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INTRODUCCION 

Tanto 1.os procari.otes como 1.os eucariotes poseen sist~ 

mas efectivos de :::-eparaci6n de1 I:.fiA que msntienen 1.e. inte-

gridad de1. geno?:l2. frente a J.a.s agresiones de J.a. ra.diaci6n 

u1tra.vio1eta, 1a ra.diaci6n c6smica y otras radiaciones de 

a1ta energ:[a, as~ como de los efectos de agentes mutag~ni-

cos qu:!micos. (5a.."'1awa1t y co1.s, 1979). 

Ia reparaci6n de 1esiones :O..nducidas en el. DNA de cé1u-

1as vegeta1es ha sido demostrada para. un. btien nhero de te

jidos inc1uyendo 1os embriones de 1e.s semi1J.a.s(Soyfer, 1979; 

Cabo.me, 1982). Le. inducci6n de rnp1:ura.s en 1.as cadenas del. 

mA por .r- -irradiaci6n o tra.tan:l..ento c;.u:!mico de ecbriones -

de cebada y su repare.ci6n subsecuente durante :ta imbibici6n, 

ha sido demostrada mediante el. enáJ.:isis del. DNA en gradien

te de densidad de sacarosa.(Ve1Emdnsky y Gichner, 1978). S~ 

be!llos ahora, c;.ue a-dn en estado seco, 1os ecbriones de a1ta

viabilidad poseen e.1.gunos cortes de cadena sencíl.1.a en su 

DNA. (Cheah y Osborne, 1978)~ IguEÜmente, hemos demostrado 

en nuestro J.a.bora.tori.o, que el. aJmaamami ento prol.ongado en_ 

condiciones adversas de tempera.tura y hum.edad producen fra.~ 

mentaci6n del. D!'iA de semil.J.a.s de ma.:!z de al.ta viabilidad.-

(Ga.rc~a Rend6n, 1985). 

E1 presente trabajo pretende aportar evidencia& que a

poyen 1.a existencia de un proceso de repara.ci6n de 1a mo1.é

cu1.a de IJNA, durante J.a.s primeras horas de 1a genninaci6n 

(0-6 h), en semi11aa de ma~z deter.1.ora.das artificial.mente 

con cal.ar y/o humedad. 
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I.- G E N E R A L I D A D E S 

E1 :ma:!z pertenece a l.a :t:'a.m.ilia de las plantas lla!!!adas 

grem:!neas y como mi01:1bro de eete grupo botánico posee sist~ 

mas de re.!ces :t:'ibrosa.s, hojas alternadas, dos hileras de· -

vainas para1elas en 1as hojas, hojas separadas de 1a vaina., 

tal.los cil.:!ndricos con nódulos s61idoe y :!:'lores más o menos 

esp1.gadas ( 32) ~ 

El ma:!z tiene como nombre botánico ~ :maya Linnaneus, 

es una. planta mono1.ca. y nativa. de América., donde su :il:lpor-

ta.ncia. bio16gica. y a.1iment1.cia. es notable desde hace siglos 

-(40). 

E1 ma:!z como planta al.imenticia, ocupa el 2do. lugar -

a n1.vel. mundial desde el punto de vista de producción. Con_ 

el. reciente descubrimiento de dos mutante" de ma.!z de al.to_ 

contenido de lisi».a , el ms.:!z juega. ai!n un papel mAs impor

tante en 1a. nutrición hu.man.a. y a.ni.mal. (40). 

1.1.- Estructure. de la semilla.. 

ras sam:111a." en general presentan tres estructuras bii

sicas: el em.bri6n, l.a testa o cubierta de 1a sem:Ll.J..a. y el -

endospe%"111o. El embrión se deriva de la t'usión de los nl!cleos 

de l.os gametos mascul.:i.no y :t:'emenino. 

IA cub:l.erta. o testa se origina de 1a. planta madre ;r :!le 

desarro1l.a en l.os integumentos del. óvulo. El. endospermo P%'2. 

cede, a.1 igual. que el. embrión, del. material genético mater

no y paterno; su m!ol.eo primario proviene de l.a. triple unión 

de dos :i:rdcl.eos polares con uno de los nl!cl.eos masou1inos. 
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I.e. semil.la. de ma:!z madura está compuesta por tres par

tes principal.es: 1a testa o cubierta. de l.a semi::LJ.a., el. en-

dóspen:o a.::iil.áceo y el. embr:!.6n, que J.J.egara ser una. nueva -

pl.ante.. 

Cada una de l.as tres partes del. grano cump1e una :tun

ci6n de:rinide.. !.e. testa, tambi~ llamada pericarpio, prote

ge a l.a semi1l.a, tanto antes como despu~s de l.a siembra, 1;!.. 

mitando o impidiendo 1a entrada de organismos pat6genos que 

pudieran invadir el. grano. Si el. perj.ce.rpio resul.ta da.fiado_ 

tal. vez 1a ge=inaci6n se tonie :mds J.enta pues 1os hongos y 

bacterias pueden invadir a l.a se:n.i1l.a. en geZ'1!U.naci6n y uti

lizar J.a:s reservas alimenticias antes del. afianzamiento de_ 

l.a. p lAn tu.1a.. 

El. endospermo es l.a. principal. rel!lerva energ6tica. del. -

grano y está compuesta por un 9~ de almid6D y 7~ de prote:! 

nas con pequefias eantida.del!I de aceites, ainera.l.es y otros -

componentel!I qu:!micol!I. Su :t'unci6n principal. consiste en pro

porcionar nutrintentos a l.a pl.anta hasta que sus ra:!ces es

tén bien a.fianza.das y- sus hojas el.aboren carboh.idratos en 

cantidades su:ficientel!I para se.tis:racer l.os requerimientos 

del. crec:ú!iiento. En el. endospe:r:mo l.a prote:!na. se encuentra_ 

:formando une. red c6r::i.ea en l.a que están incl.uidoe l.oe g~ 

1os de a1m:i.d6n (36). 

El. e:l!.bri6n del. grano está :ronna.do por e1 eje embriona

rio y e1 esoutel.o que constituye una reserva. importante de_ 

nutrientes pera. l.a plAntu.l.a en crecimiento. El. eje embri~ 

rio est4 cot:ipuesto del. hipoooti1o a1 que se ha1l.a. unido el._ 

esoutel.o, l.a rad:!oul.a. y l.a pl.J1....-u.l.a o epiootil.o{pa.rte :fol.iar) 
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esbozo embrionario de cinco o seis hojas. E1 esc<.d;el.:. .::en-

tiene un. a1to porcentaje de aceite(35-40%) y sustancia.3 ac

tivas e importante" en J.as etapas inicia1es'. de 1a ge=ina-

c1.6n. 

En fonna muy general., l.a semiJ..J.á·'.de"maiz-contiene: 
~· ·-.--, 

RD.medad (:i') ~6~7 

Almid"ón 

Prote:!nas 

Grasas 

Fibra(czuda) 

Azdcares total.es 

Cenizas(6xidos) 

Carotenoide" totaJ..es 

n 

n 

" 
(mg/Kg) 

l..2.- Gexminación-. 

. •.4.78 .. 
2.66 

2. 58 

l.~42 

30.0• (32). 

Es el. conjunto de etapas sucesivo.a que l.J..ev-=n a que l.a 

semil.l.a c8.1:1bie su esta.do de reposo 6 J..atente, a1 meta~ól.ic~ 

mente activo despertándose con e1l.o una serie de ev~tos m~ 

1ecul.are" que J..l.eva.n final.mente a l.a ~oxmación de una p~

tu.l.a a partir del. embrión. Aunque el. concepto de germina--

ción no es f~ciJ.. de de~:!.nir, general.mente se dice que ha o

currido una vez que una parte del. embri6n, no=a.1mente l.a. -

ra.d~cu1a atraviesa completa.mente 1.a cubierta. de 13. "se:nil.1.a. 

Este acontecimiento es precedido por una serie de eventos -

que son acompa.fiados por 6 tenninan en un incremento irreve!:_ 

sibJ..e en el. Tol.umen del. eje embrionario.Desde un punto de -

vista bioqu:(mico J..a gexminaci6n pod~~ definirse como l.a s~ 
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r-'.." de eventos mo1ecu1ares que anteceden J.a pricere divisi6n 

ce1u1a.r. 

1.3.- Bioqu:!mica de 1a gennina.ci6n. 

Segdn Oeborne (1983) 1a secuencia de eventos que pare

ce '5er comlin e e.-nbrionee , de un buen n~ero de eemi11ae de 

g:ram:!nens, durante J..a. germinaei6n, puede dividirse en: 

a) Eventos te1:1pranos: hidra.taci6n, a:!ntesis de proteí

nas, síntesis de RffA y reparaci6n de1 DNA. 

b) Eventos tardíos o secundarios : expansidn ce1uJ.a.r,

rep1icaci6n de1 DHA y movi1izacidn de reserva.e. 

A) S:!ntesis de Proteínas. 

la '5:!ntesis de proteínas no ocurre en 1a se!lli11a seca; 

comienza cuando 1as c~1u1as eat~ su~icientemente hidra.ta-

ªª" para. penn:i.tir que 1os r:i.bcsomas se asoc:i.en con RN.Am. 

E1 grueso de J..a. 1i teratura sobre síntesis de prote:!nas 

durante 1a 6erm:i.nacidn e imbibicidn ha sido revisada por -

Bray(1979), :'.rayar y !.:arbach(1981), Bew1ey y BJ.ack(1978) y -

Bew1ey(1982). 

Ia. capec:i.dad de 1oa tejidos illlbibidos para sintetizar_ 

proteínas se m:i.de proporcionando a ~atoe. amino~c:i.dos maro!!_ 

dos radiacti v=ente y determin=do posteriormente que pro-

porc:i.6n de ~stos se ha incorporado a ).as prote:!naa. 

Para a~egura.rnos e1 acceso ~pido de1 sustrato radiao

ti vo a 1os tejidos vivos usua1.mente se trabaja con tejidos_ 

ais1ados co::io embriones de cerea1ee, J..os ejes embrionarios_ 
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de semillas de leguminosas, etc,. Estos tejidos aie1ados t!?_ 

man a.gua. mucho m~s rapidemente que 1ae eemi11a.e completa.e y 

quedan imbibidas totalmente. Ia incorporacidn de 1eucina. a_ 

prote:!na"' de embrione"' de avena procede a grados cada vez -

mayores, durante el período de do,. hora,. durante el cual se 

completa. su imbibición en. agua. Esto se debe probablemente_ 

al m!mero creciente de cé1u1as que se hidratan conforme 1.a_ 

imbibici6n progre"'ª y a1 incremento de la actividad sintét~ 

ca de cé1u1a"' individuales ( 41). I.e. e:!ntesis de prote:!na8 -

también comienza en 1a primera. hora. de illlbibicidn en embri2. 

nes de trigo(~rcus y co1s, 1966), cebada (Stodda.rt y Tho

m.ae, 1973), y centeno(Seca.1e cerea.le) (Sen y oo1s, 1975) y_ 

e:n eje8 embrionarios de t'rijo1 de Li.ma{K1ein y co1s, 1971). 

I.a. .. :!nte8i8 de prote:!:nae se inicia tan repidamente de~ 

pués de 1a imbibici6n, que, muy probablemente 1a me.yor:(a de 

lo,. componentes bioqu:!'.mico8 y estructure.les necesario"' de-

ben estar presentes en 1a semil.l.a. seca. 

Se pueden preparar sistema.e libres de células capaces_ 

de sintetizar prote:!na"' a partir de embriones secos de tr;!.. 

go y ejes embrionarios de oh!charo (J?eumans y oo1s, 1980). 

E1 sistema de gennen de trigo tiene una gama completa de -

componentes so1ub1es incluyendo RNA de tra.nsferencia(tRNA)_ 

y am:i.noaci1-tRNA sintetasas (Wei11 y Parth:i.er, 1982) junto_ 

con 1o"' t'actores requerido"' para 1a :i.niciacidn y elongación 

de 1a cadena{Marcus, 1982). 

Los ribo8o:ma"' preparados de embriones secos son 1.ncap!!_ 

ces de 8i.ntetizar prote:!nas. Sin embargo, 1a actividad de -

estas prepa=acione"' ribosom1aes aumenta .rdpidamente con 1.a_ 

imbibición increment~dose en :t:'onna paralela 1a proporc:i.6n_ 
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de po1ieomae presentes(nra.rcus y co1s, 1966; Wee~s y ~~rcu~, 

1971). 

En embriones comp1etos de cerea1es e1 :!ndice de s:!nte

s:f..s de prote:!nal!I contint!:a en aumento adn cuando 1a imbibi

o:f..6n ya ha.ya. cesado. Un factor que podr:Ca ser>e1 responsa-

b1e de este aumento en embriones de avena e·~.:i.S;·Toreciente 
proporc:f..6n de po1isomas presentes (Bew1ey • .:i9á2)·~·~·.'' 

-,;.j.····.'-___ .·.¿:, 
En embriones de trigo, por otro 1ado; n,oc'.Pl;!-rec_e prese!!,_ 

tarse un :tncrernento marcado en e1 contenido. d·e. po1iso.cias dJ!. 

ra.nte e1 perlodo l.ag que se extiende desde. o1os •4'b·'~:i.n a 1as 
.;.':..~, ~ 

5 horas a partir de1 inicio de 1a imbib:to16n(_5p~_eg•Ú y !.!ar-

cus, 1975). 

Ie. creciente eficiencia de 1a s:!:i:ites:l.s _de .prote:!nas dJa. 

rente 1a fase 1ag puede ser atribuida en parte a n:f..ve1es 

mds e1evados de ATP y GTP (Brooker y co1s, 1977) y qu:l.Zlt 

tamb:f..ác. a un recambio .incrementado de mrA. 

B) S:!ntesis de RNA.-

Se ha demostrado que embriones secos de trigo contie-

nen una diversa variedad de RNAms mensajeros al.roacenados; -

ha.bi~ndose confirmado tambián esto para otras especies co-

mo 1 centeno. a1god6n. clrlcharo, r:!be.no, ricino, etc,. Se~ 

especu1a que probab1emente existen dos c1ases de RNAm en -

l.os embriones o ejes e¡nbrionarios seco<!!: 1) RI1Az:t res:f..dua1es 

-~stos son RNAm producidos durante e1 desarro11o de 1a sem!_ 

l.1a. y que no fueron destzuÍdos durante 1a maduración tard:!a 

y 1a desecac:f..6n. No son esenciales para. J.a germinación y -

pueden ser degradados inmediata.mente despuás de iniciada -
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1a imbibición. 2) RNAm a.l.macena.doe o coneerva.doe -6stos -

son sintetizados durante eJ. desarroJ..10,de ta1 ~o:nna que es

tá> disponibJ.ee i.nmedia.tEiillente despu4!ls de 1a. hidratación y_ 

pueden ser mp:l.damente traducidos a. prote:!nas que son parte 

integral. de J.a genninac:l.dn (4). 

La. evidencia. de 1.a existencia de RNAm al.ma.cenado en -

las semiJ.J.as viene de experimentos en J.os cuales éstas ee -

:!..mbiben bajo condicionee que bloquean 1.a ~o:nnac:l.ón de nuevo 

RNA.m; si aiin as:! J.a s:!ntesis de prote:!na.s continda "'ere po_!; 

que "'e esté utilizando RN.Am pre~onaado. Spiegel y ?Jarcus -

(1975) trataron e:J:lbriones de trigo con concentraciones de -

oc:;-s.1'!a.nitina y co.rdicepina(3'-desoxiadenosina) su:t'iciente-

"'ente altas para inhibir l.a s:!ntesis de RNAm en ~s de un_ 

8~. Los embriones se col.oca.ron en las soluciones inhibito

rias pre1im:ina.r.mente durante 30 min a. oºc, para. perm:iti.r -

que eJ. inh:l.bidor penetrara en los tejidos. Durante J.oe pr6-

ximos 40 min a 25°c se observd que l..a :t'o.rmación de poJ..iso-

:nas fue tan repida como en los oont.roJ.es, indicando que el 

BNA.m preformado fue en gran medida el responsable de J.a a:fa 

tesis de p.rote:!na.s en este par.Codo. 

Como existe un cambio en. el espectro de prote:!nas sin.t2_ 

tiza.das durante eJ. proceso de germ:i.n.a.c:l.6n: aJ.gunas "prote:!

nae del desarroJ.J.o de J.a. semiJ.1a" que ya. no se í"onna.n y nu2_ 

vas"prote:!nas de J.a. germinación" que aparecen por primera -

vez, podr:!a..'llos esperar un cambio en J..a pobl.a.ci6n de J.as mo-

1ácuJ.as de Rl'T.Am durante este proceso. :ra cordicepina se ha_ 

utiJ.izado para determinar J.a vida med:l.a de l..a molécuJ.a de 

:RNAm durante J.a. :t'ase l..ag (Ca.era y cola, 1979). Cuando los 

embrionee se :l..mbiben durante dos horas en una so1ucidn que_ 
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cOAtiene adenosina marcada y después son tra.n~ferídos a una 

so1u.ci6n con adenos:lna no marcada con col:dicepina, el ENA 

ma.roado pol.iadenil.ado :fonnado du.re.nte eJ.. pul.so desaparece 

co:m. une. vida media de aproxillll!l.damente dos horas; aJ..go simi

J..ar se ha encontrado en ejes embrionarios de semiJ..J..as de z:! 
bano(DeJ..seney y col.e, J..977). 

Al!n a pesar de esta rápida degradaci6n del. RN.Am exie-

tente, J..a s:!ntesis de nuevas mol.écuJ..as de mensajero puede -

ser detectada en J..a p.r:l..mera hora de imbibici6n{Payne, 1977; 

Era.y, 1979) • 

Tanto en rilbano como en trigo ee presenta una ca.:!da -

deJ.. nivel. gJ..obaJ.. de1 RNAm durante J..a. p.r:i.me:rs. y segunda ho-

rae de imbibici6n, seguido por un aumento a l.os nivel.es ori_ 

gina1es durante eJ.. siguiente par de horas(Del.seney y col.a,_ 

1977; Smith and Bray, 1982). 

Ia conc1u.si6n que se puede extraer de estos experimen

tos es que l.os embriones y l.os ejes e:nbr:l.onarios pueden sía_ 

tetizar prote:!nas codificadas por el. RNAm al.m.e.cenado duran

te l.a 1.mbibici6n tempra.na(J..os primeros 40 min para embrio

nes de trigo)• pero después J..as mol.écuJ..as sintetizadas de -

novo deben jugar un papel. cada vez m~s importante. Estas m2_ 

J..~cu1e.e deben ser responsabJ..el!!, a1 menos en parte, del. de_ 

al.to :!ndice de s:!nteeis de prote:!nas observado durante l.a 

:l"aee ].ag. EJ.. hecho de que J..a ...::-aman:i.tine. y J..a cord:i.cep:i.na_ 

aplicadas durante J..a. fase J..ag :i.mpidan l.a s:!ntesis de prote

:!ne.s as:! como J..a de RNA apoyan este punto de vi3te. (Caers y 

coJ..s, 1979; Cheung y col.e, 1979). 

Con respecto al. ma.:!z J..a literatura ea limitada; un es

tudio e.cerca de l.a a:!nteeis de prote:!nas durante l.a ger.id.na 
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ci6n se real..:1.zó en 1981 por Sltnchez de Jinténez y col.s. Los_ 

resultados obtenidos en este estud:i.o S12gieran que 1a s:!nte

sis de prote:!nas de i:as.:!z est& respaldada por RN.Am pre:ronnac:> 

durante l.os estad:i.oa tempranos de l.a genü.nao:i.dn. Se con-

cl.uye que 1a traducción de1 RN.Alll sintet:i.zado de novo estl! -

retardada con respecto a los estud:i.os realizados en t:ri.go, 

puesto que e1 e:recto de oC-ama.n:l t:l.na en ejes em.briona:ri.os -

de ma:lz no es notable hasta J..as 18-24 horas de :i.lllb:i.bic:i.6n,_ 

mientras que en embrtones de trigo se detecta después de -

5 hora.a de :i.mbib:i.c:i.6n. 

Van de W8 lle y co1s (1976) realizaron un estudio de -

de l.a s:!ntesis de RNA du..rante 1a ge.n=.:i.naci6n de ejes embri.2, 

narios de ma:lz. !1l.os utiliza.ron métodos bioqu:!:oicos y au

torra.di.ogm:t':i.cos y reporta.ron que 1a m.ayor:!:a de las :m.o1écu-

1a.s de RNA sintetizadas en J.a rad:!cu.l.a. durante l.a p.rb:lera -

hora correspondieron a RNA heterogéneo. Ias autor.radiogra-

:r:las J.es sugieren que una fraoo:i.6n de1 RNA heterogéneo nB_ 

cl.ear reo:i.ohi. sintetizado después de :i.JJ.:i.ciada l.a :i.mb:i.bici6n_ 

se procesa mpi.damente y trans1oca a1 citopl.a:.ma y posib1e

men1:e se :incorpora a 1os polisoraae. 

Fa.e hasta 1983 cuando Dommea y Van de WB11e aclararon_ 

y confirmaron 1a S12posici6n anter:l.or a1 dete.J:m:i.nar el. t:i.8!!! 

po aproximado en el. que e1 RNA recién sintetizado eparec:la 

en el aparai;o t:rnduc"tor de l.os ejes embrionarios de ma!z en 

ge.nzi:i.naci6n. Dos horas deepu.és de :i.n:i.c:i.ada l.s imbibici6n -

en presencia de u:ri.dina radi.act:l'VB• se pudo encontrar mol.é

cul.aa de EN.A. ms.rcsdal!!I en l.os polisomas; se detenn:i.n.6 en una 

electroforesis en gel. que sn ta.mafia correspond:la a l.6S y -

cerca del. 60;(; de éstas estaban polladen:i.l.adas. Se demostro_ 



-11-

tamb:l.~ que 1a8 mo1~cu1as de RNA po1:l.soma1 poliade!"dlado C.!2, 

rresponden a RNAm ya que son capaces de servir como ~o1de -

en un s:l.stema de traducci.dn libre de cé1u.1a.s depend:!.ente de 

RNADI.. Por 1o tanto conc1u;y-eron que se trataba de RNA sinte

tizado de "novo"; 1os reeu1tados :l.nd:l.can tBI:lbién que e1 RNA 

hetero~neo nuc1ear, que ee Je. especie de RNA ds abundante 

durante 1as pr.i.meras horas de 1a ge:nninac:l.6n de1 ma:!z, ea -

procesado l:'!ipida.mente a RNAm ~c:l.ona1, tra.ns1ocado a1 cita 

p1a=a. y traducido. Este proceso ocurre inmediatamente dee

pu~s de inic:l.ada 1a :l.mb:1.b:l.ci6n y antes de que se tennine e1 

per.!odo :l.n:l.c:l.a1 de absorc:l.6n de agua por 108 ejes emb.r:l.ona

.r:Los de ma:!z; d:l.cho proceso de absorc:l.6n de agua dura de 3_ 

a 4 horas. 

:r.a :l.ni.c:l.ao:l.6n y cont:l.nuaci6n de 1a s:!ntesis de RNA de

penden de 1a ex::l.stenc:l.a de una poza de preou.raores de r:l.bo

nuc1e6sídos tr:l.fosfato. ATP,GTP,CTP y UTP, que est~ pre-

sentes en muy- pequeffas cantidades en e1 em.br:l.6n seco de tq 

go; 1os cuatro nucle6tidos a=entan repida.mente durante 1a.s 

etapas tempranas de 1a gen:tinací6n. Si.n embargo, el a=ento 

de U'l!P y CTP es m~s 1ento, aunque aUI:!enta austancia1mente -

entre l.as 3 y 5.5 horas despu~s de :iniciada la imbi.b:l.c:l.6n. 

Por e11o e1 :!nd:l.ce de s:!ntesis de RNA a estos tiempos po-

d~a estar contro1ado tan sol.o por J.os ni.veles de r:l.bonu--

o1e6s:l.dos tn.fosfeto p:l.r:l.m:f.d:!nicos. Pero, a deci.r verdad, 

1a natura1eza de 1os mecanismos de contro1 cua1i.tat:l.vos y 

ouant:l.tati.vos que gobi.ernan 1a s:!ntesi.s de RNA en semi.11as_ 

en germi.naci.6n es desconocido. llluohos nivel.es de contro1 ~ 

son pos:l.bJ.ea, por ejem.p1o: expos:l.ci6n de1 mo1de por l.as hi!!_ 

tonas, l.a aot:I. vidad de 1a RNA poJ.:l.mera.aa., 1a dispon:l.b:l.lidad 
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de:!. sustrato, el procesamiento del RNA( pa.rticu1a=ente del. 

RNAm y RNAr) pero por el. mO!:lento no existe evidencia. que -

=sta.ncie 1a. operación de a.J.guno de ellos durante 1a. ge:rmi

nacidn. 

e) S:!ntesi e de DNA y Di visión ce1u1a.r. -

Ia división ce1u1a.r cesa. en una etapa relativamente 

temprana. del desa.r.ro11o de 1a.s samil.ill.s de ch.:[charo y fri.-

jo1. El embrión crece entonces, por expansión ce1ul.a.r '1nic~ 

mente, aunque l.a s:[ntesis de DNA puede continuar para. que -

1a.s cé1ul.as del. cotil.eddn logren 1.a po1ip1oidia oon ni ve1es 

de DNA de 8-640 (Mantz, 1982). 

L9. s:!'.ntesis de prote:!nas y RNA se reinician tan mpido 

como J.os tej~dos Ellllpiezan a ser imbibidoe, pe.ro 1a. s:!ntesis 

de DNA comienza después. En ejes embrionarios de trigo 1a -

s:!ntesis de 1a. enzima DNA po1imerasa es evidentemente un -

prerrequisi to para. 1a. s:!ntesis de DNA(Mor,y y oo1a, l.975). 

En embriones de trigoycenteno 1a incorporac:l.6n de timid:ina 

tritiada, comienza. 5 horas después de inicia.da 1a imbibi

c:l.dn, pero en a.1god6n y frijol. comienza a.dn después. 

Ia e::cpansidn de 1a ~d:!cu1a. en 1a. semi11a, ocurre ini

cial.mente por el.onga.ción ce1u1ar, y su salida subsecuente a 

traws de 1a cubierta. de 1a sem:l.11a podm o no estar acomp~ 

ña.da por 1.a divisidn cel.uJ.ar{4). 

Durante 1a. mitosis en 1as rad:!cul.as de semi11as de ce

!tol.l.a (Al.J.ium ~) an ge.rmina.c:l.6n 1os ndc1eos crecen de un 

di.iímetro de aprox:l.mada.mente 7)ua hasta llllfs del. doble. 

Ia s:!ntasis de DNA comienza antes de l.a d:L"rl.sidn oe1u-
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1ar :mi t6t:l.ca, 0011rriendo l.a. pr:l.mera. cuando 1a longi "tu.C. de -

1a ra:!z ha a1ca.nzado 1.4 mm ( y 1oe m1o1eos 15 pm de dirune

tro ), pero 1a. segunda no es evidente ba.l!lta que l.as ra:!ces_ 

han a.1canzado una. 1ongitud m:!nima de 2.8 mm. Entre l.a s:!nt~ 

s:Le de DNA y 1a mitoa:l.s existe un inter1udio de aprox:l.Jna.da

mente 9 horas. Se han heoho observaciones simi1are"' en o-

tras semi11as aunque e1 inicio de 1a s:!ntesis de DNA en di

ferentes tej:l.dos de una semi11a. en ge.rminaci6n puede ser ~ 

muy var:l.ab1e, por ejemp1o en ejes embrionarios de ~ mays-

1a s:!:c.tesis de DNA es detectada,primero en 1a punta de J..a. -

:rs:!z, 1a co1eorriza. y e1 nodo eecuteJ.e.r, después Ellll J.a rg:!z 

y fi.na.J.mente en el. mesocotil.o, ápice de1 ta.l.l.o y en l.a.s ho

jas (4). 

Se sabe poco acerca de 1a regul.aci6n de 1.a. s:!ntesis de 

DNA y 1a :raz6n. por 1a. cual. se retarda hasta. l.a.s instancias_ 

terminal.es de l.a ge=inaci6n y/o etapas tempranas del. cree!_ 

:miento. 

Se ha considerado 1a. posibil.idad de que l.a. disponibiJ..!. 

dad de l.oe precursores de l.ol!I deso:z::1.rribonucl.e6sidoe trifo~ 

fa.to juegan un pape1 importante(porque no l!le encuentran en_ 

l.a semil.l.a. seca), o 1a disponibilidad de 1aa enzimas que -

1os procesan ha.eta DNA o ambos. 

Ia timidina debe ser convertida pri.mero a su trifos:t'a.

to(~) antes de l!lt1 incorporacidn como desoxirr:l.bonucl.e&ti

db(dTTP) a 1a mo1écu1a de DNA. 

Dos enzima"' deben hacerse presentes para que 1a ti::i.id;!.. 

na sea utilizada: 1) 1a 1ti.midina oinasa para. 1a foaforil..a.

c1.6n de 1a tim:l.dina y 2) 1a DNA po1imera.se. para. l.a inaer--
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c:16n de 1ol!I desox:1.rribonucl.e6tidos al. mol.de d"' ~:.:. n.ct~ 

vi.dad de 1a t:l..midina cinasa es :muy ba.ja. en ez:i.brio::i.e"" secos_ 

de 1;r:igo, pero conl!liderabl.emente el.evada. a 1as 36 horas de_ 

:Ln:ic:ia.da. l.a. ge:orl.naoi6n(el. mecanismo cinético de su aumento 

de acti.vida.d a través de1 tiempo ae desconoce)(4). 

Ie. enzillla esta. :t'ormada por do:!I componentes(P y T}, y -

ambol!I son requeridos para su acti-.ridad. Eo. embriones de ma

:!z el. componente T(pero no el. P} el!ltá ausente durante l.al!I -

pr:lllleras 36 horas de imbibición, y a part:1.r de aqu:! aumenta 

su act1.v:idad(4). Es poeibl.e, entonces, que 1.a timid1na c:!.n~ 

1!18.( y quizá también 1as cinasas para otros desoxirribonu-

el.e6tidos} ~ite 1a. s:!nteeis de DNA durante l.ae etapas que 

su.ceden a l.a imbibición restringiendo l.a util.izaci6n de J..a_ 

poza de precursores. Pero ta.mbi~n l.os nivel.es de DNA pol.iln~ 

.re.l!la pueden aer un :t'actor de con-tro1, ya que 1a. actividad 

de esta enzima es general.mente baja en l.al!I semi11.as secas y 

aumenta poco antes de que 1.a. genninaci6n l.l.egue a ténn.ino 

(4). En otras sern.il.l.a:!l(por ejemplo cñ:!cbaro), dio:ha. enzima_ 

no parece ser un fa.c-tor 1.i::rl.tan-te, durante el. perlado a:i.te

ri.or al. inicio de 1.a s:!ntesis de DNA. Una. tercera enzima., -

1.a. :zd.bonucl.e6sido reducta.sa.( que convierte r:ibonuc1e6t:1.dol!I_ 

en desoxirribonucl.edtidos), aumenta. l!IU act:1.vidad en sem:i--

l.1as de ~ ~ coincidentemente con una. síntesis :1.nore

mentada. de DNA; en embriones de trigo• sin embargo; eato no 

su.cede (4). Actual.mente, entonces, no puede :1.nvoca.rse a una. 

enlldma. o a. un evento en pa.rticul.a.r como el. responsabl.e del._ 

oontro1 o l.imitac:1.6n de 1.a. !l:!ntesis de1 DNA(Podrá variar de 

especie a. especie, o, simpl.emen-te, no existe un sol.o punto_ 

de control. sino varios)(4). 
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Para. una l!!:lnte,,is e.x:f.tosa de DNA ea requieren un gre.n 

nm::.ero de factores y enzimas por ejemp1o, prote:!nae desen

ro11ado.ra.s, gi.ra.sae, RNA pol.imerasas, DNAsa y prilll.a.sae, etc, 

y 1oe estudios sobre e11os están a-dn por iniciarse en eem:S.-

11ae(4): 

En 1os tejidos de reserva en 1os cua1ee no se preeenta 

la div:isi6n ce1u1ar 1os nive1ee de DNA pueden d no camb:Lar_ 

después de 1a :1.mbibicidn • .Ec. a1gu.nos por ejemp1o: Ch:!charo_ 

si1vestre(~ arvense). 1os n:Lve.l.ee de DNA pe.nnanecen -

conl!!tantes durante y después de 1a ge.r.m:inaci6n de1 eje y -

1uego dec1inan con:t'onne se :Ln::l.cia :ta senescencia. En otroe, 

por ejemp1o coti1edonee de cacahuate, 1oe n:l.ve1ee de DNA se 

ciUp1ican entre 1oe siete y diez d:!ae después de 1a imb::l.bi

oid'n y después dec1inan durante 1os d:!as. eiguientee. Parte_ 

de1 incremento puede deberse a. 1a. s:!:ntes::l.s de DNA p1a.s~di

~o o l:l.itocondria1, aunque este corresponde tan so1o a1 1-2% 

de1 D1TA total.. As:!, puede a:t'i:r::marse que 1a mayor parte de 

1a s:!ntesis de DNA es muy probab1e::iente de origen nuc1ear y 

podr:!a deberse a una amp1ificaci6n de genes para enz:f.mae -

invo1uc.radae en 1a degradacid'n de reservas; debe decirl!le, 

sin embargo que no existe endenoia a.l.guna que apoye esta. 

posibi1idad {4). 

1.4:- :?actores gue pueden afectar 1a viabi1idad y e1 -

vigor de 1ae sem:f.11a.s. {Longerlde.d de :1.as semi11as). 

Una semi1J.a que no germina cuando se 1e proporcionan ~ 

gua y ambiente adecuados para. :!<12 react:f.vacid'n, ha perdido -

viabilidad. I.a pérdida de T.1.ab:f.1:1.dad de eemiJ.J.as en estado_ 
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aeoo es un heoho que se refl.eja en l.a germína.cí6n. s. través_ 

de un v:l.gor y un porcentaje de ge=inaci6n d1sminuidos. Du

rante el. per:!odo en que J.a sem:l.::t1a. pe=anece seca, se l.::te-

van a cabo oamb:l.os l.entos en 1as cél.u::tas vivas, que dan co

mo resu.l.tado una. pérdida de vigor y viabilidad del. ec.bri6n, 

que se d:l.ce que son efectos del. envejecim:l.ento de l.a sem:L--

11a. 

Los :r'actores que infl.uyen sobre J.a J.ongev.l.dad de l.as -

sem:i.l.J.as en el. aJ..ma.cenamien"l¡o son: :ta tempera.tura, 1a hume

dad y J.a presión de orlgeno. En genera.1 a menor tempera.tura. 

y b:wnedad es mayor el. per:Codo de v:i.abil.idad de 1a. sem:1.11a y 

para mu.chas espec:Les a. mayor presi6n de orlgeno es menor el. 

per:!odo de víab:l.1idad(2). 

Re::tac:16n entre J.a pérdida de viabilidad y el. ambiente_ 

de aJ.macenamiento: 

1.- Por·::t~ de disminución en el. conten:ldo de humedad -

de 1a sem:l.11a., l.a vida(en al.macen=:Lento) de 1a sem:l.::Z.J.a. se_ 

duplica, (segWi Roberts es por cada 2~ de decrec.ento de hum~ 

dad) (2). 

2.- Por cada 5.6?' de decremento de l.e temperatura de -

a1:maoeJlSllliento de l.e.. semil.l.a, 1a "ñ.da en all:lacenruniento se_ 

duplica. 

3.- Is. suma ar.1.tmética de 1a tempers.tura.(°F) y el. por

centaje de humedad re1at1.va de almacene.miento no debe exce

der de 100 y 1a tempera.tura no debe exceder 1a mitad de 1a 

muna.(2). 

:tas.sem:l.l.l.as son bantante resistentes s condiciones e~ 



-17-

ternas extremas, siempre y cuando estén en estado de desee~ 

ci6n y como resultado de éste, conservan :!ntegra. su capaci

dad de germinar. 

EJ. tiempo que 1a semilJ.a se conserve viabl.e depende de 

su in~onnaci6n genética y de las condiciones de aJ..macena-

míento. En general la viabilidad se conserva mejor bajo co¡a 

diciones en que l.a actividad metabólica de l.as semi11as es

té mds reducida: baja temperatura y elevad.a concentración -

de co2 • 

Los factores ambientales tienen un efecto decisivo en_ 

1a duración de 1a vida de le semilla; esto• dete:rminarnn si 

1a semi11a se conserva viabl.e durante e1 perlodo fijado ge

néticamente o bien pierde viabi1idad en un tiempo miis corto 

Los tratamientos a J.os que esté sometida le semi11a d~ 

ra.nte J.a cosecha y postcosecha afectan y dan J.ue;ar a 1a pé.!: 

dida de viabilidad.Los daños mecd:nicos durante 1a cosecha 

pueden reducir considerablemente J.a viabilidad de algunas 

semi11as que son :au!s =scept:Lb1es, otras como el. arroz y -

trigo son més resistentes. Ias semi11as esférica.e y peque-

ffas tienden a estar l!l.!!s protegidas al. de.f!o durante 1a cose

cha que aqué11as semi11as a1a.rgadas o de forma. irreguJ.ar. 

Durante eJ. almacena.miento, l.as zonas do.fiadas o per:t'ora.da.s 

de J.as semill.as sirven como centro de infecciones y provo

can un envejecimiento acel.erado. Esto también promueve eJ. -

debilitamiento y muerte temprana. de J.oe tejidos vecinos no.!: 

males. Tru:ipera.turas el.evadas durante el. secado o bien un s~ 

cado muy répido o excesivo puede reducir 1a viabi1idad {34) 

(68)• 
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1.5.- Caracter:!sticas de 1as semi11as con bajos ~o:::-cen

tajee de via.bi1idad. 

Iae sem:111ae con bajos porcentajes de viabilidad =ee

tra.n ~a11as en e1 acopl.amiento respiratorio, pérdida de ia_ 

actividad de a.1gu.nas enzimas tales como l.as deabidrogenasas 

(Ie.kon, 1949) y 1as transferasas dependientes de GTP(P~---

berta y Osborne, 1973; De11• Aquilla y cola, 1976; Bre.y y -

Chow, 1976a), desensambl.aje de riboaoma.s(Bray y Chow, 1976b; 

Roberts y cola, 1973) y pérdida de RNA poliadenilado, ade-

nuis se ha. demostrado que a nivel tre.n.scripcional la s:!nte-

eie de todas 1a.s el.ases de RNA está deteriorada y e1 proce

sa.miento de precursores de RNA ribosomal a. RNA ribosoz:ia.1 ~ 

duros ee demora(cebada: Va.n Onckelen y cola, 1974; centeno: 

Sen y Osborne, 1977; ejes embrionarios de Ch:!cha.ro: Bray y_ 

De.sgupta, 1976). 

Ia pérdida de viabilidad se haya también asocia.da con_ 

un descenso dr.istico en 1a. actividad de s:!ntesis de prote~

nae, que puede a.tribuirse a. degradaci6n de RN.An y reducci6n 

de 1a actividad de1 factor de elonga.ci6n E F-1(euca.ryot:to ~ 

1ongation factor 1)(Peumans y Carlier, 1981). 

1.6.- :Integridad del DHA en semi11as secas y su rels.-

oidn con 1a baja viabilidad. 

Cuando una. lesi6n producida. a.1 DNA de se:nilla.s se con

v:!.erte en una mutaci6n, esta es ref'1ejada. por una. serie de_ 

variaciones morfo16.zica.s en las pla.nta.s originadas por es-

tas semi11a.s. Estas alta.racione~ he.n. sido detectadas con -

frecuencia en plantas de semillas que han sido alma.ce::..adas_ 
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en estado seoo por tie~po prolongado, en re1aci6n con aque

l.las originadas por semi11aa recién cosechadas, como 1o re

port6 De Vries desde 1901. 

Cheah y Osbo=e(1978) encontraron que tanto e1 enveje

cimiento natura1 como 1a irradia.cicSn de aem:i.11as con rayos_ 

ga.=.a, produce un incremento en J..a :f'ragm.enta.ci6n de1 DNA. :§. 

11oa analizaron p·or autorradiogra:f':!a-despuéa de cuantificar 

1a incorporaci6n de 3H-dCTP a cortes en e1 DNA de 1os nd-

cJ.eos de embriones de centeno en pre3encia de .3''-0H-desox:l.

nuc1eot:i.di1 trans:f'erasa de timo de ter:nera.9 eJ. a1to ndmero_ 

de fragmentos de cadena senci11a detectab1es en e1 DNA nu-

c1ear en preparaciones fijas de secciones de embriones de -

seni11aa de un 1ar6o per1'.'.odo de a.1macena.miento, cuya capac!_ 

dad de ger.minaci6n corresponde a o,(,. 

Tanbién realizaron preparaciones de embriones frescos, 

con un 95% de ger.minacidn y de embriones con una capacidad_ 

de ger.ninacidn de1 95~, después de haber sido irradiadas(R!! 

diaciones gamma - 50KR) en estado seco. 

Ie.s diferencias en 1a integridad de1 !JNA se pueden de

mostrar ta.o.bién por técnicas e1ectro:f'oréticas. Los resu.1ta

dos obtenidos mostraron que e1 DNA de 1os embriones con una 

capacidad de germinaci6n de1 95~ :f'u.e predominantemente de -

elevado peso mo1ecu1ar, con so1o unos cuantos fragmentos de 

bajo peso rno1ecu1ar, mientras que una gran proporci6n de é~ 

tos d1timoa fueron detectados en el. DNA de sem:1.11as no v:ia

b1es. 

Una observaci6n de gran interáe es e1 hecho de que e-

zj_ste un incremento en 1a degradaci6n de1 DNA, cuando J.os -

embriones no viab1es son imbibidos en agua durante 18 horas 
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antes del. aisJ.a.miento de l.os m.1cl.eos. 

Un an!ll.:i.sis en el. densi t6metro de Feul.gen de prepara

ciones de embriones , muestra. que 1a. cantidad total. de IJNA_ 

po:zr:r:nS:ol.eo no va.r:!a durante l.a.s hora.a de imbibici6n; enton

ces J..a. fre.gl'1entaci6n progresiva del. DNA con el. tiempo, es -

atri.buibl.e a una cont:!nua actividad de endodeso.xirribonuc1~ 

asas asociadas a l.a cromatina. 

En aemil.l.aa, durante l.a ma.duraci6n del. e;:nbri6n l.a fra.~ 

mentaci6n del. DNA nuclear y l.a activsci6n de l.as DNAsas ºCJa 

rre in vivo. Esta disminución de 1a integridad del. DNA pue

de ser l.a. fuente de l.as aberraciones y el. daño observado en 

l.a tranaoripci6n, cuando l.as aemi11as da baja viabilidad 

gennina.n(Cheah y Oabo=e, 1978). Inveatigacionea en semi-

l.l.as de oh:!charo, haba y cebada, tratadaa con li:umedad y tem 

peratura. en diferentes rangoa,han mostrado p~rdida de 1a -

T.i.e.l:tilide.d de l.aa aeni11aa en diferentes grados y aoumu1a

ci6n de aberra.o~ones oro~os6mioas durante l.aa primeras diV!, 

siones de l.oa meristemos del.as ra~ces 1 siendo durante 1a a.

ns.fase mds fdci1 observar el. daño causado a l.os cromosomas. 

De Vries (l.90l.) :rue el. primero en rel.aoionar l.os bajos 

porcentajes de germinaoi6n de l.as semil.l.as de baja v.1.abili

dad de Oenothera 1arnarckiana oon el. gran ndr.iero de al.te.ra

ciones fenot~pioas de l.as pl.antas y con l.os cambios en el. -

DNA. 
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1.7.- Evidencia de 1a reparaci6n de1 DNA en semillas 

de P1antal!I suneriores. 

Se han encontrado ev.f.dencias de que,tanto en semi11as_ 

vieja:!! como en a.quél:tas que han sido cosecha.das recientem~ 

te se 11eva a cabo un proceso reparativo del. DNA durante l.a 

ge=inaci6n temprana, previo a 1a rep1icaci6n de esta macrQ_ 

mo1écu1a, e1 cua1 se ref1eja como un au.manto en la incorpo

raci6n de ti.midina tritiada. dentro del DNA sintetizado en E. 

na :f'ase no replica. ti va. Esto sucede en semi11as de diferen

tes especies. Estos resu1tados son al!n m4s c:taros cuando -

las semi1l.a.s hs.n sido irradia.das o treta.das con agentes 

qu:!micos mutagénicos(Soyfer y Ciemenis, 1974; Yemaguchi y -

Nai to, 1975). 

ll'lory(1972) sugiere que existe una fase de activaci6n -

de los procesos bioqu:!micos reJ..acionados con 1a s~tesis de 

DNA y que estos procesos incl.uyen: e1iminaci6n de 1os posi

b1es inhibidores; s:!ntesis y/o a.ctivaci6n de enzimas parti

cipantes, tanto en la rep1icaci.6n de1 DNA como en el proce

eo de reparaci6n, que proporcione un mol.de activo y efici9E:, 

te. 

Tano y Ye.roagu.ch:f.{1977) sefial.sn en su. estu.dio de1 DNA -

de ndcleoe a.is1ados de embriones irradiados qué, éste sufre 

un cambio que va desde predominancia. de DNA de bajo peso m.Q_ 

1ecu1ar en general.., a un peso mo1ecuJ.a.r mayor durante e1 p~ 

r:!odo prerreplioativo de1 DNA, indicando que debe ocurr:i.r -

un proceso de reparaoi6n de 1.as :rupturas sufridas en e1 DNA 

antes de1 estado replicat:tvo. 

Resultados simi1ares han sido obtenidos por ViJ.J..iers y 

Edgecumbe(1975) en semi11as secas de lechuga. que .fUeron i--
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rraCUadas y deapuéa sometidas a :lmbibicidn, sin que és0 e.s -

llegaran a germinar. 

Oebo:nie y col.a.boradores (1984) en su estudio sobre se

:mi.l.1ae de centeno, :indican que 1a. s:!ntesis temprwia de IJNA_ 

no repl.:1oativa, ocurre de manera. normal. tanto en embriones_ 

frescos con un. 95~ de genninació'n como en embriones de seiaj. 

J.J.a.e envejecidas con un 52% de genn:Lnaci6n, siendo :lnicia~ 

mente esta s:!ntesis s:!.gni:f'ioativamente al.ta. 

Vel..emi.nsk:y y G:!.chner ( 1978) seffa.l.an que J.o.s embriones_ 

da sem:illae :poseen un sistema reparativo ac"tívo del.. DNA. 

Cuando el.. DNA de semiJ.1a.s secas ha sido daña.do por agentes_ 

f':!~cos o qu:!nd.ooa, l.oa sistemas de reparaci6n actt!an .s6J.o_ 

auando J.oe embriones han sido rehid:ratadoe. 

ED tejidos hidratados de pl.antas super:lores y activos_ 

.metab6licemente, J.os mecanismos de repa.rs.ció'n parecen estar 

en conthua opera.ci6n • por ejempJ.o: en protop1astos de za

nahoria expuestos a radiació'n gamma, 1a reparación de fra.g

mentosc de cadena senciJ.J.a en el. DNA ana~zados por gradien

te al.cal.ino de sacarosa., muestran que el. 50% del. daño caus~ 

do en una de J..ae cadenas del. DNA, es reparado en sol.o 5 min 

y 1a. repa:ració'n total. de 1a .moJ.&cul.a de DNA se aJ.ca.nza. des

pa.&11 de 'tmB. hora (How1and y col.e, 1975). 

Q1:21S el. mecanismo de repe.ra.c:ló'n no es totalmente ef'ect!_ 

vo en eemi.11.as viejas se hace evidente dado el. al.to zú17eJ. -

de aberraciones cromosdm:lcas observadas en pl.e.ntaa de ma~z 

durante 1a. gel:lllinacídn y del. gran ntfmero de ano:nnalidades -

preaen-tes en l.as pJ..antas or:i.~adas de esta.a samí11aa. Una_ 

vez que l.e.s mu.ta.ciones pasan n. Unes. ge=inal.. se oonvíer--
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ten en mutaciones heredab1es. 

Por otra. parte, 1os rompimientos pueden ocurrir en si

tios pr6ximos en una de 1as cadenas de1 DNA de semillas vi~ 

jas, ei daño entonces puede ser considerado de manera. cil.fe

rente a1 daño que provoca e1 rompi.:llliento de J.as dos cadenas. 

Esto, asociado a 1a actividad de ligaea afectada, aumenta -

1.e. probabilidad de que ocurra una mntaci6n; m:i.entras que e1 

daño a cadena senci11a puede repararse con mayor fidelidad_ 

y menor r:Lesgo a 1a ocurrencia de errores. Cortes cercanos_ 

producidos en cadenas opuestas, pueden conducir a 1esiones_ 

1eta1es o a l.a posibilidad de que J.a reparaci6n ocurra eZTJ! 

neamente (Oaborne, 1982). 

PQ.ede entonces conc1uirse • que a1 no detectarse proce

so sintético en sei:ii11aa secas, cual.quier daño o 1esión a1_ 

DNA que se acumu1a durante e1 esta.do seco requer:L.r!i de una_ 

reactivaci6n de procesos repara.ti-vos durante J.a i.mbibici6n, 

antes de poder iniciar e1 proceso de repllcacidn. 

I.e. et'ectirtdad y fidelidad a-ei proceso reparativo de

pende.ni entonces de que tan funciona1es se encuentran 1ss -

enzimas reparativas y- de la integrtdad general. de J.a mo1éCE., 

la de DNA. 

1.8.- Antecedentes inmediatos de1 presente trabajo. 

Mi.randa Ham, .Ma.. de Lourdes (::Z.984) en su tesis de li

cenciatura report6 que durante 1a pérdida de v.f.abilidad de 

ejes embrionarios de :ma:(z(var. Cba1.queñ.o) se presenta frag

mentaci6n ~e1 DNA. 

Ex::i.2-:e semejanza en cuanto a l.a :f'a.1ta de integridad --
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del. :ma.teri.aJ. genét:Lco entre 1.ol!I ejes embrionarios de "5em:i--

1J.as de baja. v:1.ab:1.1idad y 1.ol!I ejes embrionar:!.ol!I dañadol!I -

oon. lu.z u.1trav:Lo1eta.. Se demost.r6 ta.mbi~ que hay un inc~ 

m.ento en 1a l!l:!nte'5:1.l!I temprana de DNA en ejel!I embrionariol!I -

daflados con 1.u.z uJ. trav:1.o1eta. Estas observacionel!I su(!;l.,eren_ 

que antes de :Url.c:1.arl!le 1a replicaci6n del. DNA, debe presen

tarse un proceso reparativo de éste durante 1.aa primeras b2,. 

ras de 1a :imbibicidn J.o cual. permite que 1.a germin.aci6n pu..!!_ 

da llegar a su. término. 

Garo:!a Rend6n, m: (1.985) report.S, en su tesis de licea 

ciatu.ra., que al. tratar con tempera.tu.ras y/o humedad a.J.tal!I 

sem:f.11.a.l!I de :ma:!z chal.queño se produce deterioro en el.l.as, 

J.o que se refleja en u.na d.iar:dnuci6n de l.a viabilidad y ca

pacidad de crecim.:1.ento de 1.a.s m:1.scal!I y parece estar rel.aci.2, 

nado con l.a integridad deJ.. mA~ Otro haJ..l.azgo importante ~ 

l.acionado con J.a integridad del. DNA, el!I el. hecho de que en_ 

sem:i.J.l.as tratadas 2 d:!as a 6o0 c y 6 d:!as a 4PºC con humedad 

satu.rante se presente. una oa:!da oonaiderabJ.e en 1.a. incorp0-1'. 

ci6n de material. radiactivo(3H-timidina) desde J.as prl.mera.s 

horas de 1.a. germinaci6n, estos datos sugieren que ha sido -

afectado l!lensibl.emente el. aparato de s:!ntesis del. DNA du~ 

te J.os tratamientos de.dos a 1.as sem:i.11.as, y el. proceso de -

reparaci6n del.. dafio a esta macromol.écu.1.a también ee ve a:t:e.s:. 

tado durante J..e.s primeras horas( 15 horas ) de J.a ge=ina

cicSn: 

Mu.ro Rico, Me.real.a (J.986), report6 en su tesis de li

cenciatura. que al.. someter semil.1.as de ma.:!z a tratamientos -

d%'11st:1.col!I de temperatura y/o h1.U11edad, se provoca deterioro_ 

en éstas el. cual. se manifiesta en 1.a incapacidad de sintet!_ 
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zar RNA y prote:!nas en 1as primeras 15 horas de 1a germina

ci6n. 

V~zquez Ramos, E. T. {1986) • en su tesis de licencia.tu

ra demost.rrS qu.e 1a DNA po1imeraaa. de ejes embrtone.rios de -

semi1J.as de ma.:!z (var. Cha1queño) es l.!fbi1 ante 1oa trata-

mientoa de temperata.re. y/o humedad a que fueron sometida.e 

estas semi11as- Sin eobargo, no pudo corre1acionar esta caf. 

da de 1a actividad de 1a IlNA polimere.sa con 1a viabilidad -

de 1as semi11as, ya que dicha actividad se recupere.be. gra.-

duaJ..mente con:f'onne avanza el.. tiempo de imbibici6n(J.5 horas_ 

o más). Ademds, existen otros t.ra-t;amj.entos(como 1os rayos_ 

gamma) que bajan 1a via.bi.l..i.dad pero no afectan l..a actividad 

de J.a enzima. 

Osborne y cn1aboradores (J.980-Sl..) han encontrado qué a 

:mayores dosis de irrad:laci.6n aplica.da a 1os embr.1.ones secos 

de centeno, 1os :!nd1ces de 1.nco.rporaci6n de 3H-meti1-timi

dina a1 DNA durante 1as pr:illlerae horas de imbib1.ci6n son -

también meyores(esto -es. durante e1 perlado previo e. 1a e:!'.!!. 

tesis replica.ti-va). 

A resul.tados eimil..e.ree llegaron Viízquez Ramos:, J.M. :r_ 

Osborne, D.J. (1986). Ellos encontraron que l.os ejes embr:i.Q. 

narios de centeno 1.rra.d:f.adoe e :l.mbibidos duran-te 50 minutos 

mostraron un patrdn de s:!n"tesis de DNA a1 que el.l.os 11.ama-

ron de ti.pe "reparativo" , después de anal.izar e1 DNA sint.!:!_ 

tiza.do y marcado mediante cromatog:ra:t:':!a en BND-cel.u1osa. I

gual.mente encontraron que ajee embr.1.onar:l.oe de centeno de -

al.ta viabilidad y no ir.re.d:f.adoe presentaron un patr6n de -

a:l'.ntesis a.1 que 11amaron de tipo "replicativo", el. cual. se 

present6 después de 1as 8 ho:ra.a de imbibici6n, y, por i.!1-
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"W.mo observaron que ejes embri.onari.os de centeno no irr::idi~ 

doa de baja viabilidad, dura.nte 1as :p.r:l.meras dos horaa de -

:lm.bibicidn, :presentaron un :patr6n de s!ntesia diferente (no 

ancaai11ab1e} a 1oa patrones de s!ntesis netru::iente "repara

tj_vo" 6 "re:plioat:!.vo". 

En eatudica realizados con ejes embri.onario"' de ma:!z,_ 

zara:!n Herzberg y cols. encontraron que ejes embrionari.os -

'/:'-ir.radiados, imb:!.b:!.dos :por tres horas, mostraban un pa.--

tr6n de s:!ntesis de DNA de tipo"repa.:rativo"(deapu~s de rea

lizar e1 andlisia del DNA marcado isot6p:i.camente por c=ma.

togra:r!a en BND-ce1u1osa); e1 patr6n de s!ntesis :presentado 

poJT Gjes embrionari.oa de semi11as de alta. v:i.abi1idad(con-

tro1), durante 1as primeras hora.a de 1a germina.ci6n(0-6 h) 

moetr6 patronee de s!ntesis que no pudieron clasificarse 

como de tipo "tipo reparativo" 6 de "tipo replica.tivo". A

ei.mismo, lo"' patrones de s!ntesis de DNA :presenta.dos :por e

jes embriona.ri.os de se~i11as de a1ta via.bi1idad(contro1) iE, 

bibidos durante 9-15 horas, correapondieron a aqu~11os de -

ti.:po "replica:tivo". 

Los ejes embrionarios de ma.!z '{;-irradia.dos :U:ibibidoe_ 

poJT 15 h, muestran una ca!da. dram:!tica en 1a :1ncorporaci6n_ 

de d·eso:x:iadenoa:!.na tri tiada (lo cual indica que e1 dafio oc~ 

sionado ea irreversible). 

Un dato sorprendente, es que 1a ad:!.ci6n de citocininas 

a1 medio de imb:!.b:i.c:!.6n de ejes :i.rre.d:!.ados y no irradiados -

(contro1) est:!.mu1a notablemente 1a s!ntes:i.a de t:i.po"repa:ra

t:i.vo"; de hecho, en ejes eobri.onari.os control 1a c:i.toc:i.nina 

de:e'ine 1:ota1mente e1 tipo de 0L:1 tesis que se estrl'. 11evando_ 

a cabo en e1 perlado te:nprano (0-6 h), como una s!ntosi3 de 
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tipo "reparativo". 

En base a 1os antecedentes dese.ritos y, pensando que -

1a repa.:r-2.ción de1 DNA, debe ser un proceso fisiológico que se 

prese~ta en :f'o:i::ma. habitua:L durante 1.as etapas tempranas de_ 

1a ~er.::iina.ción de semi11as de alta viabilidad y de a.quel.J.as 

semillas de baja. viabilidad o deteriorada.e; nos abocemoe a._ 

intentar detectar este proceso en ndc1eos de ejes embriona.

rio.s de semillas de ma:!z deteriora.das a.rti:f':La.cia.1mente me

dian te tra.taminetos de calor y/o hmaada.d, en 1os cuales sa

bemos que el DNA se encuentre. da.fiado. 

1.9.- HIPOTESIS DE TRABAJO.-

"Conforc:e a. 1a evidencia. presenta.da.· anteriormente, -

que indica 1a. presencia. de un D?TA de bajo peso molecul.a.r en 

seoi11as deterioradas, postulamos: que sen! posible deteo-

tar procesos de reparación de 1a mo14cu.1a. de DNA en ejes -

embrionarios de semillas deterioradas con calor y/o humedad 

sometidos a :Lmb:Lbici6n duran.te pe~odos cortos (0-15 h). E~ 

tos procesos de repa.rac:l.d':a. se.ráa detecta.dos coao ua :f.ncre-

aento en el peso aolecul..ar del DNA procedente de las sea:l-

11as, segdn avanza el t:i.empo de incubac:l.d':a. ... 

1.10.- OBJETIVOS.-

1. ).- Deten:iinar qud sucede con el peso molecular del_ 

DNA de ejes embriona:r:l.os de ma.:Cz(de send.11.e.s deter:i.orada.s -

mediante ca1or y/o humedad), después de ser sometidos ad~ 

ferentes pe.r:!odos de imbibición( Oh, Jh, 6h, y 15h), ana.li-
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za.ndo .Sste mediante l..al!!I t~cn:i.ca.s de : grad:leni;e al.call.no 

de sacaZ'Osa y J..a el.ectro:f'are~e en gel.. de aga.rosa~ 

2).- Co.rrel.aciona.r J..os resn:Ltadoa obtmú.doe aon un po

sibl..e proceso de repa.ra.cidn del.. IfiA que se lleva a e:f'ecto,

como J..o sugi.eren otros resa.1tados ex;per.1.mental..es:. 
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MATERIALES Y ll!ETODOS 

A) Mater:lal. b:lol..S.d.ao.-

Se ut:i.1:1.zaron l.as sem:i.11.a.s de ma:!z var:iedad "Cha.l.quef'ioV 

l.as cu.al.es fueron proporc:lonadas por "PRONASE" (Productora_ 

Nac:lonal. de Semil.l.as de 1a SA.RFI) • el. l.ote empl.ea.do pose:!a -

una ñab:l.J.:ldad de aprox:l.Jnada.mente 95,..:: 

B) Sol.uc:lones y sustancias empl.eadas. 

l..- Sol.uc:Ldn Amort:lgu.adore. pare. 1a homogenizao:lc5:n de -

l.os ejes embr:ionar:Los de ma:!z (:Bu.:f':f'er "C•, segdn Osbo~e y_ 

col.e): 

Tr:ls pH= T.4 

:B-Mercaptoetanol. 

X:Cl. 

NaCl. 

Espermina 

El!!lpermidina 

Sacarosa 

15 :mM 

l.5 lllM 

10 mM 

15 .mM 

0:15 lllM 

o. 5 .mM 

.0.3. 

2~- Sol.uc:l.S:n .Al:lort:lguadora al.cal.:l:na ~ara grad:lente de_ 

Na OH 

NaC1 

EDTA 

pH • 

0.3 M 

0-7 lit 

10.0 mM 

13 .S super:lor. 

3·~- So1uc:l.S:n amort:lguadora neutra. para. g.ra.d:Lente de -
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ltNA. 

NaC1 

Trie pH= 7.5 

EDTA 

O.l. M 

l.O.O :mM 

l.O.O mM 

~-- Sol.u.ci6n amortiguadora para 1isar l.os ndcl.eoe. 

NaCl. 

EDTA 

Na OH 

Se.JXoe;yl. 

pH., 

0.4 M 

l.O.O mM 

0.15 M 

1% 
l.3 6 su.perior. 

5.- So1uci6n amortigi.¡ado.ra para 1a i.lllbibici6n de l.oe .2. 

jee embríonarioe. 

ra 

ra 

KCl. 

M&ll.:2 
Trie-HCl. (pH= 7.6) 

Sacaroea 

Cl.orant'en.:l.co1 

50 mM 

l.O mM 

50 mi! 

2$. 

10 p.g/m.l. 

(Esta so1ucidn debe ser est&r.l.1). 

6~- Sol.ucionea de saca.rosa. 

Para JJNA: 

6.1.- Sacarosa al. 80% di.suel.ta en so1uci6n amortigu.ad,2. 

pare. gradiente(2) 6 en agua desion:.1.zada~ 

6.2.- Sacarosa al. ~ di.sue1ta en so1uci6n runortiguad,2. 

para gradiente (2). ~a Sarlcosyl. al. O. l.~. 

6.3.- Sacarosa a1 5% d:i.suel.ta en so1uci6n e.mo.rtiguado

ra e.l.ce.J.:Lna para gradiente (2), mi!s Se.rkosyl. al. 0.1". 
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6.4.- Sacarosa. a1 1~ disu.e1ta en so1uci6n amortiguad~ 

re.neutra para gradiente (pH= 7.~)). 1:ti!s Sarkosyl. a1 0.1~. 

Para RNA: 

6.5.- Sacarosa a1 2~ en so1uci6n amortiguadora. neutra 

para gradiente: pH= 7.5, mi!s Sarkosy1 e1 o.1o¡:;. 

6.6.- Sacarosa a1 5% disuelta en sol.uci6n amortiguado

ra neutra para gradiente, pH= 7.5, l:Uts Sarkosyl. a1 0.1,r;~ 

7.- Acido tricl.oroacético a1 l.5~ (TCA 15%). 

8.- A1bdmina sérica bovina (BSA} • 0.1 mg/mJ..~ 

9~- Acido perel.6rico a1 15~ (PCA e.1 15%) ~ 

C) l'Jétodos.-

1.- TrataJ!l.ientos con ca1or y humedad. 

50 a 60 semil.1a.s de ma~z se col.oca.ron en cajas Pet.ri -

de tamaiio estMdar, y se sometieron a 1os siguientes trata

mientos: 

a) Dos d~as e. 6o0 c (cal.or seco} en una estufa con tem

peratura regu.1ada. 

b) Seis d~e.s a 40°c en une. a°t':l6sfera saturada de hume

de.d(100<;' de humedad re1ativa), igua1mente en una estufa de_ 

temperatura regu.l.e.da. La atmdsfera saturante se l.oe;rd en u.

na charo1e. de pidstico he=étice-"l.ente cerra.da con una pe

queña cantidad de agua adicione.da de azida de Sodio ~ue es_ 

un inhibidor del. crecimiento de hongos. 
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2.- Obtención de los ejes embr.ionarios. 

Los ejes embrionarios fueron extra:[dos manual.mente. S~ 

lo se ut:i.llzaron ejes :[ntegros en aque11os experimentos que 

requ:i.r.ieron de :tmbib:i.ci6n; para experimentos de O horas de_ 

imbibici6n(ejes no i.mb:i.b:i.dos) se utillzaron ejes :rntegros y 

ejes rotos. 

Se utilizaron 45 ejes embr.ionarios en promedio para. C!!_ 

da gradiente y extracci6n de DI<A para electro:f'oresis. 

Ie. extracción de J.os ejes embr:ionarios, se realizcS ha

b:i. tual.mente un d:[a e.ntes o el m:i.smo d:[a del experimento; -

1os ejes e:nbrionar.ios extra:[dos con mayor ante1aci6n se mBB, 

tu.vieron en un desecador a 4°c. 

3.- Técn:i.ca de imbib:i.ci6n de ejes embrionarios~· 

45 ejes embr:ione.r:ios :[ntegros {de ce.da uno de los tra.

ta.m:i.~ntos menc:i.onados en 1) se colocaron entre dos discos -

de papel .f'i1tro Wh.atman { #1 6 #2) dentro de un v:i.a.1 de v:i.

dr:i.o con tap6n de rosca; 1os ejes deben quedar perfecta.men

te inmovi1:i.zados entre ambos discos de pape1 por-10 que con 

unas pinzas se presiona. suavemente e1 c:!rcu1o superior de 

pape1 .f':i.1tro contra 1os ejes e~briona.rios; a cont:inuaci6n 

se añadieron 400 p.1 de so1uci6n amortiguadora. para imbibi

ci6n{ B. # 5 ) • a. ejes que se incubaron 3 horas y 600 )21 a_ 

ejes cuyo tiempo de imbibici6n fue de 6 horas. Ia incuba.-

ci6n se 11evcS a e.f'ecto en un bafio marla. con tempera.tura. re

gulada a 26-27º0( en obscuridad). no fueron necesa.r:i.a.s cond!. 

cienes estrictas de esterilldad, s6J.o J.a solución amortigt1!! 

dora. de :tmbibici6n, 1os via1es y 1os .f'i1tros debieron pe~ 

nacer estéri1ea. 



-33-

A1 finalizar e1 tiempo de incubec:l.dn, 1os ejes embr:t.o

se procesaron de i.nmediato en todos 10 .. experimentos de gl:'!! 

di.ente a1calino de sacarosa y aqu611os ueados para e1 an¡! 

1:i.sis por e1ectro1'ores:l.e, :t'ueron congel.edos a -70ºc, hasta_ 

su u:so. 

Lol!!I tiem.pol!!I de incubac:1.6n para todo:!!! 1ol!!I experi.mentol!!I 

fueron: O, 3 y 6 horae. Se e:f'ectdo un experimento de 15 ho

ra:!!! de incubac:l.6n, pero :t'u(I para hacer un an!!lis:l.s de DNA_ 

por e1ectro:f'ores:l.a en ge1 de agarosa. 

4·. - Técn:l.ca de bomogen:1.zac:l.dn de ejes embri.onar:l.os pa

ra 1a obtenc:l.6n de ndc1eos. 

Lol!!I ejes em.bri.onarioe :1.ncubados 7 no :1.nca.bados(de cada 

uno de 1os t.ratamien-tos de ca1or y/o humedad)• se sometie

ron a1 s:Lguiente proceso de homogen:izac:l.6n (Técn:1.ca de --

Cbeah y Osbozne0 1978). 

En un morteJ:"O preen:f'riado a 2°0 0 y con ayuda de un. ~ 

go(taJ::lb:l.tln preen.t'riado) se macerd l!!IUB.vemente 1a totalidad -

de ejes em.brionar:l.os con 2 1111 de so1ucidn amort:l.guadora de_ 

homogen:1.zac:l.6n ( 13\d'.t'er ne•= secc:t.dn B #J.), e1 homogenizado 

se 1':l.1trd a t.ravtls de 3 capa.e de pape1 :m:1.rac1oth(con ayuda_ 

de vac~o y a 4ºc), 1os residuos de1 mortero se 1avaron tres 

veces con 2 m1 de so1uc:l.dn amort:t.guadora de homogen:1.zac:1.dn_ 

( secc:l.6n B # 1) 0 .fi.1-tnfndose cada 1ava.do y :f':1naJ.mente, so

bre e1 pape1 mira.c1otb se 1avd e1 res:l.ddo con otros 2 mJ. de 

1a misma so1uc:1.dn(secci6n B H 1}; a1 :f':l.1t.rado se 1e aña

did Trit6n :X:-100 hasta. una concentraci6n 1':1.nal. de 0.05~( a_ 

partir de un l!!ltock a1 io,<). Se sedimentaron 1os ndc1eos a -

625Xg por-6 minu.toa( 2000 rpm en una centrl:f'uga re:f'r.1.gera-
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da MSE). EJ. sed:iJaento (que contiene 1os ndc1eos) se reeua-

pand:l.6 eir. O. 2 m1 de so1uci6n amortiguadora para homogeni za

oi6n( aecc:f.dn B, #1) para 1a extraccidn y e.=!1is:1s de1 DNA_ 

por e1eotrofores1.s en. ge1es de agarosa, y en o. 5 m.1 de J.a -

:mi.sma so1uc1.6n cuando :f'Ue emp1eada para gradiente a1ca1ino_ 

de sacarosa 

5.- T~cni.ca de1 gradiente a1ca1ino de sacarosa. 

Despu4s de modificar varias ocasiones 1a t~cnica de1 -

gradiente a1ca11.no de sacarosa, para adeouar1o a 1os prop6-

s:1 toe de este proyecto, se 11eg6 a estab1ecer e1 gradiente_ 

que se describe a continuaci6n: 

0.5 ml. de sol.ución 
'de l.isis 

6.4 ml. de un gra 
diente a1cal.ino de 
sacarosa 5-20}(. 

m1 de suspensión de núc1eos 
m1 de so1ución de sacarosa
al. l.~. 

5 ml. de sacarosa al.cal.ina al. aOJt; 

Este tipo de gradiente present6 varias ventaja.e; 1oe -

ndo1eoe se Usaron nin situ" (modificaci6n reporta.da por 

Ysmada y co1e, 1985), 1o cu.al. e1imina 1as m.anipu1ac1.ones 

que oon11eva efectuar 1a 1isis de 4s-tos en un tubo de ensa

yo. y 1a transferencia de1 DNA 1iberado sobre e1 tope de1 -

gradiente (se pueden producir zupture.s o cor-tes en e1 DNA -

a1 azar, "YSriando as:! su F'..!) ~ Otra ventaja consisti6 en. que 

nos penzdti6 obtener un nd;:iero reducido de fracciones, 1o_ 

cua1, lrl.zo menos tardada 1a. determinacidn co1or:i.r:l~trica -



-35-

de1 DNA~ Por d1t:Lmo, 1.a. reducci6n que ee e:f'ectdo de1 vo1u-

lllen de1 gradiente pezm.1. t:i.6 • que de a.cuerdo a J.as condicio

nes preestab1ecidas de centri:f'ugacidn, 1oe picos de mayor -

absorci.dn a 595 nm y 700 nlll, no quedaran 1oca.1iza.dos en -

:f'ra.ccionee muy cerca.na.e a1 tope de1 gradiente. 

Para hacer ca.da. gradiente, en un tubo de polla16z:iero 

de 13 m1 de capacidad, se agregaron en estr:i.cto orden y con 

sumo cui.da.do 1.a.s siguientes so1ucioneer 

a) 5 m1 de un.a. so1uci6n a1ce1:1.na de saca.rose a.1 80% -

(que si.rve de co1ch6n) (seccidn B, # 6.1) 

b) Sobre este co1chdn se hace un gradiente a1ca.1!.no de 

sacarosa 5-2~ de 6~4 m1 de vo1umen.(secci6n B, # 6.2 y 6~3). 

e) Sobre e1 gradiente se estratifica 0.5 ml. de so1ucidn 

de J..:1.si.e(seccidn B, # 4). 

d) Sobre 1a. so1uei6n anteri.or se estra.ti:f'ican 0.5 m1 

de so1ue:i.6n de sacarosa neutra. a1 1%.(Seccidn E, # 6~4): 

e) Sobre esta. eo1uci6n se estratifican o.~ m1 de 1a 

suspensidn de mic1eos( resuspendidos en E, # 1). 

En ca.da. sesidn de experimentos se rea.11.zaron 4; gra.diea 

tes; uno para ndcJ.eos de ejes embrionarios de semilla.e con

tro1 y otros dos para a.qu~11os{ndc1eos) provenientes de ee

m:l11as trata.das con ca.1or seco(2 d~as a oo0 c) y con ca.1or -

hdmedo(6 d~ae a 40°c, 10~ de humedad re1ativa.), e1 cuarto_ 

gra.dj.ente, tu.e un gradiente neutro de sacara.se. para anali

zar RriA ri.bosoma1 tota1 de Tr:i.pnnosoma cruzi, este gradiente 

f'u.e nuestro contro1 de centr:i.:f'ugaci6n. Du.rante 1.a. e1abora

ei6n de1 presente gradiente se hicieron 1a.s siguientes mod1,. 

:f'icac:i.onee: 

r.e. saca.rosa. a.1 80% estaba. disue1ta. en agua desioniza.da.. 
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EJ. voJ.umen de muestra emp1eado :f'ue mucho :m.i!s pequeño (-

60 ,µ1) por e11o se utílizcS un vo1umen mayor de sacarosa. al._ 

1%, para igua:Lar :Loe vollfmenes tota:Les con J.os otros gra.d:iee_ 

tee. 

Is. oentri.:f'ugacídn de l.os gradientes se realizcS en una_ 

centrifuga.dora di.gí tal.. IEC ecpleando e1 rotor 628 de colum

pio, durante 12.5 horas, a l.0,000 rpm.(17,000 X g) y 10ºc~-

Inmeffiatamente después de :ri.nali.za.da 1a centr:i.:f'ugacicSn los_ 

gradientes se fraccionaron, desde e1 fondo, con ayuda de u

na. bomba. peris"bt:Lti.ca( !Ja.rea B'tl.ch.l.er ) , a una veloc::i.dad de_ 

5 1/2; e1 gradi.ente pascS por l.a ce1da de un espectrofotcSme

tro de u. V. (Uvicord II, IKB inst:r:uments), cuyo detector e~ 

taba conectado a un graf'icador; este i.nstrumento estaba do

tado a.decás, con un fí1tro de 260 nm.(m1!ximo de absorcídn en 

~cidos nucleicos); :La 1ectura obtenida mediante e1 grafi.ca

dor proporci.onaba un perf'J.J. de absorcicSn del. gradiente que_ 

sirvicS para corroborar al.gunos datoe posterionnente. En el._ 

caso de1 gradiente de RNA, J.a gref'ica obtenida mostraba cl.g, 

rm:iente 1os "picos" de J.as diferentes especi.ea de RN'A ribo

soma.1 presentes en J.a muestra, traba.jo adicional. sobre 1a -

gráfica nos penn:i.ti6 obtener e1 nltmero de l.ae fracciones en 

que se 1ocaJ.iz6 cada pico de cada especie de RNA. Si se tZ'!l 

bajaba correcta.mente, 1os picos obtenidos eren comp1eta.men.

te reproducib1es de experimento a experimento, por e11o, e~ 

te gradiente airvicS como control. de centri:f'uga.cicSn~ 

Se colectaron manualmente 15 fracciones de 30 ~otas e~ 

da una C± 0~,5 m.1), sepa.rendo 1oe primeros 5 m1 en una prob.!!_ 

ta graduada, 1os au.a.1es correspond~an a1 col.ch6n de saca.ro

sa a.1 BOJ'. 
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En cada fraccidn se 11evd a efecto 1a deteri:iinación de 

DNA por a1 método de Gi1es y Myers (1965) e1 eua1 se deta-

l.1a. a continuaci6n: 

Preenfri.ar J.os tubos en hiel.o. 

Aftadir a cada frs.ccidn 50 p.1 de aJ.bdmina. sérica bov!_ 

na (BSA) de concentra.cidn de 0.1 mg/m1~ 

- Afiadir a ca.da fracción 1 mJ. de TOA al. 15%, agitar c~ 

da tubo con un agitador meci!nico y dejar que contintíe 1a 

precipitaci6n en f.r.!o durante 15·minutoa más~ 

- Cant.r.l.f'ugar cada a 3000 rpm durante 15 minutos en '!! 

na cent.r.!fuga. MSE refrigerada. 

Decantar e1 sobrenada.nte-. 
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cent:raci6n de 1.6 mg/m1 e en agua desionizadaj. 

- Incubar los tuboe toda la noche,(bien tapados) a 3oºc 
en un baffo Jllar:!a. 

- Leer cada "tubo contra un b1anco de react:ivoe(HC104 , 

difen:ila.mina en ácido ac~tico y acetaldeh:!do, manipu1aáo de 

igual forma que los problemas) a 595 Dlll y a 700 Zllll; ca1cu--

1ar la diferencia de abso.rc:Ldn entre a.mbae 1ongitudes de º!!. 

da respect:ivamente y gra.ficar dicha d!i.ferenc1a contra el n~ 

me.ro de fracci6n. 

6.- Ex:tracci6n de1 DNA. 

De acuerdo a 1o menc:ionado en e1 punto C:-, #3, a los n~ 

c1eos resuspendidos (de cada uno de 1os tratem:ientos) en 

0.2 m1 de so1uci6n amortiguadora de homo¡;enizaci6n, se les_ 

añad:i.6 0.8 m1 de so1uci6n amortiguadora para lisie, se agi

t6 suavemente, y se co1oc6 el tubo en 1.a obscuridad d'll..rante 

1-2 horae, a1 fina1 de dicho tiempo, se le af!adi6 ?.O :ml. de 

ao1uci6n amorti.guadora de citratoe (pH= 7.6, secci6n B,#lJ3), 

:r se desprote:lniz6 1a mueetra una vez con una cezc1a de -

c1o.rofo:n:io-a1coho1 isoam.1'.lico e 24 :1 v/v). 'I.e.s prote:!naa que

dan en 1a fase orgán:ica, por 1o que 1a fase acuosa ee aepa

r6 y se 1e añadid 50 µ1 de proteina.:!!la K (1 mg/m1) incubánd".Q. 

:!!le durante 1.5 a 2 horas a 40°c. 
Final.mente se diallz6 1a mueetra contra un litro de S.Q. 

1uci6n de diálisis( :!!lecci6n B, #13), pH= 7.6, dUrante toda_ 

J.a noche a 4ºC. 
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7~- E:l.ectro:f'oresie de1 lm"A en ge1es ·de a¡z;arose..-

Se prepararon ge1es de aga.rosa. a.1 1% diso1viendo ~ata_ 

en so1uci6n s.mortigu.ado.ra. de e1ectro:f'oresis.(secci6n n, #12), 

pB~ 7.8, ya disue1ta y a :, soºc se "'9!!.rticS en 1a cámara. ade

cue.da para e11o, una vez solidificado e1 ge1 se procedicS a_ 

cargar cada pocito con 30 .}1l. de ea.da. una de l.al!!I mueetrae de 

DNA ( de 1os d:i.i'erentes tiempos de :lncubacidn. y tra.ta:mien

tos; sier.ipre se hizo un ge1 por cada. tiempo de i.neuba.ci6n -

con 1os direrentes tra.temíentos); ya co1ocadal!!I l.as mu.estra.s 

se procedi6 a. cubrir y a. sumergi.r el.. ge1 en 'so1uei6n a.m.ort1, 

gua.dora para e1ectro:f'oresis. 

Se corr:i.6 1a. eJ.ectro:f'oresis aplicando un a11:.peraje con.,!!. 

tente de 60 m.A durante 7 horal!l(cond1.ciones estandarizada.a). 

A1 :f':i.nallzar e1 tiempo de corri.de. se sacd eJ. ge1 de 1a 

e~ara. y se t:i.M en una c~.ra. para tincidn, con una. so1u-

ci6n di1uida. de bromuro de etidio (10 ,µg/m1} durante 15-20_ 

minutos, a.1 :f'ina1izar este tienpo, se observa.ron l.as bandas 

de DNA con ayuda de un transi1nmi na.dor de J.uz u. V. Se :proce 

dicS despu~s a e1i.l:ü.nar e1 exceso de bromuro de etidio del.. 

ge1 con abundante agua. desionizada para 1og:rar e1 tono de 

tincidn más adecuado. Fi.na.llllente se fotogra.:f':l.d el.. gel.. con 

peJ..:f:cul.e. b"l.e.nco y nee;ro, auxilillndose con un fiJ..tro roj'o p~ 

re. 1ogra.r un mayor contraste y reso1uci6n en l.ae :rotogra:f':!ae. 
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RESULTADOS 

En el. presente estud:f.o se soreet:f.6 a. semil.l.as de ma:!z

(vartedad Cha1q_uefto) a tra.tam:f.entos dete.ri.orantes de ca.1or_ 

y/o humedad (6o0 c 2 d:!as: calor seco; 40ºc 6 d:!as, 100% de_ 

bwaedad: ca1or hdmedo;(y sem:111as no tratadas: sem:Ll.1a.s coa, 

trol.): 

Los ejes embr:Lonar:Los de estas aemil.l.as f'ueron someti.

doa a. un procedim:Lento de h=ogen:Lzac:f.6n para separar l.os -

n~ol.eoa y a oont:Lnuacidn, se extrajo de ~stos el. DNA(por 2_ 

mdtodoa di.ferentes) y por med:f.o de dos metodo1og:!as se ana

~za.ron en fonna. cua.l.:Ltativa l.as va.r:Lac:f.ones en su peso mo

l.eoul.ar. 

Loa m~todos empl.eados para analizar el. peso mol.ecu.J.ar_ 

de1 IINA tüeron: 1os gradientes a1ca1:f.nos de sacarosa. y 1a ~ 

l.eotroforesis en gel.es de a.ge.rosa. 

l.):- Montaje de 1.a. técnica del. gradiente al.cal.in.o de -

sacarosa. 

se :f.n:lc:f.15 1a experimentac:f.6n rea.1:1.zando 1a s:lguiente -

t~cn:f.ca del. gradiente al.callno de saca.rosa.: 

l.ial.óm~ro---
Tubo de po- · [ 

l. ml. de núcleos l.isados* duran.te por 
l.o menos 2 horas (en l..a. obscur~ 
dad)-. 

] 

35 mJ. de un gradiente al.cal.ino de s~ 
_..-- ca.rosa 5-20% 

•obtención de n~clsos de 
acuerdo a material.es y 
métodos. 



Condiciones de cent.ri:f'u.gaci6n: 

En un rotor Beckman SW 27, a. 11,000 :i:pm durante 14.5' h 

a io0 c en. una. u1tracentr:!:f'u.ga Beckma.n mode1o L5-75. 

Este proced:l.m.iento present6 1as siguientes desventajas: 

J.)·.- Se necesitaban al.rededor de 150 ejes embrionarios 

por ca.da gradiente, cantidad muy gre.nde s{ se toma en aonS!_ 

dere.ci6n que e1 ttempo necesario para. extraer ca.da. eje em.

b.riona.r:lo es de varios :minutos, y a.demi!s 1os ejes emb.riO?l!!:, 

r.los de sem:il.1a.s trata.das por 2 d:!a.e a. 60°c era.n =zy- fl:'!!g:i.

J.es y se romp:!a.n con frecuencia.. Esto no pe.n::d t:!a avanzar -

con rapidez, ya. que, en cada. sesi6n de experio.enta.ci6n se_ 

deb:!a 11evar a cabo l.a centri:f'u.ga.ci6n de tres g.re.dientes(l.o 

cual.. da. un total. de 450 ejes embrionarios). 

2).- De cada gradiente resulta una. cantidad considera.

b1e de f:ra.ccicnee, en ca.da. una de l.a.s cual.es debe J.l.eva.rse 

a. efecto J..a. determinaci~n col.ori.l!létrica. del. DNA. 

3).- r.e. J..isis externa de l.os ndc1eoe, somet:!a. a1 DNA -

extra:!do a. ma.nipul..a.ciones mec~icas que podrlan variar sen

eibl.emen te su peso m.ol.ecul..a.r. 

Para tre.ta.r de superar estas desventajas, realizamos -

1ae siguientes modi:f'icaciones a J.a técnica. del. gradiente a1_ 

cal..ino de sacarosa.: 

Reduocidn del. gradiente de 35 a. IO m:L. 

Lisis de 1os ndcl.eos dent.ro del. Gradiente. 

Var.la.ci6n de 1as condiciones de centrif'ue;aci6n. 

(Se redujo a.s:imismo e1 ndmero de ejes embrio:o..a..rios ra

quer:idos para ca.da gradiente). 

EJ. gradiente resultante :f'u.e e1 siguiente: 



Tubo de pol.ia 
l.ómero de 13-
ml.':. 
(80-1.00. ejes 
embrtonartos) 
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.7 m.l. ce sus~ensi6n de núcl.e~s 

i:1l. de sac&.rosa al. l." 

ml. de sol.ución de l.isis (Saxko
syl. 1") 

de gradiente al.cal.ino ae s~
carosa 5-20% (Sarkosyl. al. -
0.1"l 

ml. de sacarosa 80% 

Condicione!!I: 110 000 rpm, 12.5 horas y 10°c, en un n:i-

tor sw 40 de Becman. 

Ia l.isi.s de 1os ni!c1eo"' en e1 gradiente t'ue 1a respue~ 

ta a l.os prob1emas de :n.a:nipu.1aoi6n que p1antaba l.iearl.oe -

fuera de e'ste, ya que l.a. :i.ntegridad de 1a m.o1dcu1a de DNA -

podr:!a ser :::wdifi.cada sin contro1 y, ser.la dif~ci1 tener 1a 

certeza. de 1a representat:i.v:i.dad 6 validez de l.os resul.tados 

obtenidos(YBl:lada y co1s, 1985). 

EJ. mfuero de ejes e:i.brionarios requer:Ldos, ha.c~a toda

v:[a muy tardado e1 desarrollo de 1o!!I exper.imentos, por J.o _ 

que se procedic$ a disminuir e1 vi:>1umen del gradiente de ---

10 m1 a 6~4 m1 (e1 n:dme.ro de e;les embr:lonarios requeri.dos -

pare. cada gradiente, diSl!linuyc$ a 40-50) • usando e1 m:Lsmo t!_ 

po de tu.boa (de pol.ia1:!:mero) e1 vo1umen f'ue sustituí.do por.:_ 

un col.chdn de saca.rosa a1callna a1 ~-

EJ. dise!Io final. del. gradiente, el. cua1 fu.e empl.eado -

para obtener todos l.os resultados que se describen. en este_ 

trabajo, se presenta en el. aparta.do correspondiente en "ma.-
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teria1ea y mo\\!todoe•. 

Perf'ore.r e1 tubo en eJ.. fondo pa.ra fraccionar 1oes gra

no resu1td vi.ab1e 0 por J.o que se opt6 por coJ..ec1:arJ..os con ~ 

1a ayuda de una. bamba peristd1tica. E1 proced.1mien.to se de

taJ..1.a en "ma. te.rial.e• 7 m4Stodoe •. 

2).- ~inacidn de l.a to\\!cn:lca de difeni1amina. 

Ie. sacarosa remanente en cada tubo despuo\\!a de 1a prec!_ 

pi tacic5n con TCA J..~ se caramelizaba a1 someter 1aa fracc:i.2. 

nea a la. liid.l.'ISliais con PCA al. 15~. Este fendmeno produc:!a 

un co1or ama.rillo-ca:f'of que i.nterf'er:!a en f'o:i:ma totaJ.. con 1a 

J..ec:tu.:ra adecuada y con.:t:1a.b1e a 595 :ma. Por taJ.. mot:f. vo eJ.. 

procedimiento :ru.e :modificado como ese muestra en"materiaJ.es_ 

y :m.dtodoe•~ 

J).- Montaje de 1a to\\!cn.:f.ce. de e1ectro:roree:f.s en ge1ee 

de agaro sa (pare. ana1:f. zar DNA de m.e.1: z) • 

Como se tra:taba. de enalizar IlNA, se pretend.i6 in:f.cia1-

mente realizar 1a e1ectro:t'oree:f.e en oond:f.ciones a1ca1inaa 

(pH= 13). D:lcbas cond.:f.cionee desnatu..raJ.izan. total.mente J.a 

mo14cu1a de ifiA ;y estandar.l.zan su movi.lidad eJ..ectrof'o~tica 0 

J..o cua1 pe~te reso1ver b:l.en J.as bandas de IBA en J..os ge

J..ee, ya que J.ae pr.i.ncipa:J.ee :ruptu.ras que sufre éste "in vi

vo" se p:J:!Dducen en cadena senc:l.11a. ( Mo1eoul.ar CJ..oning, 

Co1d Spring B'arbor I:.aborator,y 0 1982). 

Se extra.jo eJ.. ifiA en f'o:xme. gru.eaa, macerando 10 ejes "!!!. 

briona.rioe de secd.11as tratadas en diferentes conéD..ciones 

de caJ..or y-/o humedad (2 d:!as a 60°c; 6 d:!as a 40ºc, 100% de 
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humedad re1at1.va) Y' semiJ.1as control. (imbib:!.das por di:f'ere!!_ 

tes tiempos: O h. 3 h y 6 h) con J..2 m.l. de soJ.uc:!.6n de hom~ 

gen:i.zao1.6n (NaCJ. o. J.5 M. EDTA 0'.1 M y SDS al. o. 5%, a 4ºc) ;
ª continuac:l.dn la suspens:!.6n se i.ncubd po.r J.o menos 2 ho

ras con proteinasa X: (50 p1 de concentrac:!.6n J. mg/m.1) • al. 

:fi.nallzar eJ. t:l.empo de inoubaoi6n J.os restos de membranas 

se sed:lmentaron en una m:icrooentr:!fuga (10,000 rpm.. 3 m:in); 

voJ.ihlenes del. sobrenada.nte (20 .,µl.) se mezc1a.ron con J.O Jl1 -
de aol.u.c1.6n de carga(NaOH 50 mM, EDTA J. mM, FicoJ.J.: tipo -

400 al. 2.5~. Azul. de l3romo:f'eno1 a1 0.025%). 

Loe gel.es se prepararon c:on agarosa. en concentraci6n -

del. 1% 0 d:l.ao1vi.6ndoee ~ata.para eñtar su. hidr61isis 0 en u

na soJ.uc:!.6n neutra.:NaCJ. 50 mM, EDTA. 1 mM. 

:ra ao1uci6n amortiguadora. de eJ.ectro:f'oresis (NaOH 30m]lr, 

EDTA 30 mM) • debe cubrir perfectamente el. gel. (t~cnica. de -

gel.es sumerg:l.dos), a. continuac:l.6n se col.oca.ron J.a.s muestras 

en J.os carril.es correspondientes y se corri6 el. gel. a 30 -

vol.te (Vol.ta.je constante), durante 3 hora.a. 

Se presenta.ron dos probJ.ema.s: 

.- :ra soJ.uci6n y el. gel. presentaban una. el.evada. resis

tencia al. paeo de J.a. corriente. J.o cual. disparaba e.l. a.mpe%'!i!:, 

je eum:ln:letrado por 1a. :f'tl.ente ele poder. - produc:!a oa..l.enta 

m:iento y ~al.mente J.a de:f'o:nzaa.c:!.6n del. geJ..(Aunque se conta 

ba con un e1.stema. de en:t'.riamien to) • 

• - Deb1.db a que J.os vol.tajes aplioa.doe no eran muy --

grandes, el. DNA no corr:!.6 J.o sufic:l..ente( no se adentr6 ca.si 

en el. gel.)• para. darnos una idea de su :integridad en ca.da -

muestra. 

Pare. atacar el. probJ.ema., ge decid:!.6 bajar el. voJ.taje -
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(para no disparar el. amperaje) primero, y despué"• correr 

l.os eel.ee a amperaje constante (50 m.A), adem4e ee dupl.io6 

el. tiempo de corrida. Se 1ogrd que 1ae mcl.~cul.al!I de IINA ee_ 

adentraran un poco m!le en el. gel., pero l.a de:forma.cidn del. -

mismo sigu.id present~dose :frecuente:cente. Coneiderando que 

estas condicionee a1cal.inas segu.irlan afectando nuestro tX'!!, 

bajo, decidillloe cambiar todas J.ae eol.uoionee por otras con_ 

pH meneo al.cal.ino; como 1as sigu.ientes: 

Sol.ucidn de e1ectroforesis (Bu.:ff'er TBE) : EDTA l. mM, 

Tris 20 mM, ajustar e1 pH con ~c:ido btSri.co hasta 8~ 5 • 

• -. So1uci6n de diso1uc:1.6n de aga.rosa; EDTA l. mM, Tris 

20 mI~, ajustar el. pH basta 7~5 con dcido b6rico~ 

.-. So1ucidn a:mortie;uadora de llenado: Tris 10 :inri::, Ne.Cl. 

l.5 m10:, e.zu1 de bromo:f'enol. 0.025~, Picol.l.· (tipo 400) e.l. 2~5%, 

pH= T.5. 

Estas sol.ucionee modi:!"1ca:ron ligeramente l.ae condici~ 

nes de corrida, se pudo aumentar el. vol.taje ha.eta 25 vol.ter_ 

(8-9 m.A), y el. gel. S11:f'rid def'onnaciones esporadicamente. 

Por otro 1a.do, en esta oca.sidn se :i.ncl.uy6 un tratamiento -

previo con RNAsa. durante 1a extraccidn del. DNA; a.l. real.izar 

esto el. DNA se observd muy degradado, :lnpidiendo que se p~ 

dieran a.preciar diferencias entre l.oe DNAs extre.1'.dos de ejes 

embrionarios imbibidos por diferentes tiempoe. 

Es muy proba.bl.e que el. tratamiento con RNASa y poste

rio:z:mente co:n proteinasa K no fué e:f'eotivo pare. el.iminar -

completamente 1a actividad de nucl.ease.e, por l.o que el. DNA_ 

eu:f'r:!.6 une. digesti6n pa.rcia.1. por estas enzilllae, ello expli

ca e1 barrido observado en l.os gel.es. Esta situaci6n impi-

dicS obtener resul.tadoe obj etivoe y concl.uyentee. Para sol.~ 
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o:l.onar aeta probl.ema ae dec:id:l.6 extraer el. DNA y desprotei

n:izarl.o da :i=ed:l.ato, qu:!micamente primero y después media.a 

ta d:l.gest:l6n en~tica con prote:inasa X, asi.I:lismo se deci

cU." cambiar de amort:iguador y trabajar a un pH cercano al. -

n911tro; esta.a condiciones modii'icaron en i'o=a. ra.dicaJ. l.oa_ 

r&S14l.tadoe, el.1.mindndose por completo la def'o=aci6n de:Z. -

ge:Z.; estos procedimientos ae describen con deta:Z.le en mate

rial.ea y m~todoa. 

4.- Patronea de peso mo1ecu1ar del. :r:fiA obtenidos me-

di.ante gradientes alcelj.noe de sacarosa. 

En 1a figura /1 1 podemos observar el patr.Sn obtenido -

a1 analizar por gradiente a1calln.o de sacarosa. el .DNA. de a

jee amb:r.ionarios no :Lm.bibidos ( O h de .:lmbibici6n) de se:ni-

1J.as som.et:l.dae previa.mente a tratamientos de cal.ar y/o bum!!_ 

dad( y su. control. ) • 

Pu.ede observarse que el. pico de mdxima absorci.Sn pare._ 

DNA de semi.1l.aa t:ratedas 2 d:!es a 6o0 c (cal.or seco) se en-

ouentre. en l.a f'racci6n # l.3, x:ro;y cerca.no al. tope del. g.ra-

diente, l.o cual. indica que di.cho DNA presenta una aprecia .. -

bJ..e cant:f.dad de cortes, Y ee superior a l.a que presentaa 

el. Jll'fA de semil.1ae control.(p:ico de mmct.ma absorcid'n en 1a -

~raoo:l.6n 11 12) y el. de semil.lae tratadas 6 d:!as a 4oºc(pico 

de mdxime. absorc:16n en J.a fracci6n ;!f 10); aqu:! al parecer -

se presea.ta una inooherenc:la, ya que el DNA control. presen

ta una mayor ca.nt:ldad de cortes que e.l. DNA de ser:ú.11ae tra

tadas 6 d:!as a 4oºc; estos resul.tados se discutirán poe-te

r.tonaente cuando se mu.eetran .l.os resultados de loe gel.es. 

Cabe meuc:lonar, qu~ todos .l.os resu1tados aqu:! presen-
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tados son representativos de tres e:xperi.mentos. 

En 1a figura /! 2 podemos observar e1 patr6n obtenido -

a1 analizar por g.rad:Lente al.ca.lino de sacarosa. a:l. IINA de -

je• -b.donar.l.os im.bibidos durante 3 horas a 27ºc de semi-

11as somettde.s previamente a. tratamientos de ca1or y/o liu:m!!, 

dad( 2 d!'as 60°c, 6 d!'as a 4oºc y su. respectivo control.)~-

Puede observa.rae qu.e 1os picos de máxima absorción se han -

despl.aza.do hacia. l.a izquierda., en l.a. grrifics., 1o cua.1 indi

ca que se han empezado a ae1l.ar l.oa cortes El!l el. DNA, 1os -

auaJ.es se :presentaban en mayor cantidad en el. DNA de semi

llas no :1.mbib:lda.a. Estos hechos podr:t'an indicar que h.e. hab!_ 

do un aumento en el. :peso mol.ecul.ar del. Dl'TA de ejes embri.on§. 

r:f.os imbibido:!I durante 3 hora.a, de ta.1 :f'orma que e:Z.. pico de 

m4'rima a.bsoro:l.6n :para. e:Z. DNA control. astí en 1a. :f'ra.cc:lón 

I! 10, para. el. DNA de sez:ti11as tratadas 2 d:!as a 6o0 c, el. -

pico se extiende de 1a. :f'racción # 9 a 1a # l.2 6 sea, apar

ee antes que aquá1 presenta.do :por el. DNA de ejes embriona.

r.l.os no imbibidos(y tratados 2 d!'as a 6o0 c). EJ. pico de m.!1-

.x:ima. absorción ;para. el. mrA de aem:Ll.l.as tratadas 6 d!'as a -

40ºc1l.OO% de R. R. se presenta en 1a f'racci6n # 9 una menos_ 

que ac. :La gm:f':Lca. de l.a :f'igu.ra. # 1( correspondiente a. .DrrA de 

ejes embrtonaríoa no imbibídoa y tratados de 1a :cüsma :l."o=a.). 

En 1a :f':Lgura # 3 podemos observar el. :patr6n obtenido -

a.1 analizar por grad:iente a1oa.1:Lno de sacarosa e1 DN'A de -

jee -bri.onarioe de se::Ll.1as :1m.bib:Ldaa durante 6 h a 27°c, 

l!'Ometj'.:da.s :previamente a tratrun:iantos de ca.1or y/o hum.edad -

( 2 d 60ºc, 6 d 40º0 l.OO"de H. R.. ) , y su respectivo control.. 

De nuevo l.os piooa de máxima a.bsorcí6n se han desp1a.zedo ~ 

c:La. 1a. :Lzqu:i.erda de 1.a gráfica 1o cua.1 sugiere que ex:iate -
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un mecanimno ac1:1.vo en el l!listema, que pe.rm:i.te que 1ol!I co:z:-

te:!I en e1 DNA sean sellados, 1o cua1 .,e :man:i..f'ieeta final.mea. 

te con un aumento en el. peso :mo1ecu1e.r de esta :ma.cromo1~cu

ia, conf'ol:'m.e transcurre e1 1:1.empo de :lmbibiei6n. 

El. pico de wdx!me absorcidn de1 DNA contro1 (6 h de ~ 

bibici6n ) y el. DfA de se::d.1:las tratada.a por 2 d:!as a 6o0 c_ 
se encontrd en l.a ::dama :f.ra.cc::l.dn {:f'ra.eci6n 11 9 ) ; e1 mWd..mo 

de absoreidn. del m:A de san:f.11as tratadae por 6 d:!a.:!I a. -10ºc 

s-e eneon"trd en 1a :f'):oacddn # 8, de hacia. e1 centro de1 g~ 

diente(respec"to al.os anter.iore.,), es"te resulta.do es con-

gruente con aquellos obtenidos - 1oe dos 1::1.empos de im.M

bici6n anteriores con e&!:l::l.l..l.ae BOl:letida.s a.1 m:f.smo tra.tamiea. 

to. 

E1 RNA to1:a1 de 'rr.ipa:nosma c:ruzi, analiza.do por gra.-

diente neutro de sacarosa, bandee$ :repe1:itiva y sist~tica.

men1:e en 1a.s :fracciones 14{5S) y en 1a 10(250). Se ind!i.ca. -

su 1ocallzacidn en 1as gnlfica.a de 1os gradientes, con u.na_ 

f1echa. en 1a. :fracci6n co.rreepondiaote. 

I.e. figara /1 4 .nmestra. e1 despl.a.zam:iento gra.dua1 que 8!! 

f're e1 pico de mil'xf..,a abso.rci.6n con:f'o.r.ne aumenta. e1 tiempo_ 

de :1.mbibici6n de 1ae s«n:lll.as sometidas a.1 m:f.emo tratamien

to. E1 desp1azaa::l.ento se pX'Odu.ce en e1 sentido de derecha a 

izquierda de 1a g.rilfica.: Se trata en este caso de DNA de S.2, 

m:111as control. ni.cho desp1azami~to sugiere que e1 DNA es

tá aumentando de peeo :mol-.J.a.r. 

Ea. la 1!1gura. # 5, 'll'Ul.vemoe a observar e1 deap1az::unien

to gradual. que ISOfre e1 pico de mtfxfme a.bsorcic5n hacia 1a 

izquierda. de 1a gnlfica., esto demuestre. que pn:>bab1emente 

un proceso a.cti'YO de .raparacidn de1 mA en aem:i.11as trata--
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das 6 d:!as a 4oºc: l.O~ de H. R. ·.ha propiciado el. aumento en 

el. peso mol.ecul.ar de l.a mncromol.écul..a (inicial.mente da.fía.da). 

conforme avanza el. proceso de genninacidn. 

En l.a figura. # 6 se muestre. el. deepl.azamiento que su

fren l.os patrones de peso mol.ecul.ar del. DNA. de sem.il.1a.e -

por 2 d:!a.s a 6o0 c, conforme tre.necurre el. tiempo de i.mbibi

cicSn~ El. pico de :uu!xima absorci6n, que para. DNA de ejes em

brionarios no il!lliibidos(O h de imbibicicSn) se presenta en -

l.a fraccidn # l.3 0 a l.as 6 hora.e de :1.Illbibici6n dicho pico d!_ 

cho pico se ha despl.azado hasta l.a fra.cci6n # 9 l.o cual. i.m

pllca un aumento considerabl.e del. peso mol.ecul.ar; es muy pro 

ba.bl.e que un proceso de reparacicSn de esta macromol.~cul.a. se 

ha desencadenado con 1a imbibicicSn de l.os ejes embrionarj.oe. 
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Gel.es do .Asarosa~-

ra figu.ra ti 7 corresponde a una :t'otogra:f':!a de un geJ. -

de agarosa en el. cual. se anal.iz6 el. DNA extra:!do de ejes 8!!!. 

brtonar.los no :Lmbibidos oorrespondien.tee a. 1os tres trata

m.1.entos : csr.r:ll.ea l. ;y 2: DUA extra:t:do de semilla.a control.; 

carril.es 4 y 5: DNA extra:!do de semi11a.s trata.das 2 d:!as a_ 

60°0; ca.rr:lJ.es 7 ;y S: DNA extra:!'do de sem:i.l.1a.s tratadas 6 -

a 4oºc (l.~ H.R.). 

Se puede observar c:'l.aramente que el. DNA de sem:111as -

control. presenta una banda de a.1to peso mo1eoul.ar que ape

nas entr6 al. gel. ;y otra banda de aJ.. to peso mo1ecu1a.r ya un_ 

poco ds adentre.da. en el. gel., prosegu:lda por un barrtdo que 

corresponde a DNA de menor peso mol.ecu.J..ar, producto de l.a.s_ 

rupturas que ha. su:f'rl.do ~ste. 

El. DNA correspondiente a semil.::I.as tratadas 2 d:!as a 

60°c • se observa como un barrido d:f.:f'uso, producto de l.as iE_ 

num.erabl.ea zuptu.ra.s que debe tener el. DNA or:f.g::l..ne-l.( no es -

observa.b1e al.guna. banda de:f':f.nida.)~ Por tanto. en este caso_ 

predbm:f.na. el. DNA de bajo peso mo1ecu1ar. Se vera posterior

mente que estos resul.tados concuerdan con a.qu~11os obteni

dos med:f.ante ol. gradiente a.1oa1:1no de sacarosa. 

EJ. mA correspondiente a sem:l.llas tratadas 6 d:!as a --

4oºc(l.O~ H.R.) • se observa como una banda de a1to peso mo

l.ecul.ar(mu;y s:Ll:ui1ar a 1a obtenida con se::d.l.1as control.) , J.a 

cu.al. va segu.i.da por un barr.f.do correspondiente a DNA de ba

jo P.M., produoto de J.a. degradao:f.6n de Dl'TA de nu!s al.to peso 

mol.ecuJ..ar; este barr.1.do es 1:1.germ;iente cAs difuso qu.e a.que1 

presentado por el. DNA .de aemil.1a.s contro:t, pero mucho cenos 

que aquel. presentado por el. DHA de semii:Lae tratadas 2 d:!as 



-57-

a 6o0 c. Los resu1tados obtenidos para e1 DNA contro1 y e1 

IlNA de semi.11ae tratadas 6 ~a.e a 4oºc, no concuerdan con 

1os resu1tados obten:idos mediante gradientes a.1ca.J.:inoe de 

sacarosa; estas discrepancia.e se:nhi d:i.scutidae posterionnea, 

te para. todos 1os tiempos de ineuba.ci6n(imbibici6n) ~ 

En l.a. figura !! 8 se muestra una :f'otograf:!a de un ge1_ 

de agarosa donde ea ana1iz6 e1 DNA ext.rat:do de semil.lae coa, 

tro1( ca.rri1ee 1 y 2), de semi::I.l.ae tratadas 2 d:Ías a Gr>ºc( O!!. 

rri.1es 4 y 5) y de semi11a.s tratadas 6 d:!as a 40°c(100 de -

H. R. ) ( ca.rri1ee 7 y 8) ~ cuyos ejes embriona.r:1.os :ru.eron imbi

bidos durante 3 horas. 

E1 DNA contro1 muestra ahora. un barrido ligera.mente -

menos d.ifu.so y una banda de a.J.. to peso mol.ecu1ar ~e n:!tida.

que aque1J..a.s c;¡_ue se observan en l.a :r:1.gu.ra # 7. 

EJ.. IlNA correspondiente a semi11as treta.das 2 Mas a -

6o0 c muestra. e.hora una banda mtlda. y de:f':Lnida. de a.1to peso 

mol.ecu1a.r( que no apa.reci6 en el. DNA de cero horas de :1.mbi

bici6n), a.compafia.da. de un barrido mucho menos d.1.fuso que el. 

observado en 1a figu.ra. # 7 (pa..ra. e1 D!TA correspondiente)~

Al. parecer, se ba. presentado, = proceso que ha pe:cm:i.tiélo -

1a repara.ci6n de1 DNA( e1 aumento de su peso mo1ecruJ..ar), cro

mo consecuencia de 1os procesos bioqu:!micos que desencadena 

J.a i.mbibici6n. 

EJ. D!TA de semi11as tratadas durante 6 d:!a.s a 40°c(10e>:' 

de R. R.) i::zu.est.re. a.hora dos banda.e de a.1to peeo mo1ecu1ar; -

una, que empieza adentrarse en e1 ge1 y otra dentro de1 -

ge1, sigue a esta.e bandae un barrido(DNA de bajo peso mo1e

cul.ar), que en este caso se observa. m4a dit'u.so con respecto 

a1 DNA de semi1J..aa oontro1 y al. DriA de aem:l.1'.l.aa tratada.a 2_ 
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d:!as a 60°c( de ejes embrionarios imbibidos por 3 horas), -

pero dicho barrido es ya menos di:f'u.so con respecto a.J.. ob-

serva.do en el.. DNA de semiJ..1.e.s tratadas 6 d:!as a 4oºc de --

0 h de iDbibicidn (:f'igu.ra # 7). 

En 1a. figure # 9 se muestra 1.e. :f'otograf':!'a. de un ee1 -

de agarosa donde se anallz6 DNA de sem.i11as trata.das y con

trol.., cuyos ejes embrionarios se imbibieron durante 6 horas. 

Los ca.rr.LJ..es 1 y 2 muestran DNA de semil..1as control..; puede 

observarse que el.. barrido a disminuido sensibl..e::iente ;,• 1a -

banda de a1to peso "101ecu1ar es .cucho nu!s n:!t:i.da que 1a. que 

se presenta en el.. D!iA(oontroJ..) de O y 3 h de :i.mbibici6n(:f'i

gu.ra 7 y 8) • I.oe carr:L1es 5 y 6 muestran DNA de sem:i.J..1as 

tratadas 2 d:!'as a 6o0 c también aqu:! e1 ba.rr.f.do disminuy6 

sensib1emente; J..a banda de aJ..to peso mo1ecul..ar aumentó en 

nitidez. 

Loe oa.r.ri1es 8 y 9 muestren DNA de sem:il..J..ae trata.des -

6 d:!as a 40°c ( 100% de R. R. ) • Aqu:! 1.e.s dos banda.e de al.. to p~ 

so mo1ecuJ.a.r aumentaron tamb:f.&1 en n:itidez, as:l.m.i.amo el.. ba

rr.!.do disttd.nuy6 con respecto a tres horas de imbibici6n(:f'i.

gu.ra # 8 ) ; y fue si.m:f.1ar a 1os barri.doe presentados por --

1os otros doa DNAs de 6 horas de imb:l.b:l.cicSn( control.. y 2 -

d:ra.s 60°0). 

La. figura. /1 10 muestra 1.e. :t'otogra.fia. de un ge1 de a~ 

rosa donde se anel..iz~ DN'A de ejes embrionarios de semillas_ 

tratada.e y control.., imbibidos durante 15 horas. Los carr.1-

1es 3 y 4 muestran DNA de semi11a.a contro1, aqu:! el.. barrldo 

es virtua.1mente inexistente y se observa s61o una banda de_ 

a1to peso mo1ecul.a.r muy n:rt:tda.; sucede exactamente 1o mismo 

para 1os ca.rri1es 6 y 7 que contienen DNA de semi.11as tra.-
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teda~ por 2 d~as a 6o0 c, y también para. 1os carri1es 9 y 10 

con e1 DNA de semi11as tratadas por 5 d~as a 4oºc(10~ H.R.). 

Para estos tiempos de ÍI!lbibicidn ~15 h) casi todo e1 DITA o!!, 

servado es de a1to peso mo1ecu1ar. 
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F:igura # 7.- .Arui1isia de1 DNA extra:!do de ejes ermbri.onarioe 
de ma:!z :lmbibidoe durante O horas.- Carri1es 2 y 3 DNA de _ 

semi11as oontro1.- Carr1.1es 5 y 6 DNA de sem111as tratadas -
a 6oºc 2 d:!as.- Carr11ea e y 9 DNA de seDli11ae tratadas 6 d;!_ 
as a 4oºc: 100';C de hwaedad re1ativa(H. R.). 
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Ji':tgure. # B.- .Andlisis de1 DNA extra1'.do de ejes embrionarios 
de m.a:!z i.mbibidos durante 3. horas.- C&rr11es 2 y 3 DNA de -
serll.l.ae contro1.- Carriles 5 y 6 DNA de s-1.11ae tratadas_ 
2 d:!as a 6o0 c:- carr11es 8 y 9 D?TA de s--1.11.a.s tratadas 6 -
d:!e.s a 40°c: 10()<,( de humedad re1ati"8(H.R. ). 
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Pi.gura 11 9.- .Anll1::1.ai.s de1 DNA extra!do de ejes embri.ona.rios 
de ~z i.Jllbi.bi.dos durante 6 horas.- Carrt1ee 1 y 2 de se!ll-
11aa contro1.- Carri.1ea 4 y 5 n A de aeai.11as tratadas 2 -
d!aa a 60°c.- Carri1es 7 y 8 DNA de semi11as tratadas 6 --
d!as a 40°c: 10~ de humedad re1at1.va.(H.R.). 
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F.igura /1 10.- Anli1:f.s:f.a del. DNA ext~do de ejes -br1.ona-

r1.os de :mdz llilb1.b:f.dos durante 15 horas.- Carr1.1ee 2 y 3 -

:DNA de sem:f.11as control..- Carr:f.1es 5 y6 mA de sem:f.l.las 

tratadas 2 d!as a 60°c.- Carr:f.1es 8 y 9 IINA de sem:f.l.las 

tratadas 6 d!as a 4oºc: J.O{)'( de hullledad rel..at:f.va(H. R.). 



D I s e u s r o N 

Trabajos s.nter.1.ores han aportado evidenc:l.as de 1a exi!!_ 

tenc:l.a de procesos reparativos de1 DNA, durante 1aa pr:l.me

re.a hora.e de l.a. genninaci.Sn: en ejes em.br:l.on.ar.1.os de semi--

1.J.aa "t"-:1.rrad:l.adas y de baja 'Viabilidad de centeno (Cheah y 

Oaborne, 1978; Osborn.e y co1s, 1980; Osborn.e, 1982; Osbo:rne, 

1983; Vl!zq_uez-Ramos y Osborn.e, 1986), en s.emi11as de ~

.!:!!!. piram:l.data (Hecker y co1s, 1982) ,en ejes embrionarios -

de ma!z """-irrad:l.ados ( Zara!n-Herzberg y co1s, 1986), en S,2_ 

:m:l.11as tratadas con agentes mutag~n:l.cos (Soy:f'er y Ciemenis, 

1974; Yamagnch:I. y co1s, 1975), en semi1J..as de 1echllga (Vi

l.l.:1.ers y Edgecumbe, 1975), en ejes el!lbrionarlos de añ:!charo 

(Gudkov y Grodzinsky, 1976). !.oa criterios para detectar d!_ 

chos procesos reparativos han sido variados: incorporaci6n_ 

de un desoxirribonuc1e6tido radiactivo durante 1as primeras 

horas de genninac:l.6n (Garc!a Rend6n, 1985; Cheah y Osborne, 

1978; Osborne, 1982 y 1983); an~1isis de1 DNA mediante gre.

d:l.entes a1ca1inos de sacarosa (de semi11.as secas y de semi-

11as en germinac:l.6n)(Cheah y Osborn.e, 1978; Osborn.e y co1s, 

1980/81; Osborne, 1982 y 1983); y ced:l.ante 1a de:e:l.n:l.c:l.6n de 

patronea de s:!ntes:l.s de DNA marcado ra.d.3.a.ct:l.vamente(durante 

su amtes:l.s an l.a. germ:l.nac:l.6n temprana.) a tra.v~s de col.ul:l

naa de BND-cel.u1osa (Osborne y co1s, 1980/81; Osbo:rne, 1982 

y 1983; Vázquez-Ram.os y Osborne, 1986; y Zara!n-Herzberg y_ 

co1~ 1986): 

Loe resu1tados obten:l.dos a1 analizar e1 DNA extra:!do -

de ejes embr:l.ona.r:l.os de sem:l.11as no :l.mbibidas (O b.), con-

tro1 y tratadas con ca1or y/o hui:iedad( 2 a 6o0 c y 6 d 40~C, 



100% de H. R. ) , estM de acuerdo con da.tos obteni.dos ante-

r:i.onnente en nuestro 1abora.tor.1.o (Ge.rc:!a. Renddn, 1985). 

E1 DNA de semi1J..as deter.i.orada.e preeant.S una. mayor 

cantidad de cortes que e1 mA contro1; con 1a. dnica d:l.f'er9!!.. 

c:la. de que e1 DNA e:rt~do de ejee embr.lonar:ios de sam:l.11a.s 

tratadas 6 d:!a.s a 4oºc y 1~ de H..R., presentcS en esta o

casidn menor ·ca.n.t1..dad de cortes, que e1 Il'lA. de sem:illa.s t~ 

tadas 2 d:!as a 6o0 c (~ste se observd totalmente degra.dado,

como un barr:l.do d:1:f'l1so en 1os ge1ee de ags.roea.; y en 1os -

gra.d:lentes a1calinos de saca.z,osa moetrcS un patrcSn de peso 

mol..ecu.1ar an que pred'omina.ba DRA. de bajo peso m.ol..ecul..ar). 

Cabe sefla.1ar, que en esta oca.e:16n. 1oe cortes que presente$" 

e1 DNA e:z:tra.:!do de sam:11J..as trata.daa 6 d:t:ae a 40ºc, 10Cfo de 

H. R. , fu.aron de hecho ligeramente 11183"ores que aquéllos que_ 

presentcS e1 control... Resul..tados obtenidos en nuestro 1abol:'!!, 

to.ri.o mostraron que el.. IINA de aem:111ae tratadas 6 d:t:a.s a -

40ºc, 100% de H.R. (O h de :1mb:lb:lc:Lc5n.). pose:!a una mayor c~ 
t:ldad de cortes a1 ser analizado por el..ectro:t'ores:ls en ge1_ 

de aga.rosa (Se obeervd un barrJ.do d1.:f'l1so) • con re~eoto a1_ 

DNA de sem:i.11as tratadas 2 d:!a.e a 60°c: 
Nuestros resul..tadoe no co1.no:ldan con 1os da.tos expues

tos anter.lormente; al.. parecer el.. 1o"te de s~l..1ae de ma:!z -

emp1eado por nosotros para este tzaba;fo no reeul. t6 tan a.f'e,S!. 

tado por e1 tra.tam::Lan:to de cal..or 7 bum.edad, J..o c:Ua1 se debe 

probab1emente, a 1a var1.ab1.1:ldad genét:loa e:ic:lstente entre 1,2. 

te y 1ote de sem:L11ae~ 

E1 DNA e:rtrs:!do de ejes -br:lonar.f..os de s-i.J..1as tra.~ 

das durante 6 d!!as a 40ºc, l.OC>,C de H..R. (:lmb:lb:ldels por o, 3 

7 6 h) mostrcS una mayor .f':rBg1Dentac1.dn cuando :f'ae analizado_ 



por e1eotro:t'oresis en ge1es de agarosa, que cuando se ana.J4_ 

zcS por gradiente a.1oa.l.ino de saoe.roaa. Eapecu1a.ndo podr!amos 

atr:i.bu:i.r 1aa di:t'erenoias a.1 uso de diferentes metodol.og:!a.s_ 

(en oada. t&onica) pEU'l!L Usar l.os :c:ifol.eos y e:x:tra.er el. mA:
Hna.J.J:i.ente podr.famos pensar que l.os resa.1ta.dos observa.dos 

son un arte:t'a.oto de 1a metodol.og:!a empl.eada, sin embargo, 

no estamos en condiciones de exp1ioar estos resul.tadoa: 

Pudo observa.rae, que el. DNA e::ct;ra.:!do de ejes embriona

r:i.oe de sam.il.1as tratadas y control. que t'u.eron 1.mbibidos ~ 

rsnte 3 horas, :mostr& un aumento en su peso mol.ecul.ar, con_ 

respecto a1 DNA de· ejes e:m.brionarios no :Uilbibidos tanto me

diante gradiente a.1ca1:1no de ea.ce.rosa como por al.eotro:t'o1"!!., 

sis en gel. de aga.rosa.: 

EJ. aumento en e1 peso mol.eou1.ar de1 DNA, observa.do en_ 

ejes embrionarios( de semi11as tratadas y contro1) imb:lbi

dos durante 6 horas, fue adn da ev1.dente que el. observado_ 

a 1as tres horas de imbibicicSn. Estos datos sugieren que -

1a imbibicicSn ha dispara.do un proceso de repa.ra.cicSn cuya f!. 
nallda.d :f':lsio16gica y bioqu:!I!Li.ca es 1og:rar restituir l.a 1.nt~ 

grida.d de1 mA para que sea mo1de adecuado auando l.a trens

cripcicSn y rep1ioaci6n den inicicS(ambos son eventos previos 

a 1a divis:l6n oe1.u1ar): 

EJ. ge1 de aga.rosa., en que se anal.izcS DNA e:x:t~do de .!!. 

jes a11br:lonar:los de sem:l11a.s trata.das y contro1 :l.mbibidas d~ 

rente 15 horas (Pig. I! l.O), muestra reau1tados que ava1an 

oon mayor peso e1 hecho de que se l.l.eve a efecto un proceso 

reparativo del. ·mA durante 1as pri.::leras horas de 1a. ge.t:m:ln!!_ 

oicSn; a este ti.ampo de imbibicicSn el. DNA de l.as semi11a.a -

tratadas y contro1 se observa como una. banda. n:!tida de el.e-
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vado peso mol.ecul.ar; adem~s. el. barr.ido presente en muestras 

de DNA de tiempos de :1mbibici6n menores, a las 15 horas vi!: 

tua.lmente ha desaparecido. 

Ios resulta.dos obtenidos :indican que es i::ruy factible -

que un proceso de reparac:l.dn de1 IBA se presenta como un -

proceso fisiol.dgico nonna.l..ta.nto en eemil.1a.s nonna.l.es(con-

trol. de a.1ta. via.bi1idad) • co!ll.O en s8!1lil.1as deteriora.das por 

tratamientos de cal.or y/o ht.unedad. 

Hasta l.o que podemos afi.rmar, el. proceso observado de_ 

repara.cidn, se encarga de aur:ientar e1 peso molecular de l.a_ 

mol.~cul.a de D!l'A(inicil.~ente fra.smen'ta.da.) • para. constituir-

1.a. en un mo1de adecuado para 1a rep1:1.caci6n y 1a. transcrip

cidn. Io que nuestros resul.tados no nos pueden decir es Pº.!: 

que, teniendo ya nuestro molde ~ntegro (lll'A , 15 h de iobib.i_ 

cidn, :t'ig. !! 10) 1a.s semi11as trata.das con cal.or y/o htl!:le-

da.d pierden del. J0-5~ de 1a viabilidad, adn cuando hemos -

demostrado en este traba.jo que 1a :l.ntee;ri.dad (PM) de su D!«A 

es recuperada.. ¿ Ha sido repa.z-...do correctamente el. ImA? ¿Ha. 

sido adeC!Uadamente ligado durante e1 proceso de repa.ra.ci6n? 

¿Los eventos que preceden a l.a. div.l.s:l.dn ce1ul.a.r han ocurri

do en el. tiempo adecuado? ¿Qu~ tanto contr.1buyen a l.a. p~rd!. 

da de viabil.:Ldad el. daflo a l.oe sistemas de s~tesis de pro

te~as y de RN'A? Estas son preguntas alin sin respuesta y -

que rebasan grandemente 100 alcances de este trabajo. T.rab2:_ 

jal:IOS arduamente en nuestro laborator.io buscando respuesta_ 

a estas :interrogantes.· 
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C-ONCLUSIONES 

1) .·- El. IINA de 1as sam:i.lla.s de ma:tz trata.de.a y contro1 

se encuentra. fragmente.do a.1 dar inicio 1a ge.rminaoicSn. 

2).- A 1as 15 horas de ge.rmina.ci~n 1os pesos mo1eou~ 

res de1 DNA de semi11as contro1 y el. de semi11as deteriora.

da.a parecen ser igual.es. 

3') .- Ya que el. DNA recupera su peso mo1ecu1ar tanto en 

sem:111ae oontro1 como en semi11as deteriore.das, debe desen

cadenarse un proceso reparativo. 
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