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INTRODUCCION

Nentro de 1los procesos que se reactivan después dé la
nldratacién de las semillas se ha encontrado que en los
ambriones en germinacion la duplicaéibn del ADN juntec con la
nrimera division celular, son eventos que ocurren algunas
horas después en comparacién con otras actividades
wetabélicas (Cheah y Osborne, 1978; Osborne et al, 1984;
Vazquez Ramos y Osborne, 1986).

Los trabajcs realizados con semillas de diferente especie
han mostrado que el inicio de la sintesis de ADN en los
diferentes tejidos de una semilla en germinacién puede ser
variable vy puede iniciarse tanto en tejidos meristematicos
como en tejidos de reserva. Van de Walle y Bernier (1967), al
trabajar con embriones de nmaiz, vieron por técnica
autorradiografica que la incorporacién de timidina tritiada
en células radiculares ocurre en nucleo solamente después de
las 39 horas de imbibicién. Asi mismo, se realizaron otros
trabajos en los cuales se utilizaron diferentes semillas en
germinacién y vieron que la primera incorporacién de timidina
tritiada es en raiz y que dicha marca se localiza a 1las 12
horas de germinacién exclusivamente en citoplasma y que a
partir de 1las 16 hrs se encuentra ocasionalmente en la

periferia de los nucleos (Calli y Sparvoli, 1973).



INTRODUCCION

Dentro de los procesos que se reactivan despues de 1la
hidratacién de 1las semillas se ha encontrado que en los
embriones en germinacién la duplicacién del ADN junto con ia
primera divisién celular, son eventos que ocurren algunas
v horaé ‘después en comparacién con otras actividades
metabélicas (Cheah y Osborne, 1978; Osborne et al, 1984;
Vazquez_Ramos y Osborne, 1986).

Los trabajos realizados con éemillas de diferente espeéie
han mostrado. que el inicio de la sintesis de ADN en los
diferentes tejidos de ﬁna semilla en germinacién puede ser
variable vy puede iniciarse ténto en- tejldos meristematicos
como en tejidos de reserva. Van-dé wallé y Bernier (1967}, a;
trabajar ! con. éﬁbridﬁes de maiz, vieron por técnica
autorradiografica que la incorporacién de timidina tritiada
en células radiculares ocurre en nticleo solamente después de
lae 39 horas de imbibiéién. Asi mismo, se realizaron otros
trabajos en los cuales se utiiizaron diferentes semilias en
germinacién y vieron que la primera incorporacién de timidina
fritiéda es en raiz y que dicha marca se localiza a las 12
horas de germinacién exclusivamente en citoplasma vy que a
pértir de las 16 hrs se encuentra ocasionalmente en la

periferia de los nucleos (Galli y Sparvoli, 1973).



Los diferentes estudios realizados acerca de la sintesis de
ADN en 6rgancs de almacenamiento como los cotiledones en
diferentes semillas, han mostrade que cuando estos 6rganos
s& someten a reverdecimiento (y otros que sin someterse a
reverdecimiento lo presentan ligeramente) ésta sintesis puede
ocurrir tanto en érganos reverdecidos como aquellos que
reverdecen ligeramente, localizéndose en el citoplasma,
principalmente en plastidios a las 6 horas de germinacion.
También se observé que 1la sintesis de ADN nuclear en
cotiledones aparece de 24 a 30 horas después de la
germinacién y que ésta puede estar reducida a los paquetes
vasculares, aumentando después de las 30 horas (Galli,
1985).

Se ha‘sugerido que antes de que se inicie la duplicacién del
ADN, debe existir un proceso de tipo reparative del mismo
durante 1las primeras horas de 1la germinacién (Osborne
et al., 1980/81 ). De hecho existe un proceso de sintesis de
ADN desde los primeros minutos de iniciada la imbibicién.
Esta sintesis parece ser diferente a la que ocurre en tiempos
considerados como de duplicacién del ADN (Vazquez y Lépez
1986) .

En nuestro laboratorioc se ha mostrado que el almacenamiento
prolongado en condiciones adversas de temperatura y humedad
producen fragmentacién del ADN de las semillas de maiz de
alta viabilidad (Garcia, 1985). Cuando los ejes embrionarios

de semillas deterioradas de maiz se incubaron por 3, 6, y 15



horas y se examiné el ADN nuclear, se pudo apreciar que
gradualmente desaparece dicha fragmentacidén lo que sugiere un
proceso de reparacién del ADN (Mélendez, 1987).

Dado que la evidencia en la literatura tiende‘a indicar que
la sintesis de ADN durante la éerminacibn temprana de
semillas ocurre principalmente en citoplasma, es decir en
cloroplastos y mitocondrias y, por otro lado, 1la evidencia
del laboratorio indica que debe haber sintesis nuclear en los
mismos tiempos el presente trabajo trata de aportar datos
para poder distinguir la localizacién celular de la santesis
de ADN que se estd llevando a cabo durante las primeras horas

de la germinacién de maiz.



I.- GENERALIDADES.

1.0. IMPORTANCIA DE LAS ANGIOSPERMAS.

Las angiospermas o plantas con flores son las que predominan
en el mundo actual e incluyen a casi todas las variedades de

cultivos agricolas, horticolas y de jardineria. La palabra
angiosperma proviene del griego angeion, wvaso o conducto y

§gg;m§,‘semilla, y se refiere al hecho de gque las semillas

jévenes se encuentran encerradas dentro de un ovario (Weiler
et al., 19879).

Las angiospermas se dividen en dos clases; las dicotiledéneas
(dos cotiledones u hojas de semilla) y las monocotiledoéneas
{un solo cotiledén u hoja de semilla). Dentro de éstas
ultimas se encuentra la famila de las gramineas, 1las cuales
destacan por ser utilizadas como fuente alimenticia. En 1la
actualidad esta familia es de suma importancia ya que la
mayor parte de ioé alimentos de los seres humanos depende vde
ella (Cronquist, 1979; Jungenheimeir, 1976).

Dentro de las especies mas importantes se encuentra el maiz,
cuyo nombre botanico es Zea mays. Este'presenta un tallo
cilindrico con noédulos sbélidos, raices fibrosas, hojas
alternas, dos hileras de vainas paralelas a las hojas, y sus
flores forman espiguillas que constituyen una inflorescencia
(Matz, 1969). E1l tipo de fruto que presenta es denominado

cariopsis y corresponde a un fruto seco indehiscente,



derivado de un ovario sipero y unilocular. Es, por cierto, la
unica semilla completamente unida a la pared del fruto

(Moreno, 1984}.

1.1. ESTRUCTURA DE LA SEMILLA DE MAIZ.

En la semilla de maiz la testa se origina a partir de los
tegumentos del 6vulo. Equivale generalmente a una capa dura
aunque en algunos casos presenta una subcapa delgada., Su
importancia fisiolbgica depende de la presencia de las
cuticulas externa (que en ocasiones es serosa) e interna vy
radica en conferir a la semilla impermeabilidad al agua vy/o
gases, lo que permite una regulacioﬁ del metabolismo y el
crecimiento de 1los tejidos y é6rganos que la. constituyen
(Weier et al.. 1979).

El endospermo es el principal tejido de reserva energético de
la semilla. Se forma como consecuencia de la fertilizacion
de 1los nucleos polares vy estd compuesto por 90 % de
almidén, 7 7 de proteinas y pequefias cantidades de aceites y
otros componentes quimicos. Proporciona nutrimentos a 1la
plantula hasta que las raices estan bien firmes y sus hojas
elaboran carbohidratos en cantidades suficientes para
satisfacer 1los requerimientos de la planta (Bewley y Biack,
1978; Moreno, 1984).

Durante el desarrollo de la semilla, el endospermo rodea al
embrién y puede permanecer como un tejido relativamente

grande hasta que la plantula esta por crecer. Cuando el



embri6tn acelera su desarrollo, el endospermo es absorbido o
convertido en una capa fina de manera que el embrién ocupa
virtualmente toda la semilla (Bewley y Black, 1978)."

El embri6n esta formado por el eje embrionario que contiene
un cotileddn y el escutelo (ver figura 1). Este 0altimo
constituye una reserva importante de nutrientes para 1la
plantula en desarrollo. El eje embrionario esta compuesto por
el .hipocctilo, porcidn del eje embrionario que se encuentra
por debajo del punto de insercién del cotiledén, al que se
halla unido el escutelo, 1la radicula y la plumula. Esta es
muy pequeiia y se encuentra envuelta por una vaina c¢oénica
llamada coleétptilo. La raiz embrionaria también se rodea por
una vaina dencminada - coleorriza (Greulach, 1970).

El epicoétilo es el extremo apical o el primer internods
del eje embrionario y se forma por arriba del cotiledéon. Por
su parte, el mesocodtilo es la porciétn nodal en el eje
embrionario y se localiza entre el epicétilo y el hipocédtilo.
El escutelo contiene un alto porcentaje de aceites
(35 a 40 %) y sustancias activas e importantes en las etapas
iniciales de la germinacién (Bewley y Black, 1978;

Moreno, 1984 (figura 2).
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Fig No. 1 Corte longitudinal de un'eje embrionario de maiz

(Zea mays).
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Fig No. 2 Partes de una plantula de maiz (Zea mays).



1.2. GERMINACION.

Las semillas haduras de la mayoria de la plantas presentan
normalmente un periodo de latencia antes de desarrollarse en
nuevas plantas. La germinacidén es un proceso muy complejo en
el cual, al establecerse se activa toda 1la maquinaria

metabolica de la semilla en latencia. El contenido de humedad

desciende de 80 6 90 %2 a un 10 % y a pesar de su extrema
deshidratacion, todas las células del embrion y la aleufona
(del griego harina de trigo, es una capa de células vivas
que se encuentra por debajo de la epidermis. Es un producto
que se presenta en forma de granulos en la masa celular vy
que se origina durante la maduracién de la semilla, a medida
que avanza la deshidratacién) permanecen vivas (Mayer vy
Poljakof-Mayber, 1975; Font Quer, 1982). '

La germinacidéon es el conjunto dé etapas sucesivas que
conducen a que la semilla cambie de su estado latenté al
metabdlicamente activo. Con ello se inician una serie de
éventos moleculares que llevan finalmente a.la formacién de
una planta a partir del embridén. Aunque este proceso no es
facil de precisar, generalmente se dice que una semilla ha
germinado una vez que  la radicula atraviesa por completo la
testa de la semilla. Esto sélo ocurre‘mediante la adicion de
agua con 1o que se manifesta una elevacidn en la actividad
metabdlica general que termina con un incremento

irreversible en el volumen del eje embrionario. El1 momento



exacto en el cual finaliza la germinacidén y comienza el
crecimiento es muy dificll de determinar (Mayer y Paljakof-
Mayber, 1975). .
Para nuestros estudios definiremos a la germinacidn como el
conjunto de etapas sucesivas que provocan que una semilla
inactiva con un contenido bajo de agua manifieste un
incremento en sus actividades metabdlicas vy se inicie wuna
serie de eventos moleculares que anteceden a la primera
divisiodon celular.

Para que la germinacidn ﬁueda ocurrir, es necesario que se
reunan ciertas condiciones propias de la semilla, ésto es,
que la semilla se encuentre integra y haya alcanzado una
madurez fisiologica. Ademas, es importante que las
condiciones del medio ambiente favorezcan este proceso ya que
factores como el agua, la temperatura, el aire o composiciQn
gaseosa de la atmdsfera y la luz suelen adquirir gran
relevancia (Garcia, 1985).

La absorcion de agua es indispensable, entre otros, por los
siguientes motivos: (1) para que los tegumenfos‘se. puedan
romper Como una consecﬁencia de las fuerzas de hidratabioh de
lés paredes celulares de la semilla; (2) parabdue se realicen,
las reacciones quimicas que generan y regulan una actividad
metabdlica activa; (3) para que la semilla presente un
aumento en la actividad metabélica que facilite la - salida
del embrién (Bewley y Black, 1978).

La absorcioéon de agua reinicia el crecimiento vy desarrollo



del embrién. La activacién de los organitos en las células
de la semilla (nucleos, mitocondrias, ribosomas, membranas) y
la de macromoléculas (enzimas, ARNr, ARNm, ADN, etc) activa

a su vez sus funciones (Ching, 1972).
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1.3. BIOQUIMICA DE LA GERMINACION.

Mucﬁés de loé estudios bioquimicos sobre la germinacién se
han - realizado en embriones aislados.de frijol, qenteno.
trigo,‘ etc. (Mory et al., 1972; Sen y Osborne, 1977;
Castroviejo et al., 1979), y en estos sistemas de estudio
se ha encontrado que algunos de los eventos tempranos que
ocurren después de la hidratacién son: produccion de ATP,
sintesis de ARN, sintesis de proteinas y reparacién del ADN.
En seguida, se 1lleva a cabo la duplicacién del ADN vy,
posteriormente, la divisién celular y la movilizacién de
reservas (Datta y Marcus, 1983; VAzquez Ramos y Osborne,
1986; Osborne et al., 1980/81; Osborne et al., 1984).

Para la obtencién de poder reductor (NADH y NADPH) resultan
dg suma importancia las vias metabdlicas tales como el ciclo
de Kfebs, la.glué61isis, vy la via de las pentbsas,(éewley v
vBiack. 1958). También se ha observado que al inicio deb la
imbibiciéﬁ existe un incremento en cuanto a la toma de
;QQigeno por»la hidratacién de mitdcondrias (Mager y:Poljakof—
Mayber, 1975). .

Se ha observado qué en embriones de trigo 1la Bintesis de.
proteinés émpieza» unos minutos después de iniciada la
iﬁbibicibn‘ (Marcus et al., 1966). La sintesis de proteinas
comienza cuaﬁdo las celplas estan completamente hidratadas
para permitir que los ribosomas se asocien con el ARNm. Para

medir la capacidad de sintesis de proteinas en tejidos

11



embrionarios se les proporciona a éstos - aminoAcidos
radiactivos vy asi se cuantifica qué proporciédn de éstos han
sido incorporades a proteinas.

La incorporacion de leucina a proteinas de embriones de avena
continua aumentando aun cuando la imbibicién ya haya cesado.
Estc se debe probablemente al aumento del numero de céluias

que se hidratan conforme la imbibicién aumenta y al

incremento de la actividad sintética de células individuales
(Murray, 1984). La sintesis de proteinas también se inicia
en la primera hora de imbibicién en embriones de trigo
(Marcus et al., 1966), cebada (Stoddart y Thomas, 1973) y
centeno (Sen y Osborne, 1977) y en ejes embrionarios de
frijol (Klein et al., 1971). La sintesis de proteinas se
inicia tan rapidamente después de la imbibicién, que muy
probablemente 1la mayoria de los componentes bioquimicos vy
estructurales necesarios deben de estar presentes en la
.semilla seca. La sintesit de proteinas peraite avlas células
sintetizar las enzimas requeridas en el inicié de 1la
germinacién. Los ribosomas preparados de embriones secos son
incapaces de sintetizar proteinas; sin embargo, la actividad
de estas éreparaciones ribosomales aumenta rapidamente con la
imbibicién. Por 1lo tanto, los polisomas estan ausentes en
embriones secos y su formacién se inicia réapidamente al
comienzo de la imbibicién junto con los componentes
citoplasmicos esenciales para 1la sintesis de proteinas

(Marcus et al, 1966; Bewley y Black, 1978).

12



La creciente eficiencia de la sintesis de proteinas durante
esta fase .lag puede ser atribuida en parte; a los niveles mas
elevados de ATP y GTP y quizA también a un aumento de ARN
(Brooker et al., 1977). Sin embargo, en embriones de trigo
no parece presentarse un aumento marcado en el contenido de
polisomas durante el periodo lag a partir del inicio de 15
germinacién (Bewley y Black, 1986). Ahora bien, los patrones
de sintesis de proteinas y ARN obtenidos de 1los embriones
hidratados han mostrado que los embriones tienen la capacidad
de .sintetizar todos los tipos de ARN (ARN mensajero, ARN
ribosomal, ARN de transferencia). Se ha especulado que
probablemente existan dos clases de ARN mensajero en
embriones o ejes embrionarios secos: (1) ARN mensajeros
residuales, ésto es, producidos durante el desarrollo de 1la
semilla y que no fueron destruidos durante 1la maduracién

tardia y la desecacibn' y que pueden  ser degradados
inmediatamente después de iniciada la imbibicién; (2) ARN
mensajeros almacenados sintetizados durante el desarrollo de
1z semilia de manera ’que éstos estan disponibles
inmediatamente una vez iniciada la hidratacién y pueden ser
fraducidos a proteinas ya que son pérte integral de 1la
germinacién (Sa&nchez de Jimenez et al., 1981). Los estudios
con uridina radiactiva muestran que el ARNm recién
sintetizado aparece en el sistema de traducciéon de los ejes
embrionarios de maiz dos horas después de iniciada 1la

imbibicién. Se encuentran moléculas de ARN marcadas en los

13



polisomas de las que el 60 % estdn poliadeniladas. También
se demostrdé que - el ARN polisomal poliadenilado es ARN
mensajero al ser capaz de servir como molde en un sistema
libre de células de traduccién dependiente de ARNm. Esto
demostré que se trataba de un ARN sintetizado de novo. Los
resultados mostraron también que el ARN heterogéneo nuclear

es la especie mas abundante en las primeras horas de la

germinacién de maiz y que éste es rapidamente procesado a
"~ ARNm funcional, translocado al citoplasma y traducido ( Van
de Walle y Bernier, 1967; Domes y Van de Walle, 1983). La
iniciacién y continuacién de la sintesis de ARN dependen de
la existencia de una poza de precursores de ribonucledsidos
trifosfatos: ATP, GTP, CTP, y UTP. Estos estan presentes en
cantidades pequefias enr embriones secos de trigo y van
"aumentando rapidamente durante las etapas tempranas de la
germinacién. El1 aumento de UTP y CTP es mas lento; sin
embargo, es mas evidente entre 3 y 5.5 horas después de
iniciada la imbibicién. Es por ello que la sintesis de ARN a
estos tiempos podria estar controlada por los niveles de
ribonucleésidos trifosfato pirimidinicos. Sin embargo, no se
conoce la naturaleza de los mecanismos que controlan las
sintesis de ARN en semillas en germinacién (Brooker et al.,
1977; Cheah y Osborne, 1978; S&nchez de Jiménez y Aguilar

1984).
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i.4., DUPLICACION. DEL ADN Y CICLO CELULAR.

Se ha mostrado que dentro de los procesos bioquimicos que se
desencadenan después de la hidratacién de 1la serilla, el
evento de la duplicacién del ADN, Jjunto con la primera
divisién ‘celular, ocurren tardiamente en embricnes en
germinacién en comparacién con otras actividades metabolicas
(Chen y Osborne, 1970; Osborne et al., 1984, Vazquez Ramos y
Osborne, 1986).

Durante cada ciclo celular, las células crecen por una
duplicacién de todos sus elementos estructurales y
capacidadeé funcionales y dos procesos se han identificado
durante cada ciclo celular; 1la duplicacitn del ADN y 1la
divisién celular. El ultimo evento se refiere a un periodo de
post-germinacién durante el desarrollo de 1la pléantula,
de acuerdo a nuestra definicién particular de germinacién.

El inicié de la sintesis duplicativa de ADN en diferentes
tejidos de una semilla eh germinacién puede ser muy variable.
Castroviejo et al., (1979) -en sus estudios realizados sobre
la sintesis de ADN con un precursor radiactivo en embriones
de <trigo mostraron que solamente después de 12 horas de
germinacion se observa una incorporacién de timidina
radiactiva a ADN. El contenido de ADN medido por el método
de difenilamina fue el doble después de 16 a 20 horas de
germinacién, observandose una meseta después de la 20 horas.

Para que se lleve a cabo una sintesis de ADN exitosa deben

15



de ocurrir un gran numero de factores y ‘enzimas que son
requeridas para este proceso como lo son: las proteinas
desenrrolladoras, girasas, ARN  polimerasas, deoxiribo-
nucleasas, primasas, etc. Los estudios de éstas han indicado
que si alguna de ellas no estuviese estructural y
funcionalmente correcta la germinacién no se llevaria a cabo

exitosamente (Bewley y Black, 1986). El1 tiempo exacto en que

comienza 1la sintesis duplicativa del ADN no se ha podido
determinar. Mas bien parece ser variable y depende de 1la
especie con la cual ge trabaje y va desde 3 horas hasta 12
horas de imbibicién (Chen y Osborne, 1970; Mory et al., 1972;
Osborne, 1982), aunque a tiempos méas tempranos se observa un
aumento en la incorporacién de la marca radiactiva a ADN, 1lo
cual podria atribuirse a una sintesis de tipo reparativo
(VAzquez Ramos y Osborne, 1986).

Se ha estudiado la divisién celular mitética en ejes
embrionarios de maiz durante 1la germinacién en los
diferentes tejidos meristematicos y se ha observado que a las
12 horas de germinacién hay un 0.92 % de mitosis ‘en
mesocétilo y que en las demas regiones meristematicas no  se
observa ninguna figura mitotica. Es hasta las 18 horas de la
germinacién cuando se pueden observar las primeras divisiones
mitéticas en nudo escutelar (0.88 %) y raiz secundaria (0.64
%) aungue no en la raiz primaria, en tanto que en mesocétilo
hay un incremento al 1.71 % de ceélulas en divisién. También

se observé que a las .24 horas de germinacién hay ya un
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incremento notable de células en divisién (Baiza et al..
1986).

Los tiempos del ciclo celular son difefentes para cada
especie y ésto es debido principalmente a las variaciones de
la duracion de la fase Gl. Algunas células se dividen muy
lentamente y permanecen en Gl durante dias o incluso afios.
En cambio, el tiempo necesario para que una célula pase desde
la fase S hasta el final de la mitosis es .notablemente
constante independientemente de la velocidad de divisién
(Alberts et al., 1986). \

La divisién celular en 1las plantas superiores ocurre
principalmente en las yemas de los tallos, en las puntas de

las raices y en los meristemos primarios y secundarios.

1.5, LOCALIZACION DE LA SINTESIS DE ADN DURANTE LA

GERMINACION DE SEMILLAS.

-Se han realizado experimentos con semillas de diferentes
especie y se ha observado que el inicié de la sintesis de ADN
en los diversos tejidos de una semilla en germinacién puede
ser muy variable e iniciarse tanto en tejidos meristematicos
como en tejidos de reserva (Olsson y Boutler, 1968).

En los tejidos de reserva en los cuales no se presenta la
divisién celular, los niveles de ADN pueden o ho cambiar
después de la imbibicién. En cotiledones de cacahuate los
niveles de ADN se duplican entre los siete y diez dias

después de la imbibicién y posteriormente declinan durante
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los dias siguientés. Parte del incremento puede deberse a
sintesis de ADN plastidico y/o0 mitocondrial, aunque éste
" corresponde tan solo al 1 6 2 % del ADN total. Asi, puede
afirmarse que 1la mayor parte de la sintesis de ADN debe ser
de origen nuclear y podria deberse a una amplificaci6én de
genes para enzimas involucradas en la degradacién de

reservas (Bewley vy Black, 1986). Sin embargo, no existe

evidencia alguna que apoye esta posibilidad.

En ejes embrionarios de maiz, la sintesis de ADN se
observa primero en la coleorriza y nodo escutelar después
en la raiz y finalmente en mesocétilo (Bewley y Black, 1978).
Van de Walle y Bernier (1967), observaron por técnica
autorradiografica la incorporaciéon de timidina tritiada
durante 1la germinacién temprana de embriones de maiz. En
células radiculares se encontraron en el citoplasma granulos
de piata reducidos a las 15 horas de germinacién. Soélamente a
partir de 1las 39 horas, los granulos de plata estaban en
nucleo. En otrés regionés del embrién se encontré que la
marca en nucleos aparece hasta la 51 horas de germinacion
exceptuando el meristemo caulinar de hoja en el que aparece
hasta 1las 63 horas de germinacién. En este mismo tiempo se
encontré que los granulos de plata eran abundantes en algunos
niucleos y que otros no presentaban marca. Existe marca
relevante en citoplasma de las células donde los nucleos no

aparecen marcados.
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Galli y Sparvoli (1973) utilizaron embriones de Haplopappus
gracilis (la cual pertenece a la familia de las compuestas)
en germinacién. Y encontraron por técnicas auforradiograficas
que la incorporaciédn de timidina tritiada en raiz primaria se
localiza exclusivamente en citoplasma a las 12 horas de
germinacién. La mayor parte de esta marca se localiz6 sobre
mitocondrias vy cloroplastos. A las 16 horas la marca se
intensifica vy ocasiﬁnalmente se distinguen gréanulos de plata
en la periferia de nucleos.

Los primeros nucleos marcados aparecen a las 20 horas en raiz
primaria en\tant6 que en el hipocétilo y la pliumula la marca
ésta solamente en el citoplasma. Para las 24 horas de
germinacién hay una mayor cantidad de nucleos marcados y a
las 36 horas de germinacién hay un 90 % de nucleos
tipicamente marcados en raiz primaria . Con estos resultados
mostraron que la incorporacién de timidina tritiada ocurre‘en
el ADN de cloroplastos y mitocondrias durante las primeras
horas de la germinacién, '

Galii (1984), al trabajar con cotiledones de sandia crecidos
en agua y en presencia de benziladenina que es una
citocinina que promueve la divisién celﬁlar. obseryo que lab
sintesis de ADN ocurre en nucleo durante los primeros dias de
crecimiento. Al mismo tiempo pudo ver que la benziladenina
promovié el crecimiento e incrementé una sintesis temprana de
ADN nuclear, diferente a la sintesis duplicativa, ya que ésta
no parecia estar ligada a la proliferacién celular debido a

que no se encontraron mitosis.
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Galli {(1985) trabajé con érganos de almacenamiento
programados para crecer y reverdecer hacia 6rganos semejantes

a hojas (Haplopappus gracilis, compuesta, Lactuca sativa,

lechuga, Raphanus sativus, rabano. También trabajé con

4érganos de almacenamiento, los cuales envejecen y mueren

después del agotamiento de reservas y en donde el crecimiento

y reverdecimiento son escasos o no existen (Ricinus communis,

ricino, Glycine max, soya y Hordeum vulgare, cebada}. Estos

sé utilizaron para analizar el tipo de sintesis de ADN que
llevan a cabo. Los resultados mostraron que la sintesis de
ADN puede ocurrir tanto en 6rganos programados para
reverdecer como en los érganos de almacenamiento que no
reverdecen y se localiza en citoplasma, princibalmente en
plastidios a las 6 horas. También observd que la sintesis

de ADN nuclear aparece entre las 24 y 30 horas.

‘
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1.6. ANTECEDENTES INMEDIATOS.

Garcia (1985) reporté que el almacenamiento inapropilado de
semillas de maiz en condiciones de alta temperatura y/o
humedad producian deterioro en ias semillas y que éste se
manifestaba en la disminucién de la viabilidad y capacidad de
crecimiento de las mismas. La disminucién de la viabilidad
parecia estar relacionada con la disminucién en la integridad
del ADN y en la capacidad de sintesis del mismo. El
deterioro provocado por estos tratamientos se refleja en la
incapacidad de sintetizar ARN y proteinas en las primeras 15
horas de la germinacién (Muro, .1986).

Zarain Herzberg et - al., (1987) reportaron que los ejes
embrionarios de maiz que habian sido irradiédos con rayos
gama e imbibidos por 3 horas mostréban un patrén de sintesis
de ADN de tipo 'reparativo"” kdespués de analizar por
cromatografia én BND-Celulosa el ADN marcado
isotépicamente). Los ejes de alta viabilidad (control)
imbibidos también por 3 horas mostraron patroﬁes de sintesis
de ADN que no pudieron catalogarse como de tipo "reparativo"
o de tipo "duplicativo". Asimismo el patrén de sintesis de
ADN presentado por ejes de alta viabilidad (control)
imbibidos por 0 a 15 horas correspondié a uno de tipo
"duplicativo". Incidentalmente, la adiciéon de citocininas al

medio de imbibicién de ejes irradiados estimuld notablemente
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la sintesis de tipo 'reparativo", mientras que la de
embriones no irradiados (control) cambio de wuna de tipo
indefinido a sintesis de tipo netamente “reparativo".
Meléndez (1987) encontré que el bajo peso molecular del ADN
de ejes de semillas deterioradas no germinadas cambiaba a
alto peso molecular segun los ejes se imbibian por 3, 6 y 15
horas.

Las evidencias anteriores sugirieron la presencia de un
sistema activo de reparacidtn de ADN durante la germinacién
temprana de maiz. No obstante, los reportes en la literatura
utilizando técnicas de autorradiografia durante las primeras
horas de germinacién de semillas han mostrado que 1la marca
incorporada en 1las ceélulas se acumula en citoplasma y
organitos como plastidios y mitocondrias pero no en nucleos.
Ante esta aparente discrepancia, el objetivo del presente
trabajo fue tratar de localizar en donde se esta llevando a

cabo la sintesis de ADN que ocurre en las primeras horas de

1a germinaéibn.
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IT1.- Hipétesis

Dado que existe sintesis de ADN desde los primeros instantes
de la germinacién de semillas de maiz, postulamos que esta
sintesis debe ser el promedio de la sintesis en todos los

compartimientos celulares en que existe ADN.

I1I.- Objetivos

1) Definir 1la localizacién del ADN sintetizado durante las

primeras horas de la germinaciéon de ejes embrionarios de

maiz.

2) Estéblecer si hay mitosis durante las primeras horas de

la germinacion dé ejes émbrionariOS‘de maiz.
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IV.- Materiales y Métodos

Materiales

1.0.- Material biolégico. Las semillas de maiz utilizadas,
variedad chalquefio, fueron proporcionadas por la

SARH (Productora Nacional de Semillas).

2.0,- Soluciones Amortiguadoras y Reactivos Utilizados:

2.t Sqlucioh amortiguadora de imbibicién

Clorurb de Magnesio (Merck) 10 mM
Cloruro de Potasio (Merck) S0 mM
Tris-HC1l (pH 7.6) (Merck) 10 mM
Cloranfenicol (Sigma) 10 pyg/ ml
Sacarosa (Merck) 2%

2.2 Solucién amortiguadora de homogenizacién "A' segun

Sen y Osborne (1977).

Sacarosa (Merck) ' 0.3 m
Cloruro de Potasio (Merck) 10 ‘mM
Cloruro de Sedio (J.T. Baker) 15 mM
2-mercaptoetanol (Sigma) 15 mM
Espernina (Sigma) ' 0:15 mt
Espermidina (Sigma) 0.50 mM
' Tris-HCl (pH 7.4) (Merck) . 15 mM

2.3 Solucién amortiguadora de homogenizacién segin
Vazquez Ramos y Osborne (1986).

Cloruro de Sodio (J.T. Baker) 0.15 nM
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Acido etilendiamino tetracético 0.1 mM
{Merck)

Dodecil sulfato de sodio 0.5 %
{Merck)
2.4 Solucién amortiguadora de homogenizacién Honda

segin Luthe y Quatrano (1980 a y b).

Ficoll 400 000 (Sigma) 2.5 %
jDextfan T-40 (Merck) - : 'sAZ
Tritpn X~100‘(Sigma) ’ 7-0.25 %
-vysgcérosa (Merék) . ’0#44 M
Tris-HC1l (pH 7.6) (Merck) A25 mM
" Cloruro de Magnesio (Merck) 10 mM
2-mercaptoetanol (Sigma) 10 mM
2.5. Solucion amartiguadora segun Hrubec et al., (1985).
Sorbitol (Sigma) 0.3 M
- HEPES (pH 7.5) (Sigma) : 50 mM
.EDTA {Merck) : 1 mM
Cloruro de Magnesio (Merck) 1M
Ditiotreitol (Sigma) 10 mM
Albumina serica bovina (p/v) 0.4 %
(Sigma)

2.6 Solucién amortiguadora de resuspensgién (NBR)

" Tris-HCl (PH 7.8) (Merck) . 50 mM
.Clorurb de Magnesio (Merck) S mM
2-mercaptoetanol (Sigma) -10 mM

,'Glicerol (J.T. Baker) 10 %
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2.7 Solucién amortiguadora de sacarosa (SAS)

Sacarosa (Merck) 0.3 M
Tris-HCl (pH 7.6) (Merck) 50 mM
Cloruro de Magnesio (Merck) 0.005 M
2-mercaptoetanol (Sigma) 20 mM

2.8 Medio MS segun Murashige y Skoog (1962).

Solucién A:
Cloruro de calcio (Merck) 440 mg/l
Solucién B: »
Nitrato de Potasio (Merck) 1900 mg/l1
Nitratc de Amonio (Merck) 1650 mg/1
Solucién C:
k Yoduro de Potasio (Mecrk) 0.83 mg/l -
Clorurc de Cobalto (Merck) " 0.025 mg/l
Solueién D:
Fosfato monobasico de Potasio 170 mg/1
(Merck) : .
Acido Bérico (J.T. Baker) 6Q2 mg/1
Molibdato de Sodio (Merck) - 0.25 ng/l
Solucién E:
Sulfato de'MégnesiQ'(Merck)' 370 mg/l
Sulfato de Cobre (Merck) -, .0.25 mg/l
Sulfato de Zinc (Merck) 8.6 mg/l
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Solucién F:

Sulféto ferroso (Merck) '28.8 mg/l
Acido etilendiamino tetracético  37.3 mg/l
(Merck) :
" Glicina (Merck)v 50 mg/1
Vitaminas:
Piridoxina (Sigma) ' 12.5 ng/250 ml
- Acido nicotinico’(Sigma) ' -‘12.5 mg/250 ﬁl_
- Tiamina (Sigma) | o 2.5 ng/250 ml
‘Hio~inositol (Sigma) 2.5 mg/250 ml
Sacarosa (Merck) ' ‘30 g/1
Agar (Merck) . ' 8.0 g/1

2.9 Solucién amortiguadora‘Citréto de Sodio-Cloruro de-
Sodio (SSC). ' '
.Citrato de Sodio (Merck) B 1 Q.015 M

Clofuro de Sodio (Merck) . 0.15M

3.0,Liqu;do de centelleo

2,2'~p-fenil bis (5-fenoxazol 0.1 g/1
’ (Merck) : . :
2,5-difenoxazol (Merck) - 5.0 g)i
Tolueno (Merck) . ' 1.0 litro

: 3,1.L1quido de centelleo Insta-Gel (Packard)
' 3.2 Reactivo de difenilamina

Difenilamina (Merck) 4.0 % en acido
' acético glacial
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Acetaldehido (Merck) 1.6 mg/ ml
- Soluci6én amortiguadora Honda (10x)
Tris-HCl (pH 7.6) (Merck) 250 mM

Cloruro de Magnesio (Merck) 100 mM

Soluciones para citogenética y autorradiografia
Fijador (relacién 3:1)
Etanol absoluto (Merck)

Acido acético glacial (Merck) 100 %

‘. Acetorceina

Orceina (Merck) 1.25 g/100 ml
Acido acético glacial (Merck) 45 %
Pectinasa (Quimorgan, S.A.) 5.0 %

Emulsion fotografica NTB2 Nuclear Track (Kodak)
Revelador (Kodak) - D-19

Soluciones para cuantificar broteinas

Desoxicolato de sodio (DOC) 0.15 %
(Sigma) ‘
Cobre-tartrato-carbonato (CTC): se hace ~ una

solucién de CuSoy - SHpO al 0.1 %2 y tartrato de
Sqdio y potasio al 0.2 2y a esta se le aﬁade

lentamente una solucion de NapCO3 al 10 % .

Reactivo "A" se mezclan en partes iguales

Dodecil sulfato de sodio | .10 %
(Merck)

Hidroxido de sodio 0.8 N
(Merck)
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4.3 Reactivo "B" un volumen de reactivo de Folin se

mezcla con cinco volumenes de agua destilada.

-Métodos

3.0 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD DE LAS SEMILLAS
UTILIZADAS.

Se ‘utilizaron semillas de maiz variedad chalquefio de cosecha
reciente. Se colocaron 50 seﬁillas por caja de petri la cual
ée desinfecté. con hipoclorito de sodio (0.5 i) durante ‘un,
uminu@o. seguido Ae lavado con agua estéril.

Posteriormente se colocaron lotes de 50 gemillas en bandejas
que contenian agrolita previamente esterilizada 'y a las
cuales se les adicionaron 500 ml de agua corriente. Las
semillas se incubaron durarite 7 dias a 27 ° C.y luz continua,
con riego diariamente.

Ai .término de la incubacién se determiné el porcentajé de
'germinacibn. Se sacaron ias plantulas v a ééda,una se le
‘midi6 1la  longitud del tallo y el peso " fresco. Luego se
procedié a secar las plantulas en un horno a 100 ° C durante
2 diés y posteriormente se pesaron para determinar el peso
seco.

3.1, IMBIBICION DE LOS EJES EMBRIONARIOS DE MAIZ.

Se utilizaron 100 ejes embrionarios para la purificacién de
nicleos a través de un gradiente discontinuo de Percoll
(suspensién coloidal estéril de particulas de silice cubierto

con polivinilpirrolidona (PVP)). Estos fueron desinfectados
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con hipoclorito de sodio al 0.5 % durante un minuto seguido
de un lavado con.agua destilada estéril las veces que fuese
necesario. Posteriormente, los ejes fueron colocados en un
vaso de precipitado de 100 ml que cbntenia 5 ml de medio de
cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) estéril y, sobre estos,
se agregdé 1la solucién ‘amortiguadora de imbibicién con
timidina tritiada (40 uéi/ ml) incubandose a 27 ° C con luz
continua a diferentes tieméos de ;a germinaéién{ 4, 6,y 15"
horas. En algunos casog se imbibieron ejes embrionarios sgin
‘marca radiactiva.

También se emplearon 100 ejes embrionarios para 1a
purificacién de nucleos a traves de un gradiente discontinuo
de sacarosa 1log que fueron imbibidos como se ha descrifo
anteriormente

Para la separacién de nucleos, cloroplastos y mitocondrias se
utilizaron 50 ejes embrionarios los cuales fueron imbibidos
como se indicé anteriormente a diferentes tiempos de 1la

germinaciébn: 4, 6, 20  y 40 horas.

3.2. PROCESAMIENTO DE LOS EJES EMBRIONARIOS DE MAIZ AL TERMINO

DE LA IMBIBICION.

Una vez transcurrido el tiempo de imbibicién 1los ejes se
lavaron con 10 ml de citrato de sodio (1 %) que contenia 40
pug/ml de timidina no radiactiva y enseguida se lavaron con

10 ml de etanol (80 %). En el caso de que no fueran a ser

‘30



utilizados de inmediato, los ejes se colocaron en tubos de

ensaye y se guardaron a -70 ° C.

3.3. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE NUCLEOS A TRAVES DE UN

GRADIENTE DISCONTINUO DE SACAROSA.

(Meyer 1977).

Se imbibieron ‘100 ejes como se describié preﬁiamente; al
término de ésta se homoéeneizaron en un mortero previamente
enfriado con 10 ml de SAS hasta que se obtuvo un material
de consistencia pastosa. El homogeneizado se filtré en frio
con vacio a través de 4 mallas de miracloth y una malla de
nylon de 60 u de paso. Posteriormente el filtrado se
centrifugdé a 2,000 rpm (880 x g) durante 10 minutos, de
2 a 4 ° C. Al término de la centrifugacién se decantéd el
sobrenadante y el paquete obtenido se resuspendi¢ en 3 ml
de SAS y se mantuvo en hielo.

Se preﬁararon las siguientes soluciones para realizar el
gradiente; la solucién "A” que contenia:

Sacarosa (Merck) 1.92 M

Cloruro de Calcio (Merck) 3 mM
y la solucién "B" que contenia:

Sacarosa {Merck) 1M

Cloruro de Calcio (Merck) 3 mM



Se hizo el gradiente discontinuo de sacarosa para la

obtencién de nucleos como se muestra en la Fig No. 3.

-

7////A = Muestra de ntcleos

(3 ml)

——  Solucién "B" (10 ml)
Tubo de nitrato .

de celulosa

—— Solucién "A" (20 ml)

\_/

Figura No. 3. Gradiente discontinuc de sacarosa para el

aislamiento de nucleos.

La suspensién obtenida de la centrifugaciéon a - 2,000 rpm se
colocé sobre el gradiente discontinuo de sacarosa el cual se
centrifugé en un rotor SW 25.1 (previamente enfriado) en una
centrifuga Beckman LS-75 a 24,500 rpm (86'713 x g) durante
60 mingtos a una temperatura de 2 ° C.

El sobrenadante se desechdé, quedando asi libre el paquete
nuclear en el fondo del tubo. Este se fesuspendio en 3 ml de
SAS al 4 %y 2 ml de Tris 0.4 M pH 8.5 y se conservd en
frio. Se realizaron frotis del paquete nuclear sobre un

portaobjetos se fijaron con calor vy luego se tifieron con
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azul de metileno (1 %) durante un minuto seguido de un lavado
con agua destilada y posteriormente se observaron al
microscopio. De la suspensién de nucleos se tomo6 1 ml y se
colocd en un frasco que contenia 10 ml de liquido de‘
centelleo Insta-Gel y se cuantificaron las cpm en un contador

de centelleo Packard.
Extraccién y precipitacién de los acidos nucléicos.

Se tomé 1 ml de la suspensién nuclear se colocté6 en un tubo
Eppendor{ gl cual se agité suavemente durante 10 minutos en
un bafio a 37 ¢ C . Se le agregaron 0.5 ml de EDTA-salino, 0.5
ml de SSC vy 10.ul' de proteinasa k (10 mM) y se incub6 a
37 ° C durante 18 horas. Después de 1la incubacién se

cuantificé el ADN por el método de difenilamina.

3.4. ENSAYO DE DIFENILAMINA Y CURVA PATRON DE ADN.

(Giles y Myers 196S).

Se tomaron diferentes alicuotas de ADN (ug) de esperma de
salmén y se precipitaron con 4dcido tricloro acético (ATC) al
20 % , dejandose en frio durante 2 horas. Cada muestra se
centrifugd a 4,500 rpm (2,450 x g ) durante 15 minutos, se
eliminé el sobrenadante de cada muestra y el ADN contenido en
las pastillas se resuspendié en 1 ml de &cido perclérico
(PCA) al 10 % . Se calentaron a bafio maria durante 30 minutos

a 80 ° Cy realizé el ensayo de difenilamina.



A un mililitro de solucién problema de ADN en 10 % de PCA se
le adicion6 difenilamina al 4 % en Acido acetico glacial y
50 pl de acetaldehido (1.6 mg/ ml). ~ Se incub6é a 37 ° C
durante 14 horas. Al término de la incubacién se leyd la
diferencia de absorbencias (595 a 700 nm) comparado con un
blanco. La curva se obtuvo graficando 1la diferencia de

absorbencias contra la concentraciéon de ADN (ug). Se

interpolé 1la diferencia de absorbencias de cada una de las

‘muestras problema en la curva patroén.

3.5. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE-NUCLEOS A TRAVES DE UN

GRADIENTE DISCONTINUO DE PERCOLL.
(Luthe y Quatrano 1980 (a) y 1980 (b).

Se  imbibieron 100 ejes embrionarios como se describid
antériormente. per diferentes tiempos. |

Sé homogeneizaron ios ejes embrionarios .con 2 ml de solucién
amortiguadora Honda en un mortero previamente eﬁfriado y
estéril, El1 tejido se macerd por 60 a2 90 segundos hasta
obtener una consistencia pastosa. Posteriormente, se le
adicionaron seis volumenes de soluciétn amortiguadora Honda y
se procedié a filtrar con vacio en un sistema que contenia 2
mallas de miracloth y una malla de nylon de 60 p de paso. El
filtrado Bse centrifugé en tubos Corex (15 ml) a 2,500 rpm
(756 x g) en un rotor JA-20 de una centrifuga Beckman J2-21,

durante 10 minutos entre 2 a 4 ° C de temperatura. Al
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término de la centrifugacioﬁ se decanté el sobrenadante y la
pastilla 'se resuspendidé en 0.5 ml de solucién
amortiguadora Honda y se conservé en hielo.

Se realizaron ﬁreparaciones frescas del paquete nuclear vy
éstas fueron observadas al microscopio.

Se procedié mientras tanto a preparar el gradiente

discontinuo ‘de Percoll como se muestra en el cuadro No. I.

Cuadro No. 1I. Preparacién del gradiente discontinuo de-

© Percoll para aislar nucleos.

% Percoll ~ Sacarosa Buffer Honda Agua Volumen
100 & 2 (10 ¥%) ) final.

40 1.6m  0.6ml 0.4 ml 1.4 mk 4.0 ml

600 2.4 ml 0.6 ml 0.4 ml 0.6 ml 4.0 ml

80 3.0 ml 0.6 ml 0.4 ml —-eee- 4.0 m)

Al tener los diferentes porcentajes se procedidé a realizar
el gradiente en un tubo de nitrocelulosa, como se muestra en

la Figura No. 4.
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—_ Muestra nucleaf (1L ml)

Percoll 40 % (4 ml)

Percoll 60 %2 (4 ml)

~— Percoll 80 % (4 ml)

Sacarosa 2 M (5 ml)

\

Figura No. 4 Gradiente discontinuo de Percoll para aislar

nucleos,

La suspension nuclear se colocéd sobre el gradiente
discontinuo de Percoll, el cual se centrifugé a 4,800 rpm
(4,056 x g) en un rotor 628 de una ultracentrifuga IEC
durante 40 minutos a 4 ° C .

Al concluir el tiempo de centrifugacién se extrajo con una
pieta Pasteur la banda donde quedaron los nucleos. Esta banda
se disolvié en una solucién amortiguadora Honda que contenia
espermidina durante 2 minutos con el fin de remover el
Percoll y se centrifugd a 4,330 rpm (5860 x g) en un rotor de
titanio 628 en una centrifuga IEC por S minutos a 4 ° C. Al
término de ésta se decantd el sobrenadante y 1la pastilla

nuclear se resuspendié en solucién amortiguadora de
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resuspensién (NBR) y se centrifugé a 4,330 rpm nuevamente. Al
concluir el tiempo de centrifugacién se decanté el
sobrenadante y la pastilla se resuspendi6 en NBR y se mantuvo
en ‘frio. ée realizaron preparaciones frescas de la muestra
nuclear y se observaron al microscopio. Se tom6 0.5 ml de la
suspensién nuclear y se colocod en un frasco que contenia 10
ml de liquido de centelleo Insta-Gel y se cuantificaron las
cpm.

Se tomé 1 ml de la suspensidén nuclear y se cuantificé el ADN
por el método de difenilamina descrito anteriormente.

En el gradiénte se pudieron observar diferentes bandas a lo
largb de éste las que se extrajeron y se les determiné las
cpm y la cantidad de ADN presente por el - método

de difenilamina.
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3.6. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE MITOCONDRIAS A TRAVES DE

UN GRADIENTE DISCONTINUO DE PERCOLL.

(Hrubec et al.. 1985).

Se imbibieron 100 ejes embrionarios de maiz como se describié
breviaﬁente en métodos emplééndose esta vez 50 uCi/ ml de
timidina tritiada durante 15 horas a 27 ° C con luz continua.
Los ejes se homogeneizaron con 2 ml de wuna solucién
amortiguadora que contenia sorbitol 0.3 M, Hepes 50 mM
pH 7.5, EDTA 1 mM, MgClz 1 mM, DTT 10 mM, y 0.4 2 de ASB
(v/v), en un mortero previamente enfriado durante 90 segundos
hasta obtener una consistencia pastosa. Posteriormente, el
homogeneizado se filtré en un sistema que contenia 2 mallas
de miracloth y una malla de nylon de 60 L de paso, el mortero
se enjuagd dos veces con 2 ml de soluclédn amortiguadora. Del
filtrado se tomaron 50 ul para medir la -  toma de
radiactividad. En éeguida se centrifugd a 1,500 x g durante
10 " minutos en un rotor JA 20 de una centrifuga Beckman J2-
21. Al término de 1la centrifugacién se decantd el
sobrenadante y éste se conservt en frio. Mientras tanto, se
'procedio a preparar el gradiente de Percoll segun se muestra

en el cuadro No.IX.
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Cuadro No. II. Preparacion del gradiente discontinuo de

Percoll para el aislamiento de mitocondrias.

Percoll 100 %4 Buffer Hrubec Vol. final
15 % 0.45 ml 2.55 ml 3 ml
22 % 0.66 ml 2.34 ml 3 ml
27 % 0.81 ml 2.19 ml 3 ml
60 % 2.4 ml 1.60 ml 4 ml

El sobrenadante mitocondrial de la centrifugacién anterior se
colocd sobre el gradiente (ver figura No.5) y se centrifugd
en un rotor 628 de una ultracentrifuga IEC a 24,000 rpm
(27,000 ¥ g ) durante 35 minutés a 4° C.

Al concluir el tiempo de centrifugacién se separéd cada  banda
presente en el gradiente con una pipeta Pasteur, cuidando de
no mezclar las bandas. Cada uﬁa de las bandas obtenidas se
lavaron con 3 ml de solucién amortiguadora Hrubec y se
centrifugaron por s2parado a 1,500 x g durante 10 minutos.
Las pastillas obtenidas se precipitaron con ATC al 20 %2 y se
dejaron en frio durante 30 minutos. Después de esto se
centrifugbé a 3,000 rpm (1,090 x g ) durante 10 minutos. Se

decanté el sobrenadante y las pastillas se resuspendieron en

39



la solucién amortiguadora Hrubec y se volvieron a centrifugar
a 3,000 rpm. . El ADN se encontré en el sobrenadante en donde
se ley6 la absorbencia a 260 nm para cuantificarlo.

Se tomd 1 ml de cada banda y se realizé el ensayo de
difenilamina para cuantificar el ADN presente en cada una de

las fracciones. De estas muestras también se tomé 0.5 nl

para determinar cpm.

Muestra de mitocondrias.

(7 ml)
Tubo de
v —  Percoll 15 % (3 ml)
nitro-
-~  Percoll 22 % (3 ml)
celulosa o

Percoll 27 % (3 ml)

e Percoil 60 % (4 ml).

\/

Figura No. 5. ' Gradiente discontinqo de Percoll para aislar

mitocondrias.
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3.7. SEPARACION DE ORGANITOS (NUCLEOS, CLOROPLASTOS Y
MITOCONDRIAS) DE EJES EMBRIONARIOS DE MAIZ Y DETERMINACION DE
LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA GLUTAMATO DESHIDROGENASA (GDH-NADH)

DE CADA UNA EN LAS FRACCIONES.

Se imbibieron 50 ejes embrionarios en condiciones estériles
en mediq MS durante 4, 6, 20 y 40 horas a 27° C con luz

continua, como se describié previamente. Al términe de la
incubacién se homogeneizaron los ejes con 2 ml de solucién
amortiguadora "A" (segun Sen y Osborne, 1977), en un mortero
préviamente enfriado durante 30 minutos, se macerdé el tejido
durante 60 segundos obteniéndose una suspension homogénea.
Posteriormente, el homogeneizado se filtré a través de una
malla de nylon de 60 p de paso y dos capas de papel
~miracloth con la ayuda de vacio. Se enjuagd el mortero tres
veces con 2 ml de solucién amortiguadora "A" y asi se obtuvo
un volumen final de 7 a 8 ml ..Del filtrado se tomd S0 pl de
mueétra.y se colocd sobre una membrana de fibra de vidrio
Nhafman GF/C para medir la toma de radiactividad del sistema.
Posteriormente el filtrado se colocé en tubos Corex de 15 ml
y  se qeﬁtrifugo a 2,500 rpm ((625 x g), Cheah y Osborne,
1978), durante 15 minutos en una centrifuga intermedia
Beckman J2-21 en un rotor JA-20 previamente enfriado. Un;
vez transcurrido el tiempo de centrifugaciéon, el sobrenadante

se c¢olocd en otro tubo Corex de 15 ml y 1la pastilla

se conservéd en frio.
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‘ El ‘ sobrenadahte se: VO;vib_ a 4centrifugar a 7,000 rpm
(3,696 % g éiggins , 1971,  durénte 1s.minutos»y al término
de éste el sobrenadante se'decanto a otro tubo Corex vy la
§astilla se conservé en frio. El sobrenadénté se centrifugé
nuevamente a 12,000 rpm (10,000 x g) (Zelitch, 1967), durante

15 minutos, concluido el tiempo de centrifugacién el

sobrenadante se decantd en una probeta de 10 ml midiéndose
asi el volumen final y de este sobrenadante se tomaron 50 ul
que se colocaron sobre un papel filtro Whatman GF/C para
medir las cpm. La pastilla de esta centrifugacién se conservé
en frio. A 1los tubos que contenian las pastillas de 1las
diferentes céntrifugéciones (2,500 rpm, nacleos; 7,000 rpm,
cloroplésto; 12,000 rpm, mitocondrias) se les limpiaron las
parédés perfectamente para evitar la contaminacién con
‘ 1ibidos y a cada tubo se adicionaréﬁ 3 ml ’de solucion
,gﬁortiguédora "A"5 Se resuspendieron bien y todas ellas‘se
'centrifugéron durénte 10 minutos a la velocidad en qde
‘oi;ginalmente fuefoh'obfenidas. Al terﬁino de éstg se decanté
el sobrenadante y las pastillas se conservaron en hielo.
Posteriormente, a cada muestra se le adicioné 1 ml de ATC al
,16 % para precipitar Acidos nucléicos y los tubos se dejaron
‘en frio durante 1 hora. Al concluir este tiempo se le agrego
a cada tubo 1 ml de 4cido perclorico al 10 %2 y las nuestras
se hidrolizaron durante 30 minutos a 80° C. Una vez concluido

el tiempo se tomé 1 ml de cada muestra y se colocd en
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.fraécos quelcontenian‘lo mlvde 1iqu1do'de'cen;elleo Ihsta—
Gel para poder determinar las cpm. El mililitro restante se
utilizé para - cuantificar al ADN por el método de
difenilamina.

Para medir 1la actividad de GDH-NADH de cada una de las
muestras de las diferentes centrifugaciones (nucleos
cloroplastos y mitocondrias), se prepardé -una mezcla. de

reaccién la cual contenia:

Tris-HCl 500 mM (pH 9.4), 2-cetoglutarato 60 mM (pH 7), NHzCl
600 mM, NADH 2.9 mM (pH 8). - Para cada ensayo se trabajé con
un volumen final de 3 ml como se muestra en el cuadro No.
I1IX.

La mezcla de reaccién se incubdé a 30° C por dos minutos;
posteriormente se inicié la reaccién aﬁadiendo_el NAD vy se
ley6 la absorbencia a 340 nm en un espectrofotémetro cada

‘"minuto hasta llegar a 8 minutos.

Cuadro No.III. Mezcla de reaccién para medir actividad de la

enzima glutamato deshidrogenasa de cada' una dé ; las’

fracciones.
Tris-HC1l NH4Cl 2-cetoglutarato NADH Extracto
Muestra 1.7ml 0.5ml 0.5 ml 0.2 ml 0.1 ml.

Blanco 2.7 ml meemee emeeee 0.2 ml 0.1 ml H20
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Se graficé el incremento de absorbencia con respecto al
tiempo; la velocidad de reaccién se expresd como nanomcles de
NAD transformades por minuto. Para determinar la actividad
especifica de cada muestra, se cuantificaron las proteinas

por el método de Peterson (1977).

3.8. CURVA PATRON DE PROTEINAS.

(Peterson, 1977).

Primero se realizé una curva patrén de albumina serica bovina
(ASB). Paré elio. sé prepard una solucién concentrada de ASB
de 1 mg/ ml empleando agua desionizada como disolvente.

Se tomaron alicuotas de la solucién concentrada de ASB y se
‘llevo con agua desionlizada a 1 ml para obtener un intervalo
de dohcentracién de 20 a 100 pg de proteina. Para el caso de
cada una de las muestrés problema, se tomarén volumenes de 10
Yy 20 ul a los cuales se les afiadi¢ agua desionizada para
obtener un volumen final de 1 ml. A cada muestra se le
adicioné 0.1 ml de desoxicolato de sodio (DOC), se mezcld y
se dejé 10 minutos a temperatura ambiente. Al término de este
se le agregd 0.1 ml de ATC al 72 % (previamente frio), se
mezclaron vy se dejaron én frio. Al concluir el tiempo de
incubacién se centrifugaron a 3;000 rpm, .a 4 ° C en una
centrifuga MSE durante 15 minutos . Al termino de ésto se
-decahto el sobrenadante y se dejaron secér las pastillas.

Cuando éstas estuvieron secas se les agregé 1 ml de agua y 1
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ml de reactivo "A" (ver materiales), se mezclaron y se
deiaron durénte 10 minutos a temperatura ambiente. Al
finalizar el tiempo se les agregd 0.5 ml de reactivo "B" (ver
materiales), y se dejaron durante 30 minutos a tempefatura
ambiente. Una vez transcurrido el tiempo se leyd la -
absorbencia a 750 nm. .

La curva patrén se obtuvo graficando la absorbencia contra la
cantidad de proteina (ug de ASB). Para calcuiar los valores
proteinicos de cada una de las muestras problema, el valor de
la absorbencia se interpolé en la grafica patréon y asi se
determiné la concentracién de proteina de cada una de las

muestras problema.

3.9. TECNICA CITOGENETICA

(Baiza et al., 1986).

Se incubaron por diferentes tiempos 25 ejes embrionarios dé
maiz . en condiciones estériles en medio MS, en obscuridad a
2%¢ C. Al término de la incubacién los ejes fueron 1lavados
con agud destilada y fijados en una mezcla de etanol-acido
acético (3:1) durante 24 horas a temperatura ambiernte.
Después los =jes fuéron transferidos a etanol al 70 % y se
guardaron a 4°¢ C hasta gque fueron utilizados. »

De los 25 ejes, 15 fueron escogidos por tamafio promedio y
estos fueron disectados c¢on la ayuda de un microscopio

estereoscédpico, aislando las regiones meristemdticas: mesocHd-
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tilo (meristemo arical), raiz primaria y raices.seminales o
secundarias (meristemos radiculares). Los meristemos fueron
hidrolizados con HCl 1 N en un bafio maria a 60° C durante 8
minutos. Posteriormente, las regiones meristematicas fuéron
colocadas en placas de porcelana 1las cuales ccntenian
pectinasa al 5 % y se dejaron alli durante 50 minuzzs. Al

concluir el tiempo se removié la pectinasa y posteriormente

se le adicioné acetorceina y se dejaron durante 45 =:inutos.
Al concluir éste tiempo se sacaron cada uno de los tejidos y
fueron colocados sobre un portaobjetos para distendsr los
tejidos por aplastamiento. Estos tejidos se conservaron a
4° C durante 14 horas. Posteriormente las preparaciznes se
coldcaron sobre un bloque de hielo seco durante 10 minutos
para fijar el tejido, se eliminé el cubreobjetos y z=zcda una
de las preparaciones se lavé con etanol absolute. Enseguida
cada preparacién fué montada con Balsamo de Canadz, y se

secaron durante dos semanas.
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V.- REBULTADOS
1.0. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD DE LAS SEMILLAS.

Inicialmente, se determiné la viabilidad de las semillas,
para poder asegurar la confiabilidad de los resultados . En
el cuadro No. IV se muestran los promedios obtenidos (X=) en

dichos experimentos y las desviaciones estandar (%).

Cuadro No.IV. Determinacién de la viabilidad y vigor de 1las

semillas de maiz. Promedio de cuatro lotes.

% Germinacion Longitud (cm) Peso Fresco (gr) Peso Seco (gr)

15.89 + 5 ¥= 1.40 £ 0.5

bl
>
H
(€]
N
5]
H
w
*<
n

=90 * 2

Los resultados muestran una alta viabilidad y un buen vigor
de lés semillas utilizadas en los experimentos de acuerdo a

los patrones en el laboratorio.

1.1, AISLAMIENTO DE NUCLEOS A TRAVES DE  UN. GRADIENTE

DISCONTINUO DE SACAROSA.

(Meyer, 1977).

Se 1llevaron a cabo experimentos en los cuales se traté de

aislar nucleos intactos de células de ejes embrionarios de
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maiz. Se pudo observar que con este tiho de aislamiento se
obtuvieron muy pocos nucleos intactos, ya que observaciones
al microscopio, demostraron que conforme el tiempo ‘iba
transcurriendo, los nucieos se empezaban a deformar y a
romper .

Al obtener la fraccién nuclear del gradiente se cuantificéd
el ADN presente por el método de difenilamina y estos
resultados mostraron una baja cantidad del &cido nucleico.
Igualmente, se observé baja incorporacién de cuentas . Esto
suéirio que el método de aislamiento no era el adecuado ya
vque los nucleoz no resistian altas concentracicnes de
sacarosa y se perdian durante el aislamiento. Es por ésto que
se decidié practicar el aislamiento de nucleos a través de un

gradiente discontinué de Percoll.

1.2. AISLAMIENTO DE NUCLEOS A TRAVES DE UN  GRADIENTE DE

PERCOLL.

(Luthe y Quatrano, 1980 (a) y 1980 (b) ).

El aislamiento de nucleos de células de ejes embrionarios
de ‘maiz marcados radiactivamente e incubados por diferentes
tiempos como se menciono en materiales y métodos.

Con esta metodologia se logré obtener una mayor cantidad de
nucleos comparada con la metodologia anterior.

En el gradiente de Percoll se obtuvieron una serie de bandas

como Se muestra en la figura No.6 a cada una de las cuales
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se les midié la cantidad de ADN presente asi como la
incorporacién del material radiactivo a ADN., Los resultados
mostraron una baja cantidad de marca radiactiva asi 'como
también poca cantidad de ADN

En la banda 4 (que corresponderia a nlucleos) se encontro
que la marca radiactiva era minima. En la banda 1 encontrada
por debajo de donde se habia colocado la muestra nuclear, se
‘encontrd una cantidad alta de ADN de bajo .- peso molecular.
También s8se encontré que la cantidad de marca radiactiva fue
mucho - mayor cémparada con las de las diferentes bandas
encontradas (2 y 3) é incluso c¢on la banda nuclear.

Ahora bien, se realizaron preparaciones frescas de 1la
fraccién nuclear, se observéron al micro;copio y se pudo
observar que la céntidad de nicleos era minima. Cdn basé é
este resultado se penso que quiza el tiempo de cenfrifugacién
no era suficiente para que los nucleos pudieran bajar por 1lo
que se realiz6 otro gradiehte en el cual se aumento_'el
tiempo de centrifugacién. Se pudo apreciar que este aumento
en el tiempo no haciq que se obtuvieran mas nucleos. Asimismé
se observé que las bandés'seguian apareciendo como en el
gradiente anterior.

Este ' aislamisnto se realizé varias veces con diferentes
tiempoé de imbibicién pero omitiendo la marca radiactiva y
se pudo apreciar que por medic de este método no se lograba
obtener nuclecs integros y en buen nimero ya que -éstos se
rompian con gran facilidad antes de penetrar al gradiente

quedando la mayoria del ADN desnudo al inicio del misme.
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— Banda que apareci¢ y que no es-
ta reportada en la literatura

== Xaanda 1).

Percoll 40 % Lipidos (Banda 2).

Percoll 60 % . T Nucleos rotos y restos celula-
res (Banda 3).

Percoll 80 7% = Nucleos (Banda 4).

Sacarosa 2 M. ' Granos de Almidén.

- Figura No 6. Gradiente de Percoll obtenido después de la

centrifugacién de 4,800 rpm (4,056 x g ) durante 60 minutos.

1.3. AISLAMIENTC - DE MITOCONDRIAS A TRAVES DE UN GRADIENTE

DISCONTINUO DE PERCOLL.
(Hrubec et al., 1985).

. Este aislamiento se realizé con ejes embrionarios de maiz de
15 horas de  imbibicibn con marca radiactiva continua
(timidina tritiada, 50 uCi)ml). En este gradiente se
obtuvieron 3 bandas como se muestra en la figura No.7.

En las diferentes bandas obtenidas se cuantificé el ADN

presente por el método de difenilamina{ y eétos resultados -
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mostraron una baja cantidad del mismo. También se obtuvo muy
poca . incorporacién del material radiactivo al ADN. Este
aislamiento se realizé en varias ocasiones sin éxito y por

ello se decidié aislar organitos de otra forma.

-

X
AT

Banda 1 poco densa

Banda 2 mAs densa

Banda 3 mitocondrias

R PRS-

. v .
Figuré No.7. Bandas obtenidas del gradiente discontinuo de

Percoll para el aislamientb de mitocondrias. Los numeros

indican las bandas encontradas en dicho gradiente.

Log resultados obtenidos anteriormente nog proporcionaron

datos acerca de la sensibilidad tanto de nucleocs como

organitoe a lae diferentes concentraciones de gacarosa y
'~ de Percoll, vya que al guerer aislar los nucleos por los dos

tipos de gradientes éstos se deformaban y rompian.

También cuande se quiso aislar mitocondrias a través de un
gradiente discontinuo de Perceoll no se obtuvieron muy buenos
' resultados ya que hubo una muy baja incorporacién de timidina

tritiada a material insoluble en ATC.
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' Con estos resultados se decidié aislar nucleos y organitos de
una forma mas sencilla y sin dafiarlos y ademéas a través de un
- método que nos proporcionara una mayor cantidad de cada uno

de ellos.

1.4. SEPARACION DE  ORGANITOS (NUCLEOS, CLOROPLASTOS Y
MITOCONDRIAS) DE EJES EMBRIONARIOS DE MAIZ Y DETERMINACION DE
LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA GLUTAMATO DESHIDROGENASA (GDH-NAD),

EN CADA UNA DE LAS FRACCIONES.

-Cbn base en los resﬁltados anteriores se decidié separar en
forma mas sencilla por centrifugacién diferencial, nucleos,
cloroplastos v mitoconqriaév de embriones de diferentes
tiempos de imbibicién y medir tanto la marca radiactiva en

" ADN . como la cantidad total del mismo por el método de

difenilamina, (ver materiales y metodos).

Para poder estar seguros de que nuestras fracciones nucleares
no. estabaﬁ contéminadas con citoplasma se midié 1a‘actividad
de la glutamato deshidrogenasa, ya que esta enzima se
en¢u§ntra presente tanto en mitocondrias como en el
citoplasma. La glﬁtamato deshidrogenasa puede emplear tanto
NAD como NADP como aceptor electrones, . pero el NAD es el
cofactor mas eficiente. El NADH formado se oxida finalmente
por ‘1a cadena de transporte de electrones. La glutamatov'
. deshidrogenasa desempeﬁa un- papel central en la desaminacién

de los aminoacidos debido a que el glutamato es'.el unico
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aminoAcido que posee una deshidrogenasa tan activa en 1a
mayor parte de los organismoé.

La actividad de esta enzima se detérminb en nanomoles de NADH
transformados por minuto. Esta actividad se ve élarémentelen
la fraccién mitocondrial (24.35 nmoles NADH/min) vy en ei
citosol (10.73 nmoles NADH/min) mientras que en nucleos' no
fue posible observar ninguna actividad. Cuando se midi6 la
’actividad enzimatica en la fraccién cloroplastica se obtuvo
una actividad de 3.53 nmoles de NADH/min. Los resultados de
la actividad 6 especifica de cada uﬁa de las fracciones se

muestra en el cuadro No.V. .

Cuadro No. V. Actividad de la'glutamato-deshidrogenasa en

nucleos, cloroplastos, ‘ﬁitocondrias‘ y citosol, N0>'=J No
observada. o | |
Actividad GDH-NAD en Actividad éspecifica de

Organito nmol de NADH/minuto GDH-NAD en nmol NADH/ug prot.
Nicleos N N
Cloroplastos ssa o
Mitocondrias 2435 13s.0
citesol . 10.73 w.o

Después de corroborar que no . se tenia contaminacién. en
nucleos con las .fracciones_ci;oplésmicas, 8@ realizé la .
'éepéracibn de organitos por centrifugacibn.diferencial como

se mencioné en materiales y métodos, con 1la finalidad de  '
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cuantificar las cpm incorporadas y los pug de ADN presente en
cada una de las fracciones. De la fraccién nuclear se fomaron
100 pl de muestra y se realizaron preparaciones frescas con
el objeto de observar nucleos. Estos se tifieron con
acetorceina y con azul de metileno y se observaron al
microscopic en donde se encontr6 una mayor cantidad de
nucleos integros comparado con los métodos anteriores, aunque
a su alrededcr se observaron cantidades variables de restos
celulares. De cada tiempo de imbibicién se realizaron
preparaciones frescas para verificar la presencia de ntcleos.
De las fracciones restantes no se realizaron preparaciones vya
que. cloroplastos y mitoncondrias sélo se pueden observar al
microscopio electrénico y éste no estaba a nuestro alcance.
LOS'resultados_de estos experimeptos mostraron que cuando se
imbibié durante 4 horas, la incorporaciOnA de material
radiactivo a ADN insoluble en ATC de nucleos, fue de X= 1,519
+ 101.1 cﬁm. {¥= promedio, * desviacién estandar, n= 4),
mientras que en gitoplasma la incorporacién total fue mas
alta (cloroplastes %= 1,247 £ 101.6 v mitocondrias X= 773;3 k4
80.2). Esto se puede apreciar claramente en la figura No. 8.
Cuando se determiné laAincorporaciOn especifica, es decir, la
incorporacién del material radiactivo a ADN en cada una las
fracciones c¢onsiderando la cantidad de ADN presente en las
fraccidnes, se observé que esta incorporacibn especifica es
mucho ﬁayor en las fracciones citoplasmicas que en nucleo,

‘como - se muestra en la figura No.8. Se encontrd que en la
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fracciOnv- cloroplastica se tenia X= 743 # 300 cpm/ug ADN de
incorporacibn especifica vy en la fraccién mitocondrial %=
- 1,105 % 200 cpm/ug ADN de incorporacidn especifica, mientras
que en la fraccién nuclear se observé solamente X= 13.89
+ 2.7 cpm/ug ADN de incorporacién espeéifica.

Cuando se aumentd el tiempo de imbibicién a 6 horas se pudo
apreciar que la incorporacién del material radiactivo a  ADN
nuclear fue de %= 1,940 * 418 cpm, en cloroplastos de X=
1,359 * 278 cpm y en mitocondrias de X= 786 * 563 cpm. Se
puede observar que ni en la fracciétn nuclear ni en 1la
citoplésmica hubo un incremento notorio de incorporacién
jcomparado con las fracciones de 4 horas (cloroplastos X=
1,359 + 278 cpm y mitocondrias X= 786 + 563 cmp, ver cuadro
No. VI). Cuando se determiné la incorporacién especifica
(cpm/ug de ADN) de cada una de las fraccicnes a las 6 horas
de germinacién se observé que en nticleos fue de ¥= 14.3 ¢ 3
cpm/ugv ADN, - en cloroplastos de X= 843 % 322 cpm/ug  ADN, vy
mitocondrias de %= 1,204 * 219 cpm/u  ADN, como se puéde.
épreciar'en la figura No.9. No existe diferencia relevante en
los resultados  obtenidos. tanto a 4 como a 6 horas de 1la

“imbibicion (ver cuadro No.VI).
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Fiqura No. 8. Incornoracidn de timidina tritiada (IQgCi) a ADN
en ATC de niicleos (N) %= 1519.6 * 101.5, clorontastos (C) -
%="1247.6 * 101.6 y mitocondrias (M) R= 773,3 + 80,2, de 4 horas
de imbibicidn :
Patrén de incorporacidn especifica de timigina tritiada (IQ)Ci)
a ADN insoluble en ATC por microaramo de ADN de nicleos (N) '--
" %<'13.8 ¥ 2.7. cloronlastos (C) %= 743 * 300 y mitocondrias (M)
%= 1105 £ 200 de 4 horas de imbibicién . :
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Fiaura No. 9, Incornoracidn de timidina tritiada (lgMCi) a
ADN insoluble en ATC, de nicleos (N) %= 1940 t 418, cloro-
nlastos (C) %= 1359 ¥ 273 y mitocondrias (M) %= 786 ° 563,
de 6 horas de imbibicidn '
Patrén de incornoracién especifica de timidina tritiada a
ADN insoluble en ATC nor microaramo de ADN, de nicleos (Nf
%= 14.3 t‘3, cloroplastos (C) %= 834.2 t 322 y mitocondrias

%= 1204 © 219, de 6 horas de imbibicién
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El tiempo de imbibicién se incrementé a 20 horas, tiempo en
el cual ya hay evidencia de la existencia de un proceso
duplicativo. en nucleos (Van de Walle y Bernier 1967, Galli
1985; Baiza et al.,1986). Se puede observar en la figura
No. 10 que conforme se aumenta el tiempo de imbibicién hay
una mayor incorporacién del material radiactivo tantoc a la
fraccioén nuclear (X= 4,277 % 1,476 cpm) como en la
fracciéon cloroplastica (X= 3,135 * 971 cpm) y mitocondrial
(%= 1,565 + 1,046 cpm) aunque este aumentc sigue siendo
mayor en 1la fraccién citopléasmica que en nucleo. Ahora,
comparando cada una de las fracciones con los resultadqs
obtenidos de incorporacién especifica (cpm/pg de
ADN}, se puede apreciar un aumento relevante en la
fraccién  nuclear (8= 49.2 cpm/ug ADN), mientras que en las
fracciones citoplésmicas no hay modificacién con respecto a
las 6  horas (mitocondrias X= 1,118 + 239 cpm/pg ADN vy en
cloroplastos X= 993 % 319 cpm/pg ADN) (Ver cuadro VI).

Con el fin de hacer més evidente el cambio que se observa en
la actividad especifica en ntcleos confurme avanza la
germinacién, se aumento el tiempo de imbibicibn‘a 40 horas.
Los resultados mostraron que en el nucleo hay un aumento muy
alto de incorporacién del material radiactivo a ADN
insolubie. en ATC (X= 10,941 * 5,138 cpm) mientras que en el
citoplasma hubo una disminucién de la cantidad del material
radiactivo incorporado a ADN insoluble en ATC presente en
cloroplastos (X= 3,000 t 94.1 cpm) y mitocondrias (¥= 805 #

172.3 cpm), 1lo cual mnmuestra una diferencia notoria de
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incorporacion siendo mayor ésta en nucleo. Cuando se
deterhino la incorporacién especifica de cada una de las
fracciones se vid claramente que hubo un incremento en nucleo
y éste fue de X= 265 t 99.5 cpm,/pHg ADN mientras que en
citoplasma se nota una caida en la incorporacién especifica
ya gue cloroplastos presentd una incorporacién especifica de
K= 351 % 79 cpm/ug ADN y mitocondrias X= 697 * 205 cpm/ug

ADN, como se puede apreciar en la figura No. 11 y cuadro VI,
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Figura No. 10. Incorporacidon de timidina tr1t1ada (lgp£1) a
~ ADN insoluble en ATC en nicleos (N) %= 4277 1476, c]oro-
nlastos {C) %= 3135 T 971 y mitocondrias (M) = 1565 ¥ 1046
de 20 horas de ‘imbibicion .

Patron de 1a incornoracidn esnecifica de timidina tritiada
{lgg01) a ADN 1nso]ub1e en ATC nor microaramo de ADN de ni-
cleos (N) %= 49,2 } 11. cloronlastos (C) %= 993 ¥ 319 y m1to

condrias (M) X- 1118 - 239, de 20 horas de imbibicidn
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Fiqura No. 11. Incornoracion de timidina tritiada (IQﬁCi) a

ADN insoluble en ATC, en nicleos (N} K= 10941

plastos (C) %= 3000 ¥

de 40 horas de imbibicidn

- 94,1 y mitocondrias (M)

+

2= 805 *

Patrdén de incornoracidn esnecifica de timidina tritiada
(lqﬂci) a ADN insoluble en ATC nor microaramo de ADN de ni--

cleos (N) %= 265 ¥ 99. cloronlastos (C) R= 351
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Incorporacién de timidina tritiada Incorporacién especifica de timidina tritiada

ORGANITOS (IQﬂCi) a ADN insoluble en ATC. (IQpCi) a ADN insoluble en ATC por microgramo
de ADN.
Nicleos %= 1518.6 I 101.5 %= 13.8 I 2.7
8
& Cloroplastos %= 1247.6 I 101.6 %= 743 % 300
£ - X -
Mitocondrias X= 773.3 X B0.2 X= 1105 hs 200
Niicleos %= 1940 % a18 ' 7 %= 14.3 % 3.0
& Cloroplastos X= 1359 i . %= 834 L 322
i - -
S Mitocondrias = 786 1s63 ‘ X= 1204 % 219
. Nbcleos X= 4277 1 147 %= 48.2 % 11.0
o .
g g Cloroplastos X=3135 Lom F=993 %310
S Mitocondrias %= 1565 < 1046 X= 1118 % 239
, Nicleos %= 10041 % 5138 %= 265 L 99.0
2 ‘é Cloroplastos %= 3000 2 94.1 %= 351 % 70
£ Mitocondrias %= 805 Ta72.3 %= 697 < 205

Cuadro No. VI. Comparacién de la incorporacidn de timidina tritiada (1QHCi) a ADN insoluble en ATC
de 4, 6, 20 y 40 horas de imbibicién con la incorporacién especifica de timidina tritiada (1QMCI)
a ADN insoluble en ATC por microgramo de ADN de 4, 6, 20 y 40 horas de imbibiecién.




1.5. LOCALIZACION DE LA SINTESIS DE ADN DURANTE LAS PRIMERAS
HORAS DE LA GERMINACION DE MAIZ POR TECNICA

AUTORRADIOGRAFICA.

. Péra corroborar que la sintesis de ADN a tiempos tempranos de
la germinacibn es de origen predominante en organitos se
hicieron estudios autorradiografiéos en colaboracion con
Baiza, estudiante de doctorado del departamento de
Biogquimica, de la Divisién de Bioquimica y Farmacia, Facultad
de Quimica. Se  imbibieron 25 ejes embrionarios en
:Acondiciones estériles en medio MS con 50 uCi/ml de timidina
tritiada a diferentes tiempos de la germinacibén (7 y 14
horas) con pulsos de 7 horas. Los ejes fueron disectados,
extrayendo las regiones meristematicas: ' mesocétilo (M), raiz
primaria (R1) y raices secundarias (R2), como se mencioné en
materiales y métodos. La autorradiografia se realiz6 por
innersi6n emplesndo £8 esulsioén "Nuclear Track NTB2" QKodak)

Ea un cuarte obscuro oon luz roja de seguridad (Safe—light
Hiraten Senles, Kodak), -seiprepars ia cantidad necoéﬂria de
éhuléién : diluida 1 a1 con agua destilada estéril y se
introdujo en un bafio a una temperatura enﬁrelao y 92 °C.
hasta que quedé completamente liquida (aproximadamente 15
minutos). VPosteriormente. se fueron sumergiendo céda una de
las preparaciones teniendo <cuidado de que no se acumularan
burbujas sobre ellas: luego se colocaron en una gradilla y se
dejaron éecér durante 30 minutos. Cuando la emulsién estuvo

completamente seca, las preparaciones se introdujeron en
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cajas negras que contenian como desecador silice de gel. las
cajas se cerraron herméticamente, se& envolvieron en papel
negro Vv se guardaron a 4 ° C durante un mes para permitir la
exposicién de la emulsion. Concluido el tiempo de exposicién
se¢ revelaron todas- las preparaciones y los controles
respectivos. Todas las soluciones para este proceso se
ﬁantuvieron a 18.' C. El revelado se realizo en el -cuarto
obscuro coh luz roja especial para autorradiografia.

Los portaobjetos con emulsién se pasarén sucesivamente por:
(1) revelador Kodak D 19 durante 5 minutos, (2) agua
aéidulada con A&cido ace&?co (solucién al 1 %) durante 2
minutos, (3) agua destilada,vz minutos, (4) fijador rapido para
autorradiografia, durante 5 minutos, (5) tres pases con agua
destilada 5 minutos cada ' uno. Posteriormente los
portaobjetos =se pusieron a secar en una gradilla con la
ayuda de un .ventilador (este secado se réalizo ’fuera del
cuarto obscuro).

Las preparaciones se  observaron divectamente , sin
cubreopjefos y el aceite de. inmersién se colocé sobre la
emuléién.

'Al ser imbibidos los ejes embrionarios de 0 a 7 horas con
marca continua, se encontré que la marca, aunque escasa,
estaba preferencialmente en citoplasma como se puede apreciar
eﬁ las figuras 12, 13, y 14.

Por cada tejido se contaron 10,000 células y se realizé una

cuantificacién en porcentaje de la marca encontrada.
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Figura No. 13. Incorporacién de timidina tritiada. Los
granulos de plata vistos por autorradiografia se localizan en
el citoplasma de las células. Raiz primaria de eje
embrionario de maiz de 7 horas de germinacién (100 X).
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FYigura No. 14 . Incorporacién de timidina +tritiada. Los
granulos vistos por autorradiografia se localizan en el
«itoplasma de las células. Raiz secundaria de eje embrionario
d= maiz de 7 horas de germinacién (100 X).
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Coﬁ ésto se determiné el porcentaje de ceélulas marcadas y con
respecto a ¢ste se cuantificé el numero de . granulos
encontrados en cada una de 1las células, cuantificandolos
también en porcentajes.

Eﬁ el cuadro No. VII Be puede apreciar el porcentaje de
células marcadas cuando se imbibierén durante 0 a 7 horas con 8
marca continua. Los resultados mastraron que la marca esta
preferencialmente en citoplasma, encontrandose la mayggjbarte
de ceélulas marcadas en mesocctiloA(46.39 %), despuegﬁen réiz
primaria (27.2 %) y raiz secundaria (8.68 7). R

En el cuadro No. VIII, se muestran’' los porceﬁfajeé de
‘gréanulos encontrados en cada uno de los tejid;sf El
mesocofilo pfesenté de 2 a 5 granulos por célula "en un
porcentaje de 87.1 y al mismo tiempo este presentd 12.37 % de
células que presentaron de 6 a 10 granulos. Tanto en raiz
primaria como en raiz secundaria el mayor numero de célulaé
marcadas presentarcon de 2 a 5 grénules por célula y un minimo
del total de células marcadas presenté de 6 a 10 gréanulos por
célula. . En mesocétilo presentd 0.5 % del total de: células
marcadas las cuales preéentaron de 11 a 25 granulos por
céluia, lé raiz primaria 0.3 % del total de éélulas'marcadas
las cuales presentaron de 11 a 25 granulos por célula y 1la

raiz secundaria 0.5 %2 del-total de ceélulas marcadas 1las

cuales presentaron de 11 a 25 granulos por célula.
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Medicioﬁ por autorradiografia de la

Cuadro No. VII. marca
incorporada a las células en el periodo de 0 a 7 horas de
imbibicién con marca continua en (M) mesocdétilo, (R1i) raiz
primaria y (R2) raiz secundaria.
% de células marcadas
M R1 R2
46.39 27.2 8.68
Cuadro No. VIII. Porcentaje de granulos encontrados en
mesocétilo, raiz primaria y raiz secundaria con respecto al
porcentaje del total de célulaz marcadas, cuando se
imbibieron de 0 a 7 horas, con marca continua.
Namero de - Porcentaje de granulos encontrados en citoplasma
granulos M ) Ri R2
2 as 87.1 94.3 92.0
6. a 10 12.37 5.3 8.04
11 a 25 0.5 0.3 0.5
Cuando se imbibieron ejes embrionarios de maiz durante 14
horas, c¢on un pulso de marca radiactiva de 7 a 14 horas se
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encontré que la ﬁayor cantidad de marca esta en citoplqsma,‘
predominando en mesocétilo con un 75 % de células marcadas;

en seguida en raiz primaria con un 35.63 % Yy en raiz

secundaria con un 25.15 % , como se puede apreciar en el

quadro No. IX

La mayoria de las células marcadas en mesocétilo y en raiz

primaria presentaron de 21 a 30 granulos por célula, siendo

éste un porcentaje de 39.3 del total de células marcadas del

mesocétilo. En la raiz primaria se presenté un 37.4 %y en

la raiz secundaria se presenté un 22.0 % de células marcadas

que presentaron de 11 a 20 grénulos bor célula del total de

células marcadas, como se observa en el cuadro No. X.

‘Cuando se cuantificé la marca encontrada en el nicleo de las

células de cada tejido se cbservé que ésta fue muy baja como

se muestra en el cuadro No. IX.

La cuantificacién dec la marca radiactiva en nucleos nos

indic6é que la proporcién de nucleos marcados fue muy baja en

los tejidos meristeméticos, ya que esta marca no excede dei

é % del total de células marcadas a las 14 horas, como se

"puede apfeciar en el cuadro No. IX. Al mismo tiempo, se midié

el porceniaje de gfanulos-encontrados en los nucleos de los

diferentes tejidos meristematicos. Los resultados mostraron

:'que mesocédtilo prééento 0.59 % de nucleos marcados con

2a5 granulos‘por célula. El porcentaje de nucleos marcados’
que presentaban de 6 a 10 gra&nulos por célula fue de 0.28 %‘

y el de los que presentaron de 11 a 20 granulos por célula

70



fue de 0.26 X‘. En raiz primaria se encontré que el 0.49 %
de nicleos marcados presentaron de 2 a 6 grénulos por célula
y raiz secundaria presenté 0.6 7% de nicleos marcados que
presentarén de 2 a 5 granulos por célula con respecto al
total de los'nﬂcleos marcados, como se puede apreciar en el
cuadro No. X. La distribucién de la marca radiactiva en cada
uno de los diferentes tejidos meristemAticos se puede

apreciar en las figuras 15, 16 y 17.
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Cuadro No. IX. Cuantificécién de la marca encontrada a las
14 horas de imbibicién de los diferentes tejidos

meristematicos.

Cantidad de marca encontrada (%)

Citoplasma i Nucleo
M R1 R2 M R1 R2
75 35.63 25.13 1.40 0.91 0.71

Cuadro No. X. Porcentaje de granulos encontrados en los
diferentes tejidos meristemadticos con respecto al total de

células marcadas, imbibidos durante 14 horasi

Cantidad de gréanulos (7)

Numero de Citoplasma Nucleo
ETanulos. e e
: M R1 R2 M R1 R2
2as 13.9 12.0 17.5 0.59 0.49 0.6
6 a 10 15.9 15.4 22.9 0.28 0.40 0.07
11 a 20 30.8 34.4 41,1 0.26 ———— ————
21 a 30 39.3 37.4 17.5 = —ee-- —— —mme
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Figura - No. 15. Incorporacién de timidna tritiada. Los
gréanulos de plata se localizan mayoritariamente . en el
citoplasma y un porcentaje menor €n nucleo. Imagen por
autorradiografia en mesocotilo de eje embrionario de maiz de
14 horas de germinacién (100 X).
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Figura No. 16. Incorporacién de timidina tritiada. Los
granulos de plata se localizan tanto en nuacleos como
citoplasma pero preferenvialmente en aste ultimo. Iwmagen por
autorradiografia de raiz primaria de eje embrionario de maiz
de 14 horas de germinacion (100 X).
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Figura No 17. Incorporacién de timidina tritiada. Los
granulos de plata se localizan mayoritariamente en citoplasma
(cloroplastos y mitocondrias) y en una cantidad menor en el
nucleo de las células. Imagen por autorradiografia de raiz
secundaria de eje embrionario de maiz de 14 horas de
germinacién (100 X).
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1.6. CITOGENETICA.

Conjuntaménte con los exﬁerimentos de autorradiogréfia se
'determiné =i habia presencia de figuras mitéticas a las 15
horas de la germinacién. El resultado mostré que no existen
figuras mitéticas en las primeras 14 horas y que de hecho
comienzan a aparecer a las 24 horas de germinacién.

Estos experimentos, realizados bajo 1la direccién de la
Méestra Baiza, mostraron que a las 24. horas de germinacién
se observa un 4indice mitético de 5 % en mesocotilo y de
2.1 % en raiz primaria. Al aumentar el tiempo de imbibicién
hasta 28 horasl se observ6é un mayor porcentajé de divisién,
‘es decir, que aqui vya hay una‘ division mas continua,
encontrandose un indice mitoético de 9.0 % en mesocdtilo vy
3.2 % en raiz primaria. Ejemplos de ééto se pueden apreciar

an 2l cuadro No. XII’y en las figuras 18, 19, 20, y 21.

Cuadro No. XI1. Indices mitéticos obtenidos de células
meristematicas de diferentes regiones de ejes embrionarios de
maiz de 24 y 28 horas de germinacién: mesocétilo (M), raiz

‘primaria (R1).

Tiempo de Germinacién Indice mitético (%)
( horas) M R1
24 5.0 2.1
28 2.0 3.2
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Los resultados anteriores muestran claramente que se esté
llevando a cabo un tipo de sintesis de ADN en las primeras
horas de germinacién (diferente en cloroplastos v
mitocondrias del que ocurre en nucleos )} y posteriormente se
realiza la sintesis duplicativa previa a que 1las ceélulas

entren en divisién.
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Figura No. 18. Primeras figuras mitoticas encontradas
raiz primaria del eje embricnario de maiz de 24 horas
germinacioén: a) profase, b) metafase (40 X).
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Figura No. -19. - Primeras figuras mitéticas encontradas en
raiz primaria del eje embrionario de maiz de 24 horas de
germinacién: a) profase, b) metafase y c) telofase (40 X).

ESTA TESIS MO DEBE
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Figura No. 20. Frimeras figuras mitoticas encontradat
en mesocotilo de eje embrionario de maiz de 28 horas de
germinacién: a) profase, b) metafase, c) anafase, d) telofast
(40 X).

380



Figura No. 21. Figuras mitéticas encontradas - en raiz
primaria del eje embrionario de maiz de 28 horas de
germinacién: a) profase, b) metafase, c¢) anafase (40 X).
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VI.- DISCUSION.

Los estudios realizados con semillas en Agerminacibn han
mostrado que el inicio de la sintesis duplicativa de ADN
parece ser variable dependiendo de la especie y va desde 3
horas hasta 12 horas (Olsson y Boutler, 1968; Chen y Osborne,
1970; Mory et al., 1972; Galli y Sparvoli, 1973; Galli,
1985) . .

Van de Walle y Bernier (1967), observaron por técnica
autorradiografica que la incorporacién de timidina tritiada
en céiulas radiculares a las 15 horas de la.germinaCIOn de.
embriones de maiz ocurria unicamente en citoplasma;'
posteriormente observaron que s6lo a partir de ias 39 horas
de germinacién  los gréanulos de plata se encontraban en la
periferia de los nucleos.

Similarmente Galli vy Sparvoli (1973}, tratajando con

embriones de Haplopappus gracilis en germinacién, encontraron

por técnica autorradiografica que la incorporacién de
timidina tritiada en raiz primaria se locéliza exclusivamente
en citoplasma a las 12 horas de germinaciétn y que esta mafca
se intensifica a partir de las 16 horas encontrandose marca
en nicleo después de las 20 horas de imbibicién.

Nuestro trabajo apoya a las evidencias anteriores ya que al
analizar la sintesis temprana de ADN de ejes embrionarios de
maiz se encontrdé que entre 0 y 7 horas de imbibiciébn la marca

radiactiva se encuentra Unicamente en citoplasma ya que no se
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observaron nucleos marcados. Es a partir de las 14 horas de
imbibici6n que se empiezan a observar nucleos -marcados aunque
en una proporcién muy baia, localizéandose la ‘marca
principalmente en citoplasma. Estos resultados son apoyados
por los experimentos realizados utilizando centrifugacién
diferencial., En este caso se mostr6é que la incorporacién
especifica de timidina tritiada fue mayor en 1la fraccién
citoplamica en todos los tiempos ensayados y que en nucleos
fue aumentando conforme trancurria el tiempo. No obstante,
la incorporacién absoluta del materiai radiactivo a ADN fue
mayor en nucleo en todos los tiempos. La incorporacion‘
especifica en nucleos aumenta visiblemente después de las
20 horas de imbibicién mientras que en citoplasma no se
modifica sino hasta las 40 horas de imbibicién tiempo en que
se ve reducida en un 50 %

Por otro lado, se encontré que en las primeras horas de la
germinacién de maiz no se observaron figuras mit6ticas las
cuales aparecen hasta las 24 horas. El an&lisis por
autorradiografias de secciones de ejes embrionarios germinados
mostré que es hasta 1las 28 horas de imbibicidén cuando
aparecen figuras mitéticas marcadas {comunicacién personal de
A. Baiza).

Lo anterior sugiere que la sintesis que se estd.llevando a
cabo’ en nucleos en las primeras horas es diferente a la de
tipo duplicativeo. Existen evidencias de procesos reparativos

del ADN durante las primeras horas de la germinaciéon en
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ejes embrionarios de semillas de centeno v-irradiados (Cheah
y Osborne, 1978; Osborne et al., 1980/81; Osborne 1982;
Osborne, 1983; VAzquez-Ramos 7y Osborne, 1986), en ejes
embrionarios de maiz y~irradiados (Zarain et él...:1987) y en
semillas tratadas con agentes mutagénicos (Yamagucﬁi gg al.,
1975} . Recientemente, en nuestro laboratorio se observe,
mecdiante gradientes alcalinos de sacarosa y geles de agarosa,
que el ADN de bajo peso molecular proveniente de embriones
de maiz deteriorados, no germinados, cambiaba a ADN de alto
peso molecular segin los embriones se imbibian por 2 a 15
horas lo cual sugiere que se estd llevando a cabo un proceso
de tipo reparatiVov(Mélendez, 1987). Con las evidencias
acumuladas, especulamos que la sintesis que ocurre en nicleo
en tiempos tempranos de la germinacién es de tipo reparativo.
Por ello, surgié la siguiente pregunta: & Porqué por técnica
autorradiogrifica no se observan granulos de plata en nucleos
en las primeras horas de germinacioén, aun cuando hay
incorporacién de timidina tritiada ?
Sugerimos que la ausencia de granulos en nucleos se debe a
que ‘la marca se distribuye en toda la extension del ADN
nuclear y la actividad especifica por regién marcada es‘ muy
pequefia como para lograr producir manchas autorradiograficas.
Esto pareciera evidente sobre todo si comparamos la <cantidad
de ADN en nucleo contra la que existe en organitecs y que
difiere en varios ordenes de magnitud.

En cuando a 1la sintesis que estd ocurriendo en crganitos
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en las horas tempranas de la germinacioén, especulamos que es
de tipo duplicativo vya que la cantidad de granulos
encontrados por técnica autorradiografica es muy alta. No
obséante} la investigacién de la naturaleza de ésta sintesis

se encuentra en proceso.
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1)

2)

3)

VII.-  CONCLUSIONES

La sintesis temprana de ADN de ejes embrionarios de. maiz

ocurre preferencialmente en organitos.
No se llevan a cabo mitosis en tiempos tempranos de la
germinacién de maiz. Por lo tanto, podemos decir que no

hay sintesis duplicativa en nucleo.

La sintesis temprana de ADN que se lleva a cabo en

nucleo podria ser de tipo reparativo.
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