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l. I N T Ro D u e e I o N 



l . 1NTRODUCC1 ON 

Se ha observado que semillas de ma'iz al ser almacenadas por cin 
ca o seis años pierden su capacidad de germinación hasta un 60;, Las 

caus.:is pueden ser: 

a) Influencia de fitohormonas que regulan la germinaciónt prin­

cipalmente Giberelinas, Citocininas e lnhibidores del creci­

miento vegetal . 

b) Degradación de organelos y macromoléculas en las células del 

embri6n por almacenamiento prolongado de las semillas. 

Este trabajo tiene el objetivo de establecer si existe una rel-ª. 

ción entre el contenido de citocininas y la capacidad germinativa de 

semil 1 as de ma i z con a lmacenami en to prolongado en campa ración con 

las semi 1 las 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 posición N6 de la adenina. Una de sus fun­

ciones, tal vez la más importante, es la de prornover la división ce­

lular (citocinesis) en plantas. 

En este trabajo se estudiarán los niveles de citocininas en se­

millas de maíz a las O, 4, 12 y 24 hr. de imbibición con tres genoti 

µos de maíz: Criollo del Mezquital, Tuxpeño Crema y Compuesto Uni­

versal, tanto de semillas con almacenamiento prolongado (15-18 años) 

como de semillas de cosecha reciente. Se sabe que las semillas con 

a lmacenami en to pro longa do de los genotipos indica dos reducen su vi a­

bil i dad entre 25 y 50% a los 15-18 años de almacenamiento. 
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Pdra enmarcar el objetivo de este trabajo, en los antecedentes 

se hace una revisión sobre: 

a) El papel y cambios que presentan las fitohormonas, y en par­
ticular las citocininas, tanto en la maduración como en la 

germinación de semillas. 

b) Almacenamiento y deterioro de las semillas. 

c) Análisis de citocininas. 
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2. A N T E C E D E N T E S 



2, ANTECEDENTES 

2.1 F!TOHORMONAS. 

El crecimiento de una planta es un proceso muy complejo y orde­

nado·. Estos procesos de crecimiento están controlados pr'incipalmen­

te por hormonas vegetales o fitohormonas. E:itas son producidas en 

cantidades muy pequeñas por las plantas. 

Las fitohormonas se dividen en dos grandes grupos: uno formado 

por promotores del crecimiento 1 entre las que se encuentran las gib~ 

relinas. auxinas. etileno y citocininas; y el otro que incluye a los 

inhibidores del crecimiento. como el ácido abscísico. 

2.1.1 AUX!NAS. 

Las investigaciones sobre las au:r.inas (del griego auxo, crezco) 1 

tienen su origen en los experimentos de Charle!; Darwin (1880) quien 

observó que la respuesta fototrópica en coleoptilos de plantas no oc!:!_ 

rre si se le qui ta 1 a punta al co 1eopti1 o. Los experimentas de Went 

en 1928 demostraron que alguna o algunas sustancias presentes en el 

coleoptilo eran la causa de la elongación de éste y de la respuesta 

fototrópica. 2 ·A este tipo de actividad se le denominó auxínica. Po~ 
teriormente se descubrió que las sustancias responsables de ésta ac­

tividad eran derivados del ácido -3-indolacético (AIA), y se les dió 

el nombre genérico de auxinas. 

De todas las auxinas, el AIA es el más importante en plantas y 

parece ser que es un constituyente universal de los vegetales. 3 El 

AIA se aisló por prime1·a vez de una fuente natural a partir de maiz 
tierno. 4 
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las auxinas son las responsables de la elongación y expans1on 

celular promoviendo de esta manera el crecimiento en plantas. 5 Es­

tán relacionadas con la dominancia apical, regulación de la flora­

ción, geotropismo y algunos compuestos sintéticos presentan activi­

dad de herbicidas selectivos. 6 

~c::=:O 
~N_!J 'OH 

Acido -3- indolacético 

2.1.2 GIBEREL!NAS. 

Fueron aisladas por primera vez a partir del hongo Gibberella 

Fujikuroi, también conocido como 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 li 

quido secretado por éste hongo en el que se identificó una sustan­

cia a la que le dieron el nombre de ácido giberélico (AG3). 

las giberelinas son ácidos diterpénicos que tienP.n el esquele-

to de gi bano. 

~ 
HO~~OH 

Esqueleto de Gibano Acido Giberélico (AG
3

) 

Las giberel inas se designan con las letras AG seguidas de un 

número. Al finalizar 1982 se conocian 64 giberelinas. 7 

Estos compuestos promueven el al argami en to de los ta 11 os. 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 giberel inas tienen un papel muy importante en la germina­

ción y crecimiento de las plantas. 9 

2.1.3 ABSCISINAS. 

El ácido abscísico (AA) fue descubierto en tres partes del mun­

do trabajando independientemente. 10 

a} En la Universidad de California, Carns y Addicott, investi­

gando una sustancia que acelera la abscisión de hojas. La 

estructura fue determinada por Ohkuma, et al ( 1965) dándole 

el nombre de "Abscisina 11". 

b) El grupo de Wareing en Australia, investigando la dormancia 

en árboles, obtuvo un extracto altamente activo para obs­

truir la formación de retoños en semillas, es decir, funcio­

na como inhibidor. A ésta sustancia fue llamada uoormina" y 

posteriormente identificada como "Abscisina Il" por Corn­

forth ( 1965). 

c) Rothwell y Wain (1964) en la Universidad de Londres aislaron 

esta sustancia de Lupinus 1 uteus y se demostró que es la re~ 

ponsable de la caída de flores. Addicott, et al (1968) cam­

biaron el nombre de "Abscisina 11" por Acido Abscisico (ABA). 

El ABA puede originar dormancia en el embrión, inhibe muchas 

respuestas de las gib~nas y citocin1nas.
11 

O~OH -~OOH 
(+)-Acido Abscísico 
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2.1. 4 ETILENO 

El etileno es una curiosa sustancia para ser considerada coffio 
una hormona, ya que es muy simple y a temperatura ambiente es un gas. 

El tratamiento con bajas concentraciones de etileno en plantas, ori­
gina profundos efectos metabólicos. 

Se conoce desde hace muchos años que en el desarrollo de frutas 
está involucrado el etileno. y que la máxima producción de etileno 

en la maduración de frutas coincide con el tiempo de respiración cli 
ma:.érica {incremento en la respiración durante el perío~o de madura­
ción de muchas frutas). 

El etileno estimula la germinación de algunas semillas, regula 
el rr.ecanismo de la formación de auxinas, etc ••• 

2.1.5 CJTOCJN!NAS. 

CHz = CHz 

ET! LENO 

La idea de que la división celular en vegetales superiores pue­
de controlarse por sustancias. fue propuesto en 1892 por Wiesner. La 
hipótesis anterior fue probada por Haberlandt (1913) en parenquima 
de pata ta. 11 

Investigaciones posteriores como los trabajos de Skoog en teji­

dos de tabaco pusieron d~ manifiesto la presencia de una sustancia 
que regula la división celular y demostraron que ésta no se lleva a 
cabo en aUsencia de dicha sustancia. 12 

El agua de coco, extracto de malta, extracto de levadura y DNA 

- 6 -



en auto clave provC1can la división celultlr. El primer compuesto ac­

tivo aislado y caracterizado a partir de una fuente natural fue la 

kinetina extrafd~ por Mi11er de DNA del esperma de arenque en un au­

toclave.13 La kinetina se originó de la degradación del ONA al per­

n:ianecer mucho tiempo en el autoclave. 

El término citocinina fue sugerido por Skoog (1965) y es ahora 

generalmente aceptado para describir compuestos que promuev~n la di­

visión celular (CITOCINESIS) en plantas. 10 

En 1963, Letham aisló la primer citocinind de fuentes vegetales, 

a la cual le dió el nombre de Zeatina, obtenida de maíz tierno. 14 

En 1973. Letham descubrió 1 a pre sene i a de ri bós idos de zea ti na. 

ribótidos de zeatina y pequeñas cantidades de otras citocininas en 

maíz. 15 Summons y colaboradores en 1980 aislaron tambiP.n de maíz, 

glucopiranósidos y ribofuranósidos de citocininas. 16 

La zeatina y ribósidos de zeatina se han aislado de un gran nú­

mero de plantas, hongos. bacterias, etc. La segunda citocinina ais­

lada de fuentes naturales fue N6-( .a 2 - isopentenil) adenina, la más 

ampliamente distribuida en la naturaleza debido a que ha sido encon­

trada en el RNA de inamiferos. hongos y plantas. 10 

Las citocininas tienen en su estructura una base de adenina y 

un radical unido en la posición N6 . 
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NH 

t8()N 
N N 

H 
Adenina 

( 6- Ami no puri na) 

J=C
CH3 

Hk OH 

l~,!,l__,ff 
N N 

H 

(E)- Zeatina 

(Zeatina) o "Z" 

CH, 

HN~ 
'T '(~§ OH 

? N ~ 
e - 0-P-0-CH, 

~o 
O!iOH 

Ribótido de Zeatina 

o [9R-5'P]Z 

Cinetina 

HN~ 
tÓC; 

N N 

HO~ 
OHOH 

I sopenteni la denos ina 

( IPA ) 

· CH> 

H~N~Q 
N-~ l.-,, ,.Atoo1, 

H 0 
OH 

HO H 

0-]3-D- Gl ucopi ranos i l 

zeatina ó [06]Z 
En la tabla 2.1 se muestran las citocininas aisladas de 
maíz tierno (Zea mays) hasta 1983. 16 •17 
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Tabla 2.1 Citocininas aisladas de 

Zea mays hasta 1983. 16 •17 

-CHi~CH, 
H..---...__OH 

-C1-1,.....__,_CH3 
H...--....._OH 

-CH,'-./ CH, 
H~OH 

-CH¡'-._/CH3 

H~OH 

-C~z~O-glucosil 
Cti3 

-CH,----C:-o- glucosll , ... , 
-CH1~0H 

Cti3 
-CH1...___......(MJ 

H~Ot-1 

H 

R1bosil 

R1 bes i1 -5-P 

H 

Ribosi 1 

Ribosil 

H 

Gl ucos il 

H 

Ri bosi 1 

Ri bosi 1 

H 

Ri bos i 1 

Glucosil 
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H Z 

[9R]Z 

[9R-5' P]Z 

OH [2-0H]Z 

H 

[9G](diH)Z 

[OG]Z 

[9R](OG)Z 

(diHOG)[9R]Z 

(diHOG)Z 

(diH)[9R]Z 

[9G]Z 



METABOLISMO DE C!TACIN!NAS 

ANABOLISMO 

Las citocininas libres presentes en tejidos vegetales pueden 

formarse a través de una o ambas de 1as siguientes rutas: 

a) A través de una sustitución en la cadena 1ateral por adeni­

na, ribósido y ribótido de adenina. La cadena lateral de 

casi todas las citocininas naturales contienen cinco áto­

mos de carbono y ésto hace sugerir que se derivan del ca­

mino biosintético del isopreno. 

b) Por hidrólisis de ciertas especies de RUAt que contienen en 

su estructura moléculas de ci tocininas. 1 

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

pueden formar a través de la hidrólisis a niveles mononucleotidicos 

de dicho RtlAt. Tales hidrólisis y liberación de citocininas pueden 

ser significantes en células secas, autolisables de diferentes teji­

dos vasculares como sugiere Sheldrake. 18 Pera es improbable que can 

tidades significativas de citacininas son liberadas de RNAt de célu­

las vegetales vlvientes. Por otra parte. varias evidencias sugieren 

que las citocininas libres en plantas son biosintetizadas por un ca­

mino que no involucra degradación de RNAt: 19 

-La activ·idad de citocíninas libres en la punta de la raíz del 

chícharo es 27 veces mayor que la acti11idad de las citocininas 

obtenida por hidrólisis del RNAt. 2º• 21 

-E1 crecimiento de las semillas del chlcharo depende de la sint~ 

sis de citocininas. Estudios con inhibidores indican que su 

slntesis sigue una ruta similar a AMP y adenina para dar post_g 
,·iormente citocininas. 22 
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-Cuando se aplicó adenina marcada a cal los de células se produjo 

isopentiniladenina marcada y, por otra parte se aislaron citoci 

ni nas no marcadas a partir de RNAt. 23 

-Todas las especies de RNAt que contienen citocininas reconocen 

codones que inician con uridina. Estas especies de RNA son es­

pecíficas para serina, fenilalanina, cisteina, triptofano, leu­

cina y tirosina. La evidencia experimental demuestra que la 

presencia de citocininas en la molécula de RNAt participa en el 

mantenimiento de la estructura terciaria adecuada, que le permi 

te desempenar su función de donador de aminoacidos en la s1nte­

sis de proteínas. Sin embargo, existen células que poseen cit.Q 

cininas en los RNAt, y a pesar de la función ya descrita requig 

ren citocininas libres para su crecimiento. 24 

Otros reportes también indican que el RNAt no es la principal 

fuente de citocininas. 26 La posibilidad más factible para su forma­

ción es que ocurra transferencia de un grupo isopentenilo de IPP 

6sipentenilpirofosfato) a la posición seis de la adenina, o a sus CQ 

rrespondi entes ri bós idos y ri bót idos. Los experimentos conducidos 

para explorar ésto, desafortunadamente no producen hasta el momento 

información concluyente. 1 Cuando se alimentan tejidos con ácido me­

valónico c14 (el cual puede ser metabolizado a (c14 -IPP) no se deteE_ 

ta la aparición de cantidades significantes de citocininas libres 

marcadas, lo cual sería de esperarse si el c14-1PP fuera utilizado 

en la formación de la cadena lateral al transferirse a la adenina. 

Por otro lado hay buenas evidencias de que la adenina marcada es con 

vertida por tejidos vegetales a citocininas libres marcadas 23 como 

ya se indicó anteri armen te. Así, tejidos cu1 t ivados de Vi nea rosea 

forma c14-ribótido de Zeatina de c14-adenina y posteriormente apare­

cen c14-ribósido de Zeatina, c14 -zeatina y glucosidos de c14-zeatina. 

De ésta forma los experimentos de V. rosea indican que la biosínte­

sis de citocininas ocurre primero a nivel nucleotidico. 1 
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Las reacciones enzimáticas necesarias para dar citocininas indg 

pendientes de la degradación del RNAt no están muy claras. No exis­
ten evidencias reportadas para la transferencia de un grupo isopentg 
nilo de isopentenilpirofosfato a la adenina o adenosina, que puede 

ser un paso básico en la bioslntesis de citocininas, y sería una reaf 
ción análoga para formar isopenteniladenina en el RNAt. 19 

CATABOLISMO 

Las investigaciones realizadas por Sununons y colaboradores en 
semil 1 as de maíz demuestran que 1 os productos de degradación de ci t.Q 

cininas al haber un exce~o de éstas, originan principalmente ribóti­

dos de adeni na y a de ni na, ya que éstos pueden ser mejor ut i1 iza dos 

en otros metabo 1 i smos. Sólo pequeñas cantidades de ci toci ni nas de­
gradadas son trans fonnadas a 0-gl ucós idos, di hi drozeat i na y adenosi­
na. 16 

Estos resultados hacen suponer que el rompimiento de la cadena 

lateral de las citocininas es la principal vía metabólica para tran~ 
formar el exceso de citocininas exógenas aplicadas en células veget~ 

les. Estos productos de degradación y las pequeñas cantidades de ci 
tocininas reducidas y glucosiladas en la cadena lateral, son formas 
que reducen la actividad citocinética. 16 

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 li 

beradas cuando se requieren en la división celular. Hay 

evidencias de que citocininas 0-glucosi l conjugadas pueden 
ser formas de almacenamiento. 16 
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e) Productos de detoxificación formados cuando los niveles de 

citocininas exógenas son tan altas que pueden ser perjudi­

ciales. 

d) Productos de inactivación. O-glucósidos se han encontrado 

en semillas y hojas maduras ó senescentes. También se han 
encontrado citocininas conjugadas con glucosa en las posi­
ciones 3,7 ó 9 del anillo purínico. Los glucósidos que se 

encuentran en las posiciones 7 y 9 son mucho menos activos 

que las citocininas libres no conjugadas. 

Los nucléotidos de citocininas tienen un significado especial 

en el metabolismo de citocininas ya que aparecen como productos ini­
ciales de la bioslntesis de citocininas y, en rr.uchos tejidos es el 

primer metabolito formado en cantidad apreciab1e a partir de bases 
de citocininas exógenas. 

Todo parece sugerir que las citocininas libres tienen un papel 

biológico o un mecanismo de acción diferente al de las citocininas 
unidas al RtlAt. 

En la fig. 2.1 se muestra una representación simplificada del 

posible metabolismo de citocininas naturales propuesto por Letham 
(1963). 26 
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AMP / [9R-5'P)IP 

¡pp ----..... 

[ 9R JI P 

trans / 

___.. [ 7G ]IP 
-;:::::;- ¡p 

~ ur 
hidroxilación •. RNAt Ade y Ados 

/ ............ [ 9R w·· ~~~n f 

lt~-;::::--·~ [ 9R-5'P l z F (OG)Z y (OG) [ 9R ]Z 

[ 7G ]Z y [ 9G ] Z 

Alanina 
conjugada 

0-acet i1 

serina 

UDPG 

(diH)Z y (diH)[9R)Z~(diHOG)Z y 

( diHOG) [9R)Z 

AMP Adenos i nmonofos fato 

IPP Isopentenilpirofosfato 

IP Isopenteniladenina 
= Ribosil 

= Fosfato 

= Zeatina 
= Gluco~i 1 

OG • 0-glucosil 

diHOG = dihidro-0-glucosil 

Fig. 2.1 Metabolismo de citoc1ninas Letham (1983). 28 

- 14 -



2.2 ALMACENAMIENTO Y OETERIORO DE SEMILLAS 

2.2.1 LONGEVIDAD DE SEMILLAS 

Existen considerables controversias el hecho de que muchas semi 
llas mantienen su viabilidad por muchos afies. Quizas la historia 

más conocida sea la supuesta germinación de trigo encontrado en cav'ª­

ciones arqueológicas en las construcciones del viejo Egip.to y en la 

tumba de Tutan Khamen, dado a conocer públicamente a finales del si­

glo XIX e inicias del xx 7; pero todos esos comentarios son muy enga­

ñosos. Datos de carbono-14 indican una edad de 4000 años, 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 M~ 

seo Británico, quedó claro que todo el material se encontraba ya 

muerto. Otras pruebas sobre estas semillas indican una destrucción 

de la organización celular y una completa ausencia de ácidos nuclei­

cos con pesos moleculares a 1 tos. 29 

Las semillas vivientes más antigüas son probablemente las de C.2, 

nna compacta descubiertas como partes de un collar sonante en tumbas 

Pre-Inca de Sta. Rosa de Tastil en Argentina, el material indica una 

edad de 620± 60 años con carbono-14. Cuando fue gerffiinada en 1968, 

su crecimiento fue lento y difícil 1 la raíz muestra problemas geotr.Q 

picos anormales, síntomas típicos de germinación para semillas vie­

jas. Esta famosa planta y sus descendientes ahora sobreviven en el 

departamento de Botánica en la Universidad de la Plata, Argentina. 29 

Como estos datos auténticos para longevidad de semillas existen 

muchos otros que se muestran en la 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 de germinación en: Longevidad 
reco 1 ecci ón 1906 1934 (años) 

Mimosa glomerata 1853 50 50 81 

Mel ilotus lutea 1851 30 o 55 

Cyti sus aus tri acus 1843 10 o 63 

Di oc lea pauci flora 1841 10 20 93 

Tri fo 1 i um arvense 1838 20 o 68 

Stachys nepetifol ia 1829 10 77 

Cassia bicapsularis 1819 30 40 115 

Cassia multijuga 1776 100 158 

2.2.2 VIABILIOAO Y CAUSAS EN EL DETERIORO OE SEMILLAS 

La mayoría de 1 as especies de semil 1 as retienen su viabilidad 

cuando se secan~ el secado es la fase normal final en la maduración 

de 1 a mayoría de las semi 11 as y es común a lir.acena rl as con un bajo 

contenido de humedad. Las semillas que requierer. ser almacenadas 

con un bajo contenido de humedad, para tener un m:lximo de viabili~ad 

se llaman "ortodoxas", sin embargo, existen especies de semillas que 

retienen un contenido relativamente alto de humedad durante su alma­

cenamiento para tener un máximo de viabilidad, a éstas se les llama 

"recalcitrantes". 7 

Cuando el contenido de humedad en semillas ortodoxas es alta 

(30%), aún pueden germinar, y entre 18-307: se deterioran rápidamen­

te por microorganis1r,os presentes; abajo de 8-9 de humedad hay poca 

o nula actividad de insectos, y mena1· 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 almacenamiento entre 0-SºC es g~ 

neralmente aceptado ya que disminuye la actividad degradativa de en­

zimas. Un almacenamiento de semillas secas a temperaturas por deba­

jo de OºC en atmósfera seca, pueden mejorar longevidad. 7 En bancos 

genéticos se sumergen en Nitrógeno líquido las semillas sobrevivien­

do por tiempo indefinido. 3o 

La disminución de viabilidad en las semillas también puede or.i 

ginarse por cosechas prematuras. condiciones de maduración y recoles. 

ción deficientes; los daños mecánicos pueden crear centros de infec­

ción originando un deterioro ace 1 erado. Al tas temperaturas durante 

el secado, o el secado excesivo, pueden reducir dramáticamente la 

viabilidad. 

Si las semillas se mantienen en almacén abierto, a bajo contenj_ 

do de humedad, entonces 1 os gases ambiental es pueden intercambiarse 

debido a la actividad respiratoria de las semillas y microflora aso­

ciada, rete ni ende más su vi abi1 i dad. Por ejemplo. en semi 1las de 

chícharo puestas once semanas {cuando el almacén contenía 18.4 '° de 

humedad a 25:c) en una atmósfera cerrada, decrece el Oxígeno de 217, 

a 1.4"''. y hay ur, incremento de co 2 de 0.03 a 12 . Esto disminuye la 

viabilidad en un 50? .. En car.ibio en almacén abierto las semillas man­

tienen una atmósfera de Nitrógeno que pueden retener su viabilidad 

cons i derab 1emente. 

En términos general es. la humedad y tempera tura son 1 os pri ne i -

pales factores que determinan la viabilidad en el almacenamiento de 

semillas. 7 

2.2.3 BASES BIOQU!f.\!CAS PARA El DETERIORO DE ioMILLAS ORTODOXAS. 

El almacenamiento de semillas bajo condiciones adversas reduce 
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su viabilidad o capacidad de germinación (algunas veces hasta cero) 

o amplían la viabilidad, no necesariamente una declinación en la ger 
minación, sino un desarrollo anormal del retoño (poco vigor}. 7 

RESP!RAC[ON Y SINTES!S 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
ción y, con el tiempo, la producción de A.TP es más eficiente junto 
con el consumo de ox.'igeno. La producción de ATP comienza muy pron-

to después de iniciada la imbibición, y el ATP suficiente se produ-
ce en un corto tiempo para otros procesos metabólicos que comienzan. 7 

En embriones no viables, por ejemplo del maíz, la mitocondria se hin­
cha y la estructura de su membrana interna se distorsiona. En los em 

briones no viables los organelos incrementan su desorden después de 
la imbibición. No es sorprendente que el contenido de ATP en semi­

llas no viables sea considerablemente menor que en las correspondie_!} 
tes viables (tan bajo como l~; en Trifolium incarnatum) y por lo tan­

to, es insuficiente para soportar los procesos metabólicos esenciales 
para la germinación. Quizás, entonces, las mitocondrias ex.traídas de 

las serni11as deterioradas están parcialmente incompletas. 7 

PROTEINAS Y ACIDOS NUCLEICOS. 

Los embriones de cereales y ejes embrionarios viables de legum­
bres y otras, inician la síntesis de proteínas bajo imbibición. Por 

otro lado, embriones viejos pero viables de ciertos cereales muestran 
signos de reducción en la síntesis de proteínas. 

En embriones de cereales no viables, la inabilidad para la sín­

tesis de proteínas está acompañada por una marcada disminuci6n de la 
capacidad para la síntesis de RNA. 7 

Por otro lado~ la disminución gradual de viabilidad por almace-
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namiento prolongado de semi 11 as, se ve acompañada por una reducción 
en 1'a integridad del RNAr, 31 como lo indica la tabla 2.3. 

N. 

N. 

N. 

N. 

Tabla 2.3 Relación entre la integridad del RNA ribosomal y 

germinación de semillas secas,_ reportado en 1980. 31 

Año de re- % de ger- Tiempo para 3 de RNAr 

Especie colección. mi nación. completar 1a íntegro 
germinación 

(días) 

glutinosa 1978 98 2. 8 88 

glutinosa 1973 97 3. 7 82 

tabacum 1978 82 5.1 63 

tabacum 1973 72 l 7. 7 23 

Otras investigaciones llegan a los mismos resultados sobre la 
degradación de ácidos nucléicos por almacenamiento prolongado de se­

mi 1las. 32 

El RNAm es imperfecto en semi1 las no viables, y aunque es capaz 
de catalizar síntesis de prote1nas in vitro, los productos pueden 

ser defectuosos o incompletos. 33 

También se sabe que al incrementar el periodo de almacenamiento 
se dañan los cromosomas, ésto se detecta por el número de células 

aberrantes formadas. Probablemente durante el envejecimiento se ac­
tivan las ONasas nucleares {enzimas que degradan el ONA), lo que da 

por resultado una degr:adación parcial del ONA molecular. 

la cantidad de DNasas en embriones secos de centeno es más alta 

en semillas no viables que en el material viable. Esta y otras evi-
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dencias son indicativas de una fragmentación parcial del ONA en com­

ponentes de peso molecular bajo, durante el envejecimiento en almac_g 

namiento seco, 34 tabla 2.4. 

Tabla 2.4 Contenido de DNA con alto peso molecular extraído 

de embriones de centeno de diferente viabi1idad. 34 

Viabilidad {>) 

95 

64 

15 

o 

Contenido de DNA con 
alto peso molecular 
{mg/g de peso seco) 

10. 2 

9. 7 

7 .8 

3.1 

Cuando 1 as semi 11 as de 1 echuga y fresno se almacenan can a 1 to 

contenido de humedad, pero en estado dormante, mantienen su capaci­

dad de germinación por largos períodos (muy parecido a semillas en­

contradas en el suelo) y permanecen con poco daño en el cromosoma 

tabla 2.5. Esta tabla muestra la pérdida de viabilidad de semillas 

de lechuga almacenadas a un bajo contenido de humedad (9. 7%} origi­

nado por la inactividad de sistemas enzimáticos capaces de reparar 

el daño sufrido en organelos del citoplasma, DNA y otras macromolé­

cu.las. A un contenido de humedad más bajo (5. 7%) no hay daño apreci-ª 

ble para afectar la germinación, porque las enzimas degradativas no 

pueden operar a un bajo contenido de agua. 35 Para éste tipo de semi 

llas, llamadas "recalcitrantes", la reparación enzimática sólo puede 

ocorrir en un alto contenido de humedad y el daño sufrido por almac_§: 

na"'"iento puede repararse continuamente y no acumularse totalmente. 
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Aunque en semillas secas 11 ortodoxas~ que requieren bajo conteni­

do de humedad para tenA:r máxima vi abi 1 i dad, deterioradas por a 'i '1acena­
miento, el mecanismo de reparación se active en el periodo de imbibi­

ción, ésta reparación padrla ser insuficiente si el daño fuese muy 
grande originando una pérdida de viabilidad. 

al to 

Tabla 2.5 Efectos del almacenamiento a diferentes contenidos 
de humedad sobre la germinación y degradacióri de 

los cromosomas en la radlcula de lechuga. 35 

Contenida de agua Germinación (%) Cromosomas aberran-
en semillas alma- tes (%) 
cenádas (X) 

9. 7 17 45 

7 80 17 

5.1 100 10 

contenido de humedad 100 

no ülmacenadas 100 

Las aberraciones cromosómicas causan una disminución en la via­
bilidad de semillas. 

Semillas tratadas con agentes insecticidas o plagicidas como ma­
lathion muestranbaja viabilidad y parecen tener una mayor síntesis 
temprana de ONA. 36 
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2. 3 HORMONAS EN EL OESARROLLO OE SEMILLAS 

AUXINAS 

El ácido indolacético (AIAj. auxina principal. se pres~nta en v~ 

rias formas de enlace; en semillas inmaduras de maíz. por ejemplo, 

existen arabin6sidos de AIA, indolacetato de miositol, arabinósido de 

AIA inositol. Estos compuestos se consideran precursores del AIA, el 

cual en el transcurso de la germinación, libera de ellos enzimeitica­

mente y se transporta probablemente a la punta del coleptilo de la s~ 

milla en crecimiento. En maíz y otros cereales se extraen del endos­

penno. Durante el desarrollo de muchas semi 1 las se ha observado un 

incremento en el contenido de AIA libre; mismo que disminuye al com~ 

pletarse la maduración debido a que se convierte metabolicamente a 

formas enlazadas y a otros productos, esto sucede principalmente en 

e 1 endospermo, 37 fig. 2. 2 

Fig. 2.2 Auxinas (AIA) en el o 

lD desarrollo de semi- t .. 
llas de guisantes . ..,, 
AIA en el embrión ~o "'.., - ~ 
(----), AIA en el "' ~ a-.'-

endospermo (--). ~u. 
e 6 IZ IS Z.4 JO 

ái'as Je desaYroUo 

G IBEREL l NAS 

Al finalizar 1982 se conocian 64 giberelinas, la mayorfa encon­

tradas en granos en desarrollo. Muchas giberelinas conjugadas han 

sido identificadas como glucósidos y glucopiranósil esteres. 

La actividad de la giberelina puede se1· interconvertida, en gui­

sar.:es por ejemplo, se han identificado dos caminos: 
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--.. AG
9 

_,. AG51~ cata bol ita de AG51 

Todas estas giberelinas al final son activas excepto AG 29 , AG51 
y sus cataboli·tos. 

La intercoversión conduce al final a la inactivación de las gi­

berel i nas endógenas. En e 1 de sarro 11 o de la semilla. la mayori a de 

las gi berel i nas son activas, y la i nact i vi dad se observa so lamente 

al final de la maduración. Parte de la disminución de giberelinas 

libres en semillas maduras se debe a conjugaciones por dar glucósi­

dos, glucosi1 ésteres y catabolitos giberélicos, pero la mayoría de 

éstos son desconocidos. 7 

AC!DO ABSCISICO 

Esta hormona se ha aislado de semillas inmaduras de varias espe­

cies. La forma libre del inhibidor puede encontrarse en concentraci.Q 

nes altas, especialmente en legumbres. Las formas enlazadas glucósi­

.do y glucosil éster, son las más comunes. Ambas formas libres y enl~ 

zadas se localizan en varias partes de la semilla (embrión y endosper 

mo). Como sucede con otros reguladores del crecimiento en semillas 

inmaduras 1 el ABA aumenta su concentración durante el desarrollo de 

1 a semilla; generalmente presenta uno o dos máx irnos y después declina 

rápidamente durante el secado de la semilla,
7 

fig. 2.3. 

Fig. 2.3 ABA en el desarrollo do 

granos de trigo. Extra_f 

ción total de ABA 1 ibre 

a partir del grano (-) 

junto con su contenido 

de agua (---) 7 
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CITOCININAS 

Como ya se mencionó anteriormente, las citocininas en el maíz 

se encuentran tanto en forma libre como en forma enlazada, formando 

ribósidos, ribótidos. glucósidos, etc. 

No está claro en que parte de la planta se sintetizan las cito­

cininas. La actividad citocinética se incrementa marcadamente dura!l 

te el desarrollo de la semilla y declina con la maduración. Este 

comportamiento es consistente con el papel desempeñado por 1-ls cito­

cininas en el control del crecimiento de la semilla, 38 fig. 2.4 

Fig. 2.4 Citocininas 

de semillas 

citocininas 

en 
en el desarrollo ~ 

de Lupinus al bus; ~ ~ 
(-); crecimiento ~ ~ 

d2 la semi 11 a en peso fresco 

(---). 

20~1,/ !.O 

10 ' 0.5 

.' o ___ ,. o.o 
2 4 6 e 'º 
semanas 

Estas evidencias muestran una relación entre las fitohormonas y 

el crecimiento del embrión. Durante el crecimiento de la semilla hay 

aumento de giberelinas activas; el per'iodo de división y alargamiento 

celular en el embrión y endospermo se lleva a cabo cuando las citoci­

ninas libres se encuentran en sus niveles altos. El inhibidor ABA e_§_ 

tá asociado más con la detención del crecimiento del embrión que con 

la promoción, no obstante, el desarrollo embriogenético puede ocurrir 

en presencia del ABA, pero al crecimiento germinativo no es posible. 

Puede ser que la función de ABA sea prevenir que el embrión pase 

directamente de la embriogénesis a la germinación, lo que implica un 

periodo de senescencia sobre el embrión. 39 
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2.4 GERMINACION 

En la 1 itera tura cientlfica el término germinación es objeto de 
un uso indefinido y algunas veces incorrecto y por lo tanto es impor­

tante aclararlo. La germinación se inicia con la absorción de agua 

por la semilla (imbibición) y termina cuando aparece exterionnente la 
radícula. 7 ' 40 Por consiguiente i ne 1 uye numerosos eventos; por ejem­

plo, hidratación de proteinas, cambios estructurales subcelulares, 
respiración, síntesis de macromoléculas, elongación celular. Estric­

tamente hablando, la germinación no incluye el crecimiento de la plan 

ta, el cual comienza cuando la germinación termina. Los procesos que 
ocurren en la naciente radícula, tal como la movilización de mayores 

reservas almacenadas. no son parte de la germinación, son procesos 
postgerminativos. 7 

El progreso de la germinación puede determinarse aproximadamente 
por medición de agua absorbida o por la respiración, pero esas medi­

ciones dan sólo indicaciones amplias de lo que los procesos de germi­
nación pueden alcanzar. Unicamente la etapa de la germinación que P.Q. 

demos medir fácil y precisamente es su terminación, la emergencia de 
la radícula. 7 En la fig. 2.5 se muestran las partes principales de 

un grano de maiz (Zea mays). 7 

Pericarpio Endospermo ha ri naso 

Endospermo calloso 

Escutelo 

Fig. 2.5 Partes principales de un grano de Zea mays. 7 
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2.4.J HORMONAS EN LA GERM!NAC!ON 

La evidencia de que las hormonas pueden requerirse para la ger­

minación de semillas, se originó a partir· de estudios sobre la natu­

raleza y cdusa de la dormancia en semillas. Estudios iniciales indi­

caron que los niveles de inhibidores en semillas están relacionados 
con la dormancia y los niveles de promotores de la germinación con 

el rompimiento de la misma. Entre los inhibidores de la germinación 

podemos mencionar el ABA, como el más potente descubierto en la nat_!! 

raleza. 41 

Unosde los resultados más importantes en la investigación de fi­

tohormonas en semi 11 as fueron los de 1 os es tu di os sobre e 1 papel de 

AG3 en granos de .cereales. El descubrimiento de que de todas las hor­

monas que se encuentran en la naturaleza, sólo las giberelinas pueden 

sustituir al embrión en la iniciación de los eventos conducientes a 

la movilización de sustrato en granos de cebada, apoyan fuertemente 

la posibilidad de que estas hormonas son el agente primario en lar~ 

gulaci6n de la germinación. Estudios con aleurna de cereales reve­

lan el mecanismo bioquímico por medio del cual actúan estas hormonas: 

Primero la absorción de agua origina que el embrión produzca pe­

queñas cantidades de giberelinas, ya que está demostrado que el em­

brión es la fuente natural de giberelinas. Las gib~relinas entonces 

se difunden a la capa de aleurona que rodea a las células almacenado­

ras de alimento en el endospermo, originando la formación de enzimas 

para desintegrar 1 os a 1 imentos de reserva en e 1 endospermo. Una de 

las enzimas que más se activa es o< - amilasa. 40 

Como las auxinas tienen una estructura parecida al aminoácido 

triptofano y las citocininas tienen una base de adenina es posible 

también que se originen de la degradación de proteir.as .1 ácidos nu-
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cléicos, respectivamente. 18 De ésta forma se difunden hacia el em­

brión para su desarrollo, fig. 2.6. 

Hidro1asas Citocininas 

·~'"'º":~ '~ '~ ~ 
Embrión Agua Coleoptilo /' 

Ra lz 

Fig. 2.6 GerminaciOn de una semilla de cereal. 

Este modelo hormonal de germinación no está muy completo, ya 

que citocininas y auxinas se encuentran presentes antes de iniciar 

la germinación y no solamente provienen de la degradación de macro­

moléculas. Las cítocininas y las auxinas se encuentran inactivas en 

forma enlazada y se liberan al iniciar la germinaciOn, como ya se CQ. 

mentó anteriormente. 

Paree i era ser que 1 as hormonas actúan secuencial y mecáni camen­

te en la germinación de semillas, lo cierto es que existe una inter­

acción entre hormonas para regular la germinación. 

La participación de citocininas como regu1adares de la germina­

ción fue dado a conocer en 1971; éstas~ junto con giberelinas y ABA 

fonnan los tres reguladores naturales más importantes de la germina­
ción y dormancia en semillas. 42143 
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ANTAGONISMO CITOCI NI NA-INHIBIDOR 

Los experimentos demuestran que 1 as hormonas pueden oponerse (o 

modificar) los efectos de las otras hormonas en la germinación. Por 

ejemplo, la inhibición de ABA en la germinación de semillas de lechu­

ga es revertida por citocininas. 44 El antagonismo 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 más importantes del estado dorman­
te. 41,45 

PAPEL PERMISIVO DE CITOCININAS 

Giberelinas, inhibidores y citocininas pueden integrarse para e~ 

plicar la regulación hormonal en la dormancia y la germinación. Los 

procesos inducidos por AG3 ~ tales como síntesis de o< - ami1asa en 

cereales, se inhiben por ABA y el efecto se revierte solamente por c.f 

tocininas y no por un exceso de AG3 • 46 • 47 Estas ) otras investigaci.Q 

nes demuestra;1 que las fitúhormonas pueden tener~ designadas funciones 

en el control de la germinación y dormancia asuniendo las giberelinas 

el papel primario, e inhibidores y citocininas asumiendo los papeles 

"preventivo" y "permisivo", respectivamente. 

E1 término 11 permisivo 11 es usado por primer·a vez por Khan 42 para 

indicar una acción especifica en una fi tohormona. Este término hri s.f 

do usado par.i describir interacciones hormonale:s en tejidos animales. 

Un notable ejemplo es el caso de la insulina, la presencia de ésta es 

esencial para que estrógenos y prolactina promuevan el crecimiento 

del útero y glándulas mamarias. La insulina, por decirlo así, no ti_g_ 

ne 1..1n efecto directo sobre éstos procesos. De igu3l forma, las cito­

cininas aunque no afectan la germinación directamente, aparecen como 
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esenciales para completar los procesos germinativos inducidos por gi­

berel inas cuando éstos procesos son bloqueados por inhibidores. 42 

Las ci tocininas se requieren para eliminar el bloqueo en la ger­

minación impuesta por tnhibidores, en ausencia de tal bloqueo, las cj_ 

tocininas no son indispensables. 

Un exceso de inhibidor no sólo puede ser la causa de la dorman­

cia en semillas, también la dorrnancia puede ser el resultado de poca 

cantidad de giberelinas (en ausencia de inhibidores), o poca canti­

dad de citocininas (en presencia de inhibidor). 42 

2.4.2 MODELO HORMONAL DE Y.HAN PARA EXPLICAR LA DORMANCIA Y GER­

MINACION. 

En base a observaciones de que las giberelinas, inhibidores y cj_ 

tocininas afectan la germinación Khan propuso un modelo hormonal para 

explicar la dormancia y la genninación. 42143 El modelo propone que 

las tres clases d¿ hormonas son reguladores importantes de éstos fe­

nómenos en semillas. Estas hormonas pueden agruparse en ocho situa­

ciones hormonales o fisiológicas que determinan la dormancia o germi­

nación en semillas. El modelo se representa esquemáticamente en la 

fig. 2. 7. 
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Fig. 2. 7 Un modelo para explicar el mecanismo hormonal en la dor­
mancia y germinación de semillas utilizando giberelinas, 

inhibidor y citocininas. La presencia de un tipo 9e hor: 
mona a concentración fisiológica es designada con el si_g_ 
no (+) y su ausencia o concentración baja por el signo 
{-). 42 

La presencia o ausencia de una de las tres clases de hormonas, 
a concentraciones fisiológicamente activas puede originar una dorman­

cia o germinación en semillas. Unas observaciones importantes de és­

te esquema se muestran a continuación. 

La dormancia en semillas se presenta cuando: 

a) Hay ausencia de giberel inas (situación 5-8) estén o no pre­

sentes citocininas e inhibidores. 
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b) Que exista inhibidor y giberelinas pero no estén presentes 

las citocininas (situación 3). 

La germinación ocurre en presencia de giberelinas y: 

a) Ausencia de inhibidor. sea que las citocininas estén {situa­

ción 2) o no-lo estén (situación 4). 

b) Presencia de inhibidor, con citocininas oponiéndose al efec­

to de ésta (situación 1). 

Este modelo da claramente a las giberelinas el papel primario 

en el control de la germinación como lo demuestran muchas investiga­

ciones. El papel de los inhibidores y citocininas en la germinación 

son secundarios y esencialmente prevetivo y permisivo, respectivamen 

te. Es interesante observar en este modelo, que la dormancia no so­

lamente resulta de la presencia de inhibidores, como se cree general 
mente, sino que también se puede originar por la ausencia de gibere­

linas, o citocininas. Todo lo dicho anteriormente no quiere decir 

que la germinación en la naturaleza sea controlada por la presencia 

o ausencia absoluta de hormonas. 

2.4.3 VARIAC!ON DE CITOCJNJNAS DURANTE LA GERMINAC!ON DE ZEA 

MAYS. 

Asa Julin-Tegelman (1979} investigó la variación de la activi­

dad citocinética endógena en maíz durante dos días de imbibición, 

analizando citocininas libres (bases libres y ribósidos) y citocini­

nas enlazadas (ribótidos}. 48 Sus experimentos indican que las semi­

llas de maiz seco contienen 70% más de citocininas libres que sus C_Q. 

rrespondientes ribótidos. A las 4 hr. de imbibición el nivel de ci-
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tocininas libres se incrementa aproximadamente a un 90% y los ribó­

tidos en el mismo tiempo disminuyen a un 33%. 

La mínima cantidad en que disminuyen los ribótidos de citocini­
nas no explica el gran incremento de citocininas libres. Después de 
48 hrs. de imbibición el contenido de citocininas libres decrece a 
un 20% por debajo del nivel que contiene las semillas secas, mien­

tras que los ribótidos de ci tocininas se mantienen a un nivel bajo 
durante la imbibición, fig. 2.8 

0.10 

o.os Sxl0-3 

'-~ ---- --•------_''.;º~íl 
24 48 cinetina mg/1 

Tiempo de Imbibición (h) 

Fig. 2.8 Niveles endógenos de citocininas libres (bases libres, ri­
bósidos) (-) y ribotidos de citocininas (---) durante 48 

hrs. de imbibición. El contenido de citocininas se expre­
sa en absorbancia. Extractos equivalentes a 2 gr. de semj_ 
lla seca fueron probados por el bioensayo del amaranto. 

Las barras verticales indican S.E.M., N = 4. 
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Otros resultados importantes sobre los cambios en los niveles 
endógenos de citocininas durante la germinación en semillas de maíz, 

fueron obtenidos por Smith y Van Stadey (1978). 49 Las citocininas 

fueron separadas por cromatografía en papel dividiéndolas en dos 
fracciones: La fracción A contiene compuestos polares tales como gl_!;! 
cósido de zeatina, ribÓsido de glucosi 1 zeatina y la fracción B que 

contiene compuestos menos polares como zeatina, ribósido de zeptina 

y sus respectivos dihidro derivados. La variación de éstas citocini 
nas se muestran en la tabla 2.6. 

Tabla 2.6 Actividad citocinética detectada en extractos de semillas 

de maíz maduro y extractos de semillas 1, 2 y 3 días de 

imbibición. La actividad citocinética es expresada como 

equivalentes en.,.l'g de cinetina/g de peso seco. 

Oías de Fracción A Fracción To ta 1 imbibición 

o 1.12 0.48 1.60 

1.24 0.39 l. 63 

0.93 o.so 1.43 

0.13 0.30 0.43 

Como puede observarse en la tabla, hay una disminución en la ac­
tividad citocinética principalmente en la fracción A. 

Estos investigadores también analizaron la variación de citoci­
ninas en el embrión y endospermo. A los tres días de imbibición, en 

el endospermo hay una disminución en los niveles de actividad citoci­
nética en la fracción A de los extractos, comparado con el endospermo 

del material seco. Lo mismo pasa con la fracción B. 
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En el caso de las extracciones obtenidas del embrión, los nive­
les de actividad citocinética detectada en la fracción A se mantie­
nen altos durdnte ld imbibición. Hay una disminución en los niveles 

de actividad en la fracción B durante el periodo imbibicional. Esto 
probablemente se debe a la inmediata utilización de las bases libres 

en el desarrollo inicial del eje embrionario. 49 

Todo parece indicar que los glucósidos de citocininas presentes 

en el endospermo son transportados al embrión para utilizarlos en su 
crecimi~nto, ya que por otro lado en el embrión se detecta una alta 
actividad de _J3 -glucosidasa. 49 

El crecimiento del embrión depende de las citocininas del endos­
permo. Al separar el endospermo, existe poco desarrollo del embrión 
y una disminución en la velocidad de su crecimiento; aplicando cito­

cininas y en particular glucósidos, sustituyen parcialmente al endes 

permo. 50 Investigaciones sobre los m~tabolitos de citocininas mues-= 
tran evidencias de que citocininas 0-glucosil conjugadas pueden ser 
fonnas de almacenamiento de citocininas. 51 

2.5 ANALISIS DE CITOC!NINAS 

Generalmente los ni ve 1 es endógenos de hormonas vegetal es son 

muy bajos, por lo que es muy difícil aislarlos en suficiente cantidad 

y pureza para ana 1 izarlos por métodos espectroscópicos, por lo que es 
necesario usar otras técnicas. 

Los métodos ana 1 í ti cos de fi tohormonas, generalmente consisten 

en los siguientes pasos: 

a) Extracción con disolventes activos y disolventes orgánicos. 
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b) Puri fi caci ón o a is! amiento: utilizando· pri ncipa !mente méto­

dos cromatográficos. 

c) Identificación y cuantificación p'ár:_métodos biológicos Y. fi­

s i coqu í micos. 

2. 5. 1 EXTRACC ION 

Las citocininas se extraen con etanol acuoso o metanol acuoso. 

Disolventes menos polares no pueden ser utilizados para la extrac­

ción de citocininas por la baja solubilidad de éstas. Las extrac­

ciones se realizan frecuentemente a baja temperatura para minimizar 

la degradación enzimática o qulmica, debido a la posibilidad de que 

los ribótidos de citocininas liberen ribósidos por la acción de la 

fosfatasa y que algunas veces los ribósidos de citocininas al hidro­

lisarse liberan sus bases libres. 52 

También es conocido que las enzimas tales como la fosfatasa y 

ribonucleasa pueden actuar en la solución alcohólica a baja tempera­

tura. 53 

En la solución alcohólica se encuentran bases libres de citoci­

ninas. ribósidos y ribótidos de citocininas, pero junto con éstas 

también se extraen gran cantidad de sustancias que son separadas por 

extracciones en las que intervienen las propiedades básicas de las 

citocininas. 

La i sopenteni l adeni na, una de 1 as bases 1 i bres de ci toci ni nas, 

tienen dos valores de pKa, 3.4 y 10.4. El pKa 3.4 se atribuye al 

nitrógeno exoclclico protonado y el pKa 10.4, se atribuye a la dis.Q 

ciación de el grupo NH en el anillo de imidazo1. 1° Como puede obser 

varse. las bases de citocininas libres son compuestos anfotéricos. 
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Por otro lado, los ribósidos de citocin1nas presentan una débil basi 

cidad ya que los grupos NH del imidazol son bloqueados por los gru­
pos ribosi1. De ésta forma, 6-(3-metilbut-2-enil amino)-9-8-0-rfbo­

furanosil purina presenta un valor de Pka igual a 3.8, mientras que 
su base libre tiene un pka de 3.4. los ribótidos de citocininas tam 

bién son anfotéricos debido al grupo fosfato. 

Por la naturaleza anfotérica y su baja solubilidad en disolven­

tes orgánicos, las ci'tocininas no pueden ser fraccionadas usando pr.Q 
cedimientos generales de extracción. 

En la tabla 2.7 se muestran los coeficientes de partición en 

distintos disolventes orgánicos. 54 

Tabla 2.7 Coeficientes de partición (Kd [C] org./ [C] ac.) deba-

ses libres de citocini~a--.s~ 

Coeficiente de Partición 
PH Zeatina Cinetina I sopen ten i 1 

adenina 

Eter dietilico 7 .o 0.032 0.810 2 .33 

E ter di etil i ca 3.0 O.OH 0.237 o. 322 

Eter de petróleo 7 .o 0.0004 0.0006 0.003 

Eter de petróleo 3.0 0.0003 0.0004 0.001 

Acetato de etilo 7 .o 0.240 3.29 6.88 

Aceta to de etilo 3.0 0.049 l. 78 l.49 

n- Butanol 7 .o 5.25 20.6 40. 4 

n- Butanol . 3.0 l. 59 d.51 :o. 7 
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Como puede observarse en la tabla, las extracciones con n-Buta­

nol son muy eficaces en la purificación de citocininas por sus altos 

coeficientes de partición en éste disolvente a pH = 7. Las extrac­

ciones con n-butanol tienen la ventaja de aislar bases y nucleosidos 

de citocininas dejando en la fase acuosa a pH = 7 nucleotidos de ci­

tocininas y citocininas con grupos carbox.i1o en la cadena lateral . 17 

2.5.2 PUR!FICACION 

Después de evaporar el n-butanol con el cual se han extra'ido 

las citocininas, éstas son purificadas por algún tipo de cromatogra­

f~a. Generalmente se utilizan las cromatograflas en papel, capa fi­

na y columna (intercambio iónico}. La cromatografía en papel y capa 

fina frecuentemente se uti~iza para identificar citocininas por méto 

dos biológicos (bioensayo}. 55 La cromatografía en papel y capa fin; 

permiten separar compuestos de estructuras muy similares por ejemplo~ 
las isómeros de Zeatina-7-

1
.9-D-glucosido y Zeatina-9-,8-0-glucósido. 56 

La cromdtograf'ia en columna con resinas de intercambio iónico 

son extensamente usadas en la purificación de citocininas por que es 

uno de los procedimientos más f iic i 1 es para e 1 imi nar i nhi bl dores pre­

sentes en el extracto. Se utilizan resinas de intercambio catióni­

cos tanto en forma protonada como en forma de amonio. Existe la po­

sibi1idl!.d de r¡ue los nucleósidos y los nucleótidos liberen sus co­

rrespondientes bases libres de citocinlnJS, cu~rido las resinas de 

ácidos fuertes se eluyen con soluciOn amoniacal lo que odgina un e~ 

lentamiento local. 52 

ResindS de intercambio uniónico fuerun utilizadas. por Letham. 54 

El problema de éstos i·l::!sinds es que los nucl€otidos y nucleosldos de 

citocininas que tienen grupos carbo:d lo, son retenidos fuertemente 
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en la resina y sólo pueden eluirse con ácido fórmico. 

2.5.3 IOENT!FICACION Y CUANT!FICACION 

Como ya se mencionó anteriormente, se pueden utilizar métodos 
biológicos y/o fisicoquimicos para identificar y cuantificar fito­

hormonas. 

METOOOS B IOLOGI COS. 

Para éste método las citocininas se purifican generalmente por 

cromatografía en papel y capa fina. Es común que los métodos bioló­
gicos se realizen por bioensayo o ensayo inmunológico. 

BIOENSAYO. 

Un bioensayo consiste en medir la respuesta que un órgano o te-· 
jido manifiesta al ponerse en contacto con la sustancia a prueba, en 
éste caso citocininas. De ésta forma se obtiene una curva patrón 

que relaciona la respuesta del organismo y la dosis de sustancia a 
identificar. La respuesta puede ser elongación del tallo, biosínte­

sis de pigmentos, incremento en la biomasa u otra respuesta especifi 
ca. 

Los bioensayos tienen varios probl~mas inherentes; Requieren 

de varias horas y algunas veces de días o semanas; 57 las sustancias 

a identificar deben aplicarse exógenamente a 1 os tejidos ensayados, 
dando por resultado baja sensibilidad debido a los problemas de su 

transporte hasta el sitio de acción. Estos problemas, junto con los 

requerimientos de un gran número de réplicas acaban con la precisión 
del análisis. Cualquier impureza en un extracto biológico, incluyen, 

do inhibidores u otra molécula activa, comprometen la interpretación 
del bioensayo. Por ésta razón se han desarrollado métodos inmunoló-
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gicos y fisicoqufmicos. 

ENSAYOS INMUNOLOGICOS. 

Los ensayos inmunológicos se aplicaron originalmente a 1 estudio 

de hormonas animales. Por su alta selectividad. mínima purificación 

de la muestra y sensibilidad igual o mayor que 1a de los metodos fi­

sicoqulmicos, tienen un gran valor analitico en las investigaciones 

de medicina el lnica y endocrinologia, aplicándose también a la deter 

minación de fitohormonas, 58 tal como radioinmunoensayos (RIE) ~,la -

enzima inmuno ensayo (EJE). 

Para este método, se requiere la formación de un anticuerpo pa­

ra e 1 compuesto de interés. Debido a que los fi torregu 1 adores, son 

moléculas pequeñas es difícil obtener un anticuerpo específico. Por 

esta razón se necesita unir éste compuesto a una molécula grande, 

usualmente una proteina. En todos los casos han sido conejos los 

productos de 1 os anti cuerpos. 

Las moléculas del anticuerpo aparecen en el suero sangulneo (a.D_ 

tisuero) y en los tejidos del conejo en respuesta a la inyección del 

antígeno, dando por resultado la formación del complejo antígeno-an­

ticuerpo. La formación de éste complejo puede ser estudiada por me­

dio de la reacción de la precipitina, formación de un precipitado al 

interactuar el antisuero con el antígeno. 

La determinación cuantita:iva se realiza usando un elemento qui 

mico radiactivo como integrante del antlgeno y midiendo posteriorme,!l 

te la radiactividad presente en el complejo. Su principal desventa­

ja es el largo proceso para la obtención de los anticuerpos específj_ 
cos. 58 
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METODOS FISICOQUIMICOS 

Estos métodos se aplican a todos los tipas de fitoho~onas, ya 
que presentan una gran sensibilidad, precisión y rapidez de an§.lisis, 
casi imp<;>sible de obtener por bioensayo. 

La mayoría de éstos métodos permiten aislar, identificar y mu­

chas veces cuantificar fítohormonus en el mismo proceso. Como ejem­

plos tenemos la cromatograf'ia en papel y capa fina para aislamiento 

e ldentificaclón; cromatograf'ia de gases (CG} y cromatografía l lqui­

da de alta eficiencia (HPLC). 

CROMATOGRAFIA EN PAPEL Y CAPA FINA. 

Este tipo de cromatografla permíte distinguir entre sí, cítoci­

ninas libres, rib6tidos y ribósidas de citocíninas. utilizando los 

disolventes apropiados. Las citocininas se detectan revelando con 

el reactivo de nitrato de plata/azul de bromofenol originando una. 
mancha azul; también pueden identificarse con luz u.y. Jd que absor­
ben fuertt:mente al rededor de 254 nrn. lü 

CR0M~-OGRAF!A D' GASES (CG). 

La CG es una técnica rápida en la separación de mezc1as aunque 

U ene ~1 inconveniente de anal izar compuestos vol3t11es. Por ésta 

razón es necesario formo( derivados volátiles para identificar y 

cuantificar fitohormonas. 

Las citocininas se analizan como derivados trimeti1 si1i1ados 

en CG. Los grupos hidrox.i1o tanto de 1a cadena lateral como en la 
parte del azúcar y 1d posición 9 de1 esqueleto de purina son suscep­

tibles de formar derivados sililados. Después de completar la trimg_ 

tit sililaclón. 1a p1ezclu de reacción se inyecta a1 CG. 
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La CG se denomína cromatografía gas-líquido porque las paredes 

de la columna se recubr'en con una capa de liquido no vo1ati1, fase e~ 

tacionarta,sostenida sobre un soporte sólido y utilizando cofia elu­

yente un gas inerte que puede ser He, N, o Ar. 

La secuencia en el análisis por CG consiste en introducir la 

muestra por i nyecc i 6n u un b 1 oque de cal entamí en to, donde se vapori­

za intantáneamente y se arrastra en forma de vapor por m~dio de un 

gas inerte hacia la entrada de la columna. Los so lutos se absorben 

en la fase estacionaria y después son eiuidos al hacer pasar gas por, 

tador puro. Cada soluto se moverá a su p1·opia velocidad a través de 

la columna dependiendo de sus proporciones de particiOn en la fase 

móvil y estacionaria. Los componentes separados entran a un detec­

tor, conectado a la salida de la columna. El tiempo de retención 

identifica a1 componente, y el iirea del pico, señal para cada compo­

nente, indica la proporción del componente en la mezcla. 

Existen muchos tipos de detectores que siguien de un modo con­

tinuo la composición de gas efluente de 1,3 columna tales :ot.o celdas 

de conductivi :ad térmica {OCT}, detectores de ionización de flamo 

(DIF), detectores de captura de electrones y espectrómet,·o de masas 

(EM). 

El [M es el detector más selectivo que puede ser 1.1coplado al CG. 

El acoplamiento CG-EM, combina el poder de separación con la cal ida.d 

de detección selectiva. respectivamente. Por e1 método CG-EM se han 

analizado derivados r,ililados de citocininus# 59 •6º 
CROMATOGRAFJA UQU!DA DE l1LTA EFICIENCIA (HPLC). 

En anos recit.::ntes la HPLC se ha usado como la técnica de sepa­

ración más poderosa que se encuentra disponible para el aisl.:wientO 

y cuantificación de fitohormonas. 
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La HPLC tiene varias ventajas sobre la CG.HPLC se aplica a un 

gran número de compuestos, incluyendo compuestos no volátiles y sus­

tancias inestables al calor. Tiene la ventaja de recuperar la mües­

tra sin ninguna alteración química, lo que permite a la muestra es­

tar disponible para otro método de análisis. 

Otras ventajas de HPLC son: grcrn poder de resolución; separa­

ciones más rápidas de los componentes que con columnas convenciona­

les; velocidad de separación mayor, ya que éstas pueden realizarse 

en menos de una hora. 

El proceso consiste en hacer pasar la fase móvil a través de la 

columna a velocidades lineales de flujo que puede ser hasta 100 ve­

ces más rápidas que en la columna de cromatografía tradicional. La 

muestra se inyecta al sistema cerca de la parte superior de la colu!!! 

nd. Al salir de la cülumna el eluyente que puede o no contener un 

componente de la mezcla penetra al detector. Casi siempre se usa un 

detector ultravioleta con longitud de onda fija 254 nrn (o en ciertos 

casos 280 nrn). La respuesta del detector está en función de la con­

centración de la muestra. 

las diferentes técnicas de HPLC usadas para el análisis de mue_?_ 

tras so11: partición en fase normal 1 partición en fase inversa, ad­

sorción e intercambio lónica. 61 

HPLC, FASE NORMAL 

Esta técnica tiene un mecanismo de separación algo complejo, 

debido en parte d ht inestabilidad de la fase estacionaria. Por es­

ta razón, se prefiere que e1 material de empaque tenga fases polares 

enlazadas. 61 Estos materiales que tienen como base silicll gel con 

superficie recubierta {enlaces cava lentes 51-0), tienen una gran va-
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riedad de sustituyentes polares que van a originar un tiempo de re­

tención mayor en los componentes más polares de la muestra por anali 
zar. 

HPLC, FASE INVERSA 

El límite de uso de la fase normal. ha originado un desarrollo 

en la técnica por fase inversa. Una ventaja importante de HPLC, fa­
se inversa, es que puede utilizarse como fase móvil, disoluciones 
acuosas, lo que favorece el análisis de muestras vegetales debido a 

su naturaleza predominantemente acuosa. Los materiales de empaque 
que usa se biisan en partículas de silica gel teniendo como fase en­

lazada una superficie recubierta de grupos hidrocarbonados tales co­
mo c2 , c6 , c8 , c18 y c22 • El material más usado es el c18 (octade­

cil silano .. ODS). Al ser no polar la fase estacionaria origina un 

tiempo de retención mayor en los componentes menos plares de la mue~ 
tra por anal izar, en contraposición a lo que se observa en la fase 

nonna 1. 

HPLC por adsorción e intercambio iónico se han utilizado muy P.Q. 
ca en el análisis 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 el fin de dar una explicación a la baja viabilidad en la pobla­

ción de semi 1 las de maíz con almacenamiento prolongado con respecto 

a la población de semillas de cosecha reciente. Uno de estos traba­

jos muestra la diferencia en la germinación de las semillas de ambas 

poblaciones, utilizando Jos genotipos Mezquital, Tuxpeño y Universal, 

fig. 2.8. 62 

Fig. 2.9 Germinación de semi-

1 las de maiz de cosecha recie!l 

te (A) y de almacenamiento pr!:! 

longado (B) en los genotipos 

Mezquital (~-<>--<>-), Tuxperio 

(~-o-o-) y Universal ( ~ ). 
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En ésta figura puede observarse claramente la poca viabil°idad 

en semillas con almacenamiento prolongada, en el que sólo el genoti­

po Mezquital alcanza como máximo un so·; de germinación en 150 horas 

mientras que el 50~ de germinación en semillas de cosecha reciente 

se logra en solo 25 horas pani este genotipo. 

Otros trabajos antecedentes de éste y que también se real izaron 

en nuestro laboratorio63164 consistieron en adaptar el método de ex­

tracción y cuantificación por HPLC de citocininas tanto en elote co­

mo en semilla seca de VíJrios genotipos de me'iz. En estos trabajos 

se usó Zeatína como estándar en el cromatógrafo y se encontró que en 

los extractos de elote se haya presente ésta citocinina, mientras 

que en los extractos de s.emil1a seca no se detectó. En la fig. 2.10 

se presentan cromatogramas de los trabajos mencionados. 

~ ., 
Ñ "' "' 

;~ 
,_N 

r-:~\~ "'"' "'"' 
~ ~ J \ - \ ¡' ' 

' \_ \ 
b e d 

Fig. 2.10 Cromatogramas de ctocininas. extraidas de Zea mays, 

y analizadas por HPLC; eluyente Met0H/H20 70:30 v/v. 

a) a partir de elote; b} elote enriquecido con Zea­
tina; e) semilla de tt1a'iz; d) semilla de maíz enri­

quecida con Zeatína. 

Como se ve en e1 cromatograma 11 a 11 correspondiente a extractos 

de elote, la señal con tr = 2.78 min. es identificada como zeatina 
ya que ésta seña 1 aumenta cuando los extrJctos se enriquecen con ze.2. 
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tina, señal 2.7 min. en el cromatograma ~1 b". En el cromatograma 

"d" correspondiente a extractos de semi 11 as secas enriquecidos con 

z.eatina se muestr""a una señal con\-" 3.81 min. que no aparece en 

ext1·actos de semillas secas sin enriquecer"" con zeatina, cromatograma 

'
1c", 1 o que indica que en semi 11 as secas de maíz. no a 1 canzc a detec­
tarse la zeatina. 

Otro resultado significativo de los estudios anteriores 63 •64 es 
haber determinado que e1 85<: de las citocininas presentes en el e~­

brión de la semi 1 la seca se encuentran concentradas en el eje embrig_ 

nario, mientras que el 15~ restante se encuentra en el escutelo. 
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3. PARTE EXPERIMENTAL 



3, PARTE EXPERIMENTAL 

A. '•.ATERIALES 

~para tos 

-Un baño a temperatura constante GCA/PRECISION SC!ENTIFIC CIRCU­

LAT: •;G SYSTEM-254. 

-Una centrífuga clínica marca METTICH.EBA 111. 

-'Jn cromatógrafo de líquidos marca Waters Assoc., columna radial 

pak c18 y acoplado a un espectrofotómetro UV-VIS marca Perkin-Elmer 

modelo LC-55 como detector. 

Reactivos 

Los reactivos y disolventes son R.A y se utilizaron sin previa 

puci.:icación: Etanol, Acido Clorhídrico, n--Hexano y NaOH son react..!_ 

vos "3aker Analyzed"; n-Butdnol es Reactivo Analítico de PROO. QUIM. 

MON~:CRREY; Metanol, MERCK para análisis; 6('6'.T-dimetilalilamina)­

purlria, Zeatina y Ribosil-Zeatina isómeros trans, son de SIGMA Che­

mi ca 1 Company. 

Genot í pos de ma i z ana 1 iza dos 

Los genotipos de maíz analizados, tanto almacenados como no al­

macenados son los siguientes: Criollo del Mezquital, Tux.peflo Crema 

1 y Compuesto Universal. 

CRIOLLO OEL MEZQUITAL 

:s una variedad perteneciente a la raza cónica. adaptada a las 
sie::ibras de temporal en la Mesa Central. Esta variedad fue colecta~ 

da en el Valle ctel Mezquital en el estado de Hgo. Por sus caracte­

rísticas de la tolerancia a la sequía, fue sometida a partir de 1973 

a un programa de selección rnasal visual estratificada para resisten-
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cia a la sequía. La semilla con origen Criollo del Mezquita1 1973 

proviene del primer ciclo de selección masal para resistencia. a se­

quía en Chapingo. El origen 1985 es un aumento de la semill.= del 7° 

ciclo de selección para resistencia a sequia. 

TUXPrnO CREMA 1 

Es un compuesto formado con las variedades más rendidcr'aS de la 

raza tuxpeño adaptadas a la faja costera del Golfo de México. El 

compuesto fue introducido a Chapingo en 1970 y sometido a selección 

masa1 visual estratificada a partir de 1971. De ésta manera,· la se­

milla con origen Tuxpeño Crema 1 1972 proviene de segundo cic:o de 

selección masal en Chapingo en 1972. Para este año el corr;::iuesto es­

taba muy mal adaptado en Chapingo por lo que su rendimient::. era muy 

bajo, debido principalmente a su alta susceptibilidad a 1as er.ferme­

dades de planta y mazorca. La planta era muy alta y alcan:aba la 

floración masculina a los 130 días después de la siembra. :..a semi­

lla con origen Tuxpeño Cremo 1 1964 proviene del 12~ ciclo d.e selec­

ción masal visual estratificada hecha en Chapingo en 19B2 y aumenta­

da en 1984. Las plantas siguen siendo muy altas; la floración mascQ 

lina ocurre a los 112 días y el rendimiento de las plantas es casi 

normal. Las características de la planta y mazorca son muy s~mila­

res a 1 as de 1 a raza tuxpeño. 

COMPUESTO UNIVERSAL 

Es un compuesto de compuestas ya que intervienen en su formación 

ci neo compuestos de 1 a raza Cha 1 queño. tres compuestos -:i¿; ~ .- ··a za Có-

nica y una variedad de la raza Cónico norteña. En uno de · :s cinco 

compuestos de Chalqueña inte.:rvienen algunas lineas autofec ... rJadas de 

la raza Ce laya. Los compuestos y variedades componentes constituían 

- 48 -



para el ai\o de 1968 (año en que fue formado el Compuesto Univer-sal) 

el germoplasma más valioso del programa de mejoramiento genético de 
maíz de la Mesa Central. 

La semi 11 a con orí gen Compuesto Universal 1970 prov 1 ene de 1 Pri 

mer ciclo de recombinación de los componentes del compuesto. La re­
combinación 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 selección masal visual estratificada 

en el compuesto original 1970. 

El compuesto posee las características generales de planta y m2_ 
zarca de la raza Chalqueño. las plantas son altas, las mazorcas son 

grandes y cónicas: fl_orea a los 100 ó 105 días y alcanzan la madurez 
comercial a los 18ü dlas. Está adaptado a las siembras de malz de 

riego en la Mesa Central. las cualeS se inician a fines de marzo y 
pri nci pi os de abri 1. 

Condiciones de almacenamiento de semillas en Chapingo. 

La semi 11 a cosechada en mazorca en e 1 campo ti ene una humedad 
que fluctúa entre 15 y is;,;. Se desgrana y deposita en bolsas de ma_!! 

ta: se seca a 1 sol o con aire ca 1 i ente en una secadora has ta que a.!. 
canza una humedad de 8 a 10%. Se almacena en cajoneras en un cuarto 

con humedad y temperatura ambienta les. 

B. METOOO 

Condiciones de germinación. 

En un recipiente de vidrio se colocan las semillas de maiz en-
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tre dos capa.s de 'algodón humedecidas con .ag~a des'~{l~da, tapando- el 

recipiente con papel aluminio. Las semillas .~e P,onen a germinar en 
un baño a 25°C durante, O, 4, 12 ó 24.hrs. 

Extracción de Citocinas. 

Se rea 1 iza con semi 11 as nuevas y con almacenamiento pral ongado 

de los genotipos mencionados anteriormente. ·Las citocinas son dete.r 

minadas en los ejes embrionarios obtenidos de 10 gramos de semilla 

aproximadamente. 

Se adaptó el método de Nishinari y Syona55 para la extracc;ón de 

cltocininas a partir de ejes embrionarios del maíz, en la forma que 

a continuación se indica: 

Los ejes embrionarios se homogenizan en un mortero con 30 ml. de 
etanol al 80"-, enfriando exteriormente en un baño de hielo-sal. El 

homogenizado se centrifuga por 20 min. a temperatura ambiente. Al r~ 

siduo obtenido se agregan 20 mi. de EtOH al so~; y se somete a una agj 

tación magnética en un bai10 de hielo-sal 20 min. El residuo se vuel­

ve a centrifugar 20 min. Los extractos etanólicos se juntan y se con 
centran al vacío a 40ºC y 25 mmHg. El concentrado se diluye con agua 

destilada hasta un volumen de 20 mi. y se acidula a pH 3 con HCl lN, 
extrayéndose tres veces con fracciones de 10 ml de n-Hexano. La fa­

se acuosa se ajusta a pH 8 con NaOH lN y se extrae tres veces con 
fracciones de 10 ml de n-Butanol saturado de agua. Los extractos n­

butanólicos se juntan y se concentran a sequedad a 40ºC y 5 mmHg. 

Análisis 

El análisis de las citocininas extra'idas se lleva a cabo por 
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Cromatografía Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) de partición inver­

sa, ya que se utiliza octadecilsilano (c 18 ) como fase estacionaria 

no polar en la columna. Este tipo de cromatografía ha sid~ utiliZ! 

do en la separación de citocininas por Kannangara, T. y Holfand, 
J. 65,66 

El extracto obtenido se disuelve en 5 ml de metanol y se inyef 

tan 100_µ1 al cromatógrafo de líquidos. La fase móvil es una mez­

cla de metano 1-agua 70: 30 v /v. Los experimentos de Erns tsen. A. y 

Jensen, F. 67 demuestran que una separación eficiente de citocininas 

se logra utilizando altas concen~raciones de metanol. 

La velocidad de flujo de: la fase móvil es de 1.5 ml/min. 

Como detector de citocininas se usa un espectrofotómetro con 

longitud de onda fija de 254 nm. Las citocininas absorben fuerte­

mente a ésta longitud de onda, a tal grado que se pueden detectar 

cantidades hasta de 4 ng. 68 
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q, RESULTADOS Y DISCUSION . 

Como ya se mencionó en la introducción, en éste trabajo se de­

terminaron los contenidos de citocininas utilizando como est:indar 

ribósido de zeatina en semillas secas de maíz y a varios tiempos 

de imbibición con tres genotipos diferentes utilizando dos poblaciQ. 

nes distintas: unas de cosecha reciente y otras con a lmacenami en to 

prolongado. Dichas determinaciones se hicieron con el objeto de e~ 

tablecer si existe una reiaci6n entre el contenido de citocininas y 

la pérdida de viabilidad que se ha observado en las ser.1illas con al 
rnacenamiento prolongado de los genotipos estudie.dos. fig. 2.9. 

En todos los casos, las determinaciones se hicieron en los 

ejes embrionarios de $emlllas a distintos tiempos de imbibición. El 

eje embrionario se seleccionó para las determinaciones dado que, CQ 

mo ya se mencionó en los antecedentes, se encontró en una investigi! 

ción anterior que en ésta parte se encuentra concentrado el 85·· de 

citocininas de las que cuenta el embrión. 

Con el objeto de probar y optimizar el método de extracción y 

cuantificación, las primeras pruebas se realizaron con semillas de 

maíz del genotipo H-30, obteniéndose los siguientes cromatogramas: 

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. 
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En la fig. 4.1 se puede observar que no se detecta la Zeatina 

en semillas de malz, resultado que está de acuerdo con Jos trabajos 
indicados en la fig. 2.10. 63 ,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 observación de que duran 

te el desarrollo de la semflla se detecte una marcada actividad ci­

tocin€tica~ misma que declina con la maduración, 38 pág.z4, fig. 

2.4. Posiblemente la Zeatina, al ser una de las citocininas más ac 

tivas enJa naturaleza, 49 sea almacenada en alguna forma inactiva e~ 
la semilla seca, por ejemplo 0-glucosilzeatina 16 y por ésta razón 

no se detecte en el extrato de la semilla seca por HPLC. 

Para identificar el compuesto(s) cuya serial se encuentra a un 

tiempo de retención (tr) de 3.2 min. fig. 4.1, se utilizaron 3 cit.Q 

cininas como estándar: ribósido de Zeatina. Isopenteniladenina y 

Zeatina. Los cromatogramas de extractos de eje embrionario enriqu~ 

cides con estas citocininas estándar se muestran en la fig. 4.2. 

Fig. 4.2 a} crornatograma de extrac­

to de eje embrionario en semillas de 

maiz H-30 y Zeatina (Z); b) cromato­

grama de extracto y Ribósido de Zea­

ti na (RZ) ~ e) croma tograma de extra f. 

to e ioopenladenina (!P) eluyente 

Met0H/H2o 70:30 v/v. 
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El cromatograma 4.2.b muestro que la citocinina extraíd¿ del 

eje embrionario es Ribósido de Zeatina. Sin embargo a·! analizar 

otra 1.nuestra de ejes embrionarios de semillas H-30 se ub~ervd una. 

1 i gera. 5ep~ ración de tres componentes, fig. 4. 3, 1 os uia les fueron 

comp~rados con los estándares de Zeatina y Ribósido de Zeatina ya 

que la señal para lsopenteniladenina tiene un tiempo de retenr:ión 

mayor (3.94 min.) que la señal de la muestra (tr = 2.91. min.) fig. 

4.2. c. 

~~ 

AA 
e 

Fig. 4.3 Cromatogramas de extracto de ejes embrionrios en maíz 

H-30: a) extracto; b) extracto más Zeatina; e) ex­

tracto más ribósido de Zeatina. Eluyente Met0H/H2o 

70:30 V/V. 

En la fig. 4.3.a se logran separar 3 componentes de la mues­

tra; el dt! tr = 2. 71 min. que se encuentra en mayor cantidad; el 

de tr = 3.05 mio. que parece se Ribósido de Zeatina fig. 4.3.c y 

otra seflal que no alcanza a integrar y parece ser Zeatina fig. 

4.3. b. 

En la mayada de lo5 casos estudiados no se logran separar los 

componentes de las muestras y generalmente se obtiene una sola se-
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ñal con las condiciones experim"=ntales utilizadas. Esta señal es 

grande, y cuando esporddicamente se logra separar en sus componen­

tes, éstos muestran dos o tres señales pequeñas en el cromatograma 

como en el caso del r:iezquital viejc a tiempo cero d~ imbibición. 

fig. 4.4.d, sin embargo al aplicar otro extracto de r'.ezquita1 viejo 

a tiempo cero de imbibición se obtienen una sola señal grande, fig. 

4.4.b. Los mismo pasa con Tuxpefio nuevo a tiempo cero de imbibi-

ción en el que c::parecen dos P'2:queiias señales, fig. 4.5.a, la mayor 

de tr = 3.06 min. y otra de tr menor que no alcanza a integrar; lñ 

serial integrada P.S muy µrobuble que sea Ribús1do dt Zeatina cuyo 

tr = 3.07 min., fig. 4.5.b, y también es probabi~ que ésta sea la 

e ltoc i ni nd que se encuentra en mayor proporción en la semi 11 a seca 

de Tuxpeño nuevo; en otro extracto, para este genotipo se obtiene 

una señal grande a tr = 3.06 min. fig. 4.5.c, cuyo tres muy cerca­

no a Ribósido de Zeatina (tr = 3.07 min.). 

Fig. 4.4 Cromatogramas de extractos de ejes embrionarios para el 

genotipo Mezquital viejo a cero horas de imbibición . 

.. 
o 

A. 
... 
o 

A 
Fig. 4.5 Cromatogramas de extractos de ejes embrionarios para el 

genotipo Tuxpeño nuevo a cero hr. de imbibición 11 a 11 y 
11 c 11

; 4.5.b, cromatograma de Zeatina. 
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Los estudios se real izaron C()~ dos. pob_l~ciones _di_fer_entes para 

cada genotipo: semillas de almacenamiento prolongado, 15-18 a·nos 

(viejos) y semillas de cosecha reciente (nuevos) 1 eluyente MetOH/ 

H
2
o, 70:30 v/v. 

Los cromatogramas indican la extracción de Ribósido de Zeatina 

a partir de ejes embrionarios de
0

los genotipos de maiz estudiados. 

En a 1 gunos experimentos 1 ogró observarse la sepa rae i ón de 

otras citocininas que no corresponden exactamente a Ribósido de Ze~ 

tina ya que tiene un tr ligtramente menor. Esta puede circun~cri­

birse en un número reducido de citocininas considerando: 

a) Análisis del método de extracción utilizado. 

b) Todas las citocininas qui:! se han extraldo de Zea mays, moi 

tradas en la tabla 2.1. 

ANALISIS DEL METODD DE EXTRACCION. 

En los extractos EtOH, primer paso en el método de extracción, 

aparte de las citocininas seer.traen las otras fitohorrnonas, 10 ade­

más de un gran número de sustancias. Estas extracciones se hacen a 

baja temperatura pard minimizar la degradación enzimática o química 

de los ribótidos que pueden liberar ribósidos de citocin;nas por la 

acción de 1 as fas fa tasa, además de que a 1 gunas veces las bases l i -

bres s.e foru1dn por hidrólisis de los ribósidos de citocininus. 52 

Después de concentrar los extractos EtOH, éstos se diluyen con agud 

ajustando a pH3, ya que uno de los pKas de las citocininas es 3.4 

correspondientes al nitrógeno exocicl ice protonada. 10 La fase aCUQ 

sa se lava con hex:ano para eliminar compuestos neutros y ácidos. La 
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fase acuosa se ajusta a pHS. 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 a1 grupo NH en el anillo 

de imidazol. De la fase acuosa se hacen extracciones con n-butanol 

ya que existe un alto coeficiente de partición de citocininas en és­

te disolvente a pHB. tabla 2. 7; en la fase acuosa quedan citocininas 

con grupos funcionales ácidos en su cadena lateral y rlbótidos de ci 

tocininas 15 por sus grupos fosfato aniónicos a éste valor de pH. lo; 

cuales se muestran en la tabla 2.1. En la fase butan51ica se ex­

traen bases libres, ribósidos y glucosidos de citocininas, 15 , 55 sin 

embargo no se descarta 1a posibilidad de extraer también Ribósido 

de Adeni na. 

A continuación se muestran los nombres de posibles citocininas 

aisladas por el método de extracción utilizado, más polares que Ri­

bó:;ido de Zeatina y que aparecen·en la tabla 2.1. 

9-glucosil dihidrozeatina 

0-g 1 ucos i l zea ti na 

9-gl ucos i 1 zeat i na 

Smith y Van Staden han registrado altas concentraciones de gl_!! 

cósidos de citocininas en extractos de embriones de semillas de 

maíz durante la imbibición. ts probable que la señal con tiempo de 

retención ligeramente menor que el de Ribósido de Zeatina y que ap~ 

recen en algunos cromatogramas mostrados en las figs. 4.3-4.5 co­

rresponda a cualquiera de los tres 9lucósidos de citocininas mostr~ 

dos anteriormente. 

Después de establecer que se detecta Ribósido de Zeatina por 

el método utilizado, junto con otra u otras citocininas y que en 
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la mayoría de los casos todas forman una sola señal en los cromato­

gramas obtenidos, s1~ determinó el contenido de citocininas en semi­

llas secas de los genotipos ya indicados tanto de almacenamiento 

prolongado como de semillas de cosecha reciente. Sólo se tomaron 

los datos en los cromatogramas que mostraban una señal. Para ésto 

se utilizó Rib5sido de Zeatina como estándar, obteniendo los resul­

tados que a continuación se indican. 

Tabla 4.1 Niveles de citocininas en el eje embrionario de maíz con 

almacenamiento prolongado (15-18 ai'los) y de maíz de cos~ 

cha reciente (no almacenadas). Su utilizó Ribósido de 

Zeatina como estándar. Las citocininas SI? expresan en 

,M.gr de Ribósido de Zeatina/eje. 

Tipo de Semi 11 a Mezquital 1 Tuxpeño Universa 1 

No almacenadas 2.2±0.4 
1 

2.3±0.3 2.8±0.4 

Almacenadas 4.2~0.8 
1 

2.8:!:0.2 5.2:!:0.4 

Por otro lado también se determinó el contenido de citocininas 

a diferentes tiempos de imbibición de las semillas con el objeto de 

establecer corno varian dichas citocininas durante el proceso de ger. 

minación. Los resultados se muestran en la tabla 4.2 y la gráfica 

de los misrr.,Js er; la figura 4.6. 

- 58 -



Tabla 4.2 Niveles de citocininas en el eje embrionario de maíz a 

distintos tiempos de imbibición. tanto de almacenamien­

to prolongado como de cosecha reciente. Se utilizó Ri­

bósido de Zeatina como estándar. Las citocininas se e! 

presan en,µ.g de Ribósido de Zeatina/eje. A= almacena­

do; NA = no almacenado. 

Genotipo Pob. o 4 12 24 

A 4. 2•0. 8 5.1±1 4.8±0.8 .4. 7 
Mezquital 

NA 2.5±0.4 3. 5 3 .3 2.8 

A 2.0=0.2 5.3 4.6 6.0 
Tuxpeilo 

NA 2.3±0.3 3.0 4.0 2.9 

A 5. 2±0. 4 8,2 4. 7 6.8 
Universal 

NA 2.8±0.4 5.0 6.5 4. 5 
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8 MEZQUITAL 

I- ---<.t.--~. ------- -t------------ ---------· 

TUXPrno 

---- --- ::.. :-. ....:..':_ _:. -_.' 

ÚN!VERSAL 

,, .. r-- -- --- - - ---- -- --, . 
t,/' 

---------· 

o 12 24 

tiempo de imbibición (h) 

Fig. 4.6 Niveles de citocininas en el eje embrionario de varios 

genotipos dt: ma.lz. tanto de almocenamiento prolongado 

(- - -) como de cosecha reciente (-),a distint_o? 

tiempos de imbibición. 
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En la tabla 4.1 se puede observar que los ejes embrionarios 

de los genotipos de ma'iz con almacenamiento prolongado presentan 

un mayor contenido de citocininas que los mismos genotipos de malz 

de cosecha reciente. 

En la figura 4.6 se puede observar que existe un incremento 

de citocininas en los ejes embrionarios durante las primeras 24 h.Q. 

ras de imbibición de semillas con almacenamiento prolongado en CO!.J! 

paración con las semillas de cosechas reciente. Este incremento 

alcanza un máximo. observándose des pué~ una dhmi nuc i ón gradua 1 en 

casi la totalidad de los casas. 

En la literatura no se encuentran datos sobre el contenida de 

citocininas en semillas con almacenamiento prolongado •. Por esta 

razón se pueden proponer dos posibles causas para explicar el mc­

yor contenido de citocininas observado en los ejes embrionarios de 

semi 11 as con almacenamiento pro longa do en re 1 ación a 1 observado en 

semillas de cosecha reciente (tabla 4.1): 

a) Podría ser probable que el contenido de citocininas observado 

en semillas con almac~narniento prolongado se incremente por 

una hidrólisis del gruro fosfato de los ribótidos de citocin.f 

nas~ que se sabe existen en las semi11as. 17 

b) Otra posible causa del incremento de citocininas en los ejes 

embrionarios de semillas con almacenamiP.nto prolongado pudie-

ra ser la degradación natural dP. los ácidos nucléicos origin-ª. 

do por e11vejecimientu de lJs scmilli:!s, fi'). 4.7. 
CH, ,CH, 

..,_J HN /'..__J 

H~N/'··;--"\,_OH ,,~~OH 
G> \', ('t Hidrólisis t.:.~_.Jj 9 .....::,N N:,J .. , ,?' N N 

e-0-P-Q-CH1 J ',,~EGRl,DAC)Ot( KO·CoHb ; 

11 ~ ', , o '-' 
QHOH AC IDOS ;wcLEICDS º"º" 

Fig.4.7 Hipótesis para exp,icar el incren:ento de citocininas en 
ejes embrionarios de semillas de maíz con almacenamiento 
prolongado. 
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Esta hipótesis se basa en resultados de investigaciones como 

las siguientes: 

-Se han aislado citocininas por degradación natural del ONA al 

macenado por mucho tiempo, 13 lo cu a 1 no es sorprendente pues~ 
to que las citocininas tienen una base de adenina, y ésta far 

ma parte d~ los ácidos nucléicos. 

-Se han encontrado citocininas en el RNAt de mamíferos, hongos 

y plantas. 10 

-En semillas almacenadas por mucho tiempo se observa, en sus 

ejes embrionarios, una destrucción de organelos como la rnito­

condria7 y una degradación de macromo'léculas como los ácidos 

nucléicos, 31 y paralelamente se ha observado que en ejes em­

brionarios de semil 1 as no vi ab 1 es. como e 1 centeno, se detec­

ta una mayor actividad de DNasas (enzimas que degradan el 

DNA). 7 

Sin embargo éstas posibles e'(plicaciJnes requieren de una de­

mostración experimental. 

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

de semi 11 as con a lmacenami en to pro 1 ongado se mantienen más a 1 tas 

que las citocininas de semilla de cosecha reciente durante la imbj_ 

bición. La mayor cantidad de citocininas en semillas con almacen-ª. 

miento prolongado, respecto d ::.emillas de cosecha reciente, no ex­

plica la poca viabilidad de aquellas semillas dado el papel bioló­

gico de las citocininas, pero sí podría explicarlo por degradación 

de ácidos nucléicos a causa del envejecimiento de las semillas. 31 

Si una semilla tiene degradadas macrorno1éculas com'.:> los ilf..idos 
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nucléicos, es muy probable que no germine aunque presente un alto 

contenido de ci tocininas. 

En la fig. 4.6 también se observa un aumento de citocininas 

en general para todas las semillas durante las primeras horas de 

imbibición. 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 embrión del maíz durante la imbibición. princi­

palmente de las citocininas más polares que Zeatina. Asa-Julin­

Tegelman48 reportó que la actividad citocinética aumenta a las 4 

horas de imbibición y posteriormente disminuye drásticamente en 

las semillas de maíz, fig. 2.8; los niveles de citocininas no ne­

cesariamente tienen que seguir éste comportamiento en el eje em­

brionario. Smith y Van Staden49 •5º sugieren que en la imbibición 

puede haber un transporte de glucósidos de citocininas desde el 

endospermo al embrión. Esto expl icaria el aumento de citocininas 

en el eje embrionario. 

Como se desprende de ésta discusiGi;. es r •• :ct:.>sario lle\ar a Ci! 

bo más investigaciones para establecer la loc3lización y cambios 

en los niveles endógenos de cltocininas en ;erni 1 las de maíz duran­

te la germinación. 
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5. RESUMEN Y CONCLUSION 

l. Se hizo una amplia revisión bibliográfica en los siguientes 

puntos: 

a) Papel y cambios que presentan las fitohormonas. y en par­

ticular las citocininas, tanto en la maduración como en 

la germinación de semillas. 

b) Almacenamiento y deterioro de semillas. 

e) Análisis de citocininds. 

2. Las citocininas fueron extraidas a partir de ejes embriona­

rios de semillas de maiz utilizando el método de Nishinari y 

Syono. 55 La determinación del contenido de citocininas se 

llevó a cabo a las O, 4, 12 y 24 horas de imbibición. La puri­

ficación y cuantificación se realizó por HPLC utilizando RibQ 

sido de Zeatina como estándar. 

Se trabajó con los genotipos de maíz: Criollo del Mezquital; 

Tuxpeño Crema y Compuesto Universal, tanto de semillas con al 

macen ami en to pro 1 ongado { 15-18 afias) como de semi 11 as de cosg 

cha reciente. 

3. Con las condiciones experimentales utilizadas se pudo identi­

ficar Ribósido de Zeatina en los extrdctos de ejes embriona­

rios de los genotipos de maíz estudiados, sólo que al encon­

trarse en pequeñas proporciones muchas veces no alcanza a se­

pararse o definirse de 1a{s) otra(s) citocinina(s) ligeramen­

te mas polar(es), apareciendo de ésta forma una sola señal en 
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la mayoría de los casos que incluye a todas ellas. 

Para dar una explicación de las pequeñas cantidades de Rib6S.i 

do de Zeatina detectada. se propone que ésta se encuentra en 

alguna forma ínactiva de almacenamiento en la semilla seca de 

malz, por ejemplo, algún tipo de glucósido de citocinina. 

4. Se determinó el contenido de citacíoinas en los ejes embrion'ª­

rios de semillas secas para cada uno de los genotipos indica­

dos. los resultados muestran que los ejes embrionarios de 

los genotipos con almacenamiento prolongado presentan un ma­

yor contenido de citocininas que los mismos genotipos de maíz 

de cosecha reciente. Estos resu1tados no explican la poca 

viabilidad de semillas con a1macenamiento pro1ongado, dado el 

papel biológico de las citocininas. 

La pérdida de viabilidad en semillas de mai'z con almacenamie_!! 

to prolongado, y por otro lado los inesperados mayores niveles 

de citocininas encontrados en sus ejes embrionarios pudieran 

explicarse proponiendo como hipótesis una degradación natural 

de ácidos nucléicos originados por el envejecimiento de las 

semi 1 las. 

5. Se determinó el contenido de citaclninas a diferentes tiempos 

de imbibición. Los resultados muestran un incremento de cit_9: 

cininas en los ejes embrionarios tanto de semi 1 las con a lmac:~ 

namiento prolongado como en las de cosecha reciente. Este in 
cremento a 1 can za un máximo, observándose después una di smi nu­

ci ón gradual en casi la totalidad de los casos. Los niveles 

de citocininas en los ejes embrionarios de semillas con alma­

cenamiento prolongado se mantienen más al tos que en 1as co-
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rrespondientes semillas de cosecha reciente durante las pri­

meras 24 horas de imbibición. 

6. Es importante llevar a cabo m~s investigaciones para estable­

cer la localización y cambios en los niveles endógenos de ci­

tocininas en semillas de maíz durante la germinación. princi­

palmente utilizando métodos fisicoquírnicos de análisis. 
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