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!)entro de los 

•1idratación de 

I N T R o D u e e I o N . 

procesos que se reactivan después de la 

las semillas se ha encontrado que en los 

1mbriones en germinación la duplicación del ADN junto con la 

nrimera división celular, son eventos que ocurren algunas 

horas después en comparación con otras actividades 

metabólicas (Cheah y Osborne, 1978; Osborne ~! ª!' 1984; 

Vázquez Ramos y Osborne, 1986). 

Los trabajes realizados con semillas de diferente 

han mostrado que el inicio de la sintesis de ADN 

especie 

en los 

diferentes tejidos de una semilla en germinación puede ser 

variable y puede iniciarsa tanto en tejidos meristemáticos 

como en tejidos de reserva. Van de Walle y Bernier (1967), al 

trabajar con embriones de maiz, vieron por técnica 

autorradiográfica que la incorporación de timidina tritiBda 

en células radiculares ocurre en núcleo solamente después de 

las 39 horas de imbibición. Así mismo, se realizaron otros 

trabajos en los cuales se utilizaron diferentes semillas en 

germinación y vieron que la primera incorporación de timidina 

tritiada es en raíz y que dicha marca se localiza a las 12 

horas de germinación exclusivamente en citoplasma y que a 

partir de las 16 hrs se encuentra ocasionalmente en la 

periferia de los núcleos (Galli y Sparvoli, 1973). 

1 



I N T R o D u e e I o N . 

Dentro de los procesos que se reactivan después de la 

hidratación de las semillas se ha encontrado que en los 
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tritiada es en raiz y que dicha marca se localiza a las 12 

horas de germinación exclusivamente en citoplasma y que a 

partir de las 16 hrs se encuentra ocasionalmente en la 

periferia de los núcleos (Galli y Sparvoli, 1973). 

1 



Los diferentes estudios realizados acerca de la sintesis de 

ADN en órganos de almacenamiento como los cotiledones en 

diferentes semillas, han mostrado que cuando estos órganos 

se someten a reverdecimiento (y otros que sin someterse a 

reverdecirniento lo presentan ligeramente) ésta síntesis puede 

ocurrir tanto en órganos reverdecidos corno aquellos que 

reverdecen ligeramente, localizándose en el citoplasma, 

principalmente en plastidios a las 6 horas de germinación. 

También se observó que la síntesis de ADN nuclear en 

cotiledones aparece de 24 a 30 horas después de la 

germinación y que ésta puede estar reducida a los paquetes 

vasculares, aumentando después de las 30 horas (Galli, 

1985). 

se ha sugerido que antes de que se inicie la duplicación del 

ADN, debe eiüstir un proceso de tipo l't::parativo del mismo 

durante las primeras horas de la germinación (Osborne 

~~ ª1 .• 1980/81 ). De hecho existe un proceso de sintesis de 

ADN desde los primeros minutos de iniciada la imbibición. 

Esta sintesis parece ser diferente a la que ocurre en tiempos 

considerados como de duplicación del ADN (Vázquez y L6pez 

1986). 

En nuestro laboratorio se ha mostrado que el almacenamiento 

prolongado en condiciones adversas de temperatura y humedad 

producen fragmentación del ADN de las semillas de maíz de 

alta viabilidad (Garcia, 1985). cuando los ejes embrionarios 

de semillas deterioradas de maiz se incubaron por 3, 6, y 15 
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horas y se examinó el ADN nuclear, se pudo apreciar que 

gradualmente desaparece dicha fragmentación lo que sugiere un 

proceso de reparación del ADN (Mélendez, 1987). 

Dado que la evidencia en la literatura tiende a indicar que 

la sintesis de ADN durante la germinación temprana de 

semillas ocurre principalmente en citoplasma, es decir en 

cloroplastos y mitocondrias y, por otro lado, la evidencia 

del laboratorio indica que debe haber sint~sis nuclear en los 

mismos tiempos el presente trabajo trata de aportar datos 

para poder distinguir la localización celular de la sintesis 

de ADN que se está llevando a cabo durante las primeras horas 

de la germinación de maiz. 
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I.- GEN ERA L I DA DES . 

1.0. IMPORTANCIA DE LAS ANGIOSPERMAS. 

Las angiospermas o plantas con flores son las que predominan 

en el mundo actual e incluyen a casi todas las variedades de 

cultivos agricolas, horticolas y de jardineria. La palabra 

angiosperma proviene del griego ªºg~!Qn. vaso o conducto y 

2E~!~ª' semilla, y se refiere al hecho de que las semillas 

jóvenes se encuentran encerradas dentro de un ovario (Weier 

~!: ª1 · . 1979) . 

Las angiospermas se dividen en dos clases; las dicotiledóneas 

(dos cotiledones u hojas de semilla) y las monocotiledóneas 

(un solo cotiledón u hoja de semilla). Dentro de éstas 

últimas se encuentra la famila de las gramineas, las cuales 

destacan por ser utilizadas como fuente alimenticia. En la 

actualidad esta familia es de suma importancia ya que la 

mayor parte de los alimentos de los seres humanos depende de 

ella (Cronquist, 1979; Jungenheimeir, 1976). 

Dentro de las especies más importantes se encuentra el maíz, 

cuyo nombre botánico es ~~ª IDª~ª· Este presenta un tallo 

cilíndrico con nódulos sólidos, raices fibrosas, hojas 

alternas, dos hileras de vainas paralelas a las hojas, y sus 

flores forman espiguillas que constituyen una inflorescencia 

(Matz, 1969). El tipo de fruto que presenta es denominado 

cariopsis y corresponde a un fruto seco indehiscente, 
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derivado de un ovario sQpero y unilocular. Es, por cierto, la 

única semilla completamente unida a la pared del fruto 

(Moreno, 19841. 

1.1. ESTRUCTURA DE LA SEMILLA DE MAIZ. 

En la semilla de maiz la testa se origina a partir de los 

tegumentos del óvulo. Equivale generalmente a una capa dura 

aunque en algunos casos presenta una subcapa delgada. Su 

importancia fisiológica depende de la presencia de las 

cuticulas externa (que en ocasiones es serosa) e interna y 

radica en conferir a la semilla impermeabilidad al agua y/o 

gases, lo que permite una regulación del metabolismo y el 

crecimiento de los tejidos y órganos que la, constituyen 

(Weier ~! ª1·, 1979). 

El endospermo es el principal tejido de reserva energético de 

la semilla. Se forma como consecuencia de la fertilización 

de los núcleos polares y está compuesto por 90 ~ de 

almidón, 7 ~ de proteínas y pequeñas cantidades de aceites y 

otros componentes quimicos. Proporciona nutrimentos a la 

plántula hasta que las raices están bien firmes y sus hojas 

elaboran carbohidratos en cantidades suficientes para 

satisfacer los requerimientos de la planta (Bewley y Black, 

1978; Moreno, 1984). 

Durante el desarrollo de la semilla, el endospermo rodea al 

embrión y puede permanecer como un tejido relativamente 

grande hasta que la plántula está por crecer. Cuando el 
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embrión acelera su desarrollo, el endospermo es absorbido o 

convertido en una capa fina de manera que el embrión ocupa 

virtualmente toda la semilla CBewley y Black, 1978). 

El embrión está formado por el eje embrionario que contiene 

un cotiledón y el escutelo (ver figura 1). Este último 

constituye una reserva importante de nutrientes para la 

plántula en desarrollo. El eje embrionario está compuesto por 

el hipocétilo, porción del eje embrionario que se encuentra 

por debajo del punto de inserción del cotiledón, al que se 

halla unido el escutelo, la rádicula y la plúmula. Esta es 

muy pequeña y se encuentra envuelta por una vaina cónica 

llamada coleóptilo. La raiz embrionaria también se rodea por 

una vaina denominada coleorriza (Greulach, 1970). 

El epicótilo es el extremo apical o el primer internodo 

del eje embrionario y se forma por arriba del cotiledón. Por 

su parte, el mesocótilo es la porción nodal en el eje 

embrionario y se localiza entre el epicótilo y el hipocótilo. 

El escutelo contiene un alto porcentaje de aceites 

(35 a 40 3) y sustancias activas e importantes en las etapas 

iniciales de la germinación (Bewley y Black, 1978; 

Moreno, 1984 {figura 2). 
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ESCUTELO 

COLEOPTILO --------1 HIPOCOTILO 

MESOCOTILO 

APICE DE LA -------.g:v-.¡::,,v 
RAIZ 

RAIZ PRIMARIA.__ ______ __ 

Fig No. 1 Corte longitudinal de un eje embrionario de maiz 

HOJA 

COTILEDON 
MESOCOTILO 

HIPO COTILO 

Fig No. 2 Partes de una plantula de maiz (~~~ ~~~~). 
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1.2. GERMINACION. 

Las semillas maduras de la mayoria de la plantas presentan 

normalmente un periodo de latencia antes de desarrollarse en 

nuevas plantas. La germinación es un proceso muy complejo en 

el cual, al establecerse se activa toda la maquinaria 

metabólica de la semilla en latencia. El contenido de humedad 

desciende de 80 ó 90 3 á un 10 % y a pesar de su extrema 

deshidratación, todas las células del embrion y la aleurona 

(del griego harina de trigo, es una capa de células vivas 

que se encuentra por debajo de la epidermis. Es un producto 

que se presenta en forma de gránulos en la masa celular y 

que se origina durante la maduración de la semilla, a medida 

que avanza la deshidratación) permanecen vivas (Mayer y 

Poljakof-Mayber, 1975; Font Quer, 1982). 

La germinación es el conjunto de etapas sucesivas que 

conducen a que la semilla cambie de su estado latente al 

metabólicamente activo. Con ello se inician una serie de 

eventos moleculares que llevan finalmente a la formación de 

una planta a partir del embrión. Aunque este proceso no es 

fAcil de precisar, generalmente se dice que una semilla ha 

germinado una vez que· la radícula atraviesa por completo la 

testa de la semilla. Esto sólo ocurre mediante la adición de 

agua con lo que se rnanifesta una elevación en la actividad 

metabólica general que termina con un incremento 

irreversible en el volumen del eje embrionario. El momento 
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exacto en el cual finaliza la germinación y comienza el 

crecimiento es muy dificil de determinar (Mayer y Paljakof­

Mayber, 1975). 

Para nuestros estudios definiremos a la germinación como el 

conjunto de etapas sucesivas que provocan que una semilla 

inactiva 

incremento 

serie de 

con un contenido 

en sus actividades 

bajo de agua 

metabólicas 

eventos moleculares que anteceden 

división celular. 

manifieste un 

y se inicie una 

a la primera 

Para que la germinación pueda ocurrir, es necesario que se 

reunan ciertas condiciones propias de la semilla, ésto es, 

que la semilla se encuentre integra y haya alcanzado una 

madurez fisiológica. Además, es importante que las 

condiciones del medio ambiente favorezcan este proceso ya que 

factores como el agua, la temperatura, el al.re o composición 

gaseosa de la atmósfera y la luz suelen adquirir gran 

relevancia (Garcia, 1985). 

La absorción de agua es indispensable, entre otros, por los 

siguientes motivos: (1) para que los tegumentos se. puedan 

romper como una consecuencia de las fuerzas· de hidratación de 

las paredes celulares de la semilla; (2) para que se realicen. 

las reacciones quimicao que generan y regulan una actividad 

metabólica activa; (3) para que la semilla presente un 

aumento en la actividad metabólica que facilite la salida 

del embrión (Bewley y Black, 1978). 

La absorción de agua reinicia el crecimiento y desarrollo 
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del embrión. La activación de los organitos en las células 

de la semilla (núcleos, mitocondrias, ribosomas, membranas) y 

la de macromoléculas (enzimas, ARNr, ARNm, ADN, etc) activa 

a ~u vez sus funciones (Ching, 1972). 
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1.3. BIOQUIMICA DE LA GERMINACION. 

Muchos de los estudios bioquimicos sobre la germinación se 

han realizado en embriones aislados de frijol, centeno, 

trigo, etc. (Mory ~:!;. ª!., 1972; Sen y Osborne, 1977; 

Cabt.-oviejo ~:!;. ª,!., 1979), y en estos sistemas de estudio 

se ha encontrado que algunos de los eventos tempranos que 

ocurren después de la hidratación son: producción de ATP, 

sintesis de ARN, síntesis de proteínas y reparación del ADN. 

En seguida, se lleva a cabo' la duplicación del ADN y, 

posteriormente, la división celular y la movilización de 

reservas (Datta y Marcus, 1983; Vázquez Ramos y Osborne, 

1996; Osborne g:!;. ª!·, 1980/81; Osborne ~:!;. ª,!., 1984). 

Para la obtención de poder reductor CNADH y NADPHl resultan 

de suma importancia las vias metabólicas tales como el ciclo 

de Krebs, la gluéólisis, .Y la via de las pentosas < Bewley y 

Black, 1978). También se ha observado que al inicio de la 

imbibición existe un incremento en cuanto a la toma de 

·oxigeno por la hidratación de mitocondrias (Mayer y Poljakof­

Mayber, 1975). 

Se ha observado que en embriones de trigo la sintesis de 

proteínas empieza unos minutos después de iniciada la 

imbibición· (Marcus ~:!;. ªl·, 1966). La sintesis de proteinas 

comienza cuando las células están completamente hidratadas 

para permitir que los ribosomas se asocien con el ARNm. Para 

medir la capacidad de sintesis de proteínas en tejidos 
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embrionarios se les proporciona a éstos aminoácidos 

radiactivos y asi se cuantifica qué proporción de éstos han 

sido incorporados a proteinas. 

La incorporación de leucina a proteínas de embriones de avena 

continua aumentando aún cuando la imbibición ya haya cesado. 

Este• se debe probablemente al aumento del número de células 

que se hidratan conforme la imbibición aumenta y al 

incremento de la actividad sintética de células individuales 

(Murray, 1984). La síntesis de proteínas también se inicia 

en la primera hora de imbibición en embriones de trigo 

{Marcus §1 ª!., 1966), cebada {Stoddart y Thomas, 1973) y 

centeno (Sen y Osborne, 1977) Y. en ejes embrionarios de 

frijol (Klein §~ ª!·, 1971). La síntesis de proteínas se 

inicia tan rápidamente después de la imbibición, que muy 

probablemente la mayoría de los componentes bioquímicos y 

estructurales necesarios deben de estar presentes en la 

semilla seca. La síntesis de proteínas permite a las células 

sintetizar las enzimas requeridas en el inició de la 

germinación. Los ribosomas preparados de embriones secos son 

incapaces de sintetizar proteínas; sin embargo, la actividad 

de estas preparaciones ribosomales aumenta rápidamente con la 

imbibición. Por lo tanto, los polisomas están ausentes en 

embriones secos y su formación se inicia rápidamente al 

comienzo de la imbibición junto cori los componentes 

citoplásmicos esenciales para la síntesis de proteínas 

{Marcus §1 ª!' 1966; Bewley y Black, 1978). 
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La creciente eficiencia de la sintesis de proteinas durante 

esta fase.lag puede ser atribuida en parte, a los niveles más 

elevados de ATP y GTP y quizá también a un aumento de ARN 

(Brooker §! ª!·, 1977). Sin embargo, en embriones de trigo 

no parece presentarse un aumento marcado en el contenido de 

polisomas durante el periodo lag a partir del inicio de la 

germinación (Bewley y Black, 1986). Ahora bien, los patrones 

de síntesis de proteínas y ARN obtenidos de los embriones 

hidratados han mostrado que los embriones tienen la capacidad 

de ,sintetizar todos los tipos de ARN (ARN mensajero, ARN 

ribosomal, ARN de transferencia). Se ha especulado que 

probablemente existan dos clases de ARN mensajero en 

embriones o ejes embrionarios secos: (1) ARN mensajeros 

residuales, ésto es, producidos durante el desarrollo de la 

semilla y que no fueron destruidos durante la maduración 

tardia y la desecación y que pueden ser degradados 

inmediatamente después de iniciada la imbibición; (2) ARN 

mensajeros almacenados sintetizados durante el desarrollo de 

la semilla de manera que éstos estan disponibles 

inmediatamente una vez iniciada la hidratación y pueden ser 

traducidos a proteínas ya que son parte integral de la 

germinación ( Sánchez de Jímenez ~:!; ª:l · , 1981 l . Los estudios 

con uridina radiactiva muestran que el ARNm recién 

sintetizado aparece en el sistema de traducción de los ejes 

embrionarios de maíz dos horas después de iniciada la 

imbibición. Se encuentran moléculas de ARN marcadas en los 
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polisomas de las que el 60 % están poliadeniladas. También 

se demostró que · el ARN polisomal poliadenilado es ARN 

mensajero al ser capaz de servir como molde en un sistema 

libre de células de traducción dependiente de ARNm. Esto 

demostró que se trataba de un ARN sintetizado g~ nQYQ· Los 

resultados mostraron también que el ARN heterogéneo nuclear 

es la especie 

germinación de 

más abundante en las primeras horas de la 

maiz y que éste es rápidamente procesado a 

ARNm funcional, translocado al citoplasma y traducido ( Van 

de Walle y Bernier, 1967; Domes y Van de Walle, 1983). La 

iniciación y continuación de la sintesis de ARN dependen de 

la ehistencia de una poza de precursores de ribonucleósidos 

trifosfatos: ATP, GTP, CTP, y UTP. Estos están presentes en 

cantidades pequeñas en embriones secos de trigo y van 

aumentando rápidamente durante las etapas tempranas de la 

germinación. El aumento de UTP y CTP es más lento; sin 

embargo, es más evidente entre 3 y 5.5 horas después de 

iniciada la imbibición. Es por ello que la sintesis de ARN a 

estos tiempos podría estar controlada por los niveles de 

ribonucleósidos trifosfato pirimidinicos. Sin embargo, no se 

conoce la naturaleza de los mecanismos que controlan las 

sintesis de ARN en semillas en germinación (Brooker ~! 21·, 

1977; Cheah y Osborne, 1978; Sánchez de Jiménez y Aguilar 

1984). 
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1. t1. DUPLICACION DEL ADN Y CICLO CELULAR. 

Se ha mostrado que dentro de los procesos bioquimicos que se 

desencadenan después de la hidratación de la seh.illa, el 

evento de la duplicación del ADN, junto con la primera 

división celular, ocurren tardíamente en embriones en 

germinación en comparación con otras actividades metabólicas 

(Chen y Osborne, 1970; Osborne ~! ª!·, 1984, Vázquez Ramos y 

Osborne, 1986). 

Durante cada ciclo celular, las células crecen por una 

duplicación 

capacidades 

durante cada 

de todos sus elementos estructurales y 

funcionales y dos procesos se han identificado 

ciclo celular; la duplicación del ADN y la 

división celular. El último evento se refiere a un período de 

post-germinación durante el desarrollo de la plántula, 

de acuerdo a nuestra definición particular de germinación. 

El inició de la síntesis duplicativa de ADN en diferentes 

tejidos de una semilla en germinación puede ser muy variable. 

Castroviejo ~! ª!·, (1979) en sus estudios realizados sobre 

la síntesis de ADN con un precursor radiactivo en embriones 

de trigo mostraron que solamente después de 12 horas de 

germinación se observa una incorporación de timidina 

radiactiva a ADN. El contenido de ADN medido por el método 

de difenilamina fue el doble después de 16 a 20 horas de 

germinación, observándose una meseta después de la 20 horas. 

Para que se lleve a cabo una sintesis de ADN exitosa deben 
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de ocurrir un gran número de factores y enzimas que son 

requeridas para este proceso como lo son: las proteinas 

desenrrolladoras, girasas, ARN polimerasas, deoxiribo­

nucleasas, primasas, etc. Los estudios de éstas han indicado 

que si alguna de ellas no estuviese estructural y 

funcionalmente correcta la germinación no se llevaria a cabo 

exitosamente (Bewley y Black, 1986). El tiempo exacto en que 

comienza la síntesis duplicativa del ADN no se ha podido 

determinar. Más bien parece ser variable y depende de la 

especie con la cual se trabaje y va desde 3 horas hasta 12 

horas de imbibición (Chen y Osborne, 1970; Mory ~! ~!·· 1972; 

Osborne, 1982), aunque a tiempos más tempranos se observa un 

aumento en la incorporación de la marca radiactiva a ADN, lo 

cual podria atribuirse a una sintesis de tipo reparativo 

(Vázquez Ramos y Osborne, 1986). 

Se ha estudiado la división celular mitótica en ejes 

embrionarios de maiz durante la germinación en los 

diferentes tejidos meristemáticos y se ha observado que a las 

12 horas de germinación hay un 0.92 % de mitosis en 

mesocótilo y que en las demás regiones meristemáticas no se 

observa ninguna figura mitótica. Es hasta las 18 horas de la 

germinación cuando se pueden observar las primeras divisiones 

mitóticas en nudo escutelar (0.88 %) y raíz secundaria (0.64 

%) aunque no en la raíz primaria, en tanto que en mesocótilo 

hay un incremento al 1.71 % de células en división. También 

se observó que a las .24 horas de germinación hay ya un 
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incremento notable de células en división (Baiza 

1986). 

Los tiempos del ciclo celular son diferentes para cada 

especie y ésto es debido principalmente a las variaciones de 

la duración de la fase Gl. Algunas células se dividen muy 

lentamente y permanecen en Gl durante dias o incluso años. 

En cambio, el tiempo necesario para que una célula pase desde 

la fase S hasta el final de la mitosis es notablemente 

constante independientemente de la velocidad de división 

(Alberts ~!e!·, 1986). 

La división 

principalmente 

celular en las plantas superiores ocurre 

en las yemas de los tallos, en las puntas de 

las raices y en los meristemos primarios y secundarios. 

1.5. LOCALIZACION DE LA SINTESIS DE ADN DURANTE LA 

GERMI~ACION DE SEMILLAS. 

Se han realizado experimentos con semillas de diferentes 

especie y se ha observado que el inició de la síntesis de ADN 

en los diversos tejidos de una semilla en germinación puede 

ser muy variable e iniciarse tanto en tejidos meristemáticos 

como en tejidos de reserva (Olsson y Boutler, 1968). 

En los tejidos de reserva en los cuales no se presenta la 

división celular, los niveles de ADN pueden o no cambiar 

después de la imbibición. En cotiledones de cacahuate los 

niveles de ADN se duplican entre los siete y diez dias 

después de la imbibición y posteriormente declinan durante 
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los días siguientes. Parte del incremento puede deberse a 

síntesis de ADN plastídico y/o mitocondrial, aunque éste 

corresponde tan solo al 1 6 2 3 del ADN total. Asi, puede 

afirmarse que la mayor parte de la sintesis de ADN debe ser 

de origen 

genes para 

nuclear y 

enzimas 

podría deberse a una amplificación 

involucradas en la degradación 

de 

de 

reservas (Bewley y Black, 1986). Sin embargo, no existe 

evidencia alguna que apoye esta posibilidad. 

En ejes embrionarios de maiz, la síntesis de ADN se 

observa primero en la coleorriza y nodo escutelar después 

en la raiz y finalmente en mesocótilo (Bewley y Black, 1978). 

Van de Walle y Bernier (1967), observaron por técnica 

autorradiográfica la incorporación de timidina tritiada 

durante la germinación temprana de embriones de maiz. En 

células radiculares se encontraron en el citoplasma gránulos 

de plata reducidos a las 15 horas de germinación. Sólamente a 

partir de las 39 horas, los gránulos de plata estaban en 

núcleo. En otras regiones del embrión se encontró que la 

marca en núcleos aparece hasta la 51 horas de germinación 

exceptuando el meristemo caulinar de hoja en el que aparece 

hasta las 63 horas de germinación. En este mismo tiempo se 

encontró que los gránulos de plata eran abundantes en algunos 

núcleos y que otros no presentaban marca. Existe marca 

relevante en citoplasma de las células donde los núcleos no 

aparecen marcados. 
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Galli y Sparvoli (1973) utilizaron embriones de ~ªE!QE2EE~~ 

gr22!!1§ (la cual pertenece a la familia de las compuestas) 

en germinación. Y encontraron por técnicas autorradiográficas 

que la incorporación de timidina tritiada en raíz primaria se 

localiza exclusivamente en citoplasma a las 12 horas de 

germinación. La mayor parte de esta marca se localizó sobre 

mitocondrias y cloroplastos. A las 16 horas la marca se 

intensifica y ocasionalmente se distinguen gránulos de plata 

en la periferia de núcleos. 

Los primeros núcleos marcados aparecen a las 20 horas en raíz 

primaria en\tanto que en el hipocótilo y la plúmula la marca 

esta solamente en el citoplasma. Para las 24 horas de 

germinación hay una mayor cantidad de núcleos marcados y a 

las 36 horas de germinación hay un 90 % de núcleos 

típicamente marcados en raiz primaria . Con estos resultados 

mostraron que la incorporación de timidina tritiada ocurre en 

el ADN de cloroplastos y mitocondrias durante las primeras 

horas de la germinación. 

Galii (1984), al trabajar con cotiledones de sandia crecidos 

en agua y en presencia de benziladenina que es una 

citocinina que promueve la división celular, observó que la 

síntesis de ADN ocurre en núcleo durante los primeros dias de 

crecimiento. Al mismo tiempo pudo ver que la benziladenina 

promovió el crecimiento e incrementó una síntesis temprana de 

ADN nuclear, diferente a la síntesis duplicativa, ya que ésta 

no parecía estar ligada a la pr,0liferación celular debido a 

que no se encontraron mitosis. 
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Galli (1985) trabajó con órganos de almacenamiento 

programados para crecer y reverdecer hacia órganos semejantes 

a hojas <tl~E12E~EE~~ gr~g11i§. compuenta, b~Q~~g~ ~~~!y~. 

lechuga, Bª2bªIlY§ §ªfiYY§. rabano. También trabajó con 

órganos de almacenamiento, los cuales envejecen y mueren 

después del agotamiento de reservas y en donde el crecimiento 

y reverdecimiento son escasos o no existen CB!~inY2 ~QIDIDYili§, 

ricino, Q!~gi~~ ~~~. soya y tlQ!g~y~ yy!~~!~· cebada). Estos 

se utilizaron para analizar el tipo de sintesis de ADN que 

llevan a cabo. Los resultados mostraron que la síntesis de 

ADN puede ocurrir tanto en órganos programados para 

reverdecer como en los órganos de almacenamiento que no 

reverdecen y se localiza en citoplasma, principalmente en 

plastidios a las 6 horas. También observó que la síntesis 

de ADN nuclear aparece entre las 24 y 30 horas. 
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1.6. ANTECEDENTES INMEDIATOS. 

Garcia (1985) reportó que el almacenamiento inapropiado de 

semillas de maiz en condiciones de alta temperatura y/o 

humedad producian deterioro en las semillas y que éste se 

manifestaba en la disminución de la viabilidad y capacidad de 

crecimiento de las mismas. La disminución de la viabilidad 

parecia estar relacionada con la disminución en la integridad 

del ADN y en la capacidad de sintesis del mismo. El 

deterioro provocado por estos tratamientos se refleja en la 

incapacidad de sintetizar ARN y proteinas en las primeras 15 

horas de la germinación (Muro, .1986). 

Zarain Herzberg ~!· ª! .. (1987) reportaron que los ejes 

embrionarios de maiz que habian sido irradiados con rayos 

gama e imbibidos por 3 horas mostraban un patrón de sintesis 

de ADN de tipo "reparativo" (después de analizar por 

cromatograf ia en BND-Celulosa el ADN marcado 

isotópicamente). Los ejes de alta viabilidad (control) 

imbibidos también por 3 horas mostraron patrones de sintesis 

de ADN que no pudieron.catalogarse como de tipo "reparativo" 

o de tipo "duplicativo". Asimismo el patrón de sintesis de 

ADN presentado por ejes de alta viabilidad (control) 

imbibidos por O a 15 horas correspondió a uno de tipo 

"duplicativo". Incidentalmente, la adición de citocininas al 

medio de imbibición de ejes irradiados estimuló notablemente 
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la sintesis de tipo "reparativo", mientras que la de 

embriones no irradiados (control) cambio de una de tipo 

indefinido a síntesis de tipo netamente "reparativo". 

Meléndez (1987) encontró que el bajo peso molecular del ADN 

de ejes de semillas deterioradas no germinadas cambiaba a 

alto peso molecular según los ejes se imbibian por 3, 6 y 15 

horas. 

Las evidencias anteriores sugirieron la presencia de un 

sistema activo de reparación de ADN durante la germinación 

temprana de maiz. No obstante, los reportes en la literatura 

utilizando técnicas de autorradiografia durante las primeras 

horas de germinación de semillas han mostrado que la marca 

incorporada en las células se acumula en citoplasma y 

organitos como plastidios y mitocondrias pero no en núcleos. 

Ante esta aparente discrepancia, el objetivo del presente 

trabajo fue tratar de localizar en donde se esta llevando a 

cabo la sintesis de ADN que ocurre en las primeras horas de 

la germinación. 
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II.- Hipótesis 

Dado que existe sintesis de ADN desde los primeros instantes 

de la germinación de semillas de maiz, postulamos que esta 

sintesis debe ser el promedio de la síntesis en todos los 

compartimientos celulares en que existe ADN. 

III.- Objetivos 

1) Definir la localización del ADN sintetizado durante las 

primeras 

maíz. 

horas de la germinación de ejes embrionarios de 

2) Establecer si hay mitosis durante las primeras horas de 

la germinación de ejes embrionarios de maiz. 
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IV.- Materiales y Métodos 

Materiales 

1.0.- Material biológico. Las semillas de maiz utilizadas, 

variedad chalqueño, fueron proporcionadas por la 

SARH (Productora Nacional de Semillas). 

2.0.- Soluciones Amortiguadoras y Reactivos Utilizados: 

2.1. Solución amortiguadora de imbibición· 

2.2 

2.3 

Cloruro de Magnesio (Merck) 

Cloruro de Potasio (Merck) 

Tris-HCl (pH 7 .6) (Merck) 

Cloranfenicol (Sigma) 

Sacarosa (Merck) 

10 mM 

50 mM 

10 mM 

10 ug/ ml 

2 ~ 

Solución amortiguadora de homogenización "A" según 

Sen y Osborne (1977). 

Sacarosa (Merck) 0.3 mM 

Cloruro de Potasio (Merckl 10 mM 

Cloruro de Sodio {J.T. Baker) 15 mM 

2-mercaptoetanol (Sigma) 15 mM 

Espermina (Sigma) 0;15 mM 

Espermidina {Sigma) o.so mM 

Tris-HCl (pH 7 .4) (Merck) 15 mM 

Solución amortiguadora de homogenización según 

V~zquez Ramos y Osborne (1986). 

Cloruro de Sodio (J.T. Baker) 0.15 mM 
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Acido etilendiamino tetracético 
(Herck) 

Oodecil sulfato de sodio 

(Merck) 

0.1 mM 

o.s f. 

2. 4 Solución amortiguadora de homogeniza'ci6n Honda 

según Luthe y Quatrano (1980 a y b). 

Ficoll 400 ooo (Sigma) 2.5 " 

·oextran T-40 (Merck) 5 f. 

Triton X-100 (Sigma) 0.25 " 

Sacarosa (Merck) 0.44 M 

Tris-HCl (pH 7.6) (Merckl 25 mM 

Cloruro de Magnesio (Merck) 10 mM 

2-mercaptoetanol (Sigma) 10 mM 

2.5. Solucion amartiguadora según Hrubec ~! ~!·, (1985). 

Sorbitol (Sigma) 

HEPES (pH 7.5) (Sigma) 

EDTA (Herck) 

Cloruro de Magnesio (Merck) 

DÍtiotreitol (Sigma) 

Albómina serica bovina (p/v) 
(Sigma) 

0.3 M 

50 mH 

i mM 

1 mM 

10 mM 

0.4" 

2.6 Solución amortiguadora de resuspensi6n CNBRl 

Tris-HCl (pH 7.8) (Merck) 50 mM 

Cloruro de Magnesio (Merck) 5 mM 

2-mercaptoetanol (Sigma) . 10 mM 

Glicerol (J.T. Baker) 10 " 
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2.7 Solución amortiguadora de sacarosa (SAS) 

Sacarosa (Merck) 0.3 M 

Tris-HCl (pH 7.6) (Merck) 50 mM 

Cloruro de Magnesio (Merck) 0.005 M 

2-mercaptoetanol (Sigma) 20 mM 

2.8 Medio MS según Murashige y Skoog (1962). 

Solución A: 

Cloruro de Calcio (Merck) 

Solución B: 

Nitrato de Potasio (Merck) 

Nitrato de Amonio (Merck) 

Solución C: 

Yoduro de Potasio (Mecrk) 

Cloruro de Cobillto (Merck) 

Solución D: 

Fosfato monobásico de Potasio 
(Merck) 

Acido Bórico (J.T. Baker) 

Molibdato de Sodio (Merck) 

Solución E: 

Sulfato de Magnesio (Merck) 

Sulfato de Cobre (Merck) 

Sulfato de Zinc (Merck) 
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440 mg/l 

1900 mg/l 

1650 mg/l 

0.83 mg/l 

.0.025 mg/l 

170 mg/l 

6.2 mg/l 

0.25 mg/l 

370 mg/1 

0.25 mg/l 

8.6.mg/1 



Solución F: 

Sulfato ferroso (Merck) 28.8 mg/l 

Acido etilendiamino tetracético 37.3 mg/l 
(Merck) 

Glicina (Merck) 

Vitaminas: 

Piridoxina (Sigma) 

·Acido nicotinico (Sigma) 

Tiamina (Sigma) 

Mio~inositol (Sigma) 

Sacarosa (Merck) 

Agar (Merck) 

50 mg/l 

12.5 mg/250 

12.S mg/250 

.2.5 mg/250 

2.5 mg/250 

30 g/l 

e.o g/l 

ml 

ml 

ml 

ml 

2.9 Solución amortiguadora Citrato de Sodio-Cloruro de 

Sodio (SSC). 

Citrato de Sodio. (Merck) 

Cloruro de sodio (Merck) 

3.0 Liquido de centelleo 

2,2'-p-fenil bis (5-fenoxazol) 
(Merck) 

2,5-difenoxazol (Merck) 

.0.015 M 

0.15 H 

0.1 g/l 

5.0 g/l 

Tolueno (Merck) 1.0 litro 

3. 1 Liquido de centelleo Insta-Gel ( Packard) 

3.2 Reactivo de difenilamina 

Difenilamina (Merck) 
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Acetaldehido (Merck) 1.6 mg/ ml 

3.3.- Solución amortiguadora Honda (lOx) 

Tris-HCl (pH 7 .6) CMerck) 250 mM 

Cloruro de Magnesio (Merck) 100 mM 

3.4. Soluciones para citogenética y autorradiografia 

3.5. Fijador (relación 3:1) 

Etanol absoluto (Merck) 

Acido acético glacial (Merck) 100 ?.. 

3.6. Acetorceina 

Orceina (Merck) 1. 25 g/100 ml 

Acido acético glacial (Merck) 45 3 

3.7. Pectinasa (Quimorgan, S.A.) 5.0 3 

3.8. Emulsión íotografica NT82 Nuclear Track (Kodak) 

3.9. Revelador (Kodak) D-19 

4,0 Soluciones para cuantific~r proteinas 

4.1 Desoxicolato de sodio (DOC) 
(Sigma) 

Cobre-tartrato-carbonato (CTC): 

. 0.15 ?.. 

se hace una 

solución de cuso4 - 5H2o al 0.1 7. y tartrato de 

so.dio y potasio al o. 2 7. y a esta se le añade 

lentamente una solución de Na2 COJ al 10 7. 

4.2 Reactivo "A" se mezclan en partes iguales 

Dodecil sulfato de sodio 
(Merck) 

Hidroxido de sodio 
(Merck) 
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J.0 

4,3 Reactivo "B" un volúmen de reactivo de Folin se 

mezcla con cinco volúmenes de agua destilada. 

Métodos 

DETERMINACION DE LA VIABILIDAD DE 

UTILIZADAS. 

LAS SEMILLAS 

Se utilizaron semillas de maiz variedad chalqueño de cosecha 

reciente. Se colocaron SO semillas por caja de petri la cual 

s.e desinfectó con hipoclorito de sodio {O.S %) durante un. 

minuto, seguido de lavado con agua estéril. 

Posteriormente se colocaron lotes de SO semillas en bandejas 

que contenían agrolita previamente esterilizada y a las 

cuales se les adicionaron 500 ml de agua corriente. Las 

semillas se incubaron durante 7 dias a 27 ° e y luz continua, 

con riego diariamente .. 

Al .término de la incubación se determinó el porcentaje de 

·germinación. Se sacaron las plántulas y a cada una se le 

midió la longitud del tallo y el peso fresco. Luego se 

procedió a secar las plántulas en un horno a 100 º e durante 

2 dias y posteriormente se pesaron para determinar el peso 

seco. 

3. 1. IMBIBICICIN DE LOS EJES EMBRIONARIOS DE MAIZ. 

Se utilizaron 100 ejes embrionarios para la purificación de 

núcleos a través de un gradiente discontinuo de Percoll 

(su.spensión coloidal estéril de particulas de silice cubierto 

con polivinilpirrolidona (PVP)). Estos fueron desinfectados 
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con hipoclorito de sodio al 0.5 % durante un minuto seguido 

de un lavado con agua destilada estéril las veces que fuese 

necesario. Posteriormente, los ejes fueron colocados en un 

vaso de precipitado de 100 ml que contenia 5 ml de medio de 

cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) estéril y, sobre estos, 

se agregó la solución . amortiguadora de imbibición con 

timidina tritiada (40 µCi/ ml) incubandose a 27 • e con luz 

continua a diferentes tiempos de la germinación: 4, 6, y 15 

horas. En algunos casos se imbibieron ejes embrionarios sin 

marca radiactiva. 

También se emplearon 100 ejes embrionarios para la 

purificación de núcleos a través de un gradiente discontinuo 

de sacarosa los que fueron tmbibidos corno se ha descrito 

anteriormente 

Para la separación de núcleos, cloroplastos y rnitocondrias se 

utilizaron so ejes embrionarios los cuales fueron irnbibidos 

como se indicó anteriormente a diferentes tiempos de la 

germinación: 4, 6, 20 . y 40 horas. 

3.2. PROCESAMIENTO DE LOS EJES EMBRIONARIOS DE MAIZ AL TERMINO 

DE LA IMBIBICION. 

Una vez transcurrido el tiempo de imbibición los ejes se 

lavaron con 10 ml de citrato de sodio (1 %) que contenia 40 

µg/ml de timidina no radiactiva y enseguida se lavaron con 

10 ml de etanol (80 3). En el caso de que no fueran a ser 
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utilizados de inmediato, los ejes se colocaron en tubos de 

ensaye y se guardaron a -70 • C. 

3.3. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE NUCLEOS A TRAVES DE UN 

GRADIENTE DISCONTINUO DE SACAROSA. 

(Meyer 1977). 

Se imbibieron 100 ejes como se describió previamente; al 

término de ésta se homogeneizaron en un mortero previamente 

enfriado con 10 ml de SAS hasta que se obtuvo un material 

de consistencia pastosa. El homogeneizado se filtró en frio 

con vacío a través de 4 mallas de miracloth y una malla de 

nylon de 60 µ de paso. Posteriormente el filtrado se 

centrifugó a 2,000 rpm (880 X g) durante 10 minutos, de 

2 a 4 • c. Al término de la centrifugación se decantó el 

sobrenadan te y el paquete obtenido se resuspendio en 3 ml 

de SAS y se mantuvo en hielo. 

Se prepararon las siguientes soluciones para realizar el 

gradiente; _la solución "A" que con tenia: 

Sacarosa (Merck) 

Cloruro de Calcio (Merck) 

y la solución "B" que contenia: 

Sacarosa CMerck) 

Cloruro de Calcio (Merck) 

1.92 M 

3 mM 

1 M 

3 mM 



Se hizo el gradiente discontinuo de sacarosa para la 

obtención de núcleos como se muestra en la Fig No. 3. 

Tubo de ni.trato 

de celulosa 

_____,. Muestra de núcleos 

(3 mlJ 

Solución ''B" ( 1 o ml) 

- Solución "A" (20 ml) 

Figura No. 3. Gradiente discontinuo de sacarosa para el 

aislamiento de núcleos. 

La suspensión obtenida de la centrifugación a 2,000 rpm se 

colocó sobre el gradiente discontinuo de sacarosa el cual se 

centrifugó en un rotor SW 25.1 (previamente enfriado) en una 

centrifuga Beckman LS-75 a 24,500 rpm (86'713 x g) durante 

60 minutos a una temperatura de 2 • c. 

El sobrenadante se desechó, quedando asi libre el paquete 

nuclear en el fondo del tubo. Este se resuspendió en 3 ml de 

SAS al 4 3 y 2 ml de Tris 0.4 M pH 8.5 y se conservó en 

frio. Se realizaron frotis del paquete nuclear sobre un 

portaobjetos se f iJaron con calor y luego se tiñeron con 
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azul de metileno (1 ?.> durante un minuto seguido de un lavado 

con agua destilada y posteriormente se observaron al 

microscopio. De la suspensión de núcleos se tomó 1 ml y se 

colocó en un frasco que contenía 10 ml de líquido de 

centelleo Insta-Gel y se cuantificaron las cpm en un contador 

de centelleo Packard. 

Extracción y precipitación de los ácidos nucléicos. 

Se tomó 1 ml de la suspensión nuclear se colocó en un tubo 

Eppendorf el cual se agitó suavemente durante 10 minutos en 

un baño a 37 • e . Se le agregaron 0.5 ml de EDTA-salino, 0.5 

ml de SSC y 10. µl de proteinasa k {10 mM) y se incubó a 

37 e durante 18 horas. Después de la incubación se 

cuantificó el ADN por el método de difenilamina. 

3.4. ENSAYO DE DIFENILAMINA Y CURVA PATRON DE ADN. 

(Giles y Myers 1965). 

Se tomaron diferentes alícuotas de ADN (µg) de esperma de 

salmón y se precipitaron con ácido tricloro acético {ATC) al 

20 % , dejándose en frio durante 2 horas. Cada muestra se 

centrifugó a 4,500 rpm (2,450 x g durante 15 minutos, se 

eliminó el sobrenadante de cada muestra y el ADN contenido en 

las pastillas se resuspendió en 1 ml de ácido perclórico 

CPCA) al 10 7. . Se calentaron a baño maria durante 30 minutos 

a 80 • e y realizó el ensayo de difenilamina. 
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A un mililitro de solución problema de ADN en 10 % de PCA se 

le adicionó difenilamina al 4 % en ácido acetico glacial y 

50 µl de acetaldehido (1.6 mg/ ml). Se incubó a 37 º C 

durante 14 horas. Al término de la incubación se leyó la 

diferencia de absorbencias (595 a 700 nm) comparado con un 

blanco. La curva se obtuvo graficando la diferencia de 

absorbencias contra la concentración de ADN (µg). Se 

interpoló la diferencia de absorbencias de cada una de las 

muestras problema en la curva patrón. 

3.5. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE·NUCLEOS A TRAVES DE UN 

GRADIENTE DISCONTINUO DE PERCOLL. 

(Luthe y Quatrano 1980 (a) y 1980 (bl. 

Se imbibieron 100 ejes embrionarios como se describió 

anteriormente, p~r diferentes tiempos. 

Se homogeneizaron los ejes embrionarios .con 2 ml de solución 

amortiguadora Honda en un mortero previamente enfriado y 

estéril. El tejido se maceró por 60 a 90 segundos hasta 

obtener una consistencia pastosa. Posteriormente, se le 

adicionaron seis volúmenes de solución amortiguadora Honda y 

se procedió a filtrar con vacio en un sistema que contenia 2 

mallas de miracloth y una malla de nylon de 60 µ de paso. El 

filtrado se centrifugó en tubos Corex (15 rnll a 2,500 rpm 

(756 x g) en un rotor JA-20 de una centrifuga Beckman J2-21, 

durante 10 minutos entre 2 a 4 º e de temperatura. Al 

34 



término de la centrifugación se decantó el sobrenadante y la 

pastilla se resuspendió en 0.5 ml de solución 

amortiguadora Honda y se conservó en hielo. 

Se realizaron preparaciones frescas del paquete nuclear y 

éstas fueron observadas al microscopio. 

Se procedió mientras tanto a preparar el gradiente 

discontinuo de Percoll como se.muestra en el cuadro No. I. 

Cuadro No. I. Preparación del gradiente discontinuo de· 

Percoll para aislar núcleos. 

% Percoll Sacarosa Buffer Honda Agua Volumen 
.100 .. 3 M {10 :X) final. ,. 

--------------------------------------------------------
40 1.6 ml 0.6 ml 0.4 ml 1.4 ml 4.0 ml 

60 2.4 ml 0.6 ml 0.4 ml 0.6 ml 4.0 ml 

80 3.0 ml 0.6 ml 0.4 ml 4.0 ml 

Al tener los diferentes porcentajes se procedió a realizar 

el gradiente en un tubo de nitrocelulosa, como se muestra en 

la Figura No. 4. 
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~- Muestra nuclear (1 ml) 

~ Percoll 40 3 (4 ml) 

-Percoll 60 3 (4 mlJ 

~ Percoll 80 3 (4 mlJ 

~Sacarosa 2 M CS mll 

Figura No. 4 Gradiente discontinuo de Percoll para aislar 

núcleos. 

La suspensión 

discontinuo de 

(4,056 x g) en 

nuclear se colocó sobre el 

Percoll, el cual se centrifugó 

gradiente 

a 4,800 rpm 

un rotor 628 de una ultracentrifuga IEC 

durante 40 minutos a 4 º e 

Al concluir el tiempo de centrifugación se extrajo con una 

pieta Pasteur la banda donde quedaron los núcleos. Esta banda 

se disolvió en una solución amortiguadora Honda que contenía 

espermidina durante 2 minutos con el fin de remover el 

Percoll y se centrifugó a 4,330 rpm (5860 x g) en un rotor de 

titanio 628 en una centrifuga IEC por 5 minutos a 4 º C. Al 

término de ésta se decantó el sobrenadante y la pastilla 

nuclear se resuspendi6 en solución amortiguadora de 
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resuspensión CNBR) y se centrifugó a 4,330 rpm nuevamente. Al 

concluir el tiempo de centrifugación se decantó el 

sobrenadante y la pastilla se resuspendió en NBR y se mantuvo 

en frio. Se realizaron preparaciones frescas de la muestra 

nuclear y se observaron al microscopio. Se tomó 0.5 ml de la 

suspensión nuclear y se colocó en un frasco que contenía 10 

ml de liquido de centelleo Insta-Gel y se cuantificaron las 

cpm. 

Se tomó 1 ml de la suspensión nuclear y se cuantificó el ADN 

por el método de difenilamina descrito anteriormente. 

En el gradiente se pudieron observar diferentes bandas a lo 

largo de éste las que se extrajeron y se les determinó las 

cpm y la cantidad de ADN presente por el método 

de difenilamina. 
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3.6. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE MITOCONDRIAS A TRAVES DE 

UN GRADIENTE DISCONTINUO DE PERCOLL. 

(Hrubec ~~ ª1·. 1985). 

Se imbibieron 100 ejes embrionarios de maiz como se describió 

previamente en métodos empleándose esta vez 50 µCi/ ml de 

timidina tritiada durante 15 horas a 27 • e con luz continua. 

Los ejes se homogeneizaron con 2 ml de una solución 

amortiguadora que contenia sorbitol 0.3 M, Hepes 50 mM 

pH 7.5, EOTA 1 mM, MgCl? 1 mM, DTT 10 mM, y 0.4 3 de ASB 

(v/v}, en un mortero previamente enfriado durante 90 segundos 

hasta obtener una consistencia pastosa. Posterit,rmente, el 

homogeneizado se filtró en un sistema que contenia 2 mallas 

de miracloth y una malla de nylon de 60 µ de paso, el mortero 

se enjuagó dos veces con 3 ml de solución amortiguadora. Del 

filtrado se tom;iron 50 µl para medir la toma de 

radiactividad. En seguida se centrifugó a 1,500 x g durante 

10 · minutos en un 

21. Al término 

rotor JA 20 de una centrifuga Beckman J2-

de la centrifugación se decantó el 

sobrenadante y éste se conservó en frío. Mientras tanto, se 

procedió a preparar el gradiente de Percoll según se muestra 

en el cuadro No.II. 
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cuadro No. II. Preparación del gradiente discontinuo de 

Percoll para el aislamiento de mitocondrias. 

Percoll 100 ?. Buffer Hrubec Vol. final 

-------------------------------------------------------------
15 ?. 0.45 ml 2.55 ml 3 ml 

22 ?. 0.66 ml 2.34 rnl 3 ml 

27 '7. 0.81 ml 2.19 rnl 3 ml 

60 ?. 2.4 ml 1.60 rnl 4 ml 

El sobrenadante mitocondrial de la centrifugación anterior se 

colocó sobre el gradiente (ver figura No.5) y se centrifugó 

en un rotor 628 de una ultracentrifuga IEC a 24,000 rpm 

(97,000 X g dorante 35 minutos a 4 º e. 

Al concluir el tiempo de centrifugación se separó cada banda 

presente en el gradiente con una pipeta Pasteur, cuidando de 

no mezclar las bandas. Cada una de las bandas obtenidas se 

lavaron con 3 ml de solución amortiguadora Hrubec y se 

centrifugaron por separado a 1,500 x g durante 10 minutos. 

Las pastillas obtenidas se precipitaron con ATC al 20 ?. y se 

dejaron en frio durante 30 minutos. Después de esto se 

centrifugó a 3,000 rpm (1,090 x g ) durante 10 minutos. Se 

decantó el sobrenadante y las pastillas se resuspendieron en 
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la solución amortiguadora Hrubec y se volvieron a centrifugar 

a 3,000 rpm. El ADN se encontró en el sobrenadante en donde 

se leyó la absorbencia a 260 nm para cuantificarlo. 

se tomó 1 ml de cada banda y se realizó el ensayo de 

dif enilamina para cuantificar el ADN presente en cada una de 

las fracciones. De estas muestras también se tomó 0.5 ml 

para determinar cpm. 

Tubo de 

nitro-

celulosa 

Muestra de mitocondrias 
(7 ml> 

Percoll 15 3 (3 ml) 

Percoll 22 3 ( 3 ml) 

Percoll 27 3 (3 ml} 

_ Percoll 60 3 (4 ml}. 

Figura No. s. Gradiente discontinuo de Percoll para aislar 

!Iiitocondrias. 
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3.7. SEPARACION DE ORGANITOS (NUCLEOS, CLOROPLASTOS Y 

MITOCONDRIAS) DE EJES EMBRIONARIOS DE MAIZ Y DETERMINACION DE 

LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA GLUTAMATO DESHIDROGENASA (GDH-NADH} 

DE CADA UNA EN LAS FRACCIONES. 

Se imbibieron 50 ejes embrionarios en condiciones estériles 

en medio MS durante 4, 6, .20 y 40 horas a 27° C con luz 

continua, como se describió previamente. Al término de la 

incubación se homogeneizaron los ejes con 2 ml de solución 

amortiguadora "A" (según Sen y Osborne, 1977), en un mortero 

previamente enfriado durante 30 minutos, se maceró el tejido 

durante 60 segundos obteniéndose una suspensión homogénea. 

Posteriormente, el homogeneizado se filtró a través de una 

malla de nylon de 60 µ de paso y dos capas de papel 

miracloth con la ayuda de vacio. Se enjuagó el mortero tres 

veces con 2 ml de solución amortiguadora "A" y asi se obtuvo 

un volúmen final de 7 a 8 ml . Del filtrado se tomo 50 µl de 

muestra y se colocó sobre una membrana de fibra de vidrio 

Whatman GF/C para medir la toma de radiactividad del sistema. 

Posteriormente el filtrado se colocó en tubos Corex de 15 ml 

y se centrifugó a 2,500 rpm ((625 x g), Cheah y Osborne, 

1978), durante 15 minutos en una centrifuga intermedia 

Beckman J2-21 en un rotor JA-20 previamente enfriado. Una 

vez transcurrido el tiempo de centrifugación, el sobrenadante 

se colocó en otro tubo Corex de 15 ml y la pastilla 

se conservó en frie. 
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El sobrenadante se· volvió a cen.trifugar: a 7, 000 rpm 

(3,000 x g Biggins , 1971), durante 15 minutos y al término 

de éste el sobrenadante se.decantó a otro tubo Corex y la 

pastilla se conservó en frio. El sobrenadante se centrifugó 

nuevamente a 12,000 rpm (10,000 x g) (Zelitch, 1967), durante 

15 minutos, concluido el tiempo de centrifugación el 

sobrenadante se decantó en una probeta de 10 ml midiéndose 

asi el volumen final y de este sobrenadante se tomaron so µl 

que se colocaron sobre un papel filtro Whatman GF/C para 

medir las cpm. La pastilla de esta centrifugación se conservó 

en frio. A los tubos que contenian las pastillas de las 

diferentes centrifugaciones (2,500 rpm, núcleos; 7,000 rpm, 

cloroplasto; 12,000 rpm, mitocondrias) se les limpiaron las 

paredes perfectamente para evitar la contaminación con 

lipidos y a cada tubo se adicionaron 3 ml de solución 

.. amortiguadora "A". Se resuspendieron bien y todas ellas se 

centrifugaron durante 10 minutos a la velocidad en que 

originalmente fueron obtenidas. Al término de ésta se decantó 

el sobrenadante y las pastillas se conservaron en hielo. 

Posteriormente, a cada muestra se le adicionó 1 ml de ATC al 

10 3 para precipitar ácidos nucléicos y los tubos se dejaron 

·en frio durante 1 hora. Al concluir este tiempo se le agregó 

a cada tubo 1 ml de ácido perclorico al 10 3 y las muestras 

se hidrolizaron durante 30 minutos a 60° C. Una vez concluido 

el tiempo se tomó 1 ml de cada muestra y se colocó en 
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frascos que·contenian 10 ml de liquido de centelleo Insta­

Gel para poder determinar las cpm. El Mililitro restante se 

utilizó para cuantificar al ADN por el método de 

difenilamina. 

Para medir la· actividad de GDH-NADH de cada una de las 

muestras de las diferentes centrifugaciones (núcleos 

cloroplastos y mitocondrias), se preparó .una mezcla de 

reacción la cual contenia: 

Tris-HCl 500 mM (pH 9.4), 2-cetoglutarato 60 mM (pH 7), NH4Cl 

600 mM, NADH 2.9 mM (pH 8). Para cada ensayo se trabajó con 

un volúmen final de 3 ml como se muestra en el cuadro No. 

III. 

La mezcla de reacción se incubó a 30º e por dos minutos; 

posteriormente se inició la reacción añadiendo el NAD y se 

leyó la absorbencia a 340 nm en un espectrof otOmetro cada 

minuto hasta llegar a B minutos. 

Cuadro No.III. Mezcla de reacción para medir actividad de la 

enzima glutamato deshidrogenasa de cada una de las· 

fracciones. 

Tris-HCl NH4Cl 2-cetoglutarato NADH Extracto 

Muestra 1.7 ml 0.5 ml 0.5 ml 0.2 ml 0.1 ml 

Blanco 2.7 ml 0.2 ml 0.1 ml H20 
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Se graficó el incremento de absorbencia con respecto al 

tiempo; la velocidad de reacción se expresó como nanomoles de 

NAD transformados por minuto. Para determinar la actividad 

especifica de cada muestra, se cuantificaron las proteinas 

por el método de Peterson (1977). 

3.8. CURVA PATRON DE PROTEINAS. 

{Peterson, 1977). 

Primero se realizó una curva patrón de albúmina serica bovina 

{ASB). Para ello, se preparo una solución concentrada de ASB 

de 1 mg/ ml empleando agua desionizada como disolvente. 

Se tomaron alicuotas de la solución concentrada de ASB y se 

llevo con agua desionizada a 1 rnl pare obtener un intervalo 

de concentración de 20 a 100 µg de proteína. Para el caso de 

cada una de las muestras problema, se tomarón volúmenes de 10 

y 20 µl a los cuales se ,les añadiO agua desionizada para 

obtener un volumen final de 1 ml. A cada muestra se le 

adiciono 0.1 ml de desoxicolato de sodio (DOC),, se mezcló y 

se dejó 10 minutos a temperatura ambiente. Al término de éste 

se le agregó 0.1 ml de ATC al 72 7. (previamente frío), se 

mezclaron y se dejaron en frío. Al concluir el tiempo de 

incubación 

centrifuga 

,decantó el 

se centrifugaron a 3,000 rpm, ,a 4 º C en una 

MSE ,durante 15 minutos . Al termino de ésto se 

sobrenadante y se dejaron secar las pastillas. 

Cuando éstas estuvieron secas se les agregó 1 ml de agua y 1 
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rnl de reactivo "A" (ver materiales), se mezclaron y se 

dejaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Al 

finalizar el tiempo se les agregó 0.5 ml de reactivo "B" (ver 

materiales), y se dejaron durante 30 minutos a temperatura 

ambiente. Una vez transcurrido el tiempo se leyó la 

absorbencia a 750 nm. 

La curva patrón se obtuvo graficando la absorbencia contra la 

cantidad de proteina (µg de ASBJ. Para calcular los valores 

proteinicos de cada una de las muestras problema, el valor de 

la absorbencia se interpoló en la gráfica patrón y asi se 

determinó la concentración de proteina de cada una de las 

muestras problema. 

3.9. TECNICA CITOGENETICA 

(Baiza ~!e!·· 1986). 

Se incubaron por· diferentes tiempos 25 ejes embrionarios de 

maíz en condiciones estériles en medio MS, en obscuridad a 

25" C. Al término de la incubación los ejes fueron lavados 

con agua destilada y fijados en una mezcla de etanol-ácido 

acético (3:1J durante 24 horas a temperatura ambiente. 

Después los ejes fueron transferidos a etanol al 70 3 y se 

guardaron a 4" e hasta que fueron utilizados. 

De los 25 ejes, 15 fueron escogidos por tamaño promedio y 

éstos fueron disectados con la ayuda de un microscopio 

estereoscópico, aislando las regiones meristemáticas: mesocó-
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tilo (meristemo arica!), raiz primaria y raices seminales o 

secundarias (meristernos radiculares). Los meristemos fueron 

hidrolizados con HCl 1 N en un bafio maria a 60° C durante 8 

minutos. Posteriormente, las regiones meristemáticas fueron 

colocadas en placas de porcelana las cuales ccntenian 

pectinasa al 5 3 y se dejaron alli durante 50 min~~~s. Al 

concluir el tiempo se removió la pectinasa y posteriormente 

se le adicionó acetorceina y se dejaron durante 45 ninutos. 

Al concluir éste tiempo se sacaron cada uno de los tejidos y 

fueron colocados sobre un portaobjetos para distender los 

tejidos por aplastamiento. Estos tejidos se conservaron a 

4° C durante 14 horas. Posteriormente las preparaci~nes se 

colocaron sobre un bloque de hielo seco duran·:e 10 minutos 

para fijar el tejido, se eliminó el cubreobjetos y cada una 

de las preparaciones se lavó con etanol absoluto. E~seguida 

cada preparación fué montada con B~lsamo de Canadá. y se 

secaron durante dos semanas. 
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V.- R E SU L TA DOS . 

1.0. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD DE LAS SEMILLAS. 

Inicialmente, se determinó la viabilidad de las semillas, 

para poder asegurar la confiabilidad de los resultados . En 

el cuadro No. IV se muestran los promedios obtenidos (X=) en 

dichos experimentos y las desviaciones estandar (±). 

Cuadro No.IV. Determinación de la viabilidad y vigor de las 

semillas de maiz. Promedio de cuatro lotes. 

3 Germinación Longitud (cm) Peso Fresco (gr) Peso Seco (gr) 

X= 90 ± 2 X= a.23 ± 3 X= 15.89 ± 5 X= 1.40 ± o.5 

Los resultados muestran una alta viabilidad y un buen vigor 

de las semillas utilizadas en los experimentos de acuerdo a 
los patrones en el laboratorio. 

1.1. AISLAMIENTO DE NUCLEOS A TRAVES DE UN GRADIENTE 

DISCONTINUO DE SACAROSA. 

(Meyer, 1977). 

Se llevaron a cabo experimentos en los cuales se trató de 

aislar núcleos intactos de células de ejes embrionarios de 
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maiz. Se pudo observar que con .este tipo de aislamiento se 

obtuvieron muy pocos núcleos intactos, ya que observaciones 

al microscopio, demostri~ron que conforme el tiempo iba 

transcurriendo, los núcleos se empezaban a deformar y a 

romper. 

Al obtener la fracción nuclear del gradiente se. cuantificó 

el ADN presente por el método de difenilamina y estos 

resultados mostraron una baja cantidad del ácido nucleico. 

Igualmente, se observó baja incorporación de cuentas . Esto 

sugirió que el método de aislamiento no era el adecuado ya 

que los núcleos no resistían altas concentraciones de 

sacarosa y se perdían durante el aislamiento. Es por ésto que 

se decidió practicar el aislamiento de núcleos a través de un 

gradiente di.scontinuó de Percoll. 

1.2. AISLAMIENTO DE NUCLEOS A TRAVES DE UN GRADIENTE DE 

PERCOLL. 

(Luthe y Quatrano, 1960 Cal y 1960 (b) ). 

El aislámientó de núcleos de células de ejes embrionarios 

de maiz marcados radiactivamente e incubados por diferentes 

tiempos como se menciono en materiales y métodos. 

Con esta metodologia se logró obtener una mayor cantidad de 

núcleos comparada con la metodologia anterior. 

En el gradiente de Percoll se obtuvieron una serie de bandas 

como se muestra en la figura No.6 a cada una de las cuales 
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se les midió la cantidad de ADN presente asi como la 

incorporación del material radiactivo a ADN .. Los resultados 

mostraron una baja cantidad de marca radiactiva asi como 

también poca cantidad de ADN . 

En la banda 4 (que corresponderia a núcleos) se encontró 

que la marca radiactiva era minima. En la banda 1 encontrada 

por debajo de donde se había colocado la muestra nuclear, se 

encontró una cantidad alta de ADN de bajo peso molecular. 

También se encontró que la cantidad de marca radiactiva fue 

mucho mayor comparada con las de las diferentes bandas 

encontradas (2 y 3) e incluso con la banda nuclear. 

Ahora bien, se realizaron preparaciones frescas de la 

fracción nuclear, se observaron al microscopio y se pudo 

observar que la cantidad de núcleos era mínima. Con base a 

e.ste resultado se pensó que quizá el tiempo de centrifugación 

no era suficiente para que los núcleos pudieran bajar por lo 

que se realizó otro gradiente en el cual se aumentó el 

tiempo de centrifugación. Se pudo apreciar que este aumento 

en el tiempo no hacia que se obtuvieran más núcleos. Asimismo 

se observó que las bandas· seguían apareciendo como en el 

gradiente anterior. 

Este aislamiento se realizó varias veces con diferentes 

tiempos de imbibición pero omitiendo la marca radiactiva y 

se pudo apreciar que por medio de este método no se lograba 

obtener núcleos íntegros y en buen número ya que éstos se 

rompían con gran facilidad antes de penetrar al gradiente 

quedando la rnayoria del ADN desnudo al inicio del mismo. 
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Percoll 40 3 

Percoll 60 3 

Percoll 80 3 

Sacarosa 2 M. 

- Banda que apareció y que no es-
........ ta reportada en la literatura 

~::~,_·,:~ ~Banda 1) . 

Lipidos (Banda 2). 

- Núcleos rotos y restos celula­
res (Banda 3). 

- Núcleos (Banda 4 J • 

Granos de Almidón. 

/ 

Figura No 6. Gradiente de Percoll obtenido después de la 

centrifugación de 4,800 rpm (4,056 x g ) durante 60 minutos. 

1.3. AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS A TRAVES DE UN GRADIENTE 

DISCONTINUO DE.PERCOLL. 

( Hrubec ~! ~!.. , 1985) . 

Este aislamiento se realizó con ejes embrionarios de maiz de 

15 horas de imbibición con marca radiactiva continua 

(timidina tritiada, 50 µCi/ml l. En este gradiente se 

obtuvieron 3 bandas como se muestra en la figura No.7. 

En las diferentes bandas obtenidas se cuantif ic6 el ADN 

presente por el método de difenilamina, y estos resultados 
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mostraron una baja cantidad del mismo. También se obtuvo muy 

poca incorporación del material radiactivo al ADN. Este 

aislamiento se realizó en varias ocasiones sin éxito y por 

ello se decidió aislar organitos de otra forma. 

Banda 1 poco densa 

---- Banda 2 más densa 

Banda 3 mitocondrias 

-Figura No.7. Bandas obtenidas del gradiente discontinuo de 

Percoll para el aislamiento de mitocondrias. Los números 

indican las bandas encontradas en dicho gradiente. 

Los resultados obtenidos anteriormente nos proporcionaron 

datos acerca de la sensibilidad tanto de núcleos como 

organitos a las diferentes concentraciones de sacarosa y 

de Percoll, ya que al querer aislar los núcleos por los dos 

tipos de gradientes éstos se deformaban y rompian. 

rambien cuando se quiso aislar mitocondrias a través de un 

gradiente discontinuo de Percoll no se obtuvieron muy buenos 

resultados ya que hubo una muy baja incorporación de timidina 

~ritiada a material insoluble en ATC. 
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Con estos resultados se decidió aislar núcleos y organitos de 

una forma más sencilla y sin dafiarlos y además a través de un 

método que nos proporcionara una mayor cantidad de.cada uno 

de ellos. 

1.4. SEPARACION DE ORGANITOS (NUCLEOS, CLOROPLASTOS Y 

MITOCONDRIAS) DE EJES EMBRIONARIOS DE MAIZ Y DETERMINACION DE 

LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA GLUTAMATO DESHIDROGENASA (GDH-NAD), 

EN CADA UNA DE LAS FRACCIONES. 

Con base en los resultados anteriores se decidió separar en 

.forma más sencilla por centrifugación diferencial, nucleos, 

cloroplas~os y mitocondrias de embriones de diferentes 

tiempos de imbibición y medir tanto la marca radiactiva en 

ADN como la cantidad total del mismo por el método de 

difenilamina; (ver materiales y métodos). 

Para poder estar seguros de que nuestras fracciones nucleares 

no. estaban contaminadas con citoplasma se midió la actividad 

de la glutamato deshidrogenasa, ya que esta enzima se 

encuentra presente tanto en mitocondrias como en el 

citoplasma. La glutamato deshidrogenasa puede emplear tanto 

NAO como NADP como aceptor electrones, pero el NAO es el 

cofactor más eficiente. El NADH formado se oxida finalmente 

por la cadena de transporte de electrones. La glutamato 

deshidrogenasa desempeña un. papel central en la desaminación 

de los aminoácidos debido a que el glutamato es el único 
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aminoácido que posee una deshidrogenasa tan activa en la 

mayor parte de los organismos. 

La actividad de esta enzima se determinó en nanomoles de NADH 

transformados por minuto. Esta actividad se ve claramente en 

la fracción mitocondrial (24.35 nrnoles NADH/min) y en el 

citosol (10.73 nmoles NADH/min) mientras que en núcleos no 

fue posible observar ninguna actividad. cuando se midió la 

actividad enzimática en la fracción cloroplástica se obtuvo 

una actividad de 3.53 nmoles de NADH/min. Los resultados de 

la actividad. especifica de cada una de las fracciones se 

muestra en el cu.adro No. V. 

Cuadro No. V. Actividad de la glutamato-deshidrogenasa en 

núcleos, cloroplastos, niitocondrias y citosol, NO No 

observada. 

. . ----------- --------------------------------------- '·---------
'Núcleos NO NO 

Cloroplastos 3.53 11.0 

Mitocondrias 24.35 135.0 

Citosol 10.73 48.0 
----------------~---------------------------~---------------

Después de corroborar que no se tenia contaminación en 

núcleos con las fracciones citoplásmicas, .se real~zó la 

separación de orgánitos por centrifugación diferencial corno 

se mencionó en materiales y métodos, con la finalidad de 
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cuantificar las cpm incorporadas y los µg de ADN presente en 

cada una de las fracciones. De la fracción nuclear se tomaron 

100 µl de muestra y se realizaron preparaciones frescas con 

el objeto de observar núcleos. Estos se tiñeron con 

acetorceina y con azul de metil~no y se observaron al 

microscopio en donde se encontró una mayor cantidad de 

núcleos integres comparado con los métodos anteriores, aunque 

a su alrededor se observaron cantidades variables de restos 

celulares. De cada tiempo de imbibición se realizaron 

preparaciones frescas para verificar la presencia de núcleos. 

De las fracciones restantes no se realizaron preparaciones ya 

que cloroplastos y mitoncondrias sólo se pueden observar al 

microscopio electrónico y éste no estaba a nuestro alcance. 

Los resultados de estos experimentos mostraron que cuando se 

irnbibió durante 4 horas, la incorporación de rnat~rial 

radiactivo a ADN insoluble en ATC de núcleos, fue de X= l,519 

± 101.1 cpm, tR= promedio, ± desviación estándar, n= 41, 

mientras que en citoplasma la incorporació~ total fue más 

alta (cloroplastos X= 1,247 ± 101.6 y mitocondrias ~= 773.3 ± 

80.2). Esto se puede apreciar claramente en la figura No. B. 
. . 

Cuando se determinó la incorporación especifica. es decir, la 

incorporación del material radiactivo a ADN en cada una las 

fracciones considerando la cantidad de A.DN presente en las 

fracciones, se observó que esta incorporación especifica es 

mucho mayor en las ·fracciones citoplasmicas que en núcleo, 

como se muestra en la figura No.8. Se encontró que en la 
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fracción cloroplástica se tenia R= 743 ± 300 cpm/µg ADN de 

incorporación especifica y en la fracción mitocondrial ~-

1, 105 ± 200 cpm/µg ADN de incorporación especifica, mientras 

que en la fracciOn nuclear se observó solamente X= 13.89 

± 2.7 cpm/µg ADN de incorporación especifica. 

Cuando se aumentó el tiempo de imbibición a 6 horas se pudo 

apreciar 

nuclear 

1,359 ± 

que la incorporaci6n del material radiactivo a ADN 

fue de X= 1,940 ± 418 cpm, en cloroplastos de X= 

278 cpm y en mitocondrias de X= 786 ± 563 cpm. Se 

puede observar que ni en la fracción nuclear ni en la 

citoplásmica hubo un incremento notorio de incorporación 

.comparado con las fracciones de 4 horas (cloroplastos X= 
1,359 ± 278 cpm y mitocondrias X= 786 ± 563 cmp, ver cuadro 

No. VI). Cuando se determino la incorporación especifica 

(cpm/µg de ADN) de cada una de las fracciones a las 6 horas 

de germinación se observo que en núcleos fue de X= 14.3 ± 3 

cpm/µg ADN, en clóroplastos de X= 843 ± 322 cpm/µg ADN, y 

mitocondrias de X= 1,204 ± 219 cpm/µ ADN, como se· puede 

apreciar en la figura No.9. No existe diferencia relevante en 

los resultados obtenid6s tanto a 4 como a 6 horas de la 

imbibición (ver cuadro No.VI), 
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Fiqura No. B. Incornoración de timidina tritiada {10/'Ci) a ADN 
en ATC de nücleos (N) I= 1519.6 ~ .101.5, cloroolastos (C) 
X= 1247.6 ~ 101.6 y mitocondrias (M) I= 773,3 ! 80,2, de 4 horas 
de imbibición 
Patrón de i ne o r por a e i ó n es ne e íf i e a de ti mi di na tri t i ad a ( 1 Oj!C i ) 
a ADN insoluble en ATC por microqramo de ADN de nGcleos (N) 
I~ 13.8 ± 2.7. cloronlastos (C) I= 743 ± 300 y mitocondrias lM) 
I= 1105 ~ 200 de 4 horas de imbibición 
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FiQura No. 9. Incornoración de timidina tritiada (l!JACi) a 
ADN insoluble en ATC. de núcleos (N) X= 1940 ! 418. cloro­
nlastos (C) R= 1359 ! 273 v mitocondrias (HJ R= 786 ! 563, 
de ó horas de imbibición 
Patrón de incorooración especifica de timidina tritiada a 
ADN insoluble en ATC nor microaramo de ADN, de núcleos (N) 

+ + X= 14.3 - 3, cloronlastos (C) X= 834.2 - 322 y mitocondrias 
X= 1204 ! 219, de 6 horas de imbibición 
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El tiempo de imbibición se incrementó a .20 horas, tiempo en 

el cual ya hay evidencia de la existencia de un proceso 

duplicativo en núcleos (Van de Walle y Bernier 1967, Galli 

1985; Baiza §! ª1· ,1986). Se puede observar en la figura 

No. 10 que conforme se aumenta el tiempo de imbibición hay 

una mayor incorporación del material radiactivo tanto a la 

fracción nuclear (X= 4,'2.77 ± 1,476 cpm) como en la 

fracción cloroplástica (X= 3,135 ± 971 cpm) y mitocondrial 

(X= 1,565 ± 1,046 cpm) aunque este aumento sigue siendo 

mayor en la fracción citoplásmica que en núcleo. Ahora, 

comparando 

obtenidos 

cada 

de 

una de las fracciones con los resultados 

incorporación especifica (cpm/µg de 

ADN), se puede apreciar un aumento relevante en la 

fracción nuclear CX= 49.2 cpm/µg ADN), mientras que en las 

fracciones citoplásmicas no hay modificación con respecto a 

las 6 horas Cmitocondrias X= 1,118 ± 239 cpm/µg ADN y en 

cloroplastos X= 993 ± 319 cpm/µg APN> (Ver cuadro VI). 

Con el fin de hacer más evidente el cambio que se observa en 

la actividad especifica en núcleos conf~rme avanza la 

germinación, se aumento el tiempo de imbibición a 40 horas. 

Los resultados mostraron que en el núcleo hay un aumento muy 

alto de incorporación del material radiactivo a ADN 

insoluble, en ATC CX= 10,941 ± 5,138 cpm) mientras que en el 

citoplasma hubo una disminución de la cantidad del material 

radiactivo incorporado a ADN insoluble en ATC presente en 

cloroplastos (X= 3,000 ± 94.1 cpm) y mitocondrias CX= 805 ± 

172.3 cpm), lo cual muestra una diferencia notoria de 
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incorporación 

determinó la 

siendo mayor ésta en núcleo. cuando se 

incorporación específica de cada una de las 

fracciones se vió claramente que hubo un incremento en núcleo 

y éste fue de X= 265 ± 99. 5 cpm/µg ADN mientras que en 

citoplasma se nota una caida en la incorporación especifica 

ya que cloroplastos presentó una incorporación especifica de 

X= 351 ± 79 cpm/µg ADN y mitocondrias X= 697 ± 205 cpm/µg 

ADN, como se puede apreciar en la figura No. 11 y cuadro VI, 
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Fiqura No. 10. Incorporación de timidina tritiada (lC!,µCi) a 
AON insoluble en ATC, en núcleos (N) ~= 4277 ! 1476, cloro~ 
nlastos (CJ R= 3135 ! 971 y ~itocondria~ (M) ~= 1565 ! 1046 
de 20 horas de imbibición 
Patrón de la incornoración esnecífica de timidina tritiada 
(lgpci) a ADN insoluble en ATC nor microoramo de ADN de nú-

+ + cleos (N) ~= 49.2 - 11, cloronlastos (C) R= 993 - 319 y mit~ 

condrias (M) R= 1118 ! 239. de 20 horas de imbibición. 
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Fiqura No. 11. Incorooración de timidina tritiada (lOJ-Ci) a 
ADN insoluble en ATC, en núcleos {N) I= 10941 ! 5138, cloro­
plastos (C) R= 3000 ! 94.1 y mitocondrias (M) I= 805 ! 172.3 
de 40 horas de imbibición 
Patrón de incornoración esnecifica de timidina tritiada 
(lOJ'Ci) a ADN insoluble en ATC nor microoramo de ADN de nú-­
cleos (N) I= 265 ! 99. cloronlastos (CJ I= 351 ! 70 y mito-­
condrias (M) R= 6Y7 ! 205 de 40 horas de imbibición 
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ORGANITOS 

Incorporación de timidina tritiada 

(1<1'Ci) a ADN insoluble en ATC. 

Incorporaci6n específica de tlmidina tritiada 

(lOf'Ci) a ADN insoluble en ATC por microgramo 

de ADN. 

<ll 
ro 
>. 

'<t _g 

"' ro 
IO >. o 

.J:: 

<ll 
ro 

O>. 
N O 
~ 

<ll 
o ro 
'<t >. o .e 

Núcleos X= 1519.6 ! 101.5 X= 13.8 ! 2.7 
+ Cloroplastos X= 1247.6 101.6 - X= 743 ! 300 

Mitocondrias X= 773.3 . ! 80.2 X= 1105 ! 200 

Núcleos X= 1940 ! 418 X= 14.3 
+ - 3.0 

Cloroplastos X= 1359 ! 278 X= 834 + 322 -
! 563 Mitocondrias X= 786 X= 1204 + 219 -

Núcleos X= 4277 ! 1476 X= 49.2 + 11.0 -
Cloroplastos X= 3135 ! 971 X= 993 ! 319 

! 1046 Mitocondrias X= 1565 X= 1110 + 239 -

Núcleos X= 10941 ! 5138 X= 265 ! 99.0 

Cloroplastos X= 3000 ! 94.1 X= 351 + 70 -
Mitocondrias X= 805 ! 172.3 X= 697 ! 205 

Cuadro No. VI. Comparaci6n de la incorporación de timidina tritiada (l~Ci) a ADN insoluble en ATC 

de 4, 6, 20 y 40 horas de imbibición con la incorporación específica de timidina tritiada (lOflCJ) 

a ADN insoluble en ATC por microgramo de ADN de 4, 6, 20 y 40 horas de imbibición. 



1.5. LOCALIZACION DE LA SINTESIS DE ADN DURANTE LAS PRIMERAS 

HORAS DE LA GERMINACION DE MAIZ POR TECNICA 

AUTORRADIOGRAFICA. 

Para corroborar que la sintesis de ADN a tiempos tempranos de 

la germinación es de origen predominante en organitos se 

hicieron estudios autorradiográficos en colaboración con 

Baiza, estudiante de doctorado del departamento de 

Bioquimica, de la División de Bioquimica y Farmacia, Facultad 

de Quimica. Se irnbibieron 25 ejes embrionarios en 

condiciones estériles en medio MS con SO µCi/ml de timidina 

tritiada a diferentes tiempos de la germinación (7 y 14 

horas) con pulsos de 7 horas. Los ejes fueron disectados, 

extrayendo las regiones meristemáticas: · mesocótilo (M), raiz 

primaria (R1) y raices secundarias (R2), como se mencionó en 

materiales y métodos. La autorradiografia se realizó por 

iNlef's.*'6n ampleendo ~a eaulsión "~uch~ar Tc.ack .NTB2" .fKodak). 

Ee un cuárte obscuro oo¡1 luz roja de seguritSad '(Safe-light 

~t~ Ser-ies, KGl!lak), ·se~reperó -4.a cálntid,ad nec•ria de 

emulsión diluida 1 a 1 con agua destilada estél...¡_1 y se 

introdujo en un baño a una temperatura entre.40 y ~2 C. 

hasta que quedó completamente liquida (aproximadamente 15 

minutos). Posteriormente, se fueron sumergiendo cada una· de 

las preparaciones teniendo cuidado de que no se acumularan 

burbujas sobre ellas: luego se colocaron en una gradilla y se 

dejaron secar durante 30 minutos. Cuando la emulsión estuvo 

completamente seca, las preparaciones se introdujeron en 
! 
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cajas negras que contenían como desecador sílice de gel. Las 

cajas se cerraron herméticamente, se envolvieron en papel 

negro y se guardaron a 4 º e durante un mes para permitir la 

exposición de la emulsion. Concluido el tiempo de exposición 

se revelaron todas las preparaciones y los controles 

respectivos. Todas las soluciones para este proceso se 

mantuvieron a 18 • C. El revelado se realizó en el cuarto 

obscuro con luz roja especial para autorradiografia. 

Los portaobjetos con emulsión se pasarón sucesivamente por: 

(1) revelador Kodak O 19 durante 5 minutos, (2) agua 

acidulada con ácido acetico (solución al 1 ~) durante 2 
..... \ 

minutos,(3) agua destilada, 2 minutos, (4) fijador rápido para 

autorradiografia, durante 5 minutos, (5) tres pases con agua 

destilada 5 minutos cada uno. Posteriormente los 

portaobjetos se pusieron a secar en una gradilla con la 

ayuda de un .ventilador (este secado se realizó fuera del 

cuarto obscuro). 

Las preparaciones se observaron sin 

cubreobjetos y el aceite de inmersión se colocó sobre la 

emulsión. 

Al ser imbibidos los ejes embrionarios de O a 7 horas con 

marca continua, se encontró que la marca, aunque escasa, 

estaba preferencialmente en citoplasma como se puede apreciar 

en las figuras 12, 13, y 14. 

Por cada tejido se contaron 10,000 células y se realizó una 

cuantificación en porcentaje de la marca encontrada. 
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Figura No. 13. Incorporación de timidina tritiada. Los 
gránulos de plata vistos por autorradiograf ia se localizan en 
el citoplasma de las células. Raiz primaria de eje 
embrionario de maiz de 7 horas de germinación (100 X). 
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Vigura No. 14 Incorporación de timidina tritiada. Los 
aránulos vistos por autorradiografia se localizan en el 
'itoplasma de las células. Raiz secundaria de eje embrionario 
d~ maiz de 7 horas de germinación (100 X). 
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Con ésto se determinó el porcentaje de células marcadas y con 

respecto a éste. se cuantificó el número de gránulos 

encontrados en cada una de las células, cuantificándolos 

también en porcentajes. 

En el cuadro No. VII se puede apreciar el porcentaje·1 de 

células marcadas cuando se imbibierón durante O a 7 horas con 

marca continua. Los resultados mostraron que la marca está 

:'• preferencialmente en citoplasma, encontrándose la mayor-parte 
t¡ f .. 
/./. ' 

de células marcadas en mesocótilo (46.39 3), después' en raíz 

primaria (27.2 3) y raiz secundaria (8.68 3). 

En el cuadro No. VIII, se muestran' los porceñ't·ajes de 

gránulos encontrados en cada uno de los tejidos: El 

mesocótilo presentó de 2 a 5 gránulos por célula en un 

porcentaje de 87.1 y al mismo tiempo este presentó 12.37 3 de 

células que presentaron de 6 a 10 gránulos. Tanto en raiz· 

primaria como en raiz secundaria el mayor número de células 

marcadas presentaron da 2 ,;i 5 ¡;ri:nuloi::- por célula y un l!!inimo 

del total de células marcadas presentó de 6 a 10 gránulos por 

célula. En mesocótilo presentó o.s % del total de células 

marcadas las cuales presentaron de 11 a 25 gránulos por 

célula, la raíz primaria 0.3 3 del total de células marcadas 

las cuales presentaron de 11 a 25 gránulos por célula y la 

raíz secundaria 0.5 3 del total de células marcadas las 

cuales presentaron de 11 a 25 gránulos por célula. 
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cuadro No. VII. Medición por autorradiografia de la marca 

incorporada a las células en el periodo de O a 7 horas de 

imbibición con marca continua en (M) mesocOtilo, (Rl) raiz 

primaria y (R2l raiz secundaria. 

M 

46.39 

3 de células marcadas 
Rl 

27.2 

R2 

8.68 

Cuadro No. VIII. Porcentaje de gránulos encontrados en 

mesoc6tilo, raiz primaria y raíz secundaria con respecto al 

porcentaje del total de células marcadas, cuando se 

imbibieron de O a 7 horas, con marca continua. 

Número de 
granules 

2 a 5 

6 a 10 

11 a 25 

Porcentaje de granules encontrados en citoplasma 
M Rl R2 

87.1 94.3 92.0 

12.37 5.3 8.04 

0.5 0.3 0.5 

cuando se imbibieren ejes embrionarios de maiz durante 14 

horas, con un pulso de marca radiactiva de 7 a 14 horas se 
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encontró que la mayor cantidad de marca esta en citoplasma, 

predominando en mesocótilo con un 75 3 de células marcadas; 

en seguida en raiz primaria con un 35.63 ~ y en raíz 

secundaria con un 25.15 3 , como se puede apreciar en él 

cuadro No. IX 

La mayoría de las células marcadas en mesocótilo y en raíz 

primaria presentaron de 21 a 30 gránulos por célula, siendo 

éste un porcentaje de 39.3 del total de células marcadas del 

mesocótilo. En la raiz primaria se presentó un 37.4 3 y en 

la raiz secundaria se presentó un 22.0 3 de células marcadas 

que presEmtaron de 11 a 20 grtrnulos por célula del total de 

células marcadas, como se observa en el cuadro No. X. 

Cuando se cuantificó la marca encontrada en el núcleo de las 

células de cada tejido se observó que ésta fue muy baja como 

se muestra en el cuadro No. IX. 

La cuantificación de la marca radiactiva en núcleos nos 

indicó que la proporción de núcleos marcados fue muy baja en 

los tejidos meristemáticos, ya que esta marca no excede del 

2 3 del total de células marcadas a las 14 horas, como se 

puede apreci·ar en el cuadro No. IX. Al mismo tiempo, se midió 

el porcentaje de gránulos encontrados en los núcleos de los 

diferentes tejidos meristernáticos. Los resultados mostraron 

que mesocótilo presentó 0.59 3 de núcleos marcados con 

2 a 5 gránulos por célula. El porcentaje de núcleos marcados 

que presentaban de 6 a 10 gránulos por célula fue de 0.28 3 

y el de los que presentaron de 11 a 20 gránulos por célula 
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fue de 0.26 % . En raiz primaria se encontró que el 0.49 3 

de núcleos marcados presentaron de 2 a 6 gránulos por célula 

y raiz secundaria presentó 0.6 3 de núcleos 

presentarón de 2 a 5 gránulos por célula con 

marcados que 

respecto al 

total de los núcleos marcados, como se puede apreciar en el 

cuadro No. X. La distribución de la marca radiactiva en cada 

uno de los diferentes tejidos meristemáticos se puede 

apreciar en.las fieuras 15, 16 y 17. 

71 



cuadro No: IX. Cuantificación de la marca encontrada a las 

14 horas de imbibición de los diferentes tejidos 

meristematicos. 

Cantidad de marca encontrada (3) 

Citoplasma Núcleo 

M Rl R2 M Rl R2 

75 35.63 25.13 1.40 0.91 0.71 

Cuadro No. X. Porcentaje de gránulos encontrados en los 

diferentes tejidos meristemáticos con respecto al total de 

células marcadas, imbibidos durante 14 horas. 

Número de 
gránulos. 

2 a 5 

6 a 10 

11 a 20 

21 a 30 

Cantidad de gránulos (?.) 

Citoplasma Núcleo 

M Rl R2 M Rl 

13.9 12.0 17.5 0.59 0.49 

15.9 15.4 22.9 0.28 0.40 

30 . 8 34 . 4 41 . 1 0.26 

39.3 37.4 17.5 
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Figura No. 15. Incorporación de timidna tritiada. Los 
gránulos de plata se localizan mayoritariamente en el 
citoplasma y un porcentaje menor en núcleo. Imagen por 
autorradiografia en mesocotilo de eje embrionario de maiz de 
14 horas de germinación (100 X). 
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Figura No. 16. Incorporación de timidina tritiada. Los 
gránulos de plata se localizan tanto en núcleos como 
citoplasma pero preferenvialmente en éste último. Imagen por 
autorradiograf ía de raíz primaria de eje embrionario de maíz 
de 14 horas de germinación (100 X). 

74 



Figura No 17. Incorporación de timidina tritiada. Los 
gránulos de plata se localizan mayoritariamente en citoplasma 
(cloroplastos y mitocondrias) y en una cantidad menor en el 
núcleo de las células. Imagen por autorradiografia de raiz 
secundaria de eje embrionario de maiz de 14 horas de 
germinación (100 X). 

75 



• 
1.6. CITOGENETICA. 

Conjuntamente con los experimentos de autorradiografia se 

determinó si habia presencia de figuras mitóticas a las 15 

horas de la germinación. El resultado mostró que no existen 

figuras mitóticas en las primeras 14 horas Y.que de hecho 

comienzan a aparecer a las 24 horas de germinación. 

Estos experimentos, realizados bajo la dirección de la 

Maestra Baíza, mostraron que a las 24 horas de germinación 

se observa un indice mitótico de 5 % en mesocotilo y de 

2.1 % en raiz primaria. Al aumentar el tiempo de imbibición 

hasta 28. horas se observó un mayor porcentaje de división, 

es decir, que aquí ya hay una división más continua, 

encontrandose un indice mitótico de 9.0 % en mesoc6tilo y 

3.2 ?. en raiz primaria. Ejemplos de ésto se pueden apreciar 

en el cuadro No. XII y en las figuras 18, 19, 20, y 21. 

Cuadro No. XI1. Indices mitóticos obtenidos de células 

meristematicas de diferentes regiones de ejes embrionarios de 

rnaiz de 24 y 28 horas de germinación: mesocótilo (M), raiz 

primaria (Rl). 

Tiempo de Germinación 
( horas) 

24 

28 

76 

Indice mitótico (%) 
M Rl 

5.0 2.1 

9.0 3.2 



Los resultados anteriores muestran claramente que se esta 

llevando a cabo un tipo de sintesis de ADN en las primeras 

horas de germinación (diferente en cloroplastos y 

mitocondrias 

realiza la 

del que ocurre en núcleos y posteriormente se 

síntesis duplicativa previa a que las células 

entren en división. 
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Figura No. 18. Primeras figuras mitoticas encontradas en 
raiz primaria del eje embrionario de maiz de 24 horas de 
germinación: a) profase, b) metafase (40 X). 
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Figura No. 19. Primeras figuras mitOticas encontradas en 
raiz prirna~ia del eje embrionario de maiz de 24 horas de 
germinación: a) profase, b) metafase y e) telofase (40 Xl. 
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Figura No. 20. Primeras figuras rnitoticas encontrada! 
en rnesocotilo de eje embrionario de maiz de 28 horas d1 
germinación: a) profase, b) metafase, cJ anafase, d) telofas~ 
(40 X). 
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Figura No. 21. Figuras mitóticas encontradas en 
primaria del eje embrionario de maiz de 28 horas 
germinación: a) profase, b) metafase, e) anafase (40 X). 
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VI.- O I S C U S I O N . 

Los estudios realizados con semillas en germinación han 

mostrado que el inicio de la sintesis duplicativa de ADN 

parece ser variable dependiendo de la especie y va desde 3 

horas hasta 12 horas {Olsson y Boutler, 1968; Chen y Osborne, 

1970; Mory ~!ªl., 1972¡ Galli y Sparvoli, 1973; Galli, 

1985). 

Van de Walle y Bernier (1967), observaron por técnica 

autorradiografica que la incorporación de timidina tritiada 

en células radiculares a las 15 horas de la germinación de 

embriones de maiz ocurría únicamente en citoplasma; 

posteriormente observaron que sólo a partir de las 39 horas 

de germinación los gránulos de plata se encontraban en la 

periferia de los núcleos. 

Similarmente Galli y Sparvoli (1973), trabajando con 

embriones de tlªe1QeªEEY2 grª~1!12 en germinación, encontraron 

por técnica autorradiografica que la incorporación de 

timidina tritiada en raiz primaria se localiza exclusivamente 

en citoplasma a las 12 horas de germinación y que esta marca 

se intensifica a partir de las 16 horas encontrándose marca 

en núcleo después de las 20 horas de imbibición. 

Nuestro trabajo apoya a las evidencias anteriores ya que al 

analizar la sintesis temprana de ADN de ejes embrionarios de 

maíz se encontró que entre O y 7 horas de imbibición la marca 

radiactiva se encuentra únicamente en citoplasma ya que no se 
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observaron núcleos marcados. Es a partir de las 14 horas de 

imbibición que se empiezan a observar núcleos ·marcados aunque 

en una proporción muy baja, localizándose la marca 

principalmente en citoplasma. Estos resultados son apoyados 

por los experimentos realizados utilizando centrifugación 

diferencial. En este caso se mostró que la incorporación 

especifica de timidina tritiada fue mayor en la fracción 

citoplámica en todos los tiempos ensayados y que en núcleos 

fue aumentando conforme trancurri~ el tiempo. No obstante, 

la incorporación absoluta del material radiactivo a ADN fue 

mayor en núcleo en todos los tiempos. La incorporación 

especifica en núcleos aumenta visiblemente después de las 

20 horas de imbibición mientras que en citoplasma no se 

modifica sino hasta las 40 horas de imbibición tiempo en que 

se ve reducida en un 50 ~ . 

Por otro lado, 

germinación de 

cuales aparecen 

se encontró que en las primeras horas de la 

maiz no se .observaron figuras mitóticas las 

hasta las 24 horas. El análisis por 

autorradiografia de secciones de ejes embrionarios germinados 

mostró que es hasta las 28 horas de imbibición cuando 

aparecen figuras mitóticas marcadas {comunicación personal de 

A. Baiza). 

Lo anterior sugiere que la sintesis que se está.llevando a 

cabo' en núcleos en las primeras horas es diferente a la de 

tipo duplicativo. Existen evidencias de procesos reparativos 

del ADN durante las primeras horas de la germinación en 
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ejes embrionarios de semillas de centeno y-irradiados (Cheah 

y Osborne, 1978; Osborne ~! ~!·, 1980/81; Osborne 1982; 

Osborne, 1983; Vázquez-Ramos y Osborne, 1986), en ejes 

embrionarios de maiz y-irradiados (Zarain ~~ ª! .. 1987) y en 

semillas tratadas con agentes mutagénicos (Yamaguchi ~~ ª1·, 

1975). Recientemente, en nuestro laboratorio se observó, 

mediante gradientes alcalinos de sacarosa y geles de agarosa, 

que el ADN de bajo peso molecular proveniente de embriones 

de maiz deteriorados, no germinados, cambiaba a ADN de alto 

peso molecular según los embriones se imbibian por 3 a 15 

horas lo cual sugiere que se está llevando a cabo un proceso 

de tipo reparativo (Mélendez, 1987). Con las evidencias 

acumuladas, especulamos que la síntesis que ocurre en núcleo 

en tiempos tempranos de la germinación es de tipo reparativo. 

Por ello, surgió la siguiente pregunta: ¿ Porqué por técnica 

autorradiográfica no se observan gránulos de plata en núcleos 

en las primeras horas de germinación, aún cuando hay 

incorporación de timidina tritiada ? 

Sugerimos que la ausencia de gránulos en núcleos se 

que la marca se distribuye en toda la extensión 

debe a 

del ADN 

nuclear y la actividad especifica por región marcada es muy 

pequeña como para lograr producir manchas autorradiográficas. 

Esto pareciera evidente sobre todo si comparamos la cantidad 

de ADN en núcleo contra la que existe en organitos y que 

difiere en varios ordenes de magnitud. 

En cuando a la sintesis que está ocurriendo en organitos 
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en las horas tempranas de la germinación, especulamos que es 

de tipo duplicativo ya que la cantidad de gránulos 

encontrados por técnica autorradiografica es muy alta. No 

obstante, la investigación de la naturaleza de ésta síntesis 

se encuentra en proceso. 
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VII.- e o N e L u s 1 o N E s . 

ll La sintesis temprana de ADN de ejes embrionarios de. maiz 

ocurre preferencialmente en organitos. 

2) No se llevan a cabo mitosis en tiempos tempranos de la 

germinación de maiz. Por lo tanto, podemos decir que no 

hay sintesis duplicativa en núcleo. 

3) La sintesis temprana de ADN que se lleva a cabo en· 

núcleo podria ser.de tipo reparativo. 
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