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i« INTRODUCCION

1.1. Estructura de una semilla de Angiosperma.

Las semillas de las angiospermas son esencialmente simples en estructura
y se desarrollan de un 6vulo fertilizado. Este consiste de un embridn que es-
t4 rodeado por una envoltura. El embrién es usuelmente derivedo de la fusién -
de los niicleos de gametos masculinos y femeninos, es decir, es el resultado -
de la fertilizacién de la célula huevo en el saco embrionario por uno de los
ntcleos masculinos del tubo de polen (16).

Este embrién consiste del eje embrionario que contiene uno o mis cotile-
dones. El eje embrionario estd compuesio del hipocotilo al cual los cotiledo-
nes estén unidos, lg radicula y la plimula. Raramente,un mesocotilo esti pre-
sente, que es el sector de .eje existente entre el escutelo y el coledptilo. -
(Ver fig. 1). Estas partes son generalmente ficiles de distinguir en un en~ —
brién dicotileddn, pero dificiles de identificar en muchas especies monocoti~
ledoneas, especialmente en las gramineas. EL cotileddn sencillo de éstos em—
briones se convierte en el escutelo (3, 9, 10, 16).

El tamafio de los embriones y su posicidn dentro de la semilla varia con—
siderablemente. Esto depende de la forma del ovario, las condiciones bajo las
cuales la planta progenitora crecid durante la formacidn de la semilla y, ~ -
obviamente, de la especie. Otros factores, los cuales determinan la forma y -
el tamafio de 1a semilla son el tamafic del embrifn, la. cantidad de endospermo
presente y otros tejidos que participan en la estriuctura de la semilla (3,16).

La envoltura o testa de la semilla, se origina de la planta pi'ogenitora
¥y normalmente se desarrolla de los integumentos del dvulo. la testa es gene-~
ralmente una capa dura, en algunos casos una testa interna delgada esta pre--
sente y estd formada por el integumento.interno. Su importancia fisioldgica -
procede de la presencia de una cuticula externa e interna,-a veces grasosa 0
cerosa y una o mis capas de células delgadas protectoras. Estas caracteristi-
cas confieren sobre la testa un grado de impermeabilidad al agua y/o a gases,
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Fig. 1.- Diagrama de seccién longitudinal de una semilla de trigo.
(Triticum aestivum)
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- incluyendo al oxigeno, asi que ésto puede consecuentemente ejercer una in- -
fluencia regulatoria sobre el metabolismo y el crecimiento de los tejidos y
érganos internos de la semilla. En algunos casos, la testa puede ser mucila-
ginosa y debido a esto tener una importante funcidén en la retencién del agua
y dispersién de la semilla. (3).

El endospermo se deriva, como el embridén, del material genético tanto -
materno como paterno. Sus nicleos primarios proceden de la triple fusidén de
dos niicleos polares con uno de los niicleos espermiticos. Frecuentemente el -
tejido endospérmico es triploide, perso su ploidia puede ser muy alta y di--
fiere en varias regiones del endospermo. Esta poliploidia procede de proce--
sos secundarios después de la divisidn del niicleo primario (14).

Las semillas estén descritas como endospérmicas o no endospérmicas de—-
pendiendo de la presencia o ausencia de un endospermo bien formado (3).

la semilla normal contiene material de nutricidn el cual utiliza duran-
te el proceso de germinacién. Este material de nutricinn estd frecuentemente
- presente en el endospermo, como en el maiz y en el trigo. El endospermo pue-
de contener una variedad de materiales almacenados como almidén; aceites y
proteinas o hemicelulosas, aunque una semilla puede o no tener endospermo y
éste no es siempre la principal localizacidén del material de reserva. En mu-
chas plantas el endospermo estd grandemente reducido. En estos casos el ma--
terial de reserva estd presente en toda la semilla, como es el caso del fri-
Jol. BEn algunas plantas el material de reserva estd contenido en el perisper
mo. El perispermo se origina de la nucela y no del saco embrionario como en
el caso del endospermo (16).

Durante el desarrollo de la semilla el endospermo rodea al embridn y --
puede persistir como un tejido relativamente grande hasta que la semilla - -
estd casi por crecer. Pero cuando el embrién acelera su crecimiento, el en--
dospermo puede ser absorbido o convertido en una capa fina y el embrién occu-
pard virtualmente toda la semilla (3).
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Las semillas se forman en el ovario y su desarrollo es dentro de los -
frutos. Los frutos que se originan primeramente del ovario son conocidos co
mo frutos "verdaderos", mientras que los frutos en los que participan otras
estructuras o varios ovarios y también su estructura relativa, son a veces
denominados "falsos" (16)

Dentro del grupo de las Angiospermas, se encuentra la familia de las -
Gramineas. El maiz pertenece a la familis de las Gramineas y como miembro -
de éste grupo boténico posee sistemas de raices fibrosas, hojas alternadas,
dos hileras de vainas paralelas en las hojas, hojas separadas de 1a vaina,
tallos cilindricos con nédulos sdlidos y flores mAs o menos espigadas (15).

El maiz tiene como nombre botdnico Zea mays Linnaeus éste es una plan~
ta monoica y nativa de América donde su importancia biolégica es notable ha
ce siglos (18).

El registro histérico del maiz ‘esta limitado a los afios siguientes del
descubrimiento de América. Aparentemente la primera referencia de la plan-
ta en documentos histéricos data en Noviembre 5 de 1492. En aquél dia dos -
Espaficles, en una expedicién de Coldn al interior de Cuba, regresaron con -
un reporte de que "una clase de grano que aquellos llamaban maiz, tenia - -
buen sabor, horneada, secada y hecha en harina" (13).

El maiz es la segunda planta glimenticia mis importante del mundo, des
de el punto de vista de produccidn. Con el reciente descubrimiento de dos -
mutantes de maiz, con alto contenido de lisina, el maiz juega un papel afin
nds importante en la nutricidn humana y animal (18).

La semilla de malz contienes

Humedad (%) =~ ] 16,7
Almidén (%) - 7.5
Proteinas (%) : , 9.91
Grasas(Z) : ‘ g 4.78
Fibra (cruda) (Z) = R.66
Az(icares totales (%) 2.58
Cenizas (4xidos) (%) 1.42

Carotenoides totales (mg/Kg) 30.0
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Le semilla de maiz estd formada sl igual que todas las Angiospermas ~—
de las partes antes mencionadas. Su estructura es la que se observa en la -
figura dos (15).

1.2. Germinacidn, viabilidad y vigor.

El término germinacidn es usado para referirse a un largo nimero de —
procesos, incluyendo la germinacidn de las semillas y de esporas bacteria—-
nas, fingicas y de helechos. Aunque todos éstos son procesos de germinacidn,
daremos el uso del término germinacidn al de las semilas de las plantas supe
riores (16).

La germinecién de las semillas de las plantas superiores podemos obser—
varlo como un nimero consecutivo de eventos que se suceden en una semilla in
mévil, con un bajo contenido de agua y que se manifiesta como una elevacidn
en su actividad metab0lica general para- iniciar la formacién de una planta -
a partir de un embridn, esto es, pasar del estado de vida latente a la vida
activa pare producir una plante semejante a aquella de la cual provino (16).

" Para que puedan germinar las semillas, es necesario que refnan ciertas
condiciones propias de 1a semilla o intrinsecas y que ademds ocurran otras -
dependientes del medio en que se hallan o condiciones extrinsecas. Entre las
primeras podemos destacar que las semillas estén sanas, bien formadas y que
hayan alcanzado una madurez fisiolégica. Entre las condiciones extrinsecas,-
las mAs importantes son el agua, la temperatura, el aire o composicién gaseg
sa de la atmbsfera, asi como la luz para algunas semilas (11).

El agua es indispensable para romper los tegumentos, facilitar la sali-
da del embridn y tembién para las reacciones quimicas de egtos procesos.

ElL ajre es necesario para la respiracidn de las semillas, como lo es pa
ra las plantas, pues en la atmdsfera carente de oxfgeno no germinan.
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La temperatura, es especifica para cada especie y cada especie tiene una
temperatura minima por debajo de la cual no germina, una méxima por arriba de
la cual tampoco puede germinar y por supuesto una temperatura optima de creci
miento. Por ejemplo, el maiz tiene una temperatura minima de 99C, una méxima
de 439C y la temperatura Optima de crecimiento es de 332C (11).

EL proceso de germinacidn comienza con un aumento de volumen a consecuen
cia del agua absorbida. El momento exacto en el cual la germinacién‘ha termi~
nado y comienza el crecimiento es muy dificil de determinar. Esto se hace par
ticularmente diffcil porque se identifica a la germinacién por la protusion -
de una parte del embrién de la capa de la semilla, la cual es una.consecuen——
cia del crecimiento (16). &

El proceso de germinacidn lleva eventualmente al embridn al desarrollo
de una planta,

Las semillas son bastante resistentes a condiciones extremas, por decir-
lo asi, ya que estén en estado de desecacidn. Como un resultado de ésto, pue-
den retener su hebilidad para germinar, o viabilidad, por pericdos considera-
bles. La duracidn de tiempo durante el cual las semillas pueden permanecer via
ibles es extremadamente variable y depende de las condiciones de almacenamiento
¥ del tipo de semilla. En general, la viabilidad es retenida mejor bajo condi
ciones en las cuales la actividad metabolica de las semillas estd grandemen-
te reducida, por ejemplo, bajas temperaturas y altas concentraciones de didxi
do de carbono. El periodo por el cual las semillas permanecen viables estd de
terninado genéticamente y por factores ambientales. Al parecer, las condicio-
nes de sequedad son esenciales para el almacenamiento ¥ retencién de la viabi
lidad; aungue algunas semillas permanecen viables cuando 8e conservan sumer--
gidas en agua (16).

La viebilidad es retenida por largos periodos de tierﬁpo. especialmente -
en semillas que tienen una cobertura dura, como en las leguminosas, donde su
viabilidad es retenida por varias décadas (16).

No sélo el estres por almacenamiento es lo que hace que la semilla pier-
da su viabilided. Una variedad de factores los cuales estuvo sometida la plan
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ta progenitora durante la formacidn y maduracidn de la semilla pueden tam—
bién afectar la viabilidad de la semilla. Tales factores incluyen: disponi-
bilidad de agua, temperatura, nutricidn mineral, luz, etc; aunque estos fac
tores ambientales son de importancia secundaria, comparados con los del con
trol genético de viabilidad de la semilla (16).

" El vigor se define como la capacidad de una semills para producir una
planta bien formada y capacidad de incrementarse en tamafio y volumen mien——
tras todavia dependa de sus propias reservas. El vigor de la planta o semi-
11a es ususlmente caracterizado por el peso de la planta después de un perio
do de crecimiento en un ambiente dado; er la cantidad de reservas que estén
presentes, la rapidez con la cual éstas son movilizadas y la eficiencia de
su metabolismo (24). '

1.3. Dafios genéticos relacionados con la pérdida de viabilidad.

Estudios elaborados en una varidad de semillas y granos han mostrado
que algunas combinaciones de tiempo, temperatura y contenido de humedad pueden
ocasionar una pérdida de viabilidad en las semillas durante el almacens~ —-
niento y que ésto 1lleva consigo una cantidad predecible de dafios genéticos
en dichas semillas (4).

Las semillas pueden acumular dafio cromosomal durante afios y cuando la
frecuencia de células afectadas excede un valor critico, el embrién no pue-
de germinar y se clasifica como muerto. Sin embargo, no debemos olvidar que
las lesiones citopldsmicas son probablemente acumuladas al mismo tiempo que
las otras y ésto, también independientemente o en conjuncidén con las lesio-
nes nucleares, pueden constituir los cambios fatales (4).

la mayoria de las células con cromosomas aberrantes de semillas super-
vivientes no persisten mas alld de una simple divisién celular, ya que las
células hijas contienen grandes desbalances genéticos y desaparecen desde —
el estado de células apicales antes de que la raiz crezca. Un dafio genético
menor, por mutaciones en génes recesivos puede persistir, y puede ser enmas
carado por los alelos dominantes, teniendo un efecto minimo en el metabilis
mo celular. Sin embargo, algunos genes recesivos pueden ser letales en célu -

las haploides (4).



9.-

Abdalla y Roberts (1968), han sugerido que el nimero de aberraciones cro
mosémicas observadas en la primera divisién celular durante la germinacidn, -
puede ser tomado como una medida del defio acumulado durante el periodo de al-
macenamiento. Asi{ se ha encontrado con alto nimero de aberraciones cromosoma-
les en plantas provenientes de semillas viejas (6, 28).

Peto (1933), quien trabajdé con semillas de malz parece haber sido el - -
primero en observar que ocurrian frecuentes aberraciones cromosomales visi- -
bles en raices provenientes de semillas viejas.

Pero no sblo el envejecimiento de las semillas pueden ocasionar rupturas
y aberraciones cromosomales. Por ejemplo, el almacenamiento a una alta tempe-
ratura también puede ser la causa de rompimientos cromosomales. Una serie de
trabajos por Navashin y Shkvarnikov (Navaéhin 1933, Shkvarnikov 1936 y 1939),
en trigo, muestran que tratamientos de semillas frescas con temperatura de —-
50-602C por 20 dias tienen un efecto comparable en cuanto a la produccién de
aberraciones cromosomales con aquellas semillas almacenadas por 6-7 afios a -
temperatura ambiente. En contraste, Smith (1943-1946) reportd que las exposi-
ciones de semillas de cereales a temperaturas de 50-702C por 5-15 dias o a -
802C por 45-80 min. no presentan o tienen pocos efectos sobre la frecuencia -
de aberractones cromosomales.

Cheah y Osborne (1978), reportaron que cuando una semilla pierde viabili
ded, el peso molecular del DNA se ve disminufdo y esto ocurre debido a los —
rompimientos que sufre el DNA principalmente el nuclear. La pérdida de viabi-
lidad es myy rdpida a altas temperaturas y humedades, es poco probable que es
to'se pueda explicar por mecanismos casuales, sin embargo, la accién de ncle
asas (endonucleasas) pareciera ser el mecanismo mAs comiin para que el peso mo
lecular del DNA disminuya. '

Villiers (1974), reportd que también las semillas de lechuga que son al-
macenadas en condiciones de sequedad al parecer permiten la acumilacién de da
flos nucleares, en un grado mas o menos rapido dependiendo de las condiciones
de almacenamiento. Sin embargo, siendo ésta una semilla latente, en condicio-
nes de almacenamiento con imbibicién de agua, permitia a la semilla mantener-
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se con una alta capacidad de germinacién y un alto grado de estabilidad gené
tica.

Un dafio cromosomal intenso puede perjudicar a la actividad de templado
del DNA.y asi reducir la sintesis de RNA y finalmente 14 sintesis de protei-
nas. Los efectos en la transcripeién y la traduccién perturbardn la germina-
cién que depende de estos procesos. Asi es como el DNA juega un papel impor-
tante en la pérdida de la viabilidad (4). '

Por lo anterior un evento temprano después de la imbibicibn de semillas
almacenadas podria ser la reparacidn del dafio sufrido a las macromolebulas
principalmente el DNA (4).

Ademds Cheah y Osborne (1978), mencionan que las semillas con un bajo

porcentaje de viabilidad tienen una disminueién en la habilidad péra sinteti
 zar RNA y proteinas; muestran también una falla en el acoplamiento respirato
rio, una pérdida de la actividad de enzimas (deshidrogenasas, transferasas -
GTP dependientes), fallas en los ribosomas y pérdida del RNA rico en poli A
de vida larga; todos éstos son eventos asociados con germinacidén lenta y pér
dida de vigor.

1.4. Efecto del deterioro de las semillas en la smtes:.s de ATP y en la res--
piracidn. )

La actividad mitocondrial en semillas viables aumenta con el tiempo-des
pues de empezada la imbibicidn y ocurre un acoplamlento més eficiente en la
sintesis de ATP ¥y mayor consumo de oxigeno.

En embriones de centeno, arroz y maiz no viables, se observa una aparien
cla anormal en la ultraestructura de la mitocondria, observindose un tamaiio
mayor y & los dos o tres dias ocurre una lisis completa. Las semillas de - -
maiz que no pueden germinar consumen poco oxigeno; actualmente se ha querido
correlacionar la disminucion en la actividad de enzimas respiratorias con‘ un
intercambio gaseoso reducido.
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Ademds, las semillas de mafz no viables contienen niveles disminuidos de -
citocromo oxidasa, deshidrogenasa alcohélica y deshidrogenasa mdlica. No se co-
noce hasta que punto la disminucidn de actividad de enzimas respiratorias con—
tribuyen al deterioro del préceso respiratorio; pero se ha observado reciente—
mente que la sintesis de algunas enzimas e isoenzimas respiratorias se llevan -
a cabo en embriones viales, pero no en los no viables.Por lo tanto, la incapaci
dad de produccidn y activacién de enzimas respiratories se asocia con la pérdi-
da de viabilidad (18), '

La pérdida de viabilidad en semillas en estado seco es un evento progresi-
vo expresado en la germinacidn por fallas en el vigor de los embriones y un ba-
jo establecimiento de las plantas. En términos bioquimicos ésta pérdida de vi--
gor aparece como un decremento en la actividad mitocondrial (Abu Shakra y Ching,
1967), baja activided de enzimas respiratorias (Lakon 1949) y. una baja produc——
cién de ATP (Ching 1973). Pero, la meyor lesién es la progresiva falla del sis-
tema de sintesis de proteinas (25).

1.5. Antecedentes inmediatos sobre el estudio de la relacidn entre viabilidad
e integridad de los sistemas de sintesis de DNA en ejes embrionarios de
maiz.

Mirahda Hem, L. (1984), reporta que durante la pérdida de viabilidad de ~-
los ejes embrionarios de maiz (variedad Chalquefio), se presenta fragmentacién -
del DNA. Se demostrd tsubién que hay wn incremento en la sintesis temprana de -
DNA en ejes embrionarios de baja viabilidad y en los dafiados por luz U.V., por
1o que se sugiere que antes de iniciarse la replicacién del DNA en estos’ ejes,-
existe un proceso de tipo reparativo del DNA durante las primeras horas de imbi
bicidn lo cual permite que la germinscidn pueda llevarse a cabo.

Garcia Rendén, M. (1985), reporté que tratamientos con temperatura y/o hu-
medad altas‘ producen deterioro en las semillas de maiz Chalqixeﬁo, que se refle-
Ja en una disminucién de ls viabilidsd y capacidad de crecimiento de las mismas
¥ que parece haber una relacién con la baja en la integridad del DNA. Otro ha—
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1lazgo importante es el hecho de que en semillas tratadas dos dias a 609C y -
6 dias a 409C/100Z de humedad, se presenta una caide considerable en la incor
poracidn de (38) Timidina al material dcido tricloro acético (sintesis de DNA)
desde las primeras horas de germinacién, por lo que sugieren que ha sido afec
tado el aparato de sintesis de DNA con los dos tratamientos y que no hay repa
racidn del dafio durante las primeras 15 horas de germinacidn.

Muro Rico, M. (1986), reportd que al someter las semillas de maiz a trata
mientos con temperatura y/o humedad, se provoca deterioro que se manifiesta en
la incepacidad de sintetizar RNA y proteinas en las primeras 15 horas de germi
nacidn. ' ’

En la variedad de maiz Chalquefio, el grado del dafio causado es maybr cuan
do el tratamiento aplicado es el de 6 dias 40°C con 100% de humedad.

La pregunta que surgié a partir de éstos antecedentes fue si la causa de .
~ la caida en la capacidad de sintesis de DNA de los ejes embrionarios tratados
con temperatura y/o humedad podria.n ser debido a la actividad de las DNA poli-
merasas que, fueran particularmente lidbiles a los tratamientos antes menciona-
dos. Esto y la caida observada en la capacidad de sintesis de RNA y proteinas,
explicarian por que los ejes embrionarios de semillas tratadas soi incapaces de
sintetizar DNA durante las primeras horas de la germinacidn.
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2. Hipdtesis

Ya que la sintesis de DNA se encontrd reducide, en los ejes embrionarios
de semillas deterioradas por los tratamientos de temperatura y/o humedad, po-
demos suponer que une de las causas de esta disminucidén en la capacidad sin-—

tética se debe a una menor actividad de la DNA polimerasa, que es particular-
mente 16bil a dichos tratamientos.

3.~ Objetivos.

Detectar como varia la actividad enzimitica debido a los t.ratamientos
~a que son sometidas las semillas-
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L - Materiales y Métodos.
4+1. Materiales
4.1.1. Material Bioldgico:

Lag semillas de maiz utilizadas en este ir_éb'ajo son del tipo lla-
mado Chalquefio, las cuales fueron proporcionadas por PRONASE (Producfcqra Na-
cional de Semillas) al departamento de Bioquimica Vegetal de la DEPg de la
Facultad de Quimica. ‘

4.1.2.- Soluciones amortiguadoras y reactivos utilizados

4.1.2.1, Solucién amortiguadora de imbibicidn.

Tris-HC1 pH 7.6 o 50 M

“KC1 , 50 mM
MgCla o o
Sacarosa ’ ’ ’ 272 .
Cloramfenicol 50 pg/ml

" 4.1.2.2. Solucidén Amortiguadora "A"para homogeneizacidn.

Tris-HC1  pH 7.6 , ' 50 oM

" KC1 _ 25 mM
MgCl, . o1 mM
R-mercaptoetanol » i 1 mM
Saéarbsa . o 0.25 ,‘M

Fluoruro de fenil-metil; : ,
‘sulfonilo (PMSF) , - 0.1 oM



Alblmina de suero bovino
MgCh

Trig-HC1  pH 7.5
Volumen final: 1ml

" Tris~HC1 pH 7.6

KC1 ‘

MgC1y

dATP,dGTP,dCIP -

ATP

Glicerol .

2-mercapto-etanol

ADN activado de timo de ternera

4.1.2,5, Liguido de centelleo.

(1,4-bis(2-(5-Feniloxazolil))
benceno (Nb POPOP) )
2,5-Difeniloxazol (PPQ)
Tolueno

Desoxicolato de Sodio (DOC)
Acido tricloroacético (TCA)
Solucidn de Cobre~Tartrato- -
Carbonato (CIC):

NapC03

CuS0," 5H20

Tartrato de Sodio y Potasic

-egtable por 2 semanas a temperatura ambiente~

150-

4.1.2.3. Solucién amortiguadora para la activacion del DNA.

0.5 mg
0.47 ng
6.05 ng

4.1.2.4. Solucidén Amortiguadora pare medir sintesis de DNA in vitro

25 oM

16 oM

4.4 oM

0.1 nM

1 uM

42

0.4 M

50 pg/250 pl

0.1g
5.0g
1.0L

4.1.2.6. Reactivo "A" para 1a determinacién de proteinas.

0.15%2
T2.0%

10.02
0.1%
0.2%
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4 .1.2.7. Reactivo "B" para la determinacién de proteinas.

Reactivo de Folin-Ciocalteus 1 Volumen
Agua desionizada 5 Volumenes

4 .1.2.8. Soluciones para la determinacién de la alcohol deshigrogenasa.

Etanol 1.0M
Solucidn amortiguadora

de Glicina =pH 7.5 ‘ . 0.5M
NADH ' 10mg/2ml

4.1.2.9. Soluciones para la determinagién de malico deshidrogenasa

Solucién amortiguadora . »
de Fosfatos pH 7.5 ' 0.1M

Acido oxalacético 16nM
NAD*  en NaHCO3. 20mM

4.1.2.10 Soluciones para la determinacién de la catalasa.

KMnO, ‘ 0.01M ‘
Agua oxigenada (Ho0p) , 0.06% sol.final
Hps0, S 2.0%.
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4.2, Métodos.

4 .2,1, Tratamiento de las semillas.,

Se colocaron las semillas en cajas de petri y éstas después se in-
cubaron en las siguientes condiciones: 409C con 100% de humedad durante 6 dias
o 60eC (calor seco) por 2 dias. Después de éstos tratamientos, se procedid a -
extraer los embriones de las semillas.

4.2,2, Imbibicidn de los ejes embrionarios.

Lotes de 30 embriones fueron desinfectados con hipoclorito de sodio
(Na0C1,0.5%) por 30 segundos y después lavados perfectamente con agua desioni-
zada y estéril., Estos embriones se colocaron entre discos de papel filtro es—~
tériles en tubos de cultivo o en frascos estériles (ésto se realizd en condi--
ciones de esterilidad). Se agregd después solucidn amortiguadora de imbibicidn
4 .1.2.1.) (300u1). Una vez que se agregd la solucién amortiguadora, se tapa—
ron loa tubos para evitar evaporacion y se incubaron durante 0,3,6 y 15 horas
a 279C.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn, los ejes embrionarios
se sacaron de los tubos y se homogeneizaron. En caso de que no fueran a ser --

procesados de inmediato, los ejes se colocaron en tubos de ensaye y se guarda=
ron a -709C.

5]

4 .2.3. Obtencién del homogenado y del extracto protéico.

Los ejes embrionarios se colocaron en un mortero limpio y seco, pre
viamente enfriado y conservado en hielo, se agregd solucidén amortiguadora de -
homogeinizacién (4.1.2.2.) (2ml) y se homogeneizo durante aproximadamente 1 mi
nuto en frio. '

El homogenado se pasd a tubos "Corex" de 15 ml previamente enfria--—
dos y el mortero se enjuagd con 0.5ml de solucidn amortiguadora y se vertid al
tubo, Después se procedid a centrifugar.
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Primeramente se hicieron 2 centrifugaciones a 2000xg en una ultracentrifu
ga J2-21 Beckman, con un rotor JA-20 previamente enfriado, durante 15 minutos
cada vez. Después de las 2 centrifugaciones, el sobrenadante de las centrifuga
ciones se trasvasd con pipeta pasteur, evitando acarrear tanto 1ipidos como --
pastilla, a tubos de policarbonato de 5ml previamente enfriados y éstos se cen
trifugaron en un rotor 494 IEC preenfriado, en una ultracentrifuga IEC a - - -

100,000xg durante dos horas.

Una vez transcurrido el tiempo de centrifugacidén, el sobrenadante se pasd
a tubos de 13x100 con una pipeta pasteur evitando tomar tanto lipigios COMO pas
tilla. Los tubos se conservaron en frio todo el tiempo y el sobrenadante se——-—
utilizé como fuente de enzima.

42,4, Obtencién del DNA activado.

Se disolvid mg de DNA de timo de ternera con 4ml de solucién amortiguado
ra de activacion (4.1.2.3.); wa vez bien disuelto, se le agregaron 4pl de DNA
-asa (0.05mg/ml). Se incubd a 372C por un periodo de 15 minutos, después se ca-
lentd a 779C.por 5 minutos y exactamente a los 5 minutos se sacd del bafio ¥ se
enfrié sibitamente en hielo.

4.2.5. Determinaclon de la s:.ntesis de DNA in vitro con los extractos prote:.-—
cosy

La mezcla de reaccién, cuyo volumen totel fué de 250nl contenia solucién
amortiguadora para medir sintesis de DNA (4.1.2.4.), extracto protéico (70-120
pg) ¥y TIP (3g ) (pci)

Esta mezcla se incubo a 379C durante 30 minutos, despues se le agregd DNA
de esperma de salmén (1. 25mg/ml 250n1) y luego &cido tricloroacético (10Z,1ml)
previamente enfriado. Los tubos se colocaron en hielo durante 30 minutos. Una
vez pasados los 30 minutos, se £iltrd mediante un sistema de filtro Millipore
con filtros Whatman GF/C; los tubos se enjuagaron dos veces con TCA }10Z) 1ml,
cada vez y dos veces con etanol (96%) 1ml cada vez. Los filtros se secaron en
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el horno a 1009C durante 30 minutos y una vez secos, se transfirieron a viales
que contenian 1iquido de centelleo (4.1.2.5) (5ml). Se determinaron las cuen-
tas por minuto en un contador de centelleo liquido Packard-Tri-Carb.

4.2.6. Determinacién de proteinas totales en los extractos protéicos.

Se realizé la determinacién de proteinas totales por el método de Lowry -
modificedo {Peterson, 1977).

Se hizo primeramente una curva patrén con albimina sérica bovina (ASB). -
Para ello se prepard una solucién stock de Img/ml de ASB, empleando agua desip
nizada como disolvente. ’

Se tomaron alicuotas de la solucién stock de ASB y se completd el volumen
con agua desionizada a 1ml, para obtener un intervalo de concentraciones de —
20-200pg de proteinas. En el caso de los extractos, se tomaron volumenes de 10,‘
20 y 40pl, a los cuales se les afiadié agua desionizeda para que el volumen fi-
nal fuera de 1ml. '

A cada una de las muestras se le afiadid desoxicolato de sodio (0.15%, 0.1
ml) y se incubd a temperatura ambiente durente 10 minutos. Despuds se le agregd
dcido tricloroacético (72%, 0.1ml) preenfriado, se dejé reposar durante 15 minu
tos en hielo, una vez transcurridos los 15 minutos se centrifugaron los tubos -
a 3000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante se desechd y los tubos se deja—
ron boca abajo sobre un papel absorbente durante 5 minutos aproximadamente para
que la pastilla estuviera mAs o menos seca. Después se le agregd agua desioniza
- da(1ml) y reactivo "A" (1ml) se mezclaron y se incubaron durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

Transcurrido el tierﬁpo, se les agregd reactivo "B" (0.5ml), se mezcld y se
dejaron reposar por 30 minutos a temperatura ambiente. A los 30 minutos se to-
md la lectura en un espectrofotémetro (Pye Unicam) a 750 nm.

la curva patrén se obtuvo graficando la absorcién a 750 nm contra la con-
centracién de proteinas en yg de ASB. Para calcular los velores de los extrac-
tos proteicos, el valor de la absorcién se interpold en la gréfica patrén y asi
se determind la concentracidn de éstos.
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4.2.7. Determinacién de la actividad de otras enzimas no relacionadas con el
DNA. ’

4.2.7.1. Aleohol Deshidrogenasa

Se midié 1a actividad de la alcohol deshidrogenasé. por medio de un método
espectrofotométrico, basado en la oxidacién del NADH a NAD+ y observando el —-
cambio de absoreidn en el espectrofotdmetro a 340 nm.

Primeramente se agrego a una celda de cuarzo de 1ml, soluclon amortiguado
ra de glicina (350u1) después se le agregd etanol (5Qul), ambos mantenidos a -
379C, se mezcld bien y se le agregd entonces el extracto protéico de los ejes
embrionarios de las semillas tanto del control como de los dos tratamientos --
(50u1), se mezclaron bien y en seguida se agregd el NADH (5Qu1), se metid la -
celda en el aparato y se observd el cambio de la absorcién por medic de un gra
ficador adaptado &l espectrofotometro.

Por filtimo se caleulé la actividad especifica de la enzima por medio de -
la siguiente férmula: -

AE x V
txEg0 xvxd

= X mol/min/ml

de donde: AE= cambio de absorcién

volumen de la celda

t= tiempo de corrido de la carta

F’)I.O" absorcion especifica del NADH a- 340nm
v= volumen de alicuota

d= paso de luz por la celda

D

a la concentracién obtenida con la férmula anterior se 1a divide entre la can-
tidad de proteinas-del extracto, determinada por el método de Lowry modificado,
mencionado anteriormente.
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4 .2.7.2. Malato Deshidrogenasa.

El método éeguido para medir la actividad de esta enzima fué el mismo que
para la alcohol deshidrogenasa.

Fn una celda de cuarzo de 1ml, se agregd solucidén amortiguadora de fosfa-
tos (0.93ml), después se agregd dcido oxalacético (1Qul) recientemente preparas
do, se mezcld bien y se le agregd extracto protéico de los ejes embrionarios de
las semillas tanto control como de los dos tratamientos (50pl) se mezcld y por
Gltimo se agregd NAD+ (10ul), se mezcld y la'celda se introdujo en el aparato
para observar el cambio de la absorcidn por medio de un graficador adaptado al
espectrofotdmetro.

la actividad eapeeifica de la enzima se midid por medio de la siguien’ce -
formula.

AEXV = X mol/min/ml
th%oxvxd

¥ & la concentracién obtenida se le divide entre la cantidad de proteinas tota
les del extracto, determinada por el método de Lowry modificado.

4.2.7.3, Catalasa.

Esta enzima se midié por medio de la titulacién del agua oxigenada rema~-
nente después de la reaccidn con permanganato de potasio.

La reaccién se 1levd a cabo a temperaturs ambiente. En primer lugar se -
agregaron 5ml de la solucién de agua oxigenada a un matraz erlenmeyer de 250ml
o inmediatamente después se agregaron 0.5ml del extracto protéico; se dejé la
reaceidn por 5 minutos con agitacibn ocasional; inmediatamente después la fea_c_:_
ci6n se detuvo con 5ml de dcido sulftirico. El remanente se tituld con permanga
nato de potasio 0.07M; el resultado se compard con un blanco de tiempo cero.
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La actividad por minuto se calculd de la siguiente manera:

(2.5 ml - vol. de KMnO; problema) 8.5moles
2.5ml x5

de donde: - ‘
8.5moles es la concentracion de HpOal tiempo

cero de la reaccién
2.5 ml es el volumen de KMnOL que titulan las

8.5moles de Ha0p
5 son los minutos de la reaccidn.

Para obtener la actividad especifica a este resultado se divide entre los

mg de proteina en 0.5ml del extracto.
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5. Resultados.

Fn este estudid se sometid a las semillas de maiz ‘& dos tipos de trata-
mientos, que pretenden imitar las condiciones de almacenamiento inadecuadas -
del grano que provocan deterioro de las semillss y envejecimiento acelerado.

De los ejes embrionarios de éstas semillas se investigd la actividad de
la DNA polimerasa como un marcador bioquimico para observar si a este nivel -
hab{a un dafio.

Este estudio se realizd debido a que anteriormente (11), se habia demos-
trado que en los embriones de semillas tratadas & 6090poxj 2 dias y a 409°C por
6 dias/100% de humedad se afectaba la sintesis de DNA y la integridad del mis

mo.

La pregunta era si ésta disminucidn en la capacidad para sintetizar DNA
se debia & que la DNA polimerass también resultaba dafiada, independientemente
de que otros factpres, relacionados o no, fueran igualmente afectados.

5.1 Actividad de la DNA polimerasa en extractos celulares de semillas
no tratadas y tratadas. ‘

El objetivo, era detectar cémo variaba la act1v1dad enzimitica en las -
semillas sometidas a varios tratamientos.

Se pudo observar que cuando se trataban las semillas a 609C por 2 dlas -
¥ & 409C por 6 dias/1007 humedad, la actividad de la DNA polimerasa era de —
437 sproximadamente en ambos casos con respecto a la actividad mostrada por -
el control. Estos experimentos se hicieron con ejes embrionarios sin imbibir.
(Ver fig. 3)

En cuanto a los ejes embrionarios que fueron imbibidos durante 3 horas,-
se pudo observar que en tanto en los embriones de las semillas tratadas a 609C
por 2 dias, la actividad enzimitica fué 40%, la actividad de 1a enzima de los
ejes de las semillas tratadas por 6 dias a 40°C/100% humedad fue 707 ambas con
respecto a la actividad mostrada por el control (Ver fig. 4).
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Por lo que respecta los embriones con 6 horas de imbibicidn, en las semi-
1las tratadas a 602C por 2 dias la actividad fue 50Z con respecto al control.-
La actividad 'de la enzima en los embriones de las semillas tratadas a 409C por
6 dias/100% humedad se mantuvo similar a la actividad mostrada por la enzima -
de los embriones imbibidos por 3 horas (70Z). (Ver fig. 5)

Por Gltimo en los embriones de 15 horas de imbibicidn, como se observa en
la figura 6, la actividad de la enzima de los embriones de las semillas trata-
das a 60°C por 2 dias se ha recuperado en su totalidad en tanto que la activi-
dad de la enzima de los embriones de las semillas tratadas por 6 d:_'Las a 408G/~
1007 humedad mostraron un 80% de actividad con respecto al control.

Un resumen del comportamiento de la enzima con los tratamientos dados se
puede observar en la figura 7.

Ya que se observd que la actividad de la DNA polimerasa se veia afectada-
por los tratamientos antes mencionados y qué éstos tratamientos también afecta
" ban la viabilidad, se quizo observar la actividad de 1a DNA polimerasa bajo —-
otro tratamiento que también causa una baja en la viabilidad, como es la irra-
diacién con rayos ¥ .

Los resultados obtenidos fueron que la actividad enziméticaA, tanto de los
ejes controles como de los ejes irradiados mostrd un comportamiento similar, -
es decir, la irradiacién no afectd la actividad de la enzima. Este experimento
se hizo sblo en ejes embrionarios sin imbibir y la dosis de radiacién fué de -
100K rads . (Ver fig. 8) :

5.2 Uso de NEM para verificacion del tipo de enzima.

Se utilizd N-etil maleimida (NEM) para tratar de averiguar si la activi~
vidad enzimitica mostrada se debia a una DNA polimerasa de tipoet ya que la ~-
NEM es un potente inhibidor de esta enzima. La NEM se disolvidé en Dimetilsul--

féxido (DMSO) por lo que los controles de éstos experimentos llevaban DMSO en
cantidad igual a la NEM.
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29.-

Estos experimentos se realizaron con ejes embrionarios de semillas que -
tuvieron los dos tratamientos antes mencionados e imbibidos por 3 y 15 horas.

Los resultados obtenidos con los ejes embrionarios de semillas tratadas
o no e imbibidos por 3 horas fueron los siguientes:

a) Semillas control (no tratadas). Los extractos de ejes de semillas
" no tratadas e incubadas en presencia de NEM tuvieron sblo un 30%
de la actividad mostrada por el control con sdlo DMSO.(Ver fig. 9)

b) Semillas tratadas por 6 dias a 409C/1002 humedad. la presencia de
NEM redujo la actividad de la enzima en los extrag:tbs de éstos =
ejes en un 30% comparada con su control con sélo DMSO.(Ver fig.9)

¢c) Semillas tratadas por 2 dias a 60°C. La actividad enzimitica en -
© los extractos de los ejes de éstas semillas en presencia de NEM -
fué de 40% comparada con su control con sélo IMSO. (Ver fig. 9)

Los resultados obtenidos con los ejes embrionario,s de semillas tratadas -
o no e imbibidos por 15 horas fueron los siguientes :

" &) Semillas control (no tratadas). Los extractos de ejes de semillas
‘ no tratadas e incubadas en presencias de NEM tuvieron sélo un 30%
de 1la actividad mostrada por el control con sdlo DMSO.(Ver fig.10)

b) Semillas tratadas por 6 dias & 409C/100% humedad. La presencia de
NEM redujo la actividad de la enzima de los extractos de éstos -
ejes en un 70% comparada con su control con sélc DMSO.{(Ver fig.10)

¢) Semillas tratadas por 2 dias a 609C. La actividad enzimAtica de -
los extractos de los ejes de éstas semillas en presencia de NEM -
fué de 20% con respecto a su control con sélo DMSO.(Ver fig. 10)

p
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Se compard la actividad enzimdtica de los controles con solo DMSO tanto -

de los extractos de los ejes de las semillas como de las no tratadas. la acti-

vidad mostrada a las 3 horas de imbibicién por extractos de ejes de semillas ~
deterioradas (ambos tratamientos), fué de 70% con respecto a las no tratadas.

Por lo que respecta a las 15 horas de imbibicién, los extractos de los —-
ejes de las semillas tratadas por 6 dias a 409C/100Z2 humedad tuvieron una ac-
tividad de 50% con respecto a los no tratados y los del tratamiento de 609C —
por 2 dlas tuvieron 100% de la actividad mostrada por los no tratados. (Ver fig.
11).

5.3. Medicién de otras enzimas no relacionadas con el DNA.

~ Debido & que la DNA polimerasa se vid afectada por los tratamientos a los
que fueron sometidas las semillas, se quizo observar si otras enzimas no rela-
cionadas con los mecanismos de sintesis del DNA se veian afectadastambién con
los tratamientos mencionados. '

Las enzimas estudiadas fueron 3: la alcohol deshidrogenasa (ADH), la mala
to deshidrogenasa (MDH) y la catalasa. Las enzimas se estudiaron en ejes em— -
brionarios de semillas que recibieron ambos tratamientos y del control, todos
ellos sin imbibir.

5..3.1. Aleohol Deshidrogenasa (ADH) (EC 1.1.1.1.)

. Esta es una enzima que pertenece a la via Glucolitica anaerobia y es una
de las enzimas finales de esta via. Se encuentra en el citoplasma y su funcién
es convertir el acetaldehido a etanol de manera reversible.

El comportamiento de esta enzima fué similar tanto en los extractos de -
los ejes de 1las semillas no tratadas, como en los extractos de los ejes de —
las semillas tratadas tanto de 409C/100% humedad a 6 dias, como en las de 609C

por 2 diss. El valor que se obtuvo para su actividad fué aproximadamente de —
2()1mol/lnin/mg de proteina.
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Fig. 11. ejes embrionarios con 3 horas de imbibicidn :
1.~ Control; 2.- 40°C y 3.~ 609C, todos con DMSO,
ejes' embrionarios con 15 horas de imbibicién:
4.~ Control; 5.- 409C y 6.- 609C, todos con IMSO.
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5.3.2. Malato Deshigrogenasa (MDH) (EC 1.1.1.37.)

Esta es una de las enzimas del ciclo de Krebs; su funcién es convertir -
el dcido mAlico en acido oxalacético de manera reversible, Esta enzima se en~
cuentra tanto en citoplasma como en las mitocondrias.

El comportamiento de esta enzima varid un poco dependiendo del tratamien
to.

a) Semillas control (no tratadas). Bl comportamiento de la enzima de
extractos de embriones de semillas no tratadas tuvo un valor de -~
13pmol/min/ug  de proteina (Ver cuadro 1).

b) Semillas tratadas por 602C por 2 dfas. El comportamiento de la -
enzima de extractos de embriones de semillas tratadas tuvo wn va-
lor de actividad especifica de 5.%umol/min/mg de proteina (Ver
cuadro 1).

) Semillas tratadas por 40°C 6 dias/100% humedad. El comportamiento
de la enzima de embriones de semillas tratadas tuvo un valor de -
actividad especifica de 3.3pm01/min/mg de proteina (ver cuadro 1).

5..3.3. Catalasa (EC 1.11.1.6.).

Esta enzima rompe al perdxido de hidrogeno (Hy0p) pera evitar oxidacio--
nes no deseadas ya que el Hy0O; es un oxidante fuerte, rompe el Hy0p en H30 y
1/205 Esta enzima se encuentra en un 40% en los peroxisomas aunque hay también
en otros organelos. '

El comportamiento de esta enzima fué similar tanto en los extractos de -
embriones que provenian de semillas control (no tratadas) como en los extrac-
tos de embriones de las semillas tratadas, tanto a 60¢C por 2 dias como a 409C
por 6 dias/100% humedad. E1 valor que se obtuvo fué aproximadamente de 3Qumol/
nin/mg de proteina (Ver cuadro 1).



C UADROOQ

1

34-

TRATAMIENTO

F N

Z I MAS

ADH
} Moles NADH/min/mg prot.

MDH

) Moles NAD+/min/mg prot.

 CATALASA
J Moles Ha0p /min/mg prot.

30,1

CONTROL 20.4 13
402C 22.7 5.2 30.1
19.7 3.3 26.2

609C

Cada valor es el promedio de 4 determinaciones, los valores fueron reproducibles.
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6. DISCUSION

Se habia reportado ya una correlacién entre la baja viabilidad de semi--—
1las tratadas con alta temperatura y/o humedad y la menor capacidad de los —
ejes embrionarios de éstas semillas para sintetizar DNA (11). Se pensaba que
ﬁna posible causa de esta reducida sintesis de DNA se debia al dafio scbre l=
DNA polimerasa durante los tratamientos. Nosotros determinamos que en efectc
la actividad de ésta enzima se reducia un 43% en extractos de ejes embricns--
rios sin imbibir de las semillas tratadas con respecto a las no tratadas. In-
teresantemente esta actividad fue recuperdndose conforme aumentd el tiempc de
imbibicién de los ejes (0-15h) hasta llegar a un 807 en el caso de las semi-
1las tratadas por 6 dias a 409C/100% hunedad y & un 100% en el casc de las se
‘millas tratadas por 2 dias a 609C. Esto estd indicando que la baja capacidad
de sintesis de DNA en las semillas deterioradas bien puede deberse a la caide
en la actividad de la polimerasa. Si el DNA de las semillas deterioradas se -
encuentra roto (28) y uno de los primeros eventos de la germinacidn debiera -
ser la reparacién del DNA (6), podriamos pensar que estas semillas que poseen
una baja actividad de DNA polimerasa seran deficientes en su caracidad reparz

tiva y por tanto el proceso germinativo podria retrasarse en mayor o menor -~
grado.

Se usd NEM para verificar el tipo de DNA polimerasa presente en los ex-—~
tractos protéicos utilizados y se encontrd que ai menos en los del contrcl -
. 8e trate mayoritariamente de una DNA polimerasa de tipo e ja que 1la NEM inhibe:
en mas de un 70% la actividad. EL porcentaje de inhibicidn por NEM de la acti
vidad en los extractos de semillas tratadas es variable. Interesanterente, —-
.los extractos de semillas tratadas por 6 dias a 40°C/100% humedad tienen 70%
de actividad a las 3 horas, pero NEM reduce esta actividad a sblo 307 a las -
15 horas. Por otro lado, la actividad de polimerasa en.estos ejes e recupera
de 43% en los no imbibidos a 80% en los imbibidos por 15 hores (figs. 3 y €).
La actividad en los extractos de semillas tratadas a 609C por 2 dias es inhi-
bide por NEM 60% a las 3 horas y 80% a las 15 horas. Igualmente, la activi- -
dad de polimerasa se recupers de 43% en los ejes no imbibidos hasta 10607 de -
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log imbibidos por 15 horas (figs. 3 y 6). Estos datos sugieren, sobre todo —
para los ejes de semillas tratadas 6 dias a 409C/100% humedad, que existe - -
otra actividad de polimerasa no inhibida por NEM presente en los extractos, -
que lleva a cabo la actividad sintética residual y que no resulta dafiada por
los tratamientos. La DNA polimerasa tipo ot debe ser preferencialmente sinte-
tizada cuando la semilla se recupera, ya que después de 15 horas, la inhibi—
cién por NEM de la actividad sintética es mucho mayor que a 3 horas.

La reduccién en la actividad de polimerasa no es simplemente una conse—

cuencia de la reduccién de la viabilidad, ya que el tratamiento de las semi—

1las con rayos ¥ que provoca una disminueion de la viabilidad de éstas, no pa
rece afectar la actividad de polimerasa: Es posible pues, que los tratamien—
tos con humedad y/o temperatura que provocan un envejecimiento acelerado sean
los causantes de la disminucidn de la actividad de la DNA polimerasa.

'El efecto de los tratamientos sobre la actividad de la DNA polimerasa -
no parece ser un efecto general sobre todas las enzimas presentes en las semi
llas secas ya que al medir otras enzimas no relacionadas con el metabolismo -
del DNA se encuentra que algunas como son la catalasa y la ADH no sufren alte
racion alguna, mientras que la actividad de otras como la MDH se ve importan- -
temente disminuida (50%Z aproximadamente). '

Ya que la DNA polimerasa es de suma importancia para los procesos celula
res y en particular vemos que en las semillas de maiz esta enzima es 1Abil al
envejecimiento (28), podriamos sugerir que un marcador bioquimico a buscar en
semillas mis resistentes al almacenamiento, ya sea en condiciones dptimds o -
de deterioro, sera una DNA polimerasa resistente. La presencia de este tipo -
de polimerasa en semillas indicarfa la posibilidad de prolongar el tiempo de
almacenamiento de las semillas conservando su viabilidad.
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7.CONCLUSIONES

207‘

Se demostrd que la actividad de la DNA polimerasa es
14bil ante.los tratamientos con temperatura y/o hume
dad a que fueron sometidas las semillas.

1a actividad de la DNA polimerass presenté recupera-
cién ‘despuds de algin tiempo de imbibicién (15-horas)
de los ejes embrionarios. ‘

No.se puede establecer una relacion entre la activi-

dad de la DNA polimerasa y la viabilidad de las semi -
1llas, ya que existen tratamientos (como los rayos ¥) -
que bajan la viabilidad pero que no afectan la acti-
vidad de la enzima.

Al analizer la actividad de enzimas no relacionadas
con los mecanismos de sintesis del DNA, se observs -

"que con los tratamientos dados el dafio no es general, .

¥a que algunas enzimas se vieron alteradas y otras ~
no,
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