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1.0 OBJETIVO 



1.0 OBJETIVO 

En un trabajo previo, llevado a cabo en nuestro laboratorio, se 

encontró que los niveles de citocininas libres encontradas en semillas 

de maiz con almacenamiento prolongado (15 a 18 años) son más altos que 

los encontrados en semillas de cosecha reciente. 

Por otra parte se ha observado que las semillas con almacena-

miento prolongado han disminuido su viabilidad entre un SO y 75X. 

Se propone, como hipótesis de trabajo, que el mayor contenido de 

cltoclninas libres encontradas en las semillas con almacenamiento 

prolongado pudiera provenir ya sea de la hidrólisis de las citocininas 

conjugadas presentes en las semillas o de una degradación de los ácidos 

nucleicos. 

El objetivo de este trabajo f"ue determinar los contenidos de 

citocininas libres y conjugadas en semillas de maiz a O, 4, 12 y 24 hrs, 

de imbibición. Estas determinaciones se hicieron en el genotipo Tuxpefio 

crema, en dos poblaciones: una de cosecha reciente y otra con 

almacenamiento prolongado. 
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2.0 ANTECEDENTES 



2.1 IKPORTANCIA DE LAS SD!ILI.AS 

Las semillas son una forma de supervivencia de sus especies. Son 

el vehiculo que sirve para que la vida embrionaria, casi suspendida, 

renueve su desarrollo aún años después de que sus progenl to res han 

muerto y desaparecido. 

Las semillas protegen y sostienen la vida. Son fortalezas 

altamente organizadas, bien equipadas con abastecimientos especiales de 

alimentos. 

Las semillas son los vehículos principales para propagar una nueva 

vida en otro lugar. por medio de los elementos. como lo son los animales 

y el hombre. 

Las semillas proporcionan también alimento a la humanidad, a los 

animales y a otros seres vivientes. 

Son materia prima para gran cantidad de productos empleados por el 

hombre. 

Las semillas son riqueza. Son bellas. Son un simbolo -el simbolo 

del nacimiento-. Son los mensajeros del auxilio, de la amistad, de la 

buena voluntad. 

Las semillas son una fuente de maravillas. Son objeto de activas 

investigaciones en la incansable búsqueda del hombre para llegar a 

comprender las cosas vivientes. 

Las semillas son muchas cosas, pero cualquier cosa de ellas -su 

número, estructuras y formas- tienen importancia para su principal 

objeto: asegurar la continuidad de la vida. Las semillas son el albergue 

de las plantas en embrión. los futuros gérmenes de una generación. 
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ESTRUC'IlJRA DE LA SEIULLA 

Las semillas de muchas plantas varían en su tamaño. forma y color 

externo, estructura interna. en la cantidad y naturaleza del alimento 

almacenado. Sin ecbargo la mayoría de las semillas constan de las 

siguientes partes (ver la siguiente figura): 

Partes principales de un grano de "Zea mays• 

{ 

testa 
- tegumentos (Envoltura o envolturas de la semilla) 

endopleura 

- endospermo 

1 

plúmula 

embrión cotiledones 

hipocotilo 

rádlcula 

-3-



Tegu¡¡:entos: Es la capa protectora de la semilla, habitualmente está 

formada por dos clase de tejidos superpuestos: la testa y 

la endopleura. La testa es la envoltura externa normalmente 

suele ser gruesa y resistente. constituyendo una eficiente 

capa protectora. La endopleura corresponde a la envoltura 

interna, esta es cas delgada y menos resistente. 

Endosper:o: Es la parte de la secilla que almacena la mayor parte de 

las reservas alimenticias de la semilla y consta de dos 

tejidos principales, el endospermo almidonoso y la capa de 

aleurona; el primero consta de celulas muertas. 

Escutelo: Organo del embrión en forma de escudo, que está 

desarrollado dentro de la semilla. El embrión absorbe los 

nutrimientos del escutelo, la mayor parte de la cual es a su 

vez obtenido del endospermo, sirve para conectar el eje 

embrionario con el endospermo. 

Embrión: Es la parte fundamental de la semilla, consta de una serle 

de partes que formarán los organos correspondientes en la 

planta adulta. 

Las partes constituyentes del embrión son las siguientes: 

l. La plúmula-un tallo rudimentario. 

2. Los cotiledones-hojas de las semillas (a veces sólo uno). 

3. El hlpocotilo-parte del embrión entre la union de los cotiledones y 

el extremo superior de la raíz rudimentaria; muy corta en algunas 

semillas. 

4. La radicula- raiz rudimentaria. 
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2.1.1 FITOHORMONAS 

Las fitohormonas se consideran generalmente como sustancias 

producidas en pequeñas cantidades en una parte del organismo y 

transportados a otra parte del mismo donde ejercen marcados efectos 

sobre el metabolismo y el crecimiento. A diferencia de las hormonas 

animales, las vegetales no se producen en glandulas cerradas especiales. 

Tanto las hormonas animales como las vegetales actúan a concentraciones 

muy bajas. Por esto, se puede decir que cualquier sustancia que actúa a 

una concentración tan baja es probable que estén actuando de manera 

catali tlca. 

El crecimiento de una planta es un proceso muy complejo y 

ordenado. Estos procesos de crecimiento están controlados principalmente 

por hormonas vegetales o fltohormonas. 

Las fitohormonas se dividen en dos grandes grupos: 

Inhibidores del crecimiento { ácido abscísico 

auxinas 

gi bere linas 

etileno 

citocininas 

En este trabajo unicamente se trataran las citocininas. 
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2.1.2 DESCUBRIMIENTO DE LAS CITOCININAS 

Las ci tocinlnas fueron descubiertas como resul tacto de un extenso 

trabajo en cultivos de tejidos vegetales. llevado a cabo por Skoog en el 

periodo de 1945 a 1955. Las citocininas se caracterizan por su habilidad 

para promover la división celular en cultivos vegetales cuando 

interactuan con una auxina. Para que se lleve a cabo el fenómeno de 

crecimiento no sólo es necesario la presencia de nutrientes en el medio 

de cultivo sino que también son necesarias sustancias promotoras del 

crecimiento. 

La idea de que la división celular en vegetales superiores puede 

controlarse por medio de sustancias quimlcas. fue propuesto por Wlesner 

en 1892, hipotesis que fue probada en 1913 por Heberlandt en estudios 

realizados sobre la parénquima de la papa!D•vls 1985 > Trabajando Skoog 

con tejidos de tabaco se percató de la presencia de una sustancia que 

regula la división celular. demostrando que esta no se lleva a cabo si 

dicha sustancia esta ausente.cskooq 1967 > Las sustancias promotoras de 

la división celular fueron también encontradas en el agua de coco, en 

los extractos de levaduras, y en el DNA sometido a un tratamiento en 

autoclave. 

El primer compuesto activo aislado de una fuente natural fue 

llevado a cabo por Miller a la cual le llamó cinetina, a partir de la 

degradación del DNA del esperma del arenque sometido por mucho tiempo al 

autoclave.<Mlller 1955) A este compuesto se le identificó como la 

6-(furfuril amino purina). Esta sustancia induce la división celular 

cuando esta presente en el medio de cultivo a una concentración de 

lmg/ml. 
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Sin embargo. la cinetlna no se encuentra en vegetales por lo que es 

considerada como una cltocinina no natural. 

Se han encontrado varias sustancias con actividad biológica similar 

distribuidas en plantas. A estas sustancias inicialmente se les 

denominaron cinlnas pero este nombre se sustituyó por el de citocinlna. 

La definición de este término es más fisiológico que quimico. El término 

el toclnina fue sugerido por Skoog en 1965 y ahora es generalmente 

aceptado para describir compuestos que promueven la división celular 

(CITOCINESIS) en plantas!HcHlllan 19801 

ESTRUCTURA QUIMICA 

Las el toclninas son sustancias que tienen en su estructura una 

base nitrógenada derivada de la purina: la ADENINA, una de las cinco 

bases nitrógenadas que componen la moléculas de los ácidos nucleicos DNA 

y RNA' 8111 19731 y un radical unido en la posición N6 (6-amino derivado) 

de la purina. 

NH2 <-------Posición N
6 

1 
h~ ~ I(,_' se' ''}cH 

1 11 1 
He(,_ ;,c--9

NH 

~ 

el nitrógeno unido 
la posición 6 en 
el anillo de la 

purina. 

2.1.3 CITOCININAS EN SEMILLAS DE MAIZ 

A pesar de conocer la presencia de las citocinlnas en los tejidos 

de las plantas, el primer aislamiento e identificación de una citocinina 

natural de fuentes vegetales se llevó a cabo por D.S. Letham de la Fruit 

Research Division, de Auckland, Nueva Zelanda y a C.0. Miller de la 
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universidad de Indiana, en el año de 1963, -nueve años después de haber 

sido aislada la cinetina. Esta prolongada espera se debió a las 

complicadas técnicas de purificación de pequeñisimas cantidades de 

compuestos activos biologicamente a partir de grandes cantidades de 

materiales vegetales. y a la determinación de su estructura con métodos 

fisicos de limitada sensibilidad-. En este mismo año D.S.Letham presentó 

un reporte en un simposium en donde dio a conocer el aislamiento de una 

citocinina natural a partir de semillas de maíz tierno (Zea mays), a la 

cual la nombró "ZEATINA". Posteriormente Letham et al, en 1964 

reportaron muchas propiedades de la zeatina y su estructura más 

probable, la 6-(4-hidroxi-3-metil-trans-2-butenilamino)purina, una 

estructura rápidamente confirmada por Show y Wilson en 1964. En reportes 

posteriores de Miller en colaboración con Letham en 1965 concluyen que, 

la sustancia aislada por Miller era también la zeatlna y desde ese 

entónces han sido reportadas el aislamiento de la zeatina, su ribósido y 

ribonucleótido a partir de muchas fuentes naturales. 

En realidad, en 1968 Letham identificó el ribósido de zeatlna 

(9-~-D-ribófuranosil de zeatina) como la sustancia promotora activa de 

la división celular en el agua de coco. En 1973 él identifica ribósido 

de zeatlna s•-monofosfato y algunas otras citocininas de la misma 

fuente. 

En 1980 Summons y colaboradores aislarón de las semillas de maiz 

los glucopiranósidos y ribofuranósidos de citocininas~summons 19801 

En la tabla 2. l. 3. se ilustran todas las citocininas aisladas a 

partir de semillas de maíz (Zea mays). 
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Tabla 2. l. 3. 

CITOCININAS ENCONTRADAS EN SEMILLAS DE KAI2 

Citocinina 

NOHBRE 
QUIHICO 

6-(4-Hidroxi-3-metil 
trans-2-butenilamino 

purina 

6-(4-Hidroxi-3-metil 
trans-2-butenilamino 
9-~-D-ribófuranosil 

purina 

6-(4-Hidroxi-3-metil 
trans-2-butenilamino 
9-(~-D-ribófuranosil 

-5'-monofosfato) 
purina 

2-Hidroxi-6-(4-hidrQ 
xi-3-metil-trans-2-

butenilamino) 
purina 

6-(3,4-Dihidroxi-3-
metilbutllamino 

purina 

Numeración de la 
Adenina. 

NOHBRE 
ABREVIADO 

2eatina 
(2) 

Ribósido 
de 

2eatina 
(2R) 

Fosforibósido 
de 

2eatina 
(2RP) 

H02 Z 

HOZ 

.-~~~~~Posición N6 

el nitrógeno unido 
la posición 6 en 
el anillo de la 

purina. 
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Sustituyente de la adenina a 

R~ R, R3 

H 
~CH20H 

H2 C H H 

1 CH3 

H 
~CH20H 

H, H H 
1 CH3 

H 

H2 C 
~CH20H 

H ~-D-R~ 

1 CH3 S'-(E} 

H 
~CH20H 

H2 C OH 

1 CH3 

H 

ÑCH2 0H H2 C H 
OH 

CH3 

b Nombre común o nombre 
abreviado 

~-D-ribófuranosil. 

5' 

HOH2~0 OH 
1• H H 1 • 

3• 2. 

HO OH 

H 

H 



2.1.4 CITOCININAS SINTETICAS 

Poco después del descubrimiento de la cinetina, varios grupos de 

investigadores sintetizarán un gran número de compuestos análogos, 

probando su actividad citocinética. Como resultado de estos trabajos, se 

han encontrado !numerables compuestos con propiedades de inducir la 

división celular, tales como los que se muestran a continuación: 

Figura. 2.1.4 

CINETINA 
(6-FURFURIL-AMINO-PlJRINA) 

6-BENZ!L-OXI-PURINA 

N-BENZILADENINA 

ETOEXIETIL-ADENINA 

BENZOFURFURIL-AMINO-PURINA 

-10-



2.1.5 CITOCININAS EN EL tRNA 

En el año de 1966 la investigación sobre citocininas tomó un 

interesante rumbo cuando H.G.Zachau y sus colaboradores. identificaron 

a la i 6 Ad• como constl tuyente de dos especies de tRNAser de levaduras. 

Posteriormente se observó que la i 6 Ad aparece sólo una vez en las 

moléculas del tRNA
50

r, situada en la posición adyacente al extremo 3' 

del anticodón. Después Skoog ident:ficó cuatro citoclninas: es decir el 

ZR, i 6Ad, MeS2 i 6AdR y la Me52 ZR, (fig 2. 1.5. J en una variedad especifica 

de tRNA. Posterlrormente se encontró que las cltocinlnas no estan 

presentes en todas las especies de tRNA que responden al codón del mRNA 

con la letra inicial U. 

Es interesante observar que la distribución de las citocininas a 

partir de las diferentes fuentes y especies de tRNAs: sólo la i
6

AdR ha 

sido encontrada en los tRNAs de los animales: la i 6 AdR y la MeS2 i
6

AdR 

han sido encontradas en los tRNAs de las bacterias; los derivados 

hidróxilados de la i 6 AdR peculiarmente parecen estar en los tRNAs de las 

plantas con la única excepción de tener la configuración cis. 

•ver la tabla 2.1.3 y la :figura 2.1.S para nomenclatura observada de las 

ci tocinlnas. 
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Figura. 2. l. S. 

Ribósido de zeatina 

(ZR) 

H 
_k/CH3 

H,c· j 
~H CHo 

1 

~~AcH 
1

1 

11 ·' CH.s-yc--N 

HOH2~ 1 • 

H 
HO OH 

2-Metiltio-N6 -CA2
-isopentenil) 

adenosina (MeS2 i 6 AdR) 

-12-

N
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adenosina (i 
6 Ad) 

2-Metiltio-cis-rlbósllzeatina 

(MeS2
ZR) 



2.1.6 EFECTOS DE LAS CITOCININAS 

Los efectos de las citocininas se pueden dividir en dos grandes 

grupos. 

i) Promoción y diferenciación de la división celular. 

11) Retardación de los procesos de la senescencia. 

El efecto de las citocininas dentro de la promoción de la división 

celular, fue observada por primera vez en cultivos de tejidos vegetales 

y esta es la base fundamental de la definición· de las citocininas. Con 

respecto a este efecto especifico, a la fecha esta bien establecido que 

actúa como un disparador de la mitosis. 

Las citocininas también juegan un importante papel en la 

organogénesls y en la diferenciación celular dentro de los cultivos de 

los tejidos vegetales. Estos efectos dependen de la concentración 

relativa del IAA y GA3. Los siguientes resultados en el crecimiento de 

los callos de tabaco a varias concentraciones de citocininas, IAA y GA3, 

es un ejemplo representativo de esto. 

!) sin fltohormonas -·poco crecimiento. 
II) unicamente IAA - crecimiento sin diferenciación celular. 
III) unicamente citocininas - crecimiento sin diferenciación celular. 
IV) citocininas y IAA - crecimiento y diferenciación celular. 
V) con una relación de [citocininas]/[IAA] baja - crecimiento y 

diferenciación celular principalmente en las ralees. 
VI) con una relación de [citocininas]/[IAA] alta - crecimiento y 

diferenciación principalmente en los brotes y las hojas. 
VII) con una relación de [el tocininas]/[GA3] baja - crecimiento y 

diferenciación en plantas de tallo delgado, etioladas, con hojas 
angostas. 

Otros de los efectos que pueden incluirse dentro de la categoria de 

la diferenciación celular son: 

i) La promoción de la germinación de algunas semillas. 

ii) La promoción y desarrollo de los brotes. 
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2.1.7 METABOLISMO DE CITOCINillAS 

ANABOLISMO 

Las el tocinlnas se encuentran dentro de la planta tanto en forma 

libre como formando parte del tRNA. La pregunta que inmediatamente surge 

es la siguiente ¿Estas dos formas se sintetizan por dos rutas 

independientes o· una forma se deriva de la otra?. A pesar de la poca 

información a cerca de la biosintesls de cltoclnlnas la respuesta a esta 

pregunta es clara. En las plantas que están en crecimiento las 

citocininas libres y las que forman parte del tRNA surgen por caminos o 

rutas independientes. 

En estudios con sistemas vegetales libres de celulas se ha 

observado que la cadena lateral de 6 2 -isopentenilo se transfiere a la 

adenina adyacente al extremo 3' del anticodón del tRNA a nivel 

macromolecular, ya que se encontró que el tRNA tratado con permanganato 

bajo condiciones suaves libera específicamente al residuo 

~ 2-isopentenilo de la i 6 Ad, dejando libre a la adenina. 

Cuando el tRNA tratado de esta manera se incubó con preparaciones 

libres de celulas en presencia de ácido mevalónico marcado se produjo 

isopentenil adenina marcada en el tRNA. 

Por otro lado existen buenas evidencias de que la adenina marcada 

es convertida, 

d 
(Beutelmann marca as. 

por 

1973) 

tejidos vegetales, a citocininas libres 

Asl, en el cultivo de tejidos de la ~ 

~ se forman, a partir del C14-ribótido de Zeatina, C14-adenina y 

posteriormente aparecen el c14- ribósido de Zeatina, C14-Zeatina y los 

glucósidos de c14-Zeatina. Otras citocininas que han sido aisladas del 

tRNA hidrollzados y probablemente también se encuentran adyacentes al 
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extremo 3' del anticodón son: (cis) Z y algunas veces el isómero trans; 

(cis) [2(MeS)2) y el isómero trans. 

La evidencia de que las citocininas libres en plantas nuevas no se 

forman por la hidrólisis del tRNA a niveles de mononucleótidos es muy 

fuerte. Dos ejemplos notables son: (i) las citocininas de tejidos 

autótrofos contienen citocininas, pero tales tejidos no crecerán en un 

medio libre de ci tocininas, por lo que no producen cantidades 

fisiologicamente significantes de citocininas por el rompimiento del 

tRNA. (ii) las citocininas del tRNA tales como Me2 i 6 AdR, MeS2 2R y el 

isómero cis de la ZR nunca ha sido encontrado en plantas en forma libre. 

Sin embargo es posible que las citocininas puedan ser liberadas del tRNA 

de las celulas vegetales muertas.<Goodwln 19831 

La ruta a través de la cual se sintetizan las el tocininas en las 

plantas es aún desconocida, aunque una de las rutas propuestas es la 

siguiente: Parece ser probable que un residuo de l!.
2
-isopentenilo 

derivado del ácido mevalónico se transfiera al N6 de la adenosina o de 

la adenoslna 5' - monofosfato y que a esto se le modifique por una 

trans-hidroxilación de un grupo metilo en el C-3 y/o reducción del doble 

enlace l!.
2 (ver la figura 2.1.7.1). 

El principal sitio de la biosintesis de las citocininas libres en 

las plantas parecen estar en las puntas de las ralees, y de aqui 

probablemente se distribuyen al resto de la planta por medio de la 

savia. Las citocininas libres también se sintetizan dentro de los brotes 

desarrollados, en las semillas y en eje embrionario de las semillas en 

germinación. 
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Figura. 2.1.7. l. 

Biosíntesis 
de 

Nucleotldos 
J. H2 0 Pi 

Ad-R-~ --~-A-~__, Ad-R 

H2 0 Pi 

--~--8-t~__,,Ad 

Biosintesis 
de 

Terpenos 
Af.IV 

l. 
l. 
l. 

~+---l>2-IPP :+---l>2 -IPP :+---l>2 -IPP 
.j.. .:. .¡. 

i 6 AdR i 6 Ad 

l trans hidroxilación trans hidroxilación 
de la mitad del de la mitad del 

N6 -isopreno N6 -isopreno 

ZR +- Z 

Isopentenil pirofosfato 
Acido mevalónico 
5' -Nucleotidasa 
Adenosina nucleosldasa 

Pi y ~ Ortofosfato 

~ 

~ 

Ad 
R 

reacción postulada 
reacción conocida 
Adenina 
Ribosa 

Para la i 6Ad, i 6AdR, i 6AdrP, Z y el RZ se sigue la misma nomenclatura 
que en la tabla 2.1.3 

Se sabe que las citocininas que aparecen en el tRNA se forman en 

cada una de las celulas vivas de las plantas y se conoce que esto 

sucede en dos distintos compartimientos: en el citoplasma y en el 

cloroplasto. El tRNA del citoplasma se forma por la transcripción de 

los genes nucleares (Fig. 2.1 7 2) 
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Figura. 2.1.7.2. 

Acetil-CoA 

l 
l 

MVA 

l 
l 

A3 -IPP 

11 
A2-IPP 

genes del 

l 
Precursor del 

l 

lt 
lt 

2lt 
l* 

tRNA del (DNA) 

transcripción en el nucleo por el 
RNA polimerasa 

tRNA (residuo nucleotidico 120-130) 

translocación dentro del citoplasma 

remoción del exceso de nucleotido 
secuencia especificada por las RNA-asaª 

modificación de la purina & de la 
base pirimidina & y de los residuos 
de ribosa por metilación etc. 

N6-isopentenilación de la adenina 
al final del anticodon 3' 

Fuerte modificación del A2 -IP 
en la cadena de i 6 Ad. 

tRNA (menos el 3'terminal CCA secuencial 

l t--2 CTP, ATP 
3 l------3 PPi 

tRNA (que contiene a la citocininal 

Probable ruta para la biosintesis del tRNA del citoplasma de las 
citocininas en las celulas vegetales Cuna ruta similar probablemente 
ocurre en el estoma del cloroplasto y la mltocondria para la blosintesis 
del tRNA cloroplastico y mitocondrial). 

1 = isopentenil difosfatasa A-isomerasa 
2 = lsopenteniltransferasa 
3 tRNA citidiltransferasa 

Algún arreglo de tRNA posiblemente 
ocurra en el nucleoplasma 
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CATABOLISMO 

Las investigaciones llevadas a cabo por Summons y sus colaboradores 

sobre las semillas de maiz demuestran que los productos de degradación 

de las citocininas principalmente son adenina y ribótido de adenina, que 

son utilizados en otras rutas metabólicas. Algunas de las cltoclninas 

degradadas son transíormadas a O-glucósidos de dlhldrozeatlna y 

adenoslna. csuamons 1980) 

Un caso es el siguiente: la principal via metabólica para 

transformar el exceso de citocininas exógenas consiste en romper la 

cadena lateral de las citoclninas. Los compuestos de degradación 

aunados a las pequeñas cantidades de el toclnlnas reducidas y 

glucoslladas en la cadena lateral son formas que reducen la 

actividad citoclnétlca. (He Graw 1985 > 

El significado funcional de los matabolltos de las citocininas 

pueden ser los siguientes: 

a) Formas activas de las citocinlnas. 

En medio de un gran número de compuestos que promueven la 

división celular y el crecimiento del tejido en la planta (actividad 

citocinética), los compuestos de adenina sustituidos en el nitrógeno 

seis (N
6

) son los más actl vos seguidos por sus correspondientes 

ribonucleósidos y después por los compuestos encontrados en el tRNA. 

b) Formas de almacenamiento. 

Las el toclnlnas enlazadas a glucosa son liberadas cuando se 

requieren en la división celular. Hay evidencias de que las 

citocininas 0-glucosiladas conjugadas pueden formarse durante el 

almacenamiento. (Summons 1980) 
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e) Productos de detoxificaclón. 

Los productos de detoxlficaclón son formados a causa de los 

niveles altos de cltoclninas exógenas que son perjudiciales. ya que a 

altas concentraciones estos compuestos actuan como herbicidas. 

d) Productos de inactivaclón. 

Los productos de inactivación como los O-glucósidos se han 

encontrado en semillas y en hojas maduras, también se han observado 

el tocinlnas conjugadas con glucosa unida en las posiciones 3, 7 o 9 

del anillo purinico, hallandose que las citocininas que tienen el 

glucósido unido a las posiciones 7 o 9 del anillo purinico son 

citoclninas mucho menos activas que las citocininas libres no 

glucosiladas. Los nucleótldos de citoclninas son esenciales en el 

metabolismo de citocininas, ya que estos son los productos iniciales 

para la bisintesis de ci tocininas, y que en muchos tejidos es el 

primer metabolito formado en cantidades apreciables a partir de las 

citoclninas exógenas. 
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2. 2 ALMACENAMIENTO Y DETERIORO DE LAS SEMILLAS 

Existe una polémica sobre las af irmaclones de que algunos tipos de 

semillas permanecen viables por muchos cientos o miles de años. En la 

tabla 2.2 se presentan algunas de las mas espectaculares afirmaciones al 

respecto. 

Tabla 2. 2. 

Especie 

Almacenamiento 
en seco 

Cebada 

Trigo 

Trigo 

Canna Compacta 

Cassia Mutejeiga 

Loto Indú 

Localización 

Tumba del Rey 
Tutank:amen 

Varias tumbas 
antigüas egipcias 

Tebas 

Santa Rosa de 
Tastel Argentina 

Museo de historia 
natural, Parls 

Kemigawa, cerca 
de Tokio 

Edad 

1350 años 
a. c. 

1000 años 
a. c. 

3000-2000 años 

600 años 

158 años 

3000 años 

Estado de 
la semilla 

No viable 

No conocida 

No viable 

viable 

viable 

viable 

Quizá el mito más persistente con respecto a la longevidad de las 

semillas es la historia de los granos viables de trigo y de la cebada 

que fueron encontrados en las excavaciones arqueológicas de las 

construcciones del antiguo Egipto, en la tumba de Tutankamen. Durante 

los siglos XIX y parte del siglo XX le fue dada mucha credibilidad y 

publicidad a los reportes de los granos hallados en la tumba sobre su 
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supuesta ger::iinación. Sin e&:l.bargop en recientes y rigurosos estudios 

cientificos. se demostró claramente que los granos muy antigüos sufren 

degradaciones c.orfológicas y .fisiológicas incluyendo la carbonización. 

Esto afecta particularc.ente al embrión y se ve acompañado con una baja 

viabilidad. 

Una de las afirmaciones sobre la longevidad de las semillas que se 

refiere a la Lupina del artico (Lupinus articus). semillas que fueron 

descubiertas congeladas y sepultadas en el Yukon del Canada. Estas 

se:iillas antiquisimas supuestamente fueron llevadas a ese sitio por 

roedores. ya que en el mismo lugar se encontraron vestigios de 

madriguera, material fecal y esqueletos de los roedores, aunque aún esta 

a discusión. 

Otra afirmación sobre la longevidad de las semillas se refiere a la 

Nelumbium nucifera (1000-300 años) y la Chenopodium album y la Spergula 

arvensis (aprox. 1700 años) las cuales se consideran con cierto 

exceptlslsmo. 

Un record sobre las semillas vivientes más antigüas son probable 

mente las de Canna encontradas en las tumbas Pre-Inca de Santa Rosa de 

Tastel en Argentina con una edad aproximada de 620±60 años. determinada 

con carbono 14. Estas semillas fueron germinadas en 1968. pero su 

crecimiento fue lento y dificil, mostrando la raíz problemas geotrópicos 

anormales. sintomas tipicos de las semillas con almacenamiento 

prolongado. Esta planta y sus descendientes sobreviven hasta la fecha en 

el departamento de Botánica de la Universidad de la 

Argentina~~enne~ 1980> 

-21-

Plata en 



FACTORES QUE INCREMENTAN LA VIABILIDAD DE LAS SEMILLAS DURANTE SU 

ALllACENAMIENTO 

Las condiciones de almacenamiento que mantienen la viabilidad de 

las semillas son aquellos que hacen más lentos la respiración y otros 

procesos matábolicos sin dañar al embrión. las condiciones más 

importantes para esto son las siguientes: 

Contenido de humedad. 

Las semillas se pueden clasificar por su contenido de humedad en 

recalcitrantes y ortodoxas: 

Las recalcitrantes son aquellas semillas que retienen un contenido 

relativamente alto de humedad durante su almacenamiento para asi tener 

una máxima viabilidad. Muchas clases de semillas de vida corta pierden 

su viabilidad si el contenido de humedad disminuye. Por ejemplo, si el 

contenido de humedad de las semillas al madurar en primavera fue del 

58:'., la viabilidad se perdió cuando el contenido de humedad se redujo 

por debajo del 30 al 34:'.. Un ejemplo son las semillas de los ci trices 

que sólo pueden resistir un secado ligero. Lo mismo ocurre con las 

semillas de algunas plantas acuaticas tales como el arroz silvestre que 

pueden almacenarse directamente en agua a bajas temperaturas. Las 

semillas grandes y carnosas de los encinos, por ejemplo, el nogal 

americano pierde su viabilidad si se deja secar después de que han 

madurado, de manera normal se les puede almacenar humedas por no más de 

un año. 

Por otro lado el segundo tipo de semillas son las ortodoxas que 

para su almacenamiento requieren de un bajo contenido de humedad para 
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asi tener una máxima viabilidad. Cuando el contenido de humedad se 

encuentra entre el 18 o el JOX las semillas se deterioran por los 

mlcrorganlsmos presentes; cuando se encuentran abajo del 9 o del SY. de 

humedad, hay una poca o nula actividad de los insectos, pero si se tiene 

un contenido de humedad del 4 o del 6X es iavorable para un 

almacenamiento prolongado. Si el contenido de humedad es menor del 4X 

las semillas son inmunes al ataque de los hongos, a la microflora y a 

las plagas que pueden perjudicar los. Sin embargo si el contenido de 

humedad de las semillas es bajo, entre el 1 o el 2X, en algunas semillas 

pueden registrarse pérdida de viabilidad y reducción en la tasa de 

germinación. También algunas semillas pueden almacenarse a esos niveles 

bajos de humedad pero deben de rehldratarse con vapor de agua antes de 

sembrarlas. 

La longevidad de las semillas es máxima si se les almacena en un 

intervalo de humedad relativa del 20 al 2SX. Las variaciones del 

contenido de humedad en las semillas durante su almacenamiento reducen 

su longevidad. 

En consecuencia, la posibilidad de almacenar con éxito semillas 

expuestas en una atmósfera abierta varia mucho en las diferentes áreas 

climatológicas. Los climas secos conducen a la longevidad, mientras que 

en áreas con alta humedad relativa. la vida de las semillas es más 

corta. 

En las regiones tropicales es muy diiicil mantener la viabilidad de 

las semillas en almacenamiento abierto. 
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Temoeratura 

La temperatura reducida de manera invariable prolonga la vida de 

almacén de las semillas y. en general, puede contrarrestar el efecto 

adverso de un contenido elevado de humedad. Harrington ha proporcionado 

dos reglas prácticastHarrlngton 1972 ' 

a) Para se?J.illas que no se ven afectadas en forma adversa por 

condiciones bajas de humedad, cada descenso del uno porciento en el 

contenido de humedad de la semilla entre, el 5 y el 14X, duplica la vida 

de la misma. b) Cada disminución de sºc entre oºc y 44. sºc en la 

temperatura de almacenamiento también duplica la vida de almacen. Por 

otra parte. cuando las semillas son almacenadas a baja temperatura pero 

con una humedad relativa elevada, pueden perder la viabilidad con 

rápidez cuando se cambian a una temperatura más alta. Las temperaturas 

inferiores a la congelación cuando menos hasta de -1s0c, aumenta la vida 

de almacén de la mayoría de las clases de semillas pero su contenido de 

humedad debe estar en equilibrio con una humedad relativa del 70X o 

menos. o de lo contrario el agua libre de las semillas puede congelarse 

y ocasionar daños. El almacenamiento con refrigeración debe combinarse 

con la deshumectaclón o el sellado de las semillas secas en recipientes 

a pruebas de humedad. 

Atmosfera de almacenamiento 

Se ha intentado modificar la atmósfera de almacenamiento a fin de 

aumentar la longevidad de varias semillas de vida corta. Los 

procedimientos para cambiar la atmósfera son crear un vacío. aumentar el 

contenido de dióxido de carbono o reemplazar el oxigeno por el nitrógeno 
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u otros gases. Por :tiedio de este ::.étodo no se han logrado muchos 

1::-eneficios en el al~ace~a~iento de se~illas pero se ~a conseguido 

prolongar la lor..gevidad cie algunas senil!as de vida corta en algunas 

plantas tropicales. 
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2.3 LAS CITOCININAS EN EL DESARROLLO DE LA SEMILLA 

Como se ha mencionado anteriormente. las cltoclninas en el maíz se 

encuentran tanto en forma libre bases (libres y glucósidos). como en 

forma enlazada (rlbótidosl. Respecto al sitio de la planta en que se 

sintetizan las cltoclninas, aún quedan muchas incógnitas, pero se sabe 

que la actividad citoclnética se incrementa marcadamente durante el 

desarrollo de la semilla y decrece con la maduración. Este 

comportamiento es consistente con el papel desempeñado por las 

cltoclnlnas en el control del crecimiento de la semillas!ºªvey 
1979

> 

según la flg. 2.3. 

Eq. de zeatlna 
g de semilla 

200 

100 

o 

2 6 8 10 

SEMANAS 

f'lg. 2.3 Cltoclnlnas en el dcs4rrollo 

de semillas de Luplnus al bus; 

clt.oclnlnas (-)¡ creclmlento de la semllla 

en peso fresco e--). 
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Estas evidencias cuestran una relación entre las fitohormonas y el 

crecic.lento del ecbrlón. :rurante el creciciiento de la semilla hay un 

incremento de git-erelinas activas. El periodo de división y 

agranda.miento celular en el embrión y en el endospermo se lleva a cabo 

cuando las citocininas libres se encuentran en sus niveles altos. El 

inhibidor ABA está asociado más con la detención del crecimiento del 

embrión que con la pro~oción. No obstante. el desarrollo embriogenétlco 

puede ocurrir en presencia del ABA. pero el crecimiento germinativo no 

es posible. 

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

pase directamente de la embriogenesis a la germinación. Esto implica la 

necesidad de un periodo de senencia sobre el embrión. 

2.4 FISIOLOGIA DE LA GERMINACION 

2.4.1 CONCEPTO DE LATENCIA 

Todas las semillas requieren de condiciones adecuadas de humedad y 

temperatura para su germinación y el crecimiento subsecuente de la 

plántula. Hasta que estas condiciones no sean alcanzadas, la semilla 

permanecerá quiescente, desarrollando un nivel muy bajo de metabolismo y 

permaneciendo viva, pero no permitirá cambios metábolicos que en último 

término conduciran a la división celular, crecimiento y emergencia del 

embrión. Otras semillas son aún más restrictivas en sus requisitos para 

su germinación. Algunas de ellas pueden necesitar condiciones o 

tratamientos especiales de luz, algunas de ellas requieren de la ruptura 

de la cubierta de la se~illa, otras requieren de tratamientos 
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especif icos de temperatura y otras más requieren de una cierta 

penetración de· cantidades relativamente grandes de agua para la remoción 

de lnhibidores quimicos. Se dice que las semillas con estas necesidades 

especiales (ademas de suficiente humedad y temperatura apropiada) 

permanecen latentes hasta que se llenen estas necesidades. Las semillas 

que requieren solamente de humedad y temperatura apropiada. se dice que 

estan quiescentes (pero no latentes) antes de la germinación. 

Se dice que una semilla esta latente cuando su germinación esta 

impedida por sus propios mecanismos internos. Si la semilla es capaz de 

germinar de inmediato cuando esta es expuesta a condiciones adecuadas de 

temperatura, se dice que.esta quiescente o no latente. 

La diferencia entre estos dos tipos de semillas estriba en que los 

primeros el control de la germinación se debe a mecanismos internos de 

la semilla, y en la segunda a factores ambientales externos. 

2.4.2 ESCARIFICACION 

En muchas semillas. la germinación no se inicia hasta que se rompe 

la cubierta de la semilla. Este proceso se llama escarificación. La dura 

cubierta de la semilla puede servir para mantener al agua o al oxigeno 

fuera de la semilla, o en pocos casos puede ser tan dura que mantiene 

encerrado al embrión. Huchas semillas tienen esta caracteristica, 

incluyendo a ciertas legumbres y malvas. La escarificación puede 

llevarse a cabo experimentalmente mellando o raspando las semillas con 

una navaja, o tratandolas con ácido sulfúrico o con solventes orgánicos 

(los cuales aparentemente disuelven ciertas sustancias grasas las cuales 

mantendrian fuera al agua), o aún hirviendolas por corto tiempo. 
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En la naturaleza, la necesidad de escarificación es de valor obvio. 

Si una semilla tiene que ser escarificada no puede germinar cuando se 

desprende de la planta progenitora; tiene que esperar hasta que las 

fuerzas de la naturaleza hayan tenido tiempo de romper la cubierta de la 

semilla. De aquí que la germinación no se efectúe en el otoño, sino 

solamente en la primavera siguiente, después que ha ocurrido la 

escarificación y cuando las temperaturas son favorables. 

La escarificación en la naturaleza se lleva a efecto por varias 

fuerzas. Un cierto árbol de los desiertos del suroeste de los Estados 

Unidos germina solamente después de que las semillas han sido 

arrastradas por las barrancas del desierto seco por un chaparrón. Si son 

arrastradas demasiado lejos por la corriente, se fragmentarán, y si no 

son arrastradas lo suficiente, la escarificación será incompleta y no 

germinarán. A menudo se pueden encontrar varios árboles de este tipo a 

unos trescientos metros más abajo que los árboles pro ge ni tares a la 

entrada de la barranca. Un chaparrón suficientemente grande arrastra a 

las semillas a esa distancia y le sumininistra al suelo suficiente 

humedad para el crecimiento subsecuente de las plántulas. 

En algunos casos las aves pueden efectuar este proceso de 

escarificación al pasar las semillas por su tracto digestivo, y en pocos 

casos, tales como el chaparral frecuentemente incendiado de los climas 

mecii terraneos, el fuego es necesario para romper la cubierta de la 

semilla. asegurando la germinación rápida de muchas semillas tan pronto 

como haya suficiente humedad después de un incendio. Más comunmente, la 

escarificación se logra por los procesos normales de la descomposición. 
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2.4.3 ESTRATIFICACION 

Algunas semi! las. incluyendo muchas rosaceas, requieren de un 

prolongado periodo de frio antes de que germinen. Esta caracteristlca 

también es de obvio valor de supervivencia. ya que dichas semillas no 

germinarán en el otoño sino hasta la primavera siguiente. Mientras están 

en condiciones humectas. deben ser tratadas con bajas temperaturas de 

coºc a 10°c¡, comunmente por un periodo de meses. En la práctica 

horticola, se dejan al exterior durante el invierno en capas conteniendo 

las semillas hurnedas, o pueden colocarse en un cuarto de almacenamiento 

frío. Este proceso se llama estratificación. 

Los mecanismos de latencia, tales como la necesidad de fria o de 

escarificación, prolongan el periodo previo a la germinación, y entonces 

se dice que la semilla está pasando por una sobremaduraclón durante este 

periodo. La necesidad del frio puede ser una adición a la necesidad de 

escarif°icación o concebible aún para condiciones particulares de luz y 

otras condiciones ambientales!Sallsbury 1968 > 

2.4.4. IHllIBIDORES QUIHICOS DE LA GERHINACION 

Las semillas de tomate, melón o naranja germinan fácilmente cuando 

son plantadas en el suelo. Dentro de los frutos mismos, las semillas 

estan sujetas a humedad y temperatura ideales y uno puede preguntarse, 

¿Por que no germinan? (muchos de nosotros hemos observado ocasionalmente 

una semilla de naranja en germinación dentro del fruto. pero estos casos 

son relativamente raros). Puede demostrarse que estas semillas 

permanecen latentes en respuesta a sustancias quimlcas presentes en los 

frutos mismos. 
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Se conocen también otros ejemplos de lnhlbldores de la germinación. 

Muchas semillas no germinan hasta que no han sido embebidas 

extensivamente por agua corriente. Nuevamente. el valor de dicha 

necesidad bajo condiciones naturales no es dificil de discernir. Una 

semilla germinará solamente después de una fuerte tormenta que sea capaz 

de remover a su inhibidor químico y de humedecer al suelo a 

profundidades considerables. Por ejemplo en el desierto, algunas 

semillas probablemente requieren quince milimetros de lluvia antes de 

que sean removidos sus inhibido res de manera que puedan germinar. Una 

cantidad menor no provocará la germinación, como tampoco lo hacen las 

lluvias cortas y separadas por intervalo de tiempo. Aparentemente el 

nivel del inhibidor es reestablecido después de una lluvia corta y se 

mantiene hasta que llega suficiente lluvia de una vez para remover y 

humedecer completamente el suelo. 

2. 4. 5 DEMORA EN DESARROLLO DEL EMBRIOH 

Otro mecanismo de latencia parece estar relacionado con el tiempo 

que tarda el embrión para completar su desarrollo, después de que la 

semilla ha sido separada de la planta progenitora. Esto es en algunas 

semillas, como las del acebo, Ginho y Gretum, que no germinarán 

inmediatamente después de ser recolectadas, simplemente porque no están 

"maduras" todavía. La única forma de vencer la latencia •de estas 

semillas 

maduro. 

es permitiendo suficiente tiempo para que el embrión esté 
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2.4.6 VIABILIDAD 

La larga vida de almacenamiento del embrión dentro de la semilla. 

no solamente asegura la supervivencia de las especies, sino que hace 

probable la distribución y la propagación de los mismos a través de 

largas distancias. ya sea en el medio silvestre o por mediación del 

hombre. 

Las semillas viables probablemente nunca están por completo 

inactivas. Los procesos vitales continúan en tanto las semilla guardan 

las condiciones favorables para germinar y producir una planta. Si se 

supiera como impedir o suspender completamente todos esos procesos. 

seria posible mantener la viabilidad indefinidamente. 

La actividad dentro de la semilla es tan pequeña que no es posible 

medirla con ningún método conocido en la actualidad. Sin embargo. si en 

un tiempo determinado la semilla no encuentra las condiciones favorables 

que le permita germinar, ciertas sustancias se agotan. se deteriora el 

poder germinativo y las semillas mueren. La sequedad y el frio 

disminuyen la actividad y protegen los delicados sistemas balanceados 

dentro de la semilla. 

La palabra viabilidad significa "que esta vivo", es decir, una 

semilla viable es aquella que, en circunstancias apropiadas. es capaz de 

germinar, de vivir y desarrollarse normalmente. Una semilla viable puede 

o no tener una germinación inmediata. 

El secado de las semillas es la fase normal y final de la 

maduración, en este estado la mayoría de las especies de las semillas 

retienen notablemente su viabilidad. La longevidad de las semillas está 
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en íunción de la conservación de su viabilidad, y esta está 

estrechamente asociada con la humedad que contienen los recipientes 

donde se almacenan. 

Antiguamente los recipientes o envaces para guardar las semillas 

eran sólo vasijas de barro, ahora el empaque moderno recurre a decenas 

de métodos y materiales para conservar la calidad original de las 

semillas. La forma en que se empacan las semillas afecta sus 

características físicas de tamaño, peso, color, contenido de humedad y 

pureza (ausencia de semillas de las hierbas, material inerte y otras 

semillas), también es importante la ausencia de organismos patógenos, 

insectos, roedores y el daño mecánico. La mejor manera para conservar la 

buena viabilidad y vigor de muchas clases de semillas, es almacenándolas 

en un lugar seco y írio (cercano o abajo del punto de congelación). 
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2. 5 GERMINACION 

Las semillas de la mayor ia de las plantas son incapaces de 

germinar cuando están encerradas dentro del fruto y más aún si este 

permanece unido a la planta madre. 

Una semilla esta formada por un embrión y su provisión de alimento 

almacenado. rodeados por ciertas cubiertas protectoras. En el momento en 

que la semilla es separada de la planta madre. su metabolismo se 

encuentra en el nivel más bajo y no hay en ella señales aparentes de 

actividad de crecimiento, esta semilla contiene la información genética 

del DNA de los cromosomas del embrión, información que le fue 

transmitida durante la fertilización. 

Durante la germinación de la semilla, el metabolismo celular se 

incrementa y el embrión reanuda su crecimiento activo y las cubiertas de 

las semillas se rompen para luego emerger la plántula. 

Durante el desarrollo de la plántula los genes se vuelven activos 

o permanecen inactivos de acuerdo con un programa codificado y 

predeterminado. Los genes activos, efectúan la slntesis de protelnas 

hasta que son desactivados en un punto posterior del desarrollo; en 

consecuencia. las enzimas especificas y las proteínas estructurales 

disponibles en un periódo determinado constituyen la base para el 

crecimiento diferencial y el desarrollo. 
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Para que la germinación se lleve a cabo son necesarias estas tres 

condiciones: 

PRIMERA: La semilla debe ser viable. Esto es, que el embrión 

necesariamente deberá estar vivo. y tener la capacidad 

de germinar. 

SEGUNDA: Las condiciones internas de la semilla deben ser 

favorables para la germinación. Esto es. necesariamente 

deben haber desaparecido las barreras f islcas y quimicas 

para la germinación. 

TERCERA: La semilla debe encontrarse en las condiciones ambientales 

apropiadas. Los requerimientos fundamentales son la 

diponibilidad de agua, temperatura apropiada, una 

provisión de oxigeno y. a veces. de luz. Las condiciones 

internas de la semilla pueden cambiar con el tiempo y en 

consecuencia los requerimientos ambientales también pueden 

variar debido a que se ven afectados por el estado interno 

de la semilla. 

La germinación puede ser definida como el conjunto de eventos 

fisiológicos y bioquímicos que experimenta la semilla hasta el 

establecimiento de la plántula como un organismo autótrofo. <Bernal 1986 > 

La germinación se inicia con la absorción de agua por la 

semilla (imbibición) y termina cuando aparece exteriormente la 

radicula!Wllklns 1969 > Entre los numerosos eventos que se llevan acabo 

se encuentran, por ejemplo: La hidratación de proteínas, el cambio de 

estructuras subcelulares, la respiración. la síntesis de macromoléculas, 

-35-



y la elongación celular. Estrictamente hablando, la germinación no 

incluye el crecimiento de la planta, el cual comienza cuando la 

germinación termina. 

El proceso de la germinación se inicia con la activación o 

despertar y puede completarse en un periódo de minutos o de horas. La 

semilla seca absorbe agua, la absorción inicial de agua significa la 

imbibición de la misma por coloides de la semilla seca, lo cual ablanda 

las cubiertas de la semilla y ocasiona la hidratación del protoplasma. 

Como resultado de ello, la semilla se hincha y sus cubiertas pueden 

romperse. Dado que la absorción es en gran parte un proceso fislco. 

puede efectuarse aún en semillas no viables. Con la absorción de agua se 

activan los componentes del sistema responsable de la sintesis de 

proteínas (es decir diversas moléculas de DNA, RNA). Este sistema se 

formó durante el desarrollo de la semilla, se volvieron activos a medida 

que esta maduró. Las enzimas producidas por la síntesis de proteínas 

controlan las actividades metabólicas de la celula!conn 1972) Algunas 

de ellas se produjeron durante el desarrollo de la semilla y deben 

volverse a activar, otras se sintetizan después del inicio de la 

germinación. 

La segunda etapa de la germinación comprende la digestión y la 

translocación. La absorción del agua y la respiración continuan a un 

ritmo constante, los sistemas celulares se han activado y los sistemas 

de síntesis de proteinas están funcionando para producir diversas 

enzimas, materiales estructurales, compuestos reguladores, ácidos 

nucleicos etc, para efectuar las funciones celulares y sintetizar nuevos 
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materiales. Aparecen las enzimas y empiezan a digerir los materiales de 

reserva (grasas. proteinas. carbohidratos) que estan contenidos en los 

tejidos de almacenamiento (cotiledones. endospermo. perispermo) 

transforI!landolos a compuestos químicos más sencillos: Estos compuestos 

luego son translocados a los puntos de crecimiento del eje embrionario 

para ser usados en la formación de nuevas partes de la planta. En 

diferentes especies de plantas. los patrones metabólicos dependen en 

gran parte de los tipos de reservas quimicas de las semillas. Las grasas 

y los aceites (los constituyentes alimenticios principales de las 

semillas de la mayoría de las plantas superiores) se convierten 

enzim.áticamente a ácidos grasos y finalmente a azúcares. El almidón. 

presente en muchas semillas como una fuente de energía. se convierte en 

azúcares. La secuencia de los patrones metabólicos que ocurren durante 

la germinación significa la activación de enzimas especificas en el 

momento adecuado y la regulación de su actividad. El control puede 

efectuarse dentro de las celulas por diversos procesos bioquímicos y 

pueden depender de la presencia de sustasnclas químicas específicas. 

2. S. l MODELO HORMONAL DE KHAH 

En el control de la germinación de las semillas se ha implicado a 

cuatro clases de fitohormonas vegetales!Galston 1969) 
Las el tocinas 

son hormonas endógenas naturales que al parecer participan en la 

germinación de las semillas, probablemente a nivel del sistema de 

transcripción de DNA .. RNA. En algunas plantas estos compuestos pueden 

anular la acción lnhlbldora que el ABA ejerce sobre las glberellnas en 
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la gercinación. Muchos fisiólogos en \'egetales piensan que la 

germinación está regulada por equilibrios entre diversas sustancias 

promotoras e inhibidoras, siendo la gib<>relina el principal promotor y 

el ABA el inhibldor"'"en '°'ª' 
Flg 2. s. 1 

s 
1 
t 
u 
a 
c 
1 
ó 
n 

H 
o 
r 
m 
o 
n 
a 
l 

Clber•J lne 

vease la figura 2.5.1 

CltoclnlM 
lnhlbldor 

Flg. 2.5.1 Según este modelo, la germinación se efectúa sólo en 

presencia de la giberelina. Si esta presente un inhibidor, 

anula los e!ectos de la gib<>relina. Y la germinación no se 

realiza (No.3). Pero si luego se añade citocininas, ésta 

bloquea los e!ectos del inhibidor y permite que se lleve a 

cabo la germinación ejem. (No. lJ.'~h•n 1971l 

Según este modelo el papel primario en el control de la germinación 

esta dado a las giberelinas. El papel secundario se les atribuye a los 

inhibidores y a las citocininas, que tienen una !unción tanto preventiva 

como permisiva respectivamente. Este modelo es interesante porque 
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eA~lica que la dormancia no solamente es el·resultado de la presencia de 

los inhibidores. sino que también puede originarse por la !alta de las 

giberelinas o de las citocinlnas. Esto no quiere decir que la 

germinación en la naturaleza sea controlada por la presencia o ausencia 

total de las !itohormonas. 

VARIACION DE CITOCINIHAS llURANTE LA GERMINACION DE SEMILLAS DE ZEA KAYS 

Asa Julin-Tegelman en 1979 investigó la variación de las 

ci tocininas endógenas en semillas de maíz durante dos días de 

imbibición, analizando ci tocininas libres (bases libres y ribósidos) y 

citocinias enlazadas (rlbótidosJ!Asa Jul ln-Te9elcHtn 1979) 
Sus 

experimentos indican que las semillas de maiz seco contienen mayor 

cantidad de ci tocinas libres que de sus correspondientes ribótidos. A 

las cuatro horas de imbibición el nivel de citocinlnas se incrementa 

aproximadamente a un 90X y los ribótidos en el mismo tiempo disminuyen a 

un 33Y.. 

La minima cantidad en que disminuyen los ribótidos de ci tocininas 

no explica el gran incremento de citocininas libres. Después de cuarenta 

y ocho horas de imbibición el contenido de citocininas libres decrece 

hasta un ZOY. por debajo del nivel que contienen la semillas secas, 

mientras que los ribótidos de citocininas se mantienen a un nivel bajo 

durante la imbibición. fig. 2.5.2. 
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Fig. 2.s.2. 

0.10 

Absorbancia 
(542-620 nml 

o.os 

o.o 

... ,,, _______________________ _ 
' 24 •• 
Tiempo de Imbibición (horas) Cinetina mg/l 

Fig. 2.5.2 Niveles endógenos de citocininas libres -bases libres, 
ribósidos- (-) y robótidos de citocininas (--) durante 48 
horas de imbibición. El contenido de citoclnlnas se expresa 
en absorbancia. E.~tractos equivalentes a 2 gramos de semilla 
seca fueron probados por el bioensayo del amaranto. 
Las barras verticales indican S.E.M., N=4. 
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2.6 ANALISIS DE CITOCININAS 

Los análisis de fitorreguladores estan dirigidos principalmente al 

aislamiento, purificación e identificación de estos. 

Como se ha mencionado anterlom.ente, uno de los problemas básicos 

en el estudio de sustancias endógenas de crecimiento, son las cantidades 

tan pequeñas que se tienen en las plantas, ya que generalmente son del 

órden de nanogramos por gramo de tejido fresco, por lo cual es muy 

dificil su aislamiento en grandes cantidades y con una alta pureza para 

su análisis. 

Existen varios métodos para la extracción y purificación de estas 

hormonas. Una de las dificultades para seleccionar el procedimiento de 

extracción adecuado es que. estas sustancias pueden ser de composición 

quimlca desconocida. Además, es muy difícil que los procedimientos de 

aislamiento y análisis no alteren la estructura y las propiedades del 

material. 

Los métodos analíticos para fi tohormonas. generalmente consisten 

en los siguientes pasos: 

al Extracción can disolventes activos y disolventes orgánicos. 

b) Purificación o aislamiento utilizando 

cromatográficos. 

c) Identificación 

fisicoquimicos. 

2. 6. 1 EXTRACCION 

y cuantlllcaclón por 

principalmente métodos 

métodos biológicos y 

A pesar de que la separación es un paso esencial para poder 

identificar a las fitohormonas, realmente se han desarrollado pocos 

métodos de aislamiento. La finalidad de todo proceso de extracción es el 
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de separar las sustancias que nos interesan de los demás componentes que 

están presentes en la ouestra, con la menor pérdida posible. Para ello 

una de las técnicas más comunes es la extracción por medio de 

disolventes. 

EXmACCION POR MEDIO DE DISOLVENTES 

El principio empleado aqui es el siguiente: Cuando se tiene dos 

disolventes lru::iisclbles entre si (los polares en la fase acuosa y los no 

polares en la fase orgánica). la sustancia que se estudia pasa 

preferentemente a uno de los disolventes, dependiendo del coeficiente de 

partición que se tenga en ese sistema en particular. 

Las el toclninas se extren con etanol o metano! acuoso, y a una 

temperatura baja para evitar la degradación enzimática o quimlca, ya que 

existe la posibilidad de que los ribótidos de citocininas liberen a los 

ribósidos por la acción de la fosfatasa y también de que algunas veces, 

los ribósidos de cltocinlnas al hidrollzarse, liberen a las bases 

libres. 

Los disolventes menos polares que el etanol o el metano! no pueden 

ser utilizados para la extracción de cltocininas debido a la baja 

solubilidad de éstas sustancias. 

En la solución alcoholica se encuentran disueltas las bases 

libres, los ribósidos y los ribótidos de citocininas, pero también junto 

con estas se extraen otras sustancias. 

La i sopenteniladenina es una de las bases libres de las 

citocininas que tienen dos valores de pKa. El primer valor de pKa=3.4 se 

debe al nitrógeno exociclico protonado, y el valor de pKa=l0.4 se le 
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atribuye a la disociación del grupo NH del anillo de 

imidazol!Mc Ml l lan 1980) Como se observa, la base de las citocinlnas 

libres son compuestos anfotéricos. 

Los ribósidos de citocininas presentan una débil basicidad debido 

a los grupos NH del imidazol que son bloqueados por los grupos 

ribósilos. 

Los ribótidos de ci tocininas también son aruotéricos debido al 

grupo fosfato. 

Por su naturaleza anfóterica y su baja solubilidad en disolventes 

orgánicos, las citocininas no pueden ser fraccionadas usando 

procedimientos generales de extracción. En la tabla 2. 6. 1 se muestran 

los coeficientes de partición de distintos disolventes 

orgánicos!Letham 1974> 

Los coeficientes de partición de las bases libres de las 

citocininas estan dados por la siguiente relación: Coeficiente de 

partición (Kd). 

Tabla 2.6.l Coeficientes de partición Kd= 
[C]org. 
[Clac. de las bases libres 

de citocininas. 

Coeficiente ~ partición 

pH Zeatina Cine tina Adenina 

Eter dietllico 7.0 0.032 0.810 2.33 

Eter die tilico 3.0 o. 011 0.237 0.322 

Eter de Petróleo 7.0 0.0004 0.0006 0.003 

Eter de Petróleo 3.0 0.0003 0.0004 0.001 

Acetato de etilo 7.0 0.240 3.29 6.880 

Acetato de etilo 3.0 0.049 l. 78 l. 49 

n-Butanol 7.0 6.25 20.6 40.4 

n-Butanol 3.0 l. 59 8.51 10.7 
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COmo·se ObServa en la tabla 2.6.1. el s~lvente más apropiado para 

extraer el tocininas es el n-Butanol ya que implica una eficaz 

purificación debido a sus altos coeficientes de partición en éste 

disolvente a pH=7, las extracciones hechas con n-Butanol tienen la 

ventaja de aislar las bases y los nucleósidos de citocininas dejando en 

la íase acuosa. a pH=7, los nucleótidos de citocininas.<Let.ham 1973 > 

2.6.2 PURIFICACION 

Después de evaporar el n-butanol con el cual se han extraído las 

citoclninas, estas son purificadas por algún tipo de cromatografía (en 

papel, capa fina, o columna -intercambio iónico-). Generalmente se 

utiliza la cromatograíia en columna con resinas de intercambio iónico 

para la purificación de citocininas, ya que es uno de los procedimientos 

más fáciles para eliminar a los lnhibidores presentes en el extracto. Se 

utilizan resinas de intercambio catlónlco tanto en forma protonada como 

en forma de amonio. Existe la posibilidad de que los nucleósidos y los 

nucleótldos liberen sus correspondientes bases libres de cltocininas, 

cuando las resinas de los ácidos fuertes se eluyen con solución 

am.oniacal!DekhulJen 1975) 

2.6.3 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION 

La identificación de las citocinlnas vegetales se llevó a cabo por 

el método fislcoquímico de (CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA 

[llPLC]). En afias recientes la llPLC se ha usado como la técnica de 

separación más poderosa que se encuentra disponible para el aislamiento 

y cuantificación de fl tohormonas. Este tipo de análisis se aplica a un 

gran número de compuestos, incluyendo tanto a compuestos no volatiles 

como a sustancias inestables al calor. 
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Las ventajas que se tienen por este método son las siguientes: 

a) Recuperación de la muestra sin ninguna alteración química. lo cual le 

permite estar disponible para analizarse por otro método. 

b) El gran poder de resolución; separaciones más rápidas de los 

componentes que con col\llilnas convencionales. 

e) Mayor velocidad de separación de los componentes. Los análisis se 

realizan en un tiempo menor al de una hora. 

El principio mecánico del instrumento consiste en hacer pasar la 

fase movil através de la col\ltlna a velocidades lineales de !lujo que 

pueden ser hasta de 100 veces más rápidas que en una columna de 

cromatografía tradicional. La cuestra es inyectada al sistema cerca de 

la parte superior de la columna, al salir el eluyente de la columna. que 

puede o no contener un componente de la mezcla, este penetra al 

detector. Frecuentemente se utiliza un detector ultravioleta con 

longitud de onda f"lja de 254nm (o en ciertos casos de 280nm). La 

respuesta del detector está en función de la concentración de la 

:ciuestra. 

Las dif"erntes técnicas de HPLC para el análisis de citocininas son 

las siguientes: partición en :fase normal, partición en fase inversa, 

adsorción e interca!lbio iónico!Horgan 19811 

HPLC, FASE NORMAL 

Esta técnica tiene un mécanismo de separación algo complejo, 

debido en parte a la estabilidad de la !ase estacionarla, razón por la 

cual, se prefiere que el material de empaque esté compuesto por las 

fases polares enlazadas. esto es, materiales que contengan como base 
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slllca gel con superficie recubierta (enlaces covalentes Si-O), ya que 

esta tienen una gran variedad de sustituyentes polares que van a 

originar un tiempo de retención mayor en los componentes más polares de 

la muestra por analizar. 

HPLC, FASE INVERSA 

La limitación del uso de la fase normal, ha originado el 

desarrollo de la técnica por fase inversa. Una de las ventajas 

importante de HPLC. por fase inversa es que pueden utllzarse como fases 

movlles, disoluciones acuosas, lo que favorece el análisis de muestras 

vegetales debido a su naturaleza acuosa predominante. Los materiales de 

empaque utilizados se basan en particulas de sillca gel teniendo como 

fase enlazada una superficie recubierta de grupos hldrocarbonados tales 

como C2 • C1 , C8 • C11 • C11 y C22 • El material más usado es el Cs.e 

(octadecll sllano, ODS). Al no ser polar la fase estacionarla origina un 

tiempo de retención mayor en los componentes menos polares de la muestra 

por analizar. en contraposición a lo que se observa en la fase normal. 
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2.7 "IRABAJOS ANTECEDENTES A ESTE PROYECTO 

Los trabajos anteriores a este proyecto se han llevado a cabo con 

el ?in de dar una e~-plicación a la baja viabilidad en las pobaciones de 

semillas con alcacenaciento prolongado, respecto a la viabilidad de la 

población de seolllas de cosecha reciente. En uno de los 

trabajos (Sanche:. 
19661 realizados se muestra la di:ferencia durante la 

germinación de las seoi ! las en ambas poblaciones a varios tiempos de 

imbibición, utilizando tres di?erentes genotipos de maiz (Mezquital, 

Tuxpeño. y Universal). ?ig. 2.7.l 

D 
Fig. 2.7.l germinación de e 
las semillas de maiz de 
cosecha reciente (A) y de G 
almacenamiento prolongado e 
(8) en los genotipos r 
Mezquital (-•-•-), m 
Tuxpeño (-e-e-), i 
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En las figuras anteriores se puede observar la baja viabilidad en 

las semillas con almacenamiento prolongado. en el que unicamente el 

Mezquital alcanza como máximo un sor. de germinación a las 150 horas de 
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incubación, mientras que este mismo SOY. de germinación se logra a las 25 

horas en las semillas de cosecha reciente. 

Para explicar esta diferencia en viabilidad se llevaron a cabo en 

el laboratorio varios trabajos que consistierón, primero, en adaptar el 

método de extracción y cuantificación por HPLC para citocininas 

libres~Nlshtnart 1980} tanto en elote como en semilla seca de varios 

genótipos de maíz. Se encontró que aproximadamente el SSY. de las 

citocininas estan contenidas en el eje embrionario de la semilla seca. y 

el restante lSX aparece en el escutelo!RoJas 1986
• 

Cama cho 1986) 

Para la realización de estos trabajos se utilizó la Zeatina como 

estandar en el cromatógrafo. encontrandose que en los estracto de elote 

se halla presente esta ci tocinina, mientras que en los extractos de 

semilla seca no fue detectada. En las siguientes ilustraciones se 

presentan los cromatogramas de dichos trabajos. 

Fig. 

.L2.as 1.67,,2.78 

f--2.84 
2.37_. 

+--3.47 

t.67--+ 

Cromato9rama "b" 

Cromato9raza.a "d" 

2.7.2 Cromatogramas de citocininas extraidas de 
analizadas por HPLC Cromatografia liquida); 
HetOH/H20 70:30 v/v. a) a partir de elote; 
enriquecido con Zeatina; c) semilla de maíz; d) 
maíz enriquecida con Zeatina. 
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El cromatograma "a" corresponde a los extractos de elote, la señal 

con tr(tiempo de retención)=2.78 minutos se identificó como zeatina, ya 

que esta señal aumenta cuando los extractos se enriquecen con zeatina, 

(señal 2, 7 minutos en el cromatograma 11 b" ). El cromatograma 11 d 11 que 

corresponde a los extractos de semilla secas enriquecidos con zeatina, 

muestra una señal con tr=3.81 min. la cual no aparece en los extractos 

de semillas secas sin enriquecer con zeatina, el cromatograma "c", 

indica que las semillas secas no se detecta zeatina. 

Otro estudio llevado a cabo en el mismo laboratorio consistió en 

la determinación y cuantificación, de citocininas libres (bases libres y 

ribósidos) en semillas de maíz con almacenamiento prolongado y de 

cosecha reciente de tres génotipos de maiz (Mezquital, Tuxpeño y 

Universal) obteniedose los siguientes resultados!Palma 1999
> 

Genotipo Pobl. o 12 24 

Mezquital A 4.2±0.B s.1±1 4.B±0.8 4.7 

NA 2.s±o. 4 3.5 3.3 2.8 

Tuxpeño 
2.e±o.2 S.J 4. 6 6.0 

NA 2.3±0.3 3.0 4.0 2.9 

Universal s.2±0.4 8.2 6.S 6.8 

NA 2.8±0.4 s.o 4.7 4.5 

Tabla 4. 7.1 Niveles de citocininas libres (bases libres y 
ribósidos) en el eje embrionario de maiz a 
distintos tiempos de imbibición, utilizando el 
Rlbósido de Zeatina como estandar. Los resultados 
se expresan en µg de zeatlna /eje. 
(AJ almacenado. 
CHA> no almacenado 
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Fig 2. 7.3 

12 24 

tiempo de imbibición (hrs) 
Niveles de citocininas en el eje embrionario de 
varios genotipos de maiz, a diferentes tiempos de 
imbibición. 
(---) Con almacenamiento prolongado. 
( - ) De cosecha reciente. 
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En este trabajo se observó que existe un incremento de citocininas 

en los ejes embrionarios durante las primeras cuatro horas de imbibición 

de las semillas con a!cacenaliliento prolongado en comparación con las 

semillas de cosecha reciente. Después de las primeras cuatro horas 

sucede que hay una disminución gradual en casi la totalidad de los 

casos. 
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3.0 PARTE EXPERIMENTAL 



3.0 PARTE EXPERIMENTAL 

GENOTIPO DE lt.UZ ANALIZADO 

El genotipo de maíz utilizado :fue el Tuxpeño Crema I, tanto de 

cosecha reciente como de almacenamiento prolongado (cosecha 1972). 

TUXPEllO CRDfA I. 

Es un tipo de maíz formado por las variedades más rendldoras de la 

raza Tuxpeño adaptadas a la :faja costera del Gol:fo de México. 

El compuesto :fue Introducido a Chaplngo en 1970 y sometido a 

selección masa! visual estratificada a partir de 1971. De esta manera, 

la semilla con origen Tuxpeño Crema I (1972), proviene del segundo ciclo 

de selección masa! de Chapingo en 1972, para este año el compuesto 

estaba muy mal adaptado en chapingo por lo que su rendimiento era muy 

bajo, debido principalmente a su alta suceptibilldad a las en:fermedades 

de la planta y de la mazorca. La planta es muy al ta y alcanza su 

floración a los 130 días después de la siembra. La semilla con origen 

Tuxpeño Crema I ( 1984), proviene del décimo segundo ciclo de selección 

masal estratl:ficada hecha en Chaplngo en 1982 y aumentada en 1984. Las 

plantas siguen siendo altas; la floración masculina ocurre a los 112 

dias despúes de su siembra y el rendimiento de las plantas casi sigue 

siendo el normal. Las caracteristlcas de la planta y de la mazorca son 

muy similares a la de la raza Tuxpeño. 
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APARATOS 

-Un baño a temperatura constante GCA/PRECIS!ON SCIENTIFIC CIRCULATING 

SYSTEM-254. 

-Una centrífuga clínica marca METTICH.EBA III. 

-Un cromatógrafo de líquidos marca Waters Assoc., columna radial pak c18 

acoplado a un espectrofotómetro UV-VIS marca Perkin-Elmer modelo LC-55 

como detector. 

-Una bomba de vacio marca CENCO-MEGAVAC. 

REACTIVOS 

Los reactivos y disolventes utilizados fueron grado R. A. y se 

usaron sin previa purificación: 

Acido Clorhídrico. 

Alcohol Etil leo. 

Alcohol Metílico. 

n-Butanol. 

n-Hexano. 

Hidróxido de sodio. 

Fosfatasa, alcalina (Ortofosfórico-monoester fosfohidrolasa) tipo I-S 

P7640 de Mucosa intestinal de Bovino. 

Ribósldo de Zeatlna (Isómero Trans). 
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CONDICIONES DEL ALMACENAMIENTO 

En el campo, la semilla recién cosechada de la mazorca contiene 

una humedad aproximada que oscila entre el 15 y 18Y.. 

Las semillas son desgranadas de la mazorca manualmente y estas son 

deposl tadas en bolsas de manta, para luego secarse al sol o con aire 

caliente dentro de una secadora hasta alcanzar la humedad del 8 ó del 

lOY.. Son almacenadas en unas cajoneras y llevadas al interior de un 

cuarto a temperatura y humedad ambiente. 

CONDICIONES DE GERMINAC!ON 

A partir de un lote de maiz TU>:pefio Crema I (ya sea de cosecha 

reciente o con almacenamiento prolongado) se escogen y son pesados diez 

gramos de semillas aproximadamente. estas se llevan al interior de un 

recipiente de vidrio, entre dos capas de algodón humedecidas con agua 

destilada, cubriendo el recipiente con una hoja de aluminio, para luego 

ser germinadas dentro de un bafio GCA/ ?RESICION SCIENTIFIC CIRCULATING 

SYSTEM-254 a 25ºC durante O, 4, 12 y 24 horas de incubación. 
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EXTRACCION DE CITOCININAS 

En el laboratorio se adaptó y perfeccionó el método de Nishinari y 

S 
(Nlshlnarl yo no 1980

'para la extracción de citocinlnas libres y 

conjugadas a partir de los ejes embrionarios de las semillas de maíz de 

la siguiente manera. 

Los ejes embrionarios se homogenlzan con 30ml de etanol al SOY. 

dentro de un mortero, enfriado en un baño de hielo-sal, el homogenizado 

es centrifugado por espacio de 20 minutos a 3200 RPM. El liquido 

sobrenadante se separa y al residuo se le agregan 20ml de etanol al SOY. 

los cuales se agitan magnéticamente dentro de un baño de hielo-sal para 

luego volverse a centrifugar durante otros 20 minutos más. Los extractos 

etanólicos se juntan y se concentran a 40°C y 25mm de Hg. El concentrado 

se diluye con agua destilada hasta un volumen de 20ml y se acidula hasta 

un pH=3 con HCl lN, extrayendose tres veces con fracciones de lOml de 

n-Hexano. La fase acuosa es ajustada a un pH=S con NaOH IN, para luego 

ser extraída tres veces con fracciones de lOml de n-Butanol saturado de 

agua, los extractos butanólicos se juntan y se concentran a sequedad a 

40°c y Smm de Hg. 

La fase acuosa se ajusta a un nuevo pH=lO con NaOH lN y se le 

agregan 4ml de enzima (fosfatasa alcalina ortofosfórica-monoester 

fosfohidrolasa tipo I-S, P-7640 de concentración lµg/ml), y se incuba en 

el baño a la temperatura constante de 37°c, durante tres horas. 

Posteriormente la solución se extrae tres veces con fracciones de lOml 

cada una de n-Butanol saturado de agua. Se juntan los extractos 

butanólicos y se concentran a sequedad a 4o0 c y Smm de Hg. (Ver esquema 

2. 3. 1). 
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l!ETODCJ DE EXTRACCION 

EJES OBTENIDOS DE 109 DE KAIZ 

HOMOGENIZAR CON EtOH AL SOX CENTRIFUGAR 

RESIDUO 

HOMOGENIZAR CON Et.OH AL SO:C 

AGITA.CION MAGNETICA 

CEMTRIFUGACION 

RESIDUO 

FASE ACUOSA 

AJUSTAR A pH=B 

EXTRACCION CON n-BUTANOL 

FASE ACUOSA 

AJUSTAR A pH=lO 

AGREGAR 4m 1 DE ENZIMA 
0 

l NCUBAR DURANTE 3hrs A 37 C 

EXTRAER CON n-BUTANOL 

FASE ACUOSA 
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EXTRACTO EtOH 

EXTRACTO EtOH 

o 
CONCENTRAR A 40 C Y 25 mm de Hg 

DILUIR Y ACIDULAR A pH=3 

EXTRACCION CON n-HEXANO 

FASE ORGANICA 

FASE ORGA.N ICA 

EVAPORAR A SEQUEDAD 

A 40°c Y 5 mm de Hq 

CUANTIF'ICACION POR HPLC 

UTILIZANDO RIBOSIOO DE ZEATINA 

COMO ESTANCAR 

FASE ORGAN ICA 

EVAPORAR A SEOUEDA O 

A 40°C Y 5 mm de Hq 

CUANTIFICACION POR HPLC 

UTILIZANDO RIBOSIOO DE ZEATIHA 

COKO ESTANDAR 



ANALISIS DE LOS EXTRACTOS BUTANOLICOS 

El aná.lisis de los extractos butanólicos (el tocininas extraídas) 

se llevó a cabo por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLCJ, de 

partición inversa que utiliza octadecilsilano Cc18 ) como fase 

estacionaria no polar en la columna. Esta clase de separación 

cromatográfica de cltocininas ha sido utilizada por Kannangara, T. y 

Holland, J.'~annanqara 1978, Hol land 1978) Los extractos obtenidos se 

disuelven en lOml de metano! y se inyectan 10µ1 al cromatográfo de 

líquidos, que utiliza una fase móvil la cual consiste en una mezcla de 

metanol-agua 70: 30 V/V. Este método de separación de el toclninas es 

eficiente según los experimentos de Ernstsen, A. y Jensen, F.'Ernslsen 

19851 utilizando altas concentraciones indicadas de alcohol metílico. 

La velocidad de flujo de la fase móvil es de l. Sml/min; como 

detector de citocininas se utiliza un espectrofotómetro de U.V. con una 

longitud de onda fija de 254nm ya que a esta longitud de onda las 

citocininas son detectables hasta en cantidades de 4ng. <~annangara 19781 
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4.0 RESULTADOS Y DISCUSION 



4.0 RESULTADOS Y DISCUSION 

Coco ya se cencionó en la introducción. en este trabajo se 

deterninaron los contenidos de citocininas (bases libres y ribósldos por 

una parte y rib6tldos por otra). utilizando como estandar ribósido de 

zeatina. en se.cillas secas de :aiz de la variedad Tu....,,-peño Crema. Las 

deter~inaciones se hicieron a o. 4. 12 y 24 horas de icbibición y en dos 

poblaciones distintas del genotipo utilizado: una de cosecha reciente y 

otra con alcacena::::iento prolongado. siguiendo el método de extracción de 

Nishinari y Syono adaptado en nuestro laboratorio según aparece en la 

parte expericental. 

Dichas deterainaciones se hicieron con el objeto de COiilparar el 

contenido de citocininas libres con respecto al contenido de cltoclninas 

conjugadas, para poder dar una explicación aproximada a la pérdida de 

viabi 1 idad que se ha observado en las semillas con almacenamiento 

prolongado. 

En un trabajo anterior<Palaa 19891 a este se cuantificaron los 

contenidos de citocininas libres (bases libres y ribósidos) en semillas 

de ::i.aiz con alnacena.II!lento prolongado y de cosecha reciente de tres 

genotipos de maiz !Mezquital, Tuxpeño, y Universal) a O, 4, 12 y 24 

horas de inbibición. Los resultados obtenidos (Ver tabla 4. 7. 1 y Fig. 

2.7.3 pag. ~7) muestran que en todos los casos. a tiempo O. el contenido 

de el t.ocinlnas es IOiayor en las semillas con almacenamiento prolongado 

que en las semilllas de cosecha reciente. Se encontró también un 

increnento en los contenidos de citocininas a las 4 horas de imbibición, 

siendo este mayor en las se~illas con almacenamiento prolongado que en 
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las de cosecha reciente, en prácticamente todos los casos. Después de 

las cuatro horas se observa una disminución en casi todos los casos. 

De acuerdo con la literatura se pueden argumentar dos razones para 

el incremento observado en los niveles de ribósidos de citocininas en 

las semillas con almacenamiento prolongado: 

1) La hidrólisis de los ribótidos de citocininas a los correspondientes 

ribósidos ó. 

2) La degradación de los ácidos nucleicos debido al envejecimiento de 

las semillas. 

Para discriminar entre las dos posibilidades anteriores, en este 

trabajo se hicieron determinaciones de los rlbósidos de el tocininas 

presentes en los ejes embrionarios de semillas del genotipo TU>..t>eño 

Crema y posteriormente se determinaron los contenidos de rlbótidos 

presentes. 

En todos los casos, las determinaciones se realizarón en los ejes 

embrionarios de la semilla a los diferentes tiempos de imbibición, dado 

que en nuestro laboratorio se habla comprobado que(RoJas 1986 > el SSX 

de las citoclnlnas se encuentran en esta parte de la semilla. 

Como se señala en la parte experimental, los extractos butanólicos 

se llevaron a sequedad, posteriormente se disolvieron en Metano! y se 

analizaron por HPLC, usando como estándar el Rlbósido de Zeatlna y como 

eluyente MeOtVH2 0 70:30 v/v. 

En la flg. 4. 1 se muestran los Cromatogramas de los primeros 

extractos butanólicos (citocininas libres y ribósidos) a tiempo cero 

para el genotipo Tuxpeño Crema de cosecha reciente. En estos 

cromatogramas se observan en la curva "a .. , la señal que aparece con un 
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A 
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Fig. 4. 1 Cromatogramas de extractos de ejes embrionarios para el 
genotipo Tuxpefto Crema de cosecha reciente a cero horas de 
imbibición "a". El cromatograma "b" corresponde al Ribósido 
2eatina. Y el cromatograma "e" pertenece al extracto 
enriquecido con el estándar de Ribósido de Zeatina. 

tiempo de retención (tr) de 3. 06 min. La curva 11 b" muestra el tr 

observado para el estándar de Ribósldo de Zeatlna y la curva "e" 

corresponde al extracto enriquecido con estándar. El crecimiento de la 

señal que se obtiene en la muestra enriquecida (con respecto a la curva 

"a") indica que dicha señal corresponde al Ribósido de Zeatina. 

3.13 

l 3.01 

J\--A 
3.07 

! 

A 
c 

Fig. 4. 2 Cromatogramas de los extractos de los ejes embrionarios 
correspondientes a las semillas de maiz Tuxpeño Crema de 
(cosecha reciente) con tiempo de imbibición de doce horas . 
a) Tuxpeño Crema enriquecido con Ribósido de Zeatina (con 

enzima). 
b) Tuxpeño Crema enriquecido con Ribósido de Zeatina (sin 

enzima). 
c) Stándar del Ribósido de Zeatina. 
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Fig. 4.3 Cromatogracas de extractos de los ejes embrionarios de las 
semillas de maíz del Tu.xpeño Creca (con almacenamiento 
prolongado) con tiempo de imbibición de doce horas. 
a) Tu."<¡>eño Crema enriquecido con Ribósido de Zeatlna (con 

enzima). 
b) Tu.xpeño Crema enriquecido con Ribósido de Zeatlna (sin 

enzima J. 
el Stándar del Ribósido de Zeatina. 

Los cromatogramas 4.2.a. y 4.2.b, QUestran las señales que aparece 

a tr-:3.13. y 3.01, los cuales al compararse con el cromatograma •e• que 

corresponde al stándar del Ribósido de Zeatina con tr=3.07, confirma que 

la ci tocinina extraída de las semillas del Tuxpeño Crema de cosecha 

reciente. tanto del primer extracto (bases libres y ribósidos) como del 

extracto posterior a la hidrólisis enzimática Cribótidos), es 

precisamente el Ribósido de Zeatina. 

Lo mismo sucede en la flg. 4.3 en donde se hace la comparación de 

los cromatogramas 4.3.a, y 4.3.b, correspondientes a los extractos de 

las secillas del Tuxpeño Creca con almacenamiento prolongado 

comparadolos con el stándar del Ribósido de Zeatina. se concluye que la 

citocinina aislada de estos extractos de semillas es también Ribósido de 

Zeatlna. 

En la mayoría de los casos estudiados se tiene una señal integrada 

con las condiciones utilizadas observandose la completa separación del 

Ribósido de Zeatina. 
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A/IALISIS DEL HETOOO DE EX'TRACCION 

En los primeros extractos etanóllcos, primer paso en el metódo de 

extracción. también se extraen junto con las citoclnlnas, otras 

fitohormonas además de un gran número de sustancias. Estas extracciones 

se hacen a baja temperatura para minimizar la degradación enzimática o 

quimica de los ribótidos que pueden liberar rlbósldos de cltoclnlnas por 

la acción de la fosfatasa, además de que algunas veces las bases libres 

se forman por la hidrólisis de los rlbósldos de cltoclnlnas. Después de 

concentrar estos extractos, el residuo se diluye con agua ajustando el 

pH=3, ya que uno de los pKa de las cltocinlnas es 3.4. correspondientes 

al nitrógeno exócicllco protonado. La fase acuosa se lava con hexano 

para eliminar compuestos neutros y ácidos. La fase acuosa se ajusta a un 

pH=S. En este valor de pH las citoclnlnas estan como las bases libres, 

ya que el segundo valor de pKa de cltoclnlnas es aproximadamente 10.4 y 

corresponde al grupo NH del anillo de lmldazol. De la fase acuosa se 

hacen extracciones con n-butanol ya que existe un al to coeficiente de 

partición de cltoclnlnas en éste disolvente a pH=B tabla (2.6.1. J. En la 

fase acuosa quedan el tocininas con grupos funcionales ácidos en su 

cadena lateral y rl?ótldos de cltoclnlnas por sus grupos fosfatos 

anlónlcos a éste valor de pH, los cuales se muestran en la tabla 2.1.3. 

En la fase butanólica se extraen bases libres y rlbósidos de 

citocininas, sin embargo no se descarta la posibilidad de extraer 

también el Rlbósldo de Adenlna. 

Después de 

por el método 

establecer que se detecta Ribósldo de Zeatlna 

utilizado, junto con otras cltoclnlnas y que en 

la mayoría de los casos todas forman una sola señal en los 
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cromatogramas obtenidos, se determinó el contenido de ci toclninas en 

semillas secas del genotipo indicado. tanto de almacenamiento prolongado 

como de semillas de cosecha reciente. Sólo se tomaron los datos en los 

cromatogramas que mostraban una señal. Para esto se utilizó el Rlbósido 

de Zeatina como estándar. obteniendo los resultados que a continuación 

se indican. 

Gráilca 4. 1 

Genotipo Pobl. o hrs 4 hrs 12 hrs 24 hrs 

Tuxpeño A 2.s±o.2 6.95 s. 34 s.1 

HA 2. 4±0." S.7±0.01 6 . .a:to.1 6.7±0.02 
CA) A lm.acenado 
CHA) Ho Almacenado 

8 t-

Cl toclninas .. •-...-•------------_,T 
en 6-//·~· µ.g/eje , ---------------------- • . -

¡ .. 
2 ! 

o ' • 1 
o 12 24 

tiempo de imbibición (hrs) 
Niveles de citocininas libres (bases libres y ribósidos) en 
el eje embrionario del genotipo de maíz Tuxpeño crema, a los 
distintos tiempos de imbibición. 
(---) tuxpeño con almacenamiento prolongado. 
( - 1 Tuxpeño de cosecha reciente. 
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Graflca 4.2 

Citocininas 
en 

¡.ig/eje 

2 

Gráfica 4. 3 

16 

Ci tocininas 
en 12 

¡.ig/eje 

Genotipo Pobl. O brs 4 hrs 12- hrs 

Tuxpeño • 1 6.72 s.21 -l.82. 5-21 

!U O. SJ 1. 3±0.05 s. 3:!:0.J 7.3:0.12 

tAJ J\ tm.ac:enado 

(H'A.) He Alaacenado 

--..................... _______________ . 

o 12 
tiempo de imbibición (hrs) 2• 

Niveles de cltocininas conjugadas (ribótidos) en el eje 
embrionario delgenotipo de maiz Tuxpeño crema, a los 
distintos tiempos de imbibición 
(---) Tuxpeño con almacenamiento prolongado. 
( - ) Tuxpeño de cosecha reciente. 

Genotipo IPobl. o hrs • hrs 12 hrs 

Tuxpeño 9.05 15. 16 10. 16 

HA 3.23 7.13 1-1. 84 

(A) almacenado. 
(NA) no almacenado. 

24 hrs 

10.31 

14.156 

_/ ___ ,,.·--------~· 

.. ---- ~ ~---·------------------· 

.~· 

o 
tiempo de im'ifibición (hrs) 

Niveles de citocininas totales (libres + conjugadas) en el 
eje embrionario del genotipo de maiz Tuxpefio Crema, a los 
distintos tiempos de imbibición. 
(---) Tuxpeño con almacenamiento prolongado. 
( - J Tuxpeño de cosecha reciente. 
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En la gráfica 4.2 se muestra que en la semilla seca el contenido de 

ribótido de zeat ina en se::ii!las con alClacenamiento prolongado es mucho 

mas alto que en semillas de cosecha reciente. 

Durante la germinación se observa un incremento importante de los 

ribótidos de zeatlna en las semillas de cosecha reciente después de las 

4 horas de imbibición. mientras que las semillas con almacenamiento 

prolongado presentan sólo un ligero incremento al inicio de la 

germinación y después de 4 horas se observa un decremento importante en 

el contenido de estas citocininas. 

En estos experimentos se hace evidente la incapacidad del eje 

embrionario para sintetizar. después de las 4 horas de imbibición, tanto 

rlbósidos como ribótidos de el tocinlnas, cualquiera que sea la via de 

síntesis. Por otra parte. los altos contenidos iniciales de ribótidos y 

rlbósidos en las semillas con almacenamiento prolongado parecen indicar 

que aparentemente la viabilidad de la semillas no tienen una relación 

directa los contenidos de citocininas. dado que estas semillas han 

perdido su viabilidad a pesar de tener altas concentraciones de 

ribósidos y ribótidos. 

Braycer-ay 1983 
> ha encontrado que es sensible y se degrada el RNA 

de las semillas con el almacenamiento ya sea prolongado o en condiciones 

inadecuadas, dado que se han encontrado RNA altamente degradado en 

embriones de semillas de trigo almacenados. 
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Asi. los niveles altos de citocininas que se encontraron en los 

ejes de las semillas de maiz del genotipo TtLxpeño con almacenamiento 

prolongado es probablemente el resultado de este proceso de degradación. 

Aunque esto parece ser lo más probable queda por hacer 

determinaciones que pongan en evidencia las condiciones en la que se 

encuentra el RNA en las semillas. ya que si se encontrará que este está 

muy degradado se tendría un apoyo para la propuesta que se hace aqui. 

Dado que los contenidos de ribótidos encontrados son también más 

altos en las semillas almacenadas que en las de cosecha reciente, esto 

no puede explicar que los ribósidos provengan de una hidrólisis de los 

ribótidos, por lo que se piensa que el origen más probable de la 

degradación de los ácidos nucleicos. 
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5.0 CONCLUSlor-..ES 



5.0 CONCLUSIONES 

-Se determinaron los contenidos de citocininas libres (bases libres 

y ribósidos) y de citocininas conjugadas (ribótidos) en el genotipo de 

maiz Tuxpeño Crema usando dos poblaciones distintas: una de cosecha 

reciente y otra con almacenamiento prolongado. 

-Las determinaciones se hicieron en los ejes embrionarios de las 

semillas del genotipo mencionado a cuatro diferentes tiempos de 

imbibición: o. 4, 12 y 24 horas. 

-Las cuantificaciones del contenido de citocinlnas en los extractos 

de los ejes embr lanar los se determinaron por HPLC usando r ibósido de 

zeatina como estándar. 

-Se encontró que al tiempo O y a las 4 horas de imbibición los 

contenidos tanto de rlbósldos como de rlbótldos son mayores en las 

semillas con almacenamiento prolongado que en las de cosecha reciente. 

Después de las cuatro horas de imbibición se observa un decremento en 

los contenidos tanto de ribósidos como de ribótidos en las semillas con 

almacenamiento prolongado mientras que en las de cosecha reciente ambas 

citocininas se incrementan. 

-Se sugiere, como conclusión, que las mayores cantidades de 

ribósidos y de ribótidos en las semillas con almacenamiento prolongado 

provengan de la degradación de los ácidos nucleicos del embrión, debido 

a los largos tiempos de almacenamiento. 
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