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RESUMEN

El trabajo de tesis realizado se hizo con la finalidad de contestar a la pregunta de si
la movilizacion de mensajes almacenados en embriones de semilla de maiz, se veia
afectada por estrés (almacenamiento a temperatura de 40°C y humedad de
saturacion), durante la germinacion. Se eligio como marcador para el desarrollo de
los experimentos, un mensaje que codifica para una glicoproteina de pared celular
rica en hidroxiprolina (HRGP), el cual fue monitoreado con ¢l ¢cDNA de la misma
HRGP de maiz, usado como sonda radiactiva, durante los ensayos de hibridacién. El
material bioldgico de experimentacion lo constituyeron embriones de maiz (Zea
mays L.), de la variedad criolla Chalqueiio. Se compararon embriones de maiz
deteriorado y de maiz normal (control), los cuales se obtuvieron por desecacion
normal.

Se hicieron curvas de germinacion y se detenninaron porcentajes de germinacion,
mismos que fueron menores en las semillas estresadas respecto a los controles.

A partir de los embriones germinados, por 6 6 24 horas, se obtuvieron homogenados
de los cuales, luego de ser centrifugados, se separaron los sobrenadantes, mismos
que se cargaron directamente sobre gradientes de densidad de sacarosa de 15 a 55%
que, a posieriori, fueron ultracentrifugados. De esta forma se logro separar a lo largo
de los gradientes, a las fracciones polisomal y no polisomal. Después, mediante la
determinacion del area bajo la curva de los perfiles de absorbancia vs nimero de
fraccion de los gradientes, se calcularon las razones de dichas dreas : (1) area dela
fraccion polisomal / area de la fraccion polisomal + drea de la fraccion no polisomal
y (2) drea de la fraccidn polisomal / rea de la fraccion no polisomal. Los resultados
mostraron quc para el caso de los perfiles de semilla deteriorada las razones eran

menores respecto al control lo cual sugiere que la cantidad de los mensajes



almacenados que estaban siendo movilizados se veia disminuida por efecto del estrés
en este tipo de semilla,

Teniendo en cuenta lo anterior, se procedio a hacer andlisis de Northern blot. Para
este efecto se obtuvieron por precipitacion muestras de RNA total de los gradientes
de densidad de sacarosa, y se separaron mediante electroforesis en geles
desnaturalizantes, después se transfirieron las muestras desde cl gel a un soporte
sdlido (una membrana de nylon), y a continuacion se hibridé con la sonda molecular
radiactiva ( inserto del gen que codifica para la glicoproteina). El objeto de este
experimento era saber si este mensaje seria representativo de los mRNAs cuya
movilizacion se habia visto afectada por el estrés, como lo sugerian los resultados de
los perfiles de pradicntes de sacarosa. Los resultados derivados del Northern blot
mostraron que a un momento temprano de la germinacion (6 horas), la cantidad del
mensaje movilizado desde la fraccion no polisomal a la fraccion polisomal,
disminuyd en los embriones de semillas deterioradas respecto al control, y en un
momento tardio de la germinacion (24 horas), casi todo ¢l mensaje en las semillas
deterioradas quedaba en la zona no polisomal, esto es, practicamente nada de
mensaje se movilizo en las muestras de semillas deterioradas y en el caso del
control, si hubo una movilizacion notable. Lo implica que éste fue uno de los
aspectos de la sintesis de proteinas que se vio afectado por cfecto del estrés que,

ademas, también influy6 en la germinabilidad de las semnillas estresadas.
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INTRODUCCION

De toda la produccion agricola que se genera en nuestro pais, la del maiz es quizd la
mas importante y sin duda es la que mayor aportacion tiene en el aspecto de la
alimentacion nacional.
La aplicacion de procesos artificiales de secado a diversos granos y semillas, entre
ellos el propio maiz, con el objeto de acelerar la maduracion de la semilla, asi como
las condiciones climatologicas de ciertas regiones, temperaturas y humedades
relativas altas, etc, ocasionalmente propician dafios en los granos, de entre los cuales
podemos citar a los siguientes:

-decoloracion

-pérdida parcial o total del poder germinativo,

-diminucion de su calidad nutricional,

-susceptibilidad a la infestacion, etc.
que pueden transformar a los granos en productos no aptos para consumo y a las
semillas en productos no viables (Hoseney 1991),
Las plantas que econémicamente son de mayor relevancia son crecidas u obtenidas a
partir de semillas y esto lleva a la necesidad de tener conocimiento sobre su
fisiologia de germinacion, asi como de los mecanismos moleculares que se ven
involucrados en ésta. Esto desde luego implica saber como afectan a la germinacion
tanto factores fisicos como quimicos: temperatura, agua, luz, inhibidores, etc. pero
no sélo en el momento mismo en que se pone a germinar a la semilla, sino también
durante el tiempo en que ésta se almacena,
El éxito en 1a germinacion de una semilla, se basa en dos aspectos primordiales:
-Su viabilidad, entendida como su capacidad para germinar, y su vigor o resistencia,

entendida como su capacidad para emerger de la tierra, de ahi la relevancia del



conocimiento de la relacion entre factores como temperatura y humedad con
viabilidad y longevidad (Black, 1989).
El tiempo durante el cual las semillas pueden permanecer viables esta determinado
genéticamente; sin embargo, los factores ambientales asi como las condiciones de
almaccnamiento tienen un efecto decisivo en su viabilidad, y en general ésta es
mayormente retenida bajo condiciones en las cuales fa actividad metabdlica de la
semilla es muy reducida, v. gr bajas temperaturas y concentracion alta de CO:.
Es conocido que la sintesis de proteinas es uno de los procesos bioquimicos mas
importantes que ocurren durante la germinacion. Hay tres evidencias que confirman
el acaecimiento de este evento durante la misma y son:
(1) La aparicion de actividad enzimatica o su incremento durante la
germinacion,
(2) El decremento de la actividad enzimatica en presencia de un inhibidor de
la sintesis de proteinas, y
(3) Varios estudios basados ¢n la incorporacion de precursores radiactivos en
proteinas nuevas o preexistentes, usando técnicas de electroforesis
bidimensional combinadas con fluororadiografias (Mayer and Poljakoff-
Mayber, 1989).
Se ha encontrado que embriones no viables de cereales y legumbres no pueden ltevar
a cabo la sintesis de proteinas después de que éstos son embebidos. Sin embargo,
embriones de cercales viables, pero que han sido expucstos bastante tiempo a
condiciones inadecuadas de almacecnamiento, exhiben reduccion en su capacidad
para sintetizar proteinas. Por cjemplo, embriones de arroz de una poblacion que
posce el 86% de viabilidad (la cual muestra un crecimiento reducido en la rajz
después de la germinacidn, ademas de pérdida de vigor) tiene solo un 20% de la
capacidad de sintesis de proteinas (medida por incorporacion de aminoacidos

radiactivos) de otra poblacion de estas semillas que posee un 95% de viabitidad (la
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cual, por cierto, no muestra pérdida de vigor). La disminucion de la capacidad de
sintesis de proteinas de algunas especies de semillas esta correlacionada, por tanto,
con una declinacion en la actividad de varios componentes citopliasmicos incluyendo
factores de iniciacion y elongacion del proceso de la traduccién (Bewley, 1986),

El proceso traduccional o de sintesis de proteinas como tanbién se conoce, se
compone de cinco etapas principales y sigue, aunque con algunos aspectos
diferenciales, el mismo patron tanto en procariotas como en eucariotas. La primera
de estas etapas, la cual se desarrolla en el citosol, comprende una serie de uniones
covalentes entre cada uno de los 20 aminodcidos y sus respectivos dcidos
ribonucleicos de transferencia (tRNAs), uniones catalizadas por enzimas
dependientes de Mg?* especificas tanto para el aminodcido como para su tRNA.
Inmediatamente después de que el dcido ribonucleico mensajero (mMRNA), portador
del codigo que especifica al polipéptido (proteina) que habra de ser sintetizado, se
une a la subunidad menor del ribosoma, lo hace el aminoacido iniciador unido a su

tRNA, dando como resultado la formacién de un complejo de iniciacion

(aminodcido-tRNA-ribosoma-mRNA). Mediante la participacion de algunas

proteinas del citosol (factores de iniciacion) y la hidrolisis de trifosfato de guanosina
(GTP), se realiza un apareo entre ¢l tRNA del aminoacido iniciador y el triplete del
nuctedtido (coddn) ubicado en la estructura del mRNA; dicho triplete seiiala cl
inicio del polipéptido (etapa 2).

La tercera etapa, conocida como prolongacion, consiste en la union covalente y
sucesiva de restos amiroacilo, mismos que son transportados al ribosoma y
colocados por sus tRNAs respectivos , por medio del apareo de éstos con codones
especificos en ¢} mRNA. Todo lo anterior, amén del desplazamiento del ribosoma a
lo largo del mRNA, se apoya en la participacién de varios factores de clongacion
ademas del requerimiento insoslayable de energia, la cual es obtenida a partir de la

hidrolisis de 2 moléculas de GTP por cada residuo anadido al polipéptido. Cabe
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mencionar que durante esta etapa se unen varios ribosomas a un mismo mRNA y al
complejo resultante se le conoce como polisoma.

Existe un codén de terminacion que es la seilal en el mRNA para dar fin al
polipéptido, al tiempo que ciertas proteinas denominadas como factores de
liberacion, liberan (valga 1a tautologia), al mRNA del ribosoma (etapa 4).
Finalmente, en 1a etapa 5, el polipéptido experimenta un plegamiento que le permite
adoptar una conformacion tridimensional al mismo tiempo que adquiere su
estructura funcional. Antes o después del evento apenas descrito, el polipéptido
puede sufrir una o varias modificaciones, como eliminacion del aminoacido
iniciador, introduccion de grupos fosfato, metilo, etc. (Lenhinger, 1993),
denominadas modificaciones postraduccionales,

Para llevar a cabo el proceso de traduccion del mRNA, los organismos eucariotes
requieren un proceso de maduracion del transcrito primario que no ocurre en
procariotes. Este proceso sucede en el nicleo y el mRNA es posteriormente
transportado al citoplasma en asociacion con ciertas proteinas formando complejos
ribonucleoproteicos. Ya en el citoplasma los mRNAs se unen al complejo ribosoma-
tRNA-aminoacido formando monosomas, disomas cuando son dos los ribosomas
con su respectivos tRNAs y aminodcidos unidos a un mismo mRNA, trisomas
cuando son tres, y polisomnas cuando hablamos, por ejemplo de 5 6 6 ribosomas en
adelante. En estas condicioncs el mRNA se transfiere de los complejos
ribonucleoproteicos a los polisomas en wn proceso que se llama movilizacion. Es
decir, se trata de una transicion desde una forma en que el mRNA esta almacenado,
hasta una en la que es participe activo del proceso traduccional. Como se menciono
antes, el proceso transcripcional, que es el proceso que provec del mRNA necesario
para la sintesis de proteinas, dificre en organismos procariotes en el sentido de que

mientras que en estos ultimos organismos al mismo tiempo cn que se esta

“sintetizando mRNA, ¢ésie es también traducido. Se trata de dos eventos que ocurren
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al mismo tiempo y en el mismo espacio. Por el contrario, en eucariotes, luego que
tiene lugar la transcripcion, el mRNA se ve sujeto a una serie de modificaciones
postranscripcionales, para adquirir su estructura funcional, amén de ser transportado
desde el niacleo hasta el citosol, que es el lugar en donde se lleva a cabo su
traduccion.

Diversas investigaciones han puesto de manifiesto que las proteinas unidas a los
mRNAs pudieran tener funciones como las de preservar la integridad y
conformacion del mRNA, protegerlo contra la accion de nucleasas, también la
aparente participacion en la regulacion traduccional de los mismos, asi como el
probable papel de factores de iniciacion y elongacion (Larson and Sells, 1987).

El objetivo del presente trabajo de investigacién es saber si la movilizacion
traduccional de los mensajes almacenados se ve afectada durante la germinacion, en
semillas que han sido estresadas durante su almacenamiento, mediante temperatura y
humedad excesivas.

Se ha encontrado que el mRNA que codifica para una glicoproteina rica en
hidroxiprolina (HRGP), constituyente de la pared celular de maiz, se acumula en
tejidos donde hay divisién celular intensa (Ruiz-Avila ¢t al. 1991), asi como en
tejidos de embriones que han sufrido algun tipo de estrés, v. gr. desecacion, altas
temperaturas, etc. (Ludevid et al., 1990). También se han hallado diferentes
patrones de expresion entre los mRNAs y las proteinas para las cuales codifican,
dependiendo del tipo de tejido de que se trate asi como de el grado de maduracion de
éste.

Por tanto, para satisfacer el objetivo planteado, se propone obtener embriones de
maiz estresados y trabajar simultineamente con un control (embriones no
estresados), y una vez que se cuente con este material bioldgico, aplicar las técnicas
adecuadas (gradientes de densidad de sacarosa, extraccion de RNA total, analisis de

Northern blot, autoradiografia, etc.), para contestar a la interrogante formulada. Para

_—— et
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este propdsito se empleard una sonda homdloga de maiz y se analizara el impacto

del estrés en la movilizacion del mensaje antes citado durante la germinacion.
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1.0 ANTECEDENTES

1.1-Estructura de la semilla de maiz.

Las semillas de este cereal constan de tres estructuras basicas, a saber, el embrion
que se origina de-la fusion de los micleos de ammbos gametos sexuales, la testa, la
cual proviene de la planta madre, y finalmente ¢l endospermo, que también, como
en el caso de el embrion, se forma a partir de la fusion nuclear de los gametos
femenino y masculino (figura 1.1},

Las tres estructuras anteriormente mencionadas cumplen funciones perfectamente
identificadas. Por ejemplo, la testa, también llamada pericarpio, es una estructura
que sirve de proteccion contra el ataque de organismos patogenos, ¢l cual bien
podria crear un efecto retardador en el desarrollo de la semilla durante la
germinacion, al ser consumidos los materiales de reserva que ésta posee, por
organismos patogenos.

El endospermo es la principal fuente de reserva energética con la que cuenta la
semilla, y s¢ compone principalinente de almidon (90%), y minoritariamente de
proteinas (7%), ademads de una pequeiia cantidad de aceites, minerales y otros
componentes. Logicamente, la funcion principal de esta estructura es la de
sumninistrar nutrimentos a la planta mientras ésta no posea raices que estén bien
afianzadas, y sus hojas no elaboren carbohidratos en cantidades tales que le
permitan satisfacer los requerimientos asociados a su crechiniento,

La tercera estructura, el embrion, esta constituida por ¢l eje embrionario y por el
escutelo.

El eje embrionario a su vez esta constituido por el hipocotilo, la radicula y la
plimula o epicotilo y éstos son los tejidos que propiamente van a dar origen a la
nueva planta. El escutclo contiene un alto porcentaje de aceite (35-40%) y

sustancias activas, todas ellas importantes en etapas tempranas de la germinacion, y

- —rant
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constituye un organo intermediario, productor de hormonas que conecta al

endospermo con el eje embrionario (Mayer and Poljakoff-Mayber, 1989).

Pericarpio

Endospermo

Escutelo

Coieoptiio

Pidmuia

Radicula

Coieoriza

Figura 1.1,-Represcentacitn esquemdtica de una semilla de maiz (Zea mays L.),

1.2-El proceso de la germinacion,

La germinacién es un evento que implica la participacion de un conjunto de
actividades concertadas las cuales propician que la semilla pase de un estado
inactivo o de vida latente, con un contenido bajo de agua, a uno en el cual la semilla
tiene incrementadas de manera espectacular sus actividades metabdlicas para que
inicie la formacion de una plantula a partir del embridn.

Es dificil acordar en qué momento la germinacién termina (Lang, 1965); sin
embargo, se ha dado en definir al final de la misma en el momento en que la
radicula perfora la cubierta que protege a la semilla, no obstante, se sabe que este

suceso es en realidad una consecuencia del crecimiento.



Desde luego que la germinacion no ocurre per se sino que esta sujeta a la ocurrencia
insoslayable de cierto tipo de condiciones ambientales como son: la humedad, la
temperatura y la composicion del suelo y, en algunos casos, la luz. Todos estos
requerimientos varfan segtn el tipo de semilla y se encuentran determinados tanto
por las condiciones prevalecientes en torno a la formacion de la semilla como por
factores hereditarios (Kozlowski, 1972).

1.3-Bases bioquimicas de la germinacion y del deterioro de semillas.
Repercusion en el vigor.

Pese a que el proceso de maduracion de una semilla llega a un estado en que ésta
posee solo un 10% de su contenido de humedad respecto al momento previo al
inicio de su maduracion, todas las células tanto del embrion como de la aleurona
permanecen perfectamente funcionales, aunque quiescentes, si es que no se les ha
inferido algin dafio mayor. El unico requerimiento para poder reanudar la actividad
de sintesis y empezar ¢l crecimiento del embrion asi como su desarrollo, es la
presencia de agua. La germinacion se pone en marcha cuando la semilla es
embebida en agua, y finaliza con la elongacion del eje embrionario, usualmente
llamado radicula. El proceso de la germinacion incluye la participacion de
numerosos eventos, tales como la hidratacion de proteinas, cambios estructurales a
nivel subcelular, respiracion, sintesis de macromoléculas y elongacion celular,
ninguno de los cnales es por si solo, clave o vital para la germinacion, pero sus
efectos combinados convierten a un embrién que posec un metabolismo apenas
detectable, a uno en que la presencia de un metabolismo muy vigoroso promueve la
fonnacion y desarrollo de una nueva planta (Bewley, 1986).

De particular importancia, para los acontecimicntos apenas descritos, es la sintesis
de proteinas. Eventos como la clongacion y diferenciacion celular, como ya se
menciond, son muy importantes durante la germinacion. Por supuesto que estos

procesos requieren del aporte de proteinas. Es de gran relevancia la sintesis

1
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diferencial de ciertos grupos de proteinas, condicionada por los diversos estadios
por los que pasa la semilla durante la germinacion (Datta, 1983).

En embriones de trigo se ha observado que el proceso traduccional se realiza
basicamente de la forma en que se explico ya en la introduccion, esto es, la

iniciacion que comienza con la unién de la subunidad ribosomal pequeiia (40S), y el

complejo metionil-tRNA, al sitio de iniciacion en el mRNA (esto en cuanto los

embriones entran en contacto con el agua, por que en estado seco, 0 quiescente, la
actividad de la maquinaria traduccional se halla en un estado muy reducido). La
sintesis de proteinas en embriones de Phaseolus benalus, Phaseolus wulgaris y
embriones de centeno, arroz y trigo empieza entre los 30 y 40 minutos después de la
imbibicion, etapa en 1a que se ha detectado la formacion de polisomas acompaiiada
de una disminucion de los ribosomas libres. En estado seco, como en el caso del
maiz, trigo y otros cereales, no se encuentran polisomas en la semilla, sélo
ribosomas libres (Kozlowski, 1972).

Las fracciones citoplasmica o post-ribosomal obtenidas a partir de semillas secas de
cacahuate y trigo pueden efectuar sintesis de proteinas in vitro al afiadir ribosomas,
mRNA y ATP/GTP. Esto significa que los componentes del citoplasma requeridos
para la sintesis de proteinas estan en la semilla seca en cantidades tales que
permiten que la misma al ser embebida, pueda reanudar la traduccién (Bewley,
1986),

Con la idea de dilucidar si la sintesis de proteinas en general ocurre antes que la
sintesis de RNA, sobre todo de mRNA, diversos investigadores han elaborado
estrategias para responder a esta intcrrogante. Asi, se ha obtenido una fraccion
celular a partir de embriones secos de trigo. Esta fraccion tiene la propiedad de
estimular la sintesis de proteinas y ademas posee caracteristicas de mRNA, Se ha
dado en llamar a esta fraccion, fraccion mensajera, y se ha encontrado también que

durante los primeros minutos de imbibicion hay un aumento en su actividad, misma
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que disminuye rdpidamente, de tal suerte que en embmones con 3 horas de
imbibicion, la actividad de fa fraccion mensajera estd completamente ausente.
Ademas, conforme la actividad de esta fraccion decrece, la poblacion de polisomas
aumenta, Esto indica que el mRNA esta presente en la semilla seca, probablemente
asociado a proteinas (Larson and Sells, 1987), y que al entrar la semilla en contacto
con el agua, rapidamente el mRNA se asocia a los ribosomas formando el complejo
polisomal, y es debido a esto que se observan los decrementos en la actividad de la
fraccion mensajera (Bewley, 1978; Bray and Dasgupta, 1976; Chen, 1968; Dommes
and Van de Walle; 1983; Osborne, 1983).

En otros experimentos, pese a haberse inhibido el proceso transcripcional en un
95% con inhibidores quimicos (a-amanitina) durante los primeros minutos de la
germinacion en embriones de maiz, se ha observadoe la formacion de polisomas, lo
cual pone de manifiesto que la sintesis de novo de mRNA no es esencial para
reiniciar la sintesis de proteinas durante las primeras horas de germinacién y que
ésta basicamente es soportada por la utilizacion de mRNAs almacenados (Beltran e/
al., 1995),

Las semillas por si inismas son muy resistentes a condiciones ambientales extremas,
y es debido a ello que pueden mantener su capacidad de germinar (viabilidad)
durante largos periodos. Por supuesto que el periedo durante el cual pueden las
semillas conservar su viabilidad es sumamente variable y depende de las
coudiciones que le rodean asi como del tipo de ésta. Se tiene el conocimiento de que
la viabilidad de una semilla se mantienc o se conserva mas o menos constante, en
aquellos casos en los que se reducen de manera significativa las actividades
metabolicas de la misma; sin embargo, ain bajo almacenamientos con semejantes
caracteristicas, la viabilidad y el vigor decrecen. El vigor de una semilla se puede
definir como la condicidn en que se encuentra la semilla en el maximo de sus

capacidades potenciales para germinar satisfactoriamente en un rango amplio de
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que disminuye rapidamente, de tal suerte que en embmones con 3 horas de
imbibicion, la actividad de la fraccion mensajera estd completamente ausente.
Ademas, conforme la actividad de esta fraccion decrece, la poblacion de polisomas
aumenta. Esto indica que el mRNA esta presente en la semilla seca, probablemente
asociado a proteinas (Larson and Sells, 1987), y que al entrar la semilla en contacto
con el agua, rapidamente ¢! mRNA se asocia a los ribosomas formando el complejo
polisomal, y es debido a esto que se observan los decrementos en la actividad de 1a
fraccion mensajera (Bewley, 1978; Bray and Dasgupta, 1976; Chen, 1968; Dommes
and Van de Walle; 1983; Osbome, 1983).

En otros experimentos, pese a haberse inhibido el proceso transcripcional en un
95% con inhibidores quimicos (¢-amanitina) durante los primeros minutos de la
germinacion en embriones de maiz, se ha observado la formacion de polisomas, lo
cual pone de manifiesto que la sintesis de novo de mRNA no es esencial para
reiniciar la sintesis de proteinas durante las primeras horas de germinacion y que
ésta basicamente es soportada por la utilizacion de mRNAs almacenados (Beltran ef
al., 1995).

Las semillas por si mismas son muy resistentes a condiciones ambicntales extremas,
y es debido a ello que pueden mantener su capacidad de germinar (viabilidad)
durante largos periodos. Por supuesto que el periodo durante el cual pueden las
semillas conservar su viabilidad es sumamente variable y depende de las
condiciones que le rodean asi como del tipo de ésta. Se ticne el conocimiento de que
la viabilidad de una semilla se mantiene o se conserva mnas o menos constante, en
aquellos casos en los que se reducen de manera significativa las actividades
metabolicas de la misma; sin embargo, aiin bajo almacenamicntos con semejantes
caracteristicas, la viabilidad y el vigor decrecen. El vigor de una semilla se puede
definir como la condicion en que se encuentra la semilla en ¢l maximo de sus

capacidades potenciales para germinar satisfactoriamente en un rango amplio de
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condiciones ambientales, utilizando sus reservas alimenticias adecuadamente para
formar una plantula que crezca normalmente (Kozlowski, 1972).

Lotes de semillas con idénticos porcentajes de germinacion pueden variar en su
capacidad para producir grano, y tal situacion puede estar relacionada con
variaciones en el vigor entre estas semillas, lo cual significa que la determinacion de
la capacidad germinativa podria resultar no del todo suficiente como herramienta de
conocimiento sobre el desarrollo fisioldgico posterior de la semilla (Stormonth,
1978),

Las diferencias en el vigor de las semillas tienden a ser minimizadas por los
métodos convencionales para determinar grados de germinacion, ya que éstos estan
disefiados de tal forma que reinen condiciones de crecimiento y desarrollo dptimos,
y son estos factores los que tienden a atenuar las diferencias en el vigor. Sin
embargo, en lugares en que las condiciones ambientales estan muy lejos de ser
ideales, y que, por el contrario, son en ocasiones muy adversas para la germinacion
de las semillas y el crecimiento optimo de plantas (temperatura, humedad,
composicion del suelo, etc.), existe un efecto negativo en la fisiologia de la semilla
que en muchos casos la conduce a fenccer o a crecer débil y lentamente (y esto por
supuesto, estaria hablando de indices de vigor diferentes en las semillas),
Actualmente se sabe que el vigor no ¢s una simple caracteristica de la semilla, sino
que, por ¢l contrario, su complejidad llega a tal grado que viene a ser el resultado de
la expresidn conjunta de todas las actividades bioquimicas y fisioldgicas
involucradas en la germinacion, misma que a su vez esta en funcion de el rigor o la
bondad de las condiciones de su entomo y también, claro estd, de la genética de la
semilla (Mayer and Poljakoff-Mayber, 1989),

Algunos ¢jemplos de alteraciones bioquimicas asociadas con mermas en viabilidad
y vigor, han sido descubiertos en la mitocondria. En embriones viables, la actividad

e integridad de la mitocondria se incrementa conforme transcurre el tiempo, luego
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de que éstas son embebidas en agua. La produccion de ATP junto con el consumo
de oxigeno son dos eventos que se hacen mas eficientes. En embriones de centeno y
arroz no viables, la mitocondria tiene un aspecto hinchado y sus membranas
internas se aprecian deformadas. Mientras que en embriones viables la estructura
mitocondrial se organiza mas conforme avanza la germinacion, en embriones no
viables estos organelos tienden a perder organizacion llegando eventualmente a su
lisis (Bewley, 1986).

Embriones de centeno (de semillas largamente almacenadas), que no presentan
germinacion, también poseen actividades respiratorias bajas. En ciertas especies,
parece haber una correlacion entre un detrimento en el intercambio de gases y una
actividad reducida de cnzimas de la respiracion. Por ejemplo, en granos no viables
de arroz, los niveles de la enzima citocromo oxidasa, succinico, glutamico, malico,
y alcoho! deshidrogenasas, catalasa y peroxidasa, son mas bajos que ¢n granos de
arroz viables. El contenido de ATP en semillas no viables cs considerablemente
menor al de semillas viables y, presumiblemente, es insuficiente para poder proveer
a los procesos metabdlicos esenciales para la germinacion, (Bewley and Black,
1986),

Existen diversas formas bajo las cuales se manifiesta la pérdida de viabilidad en las
semillas. Asi por ejemplo, porcentajes bajos de viabilidad en semillas, se encuentran
correlacionados con fallas en el acoplamiento respiratorio, disminucién en la
actividad de algunas enzimas tales como las deshidrogenasas (Lakon, 1949) y las

transferasas dependientes de GTP (Roberts and Osbome, 1973; Dell’Aquila ¢/ al..

1976, Bray and Chow, 1976a), desensamblaje de ribosomas (Bray and Chow,
1976b; Roberts et al.. 1973) y pérdida de RNA poli A*. También el detrimento en la
viabilidad se ve correlacionade con el proceso de la transcripcion, ya que por un
lado, la sintesis de todas las clases de RNA se ve deteriorada y por el otro, la

maduracion de precursores de rRNA se demora. Esto se ha reportado para los casos
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de cebada (Van Onckelen et al.. 1974), centeno (Sen and Osbome, 1977), ejes
embrionarios de chicharo (Bray and Dasgupta, [976).

La pérdida de viabilidad se halla también asociada a un descenso drastico en la
actividad de sintesis de proteinas, que puede atribuirse a la degradacion de mRNA y
reduccion de la actividad del factor de elongacion EF-1 (eukaryotic elongation
factor 1) (Peumans and Carlier, 1981).

1.4-Alteraciones en el DNA asociadas con detrimentos en la viabilidad de
semillas,

Las aberraciones cromnosémicas, las cuales consisten en modificaciones en el
nimero y disposicion de los lugares de los genes, asi como en las alteraciones
moleculares de los mismos, son dos tipes de eventos que ocurren o estan asociados
con el envejecimiento de una semilla y son por le general, cambios que no son
reparados posteriormente (Muro, 1986).

Los dafios en el DNA pueden ser de dos tipos, bien sea que sucedan en la integridad
del mismo o aquéllas que son de naturaleza quimica, sobre las bases que lo
componen,

Si bien las aberraciones quimicas implican siempre dafios en el DNA, lo cierto es
que no todos estos dafics implican necesariumente algun tipo de aberracion
cromosomica. Existen evidencias que demuestran que los daitos en el material
genético ocurren y aumentan durante el almacenamiento y en términos generales se
pueden agrupar de la siguiente forma:

1)- Determinacién de la frecuencia de aberraciones cromosémicas sobre todo en
las primeras mitosisde los meristemos de raices de semillas A1* durante la
germinacion,

2)- Determinacion de la frecuencia de absorcidn de polen producida por plantas
Al

3)- Determinacion de las variaciones fenotipicas cn plantas A2 y A3 (Muro, 1986).

lo




*Al=semillas sometidas a envejecimiento, A2 v A3 son generaciones dos y tres de

semillas derivadas de la generacion | (A1),

De Vries (1901) fue el primero en sefalar que los cambios en ¢l material genético
estaban correlacionados con porcentajes bajos de germinacion, asi como a una
proporcion elevada de plantas morfologicamente anormales obtenidas a partir de
semillas de Ocrathera lamarckiana que habian sido almacenadas durante largo
tiempo (esto s, semillas de baja viabilidad).

Asi mismo, Navashin (1933) encontrd aberraciones cromosomicas frecuentes en
raices de plantas provenientes de semillas almacenadas durante un tiempo extenso,
Resultados similares han sido publicados por diversos autores (Nichols, 1941; Sax
and Sax, 1964).

Muchas investigaciones, Hevadas a cabo con chicharo, haba y cebada, aplicando
varias combinaciones de temperatura y humedad en el almacenamiento, produjeron
diferentes intensidades en cuanto a pérdida de viabilidad, misinas que se veian
acompaiiadas de dafios en los cromosomas durante las primeras divisiones de los
meristeinos de raices.

Datos experimentales de Villiers (1972) revelaron que embriones de semillas de
maiz alimacenadas por perfodos prolongados germinaron luego de un cierto tiempo y
demostraron con ello que embriones con estructuras macromoleculares dafiadas
podrian recuperar sus funciones metabolicas. pasadas las primeras horas de la
genninacion,

Osbome v colaboradores (1980; 1981) encontraron que los niveles de RNA, DNA'y
proteinas  de embriones de centeno penmanccian  constantes  durante  su
almacenamiento, lo cual no significaba necesarimnente que Ia integridad de estas
macromoléeulas se mantuviese ignalmente constante durante el mismo periodo de

estudiv, ya que, aun cuando se observo que la cantidad de DNA era fa misma,
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estimada tanto por métodos de extraccién, como por determinacion del contenido de
éste en nucleos teflidos por la técnica de Feulgen en preparaciones fijas, la baja
recuperacion de DNA de alto peso molecular usando la técnica de Marmur (1961)
indicaba que la ruptura de las moléculas de DNA a fragmentos de bajo peso
molecular ocurria sin pérdida total de DNA. Dicha pérdida de la integridad del
DNA se piensa que es debida a la accion lenta pero progresiva de
endodesoxirribonucleasas, que pudieran estar localizadas en el micleo.

Tratando de explicar el hecho de que embriones de semillas de trigo de baja
viabilidad germinen luego de un cierto tiempo, Mory y colaboradores (1972),
propusieron la existencia de una fase larga de activacion de procesos bioquimicos
asociados a la sintesis de DNA antes de la primera division celular. Estos procesos
incluyen la eliminacién de inhibidores, sintesis y/o activacion de enzimas
involucradas directamente con la reparacién de DNA y la disponibilidad de un
molde activo.

Datos de nuestro y otros laboratorios, concuerdan con estos resultados, ya que se
demostro que en ejes embrionarios de maiz, la primera division celular ocurre hasta
las 20-24 horas de germinacion (Baiza et al., 1989), y previamente, durante las
primeras horas de germinacion, se observa sintesis de DNA, primero de tipo
reparativo (Vazquez-Ramos c¢t.al., 1988) y posteriormente (aproximadamente a las
16 horas de germinacion), de tipo replicativo (Baiza et.al., 1989)

1.5-Alteraciones en 1a maquinaria traduccional,

Como se menciond anteriormente, detrimentos en la viabilidad y vigor en las
semillas son en general una consecuencia dcbida a almacenajes inadecuados
(temperaturas y humedades excesivas), y/o almacenamiento prolongado (Dell
Aquila, 1987),

Sanchez de Jiménez y colaboradores (1992), analizaron cambios en la sintesis de

proteinas durante la germinacion de ejes embrionarios provenientes de semillas de
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maiz de tres variedades distintas, que habian sido almacenadas durante un periodo
de trece afios y encontraron que tanto los indices de germinacion, como los
porcentajes de la misma, eran bastante menores respecto de los de semillas no
almacenadas. Ademas de lo antes mencionado, los autores realizaron analisis de
sintesis de proteinas in vivo, para lo cual midieron la cantidad de metionina-33§
incorporada a proteinas en ejes embrionicos expuestos durante una hora a un pulso
de metionina-33S, y los resultados de este experimento mostraron una menor
incorporacion del radioisétopo en los embriones de semillas almacenadas
comparadas con las semillas no almacenadas.

Posteriores analisis electroforéticos y de fluorografia de las proteinas radiactivas
obtenidas en el experimento apenas descrito, mostraron diferencias cualitativas
impoitantes, ya que varias de las proteinas sintetizadas en ejes de semillas no
almacenadas no fueron observadas en ejes de semillas aimacenadas, Otras proteinas
detectadas en las autorradiografias de ejes no almacenados estuvieron también
presentes en las de ejes almacenados, lo cual significa que la ausencia de las
manchas de actividad sobre las autorradiografias no habia sido debida a una baja
resolucion de la técnica empleada.

También la incorporacion de prolina-19C en proteinas citoplasinicas y de pared
celular fue inedida previa exposicion de los cjes de maiz a este precursor radiactivo
durante un lapso de seis horas, Aqui, al igual que en ¢l caso de la incorporacion de
metionina, los ¢jes de semillas no almacenadas exhibieron mayor incorporacion del
precursor que los ejes de semillas almacenadas. Las proteinas del experimento
anterior fueron hidrolizadas, y los aminoacidos resultantes fueron separados por
cromatografia bidimensional en capa fina y los aminoicidos marcados
radiactivamente fueron revelados por autorradiografia. Para las proteinas de pared
celular se detectaron proteinas conteniendo prolina-'4C ¢ hidroxiprolina-'*C

mientras que las proteinas citoplasmicas solo presentaron prolina-14C, En ejes
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embrionarios de semillas almacenadas solo fue detectada de manera tenue la
presencia de hidroxiprolina sobre la autorradiografia correspondiente, lo cual
sugeria una disminucion en la actividad de la enzima prolinahidroxilasa responsable
de este tipo de transformacion quimica (Cooper and Vamer, 1983).

A consideracion de los autores (Sanchez de Jiménez e al., 1992), los resultados
obtenidos sobre los cambios en la sintesis de proteinas en sistemas in vitro e in
vivo, en embriones de semillas almacenadas y no almacenadas, parecen sugerir un
dafio en el proceso de la transcripcion o bien un daiio en la integridad de los
mRNAs almacenados causado por largos afios de almacenamiento, aunque todo
parece indicar que mas bien se trata de la segunda hipdtesis dado que la presencia
de mRNAs de proteina de pared celular ricas en prolina ha sido recientemente
demostrada por medio de técnicas de inmunofluorescencia, en ejes de semillas de
maiz seco largamente almacenado (Estanyol e/ al., 1992).

Otros autores (Helm and Abernethy, 1990), han encontrado dafios en la sintesis de
grupos especificos de proteinas causados por almacenamientos inadecuados de
semillas, lo cual ocurre en ctapas tempranas de la germinacion. Los resultados
respecto a la sintesis diferencial de proteinas en funcion del tiempo de germinacion
presentados por estos investigadores indican que protefnas de pared celular (ricas en
prolina e hidroxiprolina), estan entre las primeras proteinas que son sintetizadas
después de la germinacidn de la semilla. Un almacenamiento durante un tiempo
extenso podria alterar este evento mediante el dafio en los procesos transcripcional
y/o traduccional de los correspondientes mRNAs, y por detrimento en el proceso de
1a hidroxilacion de la prolina para la maduracidn de las proteinas de pared celular.
Roberts y colaboradores (1973), y Bray y Chow (1976a), han demostrado que la
pérdida de la viabilidad se ve acompaiada de la degradacion de RNA ribosomal
(rRNA), en semillas secas de centeno. Broklehurts y Fraser (1980), extrajeron RNA

total de semillas de zanahorias de 2 lotes de viabilidad alta, 1a diferencia entre
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ambos cra que un lote era de semillas maduras y ¢l otro lo era de inmaduras. Por
electroforesis en geles con formamida (esto es, geles desnaturalizantes), lograron
separar las diferentes especies moleculares (representadas por ‘picos” de
absorbancia de diferentes intensidades), contenidas en el RNA total. Sus resultados
mostraron que hubo mayor degradacion de los rRNAs 258 y 188 en semillas
germinadas (embebidas durante 12 dias), que en semillas secas, ya se tratase de que
éstas fuesen maduras o inmaduras, lo cual sugiere que si el rRNA de 1a semilla seca
fuese daflado durante la maduracion de ésta, o mis probablemente, durante su
almacenamiento (tiempo excedido, temperaturas y/o humedades altas), el rRNA
seria todavia mas degradado durante el momento en que la semilla estuviese
germinando.

Dos aparentes causas de la disminucion de la integridad del rRNA parecen radicar,
por un lado, en una actividad incrementada de la enzima ribonucleasa, esto a juzgar
por los tamafios de los productos de degradacion que fueron consistentes en sus
pesos moleculares, situacién que podria indicar la existencia de ciertas regiones de
accion enzimatica sobre la estructura del rRNA. Por ofra parte, esta diminucién en
la integridad del rRNA bien podria estar cormrelacionado con lesiones en la
estructura del DNA (Chea and Osborne, 1978).

Asi como se ha observado en lotes de semillas viejas que su velocidad de
germinacion disminuye antes de cualquier pérdida de viabilidad (Delouche and
Baskin, 1973), estos resultados indican que una reduccién en la integridad del
rRNA ocurre antes de que decline la germinacion de las semillas. El conocimiento
de que una pérdida de la integridad del rRNA precede a decrementos en la actividad
del ribosoma durante la sintesis de proteinas (Bray and Chow, 1976b), también
sugiere que la reduccion de la intcgridad del rRNA puede ser iniciada

tempranamente en eventos de envejecimiento.
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2.0 MATERIALES Y METODOS

Los experimentos realizados en este trabajo se llevaron a cabo con dos lotes distintos
de maiz (Zea mays L.), variedad Chalqueiio, uno de los cuales tenia ya un tiempo
prolongado de almacenamiento, y que fue considerado como deteriorado luego de
ser expuesto a una temnperatura de 40°C y humedad de saturacion durante 16 horas,
empleando para ello una estufa de vacio y recipientes con agua para simular las
condiciones existentes en lugares de almacenaje de grano de ciertas regiones del pais

(zonas tropicales y subtropicales).

El otro lote utilizado fue uno de cosecha mas reciente que el anterior, y por ende, en
mejores condiciones fisioldgicas que el anterior. Este lote se tomd como control para
ser comparado con el de maiz deteriorado y tuvo un almacenamiento a temperatura y

humedad ambientales.

2.1-Curvas de germinacidn,

Para detertninar si cl deterioro provocado ex proféso tenia algin irapacto observable
en la germinacion de las semillas sc hicieron curvas de germinacion de los dos lotes,
deteriorade y contrel, poniendo sobre algodon mojado 100 semillas, en cada caso, y
contando el nimero de scmillas germinadas hora tras hora, pasadas 18 horas después

*del mmomento cn que éstas fueron embebidas en agua.

2

- - 9 o



. s s

2.2-Preparacién de material biolégico.

Para hacer los experimentos que implicaron manipulaciones a nivel molecular, como
alteracion de RNA total, se emplearon ejes embrionarios de los dos lotes de maiz,

los cuales se sometieron a las condiciones mostradas en la tabla 2.1,

Tabla 2.1.- Condiciones de germinacion de semillas control (normal) v deteriorada.

Fahriones de Ficarpa de w-ananiting:

semilla: gesmuncion(hr):
Deteriorada 6 )
Deteriorada 24 (+)
Deteriorada 24 )
Control 6 ()
Control 24 (+)
Control 24 ()

La germinacion de los ejes se hizo en medio Murashige Skoog (Murashige and
Skoog, 1962) libre de hormonas, a 37°C, en oscuridad y durante los tiempos que se
aprecian en la tabla anterior. Para los casos en que la germinacion se hizo en
presencia de u-amanitina, se adiciono una solucion de ésta, de concentracion= 200
pg/pl, en una razon de 300 pl de solucién por cada 200 mg de embriones, antes de
iniciar el proceso de germinacion. Este tratamiento durd una hora, se realizé en
oscuridad y a temperatura ambiente.

Una vez tratados los embriones, fueron lavados y almacenados a -70°C para su uso

posterior.
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2.3-Preparacion de polisomas,

Para el aislamiento de los polisomas se peso 1 g de tejido (embriones), y se molié en
presencia de N2 liquido en un mortero estéril previamente enfriado, al polvo
obtenido se le afiadio buffer de extraccion (0.2 M de Tris-Cl pH 9, 0.2 M de KC|,
35 mM de MgClz, 25 mM de Acido Etilen Glicol-bis (B-amino etil éter) H, N, N',
N’,- Tetra acético (EGTA), 02 M de Sacarosa libre de RNAsas, 2% de
Polioxietilen, 10 Tridecil Eter (PTE), 0.5 mg/inl de Heparina en una razoén de 1:3 de
tejido por volumen de Buffer de extraccion (Klein et. al., 1988).

El homogenado obtenido se paso a través de una columna de pelo de angel estéril
contenida en una jeringa, igualmente estéril, y el filtrado se colecto en tubos
Eppendorf que fueron incubados durante 15 minutos a 4°C y luego se centrifugaron
a 14,000 rpm por 15 minutos,

Se tomaron alicuotas de | ml de los sobrenadantes y se depositaron sobre gradientes
de sacarosa de 15-55 % (p/v*), *v se refiere al volumen de buffer para gradientes
utilizado (40 mM de Tris-Cl pH 9, 20 mM de KCly 10 mM de MgCl2).

Los gradientes se ultracentrifugaron a 37,000 rpm por 5.0 horas en un rotor
Beckman SW 40 a 4°C en una ultracentrifuga Beckman XL-90 (Beckman

Instruments),



2.4-Andlisis de distribucion de polisomas sobre gradientes de densidad de

sacarosa.

Después de ser centrifugados los gradientes junto con las muestras, fueron
analizados haciéndolos pasar a través de una lampara de luz ultravioleta con
monitoreo continuo de 1a absorcion a una longitud de onda de 260 nm al mismo
tiempo en que eran fraccionados en alicuotas de 0.5 ml. Tanto para la formacion
como para la remocion de los gradientes se empled una bomba peristaltica (Auto
Densi Flow [iC HBI). La limpara o detector de UV utilizado fue un LKB Bromma
2138

Con el objeto de obtener una mayor resolucion de los perfiles, las diferentes
fracciones de los gradientes se leyeron en un espectrofotometro (Beckman DU 650)
de mayor sensibilidad y se agruparon en tres zonas: zona (l) particulas
ribonucleoproteicas, zona (2) monosomas y subunidades ribosomales y zona (3)

polisomas.
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2.5-Aislamiento de RNA total y anilisis de Northern blot,

Mediante el método de extraccion fendlica se llevo a cabo la extraccion del RNA
total de las fracciones de los gradientes de sacarosa (Farrell, 1993). Las muestras de
RNA resultantes de la extraccion se ahnacenaron a -20°C para ser usadas después.
Se hicieron analisis de Northern blot (Farrel, 1993), con las muestras de RNA.
Primero, se separaron electroforéticamente a través de geles desnaturalizantes (1.9 %
de agarosa, 2.2 % de formaldehido) en una camara para electroforesis. A
continuacion se transfirieron las muestras del gel a una membrana de Nylon por
capilaridad empleando buffer 10 X, a lo largo de 15 horas a temperatura ambiente.
Terminada la transferencia, el RNA contenido en Ja membrana se fijo
covalentemente por exposicion a luz ultravioleta durante 2 minutos, a una energfa de
120 mjoules/cm? en un aparato Cross-linker(UV Crosslinker Hoefer UVC 500).

Las membranas fueron prehibridadas a una temperatura de 58°C por 2 horas con
buffer de hibridacion (amortiguador de fosfatos 0.5 M pH 7.2, Suero de Albimina
Bovina (BSA) al 1 % p/v, y Lauril Sulfato de Sodio (SDS) al 7 % p/v).

La hibridacion también se hizo a 58°C con adicion de la sonda radiactiva, y fue por
16 horas.

La sonda fue marcada con 32P por la técnica de Random Primer (Thomas, 1980).
Finalizada la hibridacion, se lavaron lus membranas con el fin de remover toda la
hibridacion inespecifica, primero 2 veces con una solucién de lavado (SSC 2X, SDS
0.1 %) durante 15 minutos (lavado de baja astringencia), y luego, una vez
aumentando la astringencia de la solucién de lavado (SSC 0.1X, SDS 0.1 %) a
temperatura ambiente y también por 15 minutos. Se hizo nn lavado adicional (SSC
0.1 X, SDS 0.1 %) a 50°C , 15 minutos ¢n los casos en que se detecté demasiada

inespecificidad.
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2.5-Aislamiento de RNA total y analisis de Northern blot.

Mediante ¢l método de extraccion fendlica se llevo a cabo la extraccion del RNA
total de las fracciones de los gradientes de sacarosa (Farrell, 1993). Las muestras de
RNA resultantes de la extraccion se alinacenaron a -20°C para ser usadas después.
Se hicieron analisis de Northern blot (Farrel, 1993), con las muestras de RNA.
Primero, se separaron electroforéticamente a través de geles desnaturalizantes (1.9 %
de agarosa, 2.2 % de formaldehido) en una cimara para electroforesis. A
continuacion se transfirieron las muestras del gel a una membrana de Nylon por
capilaridad empleando buffer 10 X, a lo largo de 15 horas a temperatura ambiente,
Terminada la transferencia, el RNA contenido en la membrana se fijo
covalentemente por exposicion a luz ultravioleta durante 2 minutos, a una energia de
120 mjoules/cm? en un aparato Cross-linker(UV Crosslinker Hoefer UVC 500).

Las membranas fucron prehibridadas a una temperatura de 58°C por 2 horas con
buffer de hibridacion (amortiguador de fosfatos 0.5 M pH 7.2, Suero de Alblimina
Bovina (BSA) al 1 % p/v, y Lauril Sulfato de Sodio (SDS) al 7 % p/v).

La hibridacion también se hizo a 58°C con adicion de la sonda radiactiva, y fue por
16 horas.

La sonda fue marcada con 32P por la técnica de Random Primer (Thomas, 1980).
Finalizada la hibridacion, se lavaron las membranas con el fin de remover toda la
hibridacion inespecifica, primero 2 veces con una solucion de lavado (SSC 2X, SDS
0.1 %) durante 15 minutos (lavado de baja astringencia), y luego, una vez
aumentando 1a astringencia de la solucion de lavado (SSC 0.1X, SDS 0.1 %) a
temperatura ambicnte y también por 15 minutos. Se hizo un lavado adicional (SSC
0.1 X, SDS 0.1 %) a 50°C, 15 minutos en los casos en que se detectd demasiada

inespecificidad.
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Finalmente, se analizaron las membranas por autorradiografia, exponiéndolas sobre
una placa virgen de rayos X ( Kodak X-Omat XK1), y revelando, después del
tiempo que se considerd prudente, tomando cn cuenta la intensidad de la

radiactividad de la sonda, con revelador y fijador Kodak GBX (Maniatis, 1990),
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3.0 RESULTADOS

En la figura (3.1) pueden apreciarse las curvas de germinacion de los lotes
normal(A) y deteriorado(B) de semillas de maiz. Es evidente que las condiciones de
deterioro por estrés afectaron por lo menos a dos aspectos importantes de la
germinacion, primero, el tiempo o momento en que germind la mayor parte de la
poblacion del lote deteriorado, lo cual ocurrid aproximadamente a las 50 horas
transcurridas después del momento en que las semillas fueron embebidas, al menos
12 horas mas tarde con respecto al lote control.

El otro aspecto claramente alterado fue el porcentaje de germinacion. Las semitlas
control germinaron hasta en un 88% (de un lote de 100), mientras que las semitlas

estresadas solo o hicieron en un 65-69 % (20% menos).
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Fig.(3.1). Curvas de germinacion de lotes de semilla de
maiz.(A) maiz control y (B) maiz deteriorado.



Con la intencion de mostrar de otra forma grafica la repercusion que tuvo el estrés
aplicado al lote de semillas deterioradas, se obtuvieron los indices de germinacion de
los dos lotes de maiz antes mencionados,

En la figura (3.2) se puede observar mas claramente que en la propia curva de
germinacion (fig. 1), que la hora en que ocurre la germinacion de la mayor parte de
las semillas en uno y otro lote son diferentes, teniendo una clara inclinacion hacia la
parte derecha del grafico para el caso del lote deteriorado, lo cual indica que la hora
o el momento en que germind el grueso de la poblacion de este lote se retardd con
respecto al control.

El indice de germinacion se determind de la siguiente forma: se contd el nimero de
semillas germinadas a cada intervalo de tiempo y estos valores se graficaron, El
numern de semillas se grafico en el cje de las ordenadas y los intervalos de tiempo

sobre el ¢je de las abcisas (ver figura 3.2).
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Posteriormente se procedid a la obtencion y analisis de la poblacion de polisomas de
ambos lotes de semillas para lo cual se realizaron gradientes de densidad de
sacarosa.

Los resultados del andlisis de distribucion de polisomas (perfiles o graficas de
absorbancia vs namero de fraccion) hechos en gradientes de densidad de sacarosa
(15-55%), con los extractos de ejes embrionarios germinados a diferentes
condiciones, son los siguientes:

Seis horas de germinacion, para ejes de semillas control y deterioradas (fig. 3.3-A),
24 horas de germinacion, con a-amanitina, para ejes control y deteriorados (fig. 3.3-
B)y, 24 horas de germinacion, sin c-amanitina, para cjes control y deteriorados (fig.
3.3-C).

A 6 horas de germinacion, los perfiles de gradientes de densidad de sacarosa de las
muestras control y deterioradas fueron muy semejantes (fig.3.3-A), no obstante que
las fracciones de los gradientes fueron leidas en un espectrofotémetro de mayor
sensibilidad que el detector empleado durante el momento justo de la separacion de
éstos. Sin embargo, en esta misma figura puede apreciarse que en la curva de la
semilla normal se ve un ‘pico” mas que cn la curva de la semilla deteriorada. Este

pico, que aparece a la altura de de la fraccion nimero 13, es un artefacto debido a un
error técnico al estar fraccionando el gradiente. Pudo haber ocurrido que al momento
de fraccionar no se tomase la misma cantidad de alicuota en las fracciones 10 y 11,
que son las que anteceden a este pico, de tal suerte que se diluyera la fraccion 10
con respecto ala 11 (lo cual haria que bajara la lectura de absorbancia en ese punto).
Adems, si este pico no fuese un artefacto, claramente se hubiese visto en el perfil
original, debido a su tamaiio. De igual forna, los resultados de las muestras de los
dos lotes, pero ahora con 24 horas de genninacion, y en presencia de o-amanitina

exhibicron praficas sin diferencias muy grandes (figura 3.3-B).
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En la figura 3.3-A se observan los sefialamicentos de las tres zonas de esos gradientes
a partir de las cuales se agruparon las diferentes fracciones obtenidas. Asi, de la
fraccion 0 a la 5 se agruparon las fracciones asumiendo que contenian
principalmente particulas ribonucleoproteicas, de la fraccion 7 a la 10 se agruparon
asumiendo que contenian subunidades ribosomales, 40 y 60S, y monosomas, y
finalmente, de la fraccion 11 a la 19 se agruparon las fracciones que contenian
polisomas. Todas estas consideraciones se hicieron en base a resultados obtenidos en
otros trabajos realizados en ¢l mismo laboratorio en donde se realizo esta tesis. La
manera de agrupar las fracciones de los gradientes de esta figura también se aplico a

los gradicntes restantes.
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Figura 3.3-A. Perfil de gradiente de densidad de sacarosa.
semillas normal y deteriorada con 6 lioras de
germinacion. (A) Semilla normal. (B) Semilla
deteriorada.

La figura (3.3-C), en donde pueden observarse los perfiles de las condiciones de 24
horas de germinacion sin a-amanitina para los lotes control y deteriorado, tampoco
contiene diferencias significativas, ni en la zona no-polisomal, que va de la fraccion
0 a la fraccion 10 aproximadamente, ni en la zona polisomal, (fraccion 11 a la 20),
ésto tanto para la figura 3.3-C como para las dos anteriores, de tal suerte que el
deterioro no pareceria afectar a este tipo de pardmetros. Sin embargo, se
determinaron las dreas bajo la curva de las zonas polisomal y no-polisomal, y se

obtuvieron las relaciones P/N-P y P/N-P+P, donde P= fraccion polisomal, N-P=
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TIEMPO (horas) CONTROL DETERIORADA
P/NP 'P/NP+P P/NP P/NP+P

6 0.02 0.019 0.018 0.017

24 (con a-amanitina) 0.13 0.11 0.064 0.050

24 0.17 0.14 0.068 0.060

Tabla 3.1. Relacién de las fracciones polisomal/no-polisomal v polisomal/no polisomal + polisomal
para cada una de las condiciones de germinacion (tiempo) y tipo de semilla, determinadas a partir de
los perfiles de gradientes de densidad de sacarosa, mediante la determinacion del area bajo la curva
de los mismos.

Como puede apreciarse en los resultados presentados en la tabla anterior, las
relaciones (P/N-P y P/N-P+P) siempre fueron mayores en los casos de la semilla
control, por consecuencia, en estas semillas la fraccion polisomal fue superior con
respecto a la de las semillas deterioradas. El efecto que tuvo el deterioro en ias
semillas sometidas a estrés, cuya repercusion pudo observarse a través de las curvas
de germinacion no fue muy obvio en las graficas de los perfiles de gradientes de
densidad de sacarosa. Sin embargo, al realizar los analisis de las relaciones (P/N-P y
P/N-P+P) obtenidas de las graficas, queda manifiesto que si existe una disminucion
en la cantidad de polisomas que]ogran ensamblarse durante la germinacion, causado
por las condiciones de almacenaje de las semillas. Es notable seftalar que a 24 h csta
disminucion se hace mucho més apreciable en ausencia de a-amanitina que cuando
este inhibidor del proceso de la transcripcion se encuentra presente en los ejes,

Se recordari de la seccion de materiales y métodos, que de las diferentes fracciones,
polisomal y no-polisomal, de los diversos tratamientos, se extrajo el RNA total
mediante una precipitacion fenol-cloroformo. Este RNA total, que a la postre fue ¢l

que se cargd directamente sobre los geles desnaturalizantes, se checo primero sobre
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minigeles de agarosa al 1% para estar seguros de la integridad del mismo, y de esta
forma evitar que el analisis de Northern blot fuera inutil (ver figura 3.4).

Los carriles 1, 2 y 3 (6D) de la figura (3.4) corresponden al RNA total (1 y 2
fracciones no-polisomales y 3 fracciéon polisomal) de semilla deteriorada, con 6
horas de germinacion; los carriles 1, 2 y 3 (6N) comesponden a la semilla normal
con las mismas horas de germinacion que el anterior y las mismas equivalencias
entre carriles y fracciones, Los carriles 1, 2 y 3 (24D) se refieren a las muestras de la
semilla deteriorada pero con 24 horas de germinacion en presencia de a-amanitina,
1,2y 3 (24N) pertenecen a la semilla normal (o control), también genminada con a-
amanitina, y es el mismo caso de equivalencias entre carriles y fracciones que los
anteriores.

En esta figura se aprecia claramente el estado aceptable del RNA extraido, hecho
que se deduce a partir de la buena definicion de las bandas de RNA ribosomal, 18S
y 258 que pueden verse sobre todo en los carriles de las fracciones polisomales de
las diferentes muestras (carriles 3-6D, 3-6N y 3-24D), en el carril 24N no se
observan estas bandas, debido a que la cantidad de RNA total que se cargd, era muy
pequefia. La integridad de esta fraccion se determind en otro gel, cuya fotografia no
se presenta en este trabajo). En cuanto a las fracciones no polisomales, sélo en los
camriles 2-6D, 2-6N, 2-24D, y 2-24N, se logran observar las dos bandas antes
aludidas, probablemente pertenecientes a los monosomas, mientras que los carriles
1-6D, 1-6N, 1-24D y 1-24N (que igualmente pertenecen a la fraccion no polisomal)
exhiben la presencia de la banda del RNA de la subunidad pequeiia, esto es la banda
del RNA ribosomal 18S asi como la de un RNA de bajo peso molecular,
aproximadamente de 5S que al parecer corresponde al peso de tRNA.

La intensidad variable del RNA en los carriles, se debe a que se cargaron volumenes
iguales en todos los casos, y como las muestras no tenfan la inisma concentracién de

RNA, los carriles contenian cantidades diferentes de RNA; en este caso no era
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importante igualar las concentraciones de RNA total. Sin embargo para el analisis de
Northern blot se tuvieron que poner cantidades iguales en todos los carriles de los
geles desnaturalizantes, para tener resultados comparables entre todas las muestras

en cuanto al contenido del transcrito de HRGP que se usaria como marcador,
Anilisis de Northern blot.

Las muestras previamente checadas se separaron electroforéticamente en geles
desnaturalizantes y posteriormente fueron transferidas a una membrana de nylon que
después fue hibridada con la sonda radiactiva de estudio. La autoradiografia del
Northern blot se presenta en la figura 3.5. Puede notarse que en la autoradiografia se
detectaron dos bandas bien definidas, una de las cuales al parecer era de RNA
ribosomal de la subunidad pequefia (la de arriba), y la otra el mensaje de la
glicoproteina de pared celular. Esto porque, utilizando las distancias recorridas por
las bandas ribosomales a lo largo del gel, determinadas sobre la membrana
hibridada, previa tincion con bromuro de etidio, se pudo obtener el conocimiento de
que, efectivamente, la distancia recorrida por la banda de mayor peso molecular,
observada en la autoradiografia, coincidié exactamente con la distancia que recorrié
el RNA de la subunidad ribosomal pequeiia vista en la membrana (ver figura 3.4).
Conociendo los valores en kilobases (Kb) de los dos RNAs de las dos subunidades
ribosomales, asi como las distancias experimentales de recorrido, se graficaron
ambos puntos sobre una escala logaritmica para poder extrapolar, con la ayuda del
valor de la distancia recorrida por la banda de menor peso molecular, la del mensaje,
y asi obtener un valor aproximado en Kb. Tal resultado fue de 1.8. Un aspecto
interesante que se aprecia en esta figura es la cantidad de este mensaje que logra
transferirse a polisonias a las 6 horas (carril 3, 6D). Esta cantidad disminuye en la

semilla deteriorada , con respecto a la entrada del mismo a polisomas de semilla
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normal, (carril nimero 3, 6N). Esto se deduce si se aprecia la menor intensidad de
las bandas en el carmil 3-6D que en el carril 3-6N, asumiendo que en ambos se
deposité la misma cantidad de RNA total (ver figura 3.4),

Por lo que respecta a la movilizacion del mensaje a 24 horas de germinacion (en
presencia de a-amanitina) puede notarse que en la semilla deteriorada el mensaje se
acumulé en la parte no polisomal, es decir no logro transferirse hasta la fraccién
polisomal, presumiblemente por efecto del estrés, (carril niimero 2-24D), situacion
muy contrastante con la de la semilla normal, en donde es claro que el mensaje se
detectd principalmente en la fraccion polisomal, (carril nimero 3-24N), y en mayor

proporcion que en 3-6N.
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Figura 3.4.- Electroforesis de RNA total en gel de agarosa al 1%,
Carriles 1, 2, 3 6D, RNA de embriones deteriorados con
6 horas de germinacién. Carriles 1, 2, 3 6N, RNA de
embriones normales con 6 horas de germinacion, Para los
demds carriles es la misma equivalencia , sélo que con 24
horas de germinacién en presencia de c.-amanitina,

40



= O e

Figura 3.5.- Autorradigrafia de Northern blot. Carriles 1,2y 3
(6D y 6N) RNA total de embriones con 6 horas de
germinacion, deteriorados y normales respectivamente,
Carriles 1, 2 v 3 24D y 24N) RNA total de embriones
con 24 horas de germinacién ¢n presencia de a-amanitina
deterioradosy normales.
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Figura 3.6.- Membrana de transferencia teflida con bromuro de ctidio,
Carriles 1, 2y 3 (6D y 6N) RNA total de embriones con
6 horas de germinacion, deteriorados y normales respectivamente.
Carriles 1, 2y 3 (24D y 24N) RNA total de embriones con 24 horas
de germinacion cn presencia de o-amanitina deteriorados y normales.
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4,0 DISCUSION

Tal como lo muestran las graficas de las curvas de germinacion de los lotes de
semillas normal y deteriorada, el estrés de temperatura y humedad aplicado al lote
estresado generd diferencias entre los lotes de semillas. Esto se deduce si se observa
que un menor nimero de semillas del lote estresado germind respecto al control
(figura 1). Ademas, el lapso de tiempo en que germind la mayor parte de las semillas
estresadas fue mas prolongado que en el caso de el lote de semillas no deterioradas
(figura 2). Estos dos pardmetros de {a germinacidn, que segin estos experimentos
fueron claramente modificados, también pueden serlo por otro tipo de estreses
presentes durante el almacenamiento, tal como el tiempo prolongado del mismo, aun
en condiciones adecuadas de almacenamiento (Dell'Aquila, 1987; Aguilar e al.,
1992).

La repercusion que tiene este tipo de estrés en pardmetros como el porcentaje e
indice de germinacion estd ampliamente demostrada en la literatura existente, Para
los fines de este trabajo, estos experimentos se realizaron como una prueba que nos
permitiese ver, en forma rapida y sencilla, el fenomeno a estudiar, para que sirviera
de marco a la parte medular del estudio.

Tomando en cuenta que no se observd desplazamiento significativo en la region
donde aparecen los picos de absorbancia (de las PRNPs, los monosomas y
polisomas), a lo largo de los perfiles de gradientes (figuras 3.3-A, 3.3-B y 3.3-C),
puede asumirse que el estrés no modificd el tamaiio de las distintas particulas
ribonucleoproteicas y polisomas formadas en esc lapso, ya que si asi hubiera sido,
los perfiles de ambos tipos de ejes no coincidirian, Sin embargo, el deterioro
aparentemente tuvo efecto en la movilizacion de los mensajes almacenados durante
la germinacidn de los embriones estresados. En efecto, este fendmeno se logra

apreciar en los resultados de la tabla 1.1, en Ia que se muestra que hubo una menor
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concentracion de polisomas en estos embriones, esto es, un tnenor numero de
mensajes se encontraban siendo traducidos en los embriones deteriorados al término
de la germinaeion,

Con relaeion al marcador usado para medir el efeeto del estrés en la movilizacion de
los mRNAs almacenados, eabe recordar que la sintesis de novo de mRNA estuvo
inhibida hasta en un 95% en las condiciones que implicaban etapas tardias de la
germinacion (24 horas), en las euales se ha visto que mas del 60% de los mRNAs
utilizados en la sintesis de proteinas provienen de sintesis de novo (Beltran-Peiia et
al.,, 1995), caso eontrario al que acaece en etapas tempranas de la germinacion, en
las que la sintesis de proteinas estd soportada principalmente por mRNAs
almacenados (Kermode, 1990; Rushton and Bray, 1987, Sanchez de Jiménez et.al.,
1981).

El hecho de que los valores de las razones de los embriones tratados con o-
amanitina (tabla 1.1), fueran menores comparados con aquétlos en los que no se
empled el inhibidor, sugiere que la inhibicion de la sintesis de novo de RNA por
parte de la a-amanitina ocurrio. '

A pesar de que se us¢ una sonda homologa y condiciones de hibridaeion de alta
especificidad, hubo cruce inespecifico de la sonda molecular eon la subunidad
ribosomal pequeiia (18S) de maiz. Sin embargo, la posicion de esta bénda no
interfirié con la posieién de la banda del mensaje de la glicoproteina hibridado eon
la sonda homologa que mostré claramente una banda de menor peso molecular que
la de 18S, correspondiendo aproximadamente al peso de la sonda ya reportado
(Ruiz-Avila et.al,, 1991),

La explicacion de esta hibridacion inespecifiea podria deberse a que la homologia
entre la seeuencia de bases de la subunidad ribosomal pequenia de maiz y la
secueneia de la sonda cmpleada, sea alta en alguna zona del rRNA de tal suerte que

ni aun aplicando las condiciones de astringencia (con el fin de eliminar la
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hibridacion inespecifica, situacion que por cierto, a juzgar por la limpieza de la
autorradiografia, se pudo cumplir), se haya éliminado la presencia de dicha banda.
Por otra parte, el valor en kilobases (Kb) obtenido para la banda de menor peso
molecular, que fue de 1.8, es relativamente mayor al reportado para el mensaje de
maiz medido en ¢l hibrido con la misma sonda, que fue de 1.5 Kb (Ruiz-Avila et al.,
1991). Cabe mencionar que al no haber utilizado marcadores de peso molecular (por
que no se contaba con ellos) durante la electroforesis, limito la exactitud en la
determinacion del valor de 1a banda del mensaje ya que ésta solo se hizo graficando
dos puntos, los de las distancias recorridas a lo largo del gel, por el rRNA de las
subunidades ribosomales.

La mayor presencia de mensaje en la fraccion polisomal de la condicion 6N respecto
a la misma fraccion en la condicion 6D implica que la movilizacion del mensaje para
la glicoproteina se vio ligeramente afectada por efecto del deteriorc en la semilla
estresada, pero no tanto como lo fue en la condicion de 24 horas de germinacion de
semillas deterioradas (figura 5). En este caso el estrés propicio que el mensaje viera
frenada aun mas su movilizacion hacia la fraccion polisomal ya que puede notarse
que la mayor parte del mensaje se detecto en la fraccion no polisomal, que
presumiblemente contenfa monosomas y a lo suino pequefios polisomas, como se
comprobd por andlisis de las particulas presentes en este pico de absorbancia, por
otros miembros del laboratorio en trabajos previos (Sanchez de Jiménez etal.,
1981). Esta situacion fue totalmente diferente a la del control en donde la mayor
parte del mensaje se ubico en la fraccion polisomal (3-24D, figura 3.5). Lo anterior
parece indicar que el deterioro afectd de tal forma a la traduccion de esta proteina
que solo permitié que se ensamblasen los mensajes a monosomas y quizas pequefios
polisomas, pero de alguna forma de ahi en adelante, la elongacion traduccional se

vio frenada.
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No obstante que la integridad del rRNA parecié ser aceptable (figura 3.4),
probablemente una parte de éste (sobre todo en el caso de las muestras de RNA total
provenientes de embriones de semillas estresadas) no lo era, de tal suerte que ese
hecho fuese uno de los factores que afectaron la movilizacion de mensajes
(Broklehurts and Fraser, 1980).

Como ya se menciond, la tincién con bromuro de etidio de la membrana hibridada
con la sonda homologa se hizo con la idea de tener un testimonio grafico en el cual
se demostrara que la cantidad cargada de RNA total en los carriles del gel, hubiese
sido mas o menos la misma (figura 3.6), Aun cuando en esta figura se observan
ligeras diferencias en las intensidades de las bandas ribosomales, las cuales estan en
funcién de la cantidad de muestra cargada, no se deben a esta circunstancia los
efectos vistos en la inmovilizacion del mensage en la autorradiografia del analisis de
Northemn blot (figura 3.5).

Es interesante considerar los resultados negativos obtenidos en la distribucion de
mRNAs a partir de embriones de 24 horas de genninacién sin -amanitina durante el
andlisis de Northern blot. Este fendmeno podria deberse a que durante la
germinacion las semillas estresadas y las no estresadas, hayan sintetizado transcritos
de proteinas relacionadas con la muerte celular o con la degradacién de proteinas o
RNA, de tal suerte que la accion del a-amanitina en los embriones que si fueron
tratados con este inhibidor hubicra tinpedido la sintesis de estos transcritos y por
ende su accion contra la funcionalidad del RNA, lo cual no ocurriria en las semillas
germinadas en ausencia de a-amanitina,

Otros aspectos del estrés aplicado, congruentes con los resultados obtenidos en este
trabajo podrian, por cjemplo, ser la disminucién en la energia disponible en el
embridn para su desarrollo y por ende para la ocurrencia de numerosos procesos
bioquimicos vitales durante la genninacion. Como se pudo observar en los

resultados, aparentemente la movilizacion a una ctapa tardia de la germinacion de
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embriones estresados, se vio frenada después de ensamblados los monosomas, Esto
podria implicar que la e1apa de clongacion de la sintesis de proteinas hubiese sido la
etapa mas afectada de este proceso. Brocklehurst y Fraser (1980), han encontrado
que semillas no viables de diferentes tipos, poseen un contenido mucho menor de
adenosin trifosfato (ATP) que semillas viables. Esto significa que probablemente la
baja de ATP, GTP y otras fuentes energéticas, pudiera ser uno de los factores que
impidiesen la realizacion de procesos metabdlicos altamente consumidores de
energia, como en este caso, la ctapa de elongacion. Considerando que durante la
sintesis de proteinas, por cada adicion de un aminodcido a la cadena peptidica en
crecimiento se consumen dos moléculas de GTP, se puede concluir que el generar
nuevas proteinas es uno de los procesos que requieren gran cantidad de energia.
Ademas, si pensamos en que la fraccion en donde se encuentra la mayor cantidad de
mensaje, en los casos en que la movilizacion se detuvo, es la fraccion 2 constituida
de monosomas y de subunidades ribosomales libres, entonces es razonable pensar
que el ensamblaje del mensaje para formar los monosomas activos, también
estuviera afectada por la baja cantidad de moléculas energéticas, derivada del estrés,
esto en base a que tanto la etapa de activacion de aminoacidos, como el mismo
inicio de la traduccion requieren también cantidades importantes de ATP y GTP.

Otros factores posiblemente involucrados y que pueden estar igualmente
relacionados con la mhibicion de la etapa de elongacion, son: Ia fosforilacion de
proteinas dcidas ribosomales y su efecto en la union de éstas con los ribosomas, asi
como la funcionalidad de éstos. Se ha descubierto que cl contenido de proteinas
dcidas ribosomales dentro de la subunidad ribosomal grande esta en funcion de el
estado metabolico en células procariotes y cucariotes (Saenz-Robles er .al., 1981),
en forma tal que la ausencia de estas proteinas en los ribosomas puede ocasionar que
el factor de elongacion EF-2, pierda su actividad de hidrolisis de GTP (de cuya

importancia ya se hablo). En ejes de maiz se ha encontrado que las proteinas

Y



ribosomales acidas se fosforilan intensamente al inicio de la germinacion, indicando
que no estan ensambladas en los nibosomas de ejes secos (Pérez-Méndez et. al.,
1993) de tal manera que si el estrés aplicado afectara la union de estas proteinas a
los ribosomas, por carecer de energia para su fosforilacion, entonces uno de los
posibles dafios en el proceso traduccional podria situarse a este nivel (Agthoven et
al,, 1979),

Existen experimentos que indican que procesos de fosforilacion-desfosforilacion de
proteinas acidas ribosomales son eventos claves para que ocurra la interaccion entre
éstas y los ribosomas (Vidales er.al., 1984; Zinker et.al., 1980). Esto implica que si
de 2lguna forma el estrés inhibiera ademas la actividad de la cinasa responsable de la
fosforilacion de tales proteinas, entonces estaria ocurriendo un daiio traduccional al
mismo nivel de elongacion durante la sintesis de proteinas (Sanchez-Madrid et. al,
1979). Esto podria ocurrir tanto por impartir caracter no funcional a los ribosomas
como por inhibir la actividad de hidrdlisis por GTP del factor de elongacion EF-2
(Sanchez-Madnid et.al., 1981),
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5.0 CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos se pueden hacer las siguientes conclusiones,
respecto al efecto del estrés en las semillas, expresado en los diferentes parametros
analizados:

l.- La germinabilidad del lote de maiz estresado se vio retardada y disminuida
respecto a la del lote control.

2.- La movilizacion de mensajes almacenados se vio reducida cuantitativamente en
cuanto a la transicion desde su forma de particulas ribonucleoproteicas a su estado
de polisomas activos durante la sintesis de proteinas. Este fendmeno se observo
tanto a etapas temprana como tardia de la germinacién, en semillas de maiz
estresadas.

3.-Dicha reduccion se pudo determinar de dos formas: a) Por medio del calculo de
las dreas bajo la curva de las fracciones polisomales y no polisomales para cada
condicion y b) mediante analisis de Northem blot practicados al RNA total de los
embriones, usando una sonda especifica de un mRNA que codifica para una
glicoproteina de pared celular.

4.- Probablemente, la modificacion en la movilizacion de los mensajes ocusrié a
nivel de la elongacién de la sintesis de proteinas, a juzgar por los resultados
derivados de los experimentos,

5.- Las evidencias muestran que la movilizacion de! mensaje usado como marcador,
es uno de los diversos factores susceptibles a ser deteriorados por la presencia de
este tipo de estrés.

6.- Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la importancia que tiene la
aplicacion de condiciones adecuadas, bajas temperaturas y humedades relativas,

durante el almacenamiento de semillas, en aspectos tales como su germinabilidad.
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7.- Este tipo de conocimientos, acerca deaspectos biologico-moleculares susceptibles
a ser alterados por factores estresantes, podrian emplearse como criterios para

obtener variedaes de maiz resistentes a estreses.
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