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3. INTRODUCCION



1. INTRODUCCION

Se ha observado que semillas de maiz al ser almacenadas por cin
co 0 seis anos pierden su capacidad de germinacidn hasta un 60%, Las
causas pueden ser:

a} Influencia de fitohormonas que reguian la germinacidn, prin-
cipalmente Giberelinas, Citocininas e Inhibidores del creci-
miento vegetal. :

b) Degradacidn de organelos y macromoléculas en las células del
embridon por almacenamiento prolengado de las semillas.

Este trabajo tiene el objetivo de establecer si existe una rela
cién entre el contenido de citocininas y la capacidad germinativa de
semillas de mafz con almacenamiento prolongado en comparacidén con
las semillas de cosecha reciente.

Las citocininas son un grupo de fitohormonas o reguladores del
crecimiento vegetal que tienen en su estructura una base de adenina
y un radical unido en la posicidn Ns de 1a adenina., Una de sus fun-
ciones, tal vez la mds importante, es la de promover la divisidn ce-
lular (citocinesis) en plantas.

En este trabajo se estudiardn los niveles de citocininas en se-
millas de maiz a las 0, 4, 12 y 24 hr. de imbibicidn con tres genoti
pos de maiz: Criollo del Mezquital, Tuxpefio Crema y Compuesto Uni-
versal, tanto de semillas con almacenamiento prolongado (15-18 afos)
como de semillas de cosecha reciente. Se sabe que las semillas con
almacenamiento prolongado de los genotipos indicados reducem su via-
bilidad entre 25 y 50% a los 15-18 afios de almacenamiento.
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Para enmarcar el objetivo de este trabajo, en los antecedentes
se hace una revision sobre:

a) E1 papel y cambios que presentan las fitohormonas, y en par-
ticular las citocininas, tanto en la maduracidn como en la
germinacion de semillas.

b} Almacenamiento y deterioro de las semiilas.

c) Andlisis de citocininas.
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2, ANTECEDENTES

2.1 FITOHORMONAS.

El crecimiento de una planta &s un proceso muy complejo y orde-
nado. Estos procesos de crecimiento estdn controlados principalmen-
te por hormonas vegetales o fitohormonas. Estas son producidas en
cantidades muy pequefas por las plantas.

Las fitohormonas se dividen en dos grandes grupos: uno formado
por promotores del crecimiento, entre las que se encuentran las- gibe
relinas, auxinas, etileno y citocininas; y el otro que incluye a los
inhibidores del crecimiento, como el dcido ahscisico.

2,1.1 AUXINAS,

Las investigaciones sobre las auxinas {del griego auxo, crezco)1
tienen su origen en 1os experimentos de Charies Darwin {1880) quien
observd que la respuesta fototrdpica en coleoptilos de plantas no ocu
rre s se le quita la punta al coleoptilo. Los experimentos de Went
en 1928 demostraron que alguna o algqunas sustancias presentes en el
coleoptilo eran la causa de la elongacidn de éste y de la respuesta
fotntrépica.z ‘A este tipo de actividad se Te denomind auxinica. Pos
teriormente se descubrid que las sustancias responsables de ésta ac-
tividad eran derivados del acido -3-indolacético {AIA), y se les did
el nombre genérico de auxinas.

De todas las auxinas, el AIA es el mds importante en plantas y
parece ser que es un constituyente universal de los vegetales.3 £l
ATA se aisld por primera vez de una fuente natural a partir de maiz
tierno.



Las auxinas son las responsables de la elongacién y expansidn
celular promoviendo de esta manera el crecimiento en plantas.5 Es-
tdn relacionadas con la dominancia apical, regulacidén de la flora-
cign, geotropisme y algunos compuestos sintéticos presentan activi-
dad de herbicidas selectivos.0

c=0
| NOH
N
Acido -3- indotacético

2.1.2 GIBERELINAS,

Fueron aisladas por primera vez a partir del hongo Gibberella
Fujikuroi, también conocido come fusarium moniliforme, que infecta
las plantas de arroz produciendo un alargamiento excesivo y poste-
riormente su muerte. Esta anormalidad en la planta se debe a un 11
quido secretado por &ste hongo en el gue se identificd uma sustan-
cia a la que Te dieron el nombre de dcido giberélico (AG3).

Las giberelinas son dcidos diterpénicos que tienen el esquele-
to de gibano,

3

Esqueleto de Gibano Acido Giberélico (AGB)

l.as giberelinas se designan con las letras AG seguidas de un
nimero. Al finalizar 1982 se conocian 64 giberelinas.

Estos compuestos promueven el alargamiento de los tallos. Cuan-
do se aplican a plantas genéticamente enanas se desarrollan de una
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manera similar ‘a como lo hacen las variedades altas.

8

Las giberelinas tienen un papel muy importante en 1a germina-
- ¢idn y crecimiente de las plantas.

2.1.3 ‘ABSCISINAS.

El

do -trabajando independientemente.

a)

b

—

c)

£l

dcido abscisico (AA) fue descubierto en tres partes del mun-
10

En la Universidad de California, Carns y Addicott, investi-
gando una sustancia que acelera la abscisidn de hojas. La
estructura fue determinada por Ohkuma, et al (1965) déndole
el nombre de "Abscisina I11".

E1 grupo de Wareing en Australia, investigando la dormancia
en arboles, obtuvo un extracto altamente activo para obs-
truir la formacidon de retofos en semillas, es decir, funcio-
na como inhibidor. A ésta sustancia fue 1lamada “Dormina" y
posteriormente identificada como "Abscisina 11" per Corn-
forth (1965).

Rothwell y Wain {1964} en Ta Universidad de Londres aislaron
esta sustancia de Lupinus luteus y se demostrd que es la res
ponsable de la caida de flores. Addicott, et al {1968) cam-
biaron el nombre de "Abscisina IT" por Acido Abscisica (ABA).

ABA puede originar dormancia en el embridn, inhibe muchas

respuestas de las giberelinas, auxinas y citocirﬂnas.l1

”025 ~=

"OH

a# CooH
{(+)-Acido Abscisico
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2.1.4 ETILEND

El ‘etileno es una curiosa sustancia para ser considerada como
una hormona, ya que es muy simple y a temperatura ambiente as un gas.
El tratamiento con bajas concentraciones de etileno en plantas, ur{—_
gina profundos efectos metabdlicos.

Se conoce desde hace muchos afos que en el desarrollo de frutas ' =

estd involucrado el etileno, y que la maxima produccidn da etileno
en 1a maduracién de frutas coincide con el tiempo de respiracitn-cli.

matérica (lncremento en la respiracién durante el periodo de madura- e

“eidn de muchas frutas).

£l etileno.estimula la germinacion de algunas sem1l1as,rregula
el necan1smo de la furmac16n de auxlnas, etc... E

CHZ- = CHZ‘

ETILENO

2.1.5 CITOCININAS.

La idea de que 1a divisién celular en vegetales superiores pue-
de controlarse por sustancias, fue propuesto en 1892 por Wiesner. La
hipdtesis anterior fue probada por Haberlandt {1913) en parenquima
de patata.11 .

Investigaciones posteriores como los trabajos de Skoog en teji-
dos de -tabaco pusieron de manifiesto la presencia de una sustancia
que regula la divisién celular y demostraron que ésta no se lieva a
cabo en ausencia de dicha sustancia,

- EY agua de coco, extracto de malta, extracto de levadura y DNA




en auto clave provecan 1a divisién celular. E1 primer compuesto ac-
tivo aislado y-caracterizado a partir de una fuente natural fue la
‘kinetina. extrafda por Miller de DNA del esperma de. arenque en un 2u-
toclave. La kinetina se origing de la degradacion del DNA al per-
manecer mucho tiempo en el autoclave.

E1 término citocinina fue sugerido por Skeog {1965) y es ahora
generalmente aceptade para describir compuestos gue promuevan la di-
vision celular {CITOCINESIS) en plantas.:C

En 1963, Letham aisld la primer citocinina de fuentes vegetales,
a Ta cual Te dig e1 nombre de Zeatina, obtenida de maiz tierno..”

En 1973, Letham descubrig la presencia de ribdsidos de zeatina,
ribotidos de zeatina y pequefias cantidades de otras citocininas en
maiz.15 Summons y colaboradores en 1980 aislaron también de maiz,
glucopirangsidos y ribofurandsidos de citocininas.16

La zeatina y ribdsidos de zeatina se han aislado de un gran ni-
merg de plantas, hongos, bacterias, etc. La segunda citocinina ais-
lada de fuentes naturales fue N64 a?% . isopentenil) adenina, la mds
ampliamente distribuida en 1a naturaleza debido a que ha sido encon-
trada en el RNA de mamiferos, hongos y plantas.10

Las citocininas tienen en su estructura una base de adenina y
un radical unido en la posicién no.
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En Ja tabla 2.1 se muestran las citocininas aisladas de

maiz tierno (Zea mays) hasta 1983.
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METABOLI1SMO DE CITACININAS

ARABOL ISMO

tas citocininas libres presentes en tejidos vegetales pueden
formarse a través de una o ambas de las siguientes rutas:

a) A través de una sustitucifn en 13 cadena lateral por adeni-
na, ribéside y ribbtido de adenina. La cadena lateral de
casi todas las citotininas naturales contienen cince &to-
mos de carbong y Bsto hace sugerir que se derivan del ca-
mino biosintético del isopreno.

b) Por nidrdlisis de ciertas especies de RNAt que contienen en
su estructura moléculas de citocininas.i

E1 RNAt es una fuente potencial de citocininas, ya que éstas se

pueden formar a través de 1a hidrolisis a niveles mononuclteotidicos

de dicho RHAL. Tales hidrélisis y liberacidn de citecininas pueden

ser significantes en c¢8lulas secas, autolisables de diferentes teji~
dos vasculares como sugiere Sheidrake."B Pera es improbable que can

tidades significativas de citocininas son liberadas de RNAt de célu-

las vegetales vivientes. Por otra parte, varias evidencias sugieren

que las citocininas libres en plantas son biosintetizadas por un ca-
mino que nc involucra degradacidn de RNAt:lg

-La actividad de citocininas libres en la punta de Ta rajz del

chicharo es 27 veces mayor que la actividad de ias citocininas
obtenida por hidrdlisis del RNAt.ZD‘Z1

-E) crecimiento de las semillas del chicharo depende de la sintg

sis de citogininas. Estudios con inhibidores indican que su

sintesis sigue una ruta similar 3 AMP y adenina para dar poste
rigrmente citocininas. 2

~ 10 -



-Cuando se aplicd adenina marcada a callos de células se produjo
isaopentiniladenina marcada y, por otra parte se aislaron citoci
ninas no marcadas a partir de RNAt

-Todas las especies de RNAt que contienen citocininas reconocen
codones que inician con uridina. Estas especies de RNA son es-
pecificas para serina, fenilalanina, cisteina, triptofano, leu-
cina y tirosina. La evidencia experimental demuestra que la
presencia de citecininas en la molécula de RNAt participa en el
mantenimiento de 1a estructura terciaria adecuada, que le permi
te desempedar su funcidén de donador de aminoacidos en 1a sinte-
sis de proteinas. Sin embargo, existen c&lulas que poseen cito
cininas en los RNAt, y a pesar de la funcidn ya descrita requie
ren citocininas libres para su crecimiento.

Otros reportes también indican que el RNAt no es la principal
fuente de citoc"lninas.z6 La posibilidad mds factible para su forma-
cidn es que ocurra transferencia de un grupo isopentenilo de 1PP
§sipentenilpirofosfato) a la posicidn seis de la adenina, o a sus co
rrespondientes ribdsidos y ribdtidos. Los experimentos conducidos
para explorar &sto, desafortunadamente no producen hasta el momento
informacidn concluyente.1 Cuando se alimentan tejidos con icido me-
valénico (el cual puede ser metabolizado a (C14-1PP) ne se detec
ta la aparicidn de cantidades significantes de citocininas libres
marcadas, lo cual seria de esperarse si el ClA-IPP fuera utilizado
en la formacién de la cadena lateral al transferirse a la adenina.
Por otro lado hay buenas evidencias de que la adenina marcada es cop
vertida por tejidos vegetales a citocininas libres marcadas23 como
ya se indicd anteriormente. Asi, tejidos cuitivados de Vinca rosea
forma 014-rib6tido de Zeatina de C*'-adenina y posteriormente apare-
cen C14-ribasido de Zeatina, Cla-zeatina y gqlucosidos de C14—zeatina.
De &sta forma 1os experimentos de V. rosea indican que la biosinte-
sis de citocininas ocurre primero a nivel nuc1eot1‘dico.1
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Las reacciones enzimiticas necesarias para dar citocininas inde
pendientes de 1a degradacidn del RNAt no estdn muy claras., HNo exis-
ten evidencias reportadas para la transferencia de un grupo isopente
nilo de isopentenilpirofosfato a la adenina o adenosina, que puede
ser un paso bdsico en la biosintesis de citecininas, y seria una reag
cign andloga para formar isopenteniladenina en el RNAt.19

CATABOLISMO

Las investigaciones realizadas por Summons y colaboradores en
semillas de maiz demuestran que los preductos de degradacidn de cito
cininas al haber un exceco de éstas, originan principalmente ribdti-
dos de adenina y adenina, ya que &stos pueden ser mejor utilizados
en otros metabolismos. S6lo pequerias cantidades de citocininas de-
gragadas son transformadas a 0-glucdsidos, dihidrozeatina y adenosi-
na.

Estos resultados hacen suponer que el rompimiento de ia cadena
lateral de las citocininas es la principal via metabdlica para trang
formar e1 exceso de citocininas exdgenas aplicadas en células vegeta
les. Estos productos de degradacién y las pequehas cantidades de ci
tocininas reducidas y glucosiladas en la cadena lateral, son formas
que reducen la actividad citocinética.

El significado funcional de los metabolitos de citocininas pue-
den ser los siguientes.27

a} Formas activas de citocininas.

b} Formas de almacenamiento. Las citocininas enlazadas son 1i
beradas cuando se requieren en la divisién celular. Hay
evidencias de que citocininas 0-glucosil conjugadas pueden
ser formas de almacenamiento.

- 12 -



c) Productos de detoxificacidn formados cuando los niveles de
citocininas exdgenas son tan altas que pueden ser perjudi-
ciales.

d) Productos de inactivacidn. O0-glucdsidos se han encontrado
en semillas y hojas maduras & senescentes. También se han
encontrado citocininas conjugadas con glucosa en las posi-
ciones 3,7 6 9 del anillo purinico. Los gluchsides gue se
encuentran en las posiciones 7 y 9 son mucho menos activos
que las citocininas libres no conjugadas.

Los nucliéotidos de citocininas tienen un significado especial
en el metabolismo de citocininas ya que aparecen como productos ini-
ciales de la biosintesis de citocininas y, en muchos tejidos es el
primer metabolito formado en cantidad apreciabie a partir de bases
de citocininas exdgenas.

Todo parece sugerir que las citocininas libres tienen un papel
bioldgico o un mecanismo de accidn diferente al de las citocininas
unidas al RNAt.

En la fig. 2.1 se muestra una representacién simplificada del

posible wetabolismo de citocininas naturales propuesto por Letham
{1983).28
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Fig. 2.1 Metaboiismo de citocininas Letham_(iQéB);ZB
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2.2 ALMACENAMIENTO Y DETERIORO DE SEMILLAS
2.2.1 LONGEVIDAD DE SEMILLAS

Existen considerables controversias el hecho de que muchas semi
1las mantienen su viabilidad por muchos afios. Quizas la historia
mis conocida sea la supuesta germinacidn de trigo encontrado en cava
ciones arqueoidgicas en las construcciones del viejo Egipto y en 1a
tumba de Tutan Khamen, dado a conocer piiblicamente a finales del si-
gla XIX e inicios del XX7; pero todos esos comentarios son muy enga-
flosos. Datos de carbono-14 indican una edad de 4000 afios, pero a
partir de las pruebas de su viabilidad realizadas por el profesor
John Percival de la Universidad de Reading y Sir Wallis Budge del Mu
seg Briténico, quedd claro que todo el material se encontraba ya
muerto. Otras pruebas sobre estas semillas indican una destruccidn
de la organizacidn celular y una completa ausencia de dcidos nuclei-
cos con pesos moleculares altos.29

Las semillas vivientes mas antigiias son probablemente las de Ca
nna compacta descubiertas como partes de un collar sonante en tumbas
Pre-Inca de Sta. Rosa de Tastil en Argentina, el materjal indica una
edad de 620+ 60 afos con carbono-14. Cuando fue gerﬁinada en 1968,
su crecimiento fue lento y dificil, la rafz muestra problemas geotrd
picos anormales, sintomas tipicos de germinacidn para semillas vie-
Jjas. Esta famosa planta y sus descendientes ahora sobreviven en el
departamento de Botdnica en la Universidad de la Plata, Argentina.29

Como estos datos auténticos para longevidad de semillas existen
muchos otros que se muestran en Ja tabla 2.2
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“Tabla 2.2 Viabilidad record de algunas semillas en el Museo de
Historia Natural, Paris.7

Especie

Fecha de
recoleccidn

% de germinacidn en: Longévidad
1934

Mimosa glomerata
Melilotus Tutea
Cytisus austriacus
Dijoclea pauciflora
Trifolium arvense
Stachys nepetifolia
Cassia bicapsularis
Cassia multijuga

1853
1851
1843
1841
1838
1829
1819
1776

1906 (anos)

50 50 81

30 0 : 55.
10 St G
10 20 . 83

20 : 68

10 o T
30 40 118
- 100 . 158

2.2.2 VIABILIDAD Y CAUSAS EN EL DETERIORC DE SEMILLAS

La mayoria de las especies de semillas retienen su viabilidad
cuando se secan; el secado es la fase normal final en la maduracién
de la mayoria de las semillas y es comin almacenarlas con un bajo

contenido de humedad.

Las semillas que requierer ser almacenadas

con un bajo contenido de humedad, para tener un miximo de viabilidad

se Tlaman "ortodoxas", sin embargo, existen especies de semillas que
retienen un contenido reltativamente aitd de humedad durante su alma=

cenamiento para tener un méximo de viabilidad, a éstas se les 1lama

“recalcitrantes“.7

Cuando el contenido de humedad en semillas ortodoxas es alta

(30%), adn pueden germinar, y entre 18-30% se deterioran répidamen-
te por microorganismos presentes; abajo de 8-5%. de humedad hay poca
o nula actividad de insectos, y menor de 4-5:, las semillas son in-
munes al ataque de insectos y hongos almacenados; la microflora y
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plagas pueden perjudicar considerablemente a las semillas. Por lo
que se refiere a la temperatura, un aimacenamiento entre 0-5°C es ge
neralmente aceptado y2 que disminuye la actividad degradativa de en-
zimas. Un almacenamiento de semillas secas a temperaturas por deba-
jo de 0°C en atmdsfera seca, pueden mejorar 10ngevidad.7 En bancos
genéticos se sumerden en Nitr&geno liquido Tas semillas sobrevivien-
do por tiempo indefinido.30

La disminucidn de viabilidad en las semillas también puede ori
ginarse por cosechas prematuras, condiciones de maduracidn y recolec
cién deficientes; los dafos mecanicos pueden c¢rear centros de infec-
cién originando un deterioro acelerado. Altas temperaturas durante
el secado, o el secado excesivo, pueden reducir dramiticamente la
viabilidad.

Si las semillas se mantienen en almacén abierto, a bajo conteni
do de humedad, entonces los gases ambientales pueden intercambiarse
debido a la actividad respiratoria de las semjllas y microfiora aso-
ciada, reteniendo mds su viabilidad. Por ejemplo. en semillas de
chicharo puestas once semanas {(cuando el almacén contenia 18.4. de
humedad a 25°C) en ung atmdsfera cerrada, decrece el Oxigeno de 21%

a 1.4% y hay un incremento de COZ de 0,03 a 12.. Esto disminuye la
viabilidad en un 50%. En cambio en almacén abierto las semillas man-
tienen una atmisfera de Nitrdgeno gue pueden retener su viabilidad
considerablemente.

En t&rminos generales, la humedad y Lemperatura son 10§ princi-
pales factores que determinman la viabiiidad en el almacenamiento de

sem111a5.7

2.2.3 BASES BIOQUIMICAS PARA EL DETERIORO DE 3ZMILLAS ORTODOXAS.

E1 almacenamiento de semillas bajo condiciones adversas reduce
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su viabilidad o capacidad de germinacion (algunas veces hasta cero)
o amplian la viabilidad, no necesarjamente una declinacidn en la ger
minacidn, sino un desarrolic anormal del retofo {poco vigor).7

RESPIRACION Y SINTESIS DE ATP.

En embriones y ejes viables la actividad e integridad de la mi-
tocondria se incrementa con el tiempo después de iniciada la inbibi-
cidon y, con el tiempo, la produccidn de ATP es mis eficiente junto
con el consumo de oxigeno. La produccidon de ATP comienza muy pron-
to después de iniciada la imbibicidn, y el ATP suficiente se produ-
ce en un corto tiempo para otros procesos metabdlicos gue comienzan,
En embriones no viahles, por ejemplo del maiz, la mitocondria se hin-
cha y 7a estructura de su membrana interna se distorsiona. En Jos em
briones no viables los organelos incrementan su desorden después de
Ja imbibicidn. HNo es sorprendente que el contenido de ATP en semi-
11as no viables sea considerablemente menor que en las correspondien
tes viables (tan bajo como 1% en Trifolium incarnatum) y por io tan-
to, es insuficiente para soportar los procesos metab0licos esenciales
para Ta germinacidn. Quizds, entonces, Tas mitocondrias extraidas de
las semillas deterioradas estan parcialmente incompletas.7

PROTEINAS Y ACIDOS NUCLEICOS.

Los embriones de cereales y ejes embrionarios viables de lequm-
bres y otros, inician la sintesis de proteinas bajo imbibicidn. Por
otro fado, embriones viejos perc viables de ciertos cereales muestran
signos de reduccidn en la sintesis de proteinas.

En embriones de cereales no viables, la inabilidad para l1a sin-
tesis de proteinas estd acompahada por una marcada disminucidn de la

capacidad para la sintesis de RNA.7

Por otro lado, 1a disminucidn gradual de viabiiidad por almace-
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namiento prolongado de semillias, Se ve acompafada por una reduccidn
en la integridad del RNAr,31 como 1o indica la tabla 2.3.

Tabla 2.3 Relacidn entre la integridad del RNA ribosomal y
germinacidn de semillas secas, reportado en 1980.31

Ao de re- % de ger- ’ Tiempo para % de RNAr
: coleccidn. minacidn., completar la integro
Especie germinaciGn
{dias)

N. glutinosa 1978 98 2.8 88
N. glutinosa 1973 97 3.7 82
N. tabacum 1978 82 5.1 63
N. tabacum 1973 72 17.7 23

Otras investigaciones 1legan a Tos mismos resultados sobre la

degradacidn de dcidos nucléicos por almacenamiento prolongado de se-
milias.Bz

E1 RNAm es imperfecto en semillas no viables, y aungque es capaz
de catalizar sintesis de proteinas in vitro, 10s productos pueden
ser defectuosos o incompletos.33

También se sabe que al incrementar e) periodo de almacenamiento
se dafian los cromosomas, @sto se detecta por el ndmero de células
aberrantes formadas. Probablemente durante el envejecimiento se ac-
tivan las DNasas nucleares (enzimas que degradan e] ONA), lo que da
por resultado una degtadac16n parcial del DNA molecular.

La cantidad de DNasas en embriones secos de centeno es mis alta
en semillas no viables que en el material viable. Esta y otras evi-
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dencias son indicativas de una fragmentacidn parcial del DNA en com-
ponentes de peso molecular bajo, durante el envejecimiento en almace
namiento seco.34 tabla 2.4.

Tabla 2.4 Contenido de DNA con alto peso molecular extraido
de embriones de centeno de diferente viabﬂ-idad.34

" Yiabilidad (%) Contenido de DNA con
' alto pesc molecular
(mg/g de peso seco)

95 10.2
64 9.7
15 7.8
0 3.1

Cuando las semjllas de lechuga y fresno se almacenan con alto
contenido de humedad, pero en estado dormante, mantiemen su capaci-
dad de germinacién por largos periodos (muy parecido a semillas en-
contradas en el suelo) y permanecen con poco daho en el cromosoma
tabla 2.5. Esta tabla muestra la pérdida de viabilidad de semillas
de lechuga aimacenadas a un bajo contenido de humedad (9.72) origi-
nado por la inactividad de sistemas enzimdticos capaces de reparar
el dafio sufrido en organelos del citoplasma, DNA y otras macromolé-
culas. A un contenido de humedad mds bajo (5.7%) no hay dafio aprecia
ble para afectar la germinacién, porque las enzimas degradativas no
pueden operar a un bajo contenide de agua. 5 Para éste tipo de semi
1las, 1lamadas "recalcitrantes", la reparacidn enzimitica s6lo puede
ocurrir en un aito contenido de humedad y el dafio sufrido por almace
na~iento puede repararse continuamente y no acumuiarse totalmente.
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Aungue en semillas secas "ortodoxas, que requieren bajo conteni-
do de humedad para tener mixima viabilidad,deterioradas por 2imacena-
miento, el mecanismo de reparacién se active en el periodo de imbibi-
cidn, ésta reparacidn podria ser insuficiente si el dafio fuese muy
grande originando una pérdida de viabilidad.

Tabla 2.5 Efectos del almacenamiento a diferentes contenidos
de humedad sobre la germinacidn y degradacidn de
Tos cromosomas en la radicula de 1echuga.3

Contenido de aqua Germinacion (%) Cromosomas aberran-
en semillas alma- : tes (%)
cenadas (%)
9.7 17 45
7 80 17
5.1 100 10
alto contenido de humedad 100 2
no almacenadas 100 2

Las aberraciones cromosdmicas causan una disminucidn en Jla via-
bilidad de semillas.

Semillas tratadas con agentes insecticidas o plagicidas como ma-
lathion muestranbaja viabilidad y parecen tener una mayor sintesis
temprana de DNA.36
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2.3 "HORMONAS EN EL DESARROLLO DE SEMILLAS

AUXINAS

El dcido indolacética (AIA)}, auxina prihcipa1, se presenta en va
rias formas de enlace; en semillas inmaduras de maiz, por ejemplo,
existen arabin6sidos de ALA, indolacetato de miositol, arabindsido de
AIA inositol, Estos compuestos se consideran precursores del AIA, el
cual en el transcurso de la germinacidon, libera de ellos enzimdtica-
‘mente y se transporta probablemente a la punta del coleptilo de la se
milla en crecimiente. En maiz y otros cereales se extraen del endos-
permo. Durante el desarrollo de muchas semillas se ha observado un
incremento en el contenido de AJA libre; mismo que disminuye al com-
pietarse la maduracion debido a que se convierte metabolicamente a
formas enlazadas y a otros productos, esto sucede principalmente en
el endOSpermu,37 fig. 2.2

Fig. 2.2 Auxinas (AIA) en el
desarrollo de semi-

x4

X
1las de guisantes.

Mg AlA /3 de peso
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AlA en el embrién 9

vy zd
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e e ieeen vrann
endospermo { ). °© & iz 1B za 3o

dias de desarrolio
GIBEREL INAS

Al finalizar 1982 se conocian 64 gibereiinas, la mayorfa encon-
tradas en granos en desarrollo. Muchas giberelinas conjugadas han
sido identificadas come glucdsidos y glucopirandsil esteres.

La actividad de 1a giberelina puede ser interconvertida, en gui-
sarces por ejemplo, se han identificado dos caminos:
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1) AGI;_':_—# - ‘—'-*"AGZO———’ AG,g—= catabolito de AG,q
2} ‘AGIZ—-S- — AGy —- AGg;—> catabolito de ABg)

Todas estas.giberelinas al final son activas excepto AGZQ, AG51
y sus catabolitos.

La intercoversion conduce al final a la inactivacidon de las gi-
berelinas endfgenas. En el desarrollo de Ta semilla, la mayoria de
las giberelinas son activas, y la inactividad se observa sclamente
al final de la maduracidn. Parte de la disminucidn de giberelinas
libres en semillas maduras se debe a conjugaciones por dar glucdsi-
dos, glucosil ésteres y catabolitos giberé&licos, pero la mayoria de
&stos son desconocidos.7

ACIDO ABSCISICO

Esta hormona se ha aislado de semillas inmaduras de varias espe-
cies. La forma libre del inhibidor puede encontrarse en concentracic
nes altas, especialmente en legumbres. Las formas enlazadas glucgsi-
do y glucosil é&ster, son las mis comunes. Ambas formas libres y enla
zadas se localizan en varias partes de la semilla (embrién y endosper
mo). Come sucede com otros reguladores del crecimiento en semillas
inmaduras, el ABA aumenta su concentracitén durante el desarrollo de
la semilla; generalmente presenta uno o dos miximos y después declina
ridpidamente durante el secado de la semi]la,7 fig. 2.3.

Fig. 2.3 ABA en el desarroiio de
granos de trigo. Extrac
cién total de ABA libre
a partir del grano (—)
Junto con su contenido
de agua (---)7




CITOCININAS

Como ya se menciond anteriormente, las citocininas en el maiz
se encuentran tanto en forma libre como en forma enlazada, formando
ribdsidos, ribotidos, glucdsidos, etc.

No estd claro en que parte de la planta se sintetizan las cito-
cininas. La actividad citocinética se incrementa marcadamente duran
te el desarrollo de la semilla y declina con la maduracidén. Este
comportamiento es consistente con el papel desempefado por las cito-
cininas en el control del crecimiento de la semilla,38 fig. 2.4

Fig. 2.4 Citocininas en el desarrollo {? 200
de semillas de Lupinus albus; E"E
citocininas {-}; crecimiento E-g 100
da la semilla en peso fresco & g
(-=-). s o

semanas
Estas evidencias muestran una relacion entre las fitohormonas y
el crecimiento del embridn. Durante el crecimiento de la semilla hay
aumento de giberelinas activas; el periode de divisidn y alargamiento
celular en el embridn y endospermo Se 1leva a cabo cuando Tas citoCi-
ninas libres se encuentran en sus niveles altos. E1 inhibidor ABA es
td asociado mis con la detencidn del crecimiento del embridn que con
la promocion, no ocbstante, el desarrolio embriogenético puede ocurrir
en presencia del ABA, pero el crecimiento germinativo no es posible.

Puede ser que la funcidn de ABA sea prevenir que el embridn pase

directamente de la embriogénesis @ la germinacidn, 1o que implica un
periodo de senescencia sobre el embrién.39
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2.4 - GERMINACION

- En la literatura cientifica el término germinacidn es objeto de
un uso indefinido y algunas veces incorrecto y por lo tanto es impor-
tante aclararle. La germinacidon se inicia con la absorcion de agua
por la semilla (imbibicidn) y termina cuando aparece exteriormente la

+40 Por consiguiente incluye numerosos eventos; por ejem-

radfcula.7
plo, hidratacidn de proteinas, cambios estructurales subcelulares,
respiracién, sintesis de macromoléculas, elongacion celular. Estric-
tamente hablando, la germinacion no incluye el crecimiento de la plan
ta, el cual comienza cuando Ta germinacidn termina. Los procesos que
ocurren en 1a naciente radicula, tal como la movilizacidn de mayores
reservas almacenadas, no son parte de la germinacidn, son procesos

postgerminativos.

E1 progreso de la germinacién puede determinarse aproximadamente
por medicidn de agua absorbida o por la respiracidn, pero esas medi-
ciones dan sdlo indicaciones amplias de 1o que los procesos de germi-
nacién pueden alcanzar. Unicamente la etapa de la germinacién que po
demos medir facil y precisamente es su terminacidn, la emergencia de
Ta radicu]a.7 En 1a fig. 2.5 se muestran las partes principales de
un grano de maiz (Zea mays).7

Pericarpio Endospermo harinoso
Endospermo calloso

Vistago embridnico

Escuteio Raiz embridnica

Fig. 2.5 Partes principales de un grano de Zea mays.7
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2.4.1 HORMONAS EN LA GERMINACION

"La evidencia de que las hormonas pueden requerirse para la ger-
minacidon de semillas, se origind a partir de estudios sobre la natu-
raleza y causa de la dormancia en semillas. Estudios iniciales indi-
caron que los niveles de inhibidores en semillas estdn relacionados
con la dormancia y los niveles de promotores de la germinacign con
el rompimiento de la misma. Entre los inhibidores de la germinacidn
podemos mencienar el ABA, como el mis potente descubierto en la natuy
raleza.

Unos de 1os resultados mds importantes en la investigacidon de fi-
tohormonas en semillas fueron los de Tos estudios sobre el papel de
AG3 en grancs de .cereales. E]l descubrimiento de que de todas las hor-
monas que se encuentran en la naturaleza, s6lo las giberelinas pueden
sustituir al embrifn en la iniciacion de los eventos conducientes a
la movilizacién de sustrato en granos de cebada, apoyan fuertemente
la posibilidad de que estas hormonas son el agente primario en la re
gulacidén de la germinacién. Estudios con aleurna de cereales reve-
lan el mecanismo bioquimico por medio del cual actdan estas hormonas:

Primero la absorcién de agua origina que el embridn produzca pe-
quefas cantidades de giberelinas, ya que estd demostrado que el em-
brién es Ja fuente natural de giberelinas. Las giberelinas entonces
se difunden a la capa de aleurcna que rodea a las células almacenado-
ras de alimento en el endospermo, originando la formacidn de enzimas
para desintegrar los alimentos de reserva en el endospermo. Una de
las enzimas que mds se activa es =¢ - amilasa.

Como las auxinas tienenm una estructura parecida al amincdcido

triptofano y las citocininas tienen una base de adenina es posible
también que se originen de la degradacidn de proteinas y dcidos nu-
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cleicos, respectivamente.18 De ésta forma se difunden hacia e} em-

bridn para su desarrollo, fig. 2.6.

Hidrolasas Citocininas

Endospermo Giberelinas y nucieasas y dauxinas
@ewona @ % %
Embrién Agua Colegptile

Raiz

Fig. 2.6 Germinacion de una semilla de cereal.

Este modelo hormonal de germinacidin no estd muy completo, ya
que citocininas y auxinas se encuentran presentes antes de iniciar
1a germinacifén y no solamente provienen de la degradacidn de macro-
moléculas. Las citecininas y las auxinas se encuentran inactivas en
forma enlazada y se liheran al iniciar la germinacion, como ya $e cg

mentd anteriormente.

Pareciera ser gque las hormonas actban secuencial y mecdnicamen-
te en la germinacidn de semillas, lo cierto es que existe una inter-
accidn entre hormonas para regular 1a germinacidn.

La participacidn de citocininas como reguladores de la germina-
cién fue dado a conocer en 1971; éstas, Jjunto con giberelinas y ABA
forman los tres reguladores naturales mds importantes de la germina-

cion y dormancia en semillas.42’43
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ANTAGONISMO CITOCININA-INHIBIDOR

Los experimentos demuestran que lTas hormonas pueden oponerse (o
modificar) los efectos de las otras hormonas en la germinacidn. Por
ejemplo, la inhibicién de ABA en la germinacidn de semillas de Techu-
ga es revertida por citocininas.44 El antagonisme entre citocininas
e inhibidores inmediatamente sugiere el uso de citocininas para el rom
pimiento de la dormancia, ya que algunos estudios indican que los in-

hibidores son uno de los factores mds importantes del estado dorman-
41,45
te. "~

PAPEL PERMISIVQO DE CITOCININAS

Giberelinas, inhibidores y citocininas pueden integrarse para ex
plicar la regulacitn hormonal en la dormancia y la germinacidén, Los
procesos inducidos por AG3, tales como sintesis de =< - amiiasa en
cereales, se inhiben por ABA y el efecto se revierte solamente por ci
tocininas y no por un exceso de AG3.45’47 Estas v otras investigacip
nes demuestran que las fitchormonas pueden tener designadas funciones
en el control de la germinacibn y dormancia asumiendo las giberelinas
el papel primario, e inhibidores y citocininas asumiendo los papeles
"preventive" y "permisivo", respectivamente,

E1 término "permisive" es usado por primera vez por Khan42 para
indicar una accidn especifica en una fitohormona. Este término ha si
do usado pars describir interacciones hormonales en tejidos animales.
Un notabie ejemplo es el caso de la insulina, la presencia de ésta es
esencial para que estrdgenos y prolactina promuevan el crecimiento
del dtero y glandulas mamarias. La insulina, por decirlo asi, no tie
ne un efecto directo saobre éstos procesos. De igual forma, las cito-
cininas aunque no afectan la germinacion directamente, aparecen comg
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esenciales para completar los procesos germinativos inducidos por gi-
berelinas cuando &stos procesos son blogueados por inhibidores.

Las citocininas se requieren para eliminar el bloqueo en la ger-
minacién impuesta por inhibidores, en ausencia de tal bloqueo, las ci
tocininas no son indispensables.

Un exceso de inhibidor no s6lo puede ser la causa de la dorman-
cia en semillas, también la dormancia puede ser el resultado de poca
cantidad de giberelinas (en ausencia de inhibidores), o poca canti-
dad de citocininas (en presencia de 1nh1bidor).42

2.4.2 MODELO HORMONAL DE KHAN PARA EXPLICAR LA DORMANCIA Y GER-
MINACION.

En base a observaciones de que las giberelinas, inhibidores y ci
tocininas afectan la germinacidn Khan propuso un modelo hormonal para
explicar la dormancia y la germinacién.42’43 E1 modelo propone que
ias tres clases de hormonas son reguladores importantes de éstos fe-
nomenos e€n semillas. Estas hormonas pueden agruparse en ocho situa-~
ciones hormonales o fisiol8gicas que determinan l1a dormancia o germi-
nacidn en semillas. El modelo se representa esquemdticamente en la

fig. 2.7.

- 29 -



DORMANCIA

GERMINACION

3 &) IO [E 6 &) ()] GIBERELINAS

SITUAC]ON HORMONAL

i
|
|
|
i
i
|
|
d

@ 0 O] 0 O 8] @] C1T0CININAS
Slolclololc oSttt

{To°

Fig. 2.7 Un modelo para explicar el mecanismo hormonal en la dor-
mancia y germinacidon de semillas utilizando giberelinas,
inhibidor y citocininas. La presencia de un tipo de hor
mona & concentracidn fisiocl6gica es designada con el sig

no {+) y su ausencia o concentracidn baja por el signo
42
(-).

La presencia o ausencia de una de las tres clases de hormonas,
a concentraciones fisioldgicamente activas puede originar una dorman-
cia o germinacidn en semillas. Unas observaciones importantes de @&s-
te esquema se muestran a continuacidn,

La dormancia en semiilas se presenta cuando:

a) Hay ausencia de giberelinas (situacitn 5-8) estén o no pre-
sentes citocininas e inhibidores.
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b} Que exista inhibidor y giberelinas pero no esten presentes
las citocininas (situacidn 3).

La germinacitn ocurre en presencia de giberelinas y:

a) Ausencia de inhibidor, sea que las citocininas eétén {situa-
cion 2) o no 1o estén {situacion 4).

b} Presencia de inhibidor, cen citocininas oponiéndose al efec-
to de ésta (situacién 1),

Este modelo da claramente a las giberelinas el papel primario
en el control de la germinacidn como lo demuestran muchas investiga-
ciones. E}1 papel de los inhibidores y citocininas en la germinacidn
son secundarios y esencialmente prevetivo y permisivo, respectivamen
te. Es interesante observar en este modelo, que la dormancia no so-
lamente resulta de Ta presencia de inhibidores, como se cree general
mente, sino que también se puede originar por lavausencia de gibere-
linas, o citocininas. .Todo lo dicho anteriormente no quiere decir
que la germinacidn en la naturaleza sea controlada por ia presencia
0 ausencia absoluta de hormonas.

2.4.3 VARIACION DE CITOCININAS DURANTE LA GERMINACION DE ZEA
MAYS.

Asa Julin-Tegelman (1979) investigd la variacién de la activi-
dad citocingética enddgena en maiz durante dos dias de imbibicién,
analizando citocininas libres {bases libres y ribdsidos) y citocini-
nas enlazadas (ribbtidos).48 Sus experimentos indican que las semi-
11as de maiz seco contienen 70% mas de citocininas libres que sus co
rrespondientes ribdtidos. A las 4 hr. de imbibicidon el nivel de ¢i-
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tocininas 1ibres se incrementa aproximadamente a un 90% y 1os ribg-

tidos en el mismo tiempo disminuyen a un 33%,

La minima cantidad en que disminuyen los ribdtidos de citocini-

nas no explica el gran incremento de citocininas Vibres.

Después de

48 hrs. de imbibicidn el contenido de citocininas libres decrece a
un 20% por debajo del nivel que contiene las semillas secas, mien-
tras que los rib&tidos de citocininas se mantienen a un nivel bajo

durante la imbibicidn, fig. 2.8
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Fig. 2.8 Niveles endbgenos de citocininas libres (bases iibres, ri-
bosidos) (-} y ribotidos de citocininas (---} durante 48

hrs. de imbibicidn.

sa en absorbancia.

£1 contenido de citocininas se expre-
Extractos equivalentes a 2 gr. de semi

11a seca fueron probados por el bioensayo del amaranto.

Las barras verticales indican S.E.M.,
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Otros resultados importantes sobre los cambios en los niveles
enddgenos de citocininas durante la germinacidn en semillas de maiz,
fueron obtenidos por Smith y Van Stadey (1978).49 Las citocininas
fueron separadas por cromatografia en papel dividiéndolas en dos
fracciones: La fraccidén A contiene compuestos polares tales como glu
cosido de zeatina, ribdsido de glucosil zeatina y la fraccion B que
contiene compuestos menos polares como zeatina, ribdsido de zeatina
¥ sus respectivos dihidro derivados. La variacidn de éstas citocini
nas se muestran en la tabla 2.6.

Tabla 2.6 Actividad citocindtica detectada en extractos de semillas
de maiz maduroc y extractos de semillas 1, 2 y 3 dias de
imbibicidn. L& actividad citecinética es expresada como
equivalentes en_xg de cinetina/g de peso seco.

Dias de

imbibicign Fraccién A Fraccién B Total
0 1.12 0.48 1.60
1 1.24 0.39 1.683
2 0.93 0.50 1.43
3 G.13 0.30 0.43

Como puede observarse ep la tabla, hay una disminucidn en la ac-
tividad citocinética principalmente en la fraccidon A.

Estos investigadores también analizaron la variacidn de citoci-
ninas en el embridn y endospermo. A los tres dias de imbibicién, en
el endespermo hay una disminucion en les niveles de actividad citoci-

"nética en la fraccidn A de los extractos, comparado con el endospermo
del material seco. Lo mismo pasa con la fraccion B.
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En el caso de las extracciones obtenidas del embridn, los nive-
les de actividad citocinética detectada en la fraccién A se mantie-
nen altos durante 1a imbibicidn. Hay una disminucién en los niveles
de actividad en la fraccidn B durante el periedo imbibicional. Esto
probablemente se debe a 1a inmediata utilizacion de las bases libres
en el desarrollo inicial del eje embrionario.49

Todo parece indicar que 1os glucdsidos de citocininas presentes
en el endospermo son transportados al embridn para utilizarlos en su
crecimiento, ya que por otro lade en el embridn se detecta una alta
actividad dedﬂ -g]ucosidasa.49

E1 crecimiento del embridn depende de las citocininas del endos-
permo. Al separar el endospermo, existe poco desarrollo del embritn
y una disminucién en la velocidad de su crecimiento; aplicando cito-
cininas y en particular glucdsidos, sustituyen parcialmente al endos
permo.5 Investigaciones sobre los metabolitos de citocininas mues-
tran evidencias de que citocininas O-glucosil conjugadas pueden ser
formas de almacenamiento de citocininas.51

2.5 ANALISIS DE CITOCININAS

Generalmente los niveles enddgenos de hormonas vegetales son
muy hajos, por 10 que es muy dificil aislarlos en suficiente cantidad
¥ pureza para analizarlos por métodos espectroscipicos, por lo que es
necesario usar otras técnicas.

Los métodos analiticos de fitohormonas, generalmente consisten
en los siguientes pasos:

a) Extraccidn con disolventes activos y disolventes orgdnicos.
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b). Pur1f1cacion [+} a1slam1ento ut111zando pr1nctpa1mente meto-
dos cromatugraf1cos T

c) ]dent1f1cac1on ¥y cuantif1cac1on por metodos bio!oglcos y fi-
51coqu1m1cos.' ’

2.5.1 EXTRACCION

Las citocininas se extraen con etancl acuosc ¢ metanol acuoso.
Disolventes menos polares no pueden ser utilizados para la extrac-
cién de citocininas por la baja solubilidad de &stas. Las extrac-
ciones se realizan frecuentemente a baja temperatura para minimizar
la degradacién enzimatica o quimice, debide & la posibilidad de que
Tos ribotidos de citocininas liberen ribdsidos por la accidn de la
fosfatasa y que algunas veces los ribésidos de citocininas al hidro-
lisarse 1iberan sus bases ]ibres.sz

También es conocido que las enzimas tales come la fosfatasa y
ribonucleasa pueden actuar en la solucibn alcohdlica a baja tempera-
tura. 3

En la solucidn alcohdlica se encuentran bases jibres de citoci-
ninas, ribdsidos y rib6tidos de citocininas, pero junto con éstas
también se extraen gran cantidad de sustancias que son separadas por
extracciones en las que intervienen las propiedades bdsicas de las
citocininas.

La isapentenil adenina, una de las bases tibres de citocininas,
tienen dos valores de pKa, 3.4 y 10,4, El pKa 3.4 se atribuye al
nitrdgenc excciclico protonado y el pKa 10.4, se atribuye a la disg
ciacién de el grupo NH en el anillo de imidazol. Como puede obser
varse, las bases de citocininas 1ibres son compuestos anfotéricos.
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Por otro lado, los ribdsidos de citocininas presentan una débil basi
cidad ya que los grupos NH del imidazol son bloqueados por los gru-
pos ribosil. De &sta forma, 6-(3-metilbut-2-enil amino)-9-B-D-ribo-
furanosil purina presenta un valor de Pka igual a 3.8, mientras que
su base libre tiene un pka de 3.4, Los ribdtidos de citocininas tam
bién son anfotéricos debido al grupo fosfato.

Por la naturaleza anfotérica y su baja solubilidad en disolven-
tes orgdnicos, las citocininas no pueden ser fraccicnadas usando pro
cedimientos generales de extraccidn. .

En ta tabla 2.7 se muestran los coef1c1entes de part1c10n an
distintos disolventes orgdnicos. 54

Tabla 2.7 Coef1c1entes de part1c1on (Kd [erorg./ [C] ac.) de ba-
ses l1bres de c1toc1n1na R

- Coeficiente de Particidn

PH Zeatina | Cinetina Isopentenil

B A adenina
Eter dietilico 7.0 - 0.032: 5 0.810 z.33
Eter dietilico 3.0 7000010 e 0,237 0.322
Eter de petrdleo 1.0 0.0004 0.00GC6 0.003
Eter de petréleo 3.0~ 0.0003:  0.000 0.001
Acetato de etilo 7.0. 0,240 3,29 6.88
Acetato de etilo 3.0+, 0.049° ° .1.78 1.49
n- Butanol 7.0 - .-6.25 o 20.6 405.4
n- Butanaol 0 16,7

L1089 8.5




Como puede observarse en la tabla, las extracciones con n-Buta-
nol son muy eficaces en la purificacidn de citocininas por sus altes
caeficientes de particidn en éste disolvente a pH = 7. Las extrac-
ciones con n-~butanol tienen la ventaja de aislar bases y nucleosidos
de citocininas dejando en Ja fase acuosa a pH = 7 nucleotidos de ¢i-
tocininas y citocininas con grupes carboxilo en la cadena Iatera1.‘7

2.5.2 PURIFICACION

Daspués de evaporar el n-butanol con el cual se han extrajdo
las citocininas, éstas son purificadas por algiin tipo de Cromatogra~
fia. Generalmente se utilizan las crometografias en papel, capa fi~
na y columna {intercambio i6nico). La cromatografia en papel y capa
fina frecuentemente se utiliza para identificar citocininas por métg
dos biolégicos (bioensayo).55 La cromatografia en papel y capa fina
parmiten separar compuestos de estructuras niuy similares por ejemplo,
los isdmeros de Zeatina-?7B»D-glucosidn Y Zeatina-gzﬁuﬂ-glucésido.56

La cromatografia en columa con resinas de intercambio idnico
san extensamente usadas en la purificacidn de citecininas por que es
uno de los procedimientos mds faciles para eliminar inhibidores pre-
sentes en el extrvacta. Se ytilizan resinas de intercambio catiagni-
cas tanto en forma protonada come en forma de amonio. Existe la po-
sibilidad de que lo$ nucledsidos y las nucledtidos liberen sus co-
rrespondientes bases libres de citocininas, cuandg las resinas de
dcidos fuertes se eluyen can solucidn amoniacal lo que origina un ca
lentamiento 10ca1.52

D s iy s £4
Resinas de inteércambio anidnice fueron utilizadas por Letham.“4

El problema de &stas resinas es que los nucléetidos y nucleosidos de
citocininas que tienen grupos carboxilo, son retenidos fuertemente
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en la resina y 5610 pueden eluirse con dcido formico.

2.5.3 1DENTIFICACION Y CUANTIFICACION

Como ya se menciond anteriormente, se pueden utilizar métodos
bioldgicos y/o fisicoquimicos para identificar y cuantificar fito-
hormonas.

METODOS BIOLOGICOS.

Para éste método las citocininas se purifican generalmente por
cromatografia en papel y capa fina. Es comin que los métodos biolG-
gicos se realizen por bioensayo o ensayo inmunoldgico.

BIDENSAYQD.

Un bioensaya consiste en medir Ta respuesta que un érgano o te-
jido manmifiesta al ponerse en contacto con la sustancia a prueba, en
8ste caso citocininas. De &sta forma se obtiene una curva patrdn
que relaciona la respuesta del organismo y la dosis de sustancia a
identificar. La respuesta puede ser elongacidn del tailo, biosinte-
sis de pigmentos, incremento en la biomasa u otra respuesta especifi
ca.

Los bioensayos tienen varios problemas inherentes: Reguieren
de varias horas y algunas veces de dias o semanas;57 las sustancias
@ identificar deben aplicarse exdgenamente a los tejidos ensayados,
dando por resultado baja sensibilidad debido a 1os problemas de su
transporte hasta el sitio de accidn, Estos problemas, junto con los
requerimientos de un gran nimero de réplicas acaban con la precision
del andlisis. Cualquier impureza en un extracto bioldgico, incluyen
do inhibidores u otra molécula activa, comprometen Ta interpretacidn
del bioensayo. Por ésta razén se han desarrollado métodos inmunold-
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gicos y fisicoquimicos.

ENSAY0S INMUNOLOGICOS.

Los ensayos inmunoldgices se aplicaron originalmente al estudio
de hormonas animales. Por su alta selectividad, minima purificacidn
de la muestra y sensibilidad igual o mayor que la de los métodos fi-
sicoquimicos, tienen un gran valor analitico en las investigaciones
de medicina clinica y endocrinologia, aplicandose también a la deter
minacidn de Fitohormonas,58 tal como radininmunoensayos {RIE) v la
enzima inmuno ensayo (EIE).

Para este método, se requiere la formacidn de un anticuerpo pa-
ra el compuesto de interés. Debido a que los fitorreguladores, son
moléculas pequedas es dificil obtener un anticucrpn especifico. Por
esta razdn se necesita unir éste compuesto a una molécula grande,
usualmente una proteina. En tedos los casos han sido conejos los
productos de los anticuerpos.

Las moléculas del anticuerpo aparecen en el suero sanguineo (an
tisuero) y en Tos tejidos del conejo en respuesta a la inyeccién del
antigeno, dando por resultade la formacidn del complejo antigeno-an-
ticuerpo. La formacifn de éste complejo puede ser estudiada por me-
dio de 1a reaccidn de la precipitina, formacidn de un precipitado al
interactuar el antisuero con el antigenc.

La determinacion cuantitativa se realiza usando un elemento qui
mico radiactive como integrante del antigeno y midiendo posteriormen
te Ya radiactividad presente en el complejo. Su principal desventa-
Jja es el largo proceso para la obtencién de Tos anticuerpos especifi
cos.
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METODOS FESICOQUIMICOS

Estos métobdos se aplican a todos los tipos de: f1tohurmonas ya
que presentan una gran sensibilidad, precisidn y rap1dez de anal151s,
casi 1mposxbls de obtener por bicensayo.

La mayoria de éstos métodos permiten aislar, identificar y mu-

chas veces cuantificar fitohormonas en el mismo procesa. Como ejem-

plos tenemos }a cromatografia en papel y capa fina para ais1ém1ento

e identificacidny cromatografia de gases (C8) y cromatografia iiqui~
da de alta eficiencia (HPLL).

CROMATOGRAFIA EN PAPEL Y CAPA FIRA.

Este tipp de cromatografia permite distinguir entre s, citeci-
ninas libres, ribitidos y ribdésidas de citocininas, utilizando los

disolventes apropiados. Las citocininas se detectan revelando con
el rasctivo de nitrato de plata/azul de bromofenol originando una
mancha azul, tombién pueden identificarse con luz U.V. ya que absor-
ben fuertemente alrededor de 254 nm.10

CROMATOGRAFIA DE GASES (CG).

La {6 es una técnice rdpida en la separacidn de mezclas aungue

analizar compuestos volatiles. Por Bsta
devivades volétiles para identificar y

tienz o1 inconveniente de
razbn-es necesario formar
cuantificar fitohormonas.

Las citocininas se analizan como derivados trimetil sililados
en CG. Los grupes hidroxilo tanto de la cadena lateral como en la
parte del azdcar y la posicién 9 del esqueleto de purina son suscep-

tibles de former derivades sililados.

Despuds de completar la trimg
tii

silitacidn, Ya mezcla de reaccidn se inyecta al CG.
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La CG se denomina cromatografia gas-liquido porque las paredes--
de la columna se recubren con una capa de liquido no volatil, fase es
tacionarig, sostenida sobre un soporte sflido y ut1l1zandu como e1u—
yente un gas inerte que puede ser He, N, o Ar.

Lta secuencia en el andlisis por (G consiste en introducir ia
muestra por inyeccitn a un blogue de calentamiento, donde se vapori-
za intantdneamente y se arrasira en forma de vapor por medio de un
gas inerte hacia la entrada de fa columna. Los selutos se absorben
en 1a fase estacionaria y después son ejuidos al hacer pasar gas por
tador puro. (Cada soluto se moverd a su propia velocidad a través de
la columna dependiendo de sus preporciones de particidn en la fase
mivil y estacionaria. Los componentes separados entran a un detec-
tor, conectado a la salida de la columna. E1 tiempo de retencién
identifica al componente, y el drea del pico, sefial para cada compo-
nente, indica la proporcitn del componente en la mezcla.

Existen muchos tipos de detectores que siguien de un modo con-
tinue la composicidon de gas efluente de 1a columna tales coro celdas
de conductivizad térmica {DCT). detectores de jonizaci®n de flamo

(PIF), detectores de captura de electrones y espectromeirp de masas
(&M},

E1 EF es el detector mis selectivo que puede ser acoplado al CG.
£l acoplamiento CG-EM, combina el poder de separacitn con 12 calidad
de deteccién selectiva, respectivemente, Por el método £G-EM se han
analizado derivados sililados de citocfninas.sg’

CROMATOGRAFIA LIQUIDAR DE ALTA EFICIENCIA (HPLC).

En afos recicates Ta HPLC se ha usado cowo la técnica de sepa-
racion mas poderosa que se encuentra disponible para el ais!amuento
y cuantificacidn de fitohormonas.
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~La HPLC tiene varias ventajas sobre 1a CG.HPLC se aplica a un
gran niimero de compuestos, incluyendo compuestos no voldtiles y sus-
tancias inestabTes al calor. Tiene Ta ventaja de recuperar la mhes-
tra sin ninguna alteracidn quimica, Yo que permite a la muestra es-
tar disponible para otro métodc de andlisis. »

Dtras ventajas de HPLC son: gran poder de resolucidn; separa-
ciones mas ripidas de 1os componentes que con columnas convenciona-
les; velocidad de separacion mayor, ya que éstas pueden realiiarse ’
en menos de una hora.

E1 proceso consiste en hacer pasar la fase mivil a través de la
columna a velocidades lineales de flujo que puede ser hasta 100 ve-
ces mis rdpidas que en 1a columna de cromatografia tradicional. La
muestra se inyecta al sistema cerca de la parte superior de la colum
na. Al salir de la coclumna el eluyente que puede © no contener un
componente de Ta mezcla penetra al detector. Casi siempre se usa un
detector ultravioleta con longitud de onda fija 254 nm (o en ciertos
casos 280 nm). La respuesta del detector estd en funcién de la con-
centracion de Ta muestira.

Las diferentes técnicas de HPLC usadas para el andlisis de mues
tras son: particién en fase normal, particidén en fase inversa, ad-

sorcidn e intercambio 16nico.61

HPLC, FASE NORMAL

Esta técnica tiene un mecanismo de separacidn algo complejo,
debido en parte a la inestabilidad de la fase estacionaria. Por es-
ta razdn, se prefiere que el material de empaque tenga fases polares
enlazadas.®! Estos materiales que tienen como base silica gel con
superficie recubierta {enlaces covalentes Si-D}, tienen una gran va-
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riedad de sustituyentes polares que van a originar un tiempo de re-
tencidon mayor en los componentes mds polares de la muestra por anali
zar,

HPLC, FASE INVERSA

E1 1imite de uso de la fase normal, ha originade un desarrolic
en la técnica por fase inversa. Una ventaja importante de HPLC, fa-
se inversa, es que puede utilizarse como fase mdvil, disoluciones
acupsas, 10 que favorece el andlisis de muestras vegetales debido a
su naturaleza predominantemente acuosa. Los materiales de empague
que usa se basan en particulas de silica gel teniendo como fase en-
lazada una superficie recubierta de grupos hidrocarbonados tales co-
mo CZ’ Cﬁ, CB‘ C18 y sz. E1 material mds usado es el C18 (octade-
cil silano, 005). Al ser no polar la fases estacionaria origina un
tiempo de retencidn mayor en los componentes mencs plares de la mues
tra por analizar, en contraposicidn a 1o que se observa en la fase
normal.

HPLC por adsorcidn e intercambio i6nico se han utilizado muy po

co en el andlisis de fitohormonas por muchos problemas inherentes a
éstos sistemas.
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2.6 TRABAJOS QUE ANTECEDEN A ESTE PROYECTO

Se han realizado algunos trabajos que anteceden a este proyecto
con al fin de dar una explicacion a la baja viabilidad en 12 pobla-
cign de semillias de maiz con almacenamiento prolongado con respecto
a la poblacidn de semillas de cosecha reciente. Uno de estos traba-
Jos muestra la diferencia en la germinacidn de las semililas de ambas
poblaciones, utilizando los genotipos Mezquital, Tuxpeho y Universal,
fig. 2.8.5

1004 A ///,04
754
Fig. 2.9 Germinacidn de semi- 504
1las de maiz de cosecha recien
te (A) y de almacenamiento pra 254
longado (B) en los genotipos :
Mezquital (-e-e—o-), Tuxpefc E
R = == . v — -
(-o-5-o-) y Universal (a2aa ), ; 0 20 20 40 i
1004
o
754
507
254
ééb(/ﬂ_____.______«_,,,,fﬂ-4b—. J
T T T

75 106 125 130 175
TIEMPO {h)
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En &sta figura puede observarse claramente la poca viabilidad

en semillas con almacenamiento prolongado, en el que sdlo el genoti-
po Mezquital alcanza como mdxime un 507 de germinacidn en 150 horas
mientras que el 50% de germinacidn en semillas de cosecha reciente
se logra en solo 25 horas para este genotipo.

Otros trabajos antecedentes de éste y que también se realizaren

en nuestro iaboratori063’6q cansistieron en adaptar el método de ex-

traccidn y cuantificacidon por HPLC de citocininas tanto en elote co-

mo en semilla seca de varios genotipos de maeiz. £n estos trabajos

se usd Zeatina como estdndar en el cromatigrafo y se encontrd gue en
los exiractos de elote se haya presente &sta citocinina, mientras
gque en los extractos de semilla seca no se detectd. En la fig. 2.10
se presentan cromatogrampas de 1os trabajos mencionados.

2.74

2.35

1.87 57
'”fZEbzﬁa

"\ ~ \\
b c 4

ST T s
“‘/ﬁ
- 162
o
_aT3.4T
1.73
T
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Fig, 2.10 Cromatogramas de ctocininas extraidas de Zea mays,
B y analizadas por HPLC; eluyente MetOH/HZO 70:30 v/v.

a} a partir de elote; b) elote enriquecido con Zea-
tinay <¢) semilla de maiz;
quecida con Zeatina.

d) semilla de matz enri-

Como se ve en el cromatograma “a" correspondiente a extractos

de elote, la senal con t. = 2.78 min, es identificada como zeatina
ya que ésta sefal aumenta cuande 1os extractos se enrigquecen con zea
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tina, sefial 2.7 min. en el cromatograma “b". En el cromeatograma
"d" correspondiente 2 extractos de semillas secas enricuecidos con
zeatina se muestra una sefal con tr = 3.81 min. que no aparece en
exiractos de semillas secas sin enriquecer con zeatina, cromatograma
“e", Yo gque indica que en semillas secas de maiz no alcanza a detec-
tarse la zeatina.

Otro resultado significativo de los estudios anterioresm’64 es
haber determinado que el 857 de las citocininas presentes en el_em—
bridn de la semilla seca se encuentran concentradas en el-eje embrig
nario, mientras due el 157 restante se encuentra en el escutelo.
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3. PARTE EXPERIMENTAL



%, PARTE EXPERIMENTAL

A "ATERIALES

Aparatos

-Un bafio a temperatura constante GCA/PRECISION SCLENTIFIC CIRCU-
LATING SYSTEM-254.

-Una centrifuga clinica marca METTICH.EBA I1I.

-Jn cromatigrafo de liquidos marca Waters Assoc., columna radial
pak 518 y acoplado a un espectrofotdometro UV-VIS marca Perkin-Elmer
modelo LC-~55 como detector.

Reactivos

Los reactivos y disolventes son R.A y se utilizaron sin previa
purificacion: Etanol, Acido Clorhidrico, n-Hexano y NaOH son reacti
vos “3aker Analyzed"; n-Butanol e¢s Reactivo Analitico de PROD. QUIM.
MONTEIRREY; Metanol, MERCK para andlisis; 6(F, ¥ -dimetilalilamina)-
purira, Zeatina y Ribosil-Zeatina isdwmeros trans, son de SIGMA Che-
mical Company.

Genotipos de maiz analizados

Los genotipos de mafz analizados, tanto almacenados como no al-
macenados son los siguientes: Criollo del Mezquital, Tuxpefic Crema
1 y Compuesto Universal.

CRIOLLO DEL MEZQUITAL

Zs una variedad perteneciente a la raza cdnica, adaptada a las
siembras de temporal en la Mesa Central. Esta variedad fue colecta-
da en el Valle del Mezquital en el estado de Hgo. Por sus caracte-
risticas de la tolerancia a Ja sequia, fue sometida a partir de 1973
a un programa de seleccidn masal visual estratificada para resisten-
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cia a la sequia. La semilla con origén Criollo del Mezquital 1973
provieng del primer ciclo de seleccidn masal para resistencia a se-
quia en Chapingo. E1 origen 1985 es un aumento de la semiliz del 7°
ciclo de seleccidn para resistencia a sequia.

TUXPERO CREMA 1

Es un compuesto formado con las variedades mis rendidcras de la
raza tuxpefio adaptadas a la faja costera del Golfe de México. EI
compuesto fue introducido a Chapingo en 1970 y sometido a seieccidn
masal visual estratificada a partir de 1971. De ésta manera, la se-
milla con origen Tuxpeio Crema 1 1972 proviene de segundo ciclo de
seleccion masal en Chapingo en 1972, Para este afio el corpuesto es-
taba muy mal adaptadoc en Chapingo por lo que su rendimients era muy
bajo, debido principalmente a su alta susceptibilidad a las erferme-
dades de planta y mazorca. La planta era muy alta y alcanzaba la
floracién masculina a los 130 dias después de la siembra. .& semi~
Ha con origen Tuxpefo Crems 1 1984 proviene del 127 cicla dz selec-
cion masal visual estratificada hecha en Chapingo en 1982 y aumenta-
da en 1984, Las plantas siguen siendo muy altas; la floracidn mascu
1ina ocurre a los 112 dias y el rendimiento de Jas plantas es casi
normal. Las caracteristicas de la planta y mazorca son muy Simila-
res a las de la raza tuxpefo.

COMPUESTO UNIVERSAL

Es un compuesto de compuestos ya que intervienen en su formacidn
cinco compuestos de la raza Chalquedo, tres compuestos ae ‘: raza Co-
nica y una variedad de la raza Conico Hortefio. En upo de "I Cinco
compuestos de Chalqueho intervienen algunas lineas autorecurjadas de
la raza Celaya. Los compuestos y variedades componentes constituian
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para el aflo de 1968 {aiho en que fue formado el Compuesto Univer$a1) o
el gernoplasma mds valioso del programa de mejoramiento gendtico de
maiz de la Mesa Central.

La semilla con origen Compuesto Universal 1970 proviene del pri
mer ciclo de recombinacién de los componentes del compuesto. La re-
combinacidn fue hecha en un lote aislado sembrado bajo riego en Cha-
pingo en Abril de 1970. La semilla con origen Compuesto Universal
1984 proviene del ciclo 12 de seleccidn masal visual estratiffcad;
en e} compuesto original 1970.

E1 compuesto posee 1as caracteristicas generales de planta y ma
zorca de la raza Chalguefio. las plantas son altas, las mazorcas son
grandes y cdnicas: florea a los 100 & 105 dias y alcanzan la madurez
comercial a los 180 dias. Estd adaptado a las siembras de maiz de
riego en la Masa Central, las cuales se inician a fines de marzo y
principios de abril.

Condiciones de almacenamiento de semiilas en Chapingo,

La semilla cosechada en mazorca en el campo tiene una humedad
que fluctda entre 15 y 184, Se desgrana y deposita en bolsas de man
ta: se seca al so) o con aire caliente en una secadora hasta que al
canza una humedad de 8 a 10%. Se almacena en cajoneras en un cuarto
con humedad y temperatura ambientales.

B.  METODO

Condiciones de germinacidn.

En un recipiente de vidrio se colocan Tas semillas de mafz en-
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tre dos capas de algoddn humedecidas con’ agua destilada ‘tapando el
recipiente con papel aluminio.. Las semillas se’ponén-a germinar en-

"un bafio a 25°C durante, 0, 4, 12 § 24 hrs

Extraccién de Citocinas.

Se realiza con semillas nuevas y con almacenamiento prolongado
de los genotipos mencionados anteriormente. "Las citocinas son deter.
minadas en los ejes embrionarios obtenidos de 10 gramos de semilla
aproximadamente.

Se adaptd el método de Nishinari y Syono55 para la extraccidn de
citecininas a partir de ejes embrionarios del maiz, en la forma que
a continuacidn se indica:

Los ejes embrionarios se homogenizan en un mortero con 30 ml, de
etanol al 80, enfriando exteriormente en un bafo de hielg~sal. £
homogenizado se centrifuga por 20 min. a temperatura ambiente. Al re
siduo obtenido se agregan 20 ml. de EtOH al BG% y se somete a una agi
tacidn magnética en un bano de hielo-sal 20 min. E) residuo se vuel-
ve a centrifugar 20 min, Los extractos etanclicos se juntan y se con
centran al vacio a 40°C y 25 moHg. £E7 concentrado se diluye con agua
destilada hasta un volumen de 20 ml. y se acidula a pH 3 con HC] 1N,
extrayéndose tres veces con fracciones de 10 m! de n-Hexano. La fa-
se acupsa se ajusta a pH 8 con NaOH IN y se axtrae tres veces con
fracciones de 10 ml de n-Butanol saturado de agua. Los extractos n-
butandélicos se juntan y se concentran a sequedad a 40°C y 5 mmHg.

Anilisis

El andlisis de las citocininas extraidas se lleva a cabo por
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia {HPLC) de particidn inver-
sa, ya que se utiliza octadecilsilano (Cla) comg fase estacionaria
no polar en la columna. Este tipo de cromatografia ha sido utiliza

do en la separacion de citocininas por Kannangara, T. y Holland,
65,66
J.5%,

E1 extracto obtenido se disuelve en 5 ml de metanol y se inyec
tan 100_s«1 al cromatdgrafo de Tiquidos. La fase mdvil es una mez-
cla de metanol-agua 70:30 v/v. Llos experimentos de Ernstsen, A, ¥y
Jensen, F.67 demuestran gque una separacidn eficiente de citocininas
se logra utilizando altas concentraciones de metancl.

La velocidad de flujo de 1a fase movil es de 1.5 mi/min.
Come detector de citocininas se usa un espectrofetdmetro con
lengitud de onda fija de 254 nm. las citocininas absorben fuerte-

mente a é&sta Tongitud de onda, a tal grado que se pueden detectar
cantidades hasta de 4 ng.6
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4, RESULTADOS Y DISCUSION .

Como ya se menciond em la introduccifin, en éste trabajo se de-
terminaron los contenidos de citocininas utilizando como estdndar
ribésido de zeatina en semillas secas de majz y a varios tiempos
de imbibicidén con tres genotipos diferentes utilizando dos poblacio
nes distintas: unas de cosecha reciente y otras con aimacenamiento
prolongado. Dichas determinaciones se hicieron con el objeto de es
tablecer si existe una reiacidn entre el contenido de citocininas y
la pérdida de viabilidad que se ha observado en las semillas con al
macenamiento prolongade de 105 genotipos estudiados, fig. 2.9,

En todos los casos, las determinaciones se hicieron en los
ejes embrionarios de semillas a aistintes tiempos de imbibicign. E?
eje embrionario se selecciond para las determinaciones dado que, €O
mo ya se menciond en Jos antecedentes, se encontrd en una investiga
cién anterior que en 8sta parte se encuentra concentrado el 85 de
citocininas de las que cuenta el embridn.

Con el objeto de probar y optimizar el método de extraccion y
cuantificacidn, las primeras pruebas se realizaron con semillas de
maiz del genotipe H-30, obteniéndose los siguientes cromatogramas:

19
— 355

Fig. 4.1 Cromatogramas obtenidos
de extractos de ejes embrionarios
correspondientes a semillas del
genotipo H-30; eluyente 70:30 v/v
a) Extracto de eje embrionario.
b) Extracto de eje embrionario
enriquecido con Zeatina. a - b

3.20

T 3
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En 1a fig. 4.1 se puede observar que no se detecta la Zeatina
en semillas de maiz, resultado que estd de acuerdo con los trabajos

tndicados en la fig. 2.10.53:64

El hecho de que en extracto de elote se observe la presencia
de Zeatina, mientras que en el extracto de semillas seca no se ob-
serve dicha citocinina, puede deberse a la observacidn de que duran
te el desarrollo de la semilla se detecte una marcada actividad ci-
tocinética, misma que declina con la maduraciﬁn.38 pdg.24, fig.
2.4, Posiblemente la Zeatina, al ser una de las citocininas mds ag
tivas enla natura]eza,49 sea almacenada en alguna forma inactiva en
la semilla seca, por ejemplo 0-g]ucos1‘lzeatina16 Yy por ésta razdn
na se detecte en el extrato de la semilla seca por HPLC.

Para identificar el compuesto{s) cuya senal se encuentra a un
tiempo de retencidn (tr} de 3.2 min., fig. 4.1, se utilizaron 3 cito
cininas como estandar: ribdsido de Zeatina, Isopenteniladenina y
Zeatinma. Los cromatogramas de extractos de eje embrionario enrique
cidos con estas citocininas estdndar se muestran en la fig. 4.2.

2.95
323
- == 3.08

= 394

S

Fig. 4.2 a) cromatograma de extrac-
to de eje embrionario en semillas de
mafz H-30 y Zeatina (Z); b) cromato-
qrama de extracto y Ribasido de Zea-
tina (RZ); «c¢) cromatograma de extrac
to e isopenladenina {IP) eluyente
MetOH/HEO 70:30 v/v.

2.9

~L

T e e e e
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El cromategrama 4.2.b wmwuestrz que la citocinina extraide del
eje embrionario es Ribdsido de Zeatina., . Sin embargo 2l znalizar
otra @uastra de ejes embrionarios de semillas H-30 se vbserva una
ligera separacién de tres compounentes, fig. 4.3, los cuales fueron
comparados con los estandares de Zeatina y Ribdsido de Zeatina ya
que la sefial para [sopenteniladenina tiene un tiempo de retencidn
mayor (3.94 min.) que 1é& sefal de la muestra (tr = 2.91. min.} fig.
4.2.c.- '

m
g
- N ™
~ ~
. ~ .
N
w -
Q orh
a e
a b 4

Fig. 4,3 Cromatogramas de extracto de ejes embrionrios en maiz
H-30: a) extracto; b} extracto mds Zeatina; c) ex-
tracto mds vribdsido de Zeatina. Eluyente MetOH/HEO
70:30 w/v.

En 1a fig. 4.3.2 se logran separar 3 componentes de la mues-
tra: el de tr = 2.71 min. que se encuentra en mayor cantidad; el
de tr = 3.05 min. que parece se Rib6sido de Zeatina fig. 4.3.c y
otra sefial que no alcanza a integrar y parece ser Zeatina fig.
4.3.b.

En 1a mayoria de los casos estudiados no se logran separar los
componentes de las muestras y generalmente se obtiene una sola se-
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nal con las condiciones experimentales utilizadas. Esta sefal es
grande, y cuando esporddicamante se logra Separar en sus componen-
tes, €stos muestran dos o tres sefiales pequeiias en 21 cromatograma
como en el caso del mezquital viejc a tiempo cero de imbibicidn,
fig. 4.4.a, sin embargo al aplicar otro extracto de Mezquital viejo
a tiempo cero de imbibicidn se obtienen una sola senal grande, fig.
4.4.b. Los mismo pasa con Tuxpefio nuevo a tiempo cero de imbibi-
cion en el que aparecen dos pequenas senales, fig. 4.5.a, 1a mayor
de ty = 3.06 min. y otra de tr menor que no alcanza a integrar; Ia
senal integrada es muy probable que sea Ribiside de Zeatina cuyo

tr = 3.07 min,, fig. 4.5.b, y también es probabie que ésta sea la
citocinina gue se encuentra an mayor proporcidn en 1a semilla seca
de Tuxpefo nuevo; en otro extracto, para este genotipo se obtiene
una senal grande a tr = 3.06 min. fig. 4.5.c, cuyo tr es muy cerca-
no a Ribdsido de Zeatina (tr = 3,07 min.).

8]

n
[NT.Y-
SO

A

Fig. 4.4 Cromatogramas de extractos de ejes embrionarivs para el
genotipe Mezquital viejo a cerg horas de imbibicidn.

7

o
g Lt}
L i
/\ / !
a b c ~
Fig. 4.5 Cromatogramas de extractos de ejes embrionarios paraz el

genotipo Tuxpeno nuevo a cero hr. de imbibicidon "a" y
"¢c", 4.5.b, cromatograma de Zeatina.

== 3.06
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Los estudios se realizaron con dos poblaciones”diferentes para
cada genotipo: ' semillas de almacenamiento prolongado, 15-18 afios
{viejos) y semillas de cosecha -reciente (huévos), eluyente MetOH/
Hy0. 70:30 w/v. o ‘

Los cromatogramas indican la extraccidn de Ribdsidn de Zeatina
a partir de ejes embrionarios de 10s genotipos de maiz estudiados.

En algunos experimentos logrd observarse la separacidn de
otras citocininas que no corresponden exactamente a Rib6sido de Zea
tina ya que tiepe un tr ligeramente menor. Esta puede circunscri-
pirse en un namero reducide de citocininas considerando:

a) Andlisis del método de extraccién utilizado.

b} - Todas las citocininas que se han extraido de Zea mays, mos
tradas en la tabla 2.1.

ANALISES DEL METODO DE EXTRACCION.

En los extractos EtOH, primer paso en el método de extraccidn,
aparte de las citocininas se extraen las otras fitohormonas,10 ade-
Mids de un gran ndmero de sustancias. Estas extracciones se hacen a
baja temperatura para minimizar la degradacidon enzimdtica o quimica
de los ribdotidos que pueden liberar ribésides de citocininas por la
accibn de las fosfatasa, ademds de que algunas veces las bases 1i-
bres se forman por hidrdlisis de los ribdsidos de citocininas. 2
Después de concentrar los extractos EtOH, é&stos se diluyen con agua
ajustando a pH3, ya que unc de lTos pKas de las citocininas es 3.4
carrespondientes al nitrdgeno exociclico protonado.lo La fase acuo
sa se lava con hexano para eliminar compuestos neutros y dcidos. La
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fase acuosa se ajusta a pH8. En éste valor de pH las citocininas

no tienen carga neta (-) ya que el segundo valor de pKa de citoci-
ninas es aproximadamente 10.4 y corresponde al grupo NH en el anillo
de imidazol. De la fase acuosa se hacen extracciones con n-butanol
ya que existe un alto coeficiente de particién de citocininas en és-
te disolvente a pH8, tabla 2.7; en la fase acuosa quedan citocininas
con grupos funcionales dcidos en su cadena lateral y ribdtidos de ci
tocininas15 por sus grupos fosfato anidnicos a &éste valor de pH, los
cuales se muestran en la tabla 2.1. En la fase butandlica se ex-
traen bases libres, ribésidos y giucosidos de citucininas,ls’ss sin
embargo no se descarta la posibilidad de extraer también Ribdsido
de Adenina.

A continuacidn se muestran los nombres de posibles citocininas
aisladas por el método de extraccién utilizado, mds polares que Ri-
bzido de Zeatina y que aparecen-en la tabla 2.1.

9-glucesil dihidrozeatina
O-glucosilzeatina

9-glucosilzeatina

Smith y Van Staden han registrado altas concentraciones de gly
cosidos de citocininas en extractos de embriones de semillas de
maiz durante la imbibicidon. Es prebable que la sefal con tiempo de
retencidn ligeramente menor que el de Ribdsido de Zeatina y que apa
recen en algunos cromatogramas mostrados en las figs. 4.3-4.5 co-
rresponda a cualquiera de los tres jlucdsidos de citocininas mostra
dos anteriormente.

Después de establecer que se detecta Ribdsido de Zeatina por
el método utilizado, junto con otra u otras citocininas y que en
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la mayoria de los casos todas forman una sola seRal en los cromato-
gramas obtenidos, se determind el contenido de citocininas en semi-
1las secas de los genotipos ya indicados tanto de almacenamiento
prolongado como de semillas de cosecha reciente, S$6]lo se tomaren
los datos en 1os cromatogramas que mostraban una sehal. Para ésto
se utilizd Ribdsido de Zeatina como esténdar, obteniendo los resul-
tados que a continuvacion se indican.

Tabla 4.1 Niveles de citocininas en el eje embrionario de maiz con
almacenamiento prolongado (15-18 anos) y de maiz de cose
cha reciente {no almacenadas). Su utilizé Ribdsido de
Zeatina como estdndar. Las citocininas se expresan en
ugr de Ribdsido de Zeatina/eje.

Tipo de Semilla Mezquital Tuxpefio Universal
No almacenadas 2,2%0.4 2.3%0.3 2.8%0.4
Almacenadas 4.240.8 2.820.2 5.2%0.4

Por otro lado también se determind el contenido de citocininas
a diferentes tiempos de imbibicion de las semillas con el objeto de
establecer como varian dichas citocininas durante el proceso de ger
minacidon. Los resultados se muestran en la tabla 4.2 y la gréafica
de los mismos en la figura 4.6.
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Tabla 4.2 Niveles de citocininas en el eje embrionario de maiz a
distintos tiempos de imbibicién, tanto de almacenamien-
to prolongado como de cosecha reciente. Se utilizd Ri-
bésido de Zeatina como est&ndar. Las citocininas se ex
presan en xg de Ribgsido de Zeatina/eje. A = almacena-
do; NA = no almacenado.

Genotipo Pob. 0 4 12 24
A 4.2¢0.8 | 5.1%1 | 4.80.8 4.7 .
Mezquital
NA 2.5%0.4 3.5 3.3 2.8
A 2.820.2 5.3 4.6 6.0
Tuxpeno
NA 2.3%0.3 3.0 4.0 2.9
A 5.2%0.4 8.2 4.7 6.8
Universal - .
NA 2.810.4 5.0 6.5 4.5
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- CITOCININAS EN jug/eje

MEZQUITAL

Fig.

5 3 T2 T TR
tiempo de imbibicion (h) b
4.6 Niveles de citocininas en el eje embrionario de varios:

genotipos de maiz, tanto de almacenamiento prolongado

(- -'-) como de copsecha reciente (—),a distintp§_”

tiempos de imbibicion.
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En la tabla 4.1 se puede observar que 1os ejes embrionarios
de los genctipos de maiz con aimacenamiento prolongado presentan
un mayor contenido de citocininas que los mismos genotipos de maiz
de cosecha reciente.

En Ja figura 4.6 se puede pbservar que existe un incremento
de citecininas en les ejes embrionarios durante las primeras 24 hg
ras de imbibicion de semillas con almacenamiento prolongado en com
paracidn con las semillas de cosechas reciente. Este incrementeo
atcanza un mdximo, observdndose después una disminucidn gradual en
casi la totalidad de los casos.

En Ya literatura no se encuentran datos sobre 21 contenide de
citocininas en semiilas con almacenamiento prolongado.  Por esta
razdn se pueden proporer dos posibles causas para explicar el me-
yor contenido de citocininas observado en los ejes embrionarios de
semillas con almacenamiento prolongade en relacion al observado en
semillas de cosecha reciente (tabla 4.1):

a) Podria ser probable que el contenido de citocininas observade
en semillas con almacenamiento prolongads se incremente por
una hidrdolisis del grupo fosfato de los ribGtidos de citocini
nas, que se sabe existen en las semi11as.17

b} Otra posible causa del incremento de citocininas en los ejes
embrionarios de semillas con almacenamiento prolongado pudie-
ra ser la degradacidn natural de los acidos npucléicos origina
do por euvejecimiento de las semillas, fig, 4.7,

CH, hlas
A~
PN HN
A
H/__\—OH . /l H/-_-\—OH
N N Hidrélisis N N
W N N§
S NT TN
¢ NN R Pl
~ Pie !
- 0-P— 0-CHe “\D EGRADACJON “o‘c"‘b i
Il Q S LT i
5 _

N
ACIDOS NUCLEICOS
W
OH OH OHQOH
Fig.4.7 Hipétesis para explicor el incremente de citocininas en
ejes embrionarios de semillas de mafz con almacedamiento
prolongado,
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Esta hipdtesis se basa en resultados de investigaciones como
siquientes:

-Se han aislado citocininas por degradacién natural del ONA al
macenado por mucho Liempo,13 1o cual no es sorprendente pues-
to que las citocininas tienen una base de adenina, y ésta for
ma parte de los acidos nucléicos.

-Se han encontrado citocininas en el RNAt de wmamiferos, hongos
¥y plantas.m

~En semillas almacenadas por mucho tiempo se observa, en sus
ejes embrionarios, una destruccidn de organelos como la mito-
condria7 y una degradaci6n de macromoléculas como los dcidos
nuc]éicos,31 y paralelamente se ha observado que en ejes em-
brionarios de semillias no viables, como el centeno, se detec-
ta una mayor actividad de DNasas (enzimas que degradan el
ona).’

Sin embargo &stas posibles explicaciones requieren de una de-

mostracitn experimental.

En la fig. 4.6 se observa que la concentracién de citocininas

de semillas con almacenamiento prolongado se mantienen mas altas

que tas citocininas de semilla de cosecha reciente durante la. imbi
bicidn. La mayor cantidad de citocininas en semillas con almacena
miento prolongado, respecto a semilias de cosecha reciente, no ex-
plica la poca viabilidad de aquellas semillas dado el papel biolé-
gico de las citocininas, pero si podria expiicarlo por degradacidn

de &cidos nucl@icos a causa del envejecimiento de las semillas.

3l

51 una semilia tiene degradadas macromoiéculas como los dcidos

- §2 -



nucléicos, es muy probable que no germine aunque presente un alto
contenido de citocininas.

En la fig. 4.6 también se observa un aumento de citocininas
eh general para todas las semillas durante ias primeras horas de
imbibicidn. Estos resultados parecen estar de acuerdo con los tra
bajos de Smith y Van Staden49 en el que reportan un incremento de
citocininas en el embrion del maiz durante la imbibicidn, princi-
pailmente de las citocininas mas polares que Zeatina. Asa-Julin-
Tege]man48 reportd que la actividad citocinética aumenta a las 4
horas de imbibicién y posteriormente disminuye drdsticamente en
las semillas de maiz, fig. 2.8; Tos niveles de citocininas no ne-
cesariamente tienen que seguir éste comportamiento en el eje em-
brionario. Smith y Van Staden49‘50 sugieren que en la imbibicidn
puede haber un transporte de glucosidos de citocininas desde e!
endospermo al embrién. Esto explicaria el aumento de citocininas
en el eje embrionarfo.

Como se desprende de ésta discusidn, es necesario lles
bo més investigaciones para establecer la ilocalizacidn y cambios
en los niveles endSgenos de citocininas =n zemillas de maiz duran-

te Ta germinacibn.
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5. RESUMEN Y CONCLUSION

Se hizo una amplia revisidn bibliografica en los siguientes
puntos:

a) Papel y cambios que presentan las fitohormonas, y en par-
ticular las citocininas, tanto en la maduracidn como en
Ta germinacion de semillas,

b)  Almacenamiento y deterioro de semillas.

c) Andlisis de citocininas.

Las citocininas fueron extraidas a partir de ejes embriona-
rios de semillas de maiz utilizando el método de Nishinari y
Syono.55 L3 determinacidn del contenido de citocininas se
1levb a caboalas 0, 4, 12 y 24 horas de imbibicidn. La puri-
ficacidn y cuantificacidn se reatizdé por HPLC utilizando Ribg
sido de Zeatina como estdndar.

Se trabajd con los genotipes de maiz: Criollo del Mezquitals;
Tuxpeiio Crema y Compuesto Universal, tanto de semillas con al
macenamiento prolongado {15-18 afos) como de semilias de case
cha reciente.

Con las condiciones experimentales utilizadas se pudo identi-
ficar Ribdsido de Zeatina en los extractos de ejes embriona-
rios de los genotipos de maiz estudiados, s6lo que al encon-
trarse en pequeilas proporciones muchas veces no alcanza a se-
pararse o definirse de Tals) otra(s) citocinina(s) ligeramen-
te mas polar{es), apareciendo de ésta forma una sola sefial en
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Ta mayoria de los casos que inciuye a todas ellas.

Para dar una expiicacion de las pequeias cantidades de Ribdsi
do de Zeatina detectada, se propone gue &sta se encuentra en
alguna forma inactiva de almacenamiento en la semilla seca de
maiz, por ejempla, algin tipo de glucdsido de citecinina.

Se determind el contenido de citocininas en los ejes embriona
rios de semillas secas para cada uno de les genotipos indica-
dos. Los resultedos muestran que los ejes embrignarios de
Tos genotipos con almacenamiento protongado presentan un ma-
yor contenido de citocininas que las mismos genotipos de maiz
de cosecha reciente. Estos resultados no explican la poca
viabilidad de semillas con almacenamiento prolongado, dado el

pape) bioldgico de las citocininas.

La pérdida de viabilidad en semillas de maiz con almacenamien
to projongado, y por otro lado los inesperados mayores niveles
de citocininas encontrados en sus ejes embrionarios pudieran
explicarse proponiendo como hipdtesis una degradacidén natural
de Acides nucléicos originados por el envejecimiento de las
semillas.

Se determind el contenido de citocininas a diferentes tiempos
de imbibicidn. Los resultados mwestran un incremento de citg
cininas en 105 ejes embrionarios tanto de semiilas con almace
namiento prolongado como en las de cosecha reciente. Este ig
cremento alcanza un miximo, observdndose después una disminu-
cién gradual en casi la totalidad de 1os casos. Los niveles

de citogininas en los ejes embrionarics de semilles con alma-
cenamienta prolongado se mantienen mds altos que en las co-
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rrespondientes semillas de cosecha reciente durante las pri-
meras 24 horas de imbibicidn.

Es importante 1levar a cabo mds investigaciones para estable-
cer la localizacion y cambios en los niveles endbgenos de ci-
tocininas en semillas de maiz durante la germinacién, princi-
palmente utilizando métodos fisicoquimicos de andlisis.
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