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INTRODUCCTIOR

Tanto los procariotes como los eucariotes poseen siste
mas efectivos de reparacidén del INA que mantienen le inte-——
gridad del genomz fremte a las agresiones de lz radiacién -~
ultravioleta, lz radizcidén cédsmica y otras redizciones de -
alta energfa, asf como de-los efectos de agentes mutagéni--
cos qufmicos. (Hanswalt y cols, 1979).

Ia reperacién de lesiones Inducidas en el INA de célu-
las vegetales hz sido demostrada pare un buen nfimero de te—
jidos incluyende los embriones de les semillas(Soyfer, 1979;
Osborme, 1982). Iae induccidn de rupturas en las cazdenas del
A por A -irrsdiscién o trataniento gufmico de embriones -
de cebada y su reparzcidn subsecuente durante la imbibicidn,
he sido demositrada mediante el enfAlisis del DNA en gradien-—
te de densidad de saczrosa.(Veleminsky y Gichner, 1978). Sz
bemos shora, gque adn en estado seco, los embriones de alta-
vizabilidad poseen alguncos cortes de cadena sencills en su -
DNA. (Cheah y Osborne, 1978). Tgualmente, hemos demostrado —
en nuestro laborztorio, que el almacenamiento prolongado en_
condiciones adversas de temperature y bumedad producen frag
mentacién del DNA de semillas de mafz de alte viabllidad.—-
(Garcfa Rendén, 1985).

E1l presente trabajo pretende aportar evidencilas que a-—
poyen la existencia de un proceso de reparacién de la molé-
cula de INA, durante lzs primeras horaé de la germinecidén -
(0=6 h), en semillas de mafz deterioradas artificialmente -
con calor y/o dumedad.
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IT.-GENERALIDADTES

El mafz pertenece a la familia de lzs plantas llemsdas
Zremfneas y como miembro de este grupo botdnico posee siste
mas de ranfces fibrosas, hojas alternadas, dos hileras de ——
vainas paralelas en las hojas, hojas separadas de la vaina,
tallos cilfndricos con ndédulos sélidos y flores mds o menos
esplgadas (32).

El mafz tiene como nombre botdnico Zea mays Iinnaneus,
es una planta monolca y native de América, donde su impor——
tancia bioldgica y alimenticia es notable desde hace siglos
(40).

El pafz como planta alimenticia, ocupa el 2do. lugar -
a nivel mundial desde el punto de vista de produceidn. Con_
el reciente descubrimiento de dos mutantes de mafz de alto_
contenido de ligima , el mafz juege an un papel mfs impor-
tante en la nutricién humana y animal (40).

l1.1.- Estructura de la semillsa.

Iems semillas en general presentan tres estructuras bd-
sicas: el embrién, la testa o cublierta de la semilla y el -
endospermo. El embridén se deriva de la fusién de los micleos
de los gametos masculino y femenino. .

Ia cublierta o testa se origina de la planta madre y se
desarrollas en los integumentos del Svulo. EL endospermo prg
cede, al igual gque el embridn, del material genético mater-
no y paterno; su micleo primario proviene de la +triple unidén

de dos micleos polares con uno de los ndcleos masculinos.
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Ie semilla de mafz madures estd compuesta por tres par-
tes principales: la testa o cubierta de la semilla, el en-—-—
dospermo amildceo y el embridn, que llegard ser uns nueve =
Planta.

Cadza una de las tres partes del grano cumple uns fun—-—
cién definida. Ie testa, también llamada pericarpio, prote-—
ze a la semillzm, tanto antes como después de la siembre, 1i
mitando o impldiendo lz entrzda de organismos patégenos gue
pudieran invadir 21l grano. Si el pericarpio resulta dafindo_
tal vez la germinacién se torme mfds lenta pues los hongos ¥y
bacterias pueden invadir a la semilla en germinacidn y uti-
lizar las reserves alimenticias antes del afianzamiento de_
la pldntule,

El endospermo 38 la principal reserva energética del -
grano y estf compuesta por un 90% de almidén y 7# de protel
nas con pequefias cantidades de aceltes,minerales y otros —
componentes gquimicos. Su funcién principal consiste en pro-
porcionar nmutrimentos a 1= planta hasta que sus rafces es——
tén blen afianzadas y sus hojas elaboren carbohidratos en -
cantidzdes suficientes para satisfacer los requerimientos -
del crecimiento. En el endospermo 1la protefna se encuentra_
formando una red cérmea en la que estdn incluldos los grédnu
los de alimidén (36). '

El embrién del grano estd formado por el eje embriona-—
rio y el escutelo que constituye una reserva importante de__
nutrientes para l1a pldntula en crecimiento. El eje embriocna
rio estf compuesto del hipocotilo al que se halla unido el_
escutelo, la radfcula y 1la plidimula o epicotilo(parte foliar)



esbozo embrionario de cinco o seis ho:jas.CElf-ésav,;t‘e;‘c c‘on—v- :
tiene un alto porcentaje de aoeite(35—4075v) Y‘yréi.iVS%.a'n'cias ac-
tivas e importantes en las etapas izyzickia.klte;? de‘ifia' ’gén:':.kina-_
cién. g e

En forma muy general, la semil: ;
Humedad (% i
Almidén

Proteinas

Grasas
Mbra(ecruda)
Azdcares totales
Cenizas{&xidos) Twl

Carotenoides totales (ng/Eg) B (32)

l.2.- Germinacidén-.

Es el conjunto de etapas suceslivas que llév?-.n a que la
semilla cambie su estado de reposo 8§ latente, 2l metabBdlica
nente activo despertdndose con ello una serie de eventos mo
leculares que llevan finalmente a la formacidén de una pldn-
tula a partir del embrién. Aungue el concepto de germina-——-—
cién no es fAcil de definir, generalmente se dice que ha o-—
currido una vez gque una parte del embrién, normalmente la -
radfcula atraviesa completamente la gubierta de l1a semilla.
Este acontecimiento es precedldo por una serie de eventos -
que son acompafirndos por 6 terminan en un incremeato irxrrever
sible en el wolumen del eJe oembrionario.Desde un punto de -

vista bloqufmico la germinacién podrfa definirse como la se
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rl2 de eventos moleculares gue anteceden la pﬂnem divisidén

celular,

1.3.- Biogufnmica de la pcerminscidn.

Seg¥n Osborne (1983) la secuencia de eventos que pare—
ce ser comin 2 embriones , de un buen nimerc de semilllas’ de
gramineas, durante la germinacién, puede dividirse e.n:r S

a) Eventos tempranos: hidratacidén, sIntesis de 4p71':of'e:t'-7:?

nas, sfntesis de RVA y reparscién del DNA.

b) Eventos tardfos o secundarios : expansidén celular,-. .. .-

replicacidén del DNA y movilizacién de reservas.

A) Sfntesis de Protefnas.

Iz sfntesis de proteinas no ocurre en la semilla seca;
comienza cuando las célulzs estdn suficientemente hidrata-—-
das pera permitir que los ribesomas se asocien con RNAm.

El grueso de le literatura sobre sfntesis de protefnas
durante la germinaclidn e inmbibicidén ha sido revisada por —--—
Bray(1978), ayer y Narbach(1981), Bewley y Black(1978) ¥ -
Bewley(1982).

Iz capacidad de los tejidos imbibidos para sintetlizar
protefnas se mide proporcionando a éstos, aminodcidos marcg,
dos radiactivamente y determinondo posteriormente gque pro--
porcidn de &stos se ha incorporado a las protefnas.

Para asegurarmes el acceso répido del sustrato radime-

tivo a2 los tejidos vivos usualmente se trabaja con tejidos_
aislados como embriones de cereales, los ejes embrionarios_
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de semillas de leguminosas, etc,. Estos tejidos aisladc-)s to
man ague mcho mds rdpidemente gque las semillas completas y
quedan imbibidas totzlmente. Ia incorporacidén de leucina =a_
protefnas de embriones de avena procede & grados cada vez =
mayores, durante el perfodo de dos horas durante el cual se
completa su imbibicién en agua. Esto se debe probablemente_
al ndmero creclente de células gque se hidratan conforme la_
Imbibicidén progresa y al incremento de la actividad sintéti
ca de c&lules individuzles (41l). Ie sintesis de protefnas -
también comienza en la primera hora de inbibicidén en embrip
nes de trigo(karcus y cols, 1966), cebada (Stoddart y Tho——
mas, 1973), y centeno(Seczle cereale) (Semn y cols, 1975) y_
en ejes embrionarios de frijol de Lima(Klein y cols, 1S71).

1a afntesis de protefnas se inicia tan rdpidamente des
pués de la inbibicidén, gque, may probablemente la mayorfa de
los componentes bioqufmicos y estructurales necesarios de—
ben estar presentes en la =exilla seca.

Se pueden preparar sistemas libres de ¢flulas capaces_

de sintetizar protefnas a partir de embriones secos de tri

g0 ¥ ejes embrionarios de chfcharo (Peumans y cols, 1980).
El sistema de germen de trigo tiene una gama completa de =-
compenentes solubles incluyendo RNA de transferencia(tRVA)_
¥y aminoacil-tRNA sintetasas (Weill y Parthier, 1982) junto_
con lo= factores requeridos para la inicimcidn y elongacién
de la cadena(Marcus, 1982).

Los ribosomas preparados de embriones secos son incapa
ces de sintetizar protefnas. Sin embargo, la actividad de -
estas prepzraciones ribosomlaes aumenta rdpidamente con la_

imbibicidn incrementdndose en forma paralels la proporclén__
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de polisomas presentes(larcus y cols, 1966; Veeks y lnrcus,

1871).
En embriones completos de cereales el fndice de sinte-

sis de protefnas continda en aumento aiin cuénddla imbibi~

oién ya haya cesado. Un factor que podrfa ge'r: el 'esponsa--

ble de este sumento en embricnes de avena es la/creciente -
proporcién de polisomas presentes (Bewl’ey"’ : ’

En embriones de trigo, por otro 1&&6 ,kpkreseg
tarse un incremento marcado en el contenido
rante el perfodo lag que se extliende desde: lo
5 horas a partir del inicio de la im‘bib:!.,c16n(“s;o eg
cus, 1975). R

Ie creciente eficiencia de la ‘s:rx;t'es_i:,s” de ‘protefnas du

rante la fase lag puede s=er atn‘buida"enl‘iart‘e'a‘i’ni‘veles —_
mds elevados de ATP y GTP (Brooker ¥y cole, 1977) ¥y Quizé -

tambidén a un recambio incrementado de RN’A.f,

B) Sfntesis de RNA.-
Se ha demostrado gque embriones secos de trigo contie--

nen una diversa variedad de ENAms mensajeros almacenados;
habiéndose confirmado también esto para otras especies co--

mo: centeno, algodén, chifcharo, rfbano, ricino, etec,. Se ——

especula gque probablemente existen dos clases de RNAm én -
10s embriones o ejes embrionarios secos: 1) RiAa residuales
«&3tos son RNAm producidos durante el desarrollc de la semil
1la ¥y que no fueron destrufdos durante la maduracidn tardfa

¥ 1la desecacidén. No son esenciazles para la gemminacién y —-—

pueden ser degradadcs inmediatamente degspués de iniciada -



-8~

la imbibicién. 2) RVAm almacenados o conservados -&6st0s ——
son sintetizados durante el desarrollo,de tal forma que es~
tén disponibles inmediatmnente despuds de 1la hidratacidn y_
pueden ser rdpidamente traducidos a2 protefnas que son parte
integral de la germinacidén (4).

Ia evidenciaza de la existencia de RVAm almacenado en —-—
las semillas viene de experimentos en 1los cuales &stas me -
imbiben bajo condiciones que blogquean la formacidn de nuewvo
RNAm; ai auin asf ia sintesis de protefnas continda serd por
que se estdf utilizando RNAm preformado. Spiegel y kiarcus ~-—
{1975) trataron enbriones de trigo con concentraciones de -
oc-2nanitina y cordicepina(3'~desoxiadenosina) suficiente--
mente altas para inhidbir la sintesis de RRAm en mds de un_
80%. ILos embriones se colocaron en las soluciones inhibito-
rias preliminarmente durante 30 min a O°C, para permitir --
que el inhibidor penetrara en los tejidos. Durante los pré-
ximos 40 min a 25°C se observd que la formacién de poliso—-—
mas fue tan rdpida como en los controles, indicando que el
BNAnm preformado fue en gran medida el responsable de la sin
tesis de protefnas en este perfodo.

Como existe un cambio en el espectro de protefnas sinte
tizadas durante el proceso de germinacidén: algunas "protef-
nas del desarrollo de la semilla”™ que ya no se forman y nuge
vas"protefnas de l2 germinacién™ que aparecen por primera -
vez, podrfamos esperar un cambio en la poblacidén de lzs mo-
léculas de ANAm durante este proceso. Ia cordicepina se ha_
utilizado para determinar la vida media de la molécula de -
RNAm durante la fase lag (Caers y colas, 1979). Cuando los -

embriones se imbiben durante dos horas em unz solucidn que_
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contiene adenosina marcada y después son tran=feridos z wunao
solucidén con adenosina no marcada con cordicepina, el AVA -
marcado poliadenilado formado durmnte el pulso desaparece -
con una vida medla de aproximadamente dos horas; algo simi-
lar se ha encontrado en ejes embrionarios de semillas de rd
bano(Delseney y cols, 1977).

Afn a pesar de esta rdpida degradacién del RVAm exis——
tente, la sIntesis de nuevas moléculas de mensajero puede -
ser detectads en la primera hora de imbibicién(Payne, 1977;
Bray, 1979).

Tanto en rdbano como en trigo me presenta una cafda ——
del nivel global del RNAm durante la primera y segunda how-—
ras de imbibicidén, smeguido por un aumento 2 los niveles ori
ginales durante el siguiente par de horas(Delseney y cols,_
1977; Smith and Bray, 1982).

Ia conclusién gque se puede extraer de estos experimen-—
tos eas que lozs embriones y los ejes embrionarios pueden sin
tetizar protefnas codificadas por el RNAm almacenado durazn-—
to la imbibicidén temprana(los primeros 40 min para embrio—-~
nes de trigo), pero después las moléculas sintetizadas de -
novo deben jugar un papel cada vez mds importante. Estas mo
lé8culas deben ser responsables, al menos en parte, del mds_
alto Ifndice de sfnteais de protefnas observado durante la _
fase lag. E1 hecho de gque la oc¢—amanitina y la cordicepina_
aplicadas durante la fase lag impidan las sfntesis de prote—
fnas asf como lg de RNA apoyan este punto de vista (Caers y
cols, 1979; Cheung y cols, 1979).

Con respecto al mafz la literatura es limitada; un es-
tudio acerca de la sfntesis de protefnas durante la germina
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cidn se realizd en 1981 por Sduchez de Jiménez y cols. Ios_
resultados obtenidos en este estudio sugleren que la sinte—

sis de protefnas de mafz estd respaldada por RNAm preromaéo

durante los estadios tempranos de la geminacidn. Se con-—-

cluye que la traduccién del RNAm sintetizado de novo estd -

retardada con respecto a los estudios realizados en trigo,

puesto gque el efecto de ofL—-amanitina en ejes embrionarios -
de mafz no es notable hasta las 18-24 horas de imbidbicidn,
mientras que an embriones de trigo se detecta después de —
5 horas de imbibicién.

Van de Walle ¥y cols (1976) realizaron un estudio de ==
de la sfntesis de RNA durante 1la gemminacidén de ejes embrigp

narios de mafz. Ellos utilizaron mdétodos dioqufmicos y au-

torradiogrdficos y reportaron que la mayorfa de las moldcu-—

ins de RNA sintetizadas en 1a radfculs durante la prirmera -

hora correspondieron a RNA heterogéneo. Ias sutorradiogra-—-

ffas 1les sugieren que una fraceidn del RNA heterogéneo nu

clear recién sintetizado despudés de iniciada ls imbibicidén_
se procesa rdpldamente y transloca al citopla=ma ¥ posible—
mente mse incorpora a los polisomss,.

Fue hasta 1983 cuando Dommes y Van de Walle aclararon_
¥ confirmarcn la suposicidén anterdor al determinar el tiem
po aproximade en el que el AHNA recién sintetizado aparecfa
en el aparasto traductor de los ejes embrionarios de mafz en
germinacidén. Dos horas despuds de inticiada la imbibicidén ~
en presencia de uridina radiactiva, se pudo encontrar molé-
culas de HENA marcadas en los polisomas; se determind en una
electroforesis emn gel que su tamafio correspond!a a 165 y —-—

cerca del 6C% de éstas estaban poliadeniladas. Se demostrd_
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también que las moldculas de ERENA polisomal poliadenilado co
rresponden a RNAm ya que son capaces de Servir como molde -
en un sistems de traduccidén lidbre de células dependiente de
RRAmr. Por lo tanto concluyeron que se trataba de RVA sinte—
tizado de "mnovo"™; los resultados indican tambidn gue el RNA
heterogéneo nuclear, que es Jn especie de ANA mAs abundante
durante las primeras horas de la germinacién del mafz, es =
procesado rdpidamente a RNAm funcional, translocado al cito
plasma y traducido. Este procsso ocurre inmediatamente des—
puéds de iniciada la imbibicidén y antes de que 3e termine el
perfodo inicial de absorcidén de agua por los ejes embriona-
rdios de mafz; dicho proceso de absorcidn de agua dura de 3_
a 4 horas. .

Ia iniciacidén y continuacidn de la sfntesis de RVA de-
penden de la existencia de urna poza de precursores de ribo-
nucledsidos trifosfato. ATP,GTP,CTP ¥y UTP, que estdn pre——
sentes en muy pequeflas cantidades en el embridn seco de tri
£03 los cuatro nucledtidos zumentan rdpidamente durante las
etapas tempranas de la germinacidn.
de UTP y CTP es mds lento, aungue aumenta sustancialmente -

Sim embargo, el aumento

entre 1las 3 y 5.5 horas despuédz de iniciada la imbibieidn.

Por ello el Indice de sfntesis de RNVA a estos tiempos po-——
drfa estar controlado tan sole por los niveles de ribonu—-—
cledsidos trifosfato pirimidfnicos. Pero, a decir verdad, -
1a naturaleza de los mecanismos de control cualitativos y —
cuantitativos que gobiernan la sfntesis de RNA en semillas_
en germinacién es desconocido. BMuchos niveles de control —
son posibles, por ejemplo: exposicidén del molde por las hig
tonas, la amctividad de la ENA polimerasa, la disponibilidad
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del. sustrato, el procesamiento del RNA( particularmente del
RNAm y RNAr) pero por el momento no existe evidenciz que -
sustancie la operacidén de alguno de ellos durante la germi-

nacidn.

C) Sintesis de DNA y Divisidn celular.-

Ia divisidén celular cesa en una etapa relativamente -~
temprana del desarrollo de las semillus de chfchero y fri—--
jol. E1 embridén crece entonces, por expansién celular unica
mente, aunque la sintesis de DNA pucde continuar para que -
las células del cotileddn logren la poliploidia con niveles
de DNA de 8-64C (MMntz, 1982).

Ie sfntesis de protefnes y RNA se reinician tan rdpido
como los tejidos empiezan a ser imbibidos, pero le sfntesis
de DNA comienza después. En ejes embrionarios de trigo la -
sfntesis de la enzima DNA polimerasa es evidentemente un —-—
prerrequisito para la sfntesis de DRA(Mory y cols, 1975).
En embriones de trigoycenteno la incorporacién de +timidina
tritiada, comienza 5 horas después de iniciada l1la imbibi~—
cién, pero en algodén y frijol comienza ain después.

Ia expansidén de la radfcula en la semilla, ocurre ini-
cialmente por elongacidén celular, y su salida subsecuente a
través de la cublierta de 1la semilla podrd o no estar acompz
fiada por la divisidén celular(4).

Durante l1a mitosis en las radfculas de semillas de ce-—
bolla (Allium cepa) en germinacidén los ndcleos crecen de unm
didmetro de 2proximadamente 7mm hasta mds del doble.

Ia sfntesis de DNA comienza antes de la divisidn celu—
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lar mitStica, ocarriendo la primera cumsndo la longiitud de —
la rafz ha alcanzado 1.4 rm ( ¥ los ndcleos 15 pn de didme-
tro ), rero la segunda no es evidente hamta que las rafces_
han alcanzado una longitud mfnima de 2.8 mm. tre la sfnte
2is de DNRA y 12 mitosis existe un interludio de aproximada-
mente S horas. Se han hecho observaciones similares en Qe
tras semillas aunque el inilcio de la sIntesis de DNA en di-
ferentes tejidos de una semilla en germinacidn puede ser —
miy wvariable, por ejemplo en ejes embrionarios de Zee mays-
la sintesis de INA o3 detectada,primero en l1a punta de la -
rafz, la coleorriza ¥y el nodo eascutelar, despuds en la rmfz
¥ finalmente en el mesocotilo, dpice del tallo y en las ho-
Jas (4).

Se sabe poco acerca de la regulacién de lz sfntesis de
DNA y la razén por la cual se retarda hasta las instancias_
terminales de la germinacidén y/o etapas tempranas del creci
miento.

Se ha considerado la posibilidad de que la disponibili
dad de los precursores de los desoxirribonucledsidos trifos
fato juegan un papel importante(porque no se encuentran en_
la semilla seca), o la disponibilidad de las enzimas que —
los procesan hasta DNA o ambos.

Ia timidina debe ser convertida primero a su trifosfa-
to(PTP) antes de su incorporacidén como desoxirribonucledti-
Ao (dPTP) a la molécula de DNA.

Dos enzimas deben hacerse presentes para que le timidi
na sea utilizada: 1) la timidina cinasa pars la fosforils—-
cidén de 1la timidina y 2) la DNA polimerasa para la inser——
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eién de loa desoxirribonucledtidos al molde i TNTA.

Lx actl
vidad de la timidina cinasa es muy baja en embiionen scsos
de trigo, pero considerablemente elevada a las 36 horas de_
iniciada l2 germinacidén(el mecanismo cindtico de su zumento
de actividad a través del tiempo se desconoce)(4).

Ia enzima esta formadas por dos componentes(P y T), y -
amnbo= son requeridos para su actividad. Fan embriones de ma—~
Iz el componente T(pero mo el P) estf ausente durante las -
pPrimeras 36 horas de imbibicidn, y 2 partir de 2qguf sumenta
su actividad(4). Es posible, entonces, que la timidina cing
sa( ¥y quizd tanbién las cinasas para otros desoxirribonu——-
cledtidos) limite la sfntesis de DNA durante las etapas que
suceden a la imbibicidn restringiendo lz utilizacidén de la_
poza de precursores; Pero taxblén los niveles de DNA polime
rasa pueden ser un facitor de control, y& que la actividad -
de esta enzima es generalmente bajae en las semillas secas y
aumenta poco antes de que la germinacién llegue a t8rmino -
(4). En otras semillas(por ejemplo chfcharo), dicha enzima_
no parece ser un factor limitante, durante el perlodo mte—
rior al inicio de l= sfntesis de INA. Una tercerz enzimes, -
la mbonucledsido reductase( que convierte ribonucledtidos_
en desoxirribvonucledtidos), aumenta mu sctividad en semli——-
llas de Vicia faba coincidentemente con una sintesis incre-
mentada de DNA; en embriomnes de trigo, sin embargo, eato no
sucede (4). Actualmente, entonces, no puede invocarse & una
enzima o a un evento en particular como el responsable del_
control o limitacidén de la sIntesis del DNA(Podrd variar de
especie a especle, o, simplemente, no existe un solo punto_

de control sino wvarios)(4).
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Para une sfintesis exitosa de DNA se requieren un gran
mirnero de factores y enzimas por ejemplo, protefnas desen——
rolladoras, girasas, RNA polimerasas, INAsa y primasas, etc,
¥ los estudios =obre ellos estdn zuin por iniciarse en semi-
11as(4).

En los tejidos de reservs en los cuales no se presenta
1z divisién celular los niveles de DNA pueden 4 no cambiar_
despuds de le 3imbibicidén. En algunos por ejemplo: Chfcharo_
silvestre(Pisum arvense), los niveles de DNA permesnecen ——-—

constantes durante y despuéds de la germinscidén del eje y —-

luego declinan conforme se inicia 1z senescencia. En otros,

por ejemplo cotiledones de cacazhuate, los niveles de DNA se

duplican entre los siete y diez dfas despuds de la imbibie-—
eidn y despuds declinan durante los dfas siguientes. Parte
del incremento puede deberse a la sfntesis de DNA plastfdi-
éo o mitocondrial, sunque este corresponde tan solo al 1-2%
del DNA totel. Asf, puede afirmarse gue la mayor parte de -
la sfntesis de DNA es muy probablemente de orxrigen nuclear y
podrfa deberse & una amplificacién de genes parz onzimas ——

involucradas en la degradacidn de reservas; debe decirse,
sin embargo gque no existe evidencia alguna que apoye esta —

posibilidad (4).

1.4.- FPactores que pueden afectar la viabilidad y el ~

vigor de los sgsemillas.(Iongevided de las semillas).
Una semilla que no germina cuando se le proporcionan 2

sua y ambiente adecuados para =su reac‘t:lvaeidn, ha perdido =

viablilidad. la pérdide de vwiasbilidad de semillas en estado_
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z través

saco os un hecho que se refleja en la gexminacidn
-

de un vigor y un porcentaJe de germinacidn disnminuidos,
rante el perfodo en que la semilla permanec¢e geca, se llew—-
van a cabo ca.mbiosdientos en las células vivas, gue dan co-
mo resultado una pérdida de vigor y viabilidad del embridn,
que ’se dice que son efectos del envejecimiento de la semi--~

l1lla.
Los factores que influyen sobre la longevidad de las -

semillas en el almacenamiento son: la temperatura, lz nune—
dad y lz presidén de oxfgeno. En general a menor temperaturs

¥ umedad es mayor el perfodo de viabilidad de la sewmilla y

para muchas especies a mayor presidn de oxfgeno es menor el

perfodo de viabilidad(2).

Relacidén entre la pérdida de viadbilidad y el ambiente_

de slmacenamiento:

1.~ Por 1% de disminucidn en el contenido de Imedad -
de la semilla, la vida(en zlmacenamiento) de la semilla se_
duplica, (segin Roberts es por cada 2% de decremento de kumg

da=d) (2).
2.~ Por cada S5.6% de decremento de lz temperaturs de -

almacenamiento de la semillsa, la vida en aslmacenamiento se__

duplica.
3.~ Ia sumas aritméstica de

cantaje de humedad relativa de
der de 100 y la +temperatura no

la temperatura(®F) y el por-
almecenamiento no debe exce—~
debe exceder la mitad de la

suma.(2).

Ias semillas son bastante resistentes a condieciones ex
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ternas extremas, siempre y cuando estén en estado de deseca
cién y como resultado de &ste, conservan fniegra su capaci-—
dad de germinar.

El tiempo que l= semilla se conserve viable depende de
su informzeidén genética y de las condiciones de almacena——
miento. En general la viabilided se conserva mejor bajo con
diciones en que la actividad metabdlica de las semilles es—
té mds reducida: baja temperaturas y elevada concentrzcidén -~
de (;‘02-

Los factores ambientales tienen un efecto decisivo en_
1z duracidén de la vida de le semilla; estos determinardn si
la semilla se conserva viable durante el perfodo fijado ge-
néticamente o bien plerde viabilidad en un tiempo m4ds corto

Los tratamientos a los que estd sometida l= semilla du
rante la cosecha y postecosecha afectan y dan lugar a la pér
dida de viabilidad.Ios daflos mecdnicos durante la cosecha -
pueden reducir considerablemente la wviabilidad de algunsas =
semillas que son nds susceptibles, otras como el arrez y -—-—
trigo son mds resistentes. Ias semillas esféricas y peque—-—
fins tienden a2 estar m#s protegidas al dafio durante la cose-
cha que aquéllas semillas slargadas o de form= irregular.
Durante el almacenamiento, las zonas dafindas o perforadas -
de las semillas sirvern como centro de infecciones y provome
can un envejecimiento zcelerado. Esto tamblén promueve el -
debilitamiento y muerte temprazna de los tejidos vecinos nor
males. Temperaturas elevadas durante el secado o bien un sg

cado may rdpido o excesivo puede reducir la viabilidad €34)

(68)-
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l.5.- Caracterfsticas de las semillas con bzjos vorcen-

tajes de viabilidad.
Ins semlllas con bajos porcentajes de viebilidaed rmes—

tran fallas en el acoplamiento respiratorio, pérdida de la_
actividad de algunas enzimas tales como las deshidrogenasas
(Iakon, 1949) y las transferasas dependientes de CTP(Ro=——
berts y Osborne, 1973; Dell' Agquilla y cols, 1976; Braey y -
Chow, 1976a), desensamblaje de ribosomas(Bray y Chow, 1976b;
Roberts y cols, 1973) y pérdida de RNA poliadenilado, ade—-
méds gse ha demostrado que & nivel transcripcional la sfnte—-—
sis de todes las clases de RNA estf deterioreda y el proce-
samiento de precursores de RNA ribosomal & RNA ribosomal ma
duros se demora(cebada: Van Onckelen y cols, 1974; centeno:
Sen y Osborne, 1977; ejes embrionarios de Chfcharo: Bray y_
Dasgupte, 1976).

Ia pérdida de visbilidad se haya tanbién asociada con_
un descenso drdstico en la actividad de sfntesis de protef-
nas, que puede atribuirse a degradacidén de HTAn y reduccién
de 1la actividad del factor de elongacidén E FP-l(eucaryotic o
longation factor 1)(Peumans y Carlier, 1981).

1.6.- Integridad del DHA en semillas secas y su rela——
eién con la baja wvigbilidad.

Cuando una lesidén producida al DNA de senillas se con-

vierte en una matacidn, esta es reflejada por una serie de__
varisciones morfoldgicas en las plantas orlginadas por es—
tas semillas. Estas alteraclones hen sido detectadas econ —-

frecuencia en plantas de semillas que han 3ido almacenadas_
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en estado seco por tiempo prolongado, en relacidén con aguew~
llas originadas por semillas recién cosechadas, como lo re-
portd De Vries desde 1901.

Chezh y Osborne(l978) emcontraron que tanto el enveje—
cimiento natural como la irradimcién de semillas con rayos_
gazma, produce un Incremento en 1a fragmentacién del DNA. E
l1los analizaron por zutorradiograffa-despuds de cuantificar
ia incorporecidn de 3H—dcT? a cortes en el DNA de los nu——
cleos de embriones de centeno en presencia de 3I*'-OH-desoxi-
nucleotidil transferasa de timo de termera;~ el alto nUmero_
de fragmentos de cadena sencilla detectables en el DNA nuw--—
clear en preparaciones fijas de secclones de embriones de -~
senillas de un largo perfodo de almacenamiento, cuya capaci
dad de germinacién corresponde a 0%.

Tanbién realizaron preparaciones de embriones frescos,
con un 95% de germinacién y de embriones con una capacidad_
de gerninacidén del 95%, después de haber sido irradiadas(Res
diaciones gawmma - SOKR) en estado seco.

Tas diferencias en la integridad del DNA se pueden de-
mostrar también por tdcenicas electroforéticas. Ilos resulta-
dos obtenidos mostraron que el DNA de los embriones con una
capacidad de germinacién del 95% fue predominantemente de -
elevado peso nmolecular, con solo unos cuantos fragmgntos de
bajo peso molecular, mientras que una gran proporcidn de &gz
tos Yltimo=s fueron detectados en el DNA de semillas no wvia-—
bles.

Una observacidén de gran interés es el hecho de gue e—~-
xiste un incremento en la degradacién del INA, cuando los -~

embriones no viables son imbibidos en agua durante 18 horas
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antes del aislamiento de los nucleos.

Un andlisls en el densitémetro de Feulgen do prepara—
ciocnes de embriones , muestra que la cantidad total de DNA_
por ndcleo no varfa durante las horas de imbibicidn; enton—~
ces 1la fregmentacidn progresiva del DNA con el tiempo, es -~
atribuible a una contfnua actividad de endodesoxirribonucle
asas asociadas a la cromatina.

En semlllas, durante la maduracidn del embridn la frag
mentacidén del DNA nuclear y la activacidén de las DNAsas ocu
rre in vivo. Esta disminucidén de la integridad del DNA pue-
de ser la fuente de las aberraciones y el daiio observado en
la transcripeidén, cuando las semillas da baja viabilidad ~-
germinan(Cheah y Osbome, 1978). Investigaciones en semiw—
llas de chfcharo, haba y cebada, tratadas con Bumedad y tem
peratura en diferentes rangos,han mosirado pérdida de la =~
viabilidad de las semillas en diferentes grados y acumula-
cién de aberraciones cromosémicas duresnte las bprimeras divi
siones de los meristemos de las rafces,siendo durante la a-
nafase mds fdcil observar el dafio causado a los cromosomas.

De Vries (1901) fue el primero em relacionar los bajos
porcentajes de germinacién de las semillas de baja viabili-

dad de QOenothera lamarckiana ocon el gran numero de altera-

ciones fenotfpicas de las plantas y con los cambios en el -

DRA.
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l.7.- Evidencia de la reparacidén del DNA en semlllas

de Plantas superiores.
Se han encontrado evidencias de que,tantoc en semillas_

viejas como en aguélles gue han sido cosechadas recientemen

te se lleva 2 cabo un proceso reparztivo del DNA durante 1la

germinacidn temprana, previo a la replicacidén de esta macro

molécula, el cual se refleja como un sumento en la incorpo-

timidina tritiada dentro del DNA sintetizado en u
Esto sucede en semillas de diferen-

racidén de

na fase no replicativa.
Zstos resultados son avn mds claros cuando

tes especies.
las semillas hen sido irrasdiadas o trztadas con agentes ~—-—

qufmicos mutagénicos(Soyfer y Ciemenis, 1974; Yemaguchi y -

Naito, 1975).
Yory (1972) sugiere gue existe una fase de activacién -
de los procesos bioqufmicos relacionados con la sfntesis de

DNA ¥ que estos procesos incluyen: eliminacién de los posi-

bles inhibidores; sfntesis y/o activacidén de enzimas parti-

cipantes, tanto en la replicacidénm del XA como en el proce-—

so de reparacidn, que proporcione un molde activo y eficien

te.

Tanc y Yemaguchi(1977) sefinlen en su estudio del DNA -
de micleos aislados de embriones irradiados qué, é&ste sufre
un cambio que va desde predominancia de IINA de bajo peso mo
lecular en general, a un peso molecular mayor durante el pe
rfodo prerreplicativo del DRA, indicando que debe occurrir -
un proceso de reparacién de las rupturas sufridas en el DNA
antes del estado replicativo.

Resultados similares han sido obtenidos por Villiers y

Edgecumbe(1975) en semillas secas de lechuga que fueron i—-—
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rradisdas y después gometidas a Imbibicidén, sin que <Estas -~

llegaran 8 germinar.
Osborme y colaboradores (1984) en su estudio sobre se-
millas de centeno, indican que ls sntesis temprzna de DRA_

no replicativa, ocurre de manera normal tanto en embriones_

frescos con un 95% de germinacidn como en embriones de semi

1las envejecidas con un 52% de germinacidn, siendo inicial

mente esta sintesis significativamente alta.
Veleminsky y Gichner (1978) sefialan que los embriones_

de semillas poseen un sistema reparativo activo del DNA.
Cuando el DNA de semillas secas ha sido dafiado por agentes

ffsicos o guimicos, los sistemas de reparacidn actifan sdélo

cuando los embriones han sido rehidratadose.
En tellidos hidratados de plantas superdores y activos__
los mecanismos de reparacidn parecen estar

metabédlicamentea,
en protoplastos de za=-

en contfnua operacidén , por ejemplo:
nahoria expuestos a radiacidén gamma, la reparacién de frag-
mentos. de cadena sgencilla en el DNA analizados por gradien-~

te alcalino de sacarcoss, muestran que el 50% del dailo causag

Qo en una de lam cadenass del DNA, es reparado en solo 5 min

¥ 1le reparacidn total de la molécula de DNA se alcanza des-

de una hora (Howland y cols, 1375).

puds
Qué el mecanismo de reparacidn no es totalmente efecti

vo en msaemillas wiejas se hace evidente dado el alto nivel -

de aberraciones cromosdmicas observadas en plantas de mafz
durante la germinacidén y del gran nimero de anormalidades -

presentes en las plantas originadas de estas semillas. Una
vez que les mutaciones pasan a lfnea germinal, se convier-—
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ten en mutaciones heredables.

Por otrae parte, loas rompimientos pueden ocurrir en si-
tios prdéximos en una de las cadenas del DINA de semillas vie
jas, el dafio entonces puede sSer considerado de manera dife-
rente a2l dafio que provoca el rompimiento de las dos cadenas.
Esto, asociado a la actividad de ligasa afectada, aumenta -
la probabilidad de que ocurra unza matacidng mientras que el

dafio 2 cadena sencilla puede repararse con mayor fidelidad__
¥ menor riesgo a la ocurrencia de errcores. Cortes cercanos_
producidos en cadenas opuestas, pueden conducir a lesliones_
letales o 2 la posibilidad de que la reparacidén ocurra errd
neamente (Osborne, 1982).

Puede entonces concluirse, gue al no detectarse proce-
so sintético en semillas secas, cualquler dafio o lesidn al_
DNA que se acumula durante el estado seco requerixrd de una_
reactivacién de procesos reparativos durante la imbibicidn,
antes de poder iniciar el proceso de replicacidn.

Ia efectividad y fidelidad del proceso reparative de——
panderd emtonces de que tan funclomagles se encuentran las -

zimas reparativas y de la integridad general de la molécu

la de DNA.

1.8.-~ Antecedentes inmediatos del presente trabajo.
de Iourdes (1984) em su tesis de 1i--—

Miranda Ham, Ma.
cenciatura reportéd que durante la pérdida de viabilidad de

ejes embrionarios de mafz(var. Chalguefioc) se presenta frag—-

mentacidn del DNA.
Exias%te semejanza en cuasnto a la falta de integridad --—
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del material genético entre los ejes embriorarics ds semi-—
1las de baja wviabllidad y los sejes embrionarios dafimdos ——
con Inz ultraviocleta. Se demostré tambiémn que hay un inecre
mento en la sinfesis temprana de DNA en ejes embrionarios —
dafiados con luz ultravioleta. Estas observaciones sugieren_
que antes de iniciarse la replicacién del INA, debe presen-~
tarseuun proceso reparativo de &ate durmante las primerms ho
ras de la imbibicidn lo cual permmite que la germinacién pue
da llegar a su té8rmino.

Garcfa Rendén, M. (1985) reportd, en su tesis de licen
ciatura, que al tratar con temperaturas y/0 humedad altas —
semillas de maf¥z chalgueiio se produce deterioro en ellas, -
lo gque se refleja en tma disminucién de la viabililidad y ca-—
pacidad de crecimliento de las mismas y parece estar relacio
nado con la integridad del INA. Otro hallazgo importante re
lacionado con la integridad del DNA, es el hecho de que en_
semillas tratadas 2 afas a 60°C y 6 dfas 2 40°C con humedad
saturante se presenta una cafda considerable en la incorpory
cién de material radiactivo(BH—timidina) desde lags primeras
horas de 1la germlnacién, estos datos sugieren que ha sido -
afectado sensiblemente el aparato de sIntesis del DNA duran
4te los tratamientos dados a las semillas, y el proceso de -
reparacién del dafio a esta macromolécula también =me ve afeg
tado durante lss primeras horas( 15 horas ) de la germina——
cidn.

Muro Rico, Marcela (1986), reportd en su tesis de liee
cenciatura que al someter semillas de mafz a tratamientos -
drdaticos de tenperatura y/0 humedad, se provoca deterloro_

en &stas el cual se manifiesta en la incapacidad de sintetd
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zar RNA y protefnas en las primeras 15 horas de la germina-
cibn.

Vdzquez Ramos, E.T. (1986), en su tesis de licenciatu-—
ra demostrS que la DNRA polimerasa de ejes embrionarios de -~
semillas de mafz (var. Chalguefio) es 14bil ante los trata-—-—
mientos de temperatura y/o humedad a que fueron sometidas
estas semillas.Sin embargo, no pudo correlacionar esta cel
da de la actividad de la DNA polimerasa con la viabilidad -
de las semillas, ye que dicha actividad se recuperaba gra--—
dualmente conforme evanza el tiempo de imbibicidén(l5 horas_
o méfs). Ademds, existen otros tratamientos(como los rayos_
garma) que bajan la viabilidad pero no afectan la actividad
de la enzima.

Osborne y colaboradores (1980-81) han encontrado qué a
mayores dosis de irradiacidn aplicada a los embriones secos
de centeno, lom Indices de incorporacidén de 3HAmetil—timi—
dina al DNA durante las primeres horas de imbibicién son -—-
también mayores(esto-es, durante el perfodo previo 2 la sfn
tesis replicativa).

A resultados simileres llegaron Vdzquez Ramos, J.M. ¥y_
Osborne, D.J. (1986). Ellos encontraron que los ejes embriop
nerios de cemnteno irradiados e imbibidos durante 50 minutos
mostraron un patrén de sfntesis de DNA al que ellos 1lame——
ron de tipo "reparativo™ , después de anslizar el DNA sinte
tizado y marcado mediante cromatograffa en END-celulosa. I~
gualmente encontraron que ejes embrionarios de centeno de -
alta viabilidad y no irradiados presentaron un patrén de -—-

sfntesis 21 que llamaron de tipo "replicativo”", el cual se

presenté después de l1las 8 horas de imbibicidn, y, por Wl——
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ﬁimé observaron que ejes embrionarios de centeno no irradig
dos de baja viabilidad, durante las primeras dos horas de -~
imbibicidn, presentaron un patrdn de sfntesis diferente (no
encaslllable) a los patrones de sfntesis netamente "repara-
tivo™ 8 "replicativo".

En estudios realizados con ejes embrionarios de mefz,
Zarafn Herzberg y cols. encontraron que ejes embrionarios -
« -irradiados, imbibidos por tres horas, mosiraban un pa--—-—
trén de sfntesis de DNA de tipo'reparativo"(despuds de rea-
lizar el andlisis del DNA marcado isotSpicamente por croma-
tograffa en BND-celulosa); el patrén de sfntesis presentado
por ajes embrionarios de semillas de alta viabilidad(con——
trol), durante las primeres horas de la germinacién(0-6 h)
mostrd patrones de sfntesis que no pudieron clasificarse -
como de tipo "tipo reparativo"™ & de "tipo replicativo”. A~
simismo, los patrones de sfntesis de DNA presentados por e-
Jos embrionarios de semillas de alta viabilidad(control) im
bibidos durante 9-15 horas, correspondieron a aquéllos de -
tipo "replicativo™.

Ios eJes embrionarios de mafz  -irradiados imdbibidos_
pox 15 h, muestran una cafda dramftica en la incorporacidn_
de desoxiadenosina tritiada (lo cual indica que el dafio oca
sionado es irreversibdle).

Un dato sorprendente, es gque la adicidn de citocininas
al medlo de imbibicidén de ejes irradiados y no irradizdos -
(control) estimula notablemente la sfntesis de tipo"repara-
+tivo"™; de hecho, en ejes embrionarios control la citocinina
define totalmente el tipo de sfntesis que se estd 1levando_

a eabo en el perfods temvrano (0-6 h), como una sfntesis de
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tipo "reparativo®.

En base a los antecedentes descritos y, pensando gue -
la reparacién del DNA, debe ser un proceso fisioldgico que se
presenta en forma hebitual durante las etapas tempranas de__
la zerminacidn de semillas de alta viabilidad y de aquellas
semillas de baja viabilidad o deterioradas; nos abocemos a_
intentar detectar este proceso en ndcleos de ejes embriona-
rios de semlillas de mafz deterioradas artifiacialmente me-——
diente trateminetos de calor y/o humedad, en los cuales sa-—

vemos que el DITA se encuentra dafiado.

1.9.- HIPOTESIS DE TRABAJO.=~

"Conforze a la evidencia presentada anteriormente,
que indica la presencia de un DNA de bajo peso molecular en
que serd posible detec—-

senillas deterioradas, postulamos:
tar procesos de reparacidén de la molécula de DNA en ejes —-—

embrionarios de semillas deterioradas con calor y/o humedad
sometidos a imbibicidén durante perfodos cortos (0-15 h). Es
tod procesos de reparacidén serdm detectados como um incre—-
mento en el peso molecular del DNA procedente de las semi-——

llas, sesin avanza el tlempo de incubacidén. ™

1.10.~ OBJETIVOS.~
l.)e~ Determinar quéd sucede con el peso molecular del_

DNA de ejes embrionarios de mafz(de semillas deterioradas -
mediante calor y/o humedad), después de Ser scmetidos a di

ferentes perfodos de imbibicién( Oh, 3h, 6h, y 15h), anali-
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zando 4ste mediante las técnicas de : gradiente alcalino -
de sacarvsa y la electroforesis en gel de 8ge.rosa;

2).-~ Correlacionar los resaoltados obtenidos con un po-
aible proceso de reparacidn del INA gue se lleva a efecto,=-
como lo sugieren otros resultados experimentales.
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IT
MATERTALES Y METODOS

A) N¥aterial bioldzico.-
Se utilizaron las semillas de mafz variedad "Chalquefio]
las cuales fuercn proporcionadas por "PRONASE" (ProdQuotors_

Nacional de Semillas de 1la SARH), el lote empleado posefa -

una viabilidad de aproximadamente 95%.

B) Soluciones Yy sustancias empleadas.

le= Solucidén Amortiguadora para la homogenizacidn de -~

los ejas embrionarios de mafz (Buffer "C%, segdn Osborme y_

cols).

Tris pE= T.4 15 =M
B~MNoercaptoetanol 15 =M
EKC1 10 mx
RaCl 15 mM
Espermina 0.15 mm
Espermidina 0.5 mM
Sacarosa 0.3 M

2.~ Solucidén Amortiguadora alcalina para gradiente de_

INA.
NaOHR 0.3 X
NaCl 0.7 M
EDTA 10.0 mM
PH = 13 8 auperior.

3~ Solucidén amortiguadora neoutra para gradlente de ——
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RNA.
Nacl 0.1 M
Trds pH= 7.5 10.0 mIs
EDTA 10.0 mnt

4. = Solucidn amoritignradore para lisar los nudcleos.

NaCl O.4 M

EDTA 10.0 mht

RaOH 0.15 u
Sarkosyl 1%

PH = 13 6 superior.

5.~ Soluecidén amortiguadora para lg imbibicidén de los e

Jes embrionarios.

KCcl 50 mM
MeCl, 10 mM
Tris-HC1 (pH= 7.6) 50 m¥
Sacarosa 2%
Cloranfenicol . 10 pg/m1

(Esta solucién debe ser esgtéril).

6.= Soluciones de sacarosa.

Para DNA:
6.1l.~ Sacarvsa sl 80% disuelta emn solucidn amortiguado

ra pare gradiente(2) & en agus desionizads.
6.2.~ Sacarosa al 20% disuelts en solucién amortiguadg

re para gradiente (2), mds Sarkosyl al O.1%.
6.3.~ Sacarosa al 5% disuelte en solucién amortiguado-—

re alealina para gradiente (2), méds Sarkosyl a2l 0.1%.
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6.4.= Sacarose al 1% disueltz en solucidn anmortisusde

ra neutra para gradiente (pHE= 7.5), nds Sarkosyl a1 O.1%.
Para RlA:
6.5.~ Sacarosa al 20% en solueidén amortiguadora neutra
para gradiente: pH= 7.5, mds Sarkosyl al 0.1l%.
6.6.— Sacarosa al 5% disuelta en solucién esmortiguado-
ra neutra para gradiente, pH= 7.5, mfs Sarkosyl al O.1%.
7.~ Acido tricloroacé&tico a2l 153 (TCa 15%).

8.- Albvmina séricea bovina (BSA), 0.1 mg/ml.

9.~ Acido perclérico a2l 15% (PCA =21 15%).

C) Mé&todos.-

l,~ Trateamientos corn calor y bumedad.

50 a 60 semillas de mafz se colocaron en cajas Petri -
de tamafio estdndar, y se sometieron a los siguientes trata-
mientos: '

a) Dos afas a 60°C (calor seco) en una estufa con tem-
peratura regulada.

b) Seis dfes a 40°C en una atmésfera saturada de hume-
dad(100% de humedad relativa), igualmente en una egtufa de_
temperatura regulada. Ia atmésferzs saturaente se logrd en u-
na charola de pldstico heméticamente cerrada con una pe——
queila cantidad de agua adiclionada de azida de Sodio gue es_
un inhibidor del crecimiento de hongos.
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2.= Obtencidn de los ejes embrionarios.

Ios ejes embrionarios fueron extrafdos manualmente. Sg
lo se utilizaron ejes fntegros en aguellos experimentos que
requirieron de imbibicidén; para experimentos de O horas de_
imbibicidn(ejos no imbibidos) se utilizaron ejes Integros y
ejes rotos.

Se utilizaron 45 ejes embrionarios en promedio para ca
da gradiente y extraccidén de INA para electroforesis.

Ie extrzccidn de los ejes embrionarios, se realizé ha-
bitualmente wun d¥z zntes o el mismo d¥fa del experimento; -
los ejes exbrionarios extrafdos con mayor antelacidén se man

tuvieron en un desecador a 4°C.

3.= Técnica de imbibicién de ejes embrionarios.’

45 ejes embrionarios Tntegroa (de cada uno de los tra-
tamientos mencionados en 1) se colocaron entre dos discos -

de papel filtro Whatmen { #1 & #2) dentro de un vial de vi-
drio con tapdn de rosca; los ejes deben quedar perfectamen—
te inmovilizados entre ambos discos de papel por lo que con
unas pinzas se presiona suavemente el cfrculo superior de -
papel filiro contra los ejes embrionarios; a continuacién -
se afiadieron 400 il de soluciédn smortiguadora j:ara imbibie——
cién( B. # 5 ), & ejes que se incubaron 3 horas y 600 nl a_
ejes cuyo tiempo de imbibicidén fue de 6 horas. Ia incuba-—-
cidén se llevds a efecto en un bafic marfa con temperatura re-
gulada a 26-27°C(en obscuridad). Ro fueron necesarias condi
ciones estrictas de esterilidad, =6lo la solucidén amortigug

dora de imbibicidén, los vieles y los filtros debieron permg

necer estériles.
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Al finalizar el tiempo de incubecidn, los ejes embrio-
se procesaron de inmediato en todos los experimentos de gra
diente z2lcalino de sacarosa y agquéllos usados para el and
lisis por electroforesis, fueron congelsdos a -7o°c. hasta__
o u%0.

Ios tiempos de incubacién para todos los experimentos
3 ¥ 6 horas. Se efectdo un experimento de 15 ho-

fueron: O,

ras de incubacién, pero fué parz hacer un andlisis de DNA_

por electroforesis en gel de agarosa.

4.- Técnica de homoganizacidn de ejes embrionarios pa-

ra la obtencidn de micleos,
Tos ejes embrionarios incubados y no incubados(de cada
uno de los tratanmientos de calor y/o humedad), se sometie-

ron al siguiente proceso de homogenizacidén (Técnica de ——-

Cheah y Osborme, 1978).

En un mortero preenfriado a 2°c, ¥ con ayuda de un man
go (tembién preenfriado) se macerd suavemente la totalidad -
de ejes embrionarios con 2 ml de solucién amortiguadora de_
homogenizacidén ( Buffer "C"= seccidén B #1), el homogenizado
se filtré a través de 3 capas de papel miracloth(con ayuda_
de vacfo y a2 4°C), los residuos del mortero se lavaron tres
veces con 2 ml de solucién amortiguadora de homogenizacldén_
( seceidn B # 1), filtrdndose cada lavado y finalmente, =o-
bre el papel mirzcloth se lavd el residdo con otros 2 ml de
la misma solucidén(seccidén B # 1}; al filtrado se le afia——
dié Tritén X-100 hasta una concentracién final de 0.05%( a_
partir de un stock al 10£). Se sedimentaron los micleos a —
625 X g por 6 mimitos( 2000 rpm en una centrffuga refrigera—
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da MSE). El1 sedimento {(que contlene los ndcleos) =e resus——
pandié en. 0.2 ml de solucién amortiguadors pars homogeniza-
cién( meccidén B, #1) para la extraccién y andlisis del DNA_
por electroforesis en geles de agarvsa, ¥y en 0.5 ml de 1la -
misma solucidén cuando fue empleads para gradiente alecalino_

de sacarosa

 Se= Técnica del gradiente zlcalino de sg._caroggj.

Despuds de modificar varies ocasiones la técnica del -
gradiente alcalino de sacarosa, para adecuarloc a2 los propd-
sitoms de este proyecto, se llegéd a estadblecer el gradiente_

que se describe a continmracidén:

e J.5 ml de suspensidn de nidcleos
0.5 ml de solucidén—1 .5 ml de solucidn de sacarosa—
. ‘de lisis al 1%.
6.4 ml de un gra/
diente alcalino de 5 ml de smacarosa alcalina al 80%
sacarosa 5-20%

Easte tipo de gradiente presentd varias wventajas; los -
ndcleos se lisaron "in situ" (modificacién reportada por —-
Yamada y cols, 1985), lo cual elimine las maznipulaciones —-=
que conlleva efectuar la lisis de &stos en un tubo de ensa-
y0o ¥ la transferencia del DNA liberado sobre el tope del -~
gradiente (se pueden producir rupturas o cortes emn el DRA -
al azar, wvariando asf su Fu). Otra ventaja consistid en que

nos pernitid obtener un ndmero reducido de fracciones, lo_
cual, hizo menos tardada la determinacidn coloxrinédtrica —
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del DNA. Por dltimo, la reduccidn que se efectio del volu——
men del gradiente permitid, que de acuerdo a las condicig—~-
nes preestablecidas de centrifugacidn, los picos de mayor -—
absoreidn & 595 mly 700 nm, no quedaran locallizados en e
fracciones muy cercanas al tope del gradiente.

Para hacer cada gradiente, en un t'u..ibo de polizldémero -
de 13 ml de capacilidad, se agregearon en estricto orden y con
sumo cuidado las siguientes soluciones:

a) 5 »l de una solucidén alcalina de sacarosa al 80% —-
(que sirve de colchdén) (seccidn B, # 6.1)

b) Sobre este colchdén se hace un gradiente alecalino de
sacarosa 5-20% de 6.4 ml de volumen,(seccidén B, # 6.2 ¥y 6.3).

¢) Sobre el gradiente se estratifica 0.5 ml deo solucidén
de lisim(seccidén B, # 4).

d) Sobre la solucién anterior se estratifican 0.5 ml -
de solucidén ds sacarosa neutra al 1%.(Seccidén B, # G.4)e

e) Sobre esta molucidn se estratifican 0.5 ml de la ==
suspensién de micleos( resuspendidos en B, # 1).

En cada sesidn de experimentos se reamalizaron 4 gradien
tes; uno para micleos de ejes embrionarios de semillaes cone~
trol y otros dos para aquéllos(miclecs) provenientes de se-
millas tratadas con calor seco(2 dfas a 60°c) ¥y con celor -
himedo(6 dfas a 40°C, 100% de humedad relativa), el cuarto_
zradiente, fue un gradiente neutro de sacarcsa para anali——

zar RNA ribosocmal total de Tripanosoma cruzi, este gradiente

fue nuestro control de centrifugacidén. Durznte la slabora-—-—
cién del presente gradiente se hicieron las siguientes modi

ficaclionas:

TIa sacarosa al 80% estaba disuelta en aguas desionizadsa.
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E1 volumen de muestra empleado fue mmcho mﬁ'e;wqueﬁo(-
60 pl) por ello se utilizé un volumen mayor de sacarosa al_
1%, para igualar los voldmenes totzles con los otros gradien
tes.

Ia centrifugaclidn de los grodientes ze realizf en unz_
cenirifugadors digital IEC expleando el rotor 628 de colum-—
pio, durante 12.5 horas, s 10,000 rpm(17,000 X g) y 10°C.—-
Inmediatamente después de finalizada la centrifugacidén los_
gradientes se fraccionaron, desde el fondo, con syuda de u-
na bombe peristdltica( liarca Buchler ), a una velocidad de_
5 1/2; el gradiente pasé por la celda de un especirofotéme-
tro de U.V. (Uvicord IT, IKB instruments), cuyo detector es
tabe conectado a un graficador; este instrumento estaba do-
tado ademds, con un filtro de 260 nm(mdAximo de absorcidn en
dcidos nucleicos); la lecturz obtenida mediante el grafica-—
dor proporcionaba un perfil de absorcién del grediente que_
sirvié para corroborar alguno=s datos posteriormente. En el
caso del gradiente de RNA, la grdfica obtenida mostraba cla
ramente los "picos™ de las diferentes especies de HNA ribo-
somel presentes en la muestra, trabajo zadicional sobre la -
grdfica nos permitié obtener el mimerov de las fracciones en
que se localizé cada pico de cada especie de RNA. Si se trm
bajaba correctamente, los picos obtenidos eran completamen—
te reproducibles de experimento a experimento, por ello, es
te gradiente sirvié como control de centrifugacidén.

Se colectaron manuaimemnte 15 fracciones de 30 gotas ca
da una (+ 0.5 ml), separendo los primeros 5 ml en una probg
ta graduadz, los cuales correspondfan al colchdén de sacaro-—

sa al 80%.
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En cada fraccidn se l1llevd a efecto la determinacidn de
DNA por ol método de Giles y Myers (1965) el cual se detae-
1lla a continuacidn: :

-~ Preenfriar los tubos en hielo.

— Afiadir a cada fracecidn 50 ul de albumina sérica bovi
na (BSA) de concentracidn de 0.1 mg/ml.

= Afiadir a cada fraccidn 1 ml de TCA al 15%, =agitar cz
da tubo con un agitador mecdnico y dejar que continde la —
precipitacidn en £xrfo durante 15 minutos msds.

= Centrifugar cada a 3000 rpm durante 15 minutos en u
na centrffuga MSE refrigerada.

= Decantar el sobrenadante-.

~ Secar los tubos durante 15 minutos.

- Afindir a cada tubg 1 ml de TCA al 15%, agitar para -
reprecipitar cada fraccidn; agitar cada tubo con un agita
dor mecdnico. Dejar enfriar durante 15 minutoss

= Centrifugar, otra vez, a 3000 rpm durante 15 minutos
en una centrffuga MSE.

= Decantar el sobrenadante.

= Secar los tubo3 20 minutos en unza estufa a 60°¢c.

- A cada uno de los tuBos; ya secos, y a temperatura -
amblente, afiadir 1 ml de PCA (4cido perclérico) al 15%, agi
tar, tapar y calentar durante 30 minutos en un bafio Marfa &
+ 80%< :

« DeJjar enfriar hasta temperatura ambilente.

- A gregar a cada tubo 1 ml de difenilamina al 4% di--—
suelta en Hcido acédtico glaclal; agitar mecdnicamente hasta

homogenizacidn.
- Agregar a ceda tubo S0 ul de acetaldehfdeo a una con-—
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centracidén de 1.6 mg/ml ( en agua desiomizada).

-~ Incubar los tubos toda la noche,(bien tapados) a 30°C
en un bafio Marfa.

- Leer cada tubo contre un blanco de reactivos(Hclo4,
difenilamina en 4dcido acético y acetaldehfdo, manipulado de
igual forma que los problemas) a 595 nm y & 700 nm; calcu—-
lar la diferencia de absorcidén entre ambas longitudes de on

da respectivamente y graficar dicha diferencia contra el nd

mero de fraccidn.

6.~ Extracecidn del DNA.
De acuerdo & lo mencionado en el punto C, #3, a los n¥

cleos resuspendidos (de cada uno de los tratamientos) en -~
0.2 ml de solucién amortiguzadora de homogenizacidén, se les_
afiadié 0.8 ml de solucidén amortiguadora para lisis, se agi-
t8 suavemente, ¥y se colocd el tubo en la obacuridad durante
1-2 horas, al final de dicho tiempo, se le afiadié 5.0 ml de
solucidn amortigusdora de citratos (pH= 7.6, seccién B,#I3),
¥ se desproteinizdé le muestra una vez con una mezcla de —=—
cloroformo-alcohol isoamflico(24:1 v/v). Ia= protefnas que-
den en la fase orgdnica, por lo que la fase acuosa se seps-—
8 y se le afiadié 50 pl de proteinasa K (1 mg/ml) incubdndp
se durante 1.5 a 2 horas a 40°C.

Finalmente se dializé la muestra contra un litro de so

lucidn de diflieis( seccidn B, #13), pH= 7.6, durante toda__

la noche a 4°C.
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7.- Electroforesis dol INA en geles de agarost.-—

Se prepararon geles de agarosa al 1% disolviendo Sata__
en solucidn smortiguadora de electroforesis,(sececidn B, #12),
pH= 7.8, ya disuelta y a » 50°C se virtid en le cdmara ade-
cusda para ello, una vez seolidificado el gel se procedid a_
cargar czda pocito econ 30 il de c2da una de lam muestras= de

A { de los diferentes tienpos de incubacidn y tratamiene——

tos; siempre se hizo un gel por cada tiempo de incubsecidn -

con los diferemtes tratzmientos); ya& colocadas las maestras

se procedid s cubrir y & sumergir el gel en 'solucién amorti
guadora para electhiroforesias.

Se corrid l= electroforesis splicando un amperaje cons
tente de 60 mA durante 7 horas{condiciones estandarizadas).
Al finalizar el tiempoc de corride se szcé el gel de 1ia
cdmara y se tifif en una cdmers pura tineién, con uns solu-—-—

cién diluida de bromuro de etidio (10 ug/ml) durante 15-20__

minutos, 81 finalizar easte tiempo,

s6 observaron las boandas

de DA con ayuds de un transiluminador de luz U.V. Se proce

did despuésas a elimivar el exceso de bromaro de etidio del -~
gel con abundante ague desionizada para lograr el tono de -~

tincidén mids adecuzdo. Finalmente se fotografid el gel con -

pelfculse blenco ¥y negro, auxilisdndose con un filtro rojo pa

ra lograr un mayor contraste y resolucién en las fotografias.
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RESUL TADOS

En el presente estudlio so soretld a semillas de mafz-—
(variedad Chalqﬁ;ﬁéi e tratemientos deteriorantes de calor
¥/o humedad (60°C 2 dfas: calor seco; 40°C 6 dfas, 100% de_
hmedad: calor hdmedo;(y semillas no tratadas: semillas con
trol).

Ios ejes embrionarios de estas semillas fueron someti-
dos a un procedimiento de homogenizacidén pars separar los =
ndcleos y a continuacidn, se extrajo de &stos el DNA(por 2_
métodos diferentes) y por medio de dos metodologfas se ana-
lizaron en forma cuslitativa las varisciones er su peso mo-
lecular. '

Ios métodos empleados para analizar el peso molecular_
del INNA fueron: los gradientes alcalinos de sacarosa y la g

lectroforesis en geles de agarosa.

1)e= Montaje de 1la técnica del gradiente alcalino de -

sacarosa.
Se inicid la experimentacidn realizando la siguiente -

técnica del gradiente alcalino de sacarosa:

1 ml de ndcleos lisados™ durante por
lo menos 2 horas (en la obscuri

dad).

Tubo de po-
lialdmero
: — carosa 5-20%

®*Obtencidn de nbdcleos de
acuerdo & materizales y
métodos.

35 ml de un gradiente alcalino de s&a-
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Condicionss de centrifugacidn:

En un rotor Beckman SW 27, a 11,000 rpm durante 14.5 h
a 10°C en una uJ:?xgqentz-:!mga Beckman models I5-75.

Este procedimiento presentd las siguientes desventajas:

1)+.- Se necesitaban alrededor de 150 ejes embrionarios
por cada gradiente, cantidad miy grende s{ se toma en. consi
deracidn que el tiempo necesario para extraer cada eje eam~—
brionario es de varios minutos, y ademds los ejes embriong
rioms de semillas tratadas por 2 dfas a 60°C exan muy Lrdgi-~
les y me rompfan con frecuencia. Esto no pemitfa avanzar -
con rapidez, ya que, en cada sesidn de experinentacidn se__
debfa llevar a cabo la centrifugacidn de tres gradientes(lo
cusl da un total de 450 ejes embrionarios).

2).- De cade gradiente resulta una cantidad considera-
ble de fracciones, en cazda una de las cuales debe llevarse
a efecto la determinacidén colorirétrica del IHA.

3)e~ Ta lisis externa de los ncleos, sometfa 21 INA -
extrafde a manipulaciones mecdnicas que rodrfan variar sen-
siblemente su peso molecular.

Para tratar de superar estas desventajas, reslizzmos -~
las siguientes modificaciones a la técnica del gradiente al
calino de sacarosas

= Reduccidén del gradiente de 35 a IO ml.

- Iisis de los mfcleos dentro del Gradiente.

- Variscién de las condiclones de centrifugacidn.

(Se redujo asimismo el nUmero de ojes embriornarios re-
gqueridos para oada gradiente).

El gradiente resultante fue el siguiente:
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-7 ml cde suswensidn de micleos

0.7 m1 ée sacaross al 1%

Tubo de polia Q.7 ml de s id isi :
2 2 - ol
lémero de 1a e 1‘1);1:10:: de lisis (Sarko-
ml. N
10 ml1 de gradiente alcalin 3 &
(80-130 ejes 1o
carosa 5-2 -
embrionzarios) . 0.1%) -20F (Sarikonyl =1
| ————0.5 ml de sacarosa 80%

Condiciones: 11,000 rpm, 12.5 horas y 1o°c, en un ro—-—
tor SW 40 de Beckman.

Ie lisis de los ndcleos en el gradiente fue la respues
ta 2 los problemas de manipulacidn que plantaba lisarlos —-=
fuera de dste, ya que 1la integridad de la molécula de DNA —
podrfe ser modlificada sin control y, serfa diffcil tener la
certeza de la representatividad 6 validez de 103 resultados
obtenidos{(Yaxmada y cols, 19685).

El minero de ejes eabrionarios regueridosz, hacfa toda-—
via muy tardado el deszarrollo de los experimentos, por lo _
que se procedid a dismiruir el volumen del gradiente de w——
10 m1 & 6.4 ml (el mimero de ejes embrionarios requeridos -
para cada gradiente, disminmauyé a 40-50), usando el mismo ti
po de tubos (de polialfmeroc) el volumen fue sustituido por-_
un colchén de sacorosa alcalina al 80%.

E1l disefio finnl del gradiente, ol cual fue empleado —-—
para obtener todos los resultados que Se describen en este_

trabajo, 3e presenta en el apartado correspondiente en "ma-
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Perforar el tubo en el fondo para fraccionar los gra--—
no resulté viable, por 1o que se opt8 por colectarlos con =
la ayuda de una bomba periatdltica. El procedimiento se de~
talla en"materiales y m&todos®™.

2) e Ai’inaci..dn de la té&cnicz de difenilamina.

La sacarosa remanente en cada tubo despuds de la preci
pitacién con TCA 15% se carmmelizaba al someter las fraccig
nes a la kidrSlisis con PCA 8l 15%. Este fendmeno producfa
umn color amarillo—eefé que interferfa en forma total con 1la
lectura adecuada y confiable a 595 mm. Por tal motivo el ==
procedimiento fue modificado como se muestra en"materiales_

¥ métodos®,

3).~ Montaje de 1a técnice de electroforesis en zeles
de gggrosa.SEam analizay INA de safz).

Como se trataba de enalizar INA, se pretendid inicial-
mente realizar la electroforesis en ocondiciones aslcalinas -
(pH= 13). Dichas condiciones desnaturalizan totalmente la -
molécula de INA y estandarizan su movilidad electroforética,
lo cuzal permite resolver blem las bandas de INA en 1los ge——
les, ya que las principales ruptures que sufre &ste "in wvi-
vo" se producen en cadens sencilla.( Molecular Cloning, ——
Cold Spring Harbor Iaboratory, 1982).

Se extrajo el INA en forma gruesa, macerando 10 ejes
brionarios de semillas tratadas en diferentes condiciones -
de calor y/o humedad (2 dfas a 60°c; 6 dfas a 40°%, 100% de
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humedad relativa) y semillas control (imbibidas por diferen
tes tiempos: O h, 3 hy 6 h) con 1.2 ml de solucidn de homo
.genizacién (NaCl 0.15 M, EDTA O.1 M y SDS al 0.5%, a 4%C);~

a continuscién 1a suspensidn se incubd por lo menos 2 ho—
rAas con proteinasa K (50 nl de concentracidén 1 ng/ml), al -
finalizar el tiempo de incubacidén los restos de membranas -
se sedimemtaron en una microcentrfLfuga (10,000 rpm, 3 min);
voldmenes del sobrenadante (20 ul) se mezclaron con 10 pl =
de solncidén de carga(NaOH 50 m?, EDTA 1 mM, Ficoll: tipo =——
400 al 2.5%, Azul de Bromofenol al 0.025%).

Ios geles se prepararon con agarosa en concentracidén -
del 1%, disolviéndose 8sta,para evitar su hidrélisis, en n-—
na solucidén neutra:NaCl 50 mM, EDTA 1 mM. )

Ia scluclidén amortiguadora de electroforesis (NaOH 3IOmii,
EDTA 30 nml1), debe cubrir perfectamente el gol (t&cnice de -
geles sumergldos), 2 continuacidén se colocaron las mumestras
en los carriles correspondientes y se corrid el gel a 30 —
volts (Voltaje constante), durante 3 horas.

Se presentaron dos problemas:

o= Ia solueidn y el gel presentaban una elevada resis-—
tencia al paso de la corriente, lo cual disparaba el ampera
Je suministrado por la fnente de poder, s® producfa calentzn
miento y finalmente la deformacidén del gel.(Aunque se conta
ba con un sistema de enfriamientn).

«= Debido a que 165 voltajes aplicados mo eran muy =——-—
grandes, el INA no corrié lo suficiente( no se adentrd casi
en el gel), para darnos una ildea de su integridad en cada -

muestra.
Poara ataocar el problema, se decidid bajar el voltzje -
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(parz no disparar el amperaje) primero, y después, correr -
los geles & smperaje constante (50 mA), ademfAs me duplicé -
el tiempo de corrida. Se logré que las moléculas de INA se_
adentraran un poco nds en el gel, pero la deformecién del =
nismo siguidé presentdndoce frecuentemente. Considerando que
estas condiciones mlcalinas seguirfan sfectando nuestro tra
bajo, decidimos cambiar todas las soluciones por otras con_
PH menos alcalino; como las siguientes:

«=s Solucidén de electroforesis (Buffer TBE) : EDTA 1 mM,
Tris 20 mM, ajustar el pH con Zcido b8rico hasta 8.5.

«—s Soluecién de disolucién de agarosa; EDTA 1 mM, Tris
20 mlf, ajustar el pH hasta 7.5 con &cido bérico.

e=. Solucién cmortiguadora de llenado: Tris 10 mli, NeCl
15 m}, zzul de bromofenol 0.025%, Ficoll (tipo 400) &l 2,.5%,
PHE= T.S.

Estas soluciones modificaron ligeramente las condicip
nes de corrids, se pudo aumentar el voltaje hasta 25 volts_
(8=9 mA), ¥ el gel sufrid deformaciones esporfdicamente.
Por otro lado, en esta ocasidn se incluyd un tratanmiento —
previo con HNAsa durante la extracclén del IRA; al realizar
esto el DNA se observd muy degreadado, impidiendo gue se pu
dieran apreciar diferencias entre los DNAs extrefdos de ejes
enbrionzrios imbibidos por diferentes tiempos.

£= muy probable que el tratamiento con HNAsa y poste—
riormente con proteinasa K no fué efectivo para eliminar —-
completamente la actividad de nucleasas, por lo que el DNA__
sufrié una digestidén parcial por estas enzimas, ello expli-
ca el barrido observado en los geles. Esta situacidén impi——
dié obtener resultados objetivoe y concluyentea; Para solu
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clonar este problema se decidld extraer el INA y desprotei-
nizarlo de inmediato, qufmicamente primero y después median
te digestidn enz_imética con proteinasa K, asimismo se deci-

A18 cambiar de anortiguador y trabajar a un pH cercanc al -

neutro; estas condiciones modificaron en forma radical los_

resultados, elimindndose por completo la deformacidn del ——

&gel; estos procedimientos ase describen con detalle en mate—

riales y métodos.

4.- Eatrones de pesc molecular del I¥A obtenidos me~——

disnte gradientes alcelinos de sacaross.
En la figurs # 1 podemos observar el patrdn obtenido -~

al) anallizar por gradliente alcallno de sacarosa el WA de e-—
jes embrionarios no imbibidos ( O h de imbidbicidn) de semi-
llas sometlidas previamente a tratamientos de caler y/o me

dad( y su control ).
Puede observarse que el plco de mAdxima absorcidn parms_

INA de semillas tratadas 2 dfas a 60°C (calor seco) =e en—-

cuentr_a en la fraccidn # 13, tuy cercanco al tope del grae-—
1o cual indica que dicho DNA presenta unza aprecige-—

diente,
os superlor a la que presentam

ble cantidad de cortes, ¥
el IINA de semillas control({pico de mAxima absorcidn en la -~

fracoidn # 12) y ol de semillas tratadas 6 dfas a 40°C(pico
de mdxima absorcidén en la fraceldn # 10); aquf al parecer -
se presenta una incoherencia, ya que el DNA control presen-—
ta una mayor cantidad de cortes que el INA de semillas tra-
tadas 6 dfas a 4o°c; aestos resultados se discutirdn poste-——
rioxmente cuando se muestren los resultados de los geles.
Cabe menclionar, qué todos los resultados aguf presen——




-7 -

tados son representativos de tres experimentos.

En la figurn # 2 podemos observar el patrén obtonido ~
al analizar porx gradiente alcalino de sacaroga al INA de o=
‘jes exbrionarios g_ﬁﬁibidos durante 3 horas =z 27°C de semi-
1las sometidas previamente a tratamientos de calor y/o hume
dad( 2 afas 60°C, 6 dfas a 40°C y su respectivo control).-—-

Puede observarse que los plcos de midxima absorcidn se han -

desplazado hacia la lzquierda, en la grdfica, lo cual indi-

ca gque s6 han empezado a2 gellar los cortes en el DNA, los -
acuales se presentaban en mayor cantidad ern el INA de semi--—
1las no imbibidas., Estos hechos podrfan indicar gue ha habi
do un aumento en el peso molecular del DNVA de ejes embrione
r1os imbidbidos durante 3 hoxza, de tal forme gque el pico de
mfxima absorcidn para el INA control estd en la fraccidn —
# 10, para ol DNA de semillas tratadas 2 dfas a 60°C, el -
pleo se extiende de lz fraccidn # 9 a la # 12 § sea, apare-
ce antes gque aguél presenta;do por el DNA de ejes embriona-
rios no imbibidos(y tratados 2 dfas a 60°C). Fl pico de md-~
xima absorcidn parz el DA de semillas tratadas 6 dfas a -
40°C:100% de H.R. se presenta en la fraccidn # 9 una menos_
que en la gr4fica de la figura # l{correspondiente a2 DNA de
ejes embrionsrios no imbibidos y tratados de la mismz forma).
En l1la figura # 3 podemes observar el patrdn obtenido -~
al analizar por gradiente alcalino de sacarosa el INA de e-
jes eambrionarios de sexillas imbibidas durante 6 h a 27%¢,
somaetidas previamente a tratamientos de calor y/o humedad -
( 2 a 609, 6 a 40°% 100%de H.R. ), y su respectivo control.
De nuevo los pilcos de mdxima absorcidén se han desplazado hg
cia la izquierda de la grdfica lo cual gugiere gque axiste ~
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un mecaniamo activo en el sistemma, que permite que los cor-
tes en el DNA sean sellados, lo cual se manifiesta finalmen
te con un sumento en el peso molecular de esta macromolfcu-—
la,conforme transcurre el tiempo de imbibicidn.

1 pico de miAxima absorcidn del DNA control (6 h de im
bibicién ) y el DRA de sexillma trmtadas por 2 dfas a 60°C_
se encontrd en la nmisma fraccidn (fraceidén # 9 ); el miximo
de absorcidn del INA de semillas tratadas por 6 dfas a 40°C
e encontrd en la fraccién # 8, mds hacia el centro del gra
diente(respecto a los anteriores), este resultado es con~—
gruente con aguellos obtenidos em los dos tiempos de imbi-
bicién anteriores con semillas sometidas gzl mismo tratamien
to.

El RNA total de Pripanosona c¢xyuzl, analizado por gra—-
diente neutro de sacarosa, banded repetitiva y sistendtica-
mente en las fracciones 14(5S) ¥y en la l0(25S8). Se indica -
su localizacidn en las gréficas de los gradientes, con unsa__
flecha en la fraccidn correspondiemte.

Ia figara # 4 mmestra el desplazamiento gradual que su
fre el pico de mfxima ahsorcidén conforme sumenta el tiempo_
de imbibicién de las semillas sometidas al miamo tratamien-
to. El1 desplazamiento se produce en el sentido de derecha a
izguierda de la grdfica. Se trata en este caso de DNA de se
millaes control. Dicho desplazamiemto sugiere cgue el DNA es-—
t4 sumentando de peso molecular-.

En 1la figure # 5, volvemos a observar el desplazamien-
to gradual que sufre el pico de médxima absorcién hacia la -~
izquierda de la grdfica, esto demuestra que probablemente —
un procesc activo de reparacién del INA en semillas trmta——
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das 6 dfas a 40°C: 1004 de H.R. “ha propiciado el aumento en
el peso molecular de 12 macromoléculas (iniclalmente dafiada),
conforme avanza el proceso de germinacidn.

En la figura # 6 se muestra el desplazamiento gue sSu~—
fren los patrones de peso molecular del DNA, de semillas ==
por 2 dfzs a 60°C, conforme trznscurre el tiempo de imbibi-
cién. E1 pico de mfAxima absorcién, que para INA de ejes em—
brionarios no imbibidos(O h de imbibicidén) se presenta emn -
la fraccién # 13, 2 las 6 horas de imbibicidén dicho pico di
ckho pico se ha desplazado hasta la fracecién # 9 lo cual im-
plica un aumento considerable del pesoc molecular; es muy pro
bable que un proceso de raparacidn.de esta macromolécula se

ha desencadenado con 1la imbibicidén de los ejes embrionarios.
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Geles do Agnrosa.=-

In figura # 7 corresponde a una fotograffa de un gel -
de agarosa en el cual se anslizd el DNA extrafdo de ejes em

brionarios no i:;x_t)ii)i“dos correspondientes a los tres trata-—

nientos : carriles 1 y 2: DNA extrafdo de semillas control;

carriles 4 y 5: INA extrafdo de semillas tratadas 2 dfas a__
60°c; carriles 7 ¥y 8: DNA extrzfdo de semillas tratadas 6 -
a 40° (100% H.R.).

Se puede obgervar claramente gque el DNA de serlllas —-—
control presenta una banda de alto peso molecular que Spe=-
nas entrd al gel y‘ otra banda de alto peso molecular ya un_
poco mAs adentrada emn el gel, proseguida por un barrido que
corresponde a INA de menor peso molecular, producto de las_
rupturas que ha sufrido Sste. ‘

El DNA correspondiente a semillas tratadeas 2 dfas a «-
60°c, Ze observa como un barrido difuso, producto de las in
numerables rupturas que debe tener el DFRA originel( no es =
observable alguna banda definida)., Por tanto, en este easo_
predbmina el INA de bajé peso molecular. Se verd postexrdior-
mente que egtos resultados concuerdan con aquéllos obteni-
dos mediante ¢l gradiente alecalino de sacarosa.

£l INA correspondiente a semillas tratadas 6 dfas & —
40°c(2004 H.R.), se observa como una banda de alto peso mo-
lecular{muy similar a la obtenida con semillas control), ls
cual va seguida por un barrido correspondiente a DRA de ba-
Jo P.M., producto de la degradacidn de DNA de m#s alto peso
molecular; este barridc es ligeramente n4ds difusec que agquel
presentado por el DNA de semillas control, pero mucho menos
que aquel presentado por el DNA de semillas tratadas 2 dfas
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a 60°Cc. Ios resultados obtenidos parz el DNA control y el -
INA de semillas tratades 6 dfas a 40°C. no concuerdan con =
los resultados obtenlidos mediante gradientes alcalinos de -
sacarosa; estas discrepancias serdn discutidas posteriormen
te parz todos los tiempos de incubscidén(imbibicidsn).

En 1la figura # 8 =e muestra una fotograffa de un gel_
de ag2rosa donde se analizédé el DNA extrafdo de semillas con
trol(carriles 1 y 2), de semillas tratadas 2 dfas a 50°C(ocz
rriles 4 ¥y 5) ¥ de senillas tratedes 6 dfas a 40°C(100 de -~
H R.)(carriles 7 y 8), cuyos ejes embrionarios fueron imbi-
bidos durante 3 hoxase.

E]l INA control mnuestre ahora un barrido ligeramente —-
menos difuso y una bande de alto peso molecular mds niftida-~
que aguellszs gue se observan en la figura # 7.

E1l DNA correspondiente z semillas trztadas 2 dfas g -=
60°C muestra shora una banda n¥tida y definide de alto peso
molecular( que no aparecié en el DNA de cero horas de imbi~
bicidn), acompafiada de un barrido mucho menos difuso que el
observado en la figura # 7 (para el DA correspondiente).——

Al parecer, se ha presentado, un proceso que ha permitido -

la reparzcidén del IMA(el aumento de su peso moleocular), co-
mo consecuencia de ;!.os procesoe biogquinicos que desencadena
la imbibicidne.

£1 DNA de semillss tratadas durante 6 dfas a 40°C(100%
de H.R.) rmestre ahora dos bandas de alto peso molecular; -
una, que empieze adentrarse en el gel y otre dentro del —-—
gel, sigue a estas bandes un barrido(DNA de bajo peso mole-~
eular), que en este caso se observa mfs difuso con respecto

al DNA de semillas control y 2l IfiA de semilllas tratadas 2_
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dfas a 60°C( de ejos embrionarios imbibidos por 3 horas), -
pero dicho barrido es yz menos difuso con respecto 21l ob—-
servado en el DNA de semilles tratadas 6 dfas a 40°C de —-
O h de inbibicidn (figura £ 7).

En la figure # 9 se muestra la fotograffa de un gel -
de agarosa donde se analizé DNA de semillas tretadas y gon-
trol, cuyos ejes embrionarios se imbibieron durante 6 horas.
Tos carriles 1 y 2 muestren INWA de semillas control; puede
observarse que el barrido a2 disminuido sensiblemente y la -
banda de alto peso molecular es rucho mds n¥tida que la que
se presentza en el INA(controvl) de O ¥y 3 h de imbibicidén(fi-
Ios carriles S y 6 muestran DNA de semilles

gura 7 y 8).

tratadas 2 dfas a 60°C también agquf el barrido disminuys -

sensiblemente; la banda de alto peso molecular aumentd en -
nitidez.

Ioe carriles 8§ y 9 muestren DNA de semnillas tratades -
6 dfas a 40°C(100% de H.R. ). Aguf las dos bandas de alto pe
80 ﬁolemzlar aumentaron tambidén en nitidez, asimi=smo el ba-
rrido disminuyd con respecto a tres hores de imbidbicidn(fi-
gure # 8 ); y fue similar a los barridos presentados DoOY ==
los otros dos INAs de 6 hores de imbibicién(control y 2 ——=
dxas 60°c). ’

Ia figura # 10 muestra la fotograffa de un gel de agz
rosa doade se anelizé INA de ejos aembrionarios de semilles_
tzﬁtadas y control, imbibidos durante 15 horas. Ios carri-—-
les 3 y 4 muestran DNA de semillas control, agquf el barrido
es virtualmente inexistente y se observa sélo una banda de_
alto peso molecular ry nftida; sucede exactamente 1o mismo

para 1los carriles 6 y 7 que contienen DNA de semillas tra-—
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tadas por 2 afas & 60°C, y tembién para los carriles 9 y 10
con el DN‘A de semillas tratadas por & afas a 40°c(100’5 H.R.).
Para estos tiempos de imbibicidn (15 h) casi todo el DA ob

servado ea de alto peso moleculars,
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Flgura # 7.- Andlisis del DNA extrafdo de ejes embrionarios
de mafz imbibidos durante O horas.- Tarriles 2 y 3 DNA de _
semlllas control.— Carriles S5 y 6 DNA de semillas tratadas —
o 60°C 2 dfas.- Carriles £ y 9 DNA de semillas tretedas 6 afr
as a 40°C: 100% de numedad relativa(H.R.).



Pigura # B.— Andlisis del DNA extrafdo de ejes embrionarios
de mafz inbibidos durante 3 horas.- Carriles 2 y 3 DNA de -
semillas control.- Carriles 5 y 6 DRA de semillas tratadas_
2 dfas a 60°C.~ Carriles 8 y O DNVA de semillas tratadas 6 -
afes a 40°C: 100% de humedad relativa(H.R.).
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Figura # 9.~ Andlisis del DNA extrafdo de ejes embrionerios
de mafz imbibidos dursnte 6 horas.- Carriles 1 y 2 de semi-—
1llas control.-~ Carriles 4 3y £ 11 A de semillas tratades 2 «-—
dfes a 60°C.~- Carriles 7 y 8 DA de semillas tratsdas 6 —-—
dfas a 40°C: 100% de humeded relativa.(H.R.).
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Flgura # 10.- An#lisie del DNA extrafdo de ejes embriona---—
rios de mafz imbibidos durante 15 horas.- Carriles 2 y 3 -~
DNA de semillas control.— Carriles 5 y5 DNA de semillas —=——
tratadas 2 dfas a 60°C.- Carriles 8 y 9 INA de semillas —
tratadas 6 dfas a 40°C: 100¢ de humedad relativa(H.R.).



-64=

DI SCUSTON

TrabaJos anteriores han aportado evidencias de la exig
tencia de proce;bswx:eparativos del INA, durante las prime——
ras horas de la germinacién: en ejes embricnarios de semi——
llas ‘f-ﬂ.rra.diada.s ¥ de baja viabilidad de centeno (Cheah y
Osborne, 1978; Osborne y cols, 1980; Osborne, 1982; Osborme,
1983; Vdzouez—~Ramos y Osborme, 1986), en semillas de Vacca-—
ria piramidata (Hecker y cols, 1982),en ejes embrionarios -
de mafz N —irradiados (Zarafn-Herzberg y cols, 1586), en se
milles tratadas con agentes mutagédnicos (Soyfer y Ciemenis,
1974; Yamaguchi y cols, 1975), en semillas de lechuga (Vie—
1liers y Edgecumbe, 1975), en ejes embrionarios de chfcharo
(Gudkov y Grodzinsky, 1976). los criterios para detectar di
chos procesos reparativos han sido variados: incorporacidn _
de um desoxirribonucledtido radiactivo Aurante las primeras
horas de geminacién (Garcfa Renddén, 1985; Cheah y Osborne,
1978; Osborme, 1982 y 19383); anflisis del DNA mediante gra-
dientes alcalinos de sacarosa (de semillas secas y de semi-
1las en germinacién) (Cheah y Osborme, 1978; Osborme y cols,
1980/81; Osborme, 1982 y 1983); y mediante la definicidn de
patrones de asfnitesis de DNA marcado radlactivamente(durante
su sfntesis en la germinacidén temprana) a través de colume—
nas de BND-celulosa (Osborne y cols, 1980/81; Osborme, 1982
¥ 1983; VAzquez—Famos y Osborne, 1986; y Zarafn-Herzberg y_
cols, 1986).

Ios resultados obienidos al analizar el DNRA extrzfdo -
de ejes embrionarios de semillas no imbibidas (0 k), conw—-
trol y tratadas con calor y/o humedad( 2 & 60°C y 6 a 40°c,
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100% de H.R.), estdn de acuexrdo con datos obtenlidos ante——
riormente en nuestro laboratorio (Garcfaz Remddén, 1985).

E1 DNA de semillas deteriormdas presenté uns DaAyOr —-—-—
cantidad de cortes que el INA control; con la Unica diferen
cia de que el DNA extrafdo de ejes embrionarios de semillas
tratadas 6 dfas a 40°C y 100% de H.R., presentd en esta o-
casién menor cantidad de cortes, gque el INA de semillas tra
tadas 2 dfas a 60°C (6éste se observd totalmente degradado,-
come un barrido difuso en los geles deo agarosa; y en 108 —-—
gradientes alcalinos de sacarosa mostrd un patrén de peso -
molecular en gque predominabe INA de bajo peso molecular). -
Cabe seilalar, que en esta ocasidn los cortes que presentd -
ol DNA extrafdo de semillas tratadaa 6 dfas a 40°C, 100% de
H.R., fueron de hecho ligeramente mayores gque aguéllos que__
presenté el control. Resultados obtenidos en nuestro labora
torio mostraron que el INA de semillas <+tratadas 6 dfas a -
4000, 100% de H.R. (0 h de imbibiecidén), posefa una mayor can
tidad de cortes al ser analizado por electroforesis en gel_
de agarvsa (Se observd un barrido difuso), con respecto al_
INA de semillas tratadas 2 dfas a 60°C.

Ruestros resultados no coilncidem con los datos expues—
tos anteriormente; al parecer el lote de semillas de né:!z -
empleado por nosotros para este trabajo no resultf tan afeg
tado por el tratamiento de calor y humedad, lo cual se debe
probablemente, a la variabilidad gendtica existente emtre lg
te y lote de semillas.

El DNA extrafdo de ejes ambrionarios de semillas tratas
das durante 6 dfas a 40°C, 100% de H.R. (imbibidos por O, 3
7 6 h) mostrd una mayor fragmemtacién cuando fne analizado_
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por electroforesis en geles de agarosa, que cuando se anali
zé por gradiente alcalino de sacarosa. Especulando podrfamos
atribulr las diferencias al uso de diferentesa metodologflas_
(en cada técnica) para lisar los nifcleos ¥y extraer el INA.-—
Finalmente podrfamos pensar gue 1los resultados observados -
son un artefacto de 1la metodologfa empleada, sin embargo, -
no estamos en condiciones de explicar estos resultados.

Pudo observarse, gque el DNA extrafdo de ejes embriona-
rios de semillas tratadas y control que fueron imbibidos du
rante 3 horas, mostrd un sumento en su peso molecular, con__
respecto al INA de eJes embrionarxrios no imbibidos tanto me-
diante gradiente =2lcalino de sacarosa como por aelsctrofors
slis en gel de aga.rosal

Fl aumento en el peso molecular del INA, observado en_
ejes embrionarios( de semillas tratadas ¥ control) imbibi—
dos durente 6 horas, fue avn mds eovidente gue el observado_
g las tres horas de imbibicién. Estos datos sugleren que -
1a imbibicién ha disparado un proceso de reparacidén cuya fL
‘nalidad fisioldgica y blogufimica es lograr restituir la inte
gridad del INA para que sea molde adecuado cuando la trans-
eripeidn y replicacidén den inicié(ambos son eventos previos
a 1a divisién celular).

El geol de agarosa, en que se analizdé DNA extrafdo de o
Jos embrionarios de semillas tratadas y control imbibidas du
rante 15 horas (Plg. # 10), muestrn resultados que avalan -
con mayor peso el hecho de gue se lleve a efecto un proceso
reparative del INA dursnte las prineras horas de la germina
cién; a este tlempo de imbibicidén el DNA de las semilias ——

tratadas y control se observa como une banda nftlda de ele-—
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vado peso molecular; ademfs, el barrido presente en muestras
de INA de tiempos de imbibicidn memnores, a las 15 hores vir
tualmente ha desaparecido.

Los resultados obltenidos Indican que es may factible -
que un procesc de reparacidén del INNA se presenta como un ——
Proceso fisioléglico normal tanto en semillas normales(con—-
trol de alta viadbilidad), como en semillas deteriorades por
tratamientos de czlor y/o humedad.

Hasta lo gue podemos afirmar, el proceso observado de_
reparacidén, se encarge de aumentar el peso molecular de la_
molécula de DHA(inicilamente fragmentadsa), para constituir-
la en un molde adecuado parz la replicaciédn y la transcrip-~
cidn. Io que nuestros resultados no nos pueden decir s poxr
que, teniendo ya nuestro molde Integro (IIA , 15 h de imbibi
cidn, fig. £ 10) las semillas tratzadas con ecalor y/o hume—-—
dad pierden del 30-50% de la viabllidad, an cuando hemos -
demostrado en este trabajo que la integridad (FX) de su DINA
es recuperada. g Ha sido reparzdo correctamente el DNA? . Ha
sido adecuadamente ligado durante el proceso de reparacién?
2Los eventos que preceden a la divisién celular han ocurri-—
do en el tiempo adecuado? ;Qué tanto contribuyen a la pé&rdi
da de wviabilidad el dafio a los sistemas de sfntesis de pro-—
tefnas y de RNA? Estas son preguntas auvn sin respuesta y —-—
que rebasan grandemente los alcances de este trabajo. Trabz

Jamos arduamente en nuestro laboratorio buscando respuesta_

a estas interrogantes.
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CONCLUOUSTONES

1).- E1 DNA de las semillas de mafz tratadas y control
se ancuentra fragmentado al dar inicio la germinacidn.

2).~ A las 15 horas de germinacién 1los pesos molecula
res del INA de Ssemillas control y el de samillas deteriora-—

das parecen ser iguales,

3)e= Ya que el INA recupera su peso molecular tanto en
semlllas control como en semillas deterloradas, debe desen=—

cadenarse un proceso reparativo.
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