

Analizando el contenido de cada poliamina en los ese.!!_ 

telos de las semillas almacenadas y no almacenadas, se deter

minó· que los escutelos de las semillas almacenadas tuvi.eron -

contenidos semejantes de las tres poliaminas que loi escute-

los de las semillas no almacenadas. 

Estoi resultados indican que el almacena~ient6 n~ da

ño el c.óiltenidd endógeno de poli aminas en los escutelos de -

·las semillas de mafz estudiada's (Fig. 11). 
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4.5. Niveles de poliaminas en escutelo durante la germinación. 

En escutelo de semillas de CM-85 a las 39 h y de CU-84 

a las 43 h de germinaci6n se observó respectivamente, un incr~ 

mento del contenido end6geno inicial de putrescina de 3 y de 

2.5 veces más (Figs .• 12a y 13a}. mientras que en los escutelos 

de las semillas de TC-84 a las 47. h (1001 de germinación) se 

observó un incremento de 2.0 veces más en el contenido inicial 

de putrescina (Fig. 14a). 

Analizando los niveies de putrescina en escutelo de -

las semillas de las variedades de TC-72 y de CM-73 se encori-

tró respectivamente un incremento del contenido endógeno ini

cial de putrescina de 5 y 6 veces más a las 144 h de germina~ 

ción ( Figs. 12b y 14b}. En este tejido de las semillas de CU-

70 a las 166 h de germinación se observ6 un incremento del -

c o n ten i do i n·i c i a l de es t á d i ami na d e 7 v e ces m ~ s ( Fi g . · 1 3 b) . 

Por otra parte. espermidina en los escutelos de las -

semillas de CM-85 y de CU-84 incrementó su contenido endógeno 

inicial, 2 y 3 veces respectivamente al final de la germina-

ción (Figs. 12a y lSa). En escutelo de semillas de TC-84 es

ta poliamina duplicó su contenido endógeno inicial a las 47 -

h de germinación (Fig. 14a). 

En escutelo de las semillas de las tres variedades: 
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CM-73, CU-70 y TC-72. espermídina duplicó su contenido eneé-

geno al final de la germinación ( Fígs. 12b, 13b y 14b). 

En relación con espermina, se encontró que los nive-

les de esta poliamina al final de la germinación, fueron apr.9_ 

ximadamente el doble de los valores incicíales tanto en los -

escutelos de las semillas no almacenadas como en las almacen~ 

das de las tres variedades analizadas (Figs. 12., 13 y 14). 

~ Una excepción a este comportamiento se observó en los 

escutelos de las semillas de CM-73 que conservaron los mismos 

niveles endógenos iniciales de esta polia~ina a las 144 h de 

germinación (Fig. 12b}; 
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4.6. Relación de los niveles de pollaminas con la viabilidad 

de las semillas de maíz. 

Los resultados encontrados hasta aquf sugerían que -

los cambios en los niveles de poliaminas podrían estar rela-

ciona~os con la germinación. Sin embargo, en los valores ob

tenidos para las semillas almacenadas se Involucraba tanto a 

los tejidos de las semillas que lograron germinar, como a los 

tejidos de las semillas que fueron incapaces de hacerlo. Por 

tanto se diseílo un experimento que discriminara entre estos -

dos tipos de situaciones. Para ello, se pusieron a germinar 

semillas almacenadas de las tres variedades de maíz, incubán

dolas 144 h o 166 h según el caso. Al término de este perío

do en que ya habían germinado todas las semillas viables, se 

separaron semillas germinadas y no germinadas, se disectaron 

m~nualmente y los tejidos ,mbrionarios fueron utilizados para 

la determinación de poliaminas. 

4.6.1. Eje embrionario 

4.6.1.1. Mafz variedad "Criollo de Mezquital". 

Analizando el contenido de poliaminas en eje embrion~ 

ria de las semillas de la variedad de CM-73 que se inctibaron 

durante 144 h se observó que los ejes provenientes de las se

millas incubadas y que no germinaron, tuvieron igual contenido 

de putrescina que los ejes de las semillas si germinadas. Es

tos resultados indicaron que el aumento en el contenido endog~ 
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no de putrescina en los ejes embrionarios se produce indepen

dientemente de que las semillas sean viables o no (Fig. 15a). 

En relación con el contenido de espermidina se obser

vó que los ejes de las semillas que fueron incubadas y que no 

germinaron de CM-73 tuvieron igual contenido de espermidina, 

que los ejes de las semillas que germinaron del mismo lote y 

se encontró un 68.5% más de espermidina en los ejes de las s~ 

~illas germinadas de CM-85 que en los ejes de las semillas 

germinadas de CM-73 (Fig. 15a}. 

Finalmente considerando los niveles de espermina, se -

enéontr6 un 22.4% más de esta poliamina en los ejes de las s~ 

millas de CM-73 germinadas, que en .los ejes de las semillas -

incubadas pero que no germinaron del mismo lote y se observó 

un 32% más de espermina en los ejes de las semillas germina-

das de CM-85 que en los ejes de las semillas germinadas de --

CM-73. Estos resultados indican una relación del contenido 

de espermidina y espermina en ejel embrionarios con la viabi~ 

lidad de las semillas de máíz de esta variedad (Fig. 15a}. 

4.6.1.2. Maíz variedad "Compuesto Universal". 

Analizando el contenido de poliaminas en eje embrio-

nario de semillas de esta variedad, se encontró que los ~jes 

provenientes de las semillas germinadas de CU-70 tuvieron un 



67 

20% m~s de puntrescina que los ejes de las semillas que fue-

ron incubadas y que no germinaron del mismo lote y que los --

ejes de las semillas germinadas de CU-84. Es importante des-

tacar que los ejes embrionarios de las semillas que fueron in 

cubadas y que no germinaron de CU:70 fueron capaces de incre

mentar su contenido de puntrescina a un nivel semejante que -

ejes de semillas germinadas de CU-84 (Fig. 15b). 

Considerando el contenido de espermidina se encontró 

un 37% más de esta poliamina en los ejes de las semillas que 

germinaron de CU-70 que en los ejes de las semillas incubadas, 

y que no germinaron del mismo lote, además se encontró que los 

ejes de las semillas germinadas de CU-84 presentaron un 72.5% 

más de espermidina que los ejes de semillas germinadas de 

CU-70 (Fig. 15b). 

En relación con espermina, se observó un 35.5% más de 

esta poliamina en los ejes de las semillas que germinaron de 

CU-70 que en los ejes de las semillas que no germinaron del -

mismo lote y también se encontró que los ejes de las semillas 

germinadas de CU-84, presentaron un 40% más de espermina que 

los ejes de las semillas germinadas de CU-70. Cabe destacar 

que los ejes de las semillas de CU-70 que fueron incubadas y 

que no germinaron mantuvieron sus niveles endógenos iniciales 

de espermidina y espermina (Fig. 15b). 
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4.6.1.3. Mafz variedad "Tuxpeílo Crema". 

('.)> Considerando el contenido de poliaminas en los ejes -

de las semillas de esta variedad incubadas por 144 h se encon 

tró un 83% más de putrescina en los ejes de las semillas ger

minadas de TC-72 que en los ejes de las semillas incubadas p~ 

.ro que no germinaron del mismo lote, además se observó un 64% 

m&s de. putrescina en los ejes de las semillai germinadas de -

TC-72 que en los ejes de las semillas germinadas de TC-84. 

En cuanto.al contenido de espermidina y de espermina se encon 

tró un 73% m&s de estas poliaminas en los ejes de semillas 

germinadas de TC-72 y de TC-84 que en los ejes de semillas in 

cuba~~s pero que no germinaron de TC-72 y que conservaron sus 

nivel~s endógenos iniciales de espermidina y de espermina 

{ Fi g. ~ 15 e). 
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4.6.2. Escutelo. 

4.6.2.1. Mafz variedad "Criollo de Mezquital". 

Analizando el contenido de poliaminas en los escute-

los de las semillas de esta variedad se encontró un contenido 

semejante de putrescina en los escutelos de las semillas de -

CM-73 incubadas pero que no germinaron, en los escutelos de -

las semillas germinadas del mismo lote y en los escutelos de 

las semillas germinadas de CM-85 (Fig. 16a). 

Considerando los niveles de espermidina, se observó ~ 

que los escutelos de las semillas germinadas de CM-73 tuvieron 

un 79% más de espermidina que los escutelos que fueron incuba 

dos y que no germinaron del mismo lote. También se encontró 

que los escutelos de las semillas germinadas de CM-85 tuvie_-'

ron un 55% más de espermidina que los escutelos de las semi-

llas germinadas de CM-73 (Fig. 16a). 

En relación con los niveles de espermina,.se encontró 

un 50% más de esta poliamina en los escutelos de las semillas 

germinadas de CM-73 y de CM-85 que en los escutelos de las s~ 

millas incubadas y que no germinaron de CM-73 (Fig. 16a). 

4.6.2.2, Mafz variedad "Compuesto Universal". 

En esta variedad se encontró que los escutelos de las 
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semillas de CU-70 que fueron incubados y que no germinaron 

aumentaron su contenido de putrescina en forma semejante que 

los escutelos de las semillas que germinaron del mismo lote, 

tambi~n se encontr6 un 52% más de putrescina en los esc~telos 

de las semillas germinadas de CU-84 que en los escutelos de -

las semillas germinadas de CU-70 {Fig. 16b). 

Analizando el contenido de espermidina, se observó un 

50% más de esta poliamina en los escutelos de las semillas 

que germinaron de CU-70 que en los escutelos de las semillas 

que se incubaron y que no germinaron del mismo lote. También 

se encontr6 un 25% más de espermidina en los escutelos de las 

semillas germinadas de CU-70 (Fig. 16b). 

Finalmente considerando el contenido de espermina se 

encontr6 un 40% más de esta poliamina en los escutelos de las 

semfllas germinadas de CU-70 que en los escutelos de las sem.!_ 

llas incubadas y que no germinaron del mismo Jote, además se 

.observó un 25% mSs de espermina en los escutelos de las semi

llas germinadas de CU-84 que en los escutelos de las semillas 

·germinadas de CU-70 { fig. 16b). 

4.6.2.3. Mafz variedad Tuxpeílo Crema. 

En esta variedad, se observó que los escutelos de las 

semillas que germinaron de TC-72 tuvieron un 50% más de putre~ 
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cina que los escutelos de las semillas incubadas y que no ger 

minaron del mismo lote y los escutelos de las semillas germi

nadas de TC-84 {Fig. 16c}. 

En relación con espermidina, los escutelos de las se

millas incubadas y que no germinaron de TC-72 incrementaron -

su contenido de espermidina en forma semejante que los escut~ 

·o los de las semillas germinadas de TC-84. Asf mismo, se encon 

tro que los escutelos de las semillas germinadas de TC-72 mo~ 

traron un 65% m4s de espermidina que los escutelos de las se

millas germinadas de TC-84 (Fig. 16c). 

Considerando los niveles de espermina. se encontró un 

contenido semejante de esta poliamina en los escutelos de las 

semillas de TC-72 incubadas y que no germinaron y en los ese~ 

telas de l~s semillas germinadas del mismo lote. Sin embargo 

los escutelos de las semillas germinadas de TC-84 tuvieron un 

58% más de espermina que los escutelos de las semillas germi

nadas de TC-72 (fig. 16c). 
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5) DISCUSION 

Las curvas de germinación de las semillas almacenadas 

(Fig. 6b) mostraron hasta un 50% y un 80% de pérdida de viabl 

lidad y una disminucióh· en la velocidad de germinación, pri~ 

cipalmente por un factor de envejecimiento de las semillas dA 

do por un almacenamiento por perfodo prolongados (14, 15 y 17 

años). Esta pérdida de viabilidad es comparable a la que se 

logró artifi_cialmente en otros estudios 34 cuando se trataron 

semillas de maíz a condiciones extremas: por dos días a 60ºC 

o bien seis días con 100% de húmedad y a 40ºC, aunque trata-

mientes menos extremosos no lograron este efecto, que se ob-

servó en las semillas utilizadas en este estudio. Sin embar-

go, no hay información bioquímica para establecer si los da-

ños que se causan con ambos tipos de tratamientos: almacena--

miento prolongado y el artificial, son iguales. Por lo tanto, 

es importante destacar la necesidad de emplear en este tipo -

de estudios semillas que han sido almacenadas por perfodos --

prolo~gados para poder comparar lo que sucede conmunmente con 

el aJmacenamiento de granos- y semillas de importancia económl 

ca como es el maíz. Así mismo, cabe mencionar que aunque de 

cada va~ledad se utilizaron semillas de cosechas dif~rentes -

(almacenadas y no almacenadas) stin genéticamente iguales. 

En cuanto a 1 os nivel es de poli ami nas, es interesante 

mencionar que en maíz la concentración de patrescina se incr~ 
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mento fuertemente a lo largo del proceso de germinación en am 

bos tejidos embrionarios de las semillas estudiadas. Un com-

portamiento similar se ha observado durante la germinación de 

otras semillas como Phaseolus mungo y Pisum sativum 65 , así -

como en las semillas de arroz y de chfcharo 54 59 

A su vez espermidina y espermina también tendieron a 

incrementarse como sucede durante la germinación de las semi

llas de Glycine max, Helianthus ~y Triticum durum 2 

Comparando los cambios en los niveles de poliaminas -

en ambos tejidos embrionarios se observaron los mayores incr~ 

mentas en el eje embrionario. Esto sugiere que este tejido -

es probablemente capaz de sintetizar sus propias poli aminas, 

lo que es razonable si se considera que el eje embrionario es 

un tejido meristemltico que inici~ activa división celular al 

término de la germinación, en cambio el escutelo es un tejido 

embrionario cuyas células ya no se dividen 8 . 

Tomando en consideración la curva de germinación de -

las dos clases de semillas analizadas, se puede observar que 

los niveles de putrescina, en ambos tejidos embrionarios, se 

incrementan preferentemente en una etapa tardfa de la germina-

ción. 

Esto sugiere que los cambios en la concentración de -
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putrescina no constituyen un evento causal para que se inicie 

la germinación, más bien parece ser un evento relacionado en 

otra forma con el proceso de germinación. Probablemente esta 

poliamina es importante para el establecimiento de la división 

celular en los tejidos embrionarios, proceso que en maíz ocu

rre entre las 24 y las 48 horas de iniciada la imbibi.ción 8 

Asf mismo se ha observado que la aplicaci~n exógena ~ 

de putrescina (100 uM) en ejes embrionarios de semillas de 

mafz en un pulso de dos horas, entre l~s 20 y las 22 horas o 

de las 22 y de las 24 horas de iniciada ia imbibición, incr~ 

menta el índice mitótico de las células del mesocotilo, teji 

do emb~ionarfo que muestra activa división. celulbr 8 

En rel~ción. al proceso de almacenamiento; es intere-

'sante 'resaltar que los niveles endógerios de poliaminas n6 fu~ 

ron al.terado.s por este proceso .. Sin embargo', durante la ger

minación si se no~ari i~porta~tes diferenc~as en los ni~eles -.. 
de poliaminas en los tejidos"de la.s semillas almacenadas y --

las no almacenadas. En relación con los niveles d~ p~tresci~ 

na, se observaron incrementos mayores en los ejes. einbrion·ar-~.' 

rios de las semillas germinadas y de baja viabilidad··.~Fig;·~:.:~·::-
15a-c) que en los ejes provenientes de las se.m.Í:ll~s.,<:pnal:~a: 
viabilidad. Niveles altos de putrescina fueron. ta~l:ii.én.re~i~ 
trados en las semillas de arroz de baja viabiii~ad cqn 6 y 2~1: 

de germinación 45 , así mismo un acarnulo de phtre~cin~ Y su 
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falta de ocnversión hacia espermidina y esper~ina se ha rela

cionado con una disminución en la viabilidad de protoplastos 

de avena 26 • 27 • Esto sugiere que probablemente se produce ~ 

una acumulación de putrescina en las semillas de baja viabill 

dad debido a una falta de su transformación hacia espermidina 

y espermi.na. 

Estb s~ confirma si se analizan las fluctuaciones tan 

grandes en los niveles de putrescina en los ejes embrionarios 

y en los escutelos, en las dos clases de semillas analizadas 

y que hacen suponer que los cambios en los niveles de esta -~ 

diamina no son un factor limitante para qee ocrurra el proc~

so de germinación. 

El,que este incremento de putrescina es independiente 

de .l~ germinación se confirmó cuando se pusieron a germinar -

las semillas almacenadas de las tres variedades de mafz, se, 

seplraron semillas germinadas y no germinadas y se determina

ron los niveles de poliaminas en los:tejidos embrionarios--· 

( Fi gs. 1 5 y 16) . En tal caso se observó que en las semillas -

que no germinaron se obtuvieron también incr.ementos de putres 

cina en ambos tejidos embrionarios, lo ~e indicó que a pesar 

de no ocurrir el proceso de germinación, existe síntesis de -

putrescina. Por el contrario, no se obtuvieron aumentos en -

la concentración de la espermidina y de la espermina en las -

semillas que se incubaron pero que no germinaron sino que se 
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mantuvo el contenido end6geno inicial. Todo esto sugiere que 

estas poliaminas parecen ser las aminas limitantes en el pro

ceso de la germinación por lo que se sugiere que los niveles 

de espermidina y de espermina tienen una correlación con la -

capacidad de la germinación y pueden ser indi~ativos de la -

pérdida de la viabilidad de las semillas de máiz. 

Vistos en su conjunto los resultados antes presenta-

dos, se podría sugerir que en las semillas de maíz, las poli~ 

minas que están ~ás asociadas al fenómeno de la germinación -

son la espermidina y la espermina y que la iegulación o el -

punto 1ábi1 que se vería afectado por e 1 almacenamiento serían 

la s) enzima (s) que transforman putrescina hacia espermidi 

na y de espermidina hacia espermina, lo que impediría que las 

semillas después de un largo período de almacenamiento fueran 

capaces de lograr los niveles de espermidina y de espermina -

requeridos para germinar. 
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6) CONCLUSIONES 

1.- Semillas de tres variedades de maíz almacenadas -

por periodos prolongados (14, 15 y 17 años) pierden viabili-

dad en forma significativa· (50% o más). 

2.- Putrescina es la poliamina más abundante en los -

tejidos embrionarios de maíz y a su vez la que muestra mayo~

res incrementos en el proceso de germinación, tanto en semi-

llas almacenadas como no almacenadas. 

3.-Espermidina y espermina parecen ser las poliaminas 

limitantes en el proceso de li germinación y probablemente 

son indicativas de la pérdida de la viabilidad de semillas de 

maíz. 

4.- El almacenamiento por períodos prolongados n~ da

na el contenido endógéno de poliaminas en semillas de maíz. 

5.- Probablemente el almacenamie~to daña las enzimas 

relacionadas con la conversión de putrescina hacia espermidi

na y de espermidina hacia espermina. 

6.- Para poder eliminar o modificar la hipótesis pro

puesta habra que analizar más cuidadosamente el efecto de es

permidina y espermina en la germinación de semillas _de maíz. 
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