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1. INTRODUCCION 

1 .1. Estructura de una semilla de Angiosperma. 

Las semillas de.las angiospermas son esencialmente simples en estructura 
y se desarrollan de un Óvulo fertilizado. Este consiste de un embrión que es­
tá rodeado por una envoltura. El embrión es usualmente derivado de la fusiÓn -
de los núcleos de gametos masculinos y femeninos, es decir, es el resultado -
de la fertilización de la célula huevo en el saco embrionario por uno de los 
núcleos masculinos del tubo de polen (16). 

Este embrión consiste del eje embrionario que contiene uno o más cotile­
dones. El eje embrionario está compuesto del hipocotilo al cual los cotiledo­
nes están unidos, la radícula y la plúmula. Raramente,un mesocotilo está pre­
sente, que es el sector de eje existente entre el escutelo y el coleóptilo. -
(Ver fig. 1). Estas partes son generalmente fáciles de distinguir ·en un em- -
brión dicotiledón, pero difíciles de identificar en muchas especies monocoti­
ledoneas, especialmente en las gramíneas. El cotiledón sencillo de éstos em­
briones se convierte en el escutelo (3, 9, 10, 16). 

El tamaño de los embriones y su posición dentro dé la semilla varía con­
siderablemente. Esto depende de la forma del ovario, las condiciones bajo las 
cuales la planta progenitora creció durante la formación de la semilla y, - -
obviamente, de la especie. Otros factores, los cuales determinan la forma y -

el tamaño de la semilla son el tamaño del embriÍm, la. cantidad de endospermo 
presente y otros tejidos que participan en la estructura de la semilla (3, 16). 

La envoltura o testa de la semilla, se origina de la planta progenitora 
y normalmente se desarrolla de los integumentos del Óvulo. La testa· es gene-­
ralmente una capa dura, en algunos casos una testa interna delgada está pre-­
sente y está formada por el integumento.interno. Su importancia fisiológica -
procede de la presencia de una cutícula externa e interna,· a veces grasosa o 
cerosa y una o más capas de células delgadas protectoras. Estas característi­
cas confieren sobre la testa un grado de impermeabilidad al agua y/o a gases, 
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Fig. 1.- Diagrama de sección longitudinal de una semilla de t~igo. 
(Triticum aestivum) 
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incluyendo al oxígeno, así que ésto puede consecuentemente ejercer una in- -
fluencia regulatoria sobre-el metabolismo y el crecimiento de los tejidos y 

órganos internos de la semilla. En algunos casos, la testa puede ser mucila­
ginosa y debido a esto tener una importante función en la retención del agua 

y dispersión de la semilla. (3). 

El endospermo se deriva, como el embrión, del material genético tanto -

materno como paterno. Sus núcleos primarios proceden de la triple fusión de 

dos núcleos polares con uno de los núcleos espermáticos. 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 división del núcleo primario (14). 

Las semillas están 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 nutrición el cual utiliza duran­
te el proceso de germinación. Este material de nutrici.Ón está frecuentemente 
presente en el endospermo, como en el maíz y en el trigo. El endospermo pue­
de contener una variedad de materiales almacenados como almidón·, aceites y 

proteínas o hemicelulosas, aunque una semilla puede o no tener endospermo y 
éste no es siempre la principal localización del material de reserva. En mu­
chas plantas el endospermo está grandemente reducido. En estos casos el ma-­
terial de reserva está presente en toda la semilla, como es el caso del fri­
jol. En algunas plantas el material de reserva está contenido en el perispe_r -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 embrión y -­

puede persistir como un tejido relativamente grande hasta que la semilla - -
está casi por crecer. Pero cuando el embrión acelera su crecimiento, el en-­
dospermo puede ser absorbido o convertido en una capa fina y el embrión ocu­
pará 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 cg_ 
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 -
Gramíneas. El maíz pertenece a la familia de las Gramíneas y como miembro -
de éste grupa botánico posee sistemas de raíces fibrosas, hojas alternadas, 
dos hileras de vainas paralelas en las hojas, hojas separadas de ia vaina, 
tallos cilµidricos con nódulos sólidos y flores más o menos espigadas (15). 

El maíz tiene como nombre botánico Zea mays Linnaeus ésta es una plan­

ta monoica y nativa de América donde su importancia biológica es notable 11!.. 
ce siglos (18). 

El registro histórico del maíz ··esta limitado a los años siguientes del 
descubrimiento de América. Aparentemente la primera referencia de la plan­
ta en documentos históricos data en Noviembre 5 de 1492. En aquél día dos -
Españoles, en una expedición de Colón al interior de Cuba, regresaron con -
un reporte de que "una clase de grano que aquellos llamaban maíz, tenía - -
buen sabor, horneada, secada y hecha en harina 11 ( 13) • 

El maíz es la segunda planta 11,limenticia más importante del mundo, de§_ 
de el punto de vista de producción. Con el reciente descubrimiento de dos -
mutantes de maíz, con alto contenido de lisina, el maíz juega un papel aún 
más importante en la nutrición humana y animal ( 18) • 

La semilla de maíz contiene: 
Humedad (%) 

Almidón (%) 
Proteínas (%) 
Grasas(%) 
Fibra (cruda) (%) 
Azúcares totales (%) 
Cenizas (óxidos) (%) 
Carotenoides totales (mg/Kg) 

16.7 

71.5 
9.91 
4.78 
2.66 

2.58 

1.42 
30.0 
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La semilla de maíz está formada al igual que todas las Angiospermas -
de las partes antes mencionadas. Su estructura es la que se observa en la -

figura dos (15). 

1.2. Germinación, viabilidad y vigor. 

El término germinación es usado para referirse a un largo número de -
procesos, incluyendo la germinación de las semillas y de esporas bacteria­
nas, fúngicas y de helechos. Aunque todos éstos son procesos de germinación, 
daremos el uso del término germinación al de las semilas de las plantas su~ 
rieres (16). 

La germinación de las semillas de las plantas superiores podemos obser­

var lo como un número consecutivo de eventos que se suceden en una semilla :il!, 
móvil, con un bajo contenido de agua y que se manifiesta como una elevación 
en su actividad metabólica general para· iniciar la formación de una planta -
a partir de un embrión, esto es, pasar del estado de vida latente a la vida 
activa para producir una planta semejante a aquella de la cual provino (16). 

· Para que puedan germinar las semillas, es necesario que reúnan ciertas 
condiciones propias de la semilla o intrínsecas y que además ocurran otras -
dependientes del medio en que se hallan o condiciones extrínsecas. Entre las 

primeras podemos destacar que las semillas estén sanas, bien formadas y que 
hayan alcanzado una madurez fisiológica. Entre las condiciones extrínsecas,­
las más importantes .son el agua, la temperatura, el aire o composiciqn gase~ 
sa de la atmósfera, así como la luz para algunas semilas (11). 

El agua es indispensable para romper los tegumentos, facilitar la sali­
da del embrión y también para las reacciones químicas de estos procesos. 

El aire es necesario para la respiración de las semillas, 'como lo es P.!!. 

ra las plantas, pues en la atmósfera carente de oxígeno no germinan. 
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La temperatura, es específica para cada especie y cada especie tiene una 

temperatura mínima por debajo de la cual no germina, una máxima por arriba de 
la cual tampoco puede germinar y por supuesto una temperatura óptima de creci 
miento. Por ejemplo, el maíz tiene una temperatura mínima de 9oc, una máxima 
de 43oc y la temperatura óptima de crecimiento es de JJOC (11). 

El proceso de germinación comienza con un aumento de volumen a consecuen. 
cia del agua absorbida. El momento exacto en el cual la germinación ha termi­

nado y comienza el crecimiento es muy difícil de determinar. Esto se hace par. 

ticularmente difícil porque se identifica a ·la germinación por la protusión -
de una parte del embrión de la capa de la semilla, la cual es una consecuen--

cia del crecimiento (16). b 

El proceso de germinación lleva eventualmente al embrión al desarrollo 

de una planta. 

Las semillas son bastante resistentes a condiciones eXtrema.s, por decir­
lo así, ya que están en estado de desecación. Como un resulta.do de ésto, pue­
den retener su habilidad para germinar, o viabilidad, por períodos considera­
bles. La duración de tiempo durante el cual las semillas pueden permanecer vi§:. 
ibles es extremadamente variable y depende de las condiciones de almacenamiento 
.Y del tipo de semilla. En general, la viabilidad es retenida mejor bajo cond.i 
-ciones en las cuales la actividad metabÓlica de las semillas está grandemen­
te reducida, por ejemplo~ bajas temperaturas y altas concentraciones de dióxi 
do de carbono. El período por el cual las semillas permanecen viables está d~ 
terminado genéticamente y por :factores ambientales.· Al parecer, las condicio­

nes de sequedad son esenciales para el almacenamiento y retención de la viabi 

lidad¡ aunque algunas semillas permanecen viables cuando se conservan sumer-­
gidas en agua (16). 

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

No sólo el estres por almacenamiento es lo que hace que la semilla pier­
da su viabilidad. Una variedad de factores los cuales estuvo sometida la plag 
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ta progenitora durante la formación y maduración de la semilla pueden tam~ 
bién afectar la viabilidad de la semilla. Tales factores incluyen: disponi­
bilidad de agua, temperatura, nutrición mineral, luz, etc; aunque estos fa.Q_ 
tares ambientales son de importancia secundaria, comparados con los del CO!! 

trol genético de viabilidad de la semilla (16). 

El vigor se define como la capacidad de una semilla para producir una 
planta bien formada y capacidad de incrementarse en tamaño y volumen mien~ 
tras todavía dependa de sus propias reservas. El vigor de la planta o semi­
lla es usualmente caracterizado por el peso de la planta después de un perÍQ 
do de crecimiento en un ambiente dado; en la cantidad de reservas.que están 
presentes, la rapidez con la cual éstas son movilizadas y la eficiencia de 
su metabolismo (24). 

1.3. Daños gen~ticos 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 almacena- -­
miento y que ésto lleva consigo una cantidad predecible de daños genéticos 
en dichas semillas (4). 

Las semillas pueden acumular daño cromosomal durante años y cuando la 
frecuencia de células afectadas excede un valor crítico, el embrión no pue­
de germinar y se clasifica como muerto. Sin embargo, no debemos olvidar que 
las lesiones citoplásmicas son probablemente acumuladas al mismo tiempo que 
las otras y ésto, tambi~n independientemente o en conjunción con las lesio­
nes nucleares, pueden constituir los cambios fatales (4). 

la mayoría de las células con cromosomas aberrantes de semillas super­
vivientes no persisten más a:J.lá de una simple división celular, ya que las 
células hijas contienen grandes desba.lances genéticos y desaparecen desde -
el estado de células apicales antes de que la raíz crezca. Un daño genético 
menor, por muta.e.iones en genes recesivos puede persistir, y puede ser enrna!:!_ 
carado por los alelos dominantes, teniendo un efecto mínimo en el metabili!:!_ 
mo celular. Sin embargo, algunos genes recesivos pueden ser letales en cél.!:!_ 

las haploides (4). 
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Abdalla y Roberts (1968), han sugerido que el número de aberraciones erg_ 
mosómicas observadas en la primera división celular durante la germinación, -
puede ser tomado como una medida del d!)ño acumulado durante el período de al­
macenamiento. Así se ha encontrado con alto número de aberraciones cromosoma.­
les en plantas provenie,ntes de semillas viejas (6, 28). 

Peto (1933), quien traba.jQ con semillas de maíz· parece haber sido el - -
primero en observar que ocurrían frecuentes aberraciones cromosomales visi- -
bles en raíces provenientes de semillas viejas. 

Pero no sólo 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 (Nava~hin 1933, Shkvarnikov 1936 y 1939), 
en trigo, muestran que tratamientos de semillas frescas con temperatura de ~ 
50-600C por 20 días tienen un efecto comparable en cuanto a la producción de 
aberraciones cromosomales con aquellas semillas almacenadas por 6-7 años a ~ 
temperatura ambiente. En contraste, Smith (1943-1946) reportó que las exposi­
ciones de semillas de cereales a temperaturas.de 50-?00C por 5-15 días o a~ 
800C por 45-80 min. no presentan o tienen pocos efectos sobre la frecuencia -
de aberraciones cromosomales. 

Cheah y Osborne (1978), reportaron que cuando ·una semilla pierde viabil! 
dad, el peso molecular del DNA se ve disminuido y esto ocurre debido a los ~ 
rompimientos que sufre el DNA principalmente el nuclear, La pérdida de viabi­
lidad es muy rápida a altas temperaturas y humedades, es poco proba.ble que el:!. 

to . se pueda explicar por mecanismos casuales, sin embargo, la acción de nml~ 
asas (endonucleasas) pareciera ser el mecanismo más común para que el peso mg_ 
lecular del DNA disminuya. 

Villiers (1974), reportó que también las semillas de lechuga que son al­

macenadas en condiciones de sequedad al parecer permiten la acwirulación de ~ 

ños nucleares, en un grado más o menos rápido dependiendo de las condiciones 
de almacenamiento. Sin embargo, siendo ésta una semilla latente, en condicio­
ne.e de almacenamiento con imbibición de agua, permitía a la semilla mantener-



10.-

se con una alta capacidad de germinación y un alto gzado de estabilidad gen,i 

tica. 

Un daño cromosomal intenso puede perjudicar a la actividad de templado 
del DNA.y así reducir la síntesis de RNA y finalmente lA síntesis de proteí­
nas. Los efectos en la transcripción y la traducción perturbarán la germina­
ción que depende de estos procesos. Así 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 imbibición de semillas 
alma.cenadas podría ser la reparación del daño sufrido a las macrómoléculas 
principalmente el DNA (4). 

Además Cheah y Osborne (1978) 1 mencionan que las semillas con un bajo 
porcentaje de viabilidad tienen una disminuciqn en la habilidad pára sintet,i 
zar RNA y proteínas; muestran también una falla en el acoplamiento respirat.Q. 
rio, una pérdida de la actividad de enzima.a (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 germinación lenta y pél:. 
dida de vigor. 

1 .4. Efecto del deterioro de las semillas en la síntesis de ATP y en la res- · 
piraciqn. 

La actividad mitocondrial en semillas viables aumenta con el tiempo de.§. 
pués de empezada la imbibición y ocurre un acoplamiento ~s eficiente en la 
síntesis de ATP y mayor consumo de oxígeno. 

En embriones de centeno·, arroz y ma~z no viables 1 se observa una aparien. 
cia anormal en la ultraestructura de la mitoconc;lria, observándose un tamaño 
mayor y a los dos o tres días ocurre una lisis completa. Las semillas de - -
maíz que no púeden germinar consumen poco oxígeno; actualmente se ha querido 
correlacionar la disminución en la actividad de enzimas respiratorias con un 
intercambio gaseoso reducido. 



11.-

Además, las semillas de maíz no viables contienen niveies disminuídos de -
citocromo oxidasa, deshidrogenasa alcohólica y deshidrogenasa málica. No se co­
noce hasta que punto la disminución de actividad de enzimas respiratorias con-; 
tribuyen al deterioro del proceso respiratorio; pero se ha observado reciente-­
mente que la síntesis 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 producción y activación de enzimas respiratorias 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 germinación por fallas en el vigor de los embriones y un ba­
jo ~stablecimiento de las plantas. En términos bioquímicos ésta pérdida de vi-­
gor aparece como un decremento en la actividad mitocondrial (Abu Shakra y ~' 
1967), baja actividad de enzimas respiratorias (Lakon 1949) y. una baja produc­
ción de ATP (Ching 1973). Pero, la mayor lesión es la progresiva falla del sis­
tema de síntesis de proteínas (25). 

1.5. Antecedentes inmediatos sobre el estudio de la relaciqn entre viabilidad 
e integridad de los sistemas de s~tesis de DNA eri ejes embrionarios de 
maíz. 

Mirahda Ham, L. (1984), reporta que durante la pérdida de viabilidad de -­
los ejes embrionarios de ma~z (variedad Chalqueño), se presenta fragroentaciqn -
del DNA. Se demostró también que hay un incremento en la s~tesis temprana de -
DNA en ejes embrionarios de baja viabilidad y en los dañados por luz U.V., por 
lo que se sugiere que antes de iniciarse la replicaciqn dei DNA en estos:ejes,­
existe un proceso de tipo reparativo del DNA durante las primeras horas de imbi 
bición lo cual permite que la germinación pueda llevarse a cabo. 

García Rendón, M. (1985), reportó que tratamientos con temperatura y/o hu­
medad altas producen deterioro en las semillas de ma!z Chalqueño, que se refle­
ja en una disminución de la viabilidad y ·capacidad de crecimiento de las mismas 
Y que parece haber una relación con la baja en la integridad del DNA. Otro ha-
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llazgo importante es el hecho de que en semillas tratadas dos días a 6011c y -
6 días a 4011c/100% de humedad, se presenta una caída considerable en la incor. 
poración de (3H) Timidina al niaterial ácido triclol'o acético (síntesis de DNA) 
desde las primeras horas de germinación, por lo que sugieren que ha sido afe~ 
tado el aparato de síntesis de DNA con los dos tratamientos y que no hay reJJ.!!. 
raciqn del daño durante las primeras 15 horas de germinación. 

Muro Rico, M. (1986), reportó que al someter las semillas de maíz a tra~ 

mientes con temperatura y/o humedad, se provoca deterioro que se manifiesta en 
la incapacidad de sintetizar RNA y proteínas en las primeras 15 horas de germi 
naciqn. 

En la variedad de maíz Chalqueño, el grado del daño causado es mayor CUB!l 

do el tratamiento aplicado es el de 6 días 4011c con 100% de humedad. 

La pregunta que surgió a partir de éstos antecedentes fue si la causa de· 
la ca~da en la capacidad de síntesis de DNA de los ejes embrionarios tratados 
con temperatura y/o humedad podrían ser debido a la actividad de las DNA poli­
merasas que, fueran particularmente lábiles a los tratamientos antes menciona­
dos. Esto y la ca~da observada en la capacidad de síntesis de RNA y proteínas , 

explicarían por que los ejes embrionarios de semillas tratadas so1.incapaces de 
sintetizar DNA durante las primeras horas de la germinación. 
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2. Hipótesis 

Ya que la síntesis de DNA se encontró reducida, en los eje~ embrionarios 
de semillas deterioradas por los tratamientos de temperatura y/o humedad, po­

demos suponer que una de las causas de esta disminución en la capacidad sin­
tética se debe a una menor actividad de la DNA polimerasa, que as particular­
mente l~bil a dichos tratamientos. 

J.- Objetivos. 

Detectar como varia la actividad enzimática debido a los tratamientos 
a que son sometidas las semillas· 
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4. Materiales y Métodos. 

4. 1 • Materiales 

4 . 1. 1 • Material Biolc$gico: 

Las semillas de maíz utilizadas en este traOO.jo son del tipo lla­

mado Chalqueño, las cuales fueron proporcionadas por PR,ONASE (Productora Na­
cional de Semillas) al departa.mento de Bioquímica Vegetal de la DEPg de la 
Facultad de Qt4mica. 

4.1.2. Soluciones amortiguadoras y reactivos utilizados 

4.1.2.1. Solucic$n amortiguadora de imbibición. 

Tris-HC1 pH 7.6 50 mM 
KC1 50 mM 
MgC12 10 mM 

Sacarosa 2% 
Cloramf enicol 50 ;ig/ml 

4.1.2.2. Solución Amortiguadora "A"para homogeneización. 

Tris-HC1 
KC1 

pH 7.6 

MgC12 
2-mercaptoetanol 
Sacarosa 
Fluoruro de fenil-metil­
sulf onilo (MF) 

50 mM 
25mM 
1 mM 

1 mM 
0.25,M 

0.1 mM 



4.1.2.3. Solución amortiguadora para la activación del DNA. 

Albúmina de suero bovino 

MgC1:2 
Tris-HC1 pH 7,5 
Volumen final: 1ml 

0.5 mg 

0,47 mg 

6.05 mg 

4.1.2.4. Solución Amortiguadora para medir síntesis de DNA in vitro 

Tris-HC1 
KC1 

pH 7.6 

MgC12 
dATP,dGTP,dCTP 
ATP 
Glioorol . 
2-mercapto-etanol 
ADN activado de timo de ternera 

4.1.2.5. Líquido de centelleo. 

(1,4-bis(2-(5-Feniloxazolil)) 
benceno (M¿ POPOP)) 

2,5-Difeniloxazol (PPO) 
Tolueno 

25 mM 

16 mM 

4.4 mM 
0.1 mM 

1 mM 

4J, 

0.4 mM 
50 p.g/250 )l1 

0.1g 

5.0g 
1.0L 

4.1.2.6. Reactivo "A" para la determinación de proteínas. 

Desoxicolato de Sodio (DOC) 

Acido tricloroacético (TCA) 
Solución de Cobre-Tartrato­
Carbona to ( CTC) : 

Na2C03 
CuS04' 5H20 

Tartrato de Sodio y Potasio 

-estable por 2 semanas a temperatura ambiente-

0.15% 

72.0% 

10.0% 

0.1% 

0.2% 
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4 .1.2. 7. Reactivo 11B11 para la determinación de proteínas. 

Reactivo de Folin~iocalteus 
Agua desionizada 

1 Volumen 
5 Volumenes 
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4.1.2.8. Soluciones para la determinación de la alcohol deshigrogenasa. 

Etanol 
Solución amortiguadora 

de Glicina •pH 7.5 
NADH 

1.0M 

0.5M 
10mg/2ml 

4.1.2.9. Soluciones para la determinación de má.lico deshidrogenasa 

Soluciqn amortiguadora 
de Fosfatos pH 7.5· 
Acitlo oxalacético 
NAD+ en NaHC03 

0.1M 
16mM 
20mM 

4.1 .2.10 Soluciones para la determinación de la catalasa. 

KMn04 
Agua oxigenada (H202) 
H
2

so
4 

. 

0.01M 

0.06% sol.final 
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

cuba.ron en las siguientes condiciones: 4011c con 100% de humedad durante 6 días 
o 6011C (calo~ seco) por 2 días. Despu~s de éstos tratamientos, se procedió a -

extraer los embriones de las semillas. 

4 • 2. 2 • Imbibición de los ejes embrionar.ios. 

Lotes de 30 embriones fueron desinfectados con hipoclorito de sod~o 
(NaOC1 10.5%) 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 realizó en condi-­
ciones de esterilidad). Se agregó después solución amortiguadora de imbibición 
(4 .1.2.1.) (300)11). Una vez que se agregó la solución amortiguadora, se tapa­
ron lóa tubos para evitar evaporación y se incubaron durante 0,3,6 y 1.5 horas 
a 2711c. 

Una vez transcurrido el tiempo de incubación, 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 -7011C. 

4.2.3, Obtención del homogenado y del extracto protéico. 

Los ejes embrionarios se colocaron en un mortero limpio y seco, pr~ 
viamente enfriado y conservado en hielo, se agregó solución amortiguadora de -
homogeinización ( 4.1.2.2.) (2ml) y se homogeneizo durante aproximadamente 1 m.!. 
nuto en frío. 

El homogenado se pasó a·tubos 11Corex11 de 15 ml previamente enfria­
dos y el mortero se enjuagó con 0.5ml de solución amortiguadora y se vertió al 
tubo. Después se procedió a centrifugar. 
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Primeramente se hicieron 2 centrifugaciones a 2000xg en una ultracentrÍf!! 
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 centrifllg!! 
ciones se trasvasó con pipeta pasteur, evitando acarrear tanto lÍpidos como -­
pastilla, a tubos de policarbonato de 5ml previamente enfriados y éstos se ce!!_ 
trifugaron en un rotor 494 IEC preenfriado, en una ultracentríruga IEC a - - -

100,000xg durante dos horas. 

Una vez transcurrido el tiempo de centrifugación, el sobrenadante se pasó 
a tubos de 13x100 con una pipeta pasteur evitando tomar tanto lÍpi~os como pa§. 
tilla. Los tubos se conservaron en frio todo el tiempo y el sobrenadante se-­
utilizó como fuente de enzima. 

4,2,4, Obtención del DNA activado. 

Se disolvió 1mg de DNA de timo de ternera con 4ml de solución amortiguad~ 
ra de activación (4.1.2.3.); una vez bien disuelto, se le agregaron L.Jll de DNA 
asa (0.05mg/ml). Se incubó a 372c por un período de 15 minutos, después se ca­
lentó a 772C.por 5 minutos y exactamente a los 5 minutos se sacó del baño y se 
enfrió súbitamente en hielo. 

4.2.5. Determinación de la síntesis de DNA in vitro con los extractos proteí__: 
coa.-

la mezcla de reacción, cuyo volumen total fué de 250)11 contenía solución 
amortiguadora para medir síntesis de DNA (4.1.2,4.), extracto protéico (70-120 
pg) y TTP (3H ) (2pCi) 

Esta mezcla se incubó a 372c durante 30 minutos, después se le agregó DNA 
de esperma de salmón (1.25mg/ml,250)ll) y luego ácido tricloroacético (10%,1ml) 
previamente enfriado. Los tubos se colocaron en hielo durante 30 minutos. Una 
vez pasados los 30 minutos, se filtró mediante un sistema de filtro Millipore 

con filtros Whatman GF/C; los tubos se enjuagaron dos veces con TCA )10%) 1ml, 
cada vez Y dos veces con etanol (96%) 1ml cada vez. Los filtros se secaron en 
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el horno a 1oooc durante 30 minutos y una vez secos, se transfirieron a viales 
que contenían líquido de centelleo (4.1.2.5) (5ml). Se determinaron las cuen­
tas por minuto en un contador de centelleo líquido Packard-Tri-Carb. 

4.2.6. Determinación de proteínas totales en los extractos protéicos. 

Se realizó la determinación de proteínas totales por el método de Lowry -

modificado (Peterson, 1977). 

Se hizo primeramente una curva patrón con albúmina sérica bovina (ASB). -
Para ello se preparó una solución stock de 1mg/ml de ASB, empleando agua desi.Q. 
nizada como disolvente. 

Se tomaron alícuotas de la solución stock de ASB y se completó el volumen 
con agua desionizada a 1m11 para obtener un intervalo de concentraciones de -
20-2cc;ig de proteínas. En el caso de los extractos, se tomaron volumenes de 10, 
20 y 4Cfll 1 a los cuales se les añadió agua desionizada para que el volumen fi­
nal fuera de 1 ml. 

A cada una de las muestras se le añadió desoxicolato de sodio (0.15%, 0.1 
ml) y se incubÓ a temperatura ambiente durante 10 minutos. Despu~s se le agregó 
ácido tricloroacético (72%, 0.1ml) preenfriado, se dejó reposar durante 15 mini¿ 
tos en hielo, una vez transcurridos los 15 minutos se centrifugaron los tubos -
a 3000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante se desechó y los tubos se deja­
ron boca abajo sobre un papel absorbente durante 5 minutos aproximadamente para 
que la pastilla estuviera más o menos seca. Después se le agre~ó agua desioniz.!!_ 

· da· (1m1) y reactivo ·"A" (1ml) se mezclaron y se incubaron durante 10 minutos a 
temperatura ambiente. 

Transcurrido el tiempo, se les agregó reactivo 11B11 (0.5ml), se mezcló y se 
dejaron reposar por 30 minutos a temperatura ambiente. A los 30 minutos se to­
mó la lectura en un espectrofotómetro (Pye Unicam) a 750 nm. 

la curva patrón se obtuvo graficando la absorción a 750 nm contra la con­
centración de proteínas enpg de ASB. Para calcular los valores de los extrac­
tos proteícos, el valor de la absorción se interpoló en la gráfica patrón y así 
se determinó la concentración de éstos. 
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4.2.7. Determinación de la actividad de otras enzimas no relacionadas con el 
DNA. 

4.2.7.1. Alcohol Deshidrogenasa 

Se midió la actividad de la alcohol deshidrogenasa por medio de un método 
espectrofotométrico, basado en la oxidación del NADH a NAD+ y observando el -
cambio de absorción en el espectrofotómetro a 340 nm. 

Primeramente se agregó a una celda de cuarzo de 1ml, solución amortiguadQ 
ra de glicina (35CJ11) después se le agregó etanol (5CJ.il), ambos mantenidos a -
372c, se mezcló bien y se le agregó entonc~s el extracto protéico de los ejes 
embrionarios de las semillas tanto del control como de los dos tratamientos -­
(5CJ.¡l), se mezclaron bien y en seguida se agregó el NADH (5~), se metió la -

celda en el aparato y se observó el cambio de la absorción por medio de un grl!; 
ficador adaptado al espectrofotómetro. 

Por Último se calculó la actividad especifica de la enzima por medio de -
la siguiente fórmula: 

AE x V 
= X mol/min/ml 

t X EJ40 X V X d 

de donde: AF.= cambio de absorción 
V= volumen de la celda 
t= tiempo de corrido de la carta 
EJ40= absorción especifica del NADH a 340nni 
v= volumen de alícuota 

d= paso de luz por la celda 

a la concentración obtenida con la fórmula anterior se la divide entre la can­
tidad de proteinas del extracto, determinada por el método de Lowry modificado, 
eencionado anteriormente. 
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4 .2.7.2. Malato Deshidrogenasa. 

El método seguido para medir la actividad de esta enzima fué el mismo que 

para la alcohol deshidrogenasa. 

Eh una celda de cuarzo de 1ml, se agregó solución amortiguadora de fosfa­
tos (0.9Jml), después se agregó ácido oxalacético (1C).ll) recientemente prepar_!!; 
do, se mezcló bien y se le agregó extracto protéico de los ejes embrionarios de 
las semillas tanto control como de los dos tratamientos (5C).tl.) se mezcló y por 
Último se agregó.NAD+ (1C?.tl), se mezcló Y.la·celda se introdujo en el aparato 
para observar el cambio de la absorción por medio de un graficador adaptado al 

espectrofotómetro. 

La actividad especifica de la enzima se midió por medio de la siguiente -
fórmula. 

_ .... AE~_x_v ____ =X mol/min/ml 
txEJ40 xvxd 

y a la concentración obtenida se le divide entre la cantidad de proteínas to"t!!; 
les del extracto, determinada por el método de Lowry modificado. 

4,2,7.3, Catalasa. 

Esta enzima se midió por medio de la titulación del agua oxigenada rema­
nente después de la reacción con permanganato de potasio. 

La reacción se llevó a cabo a temperatura ambiente. En primer lugar se -
agregaron 5ml de la solución de agua oxigenada a un matraz erlenmeyer de 250ml 
e inmediatamente después se agregaron 0.5ml del extracto protéico; se dejó la 

reacción por 5 minutos con agitación ocasional; inmediatamente después la rea.!:_ 
ción se detuvo con 5ml de ácido sulfúrico, El re~ente se tituló con permanfil!_ 
nato de potasio 0.01M; el resultado se comparó con un blanco de tiempo cero. 



Ia actividad por minuto se calculó de la siguiente manera: 

de donde: 

(2.5 ml - vol. de KMn04 :problema) 8.5)lD1oles 
2.5 ml X 5 

8.~oles es la concentración de H2~al tiempo 
cero de la reacción 

2.5 ml es el volumen de KMno4 que titulan las 
8.5).lmoles de H202 

5 son los minutos de la reacción. 
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Para obtener la actividad específica a este resultado se divide entre los 
mg de proteína en 0.5ml del extracto~ 

¡ 
l 
' 



• 

23.:-

5. R e s u 1 t a d o s. 

En este estudió se sometió a las semillas de maíz a dos tipos de trata­
mientos, que pretenden imitar las condiciones de almacenamiento inadecuadas -
del grano que provocan deterioro de las semillas y envejecimiento acelerado. 

De los ejes embrionarios de éstas semillas se investigó la actividad de 
la DNA polimerasa como un marcador bioquímico para observar si a este nivel -

había un daño. 

Este estudio se realizó debido a que anteriormente (11) 1 se había demos­
trado que en los embriones de semillas tratadas a 602Cpor 2 días y a 402c por 
6 días/100% de humedad se afectaba la síntesis de DNA y la integridad del mi.§. 
mo. 

La pregunta .era si ésta disminución en la capacidad para sintetizar D.NA 
se debía a que la DNA polimerasa también resultaba dañada, independientemente 
de que otros factores, 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 cómo variaba la actividad enzimática en las -
semillas sometidas a varios tratamientos. 

Se pudo observar que cuando se trataban las semillas a 602C por 2 dÍas - · 

y a 4ooc por 6 dÍas/100% humedad, la actividad de la DNA polimerasa era de -
43% aproximadamente en ambos casos con respecto a la actividad mostrada por -
el control. Estos experimentos se hicieron con ejes embrionario~ 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 6Qoc 
por 2 días, la actividad enzimática fué 40%, la actividad de la enzima de los 
ejes de las semillas tratadás por 6 días a .400C/100% humedad fue 70% ambas con 
respecto 'a la actividad mostrada por el control (Ver fig. 4). 
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Ejes embrionarios sin imbibir, A es 
el control, B es dos días 600 y C -
es 6 días a 400/100% humedad. 
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FIG. 4 

Ejes embrionarios con 3 horas de 
imbibición, A es el control, B -

·es dos días a 600 y e es 6.días 
a 400C/100% humedad. 
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Por lo que respecta los embriones con 6 horas de imbibición, en las semi­
llas tratadas a 6Qoc por 2 días la actividad fue 50% con respecto al control.­
La actividad de la enzima en los embriones de las semillas tratadas a 4ooc por 
6 dÍas/100% humedad se mantuvo similar a la actividad mostrada por la enzima -
de los embriones imbibidos por 3 horas (70%). (Ver fig. 5) 

Por último en los embriones de 15 horas de imbibición, como se observa en 
la figura 6, la actividad de la enzima de los embriones de las semillas trata­
das a 6Qoc por 2 dÍas se ha recu~rado en su totalidad en tanto que la activi­
dad de la enzima de los embriones de las semillas tratadas por 6 dÍas a 40ªG/-
100% 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 observó que la actividad de la DNA polimerasa se veía afectada­
por los tratamientos antes mencionados y que éstos tratamientos también afee~ 
ben la viabilidad, se quizo observar la actividad de la DNA polimerasa bajo -­
otro tratamiento que también causa una baja en la viabilidad, como es la irra­
diación con rayos "I . 

Los resultados obtenidos fueron que la actividad enzimática, tanto de los 
ejes controles como de los ejes irradiados mostró un comportamiento similar, -
es decir, la irradiación no afectó la actividad de la enzima. Este experimento 
se hizo sólo en ejes embrionarios sin imbibir y la dosis de radiación fué de -
100K rads • (Ver fig. 8) 

5.2 Uso de NEM para verificación del tipo de enzima. 

Se utilizó N-etil maleimida (NEM) para tratar de averiguar si la activi­
vidad enzimática mostrada se debí.a a una DNA polimerasa de tipo oc. ya que la -­

NE)! es un potente inhibidor de esta enzima. La NEM se disolvió en Dimetilsul-­
fÓxido (IJ.1SO) por lo que los controles de éstos experimentos llevaban LM.SO en 
cantidad igual a la NEM. 
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Ejes embrionarios.con 6 horas de im­
bibic1ón,A es el control, B es 2 días 
a.6000 y O es 6 días a 4000/100% hum.!!_ 
dad. 
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Ejes embrionarios con 15 horas de 
imbibición, A es el control, B es 
2 días a60oo y O es 6 dÍas a 4000/ 
100% humedad. 
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FIG. 7. Actividad de la DNA polimerasa. 

15 
Horas de Imbibición 

Ejes embrionarios de semillas tratadas 2 días 600C (X) 
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Ejes embrionarios. de semillas tratadas 6 dí.as 400C/100% humedad ( •) 
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Fig. 8. Ejes e~brionarios sin imbibir 
A= ejes embrionarios control 
B= ejes embrionarios irradiados con rayos i · 
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Estos experimentos se realizaron con ejes embrionarios de semillas que -

tuvieron los dos tratamientos antes mencionados e imbibidos por 3 y 15 horas. 

Loa 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 Nl)l tuvieron sólo un 30% 
de la actividad mostrada por el control con sólo l}fS().(Ver fig. 9) 

b) Semillas tratadas por 6 dÍas a 400C/100% humedad. la presencia de 
NEM redujo la actividad de la enzima. en los extractos de éstos -
ejes en un 30% comparada con su control con sólo I!fSO.(Ver fig.9) 

c) Semillas tratadas por 2 dÍas a 6Qoc. La actividad enzimática en -
los extractos de los ejes de éstas semillas en presencia de NEM -
_fué de 40% comparada con su control con sólo Jl.fSO. (Ver fig. 9) 

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

a) Semillas control (no tratadas). Los extractos de ejes de semillas 
no tratadas e incubadas en presencia de ~ tuvieron sólo un 30% 
de la actividad mostrada por el control con sólo LMSO.(Ver fig.10) 

b) Semillas tratadas por 6 dias a 4ooc/100% humedad. La presencia de 

NEN redujo la áctividad de la enzima de los extractos de éstos -
ejes en un 70% comparada con su control con sólo IMSO.{Ver fig.10) 

c) Semillas tratadas por 2 di.as a 60oc. La actividad enzimática de -
los extractos de los ejes de éstas semillas en presencia de NEM -
fué de 20% con respecto a su control con sólo IJ.!.SO.{Ver fig. 10) 
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Fig. 9. ejes embrionarios con 3 horas 
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Fig.10. ejes embrionarios con 15 
horas de imbibición; 1. control, 
4ooc, 60oc con 000; A es control 
con NEM; B 4ooc con N1!M y e 60110 
con NEM. 
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Se comparó la actividad enzimática de los controles con sólo Jl.fSO tanto -
de los extractos de los ejes de las semil.lAs como de las no tratadas. La acti­
vidad mostrada a las 3 horas de imbibición por extractos de ejes de semillas -
deterioradas (ambos tratamientos), rué de 70% con respecto a las no trata.das. 

Por lo que respecta. a las 15 horas de imbibición, los extractos de los -
ejes de las semillas trata.das por 6 dÍas a 4ooc/100% humedad tuvieron una ac­
tividad de 50% con respecto a los no trata.dos y los del trata.miento de 602c -
por 2 días tuvieron 100% de la actividad mostrada por los no trata.dos. (Ver fig. 
11). 

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

Debido a que la DNA.polimerasa se vió afecta.da por los tratamientos a los 
que fueron sometidas. las semillas, se quizo observar si otras enzimas no rela­
cionadas con los mecanismos de síntesis del DNA se veían afec.tadas también con 
los tratamientos mencionados. 

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

5 ..• 3.1. Alcohol Deshidrogenasa (ADH) (EC 1.1.1.1.) 

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

El comportamiento de esta enzima rué similar tanto en los extractos de -
los ejes de las semillas no tratadas, como en los extractos de los ejes de ~ 
las semillas trata.das tanto de 402C/100% humedad a 6 días, como en las de 600C 
por 2 días. El valor que se obtuvo para su actividad rué aproximadamente de -
2CJ.llllol/min/mg de proteína. 
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Fig. 11. ejes embrionarios con 3 horas de imbibición : 
1.- Control; 2.- 4ooc y J.- 6Qoc, todos con IMSO. 
ejes embrionarios con 15 horas de imbibición: 
4.- Control; 5.- 4ooc y 6.- 60oc, todos con IMSO. 
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5.J.2. Malato Deahigrogenaaa (MDH) (EC 1.1.1.J?.) 

Esta es una de las enzimas del ~iclo de Krebs; su función es convertir -
el ácido málico en ácido oxalacético de manera reversible. Esta enzima se en­
cuentra tanto en citoplasma. como en las mitocondrias. 

to. 

El comportamiento de esta enzima varió un poco dependiendo del trata.mien_ 

a) Semillas control (no tratadas). El comportamiento de la enzima de 
extractos de embriones de semillas no trata.das tuvo un val-or de -
13Jllllol/min/mg de proteína (Ver cuadro 1). 

b) Semillas trata.das por 6011C por 2 di.as. El comportamiento de la -

enzima de extractos de embriones de semilla.a tratadas tuvo un va­
lor de actividad específica de 5.í?pmol/min/mg de proteína (Ver 
cuadro 1). 

c) Semillas tratadas por 4011c 6 días/100% humedad. El comportamiento 
de la enzima de embriones de semillas tratadas tuvo un valor de -
actividad específica de J.Jpmol/min/mg de proteína (ver cuadro 1). 

5 ..• J.J. Cata.lasa (EC 1.11.1.6.). 

F.sta. enzima rompe al peróxido de hidrógeno (H2o2) para evitar oxidacio-­

nes no deseadas ya que el H202 es un oxidante fuert~, rompe el H202 en H20 y 

1./20,. 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 provenían de semillas control (no tratadas) como en los extrac­
tos de embriones de las semillas tratadas, tanto a 6()oc por 2 días como a 4ooc 
por 6 d!as/100% humedad. El valor que se obtuvo rué aproximadamente de JCfllnol/ 
min/mg de proteína (Ver cuadro 1 ) • 
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E ~ z I M A s 
ADH MDH CATALASA 

TRATAMIENTO Jl Moles NADH/min/mg prot. p. Moles NAD+/rnin/mg prot. p. Moles H202 /rnin/mg prot. 

CONTROL 20.4 13 30.1 

40QC 22.7 5,2 30.1 

60QC 19,7 3,3 26.2 

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



.35.-

6. D l S C U S l O N 

Se había reportado ya una correlación entre la baja viabilidad de semi-­
llas 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 
una posible causa de esta reducida síntesis de DNA se debía al daño sobre la 
DNA polimerasa durante los tratamientos. Nosotros determinamos que en efectc 
la actividad de ésta enzima se reducía un 43% en extractos de ejes embric~.:.a­
rios sin imbibir de las semillas tratadas con respecto a las no tratadas. ln­
teresantemente esta actividad fue recuperándose conforme alllllentó el tiempo de 

imbibición de los ejes (0-15h) hasta llegar a un 80% en el caso de las sei::i­
llas tratadas por 6 días a 402C/100% humedad y a un 1001 en el case de las S.§. 

·millas tratadas por 2 días a 602C. Esto está indicando que la baja capacidad 
de síntesis de DNA en las semillas deterioradas bien puede deberse a la ca~cia 

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 germinación debiera -
ser la reparación del DNA (6), podríamos pensar que estas semillas que poseen 
una baja actividad de DNA polimerasa serán deficientes en su ca:¡:acidad repar~ 
tiva y por tanto el proceso germinativo podría retrasarse en mayor o mer.or ~ 
grado. 

Se usó NEM para verificar el tipo de DNA polimerasa presente en los ex~ 
tractos protéicos utilizados y se encontró que al menos en los del control -
se trata mayoritariamente de una DNA polimerasa de tipo°' ya que la NEM .inhibe 

en más de ~ 70% la actividad. El porcentaje de inhibición por NEM de la acti 
vidad en los extractos de semillas tratadas es variable. Interesante~ente, -­
los extractos de semillas tratadas por 6 días a 402C/100% humedad tienen 70% 
de actividad a las 3 horas, pero NEM reduce esta actividad a sólo 30% a las -

15 horas. Por otro lado, la actividad de polimerasa en.estos ejes se recupera 
de 43% en los no imbibidos a 80% en los imbibidos por 15 horas (figs. .3 './ é). 
La actividad en los extractos de semillas tratadas a 602C por 2 días es inhi~ 

bida por NEM 60% a las 3 horas y 80% a las 15 horas. Iguálmente, la act.ivi- -

dad de polimerasa se recupera de 43% en los ejes no imbibidos hasta 1G0% de -
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los imbibidos por 15 horas (figs. 3 y 6). Estos datos sugieren, sobre todo -
pera los ejes de semillas tratadas 6 d.Ías a 4ooc/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 dañada por 
los tratamientos. La DNA polimerasa tipo oc debe ser preferencialmente sinte­
tizada cuando la semilla se recupera, ya que después de 15 horas, la inhibi­
ción por NEM de la actividad sint.ética es 1QUcho mayor que a 3 horas. 

La reducción en la actividad de polimerasa no es simplemente una conse­
cuencia de la reducción de la viabilidad, ya que el tratamiento de. las semi­
llas con rayos ~ que provoca una disminución de la viabilidad de éstas; no P-! 

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 disminución 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 . relácionadas con el metabolismo -
del DNA se encuentra que algunas como son la catalasa y la ADH no sufren.alt~ 
ración alguna, mientras que la actividad de otras como la MDH se ve importan­
~mente disminuida (50% aproximadamente). 

Ya que la DNA polimerasa es de suma imp0rtancia PJ.I'ª los procesos celul!!. 
res y en pl.I'ticular vemos que.en las semillas de maíz esta enzima es lábil al 
envejecimiento (28), podríamos sugerir que un marcador bioquímico a buscar en 
semillas .más resistentes al almacenamiento, ya sea en condiciones óptimas o -
de deterioro, será una DNA pollmerasa resistente. Ia presencia de este tipo -
de polimerasa en semillas indicaría la posibilidad de prolongar el tiempo de 
almacenamiento de las semillas conservando su viabilidad. 

,,· 



.7. e o N e L u s I o N E s 

1.- Se demostró que la actividad de la DNA polimerasa es 
lábil ante los tratamientos con temperatura y/o hum!!, 
dad a que fueron sometidas las semillas. 

2.- La actividad de la DNA polimerasa presentó recupera­
ción .desptiés de algÚn tiempo de imbibición (15 horas) 
de los ejes embrionarios. 

3.- No.se ptiede establecer. una relación entre la activi­
dad de la DNA pollmerasa y la viabilidad de las sem! 
llas, ya que existen tratamientos (como los rayos 't ) 
que bajan la viabilldad·pero que no afectan la acti­
vidad de la enzima. 

4,- Al analizar la actividad de enzimas no relacionadas 
con los mecanismos de síntesis del DNA, se observó -
que con los tratamientos dados el daño no es general, 
ya que algunas enzimas se vieron alteradas y otras -
no. 
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