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The effect of kinetin (10‘6 M and 10"*  M) on the germinating capacity and incorporation of
8-C14 adenine into DNA, RNA and RNA Poly A+ of embryos and cotyledons from Lupinus
multilupa L. seeds have been studied. Kinetin enhanced the genninative capacity of the seeds
and the incorporation of 8-C14 adenine into DNA, RNA and Poly A+ of embryos and
cotyledons. However, there seems to be no close relationship between the DNA and RNA
biosynthesis of embryos and cotyledons and the ability of the seeds to germinate and their
embryos to continue growing.
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La germinacion es un proceso aparen-
temente sencillo sobre el que aun quedan
por aclarar importantes aspectos en rela-
cion con las causas de la perdida de la
viabilidad de las semillas, ae los factores
que las inducen a iniciar la germinacion y
las bases por las cuales semillas aparente-
mente iguales muestran diferencias en su
crecimiento. Varios autores atribuyen es-
tos hechos a los cambios metabolicos ex-
perimentados por las semillas durante su
estado de reposo y la germinacion.

BRAY (3) observo que durante el creci
miento del embrion (primer efecto visible
de la germinacion), se producia smtesis de
RNA y protemas, y WOZNY y GWOZDZ
(19) observaron un aumento de polirribo- 

* A quien debe dirigirse la corrcspondcncia.

somas en cotiledones de Cucumis sativus.
Estos mismos autores (8) hallaron que la
quinetina mejoraba la afinidad de los po-
lirribosomas por el RNAm. DALE-SMITH
y BRAY (7), al investigar los niveles de
RNA poll A+ en embriones, hallaron que
las semillas de alto vigor mostraban mas
altos niveles de RNA poli A+ que las de
bajo vigor, despues de 24 horas de imbi-
bicion.

Se ha descrito un marcado estfmulo de
la germinacion y aumento en los niveles
de RNA al tratar con fitohormonas semi
llas embebidas en agua (16), asx como
aumento de DNA en embriones de trigo,
durante la germinacion, aunque retrasado
con respecto al aumento de RNA (17).

Se ha propuesto que la quinetina actua
neutralizando el efecto de las sustancias
inhibidoras que podfan haberse acumu- 
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lado durante el estado de reposo y la
imbibicion (10) ya que diluciones de 20 a
50 jllM activaban la germinacion (11) en
distintos grades.

En este trabajo se estudia el efecto de la
quinetina en concentraciones de 10"4 y
10* 6 M sobre la capacidad germinativa y
la smtesis de DNA y RNA en Lupinus
multilupa L.

Material y Metodos

Los experimentos se han realizado con
semillas de Lupinus multilupa L. de cose-
cha reciente (1984), con objeto de estu-
diar su capacidad germinativa natural.
Para obtemer una poblacion homogenea
de semillas, se han seleccionado indivi-
dualmente las de 0,35 ± 0,003 g de peso.

Se esteriliza la superficie de las semillas
sumergiendolas durante 5 min en una so
lucion de hipoclorito sodico 1% (p/v), y
seguidamente se lavan tres veces con agua
desionizada esteril para eliminar los resi
dues de hipoclorito sodico.

Capacidad germinativa. — Se siembran
1.000 semillas en condiciones esteriles en
una cabina de flujo laminar, en capsulas
de germinacion de 10 cm de diametro con
algodon cubierto de papel Whatman n.° 1
en el fondo; las capsulas con su sustrato
habfan sido esterihzadas previamente en
autoclave.

El algodon de las capsulas se humedece
con 60 ml de uno de los tres medios
utilizados: agua, solucion de quinetina
IO-4 M 6 IO-6 M.

Las semillas se ponen a germinar en
una camara de germinacion a 25°C en la
oscuridad. Cada dia se cuentan las semi
llas germinadas y se resiembran en otras
capsulas en las mismas condiciones para
observar su crecimiento.

Condiciones de marcaje radioactivo. —
Las semillas se ponen en placas de petri
de 10 cm de diametro y se embeben du

rante 4 h a 25°C, en la oscuridad, con
agua desionizada esteril o quinetina IO* 4 6
IO’6 M, a las que se habia anadido 50
jug/ml de estreptomicina y 50 /zg/ml de
penicilina, para evitar el crecimiento bac-
teriano durante el marcaje, y 10 /zCi/ml
de adenina 8-C14 (New England Nu
clear), para marcar en DNA, RNA y
RNA poli A+. A continuacion, se lavan
con agua desionizada esteril y se dejan
germinar en las condiciones anterior-
mente descritas.

Extraction y separation de DNA y
RNA. — Los cotiledones y los embriones
se analizan por separado. Se pesan y se
trituran individualmente en mortero de
vidrio situado en un bano de hielo. La
homogeneizacion y extraccion se realiza
segun BYRNE y SETTEFIELD (6), con un
medio de extraccion que contiene 0,1 M
Tris, 0,1 M Na acetato, 0,1 mM EDTAy
1% SDS, pH 9. El extracto se mezcla con
un volumen igual de fenol-cloroformo
(1:1 v/v) y se centrifuga a 20.000 g du
rante 15 min. Se separan las dos fases, y
la fenolica se vuefve a extraer con el
mismo tampon durante 5 min y se centri
fuga 15 mm a 20.000 g. Las dos fases
acuosas se reunen y se vuelven a extraer
con un volumen igual de fenol-cloro
formo. A la fase acuosa final se le anade
NaCl, hasta obtener una concentracion
del 1%, y se precipitan los acidos nuclei-
cos anadiendo 2,5 volumenes de etanol,
dejando la mezcla a una temperatura de
—20°C durante 20 horas. Los acidos nu-
cleicos se separan por centrifugacion y se
lavan con etanol. Se anade al precipitado
LiCl 2 M para disolver el DNA (18) y se
centrifuga a 20.000 g durante 20 min. El
RNA queda en el residuo y el DNA en la
solucion ffraccion a).

El resiauo se lava con etanol, se deseca
en estufa de vacfo, y, a continuacion, se
disuelve en solucion tampon (0,33 M
NaCl, 10 mM Tris acetato, pH 7,6 y
0,5% SDS). El RNA total se determina
en una parte alicuota (fraccion b); en otra 
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se determina el RNA poli.A+, por cro-
matografla en columna de dT celulosa
(Sigma) (1\ La columna se lava con la
solucion tampon utilizada para disolver el
RNA, y el filtrado contiene el RNA poli
A+; seguidamente se pasa por la columna
solucion de Tris acetato 10 mM a pH 7,6.
A continuacion, a la solucion de RNA
poli A+ se le anade K acetato hasta una
concentracion del 2%, y se precipita di-
cho RNA con 2,5 volumenes de etanol a
—20°C durante 20 horas. Se recoge el
precipitado por centrifugacion a 20.000 g
durante 10 min y se diluye en 0,5 ml de
agua (fraccion c).

Determination del D'NA. — Se realiza
por el metodo de MAYER y POLJAKOFF-
MAYBER (13). La fraccion c se deseca en
estufa de vacio y se hidroliza con 2 ml de
HO4CI 2 N a 70°C durante 1 hora. El
DNA se determina espectrofotometrica-
mente por el metodo de SCHNEIDER mo-
dificado por BURTON (5). A 1 ml del
extract© que contiene el DNA se le ana-
den 2 ml de reactivo de Burton (acido
acetico glacial 100 ml, difenilamina 2 g),
se calienta a 37°C durante 24 h y se lee la
absorcion a 600 nm, comparand© siempre
con una curva de calibracion.

Resultados y Discusion

Aunque la capacidad germinativa de las
semillas utilizadas era muy alta, las solu-
ciones de quinetina 10* 6 6 IO* 4 M estimu-
laron de modo observable la germinacion,
a partir del segundo y tercer dia de cul-
tivo, respectivamente (tabla I). Estos re
sultados son concordantes con los halla-
dos por KHAN (10). Sin embargo, las
semillas que germinaron el cuarto dia en
cualquiera de los medios utilizados, no
desarrollaron embriones con capacidad
para proseguir su crecimiento.

Los cotiledones de las semillas control
germinantes tenian niveles de DNA infe
riors a los de las semillas en reposo y, a
su vez, eran tanto menores cuanto mayor
era el retardo en la germinacion. Por el
contrario, los niveles de DNA de los
cotiledones de las semillas que germina
ron en las soluciones de quinetina 10’6 6
10’4 M eran siempre significativamente
superiores a los de los cotiledones de las
semillas en reposo y de las control germi
nantes, aunque estos valores eran tambien
tanto menores cuanto mayor era el re
tardo en la germinacion (tabla II).

La incorporacion de adenina 8-C14 al
DNA de los cotiledones era muy alta en

Determination del RNA. — A la frac
cion b se le anade KOH hasta 0,4 N y se
deja a 37°C durante 24 h. Despues de
neutralizada la fraccion con HO4CI 0,5
N se centrifuga a 20.000 g durante 10
min. En el soorenadante se determina el
RNA por lectura espectrofotometrica a
260 nm, comparand© los valores con una
curva de calibracion.

Determination de la radiactividad. —
La radiactividad, en dpm, del DNA,
RNA y RNA poli A+ se mide en 0,5 ml
de las fracciones a, b, y c, respectiva
mente; se ahaden 4,5 ml de cocktail 22
Scharlau y se lee en un contador de centc-
lleo liquido Rock-Beta LKB-1217.

Tabla I. Influencia de la quinetina sobre la capaci
dad germinativa de semillas Lupines multilupa.

La germinacion tiene lugar sobre lecho de algodon
cubierto por papel Whatman 1, humedecido con
agua 0 solucion de quinetina en capsula de 10 cm
0. El ensayo se ha realizado con 1.000 semillas.

Numero de semillas germinadas
Dias de Agua ------------ Quinetina----------

germinacidn (Control) (10’4M) (10’GM)

1° 5 5 10
2.° 790 725 930
3.° 120 210 35
4.° 25 10 5

No germi
nadas 60 50 20

Capacidad
germina
tiva % 94 95 98
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Tabla 11. Valores de DNA (pg por cotiledones o embribn/semilla) y RNA (mg por cotiledones o
embridn/semilla) de semillas de Lupinus multilupa.

La germinacion se realizb sobre lecho de algodbn cubierto con papel Whatman 1 humedecido con agua o
con solucibn de quinetina 10-4 M 6 10-6 M (Control, Q 10-4 M y Q 10-6 M respectivamente). Cada valor es
la media de 15 determinaciones ± ES. 0 = Semillas en reposo; 1, 2, 3 y 4 = Dias de germinacibn. En

negrita se dan los valores de embribn/semilla

Dias
DNA RNA

Control Q 10’4 M Q lO^M Control Q 10'4 M Q 10’6M

0 50,06 ± 5,40
28,14 ± 0,81

50,06 ± 5,40
28,14 ± 0,81

50,06 ± 5,40
28,14 ± 0,81

1,572 ±0,135
0,701 ± 0,026

1,572 ± 0,135
0,701 ± 0,026

1,572 ±0,135
0,701 ± 0,026

1 38,31 ± 3,39
33,09 ± 1,98

130,06 ± 6,02
46,81 ± 1,83

144,97 ± 2,75
60,84 ± 2,64

1,748 ±0,129
1,062 ± 0,026

4,623 ± 0,034
3,346 ± 0,298

5,150 ± 0,053
3,745 ± 0,108

2 34,95 ± 3,51
28,56 ± 0,72

116,10 ±6,76
45,22 ± 1,52

138,30 ± 6,00
54,53 ± 2,15

1,888 ±0,154
0,959 ± 0,013

4,185 ± 0,075
3,070 ± 0,038

4,070 ±0,119
3,132 ± 0,030

3 28,10 ±5,14
25,88 ± 1,43

105,80 ± 6,21
40,81 ± 1,39

112,70 ±9,72
46,88 ± 2,08

2,095 ± 0,202
0,944 ± 0,048

3,952 ±0,113
2,025 ± 0,150

3,415 ± 0,110
2,200 ± 0,085

4 21,10 ±3,50
20,60 ± 1,36

90,40 ± 4,71
40,30 ± 2,59

93,80 ± 5,41
41,50 ± 3,13

1,882 ±0,246
0,926 ± 0,029

3,487 ±0,187
1,609 ± 0,072

2,950 ±0,127
1,884 ± 0,101

las semillas control que germinaron el
primer dfa, incrementando significativa-
mente en las que germinaron el segundo y
disminuyendo en las germinadas los ter-
cero y cuarto dfas, aunque se mantenfa
superior que la incorporacion registrada
el dfa primero de germinacion (figura 1).
Estos resultados solo pueden explicarse si
se ha producido una degradacion de
DNA seguido de una sfntesis de novo.
POLAYES y SCHUBERT (15) hallaron en
cotiledones de soja, capacidad no solo
para degradar los acidos nucleicos sino
tambien para su sfntesis.

Los cotiledones de las semillas tratadas
con soluciones de quinetina 10"6 y IO"4 M
incorporaron adenina 8-C14 a su DNA en
una proporcion significativamente mayor
que la encontrada en los cotiledones de
las plantas control, pero se observo que la
incorporacion de radiactividad era tanto
menor cuanto mayor era el retardo de la
germinacion (figura 1). Tambien RASU-
MOVA et al. (16) observaron, en semillas
de trigo, que los tratamientos hormonales
tenian menor accion sobre las semillas
con deficiente capacidad germinativa.

Los niveles de RNA eran siempre su-
periores en los cotiledones de las semillas

12 3 4

Fig. 1. Incorporacion de adenina 8-C14 (dpm) en el
DNA (9) y en el RNA (A), por cotiledones/semilla

en semillas de Lupinus multilupa.
La germinacion tiene lugar sobre lecho de algodon
cubierto por papel Whatman 1 humedecido con

agua, o solucibn de Quinetina IO-4 6 IO6 M.
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Embriones Cotiledones

Tabla III. Incorporacidn de adenina 8-C14 en RNA poli A+ por embridn o cotiledones/semilla.
Los valores dpm para las muestras del ensayo control estSn representados en parentesis. Los resultados
para los ensayos con quinetina 10 4 6 10 6 M se expresan como porcentajes de la proporcidn de

incorporacion con respecto a los control.

Dias de
germinacidn

Agua —
(Control)

Quinetina — Agua —
(Control)

Quinetina
104M 106M 10‘4 M 10'6M

1.° 100 (310) 947 1.438 100 (3.231) 389 499
2.° 100 (296) 716 1.278 100 (3.512) 335 341
3.° 100 (258) 545 1.006 100 (3.622) 293 318
4.° 100 (251) 530 909 100(3.734) 267 285

control germinantes que los encontrados
en los cotiledones de las semillas en re-
[)oso. Estos resultados confirman los ha-
lados por BRAY y DALE-SMITH (4). Este

mismo hecho se podia observar, aunque
mas acusadamente, en los cotiledones de
las semillas germinadas en solucion de
quinetina 10'° 6 10‘4 M. Debe destacarse
que los niveles de RNA eran menos ele-
vados en las semillas que germinaron re-
trasadas. BLOWERS et al. (2) obtuvieron
resultados similares en semillas de trigo, y
relacionaron la proporcion de sintesis de
RNA con el vigor de las semillas.

Se registro una clara incorporacion de
adenina 8-C14 en los cotiledones de las
semillas que germinaron el primer dia, en
las condiciones control, incorporacion
debilmente superior a la encontrada en
los cotiledones de las semillas que germi
naron con retardo. Las semillas embebi-
das de soluciones de quinetina 10’6 6 IO"4
M, que germinaron los dfas 1 y 2 incor-
poraron adenina 8-C14 al RNA de sus
cotiledones de manera mas activa que las
que germinaron en los dfas siguientes (fi
gure 1). MATTHYSSEZ y ABRAMS (14),
observaron que la citoquinina aumentaba
la smtesis de RNA en cotiledones de gui-
sante. Destacar el que los cotiledones de
las semillas tratadas incorporaron mayor
proporcion de radiactividad en la fraccion
RNA poli A+ que los de las semillas
control, y que cuanto mas retrasadamente
se producfa la germinacion menor era la
incorporacion ae la adenina marcada (ta

bla III). Otros autores (4) tambien encon-
traron que existia un metabolismo alte-
rado del RNA poli A+ en las semillas que
germinaban con retraso.

Los niveles de DNA en los embriones
de las semillas control germinantes los
dfas 1 y 2 eran superiores que los hallados
en los embriones en reposo, mientras que

Fig. 2. Incorporacion de adenina 8-C14 (dpm) en
el DNA (•' y en el RNA (A) por embrion/scmilla

en semillas de Lupirms multilupa.
La germinacion tiene lugar sobre lecho de algodon
cubierto por papel Whatman 1, humedecido con

agua, o solucion de Quinetina IQ*4 6 IO 6 M.

Rev. esp. Fislol., 43 (1), 1987



92 C. MORALES, R. M. CUSIDO Y M. SERRANO

en los que germinaron el tercero y cuarto
dia eran inferiores. Estos resultados indi
can que durante el periodo de retardo se
produce una degraaacion de DNA (tabla
II). Los niveles de DNA en los embrio-
nes germinantes de las semillas tratadas
con quinetina IO-4 M eran significativa-
mente superiores que en los control, y
todavia mayores en los de las semillas
tratadas con quinetina IO* 6 M. Se ha des-
crito que bajas dosis de quinetina teruan
efectos superiores a las altas sobre la sin-
tesis de acidos nucleicos (10), y que la
bencil-adenina producfa efectos mas acu-
sados sobre la smtesis de acidos nucleicos
cuando se aplicaba a bajas concentracio-
nes (9). En todos los casos, los niveles de
DNA eran tanto menores cuanto mayor
era el retardo con que se producia la
germinacion (tabla II).

Los embriones de semillas que germi-
naron el primer dia incorporaron adenina
8-C14 muy activamente en su DNA,
mientras que los embriones que germina-
ron retrasados incoiporaron una propor-
cion muy inferior (figura 2). Este hecho
indica, probablemente, una disminucion
en la capacidad de smtesis de DNA en los
embriones de las semillas que germinaron
retrasadas, aunque no se puede deducir
que sea esta la causa de la perdida de
capacidad de los embriones para prose-
guir su crecimiento, puesto que los em
briones de semillas tratadas con solucion
de quinetina 10‘6 6 IO-4 M manteman
niveles de DNA superiores que los exis-
tentes en los embriones de semillas con
trol con capacidad para germinar y prose-
guir su crecimiento (figura 2).

La incorporacion de adenina 8-C14 al
RNA de los embriones de las semillas
control era relativamente baja, mientras
que los embriones germinados en quine
tina IO’4 M la incorporaron muy activa
mente, siendo aun mayor en los embrio
nes germinados en quinetina 10‘6 M (fi-
{;ura 2). Cuanto mayor era el retardo en
a germinacion, tanto menor era la incor

poracion.

Es de destacar que el RNA poli A+, es
la fraccion de RNA que resulta propor-
cionalmente mas marcada (tabla III), aun
que el marcaje es tanto menor cuanto
mayor es el retardo de la germinacion,
resultados similares hallados por LAK-
HANI y SACHAR (12) en embriones de
trigo utilizando como activador la gibere-
lina.

De los resultados obtenidos, se puede
deducir que los embriones de las semillas
tratadas con solucion de quinetina, acti-
van la smtesis de DNA y RNA, princi-
palmente de la fraccion RNA poli A+,
pero no parece existir una relacion direc
ta entre estos hechos y la capacidad de
las semillas para germinar y desarrollar
plantas.

Resume n

Se estudia el efecto de la quinetina sobre la capaci
dad germinativa y la incorporacion de adenina 8-C14
en DNA, RNA y RNA Poli A+ en embriones y
cotiledones de semillas de Lupinus multilupa L. La
quinetina mejora la capacidad germinativa de las
semillas y la incorporacion de adenina 8-C14 en
DNA, RNA y RNA Poli A+ de embriones y
cotiledones. No parece existir una relacion directa
entre la biosintesis de DNA y RNA de embriones y
cotiledones de las semillas para germinar y de sus
embriones para continuar creciendo.

Palabras clave: Quinetina, Capacidad germina
tiva, Smtesis de DNA y RNA.
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