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RESUMEN

Se conpce que 1las pol%aminas- putrescina, esperm1d1-—,'
 na Yy espermina son pollcatlones que tienen relac16n con.la --"
_germ1nac16n de semillas de plantas superlores. Por otra par-
te, eI a]macenam1ento de semillas por perfiodos prolongados ge
nera ‘una pérdida de viabilidad de 1las semillas, Por lo ante-
rior, e] objetivo de este trabajo fue saber si los niveles én
dégenos de las poliaminas podrfan ser indicativos de Ta pérdi-
da de yiabiTidad o capacfdad de germinacidn de las semillas.-
Por ello, se determinaron los niveles de poliaminas a:diferéﬂf
ﬁieé tiempos de germinacién en los tejidos emprionarios (eje -
'y escitelo) de semillas de tres variedades de mafz., De cada-
' variedad se usaron semillas no almacenadas y almacenadas ponJ
perTodds prolongados (14 a 17 afos). Esta determinacidh de -
; poiiamiﬁas se hizo por el método de dansilacién, cromatogra -

ffa en capa fina (CCF) y cuantfificacidn espectrofluorométri--

ca..

Se realizaron curvas de germinacidn y se encontrd que
las semillas almacenadas perdieron de un 50 a un 80% de su -

viabilidad, ademis disminuyeron su velocidad de germinacién.

Las tres poliaminas se incrementaron, putrescina en--



w

mayor proporcidn, durante Ta germinacidn en los dos tejidos -~

embrionarios de las semillas no almacenadas. En las semillas

almacenadas, putrescina también mostrd incrementos. Estos re

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

proceso tardio de la germinacifn y no constituye el paso limi

tante para ﬁue ésta se realice. Las semillas no viables, sin
embargo, no aumentaron su contenido de espermidina y espermi-
na, 10 que sugiere gque éstas dos poliaminas si podrian estar-
relacionadas con la capacidad de germinacién y probabTEmentg-
el almacenamiento dafie las enzimas que transforman putrescina

hacia espermidina y de espermidina hacia espermina.



1) INTRODUCCION

Las poliaminas: putrescina, espermidina y espermina -
participan en diversos procesos metabdlicos en piantas supe -
riores relacionados con la diferenciacién celular, el creci -

miento, el estrés y la senescencia. %> 57, 62, 65‘

"'La semilla es una estructura en reposo que activa su-
metabolismo durante Ta germinacidn, sin embargo su capacidad-
de germinacifn o viab}]idad decrece con las condiciones y el-
tiempo de a]macenamiento. Esto representa un problema univer
éa1‘ya que ocasiona grandes pérdidas econémico - agricolas, -
1o que hace necesario realizar estudios relacionados con este

aspecto, 12» 13, 35

Por otra parte, los escasos estudios de.poliaminas en
gérminaci&h de semillas de plantas superiores, especia1mgnte-
fequminosas y gramfneas, sefialan que uno de los eventos inme-
diatos a 1a germinaciln es el aumento en los niveles de ﬁo]iﬁ
'mihas, frecuentemente correlacionados con una activa antesis

de DNA, RNA y protefnas. 3. 4, 42, 51, 55, 67

AsT mismo, la
pé&rdida de viabilidad y de vigor de semillas mohocoti1ed6qeas
como el arroz también se ha relacionado con cambios notables--
en.el contenido de poliaminas. 46

Por 1o cual el presente trabajd se planted ‘la siguien

te hipGtesis:



HipGtesis de trabajo:

Si las poliaminas se encuenfran involucradas con la -

" viabilidad (germinaciGn)‘de las semillas, se esperarfa que se
millas de maiz deterioradas por periodos prolongados de alma-
cenamiento, presentaran menores incrementos en la c¢oncentra -

pién de estos policationes, durante su germinacidén.

Para comprobar tal hipStesis se establecieron los si-
guiéntes objetivos:

kad

5)' Determinar los niveles de poliaminas en los Eeji-
dos embrionarios: eje y escutelo, dufantg Ta ger-
minacién de semillas deterioradas por perfodbs -
pro1ongados de a1macenamiento>y de semi]]és no -al

macenadas, de tres varijedades de maftz,

b) Establecer la relacién de los niveles de poTiami;
“'nas con la viabilidad de semillas de dichas varieda

des de maiz.

o
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2) ANTECEDENTES

2.1. Localizacidn de poliaminas en la naturaleza.

Las poliaminas: espermidina, espermina y putrescina -
(Fig. 1) han sido determinadas tanto en céinas animales como
en Vegeta]es, bacterias y hongos., Aunque su papé1 en el meta
bolismo celular es alh incierto, su distribucidén especifica,~
su alta concentracidén en las células y su relacidn con el cre .
~cimiento celular, indican 15 importancia biolfgica de estos -~

Vcompuestosa 63

Las funciones bioldgicas de las poliaminas han sido =
- atribufdas ‘3 su naturaleza catidénica, ya que se ha demostrado -
_ st interaccién con polianicnes orgénicos como son los fosfolf

‘pidbs de membrana, o bien con los 5cidos nucigicos 03: 56

En las plantas superibres se les encuzntra en hojas -

23, 53 y frutos 18. En especial se Tes ha estudia

s, raices
',do en especies de las familias de las Tuguminosas y de:las =~-
gramineas (a esta d1tima pertenece el maizy, encontréndose di -
‘ferencias taxondmicas importantes: el nivel de poliaminas es-
mucho mas alto en hbjas de la§ Teguminosas que en as grémf -
neas, en las compuestas y las boragindceas, e incluso existe-

gran varjacién en el contenido de poliaminas.en hojas dentro-

de un mismo género, por ejemplo: dentro del género Heliotro--



pium: Heliotropium angiospermun contiene un 50% mds en la -

‘ concentracidn de poliaminas totales que Heliotropium indicum.
~'Asf mismo, se encuentran diferencias entre variedades, por --

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

mds de poliaminas'totales que Pisum sativum Little MaruéI'- -
14, 15 '

La conéentraciGn de po1iaminas no solamente varfa de-
un organismo a.otro,‘tamﬁién se encuentran diferentjas impor—r
tantes dentro del mismo. Por ejemplo,'1a distribucién dé po-
- 1iah}nas en ]é rafz de mafz, aumenta de la zona apical a la -

‘base 24;

» '"Laé'po]iéminés y las enzimas de su biosfntesis se en-
cuentran @omp?rtameﬁtalizadas éubceTuléfmenge.f’En vegetales
‘putre§§§ha, espefmidina y espermina'ée encuentran en altas --
.Tcdncentréciones_en vécud]as de.céfulas de paré€nquima dé‘jos -

:'1p§faiqs de'SaintgauIia‘7, también se les ha encontrado en @i

. tocondrias de las c&lulas del parénquima de Helianthus tubero

sus ¥y en los cloroplastos de cotiledones de Pinus radiata. -
Ast mismo,,las enzimas de su biosfntesis: Orhitina descarboxi
lasa (0DC), Argin{na descarboxilasa (ADC) y S-Adenosil metio-
nina descarboxilasa (SAMDC), se encuedtran en estos organelbs
por 1o que esto puede indicar que tas po]iaminasvson sintéti-
64

zadas in situ . En la figura 2 se muestra la via de biosfﬂ

tesis de putrescina (Put),'espefmidina (Spd) y. de espermina -



(Spm) propuesta por Smith 60. La ADC y la ODC son enzimas --

impertantes para la biosfntesis de putrescina 'y 1a SAMDC es -
una enzima importante para la sintesis de espermidina y de ~-
espermina ya que la conversidn de putrescina a ambas poliami-
nas requiere de la forma descarboxilada de S - Adenosf1 metio
nina, asi mismo de las enzimas aﬁino propil transferasa como-
son 1a espermidina sintasa que es una enzima que actda sobre
putrescina para producir espermidina y la espermina sintasa-
que -es una enzima que actda sobre espermidina para producir -
espermina 50. Es importante destacar que 1a descarboxilacidn
“de arginina por‘1a enzima ADC da 1la formacidén de agmantina. -
»_Léfaémahtina—pierde amoniaco para dar N - carbamil purtresci-
na.due bosteriprmente es ‘hidrolizada a putrescina pof'ja enzi

‘'ma N-carbamil putrescina amidohidrolasa. .

[y

La vifa de bijosintesis de putrescina por descarboxila-

cién de la ornitina por la enzima ODC es muy comdn en células

63

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

esta enzima én cé1u1as de plantas superiores come son He]iah-n
Eﬁﬂi tuberosus 65, papa 37, mafiz 23, 53, tomate 18 y tabaco -
35. Por et confrério se ha propuesto que la biosfntesis de -
putrescina por la descarboxilacién de la arginina por la enzi
:ma ADC es una via poco comdn en células énimales y muy fre -~
cuente en células de plantas superiores principal@ente en pro

cesos de crecimiento vegetal como es la embriogenesis de za--

nahoria 46, 47, el desarrollo y la germinaci6fn de_JaS semi ==



1las de arroz 4 y especialmente Flores y Galston 29 han pro-

puesto que esta es la vfa principal para la biosfntesis 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 relacidén con otras substancias~

.- .. 6 .
del crecimiento 3, Todos estos eventos se han correlaciona-

do con sfntesis de DNA, RNA.'proteTnas y estabilizacidn de la

membrana celular 56.




NH,CH,CH,CH,CH, NH, . - ~ PUTRESCINA

NH,CH,CH; CH,NHCH,CH,CH,CH,NH, ESPERMIDINA

NH, CH, CH, CH,NH CH,CH,CH,CH,NH CH,CH,CH,NH,  ESPERMINA

Fig.1 Formulas de las poliaminas
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Fig2.Via de biosintesis de poliaminas { smith g 1985 ),
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2.25 Efectos fisiol6gicos de poliaminas en plantas superio--

ress

2,2.1, Crecimiento vegetal:

E1 crecimiento acfivo y 1a divisifn celular. en teji -
dos vegetales ha sido correlacionada con el incremento en la-
sfntesis de macromoléculas 'y de poliaminas. Protoplastos de-
hojas de avena que son capaces de sintetizar proteinas y RNA,
pero~no'cantidades substanciales de DNA, al ser trétados con-
po1iaminas (cadaverina, espermidina o espermina 1 mM) dincre--

"mentan 1a sintesis de DNA, el indice mit6tico e incluso son -
. ‘cépaces'de producir nimerosas cé€lulas binutleadas o tipicas

36

formas mitdticas

Las poliaminas han sido también relacionadas con el -

rompimiento de la latencia. Explantes de Helianthus tubero

‘sus durante la Tatencia presentan un bajo nivel de poliami

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

.eyenﬁos que ocurren estd la rdpida sfntesis de poliaminas - =~

. (en esbeciﬁ} putrescina) con un aumento en la actividad de 1la

: en;{mé 0DC, enzima de su biosf{ntesis. Ambos eventos ocurren-
durante la fase tardfa de G, y un mayor aumento de la sinte -
sis derpoliaminag y su acumulacidén se observa durante el - --
transcurso de la fase 51' Este aumento eﬁ la sintesis de po-

-~ liaminas se pudo correlacionar con un aumento en la sfntesis-

de RNA y DHA 8> 37, 55,
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Un efecto similar de poliaminas se observd durante el
rompimiento de la latencia y subsecuente formacién de yemas

apicales en papa (Solanum tuberosus). Cuando se inicid la -

formacidn de yemas apicales se observd un incremento de los
.niveles de putrescina, espermidina y espermina de 2, 3 y 10
veces mds, respectivamente, de 165 niveles iniciales. Este -

incremento de poliaminas fue pavalelo con el aumento de la ac
tividad de 1a opc 37

‘En procesos de desarrollo de Grganos vegetales con ac
tivo crecimiento, las po11aminas también tienen un papel im -
: poftante. Por ejemplo, én la rafz de Zea mays, putrescina -=-
present§ un gradiente que aumenté del dpice a la base, corre-
1ac§onado con el gradientevde 1a actividad de 1a 0DC. Porr—Q
.otra parte, espermidina se encontrd en niveles muy altos en -
la zoﬁa abica1. comparada con la base., "Es probable que el al
toﬁniveI de espermidina en la ;6na apical, dohde hay activa ~ -
:vdivisiﬁn celular se deba a Qnﬁ conversién de putrescina a es-
berhidina. Este incremento enrespermidina fud paralelo.a una.
‘activa sintesis de protefna; y de DNA en la iona apical de:i$~

rafz de mafz 23.

Schwartz y col 53 demostraron que eventos morfogenéti *

cos como es la formacién de vafz primaria y de rafces laterales-

en mafz estdn relacionados con cambios 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 estd relacio

nada con zonas maristeméticas en activa divisign celular, co-
mo es la zona apical de 1a rafz primaria y las zonas ‘que dan=--
lugar a las raices laterales. Sin embargo, en relacidén con -

ta morfogénesis de rafz de frijol hay algunas controversias,-

ya que Ta apticacidn exb6gena de poliaminas no promueve ‘la for

macién de rafces adventicias. Sin embargo, la aplicacidn de -

dcido indolbutirico (AIB) induce la formacifn de rafz y un in
. cremento considerable de leos nfveles de poliaminas, 1o que in

dica que los cambios de poliaminas son dependientes de 1la coﬁ

k‘centraci6h de AIB y especificos del 6rgano de estudio.'31

Por otra parte las po]iaminaé tambiéh se han relacio-
:nadd con ei desarrojlo de frutos. be ejemplo, se ha 1oghaﬂo
ﬁromoyer el desarrollo de frutos de tomate (Lycopersicon -. . -
éstu?enfum), con la aplicaci@n exfgena de putrescina l'mM,eﬁ.
el décimo'dfa después de la po]inizaciGn, momento: de actiya'-
d&visién celular, La enzima ODC fue esencial duranfe la eta-

18

pardel desarrollo de este frito La alta actividad de es-

ta enzima de sintesis de putrescina también se ha relacionado

con una activa divisi6n celular en c&lulas XD de tabaco y en-

36

ovarios de tomate . AsT mismo, fué caracterizada en la zo-

na apical de rafz y en hojas j6venes de tomate, zonas de in =
tensa actividad mitdtica, activa sintesis de poliaminas, ONA,

RNA, y protefnas 19
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Otro de los eventos morfogé&neticos con los que sé re-~
tacionan las poliaminas es la embriogénesis de zanahoria - -
(Dauéus cafota). Montague y col, 46 estudidaron el metabolis-
mo. de pbli?minas en cultivos de zanahoria: la actividad de --
ADC 1incrementd seis veces mds su nivel inicial en células - -
transfef{das a medio no embriogé€nico, sin embargo, en medio -
remﬁriogénico se observd un incremento‘de hasta doce veces mas.
En relac%ﬁn con los niveles de poliaminas, la concentracidn -
.de pufrescina a las 24 h aumentf dos veces mis en medio ém --

briogé&nico en comparacién con el medio no embriogénico 47.

La embriogénesis en tales cultivos de zanahoria se re
“'dujo en un 50% cuando fueron tratados éon difluorometil argi-
" hiﬁa'1 mM (inﬁibidor de ADC), en consecuencia la concentra. --

 ci6n de putféscina y espermidina también disminuyG. ‘Sin em -

bargo, la embriogénesis se restablecid cuando se adicioné al-
V‘ﬁedio putrescina, espermidina o eépermina 0;1 mM 25. Final -
iménte cultivos en suspensidn de células de zanahoria tratados
con putrescinﬁ promueven éi desarrollo sincrénico de embrio =

,nes,lB.

Los priméros estudios de poliaminas en relacidn con ;‘,
el desarvollo de embrfones de plantas superiores (formacidh,—
'gé ta semilla) datéh de 1967, cuando Bagni y col. 5, détermi-
Aaroh 1a‘distribuc16n de espermidfna y espermina durante €l=--

desar5611o de la planta de trigo, en las etapas de formacidn-
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e

. : &2 . :
del embridn, semilla y planta adulta, destacd&ndose que el em-

bridn maduro (semilla) es el tejido donde se encontré mayor -
concentracidn de espermidina y espermina;

2

Por otra parte, durante el desarrollo de la semilfa -

de arroz, la concentracidn de poliaminas y.en‘especiaT putres
cina, se incrementd a los 16 dfas despuds de la fertilizacidn
declinando después gradualmente cuando el embridn estd maduro.
Este incremento de poliaminas en esta etapa de desarrollo de-
15 semilla fue paralelo a fo§ incrementos de DNA, RNA, protef

.nas y'de Ta - actividad de la enzima ADC 54.

.
En el desarrollo de las semillas de Glicine max (L),
los nivelés de espermidina en cotiledén se incrementaron con<

forme aumentf el peso fresco, teniendo un mdximo cuando la --

‘'semilla a]canzé su maduracién fisioldgica (30 hvdespués de 1a

.- fertilizacifn), estos cambios acompafiaron un decremento de -«

Tos niveles de putrescina.  Aunque en el cotileddn no se de -
’ 3 = e ry ] ' 2
.tectaron cambioes en los niveles de cadaverina, en eje embrio-
‘nario el mayor cambio se determino para esta amina ya que se-

 hi11asLmaduras 1legaron a acumular de 5.5 a 12.0 pM de cadave

.Fina por gramb de peso fresco, mientras que espermidina y es-
permina solamente se incrementaron ligeramente y putrescina -
conservd sus niveles iniciales. Estos resultados indican que exis-
tien diferencias importantes en loscambios ¥y contem‘dos'de poliami-

nas.de acuerdo al tipo de semilla de que se trate 40, 41.

L=g
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2.2,2. Senescencia.

Otro de los procesos que se ha relacionado a las po--
}iaminas es el retardo.de la senescencia. Existen evidencfas
de - que este efecto es debido a que estos policationes estabf—
lizan membranas celulares. Por ejemplo, 0.1 mM de espermina-
‘estabiliza Ta membrana tilacoide de cloroplastos de_;é]u]as -

~de mes6filo de hojas de avena 50. As? mismo la permeabili -
dad y 12 integridad de la membrana plasmitica ha sido estudia
da_midieﬁdo.e1 flujo de betacianina, Se ha observado que ta-
aplicacidén de 1mM de las poliaminas espermidina y espermina,=~
reducen el flujo de betacianina y estabilizan la membyrana - -
plasmdtica en discos de rafz de betabel 48, En cé&lulas defhg:

- ja de espinaca y en c€lulas de manzana en suspensidn, este --

" efecto fué mds notable cuando se logré reducir el efecto de -

fungicidas desestabilizadores de membrana como guanzantina y-
dodina a 0;5 mM (estructuralmente reiacionados con poliaminas)

fgrdonr]a aplicacibén de espermina 1 mh 6,

~ Uno de los eventos que involucran. la senescencia de.;.
”ﬁojas es Ta dgsintegracidn de la estructura de c]ornplasfos -
y una disminucién de la clorofila. Se ha-obSérvado’en discos
dé hoja-de cebada que tratamientos con 0.5 mM de putrescina;-;
bespermidina o espermina previnieron la disminu;idn de la clo-
rofila, se estabiliz8 la membrana tilacoide de cloroplastos j

se redujo la senescencia, inducida por estré€s en oscuridad -- -
17, 49
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Un efecto similar de prevencidn de disminucign de clo
rpfi1a se observl en segmentos de hojas de trigo incubadas -~
con 10 mM de éspermidina o espermina, y este efectd fué adn -

mas significativo en hojas de soya 21.

Este efecto de poliaminas puede depender de la edad -
del tejido ané]izado: segmentos de hojas de cebada de edad --
temprana (8 dfas), tratadas con 1 mM de putrescina, espermidi
na o espermina presentaron una retencfﬁn de clorofila mds - -

_eficientemente que segmentos de hojas maduras tratadas de - -
igual forma 62.

Por otra parte, protop]astos aislados de hojaé de ave

na-en sénéscencia imphesta por estrés con mannitol 0,6 M pré-

- seﬁtaron una rdpida 1isis, un incremento dé RNAasas y diminu-

4c16n en su capacidad de sTntesis de protefnas, [NA y'RNA. --

Sin’embakéo, cuando estas hojas se trataron previamente can
10 mi de.pﬁtrescina o con 1 mM de cadaverina, espermidina o -
. espermina se estabilizaron los protoplastos, se Aumentd ia -
antésis'de protefnas, DNA, RNA y la divisidn mit6tica, eon -

1o que se retardd la senescencia 16, 35.

Asf mismo, segmentos de hojas de avena, de pldntulas~
de 4 .a 21 dfas incubadas en la obscuridad presentaron una ré&-
bida senescencia relacionada con la disminucién de la activi=-

- dad de ADC, de 1os niveles. de bo]iaminas, de clorofila y de -
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. ! e 3 C,:.“’.; ) ! N
protefnas. Sin“embargo, cuando las hojas fueron expuestas a-
laluz, se aumenté la actividad de ADC y aumentaron ‘las polia

'rnﬁ.nas', espécialmente espermidina, 1o qué retards la 's‘e'r!'escen-
4, 32,38 :

cia
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2.2.3. Estrés

Diversas condiciones de estrés producen cambios meta-
b§1licos caracterfstibos en tejidos vegetales, uno de ellos es
la acumulacidn de putrescina. Ej significado fisio]dgiéo de -
esta respuesta no se comprende adn en su totalidad, sin embar
go es de gran importancia ya que T1os vegetales crecen en un -
ambiente con fecuentes condiciones de estrés a las que se tie
nen que adaptar. Esta respuesta es considerada como univer -

"sal, ya que puede ser una prbteccién natural o bien una véntg
ja selectiva de las c&lulas estresadas, Este tipo de estrés;,
puede ser causado por deficiencia o presencia de ciertos io -

nes, dcidez del nedio o bien por estrés osmbtico 39’ 58,

En condiciones de deficiencia de jones principalmente

+ 2

k", mg*

plo, hojas de plantas de seis aspecies diferentes de dicoti-«

se ‘ha observado un acimulo de putrescina. Por ejem-

ledfneas 'y monocotiledéneas cultivadas en deficiencia de pota
sio increment&ron hasta 16.6 veces mds sus niveles de putresF
cina que el control. Espermidina y esbermina se increm9ntak-
ron solamente 1.9 y 1.2 veces mis respectivamente y se postu-
la que probab]emente se sintétizaron a partir de putrescina.-
En tales condiciones 1a mayor acumulaéidn de putrescina se obp-

. - . 5
servf en monocotileddneas como el maTz y la cebada 7.

Esta gradual acumulacidn de putrescina, en deficien. -
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cia de iones se ha correlacionado con un incremento de la ac-
.tividad de la enzima ADC. Hojas de avena cultivadas en un me
dio>deficiente,de potasio, denotaron un dincremento de putres-
cina de hasta 15 veces m8s que el control paralelo con un in-
cremento de 30 veces mis de la actividad de AbC y gga inhibi-

cidén de clorosis y necrosis en las hojas tratadas .

Un incremento similar de putrescina, aunque en menor-

proporcifn, se ha observado en hojas de plantas de cebada cre

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

putrescina aumentan 3.8 veces mds que el control, y con defi-

2

ciencia de Ca'® aumenta 1.5 veces mds. En deficiencia de ele

mentos como el fdsforo, azufre y nitrdgeno no. se detectaren -

cambios significativos en los niveles de poliaminas 10, 58.

En forma semejante a condiciones de deficiencia de -~
. : | . . +2 .
iones, un medio conteniendo iones como NHZ y Cd 2 inducen la

“acumulacidn de esta diamina en forma paralela a una intensa--

c 68

actividad de AD . Igualmente causa este efecto la incuba-

30

‘-ci5nvde hojas de chicharo a pH dcido (3.5 a 5)

»ﬁajo condiciones de estrés osmético, el contenido de-
putrescina se incrementd hasta 60 veces mds que en el confrol
en hojas de avena cuando fueron sometidas durante & horas a -
‘sorbitol 0.4 M y en condiciones de luz. Las hojas de otros -

cereales tuvieron una respuesta similtar, relacionada con un -
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incremento de la actividad de la enzima ADC 29, Jos p%oto -——-
plastos de &€stas hojas ‘mostraron baja en ia viabilidad simul-
téneaménté al alto contenido de putrescfha. E1 tratamiénto -
con'10 mM de DFMA, inhibidor de la enzima ADC, mejorﬁ la via=-
lidad de . los protop1astos,levit6 ja acumulacidén de putrescina

e incrementd el contenido de espermidina y de espermina 26’21

Sin embargo, otras condiciones como es el aumento de-
'10°C en la temperatura de incubacidn (25 °C) no afectd el con

tenido de putrescina en segmentos de hojas de avena, aunque -

‘el contenido de espermidina y espermina disminuyég cuando di -

“chos sqghentos fuerdn sometidos 4 a 6 horas en solucidn amor-
' 29 ' '

";ifgdadbré a una temperatura de 35 °C
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?.2,4, Relacign con otros factores reguladores de crecimien

to.

Las poliaminas tienen una estrecha relacién con otras
substancias reguladoreas del crecimiento vegetal, aunque esta

relacidn alin no estd 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 relaciond con un in -
~cremento de 6 veces de putrescina, de 3 veces de espermidina-

y de 5 veces de espermina 6.

Ahora bien, cuando se trataron explantes de &ste tipo

:j con auxinas como el AIA (Z‘yM) se tuvo una activacidn del cre’

‘f/cihiento del tubércuio de Helianthus tuberosus similar a la=
que se tuvo al tratar explantes con putrescina o espermidina-

10 uM o bien con espermina o cadaverina.(100 uM) 6.

Cotiledones de piéntuias de 1eqhuga de tres dfas tra-
tados .con citocininas como cinétina (4.7 x 1073 M) o con 6- -
behziladenﬁna (2.22 x 10'5 M), mostrardn un incremento cons{f
aerab1e de putrescina. Este incremento fué moderado cuando =
el tratamiento fue con zeatina (2 x 107> M). 'Sin embargo, en
presencia de cualquiera de est&s citocininas se vi6 inhibida-.

Ja sfntesis de espermidina y espermina %2,
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Un efecto similar al de benziTadenina (BA) se observd

_én cotiledones de a1god6n, Los cotiledones de dos dias que -
fueron 1ncdbados en presencia de. . benziladenina (22 yM) mostra
ron un incremento de 4 veces més.eﬁ la actividad de Ta enzima
'ADC acompaﬁado con un aumento de 2,5 veces mds del contenido-
de putrescina. Con cin€tina se tuvo un efecto similar, pero;
‘en mehor'proporci&ﬂ., En este mismo sistema también se obser-
v6 un estimulo de tres veces mds en la actividad de ADC y de-
dos veces més en el nivel de putrescina con tratamiento de &-
cido giberé&lico (GA3) 1 mM. Por el contrario, la actividad -
de la'enzima de sintesis de putrescina ADC 'y el nivel de pu -
frescina fue inhibida en‘bresencia de ABA 100 pM, este efecto

fue revertido con adicién de BA, cinétina o GA, 51,

‘Comparativamente, un aumento de cuatro veces en la ac

tividad de 0DC se ha observado durante la germinacifn de semi

‘11as de trigo tratadas con GA; o AIA a6 -

En embriones de semillas de arroz incubados por 24 ho
‘> ras y tratados cdn cinétina 10'4M, se tuvo un incremento de - .-
poliaminas, especialmente espermidina, de cuatro veces mds --

que el control., La actividad de ADC se incrementd con cingti

na 1()'6 M. Por el contrario, este aumento de poliaminas y de-

la actividad de la enzima fue inhibida por ABA 10°% m 45,
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La aplicacitn exdgena de poliaminas no indujo la for-
macidén de la raiz en frijol, sin embargo, cuando se aplicé --
Scido indolbutirico IBA (5 x 10°% M) se indujo 1a formacidon =

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

E1 mafz (Zea mays L) fué el cereal precolombinc carac
terfstico de Am&rica, primera referencia de su existencia da-
~ ta 'de 1492 cuando dos espafioles enviados por Coldn exploran =

el térritoriobde Cuba. Este descubrimiento contribuyé para -
que el mafz sea ccnsidgrado como un cultivo de gran importan-
cia econfmica y agrficola, ya que actualmente es la segunda -~
p]an{a alimenticia mﬁé'importante del mundo, tomando en cuen-
ta los niveles de su produccisn 19,

E1 mafz es una planta herbdcea anual que se encuentra--
dentro del grupo de las Angiospermas y presenta rafces fibro-
Sas, tallo cilfndrico con hojas alternas dispuéstas en dos fi-
lTas con nervadura paralela y méirgenes enteros. Por sérrmiém-
'bro.deria familia de las graﬁ{neas presenta flores pequefias -
que en su conjunto forhan~una inflorescencia denominada'espi-
Qa. Cada f1gr estd formada por un gineceo (compuesto'por‘un-
"Svulo encerrado por carpelos esporofiaos e incluidos en un -=-
cvario con éstigma terminal) y un androceo convencional (forma
¢o por una antera -y un filamento). Sin embargo, el perianto-
ée encuentra reducido a dos pequefas ﬁieza; vestigiales 1Tama
das bricteas que protegen las restantes partes florales. Ca-_
da flor da iugarla un fruto carijopside (grano), que es peque~-
ﬁ&, seco, indehiscente y con una sola semilla cuya testa se -

ancuentra fusionada con el perijcarpio del fruto. Esta semi--
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11a es el resultado de la fertilizacidn del 6vulo por el ga--
‘meto masculino, como consecuencia de la polinizacién del es =
tigma 11, 13, 24, 42, 44°

La semilla estd formada b&sicamente por una testa, un
" endospermo y un embridn que da lugar a 1a planta adulta, cada

una de eﬁtgs partes estd formada como a continuacidn se indi-
ea (Fig. 3¢
: a) Testa o cubierta de la semilla:
- Zona‘pigmentada

'~ Capa micelar o hialina, S

b) Endospermo:
- Capa de aleurona,
- Endospermo c8rneo (cﬁistaIino).

" " -"Endospermo amilac€o (opaco).

c) Embridn.

‘- Escutelo (cotiledén).

‘- Eje embrionario,

ra) Testa:

La testa o cubierta de Ta semilia se origina de 1bs -vf
'*€GQUmeﬁtos del 6vulo fecundado y la nucela resulta totalmente

destrufda en el caso del ma¥z, por lo que la estructura.celu-
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,1Ar estd casi obstruida, pero ofrece una funcidn protectora,-
con imbortancia fisioldgica ya que confiere a la semillia un -
grado‘de 1mpermeabi1fdad'a1 agua y/o gases incluyendo al oxf{-
geno, por 1o que consecuentemente puede ejercer influencia re
‘-éuiétoria sobre el metabolismo, el crecimiento de los teji --

dqsyy Srganos internos de Ja semilla 1t, 20, 214, 44.

La capa interior de la testa estd profundamente pig -
mehtada‘y da al grano de ma¥z su color caracterfético. La ca’
“pa hialina (festo de 1a epidérmis) es incolora y sin estructu

“va celular 11, 13.

b) Endospermo:

El endospermo es el tejido que se or1g1na de] nucleo—

”tr1p101de o ﬂucleo del endospermo, que se forma por 1a tr1p]e

-}_Fus16n de dos nuc]eos potares maternos con uno de’ ]os nuc1eosr‘

espermiticos. E} endospermo es el tea1do nutricio del- embridn
formado por c&lulas de paredes finas que son de tamaﬁb, forma
y composf;i&n variable ya que estas cflulas pueden contener --

‘]'afhidﬁn, 1ipidos v proteinas importantes durante 1a germina -

%L eién’y el establecimiento de la plé&ntula 11, 13, 4z,

" La capa de aleurona es una capa de células cdbicas de -

- paredes gruesas-que rodea atl endospermo, estds células no‘cog

A s a . 20
tienen aimidén pero son ricas en grasas y protefnas .
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¢) Embridn:

ET embridn es el resu1tado de 1la ferti1izac16n de la~

cé1u1a huevo en el saco .embrionario por uno de los nilicleos =~

) mascu11nos de1 tubo de1 polen. En el caso de una monocotile-
dénea como el mafz, el dGnico cotiledén sencillo se convierte-
en escutelo 11, 13, 24 £y cual tiene la funcién de movili -
zar 'las reservas alimenticias almacenadas en e} endospermo y-
enviarlas al eje embrionario cuando la semilla germina, perio
do duﬁante el cual permanece funcionando como Grgano absorben

te 13, 42°

E1 eje embr1onar10 estd formado por una pldmula que -
cont1ene tejido mer1stem5t1co que dard lugar al tallo y ias -
hoaas de Ya future planta adulta y la radfcula que_ por con51~

1gu1ente dar& lugar a la rafz ll» 13, 42,

El eJe embrionario y el escute]o son lmportantes por-

su conten1do de protefnas y ademds en e1 escutelo se encuen--
' 11, 42

.>}tra la mayor parte de la Vitamina B1

Dada la importancia del matz para la alimentacifin hu-

. mana 'y animal cabe destacar que la semilla de mafz contiene:.

. Humedad (%)} oo 16.7
Almid6n (%) - ) . 71.5
‘Protefnas (%) ) ) 9.91
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Grasas (%) ' ' 4,78

Fibra (%) . ) 2.66
,Azﬁcérés_(%) . L 2,58
" “cenizas (&xidos) 7 1.42

Carotenoides totales

(mg/kg) - 30,0

(Tomado de Bewley, 1978}.
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Cubierta sominal

Endospermo ¢drneo
( cristalino )

Escutelo

Endospermo amlldceo lopacel

Coledptito ——

Plimula
tesocotilo Eje

Radfcula Embrienario
Caliptra )

Colaorriza

Padinculo

Coleoptilo emorgldo )

Radicula

Fig.3 =~ A) Estructura de la semilla de maiz (Zea mays-) .

B) Semilia de maiz germinada (i4)

Embridn
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2.4.  Germinacidn, viabilidad y vigor.

La semilla es una estructura en reﬁoso que'por To. ge-
neral esta sumamente deshidratada, cuybs procesos metéb61icos
estdn suspendidos debido precisamente a su condicién de vida-

interrumpida, principalmente por la carencia de agua y oxige-
11, 13 ' ‘ ' '

La germinacifén de semillas de plantas superiores in--

'votucra los siguientes eventos:

_ a) Hidrataciﬁn o‘imbibicfdn: Durante la cual e1>a§ua-
‘penetra en el embr16n e hidrata protefnas y otros coloides. -
S1n embargo,’dada que esta absorcién de agua es en gran parte~f
un proceso fisico, que da un aumento de vo]umen, puede efec -

tuarse aln en sem11?as no viables 34.

b) La formacifn oactivacidn de enzimas, que conduce: -

a un aumento de la actividad metabdlica.

C) E1 alargamiento celular- y Ta.emergencia de 1a ra--
' dfcu]a con el rompimiento de Ta testa. Etapa cons1derada co-

mo germ1nac1onu

Finalmente Ta divisidn en los tejidos meristemdticos-

‘'del embrién conduce  al crecimiento y la formacién de una plan
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- ta adulta semejante a su progenitori ;1’ 42, 52

Cabe destacar que el momento exacto en el cual Ta

germinacifn ha terminado y comienza el crecimiento es difi -
la germinacién se identifica -

Tl de determinar. Por elto,
42, 52

visualmente como el rompimiento de 1a testa

Para que una semilla germine, sen necesarias varias-

condiciones intrfnsecas o propias de Ta semilla y extrinse--

cas o .dependientes del medio en que se encuentra,

_Entre las intrinsecas est&n que las semil]as esLen -

'b1en formadas, sanas y con suf1c1ente madurez f151o1691ca,'y

Tentre las extrinsecas estdn el agua, la temperatura, ox1geno
¥y Tuz,

E1 agua es importante para romper los tegumentos, fa

_cilitar la satida del embrién y para 1las reacciones qufmicas
.‘de'eStos‘procesose
La temperatura es un factqr especifico para cada es-

pecie, ya que las semillas prasentan un rango de temperatura

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

este rango no germinan.

E1 oxTgenoc puede cambiar el metabolismo en los esta-
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-dos iniciales de la germinacidn, ya que puede ser anaerobio--
y cambiar a aerobio tan pronto como la testa se rompe y pene-

tra el oxTgeno 1z, 42,

No obstante otro factor importante en la germinacidén-
es la edad de l1a semilla, aunque existen reportes que sefialan
que existieron semillas que sobrevivieron un almacenaje de --

100 ‘afios, la mayoria no logra sobrevivir este perfodo 13.

Las semillas son bastante resistentes a condiciones -

extremas, ya que se encuentran en un estado de desecacicén y -
- no obstante permanecen viables y. la viabilidad es 1a capacidad que tienen

las semillas de retener su habilidad para germinar 12.

Las caracterfsticas adicionales de alta viébilid&d--—
[soﬁ una germinacidn rdpida y estab]ecimien;o de una pldantula-

vigorosa con aspecto normal 34.

E1 perfodo de viabf]%dad estf determinado gen&ticamen
‘te‘y bor las condiciones ambientales, por 1o que el t%empo en
que una semil]a permanéce viaﬁle,depende del tipo de semilla=
"y cons1derab1emente de las condiciones de almacenamiento. La
'v1ab111dad es meJor retenida cuando las- cond1ciones de almace
hamiento permiten una actividad metabdlica reducida en 1a$ -

~semillas, por ejemplo, bajas temperaturas y altas concentra -
12, 44, 52

ciones de didxido de carbono
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En la mayor parte de las semillas la ausencia de hud-
medad es una condicibn esencial de almacenamiento para la re

tencidn de la v{abilidad, sin embargo esto no es general ya-
12

que muchas semiilas permanecen viables sumergidas en agua

No s8lo 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 Ta dis
ponibilidad de agua, luz, temperatura, nutrientes, etc, duran
“te 1a formacidn y madurez de l1a semilla pueden afectar la via

bijidad de la semilla 12, 44

) La germinacidn se mide en dos pardmetros: el porcentd
je y 1a ve1ocidad de germinacifn, y la vfabi1idad se encuen =
“‘tra. representada por el porcentaje de germinacién., Con fre -
cuencia uh pbrcentaje y una velocidad de germinacidn bajos se
encuentran asociados con una baja en la v1ab111dad y el v1gor'

de la semilla 34

‘La reduccidn de estas caracterfsticas puede ser el rg:.
sultado de diferencias genéticas entre cultivos, désarro]]o -
incompleto de la semilla en la planta, lesiones durahte la co
secha, enferme&ades durante la formacidn de 1la sem111a} mane-
‘jo'y a]ﬁacenamiento inapropiado, y‘envejecimiénto‘de la semi-

11a,  La pérdida de viabilidad generalmente se ve precedida. -
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“..por una disminucidn en_ el vigor y semillas con bajo vigor son
fdcil y frecuentemente atacadas. por organismos patd&genos, asfy.

mismo carecen de fuerza para emerger de la superficie del sue

lo e incluso diff;i]mente logran romper la testa y emerger -—
12, 340 )
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2.5 Poliaminas, germinacidn y viabilidad.

Existen pocos trabajos relacionados con 1a germina --

cifn de semillas de plantas superiores y los niveles de poiia

‘minas durante este proceso. Une de éstos es el realizado por

‘Vi11anueVa y col 65, quienes determinaran los cambio; en los

‘niveles de poliaminas durante 1a germinacién de semillas de

leguminosas y gramineas.

Al inicio de la germinacidn, semillas de PhaseoTus, -
mungo' presentaron menor concentracidgn de putrescina que es~ -

'Vperm1d1na y espermina, sin embargo. durante las primeras ha -

ras putrescina comenzd a incrementarse alcanzando un m6x1mo -

de 15 veces m&s que su n1ve1 1n1C1aT a Tos diez dfas de germ1
-naciﬁﬂ. Espermidina y espermina tuvieron ligeros cambtos y -

Los cambios de poliaminas totales

f:décrqbierén'gradud]mente.
65. Ast

ég_reTabjonaron con los niveles de RNA y protefnas
_ khismb;'semillas de Pisum sativum sufrieron un incremento de -
‘Vputresc1na de. hasta 8 veces mds que en el control a las 24 ho
incrementd 11geramen'

Vras_de,germ1n3c16n aungue esperm1d1na se
te, espermina y cadaverina no tuvieron cambios'drésticos. Estos nivs

“les se ré?acionaron con el contenido de RNA y protefnas prin-

cipalmente.a las 24 horas de germinacidn 65, Semillas de Zea

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

nivel inicial de putrescina a las 144 horas, espermidina tam-

“hi&n tuvo un méximo en este tiempo pero decrecid gradualmen-
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te‘ﬁs, Sin embargo, durante la germinaciﬁn de Triticum - =~
-aestivum, espermidina fué Ta poliamina que se increments - -
drdsticamente ya que aumentf hasta 20 veces mds que su nivel
inicial a las 6 horas de germinacifn y a las 144 horas conser
v6 10 veces md@s su nivel original, putrescina aumentd 3 ve ~
ces més qué su nivel imnicial a las 144 horas de germinacién-
y espermina, cadaverina y agmatina no tuvieron cambios nota-

bies %,

) ; Por otra parte, en semillas de arroz se determing a-
]éé 24 horas de germinacidn un incremeﬁtof;é poliaminas, es-
pécia]mente putrescina aumentd 24 veces mds su nivel iniciatl
‘caqaverina,’espermidina, agmatina y espermina’aumentaron‘14,
15, 14 'y 4 veces més respectivamente, estos cambios se vie -
ron acompafados por la actividad de 1a enzima arginina des -
carboxilasa (ADC), aunque no se determinaron cambios parale-
los dréasticos en e1 contenido de DNA, RNA y protefnas 54.
Comparativamente, en embriones de semillas de G]zcihe
'ﬁgﬁ sendbservaron incrementes notables a las 4 y 30 horas -
de germinacidn, relacionados con un aumenté en el qonténido
de proteinas, sintesis de DNA y activa divisién celular en -
el meristemo apical de la rafz. Cambios similares se obser-
varon en este tejido y en el contenidc de espermidina y es -

permina pero no en el contenido de proteinas para Hetianthus
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annus 'y Triticum durum 2.

v En ejes embrionarios de chicharoe, cadaverina y butreg
‘cina se incrementaron durante los seis primeroé dfas de germi
nacsién, mientras que espermidina y espermina disminuyeron du-
V'rante este perfodo. En cotiledones, putrescina es la dnica -

pp]iamina que aumentd significativamente 59.

Existen sin embargo, resultados contradictorios en re
Tacidn con poliamfnas,y viabilidad de semillas de plantas su-
perﬁorés. Sorprendentementé Tos niveles de putrescina, esper
midina y espermina sé incrementaron en sem111as de arroz con-
bajaiviabi]idéd y vigor. Estas semillas de arroz con-alta --
viabilidad (100 % de germinacién) y alto vigor cuando se imbi
.bieron'hor cinco horas tuvieron menor concentracidén de polia-
minas que semillas de arroz con 25% de viabi]idad y Qajo_vi -
gor. £sta diferencia se hizo mds notable cuando se compara -
;rbn con séﬁi11as no viables (0 % de germinacidn) 1las cué]es -
mostraron una alta concentracidn de poliaminas, entre las que
gspérmina fue la de mayor concentrapi&n. Sin embargo, la ac-
t{vidad de la enzima ADC y la concentracidn de DNA, RNA y pro

“tefnas fue mayor>en embriones con alta viabilidad 45.
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3) MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL
3.1.1 Material Bioldgico:

-Semillas de mafz (Zea mays L.) donadas por el Dr. -
José Molina del Colegio de Prosgrados de Chapingo, Edo. de M€

xico, de las variedades; Compuestos Universal, Criollo de Nez"
quital y Tuxpefio Crema de cosechas recientes (no almacenadas)

Yy de lotes almacenados por perfodos considerables (Tabla 1).

Cosecha (afo)

Variedad de ‘mafz - . No almacenada " _Almacenada

Compuesto Universal 1984 (CU - 84) 1970 (CU - 70)
. Criollo de Mezquital 1985 (CM - 85) 1973 (cM - 73)
Tuxpefio Crema 1984  (TC - 84) 1972 (TC - 72)

Tabla 1. Edad de las semillas de mafz.

-Tejidos embrionarios: eje y escutelo que fueron obﬁg
nidos de sem111as de ma¥z, no germInadas y germinadas por di-
ferentes periodos. ‘Al término de cada periodo se disectaron
manualmente obteniendo los tea1dos que se ut111zaron para la.

extracc16n de p011am1nas.

3.1.2 Reactivos:

-Putrescina, espermidina y espermina de'Sigma Chemi--
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’QafCompany;

~-Cloruro Qerdmtilo de Aldrich.’

-Aéetafo de etilo especffféorpéra separaciones croma-
togréficas_pof ffhbreécencia, benceno y trietilamina
dé Merck. 7

—Kfese]ge1 60GF con indicador de-f]uméscenciafdé Merck

) y’]és placas de 20 X 20 cm preparadas’en el Departa-

&

mento de Qufm1ca Orgdnica de-la DEPg. Facu]tad de --
Qufmlca, UNAH

-Los demis’ reactdi§ fueron de grado analftico:
S13.1.3. Equipo:

-Homogenejzador Rofjﬁrdn-Uitfa»Turrax

Z¥Uﬁtracéntr¥fuga‘&ébkmaﬁ_mddelo L5 - 75,”Rotor 75 - .Ti.

.-U]tracentrffuga IEC Rotor 494,
-Centrffuga MSE. '

-Espectroﬂuordmetro Perk1n E]mer mode]o 203.

, -Lémpara de luz u]travio]eta.‘7'”

‘Gékﬁ{hacidn de semillas:

“Para~cada tiempo de germinacién se incubaron grupos de

20 a’ 25 semiTlas, dependiendo de la variedad de mafz, en fras-
‘cos con.algodén homedecido con.13 ml de agua desionizada a --

‘,25119C, en la:bﬁscuridad. Con este procedimiento se obtuvie=

~.
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ron las curvas de germinacién correspondientes,.consideraﬁdo--
como gefminaciﬁn el rompimiento de ta testa por 1la radfcula. -~
Péra 1as-sem111as'no‘a1macenadas los tiempos considerados fue-
‘ron: 0, 12, 18, 24, 28,>32, 39, 43 y 47 h estos tres dltimos -
tiembos depeﬁd{eron de Ta variedad y correspondieron al 100% -
‘de germinacién y para las almacenadas se consideraron los tiem
pos anteriores mis 48, 72, 96, 144 y 166 h, estos dltimos tiem

pos tambi&n dependieron de la variedad.

3.2.2., Determinacién de poliaminas:

E1 m&todo para la determinacidn de poliaminas que se =

28

ut11126 fue el descrito por Flores y Ga1ston con algunas - -‘

adaptaciones para tej1dos embrionar1os de mafz (Fig. 4)

'3.2.5;1. Extraccidn de bol}aminas:

Cada 100 mg de‘tejido secok(eje 0 escutelo) o su equi .
valente en peso fresco se homogenizd con 1 ml de 5c1do perc]d-’
'irico frfo (HCIO4) al 5% -en-un mortero con hielo seco y en un =
baﬁo de hielo posteriormente se terminé de homogenizar duran'
te 3 min. en p011tr6n a ve1ocidad 1ntermed1a. Este homgeneiza
' do se ‘mantuvo en ag1tac16n constante durante 1 h para ser cen-

trffugado a 26 000 g por 20 min. y a 4° C,

E1 sobrenadante se guard6 en tubos de vidrio Pyrex con
tap6n de rosca y se mantuvo en bafio de hielo. EIT precipitado-

se resuspendi durante 1. h con la mitad de HCIO, utiliza - -
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do iniciaimente y se centrifugo nuevamente a 26 000 g ﬁor 20
min. a 4fq, E1 sobrenadante resultante se junté con el obte-
nido durante .1a primera centrifugacién.  Este extracto fue --

guardado a -20°C hasta que fue utilizado.

3.2.2.2. Dansilacidn:

Se tomaron ZOCyl del extracto en HCIO4 y se afiadieron
400 M de clorurc de dansile filtrado (5 mg/ml1° de acetona)
agitdndolo durante 1 min.-en un vortex. Se agregaron 200 Y1

de una solucibn saturada de carbonato de sodio (300 wmg/m1 de

_H20) y se agité durante 2 min. en vortex. El1 pH de esta reagc

cién fué siempre bdsico (9.0 - 9.3). Posteriormente se incu-

- b6 en>1§ obscuridad a temperatura ambiente durante toda. la ng

che (16 h).

- Después de'incabar durante este perfodo 1a reacciﬁn -

se detuvo y se quitd el ctoruro de dans110 con 200 M de pro-
'11na (100 mg/m\ de H 0) agitado por 3 min. en un vortex e in-

‘cubado durante 1 h a temperatura ambiente y. en 1a obscur1dad.

3;2;2.3 Extracci6n de poliaminas densiladas:

Después de. 1 h de incubacién se agregaron 0.5 ml de -
benceno 'y se agitd en vortex durante 1 min, la fase'superior

resu1tante ‘'se guardé en tubos de vidrio Pyrex. con tapén de -~

. rosca a -70 °C hasta ser ut111zado
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3.2.2.4. Identificacidn de poliaminas dansiladas por cromatao-

grafifa de capa fina (TLC).

De 1a fase organica en benceno se tomaron 160 ul para

cargar la zona preadsorbente de la placa de Kieseligel previa-

mente activada durante 1 h a 110°C. E1 cromatograma se desa-
"rrollé durante 1 h en el sistema de solventes de Cloroformo: -
Trietilamina {25:2 v/v). Con una ldmpara de luz ultravioleta

se identificaron las bandas correspondientes de cada poliamina

povr sds Rf, comparado c¢on el estdndar y por el reportado en

1a bibliograffa 58.

RT + o~
Putrescina  0.40 0.03
Espermidina 0.62  0.02
Espermina 0.70 . 0.02

3.2.2.5. Eluci6n:

Las bandas correspond1entes a cada po11am1na se raspa
'g,ron y se ‘lés agregaron 2 m} de acetato de etilo, se mantuvo

Ten ag1tac1on constante durante 10 min ‘aproxwmadamente a 50 C .

_(bano Maria}) y se centr1fu96 a2 800 rpm durante 15 m1n El

,sobrenadante se recagit en. tubos de v1drio y se mantuvo en -~

“frio. E1 précipitado se resuspenduo y . se 1e ap11co el proce-

dimiento anterior, el sobrenadante se recogio y se Junto con
el primero. La fluorescencia en esta muestra no es muy esta-
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b}e por 1o que fue conveniente leer en el espectrofluofémetro,

en un miximo de 24 h despuds de Ta elucién final.

3.2.2.6. Cuantificacidn de poliaminas:

Las poliaminas dansi]adas'(Fluorescehtes) se cuantifi
caron el és espéctrofluorﬁmetro marca Perkin-Elmer a 363 nm -
de exitacién y 495 nm de emisi6n, a una escala de 10X unida-~
des de fluorescencia, pero a sensibilidad de 10 para putresci

na y eépermidina, y de 9 para espermina.

3.2.3. Curvas patrén:

se prepararon soluciones madre para cada poliamina --

,fcon‘diferente‘mdlaridad en HCIO4 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, 0.06375,

0.05 y 0.1 mM.

. De cada so]uc16n madre se tomaron 200 .ul que fueron -
dans11ados, cromotografvados y cuant1f1cados como las- muestras

problema, obtenlendose las curvas patron en los saqu1entes ran’

'_grgos: 0 a 20 nanomoles {nmol) para putrescina (Fio, 5a) y de 0

a 4 nmol para espermidina (Fig. 6b) y espermina (Fig. §&c). ran

_Qos que comprendieron 10s detectados en las muestra probléma,



45

- las cuales.fueron cuantificadas, extrapolando en estas curvas

} patrén;b

E1 blanco de ajuste:' Se utilizéd raspéndo una zona de:
“la p1aca de K1eseige1 no fluorescente y se eluyé én. forma se-

mejante a 1as muestras problema.
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4) RESULTADOS

Este estudio se hizo con semillas de las variedades -

de maiz: "Criollo del Mezquital" (CH), “Tuxpefo Crema® (TC) y

"Compuesto Universé]f'(cu)..'De cada variedad se ﬁti]izarbn -

sehil1as'de c05echas recientes (CM_85, TC-84 y pU~B4) y alma-
‘cenadas.por perfodbs prolongados (CM-73, TC-72 y CuU-70).

Se obtuvieron las curvas de germinacifn tanto de semi
1las de cosechas recientes como almacenadas de dichas varieda
des de maiz, de'acuerdo a las cuales se determinaron los nive
les de: putresc1na. esperm1d1na y espermina en los tejidos em

brlonarlos. eje y escutelo.
4.1. Viabilidad y velocidad de germinacidn.

Las sem111as de 1as variedades de maiz no a1macenadas
.-estud1adas en este trabajo: CM-85, TC-84 y CU—84-mostraron ti
Vp1cas curvas ¢e germinacién (Fig. 6a)'y una alta viabi]idad‘~
7 (1¢0%.de germinacién). Sin embargo, Tas curvas de germjpaf-_
ciﬁh'de'1as semillas almacenadas de las variedﬁdes: CM-73 y -
;TC-72 mostraron una pérdida de v1ab111dad de un 50% y 1as se-
m111as tambien tuvieron una pérd1da de su ve1oc1dad de germv—

'nacién (F1g,6b)
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4.2 Niveles de poliaminas en eje embrionario de semillas secas

Se determind el contenido de las tres poliaminas en -
los ejes embrionarios de las semillas no imbibidas de las tres
variedades analizadas. Se encontraron nive]eﬁ de putrescina .
He 95 a 130 nanomoles y de espermidina de 90 a 125 nanomoles
por cada cien mg. de tejido._ En relacién con el contenido de
espermina se encontré 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 Tuxpefio Crema este valor fue de 30 nanomoles de espermina

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

‘ Se analizd asi mismo, el contenido de céda poliamina:;
“en los ejés de' las semillas almacenadas. Se encoﬁtrs’que’losf'
ejeshémbrionarios de semillas almacenadas tuvieron:contenidosig
sehejaﬁtes de poliaminas a los valores determinados en los ;:
ejes emﬁrionarios de semillas no almacenadas. Estos valores
indican que el almacenamiento no daié el contenido endégeno &e

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

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

En los ejes embrionarios de Tas semillas de mafz CM-85

a las 39 h &e imbibicidn y de las semillas de la variedad TC-

84 a las 47 h de imbibicidn {ambos tiempos con 100% de germi-

nacidn), se encontr§ un aumento de putrescina de 8.5 veces --

mds que su contenido enddgeno inicial (Figs..Sa y 10a). En -
fQﬁma similar a las 43 h de 1mbib1ci§n {100% de gevrminacidén)

los ejes embrionarios de las semillas de m§iz CU~84 denotaron

;un aumento de putrescina de 7 veces mds que su contenido endd

geno inicial (Fig. 9a).

Comparativamente a los ejes de las semillas de cose--

chas recientes, en l1os ejes embrionarios de las semillias de -

maiz CM-73 se observdé un incrementdc en el contenido endégeno

de putrescfna de 13.5 veces m&s a las 144 h de gérminacién, -
“tiempo de mﬁxim& germinaciéh (Fig. 8b). En este tejido en ~-
las semillas de la variedad CU-70 a las 166 h de germinacidén
se tuvo un incremento de putrescina de. 10.3 veces (Fig. 9b).-
: Témbién en los ejés de las semillas de TC-72 a las 144 h de -
”‘imbibicidﬁ se observé un incremento de 12.5 veces mds con res

pecto a su contenido inicial (Fig. 10b).

Estos resultados muestranque la putrescina es la dia-
mina que se incremento mds intensamente al final de la germi-
nacidn en los ejes embrionarios tante de semillas no almacena

das como en las almacenadas, de las tres variedades estudiadas.
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En cuanto a la espermidina, se observd una tendencia
a incrementar su contenido endGgeno inicial de.l.5 a 3 veces.
en los ejes embrionarios de las semillas de maiz no almacena-

das (Figs. 8b, 9b y 10b).

Por el contrario la espermidina, aunque tuvo ligeros
cambios al inicio de la germinacién en Tos ejes de las semi--
1las de maiz Cl-73 y de CU-70, al final de 1la gerhinacion no
registro un incremento significativo (Figs. 8b y 9b), excehto
en 10os ejes de la variedad de TC-72 en los que duplicé su con

tendido enddgeno {(Fig. 10b).

Espermina es la poliamina que tendi6 a incrementarse
en menor proporcidn en los ejes embrionarios de Tlas semiilas
‘analizadas. Al final de la germinacidn en los ejes de las sg
‘millas de CM-85, de CU-84 y de TC-84 se encontrd un incremen-
to de esta pé]iamina hasta de dos veces mas que el contenido

enddgeno inicial (Figs, 8a, 9a y 10a),

En los ejes de las semillas almacenadas de CM-73 y de
' CU-70-se observs el mismo nivel incial al final de la gerhini_
cfén { Figs. 8b. y 9b}). En lcs ejes de Tas semillas de TC-72 éi
ta poliamina duplicé su contenido endGgeno al final de 1a ger

minacién (Fig. 10b).
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- 4.4. Niveles de po]iamihas en escutelo de semilas-secas.

- En los escutelos de las semillas secas (no imbibidas)
'de.lasrtrés varie¢ades analizadas., se determ1no que putresc1~
na es la poliamina que se encyentra en mayor groporqldn {90 ’
a 115 nanomoles) -antes de quae se inicfe la germipacién, le si
'gqe espe?midina {60 a 90 nanomo?es)& espermina (40 a.50_nano~
.:md;es por cada cien mg de tejido) (Fig. 11). ' )

Anal1zando el contenido de cada poliamina en los escu
: telos de !as semillias aTmacenadas y ho a]macenadas, se deter-
b'mrno que Tos. escute1os de las sem111as a]macenadas tuv1eron -

o conten1dos semeaantes de las tres polramlnas que 105 escute——

2 Yos de las semillas no almacenadas.

Estos resultados indican que el aTmacenamientd no da~

“Re; e] conten1do endogeno de poliaminas en los escute]os de---

.’1.135 semlllas‘de mafz estudiada’s (Fig. 11)
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4.5. Niveles de poliaminas en escutelo durante la germinacidn.

En escutelo de semillas de CM-85 a Jas 39 h y de CU-84
a las 43 h de gekminaﬁidn se observd respectivamente, un ‘incre
mento del contenido endﬁgeno inicial de putrescina de 3 y de
2.5 veces mé; (Figs. 12a y 13a), mientras que en Jlos escutelos
de 1a§ semillas de TC-84 a las 47 h {100% de germinacién) se
observd un incremento de 2.0 veces mds en el contenido inicial

de putrescina (Fig. l4a).

Analizando los niveles de putrescina en éscute]o de -
Tas semillas de las variedades de TC-72 y de CHM-73 se enconi--
trd respectivamente un incremento del contenido end6geno ini-
cial de putrescina de 5 y 6 veces mds a las 144 h de germina-
cidﬁ (Figs. 12b y 14b). En este tejido de las semillas de CU-
70 aylag 166 h de germinacibn se observs un 1ncremeﬁto del --

‘contenido inicial de estd diamina de 7 veces m&s { Fig. 13b).

Por otra parte, espermidina en los escutelos de las -
_semil1a§ de CM-85 y de CU-84 jncrementd su contenido endégeno
1niciaf, 2 y 3 veces respectivamente al final de la germina--
cidén (Figs. 12a 'y 13a). En escutelo de semillas de TC-84 es-
ta poliamina dup]ic§ su conténido endégeno inicial a las. .47 -

h de germinacidn (Fig. 14a).

En escutelo de ‘Tas semillas de las .tres variedades;-‘
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C#-73, CU-70 y T7C-72, espermidina duplicd su contenido ends-
geno al final de la germinacién ( Figs. 12b, 13b y 14b).

En reiaciﬁn con espermina, se encontrd que los pive--
les de esta poliamina al final de Ta‘germinacién, fueran apro
ximadamente el doble de los valores inciciales tanto en los -
escutelos de las semililas no almacenadas comc en las almacena
das de las tres variedades analizadas (Figs. 12., 13 y 14}).

s Una excepcién a este comporfamiento se observd en las
escutelos de Jas semillas deACM—73vque conservaran los mismos

nfveles endégenosfiniciaTES de esta pdTiamina a las 144 h dg

germinacidn (Fig. 12b):

@’
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4.6f Re]acién de 1os niveles de poliaminas con la viabilidad

de las semillas de maiz.

- Los resultados encontrados hasta aquf sugerién que --
Tos cambios eﬁ los niveles de poliaminas podrian estar rela--
pionados con la germinacién. Sin embargo, en los valores ob-
tenidos bara las semillas almacenadas se involucraba tanto a
Jlos tejidos de las semillas que ?ogfaron germinar, como a los
tejidos‘de ]as semillas que fueron incapﬁces de hacerlo. Por
tanto se disefio un experimento que discriminara entre estos -
’dds tipos de situaciones. Para ello, se pusieron a8 germinar
semillas almacenadas de las tres variedades de mafz, incubdn-
dolas 144 h o 166 h segﬁn el caso. Al término de este perio- 
. do eﬁ que ya habfan germinado todas las 5emi11as viab]es.fsé
‘separaroh.semi11as germinadas y naigerminaéas, se disectaron
Lmanualmente y Tos tejﬁdos embrionarios fueron utilizagas para

1da determinacidn de poliaminas.

-4.6.1. Eje embrionario'

' 4;6.1;1. Maiz variedad “"Criollo de Mezquital™.

" “Analizando el‘contenido.de poiiaminas eﬁ eje embri0né'
rio de las semillas de Ta variedad de CM-73 que sé incubaron -
dﬁranfe 144 h se observo que los eje; provenientes de las se-
millas incubadas y que no germiﬁaron. tuvieron igual conténido
de putresciné ﬁue los'ejes derlas semillas si germinadas: Es4:

tos resultados indicaron que el aumento en el contenido enddge.
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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 relacién con el contenido de espermidina se obser-
vd 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 Tote y:

se encontrd un 68.5% mis de espermidina en los ejes de las se

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

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

Finalmente considerando Tos niveles de espermina, se -

enéontré un 22.4% mds de esta poliamind en 1los ejes de las se

millas de CM- 73 germinadas, que en 105 ejes de las sem111as -

“1ncubadas pero que no germrnaron del mismo lote y se observo  _

un 32% mas‘de espermina en los ejes de Tas semillas germwna——'

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

CM-73. Estos resultados indican una relacién del contenido

" de espéermidina y espermina en ejes embrionarios con la viabi: .

"lidad de Tas semillas de mafz de esta variedad (Fig. 15a).

'4.6.1.2. Mafz variedad "Compuesto Universal",

Analizando el contenido de poliaminas en e3e embrlo—-_
nario de semillas de esta variedad, se encontré que los eJes—

provenientes de las semillas germinadas de CU-70 tuvieron un
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20% mas 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 Tas semitlas que fueron in
cubadas y que no germinaron de €U-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 encontrd
..un 37% mds de esta poliamina en los ejes de las semillas due
germinaron de CU-70 que en los ejes de las semillas incubadas,
¥ que ne germinaron del mismo lote, ademds se encontré que. los
:éjés_de ias semillas germinadas de CU-84. presentaron un 72.5%

mads de espermidina que los ejes de semillas germinadas de .--

CU-70 (Fig. 15b).

En relacidn con espermina, se observé un 35.5% mas de
eﬁta poliamina en Tos ejes de las semillas que germinaron-de
CU77O que en los ejes de las semillas que no. germinaron del -
hismo lote y también se encontrdé que los ejes de las semillas
germinadés de CU-84, presentaron un 40% mds derespermina que
los ejes de las semillas germinadas de {U-70. Cabe destacar
que- los ejes de las semillas de CU-70 que fueron incubadas y
que no gdgerminaron mantuvieroh sus niveles enddgenos iniciales

de espermidina y espermina {(Fig. 15b).
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4.6.1.3. Mafz variedad fTuxpeﬁo Crema”. .

ﬁﬁ Considerando el contenido de poliaminas en los'ejes_#
de las semillas de esta variedad incubadas por 144 h se'encég -
‘tr§ un.83% m&s de putrescina en los ejeé de las sémi]]as ger- .
minadas de TC-72 que en los ejes de las semillas incubadas pe
'ro.que pofgermjnaronAde1 mismo lote, adem&s se observé un 64%
m&s‘&é‘putreséiﬁa en Tos ejes de las semi11as'germihadas de -
TC-72 que en Tos ejes de las semillas germinadas de TC-84. -
En cuaﬁtoﬁal cbntenido de espermidina y de éspermina'se eﬁcoﬁ
trd yh 73% mis de estas poliaminas en los ejes de semillas -- -
ge;mihadas de TC-72 y de TC-84 que en los eje§ de éem{]las in .
°”§34£§ pero que no germinaron de TC¥72 y que coﬁservarbn_sus
niveles end§génos iniciales de esperﬁiaina & de espermina ——

('ﬁgt'JSC)L



‘50—

I
evsnrtenay

69

DMm.oc-nuda

jncuvbad o no

germinada

z Almntlhuau

germinada

i 1 [[IjNs almocenada

germinoda

AUV L

PUTRESCINA

w

1
o
ESPERMIDINA
l la ES P ERMINA
70 70 a4 7z 72 ’
B)Compuesto c)fuxpedo

Universel Cremo

||5 Comparacioh de los niveles ds poliaminas en eje embrionario de semillas




70

4.6.2. Escutelo.
4.6.2.1. Mafz variédad "Criollo de Mezquital™.

_ Analtizando el contenfdo de poliaminas. en los escute--
Tos de las séﬁi11as de esta variedad se encontr§ un céontenido
semejante de putrescina en 1o0s escutelos de las semillas de -~
CM-73 incubadas pero qQue no germinaron, en los escute]bs de -
las semf1las germinadas del mismo lote yren los escutelos de

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

Considerando Tos niveles de espermidina, se observd =
~que los escuteles de las semillas germinadas de CM-73 tuviercn
lun 79% mas de espermidina que los escutelos que fﬁeron'incubé
dos j que no gerhinaron del mismo lote. Tambiénjﬁe encontré

que los escute]bs de ‘las semflTas germinadas &e CM-85 tuViéf#;
ron un 55% més de espermidina que Tos escutelos de las semi--

‘17as germinadas de CM—73 (Fig; 16a).

En relacién con los niveles de espermina,. se encontréd
"un 50% mis de esta poliamina en los escutelos de las semillas -
Qefminadas de CM-73 y de CM-85 que en los escutelos de Tas se

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

4,6.2.2, Maiz variedad "Compuesto Universal".

En. esta variedad se encontrd que los escutelos de las



71

semillas de CU-70 que fueron incubadas y que no germinaron --
aumentaron su contenido de putrescina en forma semejante que
’165 escutelos de las semillas que germinaron del mismo lote,
también’se encontrd un 52% mds de putrescina en los escutelos
de las semillas germinadas de CU-84 que en los escutelos de -

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

Anatizando el contenido de espermidina, se observdé un
50% mas de esta poliamina en los escutelos de Jas semillas -=
qué germinaron de CU-70 que en los escutelos de las semillas
que se. incubaron y que né gefminaron del mismo lTote.  También
se encontrd un 25% més de espermidina en Tos escﬁte]os de Tas

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

Finalmente considerando el contenido de espermina -se

'5iéncontr6 un 40% mis de esta boliamina en los escutelos de las

vséﬁiﬁ]as germinadas de CU-70 que en Jos escutelos de las semi

-ilas incubadasry‘quegno gérminéron del mismo lote, ademds ‘se
observd un 25% is de espermina en Jlos echté]os de 1as‘semi- 
p1las germ1nadas de CU-84 que en los escutelos de las semillas

;germ1nadas de CU-70 (Fig. 16b).

4.6.2.3. Maiz variedad Tuxpeﬁo Crema.

En esta variedad, se observo que 105 escute1os de -las

sem1]1as que germ1naron de TC-72 tuv1eron un 50%. mas de putres
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cina que los escutelos de las semillas incubadas y que no ger

minaron del mismo Tote y los escutelos de las semillas dermi-

nadas de TC-84 (Fig. 16c).

En relac%ﬁn con eépermidina,’?os escutelos de las se-
mii]as incubadas y gue no germinaron de TC-72 incrementaron -
su contenido de espermidina en forma semejante que los escute
lTos dé las semil!as germinadas de TC-84. Asi mismo, se encoi
trd que los escutelos de las semillas germinadas de TC-72 mos
tréron un 65% mds de espermidina que Tos escutelos de las se-

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

Considerando 1os niveles de espermina, se encontrd un
contenido semejante de esta poliamina en los escutelos de las
_ 5emi11as de TC-72 incubadas y que no'germina;on ¥y en los escu. .
Agté]d; de-1as semillas germinadas dé](misﬁo lote. ‘Sinsembargo.
1os,escbte1os de 1as semillas germinadas de 'TC-84 tuvieron un
"”58% mds de espermina que los escutelos de las semillas*géfﬁiA_

padaside TC-72 (fig: 1l6c).
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5) DISCUSIQON

Las curvas de germinacién de las semi11a§ almacenadas’
(Fig. 6b) mostraron hasta un 50% y un 80% de pérdida de viabi
lidad y una disminucidh- en la velocidad de germinacidn, prin
cipalmente por un factor de envejecimiento de las semillas da
.do por un almacenamiento por perfodo prolongados (14, 15 y 17
afios). Esta pérdida de viabilidad es comparable a la que se
logrgé artificialmente en otros estudios®? cuando se trataron
semillas de mafz a condicionas extremas: por dos dias a 60°C
o bien seis-dias con 100% de hdimedad y a 40°C, aunque trata--
mientos menos extremosos no lograron este efecto, que se ob--
servé en las semillas utilizadas en este estudio. Sin embar-
go, no hay informaqién bioquimica bara establecer si los da~-’
‘fos que se causan con hmbos tipos de tratamientos: almacéna——
miento,brolongado y el artificial, §on igUales.' Por 1o tanto,
es importante destacar la necesidad de emplear en este tipo -
de estudios semillas que han sido almacenadas por perfodos --
prq]o@gado; para poder comparar lo que sutgde conmuhmente con
'el almécenamiento de granos-y sgmil]as de importancia econémi
‘ca como es el maiz. Asi mismo, cabe mencfonar que aunque de
‘cada variedad se utilizaron semillas de cosechas diférentes -
{almacenadas ¥ no almacenadas) son genéticamente iguales.
En cuanto a los niveles de poliaminas, es interesante

“mencionar que en maiz la concentracidn de patrescina se incrg.
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mento fuertemente a lo largo del proceso de germinacidn en am
‘bos tejidos embrionarios de las semillas estudiadas. Un com-

portamiento similar se ha observado durante la germinacidn de

otras semillas como Phaseolus mungo y Pisum sativum 65, asft

54 59
£ .

como en las semillas de arroz y de chfcharo

A su vez espermidina y espermina también tendieron a

incrementarse como sucede durante la germinacidn de las semi-

1las de Glycine max, Helianthus ahnus v Tfit%éuﬁ duéum 2.

Comparando los cambios en los niveles de poliaminas -
en ambos tejidos embrionarios se observaron los mayores incrg
hentos en el eje embrfonario. Esto sugiere que este tejido -
“es probablemente cabaz de sintetizar sus propias poliaminas,
10 que es razonable si se considera que el eje embrionério es
‘un tejido meristematico que inicia activa divisién celular al
.término de 1a germinacién, en cambio el escutelo eé un tejido

: : _ . N 8
embrionario cuyas cé&lulas ya no se dividen™.

Tomando en consideracidén la curva de germinacién de -
tas 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 1a germina-

cién.

‘Esto sugiere que los cambios en la concentracibn de -
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putrescina novconStituyen un evento cau§a1 para que se inicie
‘1q germinaci@n. més bien parece ser un eventdrre1acionado en
otra forma con é1 proceso de germinaci®dn. Probablemente esta
poliamina es importante para el establecimiento de la divisidn
celular en los tejidos embrionarios, brocéso que en maiz ocu--
rre entre las 24 y las 48 horas de iniciada la imbibicién 8.
Asfymiémo se ha observado que 1la ap]icaciﬁnvexdgena =
de putrescina (100 uM) en ejes embrionarios de seﬁi]]as de --
mafz en un pulso de dos horas, entre las 20 y 1a5’22 horasro'
de tas 22 y de las 24 horas de iﬁiciéda 1a imbibicidn, incre
menta el fndfce mitético de las células del mesocotiTo, teji -
do éﬁbk%onarid que muestra activa divisfﬁn,ce]uihn 8.
7 En relaciﬁn al prbceso de afmacenamiehto,'es intere--
;Jsante resaltar que los n1ve1es endﬁgenos de pol1am1nas no fue
ron a]terados por este proceso.. .Sin embargo, durante 1a ger-
' minéci6n si se ‘notan 1mportantes d1ferenc1as en 105 n1ve1es -
rde po]1aminas en los teJ1dos ‘de las sem111as a1macenadas y ==
Tas no a1macenadas. En re1ac1on con los. n1ve1es de putresc1-

na, se observaron incrementos mayores en los eJes embr1onar7p

rios de Tas semillias germinadas y de baja v1ab111dad (Flg

15a_c) que en los. ejes provenientes de las semf]ﬂa

viabilidad. N1ve1es altos de putresc1na fueron tambwen reg1s

de germ1nac1on 45, a51 m1smo un acumu]o de putresc1na y su I
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falta de ocnversion hacia espermidina y espermina se ha rela-
cionado con una disminucién en la viabilidad de protoplastos

26’27. Esto sugiere que probablemente se pboduce'f

de avena
unaracumulacién dé putrescina en las semillas de Baja viabifi
dad'debido a una falta &e su transforchiﬁn hacia espermidina
Y espermina.

Fsto se confirma si se analizan las fluctuaciones tan
grandés eﬁllos n%veles de putrescina en los ejes embrionarios
y en.Ibs escute1os; en las dos clases de semillas analizadas
¥y que hacen suponef que los cambios en los niveles de esta -2

d1am1na no son un factor 11m1tante para que ocrurra el proce-

so de germ1nac1on.

E] .que este incremento de putrescina es 1ndepend1ente
'de 1a germ1nac16n se conf1rm6 cuando se pusieron a germ1nar -
las sem111as almacenadas de 1as tres variedades de mafz, se -
separaron ‘semillas germinadas y no germ1nadas y se determina-
‘ron lqs niveles de poliaminas en los:tejidos embrionarios. —--
x»(figs; 15 y 16). En tal caso se observé que en las semillas -
’qﬁe no gérminaron se obtuvieron también incrementos de putrég
'éina en: ambos tejidos embrionarios, 1o qe indicéd que a pésar
de no‘ocyrrir el proeeéo de germinacicn, existe sfntesis de -
~putrescina. Por el contrario,.no se obtuvieron aumento§ en -
Ta condentﬁacién de la éspermidina y de la espermina en las -

semillas que se incubaron pero que no germinaron sino que se
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. mantuvo el confeniﬁo ghd@geno.jnicia1. Todo esto sugierarque
“estas po1iamjﬁa$ parécen ser ias aminas Iimifantes en e1'pro-
ceso de‘1a_germinacf§n por- 1o que se 'sugiere que los niveles.
de espérmidina'y de espermina tienen una correlacidn con la -
capécidad de la germinacién y pueden ser indicativos de la -~

pérdida de la viabilidad de las semillas de mdiz.

Vistos en su conjunto los resultados antes presenta--
dos, se podria sugerir que en las semillas de mafz, las polia
minas que estén»ﬁés asociadas al fendmeno de la germipnacidn -
son la espermidina y la espermina'y que 16 regulacién o el --
'ipunto 1§bii dué se verfa afectado pér el a1macenahiento'ser1aﬁ
la (’s) enzima.(s) qde transforman putresc{na'hacia espermidi
ra y de espermidina hacia espermina, lo que 1mpediria que 1as.
semillas desphés de un largo periodo de almacénamiento fueran’
éapaceQ'de Tograr»1os niveles de esperhidina y de espermina -

requeridos para germinar.
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6) CONCLUSIONES

1,-VSemi1}as de treé‘variedades de maiz'éihécenédaé -
por peribdos pro]ongadoé.(14; 15 y 17 afos) p1erden v1ab111--

dad en forma s1gn1f1cat1va (50% o mis).

2.~ Putrescina es la poliamina mds abundante en los -
tejidos embrionarios de mafz y a su vez la que muestra mayos-
"res incrementos en el proceso de germinacidn, tanto en semi--

11as . aimacenadas como no almacenadas.

3.-Espermidina y espermina parecen ser las poliaminas
'”11m1tantes en e1 proceso de la germ1nac1on y probab]emente -z
son 1nd1cat1vas de la perd1da de 1la v1ab111dad de semillas de

~mafz.

4.- E1 almacenamiento por perfodos prolongados no da-

fia el contenida endégeno de poliaminas en semillas de maiz.

5.- Probablemente el almacenamiento dafia las enzimas
~-relacionadas con la conversidn de putrescina hacia espermidi~

na y de espermidina hacia espermina.

6.~ Para poder eliminar o modificar la hipbtesis pro-
puesta habra que analizar mds cu1dadosamente el efecto de es-

_permidina y espermina en la germinacién de semillas de mafz.
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