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From where comes the wheat, the blessed grass

which gives us our bread ?

Nobody knows.

seseede Henri Fabre
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INTRODUCCIUN.

Esta tesis fue enfocada hacia el estudio de las
propiedades moleculares de los genomas de trigo, cen-
teno y triticale para un mejor entendimiento del com-
portamiento y mejoramiento de estas plantas de culti-
vo tomando en cuenta le produccién de trigo en México,
que forma una parte muy importante en el desarrollo
econémico y social de la Nacién.

En la dltima década se han llevado a cabo expe-
rimentos para la obtencién de granos de trigo utili -
zando variedades mexicanas enanas y semienanas obte -
niendo de esta forma hibridos resistentes a enfermeda
des y sin tener problemas en la cosecha ni problemas
de almacenamiento.

E1l desarrollo y distribucién de éstas varieda -
des con propiedades Sptimas  (Pénjamo 62, Sonora 63,
Lerma Rojo 64, etc.), condujeron a una mayor fertili-
dad, por lo que result$ un incremento fenomenal en la
produccién nacional de granos (1000 kg/hectérea) du-
rante los primeros afios de la década de los sesentas.

El impacto de estas variedades ha sido ian gran
de, que han desplazado a las variedades comunes hasta
por un 95% de las 4reas cultivables de trigo en Méxi-
co (1).

No obstante lo anterior, se pensé en la posibi-
lidad de obtener un hibrido el cual fuera utilizable

en diversas regiones climatolégicas presentando cier-



ta facilidad de adaptacidén a ellas, ya que existe el
precedente de aue ciertas variedades de hibridos de

trigo no son aplicables a zonas de cultivo, para lo

cual se experimenté con hfbridos de trigo ¥y centeno,
los cuales empezaron a ser estudiados desde 1876 por
Wilson (2). A partir de entonces se han hecho muchos
intentos para incorporar caracterf{sticas agrondmicas
valiosas de ambos géneros en una sola especie.

En general se encontré que si existe una gran
diferencia genética entre los padres con alta capa-
cidad de producciédn, los hibridos obtenidos son me-
jores (3), pudiéndose aprovechar ésto para la obten-

cién de semillas de interés Eacional.



ANTECEDENTES.

l.- Aspectos generales de los cereales:

Los estudios acerca del origen y evolucidn de
un ninero de cereales han indicado que todos ellos
han seguido esencialmente los mismos pasos desde pas-
tos silvestres hasta plantas cultivadas y que la do-
mesticacién de gramineas en particular y que las co-
sechas de semillas en general tienen muchos rasgos en
comin.

Zo ftuxononfa de jlantas cultivadas ha dedo lugser
czdie de confusiones, (or 19 gque ee ha preferi-
do 1la clasificacidén de pozas genéticas sugerida por
Harlan y de Wet (4) con el propésito de tratar a los
distintos cereales conforme a una base uniforme, dan-
do a conocer con este sistema todas las posibilidades
de variacién dentro de un acercamiento genético méxi-
mo dividido en pozas genéticas primarias, secundarias
y terciarias.

La poza genética primaria incluye a todas las
razas que puedan ser cruzadas por medio de los gra-
nos, produciendo hfbridos razonablemente fértiles en
los cuales los cromosomas se aparean bien y cuyos des
cendientes tienen une segregscién genética normal. lLa
poza genética primaria corresponde al concepto amplia

mente aceptado de las especies biolégicas.



La poza genética secundaria incluye a todas a-
quellas especies que puedan ser crugadas con los gra-
nos, pero con restricciones en la fluidez de los ge-
nes. Los genes pueden ser transferidos de una poza ge
nética secundaria & una primaria, pero se tienen pro-
blemas con aquellas barreras que separan a las espe-
cies biolégicas tales como la esterilidad, deficien-
te apareamiento cromosémico, hibridos débiles & leta-
les, § derivados de hibridos de poca adeptabilidad,
etc. .

La poza genética terciaria incluye a todas las
especies que pueden ser crugadas con los granos, pero
los hibridos no dan resultado alguno, debido a que
son letales, completamente estériles o anormales. Si
es que existe la posibilidad de la transferencia de
genes, debe de ser a travée de manipulaciones radi-
cales de alguna forma tales como el cultivo de embrip
nes, cultivo de tejidos, etc., (4).

Esta clasificacién de pozas genéticas (5) no
tiene la intencién de ser un sistema taxonémico apa-
rente, pero s{ una disposicién sencilla para enfocar
genéticamente las propiedades taxonémicas ya conoci-
das. Las pozas primaries y secundarias de algunos ce-
reales se muestran en la TABLA 1, (5).

La evolucién de los cereales se piensa que ha
sucedido casi totalmente dentro de la poza genétice

primaria. Se ha podido demoatraf en el caso del trigo,



: Tgblg 1.
POZAS GENETICAS PRIMARIAS Y SECUNDARIAS DE ALGUNOS CEREALES*.

Nivel POZA GENETICA PRIMARIA POZA GENETICA SECUNDARIA
de
Subespecies
Siembra Ploidfa Cultivadas  Razas Silvestres Razas herbfceas
Einkorn 2 X T. monococcum T, boeticum T, boeticum T. S. Aegilops
Emmer L X T. dicoccum T. dicoccoides Ninguno T. S. Aegilops
Timopheevii L X T. timopheevi T, araraticum T, timopheevi T. S. Aegilops
Trigo harinero 6 X T. sestivum  Ninguno Ninguno T. S. Aegilops
Centeno 2 X 8. cereale S. cereale S. cereale T5 8. Aegilops
Gebada 2X H. vulgare H. spontaneum H, spontaneum Ninguno
Avena 2 X A, strigosa A. hirtula A, strigosa Avena spp.
Avens 6X A, sativa A, sterilis A, sterilis Avena spp.
A, fatua
Arroz 2 X 0. sativa Q.rufipogon 0. rufipogon Oryza spo.
Arroz africano 2 X 0. glaverrima O, barthii 0. stapfii Oryza spp.
Sorgo 2.X So. bicolor Se.bicolor So. bicolor So. halpense
gi o 2 § P. americanum P, violaceum P. americanum P, purpureum
alz 2

Z., mays Z, mexicana Z, mexicana Tripsacum sSpp.
: Z, perennis

* Formada por J.R. Harlan et. al. (5)

Abreviaclones: T.= Triticum; S.= Secale; H,= Hordeum; A.= Avena; 0.= Oryza; So.= Sorghum
P.= Pennisetum; Z.= Zea.
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que durante su evolucién ha habido alguna contribucién
de la poza genética secundaria. 51 genoma D de Aegi-
lops sguﬁrroaa fue adicionado al trigo tetraploide (6)
después de su domesticacién y recientemente se ha adi-
cionado el genoma Secale a los trigos tetraploides y
hexaploide pure producir de £stu munera los Tritica -
les. Como mencionaba Earlan (7), el trigo es un poli-
ploide bien amortiguado que puede aguantar un choque
genético de citoplasma extrafio mucho mejor que los di-
ploides amortiguados débilmente (5).

El conocimiento de la homologfa de los genomas
y de las tendencias evolutivas en la tribu Triticeae,

la cual incluye a los géneros Triticum y Aegilops,

que son ejemplos clésicos de series poliploides, pro-
vee al cientffico de'hoy oportunidades dnicas para
la induccién y explotacién dé mutantes (8).

El trigo comin § harinero, (Iriticum aestivum)
es un allo-hexaploide con 42 cromosomas. Los otros
trigos de 1mport;ncia para el cultivo, tales como el
Triticum durum, son allo-tetraploides con 28 cromoso-
mas. Ambos se piensa que son derivados de hibridos
entre especies diploides dentro de la subtribu Tri-
ticinae. McFadden y Sears (9) y Kihara (10), han de-
signado como uno de los ancestros diploides al Iri-

ticum monococcum, el cual contribuye con uno de los

genomas, el A, que se encuentra en ambos trigos an-

tes mencionados, en el tetraploide auBB y en el he-



xaploide AABBDD.
Se hab{a aceptado en forma general, que el Tri-

ticum speltoides era la fuente del genoma B. No ha

sido posible desafortunadamente demostrar esta hipé-
tesis de 1a homologf{a o no homologfa de los cromoso-

mas, debido a que el Triticum speltoides suprime la

actividad regulatoria del cromosoma 5B del trigo y
por lo tanto permite el apareamiento no sélo de cro-
mosomas homblogos, sino también de los homoedlogos

(o cromosomas relacionados). En una revisién efectua-
da por Kimber y Athwal (11), se analizaron las posi-
bilidades de que el genoma B en trigo provenga de
Triticum gpeltoides baséndose en estudios morfolégi-
cos y cariotf{picos (12), asf como evidencias geogré-
ficas (13), y estudios cuantitativos de las afinida-
des de apareamiento de 5 grupos de cromosomas homoe$-
logos y el cromosoma correspondiente a Triticum spel-
toides (14), no obstante la variedad de formas en que
se ha atacado el problema, no existen evidencias de
suficiente peso para apoyar en forma definida el ori-

sen d21 genoma B en trigo y unz de las razones por la

cual podrfa atribuirse a Triticum gspeltoides es por su

loculizacibn geogrdfica, la cual no ha sido estudiada;

for 1o tznto no se puede atribuir ul genoma B un origen

rspecifico (15).
De estudios extensos citolégicos, ecolégicos

y morfolégicos, parece que el centeno cultivado (§g—
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cale cereale L.) fue originado de prodactos herbiceos

derivadcs de cruzas entre jecale montanum y Secale va-

vilovii, éste dltimo parece ser un descendiente de Se-
cale silvestre a consecuencia de una translocacidén cro
mosomal., Secale silvestre a su vez fue derivado de Se-
cale montanum 8 un ancestro comin. Secale africanum,

Secale dalmaticum, Secale ciliatoglume y Secale ku-

prijanovii parecen ser variedades ligeramente modifi-
cadas aisladas de Secale montanum. Las variedades de
Secale unatolicum son formas herbiceas de Secale mon-
tanum genealdgica y cromosomalmente distintas de las
formas anuales herbiceas de las cuales surgid Secale
cereale, (16). Ver FIGURA 1.

Los cromosomas del trigo comin (Iriticum aesti-
vum L.) han sido atribuidos a siete grupos homoe§lo-
gos, Cada grupo contiene un cromosoma de cada uno de
los tres genomas del trigo hexaploide, estando rela-
cionados genéticamente los tres cromosomas y general-
mente siendo de un origen comin. Esta similitud gené-
tica fue demostrada por Sears (17). Los otros cuatro
géneros de la subtribu Triticinae todos tienen como
nimero cromosémico bdsico siete. FPor lo tanto es po-
sible que los cromosomas de éstos géneros puedan ser
también adscritos a estos siete grupos homoedlogos
cormo los definidos en el trigo.

En una recopilacién efectuada por Rosalind Mo-

rris, se pueden apreciar todos los estudios efectua-
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dos en las localizaciones cromosomales de genes para
los diferentes caracteres en trigo (18).

Debido a que los cromosomas de centeno no se a-
parean con los de trigo, uno depende de evidencias
indirectas para poder averiguar las relaciones de ho-
oeologfa, Los efectos de compensaciédn de un cromoso-
ma de centeno por ausencia de varios cromosomas de
trigo pueden estudiarse de la misma manera que para
los hfbridos entre diversas variedades de trigo (19).

Debido a que los cromosomas de centeno {Secale
cereale) no se pueden diferenciar individualmente, a
excepcién del cromosoma con satélite, se ha experimen
tado un sistema estdndar con translocaciones estable-
cidus para una clasificacién inequivoca, utilizando
un método grafico especial que relaciona las propor-
ciones de los brﬁzos de los cromosomas durante la mi-
tosis (20).

Se puede utilizar la ausencia de heterocromati-
na en las regiones centrémeras y su presencia en las
terminaciones de los cromosomas de centeno, para fa-
cilitar su identificacién de aquellos que provienen
del trigo, en el caso que se quieran identificar los
diferentes cromosomas en un genoma de Iriticale (21).

Las variaciones de cromosomas de varias clases
de triticales hexaploides han sido estudiadas, encon-
trando un promedio de la frecuencia de euploides (2r =

42) de 81.5% con un rango de 57.2/ hasta un 100%. Se
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recomienda a los investigadores que trabajan con Tri-
ticale que verifiquen en forma de rutina los mapas
cromosémicos de estos hibridos (22), utilizando las
puntas de las rafices sin tener que destruir al resto
de la planta para una probable utilizacién posterior
de ésta (23).

Love y Craig (24), Gaines y Stevenson (25), y
Leighty (26,27) revisaron la literatura en hibrida-
ciones trigo-centeno intentadas por Wilson, Carman,
Rimpau, Signa, Schiephacke, liczynski, Nakao, Tscher-
mak, Jesinko, Blackhouse y Mcfudden (28). Estos au-
tores obtuvieron hfbridos Fl cruzando el trigo con
poien de centeno.

Gaines y Stevenson (25), Tschermak (29), y
Bledsoe (30) obtuvieron hibridos F, de cruzas reci-
procas entre trigo y centeno. Xeportan que los hi-
bridos formados por trigo (femenino) y centeno (mas-
culino) se asemejun mds al trigo que aquellos hibri-
dos formados de la cruza reciproca. Bledsoe (30) re-
portS que los hibridos F, de centeno (femenino) y
trigo (masculino) se semejan mis al centeno en 1os
caracteres vegetativoe en los primeros estados de
crecimiento de la planta, y que los caracteres esen-
ciales eran similares a los del trigo y a los de los
productos de cruzas entre trigo (femenino) y centeno
(rasculiro).

Robbelen y Smukupt (31) cbtuvieron anfidiploi-
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des inducidos con colchicina de cruzas reciprocas del
centeno "Fetkuser Spring" y del trigo "Chinese Spring".

Centeno "irolific Spring" fue cruzado con polen
de trigo "Chinese Spring", y el genoma del trigo fue
sustituido en el citoplasma del centeno por medio de
cruzas regresivas. Las plantas de trigo (2n=42), con
citoplasme de centeno, presentaban esterilidad mascu-
lina completa, esterilidad femenina parcial, y el vi-
gor de las plantas fue muy reducido. La adicién de un
crcmosoma de centeno o un par de cromosomas de cente-
no al genome de trigo, restaurd la fertilidad mascu-
lina y el vigor de las plantas de trigo con citoplas-
ma de centeno {28).

rarte de la diferencia en la produccidén de se-
millas podrfa ser atribuido al crecimiento relativa-
mente lento de los tubos de polen de trigo en los es-
tilos de centeno; por lo tanto los gametos masculinos
no alcanzaron sl saco embrionario para su fertiliza-
cidn. #n particular, el haploide Secalotriticum te-
nfa un tallo mfs corto (5 c¢m) que las plantes de Tri-
ticale correspondientes, y la aparicién de la espiga
fue 10 dfas antes en el Secalotriticum gue en el re-
ciproco.

Se bhar. Lecho muchos iatentos para incrementar
la fertilidad y calidad de los Triticales 6X, que son
superiores en caractzristicas de fartilidad y produ-

ccidn de semillas a la de los triticales 8X, pero que
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adin no son tan buenas como las del trigo. Se ha pen-
sado que la inestabilidad citoldgica es responsable
de la baja fertilidad de los triticales (32). Riley
y Chapman (33) indicaron que la baja fertilidad de
los anfiploides trigo-centeno pudo haber resultado
entre las interacciones de fenotipos adaptados a di-
ferentes sistemas de crecimiento. Se sugiere que la
viabilidad del polen no es un factor importante en
la>produ0015n de seiillaa (32).

Bhatt (34) efectud un estudio con el propésito
de optimizar métodos de seleccién de los padres para
la hibridacién en trigo de cultivo con el objeto de
aumentar el rendimiento de semillas. La apliéaci6n
del método de anélieis multivariado para la seleccién
de padres efectuaﬁdo cruzas entre ellos con divergen-
cia intergenotipica alta, resultd méds eficiente que
el método de seleccién de padres de acuerdo a su di-
versidad ecogréfica. Los métodos convencionales y
aquellos efectuados al azar fueron menos eficientes.
Los datos relativos de estos cuatro sistemas mencio-
nados anteriormente fueron obtenidos a partir de: (1)
el rendimiento de los hfbridos Fs» (ii) la importan-
cia y la variacién en el rendimiento de 1{neas FS’ y
(iii) las posibilidades de entrecruzamientos dtiles
detectables en Fg (34).

En los Yltimos afios se han hecho intentos de

hibridaciones entre diferentes gramineas, entre ellos
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Brink, et al (35) con Hordeum X Secale, Smith (36)

con Tritucum X Agropyron, Briggle (37) con Triticum X
Secale, Garrish (38) y Mock et al (39) con Zea X Sor-
ghum, Kruse (40) con Hordeum X Triticum, Siddiqui (41)
‘con Aegilops X Triticum X Secale, etc; obtenlendo en
su mayorfa hibridos con poca o ninguna fertilidad.

Sin embargo se ha logrado obtener una serie de nue-
vos hibridos especialmente de trigo y centeno, tra-
yendo ésto con sigo implicaciones taxonémicas y cito-
genéticas dando lugar a controversias sobre cémo nom-

brar a estos nuevos hibridos (42).
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2o~ senerzlidades sobre aDil:

in 1869 TFriedriech lMiescher aisld por primera
vez el »Di de cédlules (43), éste no fue directamente
identificudo como material de informacién gendtica
hustz 1943 por Avery y sus coluboradores (44). De &s-
tos estulioe ce enconrntrd que la cantidad de ADN de
cualquier eapecies de células u organizmo es notoria-
riente constante y la cantidad de ADN que aparece por
célula estd en ;roporcibn a la complejidad de la mis-
ma y por lo tanto sl contenido de informacién gené-
ticu.

zn el perfodo de 1949 a 1953, Chargaff y sus
colaborudores (45) efectuaron estudios sobre hidro-
lizados de especimenes de ADN aislzdos de diferentes
orpanismes, llegundo a las siguientes conclusiones:
El ADL aislado de diferentes tejidos de las mismas
especies tienen lss mismas composiciones de bases;
la composicién de bases del ALN varfa de una especie
a otra; la composicién de bases del ADN en una espe-
cie dade no cambia con la edad, estado nﬁtricional,
6 cambios en el medio ambiente; en casi todos los
aDils examinados, el nimero de residuos de adenina
es igual al nimero de residuos de timina (A:T), y
el nmimero de residuos de citosina es siempre igual
al nfmerc de residuos de guenina (¢=G). For lo tan-

to, se puede decir que la suma de residuos de purina



es igual a la suma de residucs de pirimidina: 4 + G =
C + 7. La composicidn de basesz del ADK puede usarse
para clasificar taxonémicamente a los organismos.

En 1953 Watson y Crick (46) postulaf;n un mo-
delo preciso de la estructura tridimensional del ADN,
el cual estuvo basado sobre los datos de rayos X ob-
tenidos por Franklin (47) y Wilkins (48) y los datos
sobre equivalencias de bases observados por Chargaff
(45). Este modelo no solamente explicaba muchas de
las observaciones hechas sobre las propiedades fisi-
cas y qufmicas del ADN, sino que también sugirié un
mecanismo con el cual la informacién genética podria
ser replicada exactamente.

Este modelo consiste de dos cadenas polinucleo-
t{dicas helicoidaleé formadas a la derecha, enrolla-
das sobre el mismo eje, para formar una doble hélice.
Las dos cadenas o bandas son antiparalelas, esto es,
los puentes 3' y 5' fosfodiéster internucleotfdicos
van en direcciones opuestas.

Las bases pirices y pirimfidicas de cada banda
estdn acomodadas en la parte interior de la doble hé-
lice, con sus planos paralelos de una a otra y per-
pendiculares a lo largo del eje de la doble hélice.
Las bases de una banda estédn apareadas en los mismos
planos con las bases de la otra banda, de tal manera
que puedan formar puentes de hidrégeno entre ellas,

lo cual se muestra en la FIGURA 2.
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Este zparsamiento de bases de acuerdo al mode-
lo Watson-Cricx (46) para la doble hélice, incluye
no sélamente el nimerc miximo posible de puentes de
hidrégeno entre pares de bases, sino también aquellos
pares que le dan una méxima estabilidad.

Para explicar la periodicidad observada por el
método de rayos X (47), la cual es de 3.4 X, Watson
y Crick postularon que las bases estdn apiladas cer-
canamente en forma perpendicular a lo largo del eje
y que cada 10 residuos de nucleStidos hacen una vuel-
ta completa de la doble hélice la cual tiene una lon-
gitud de 34 K. Estas distancias repetidas solo son
posibles si las purinas y pirimidinas estédn apareadas
de la manera antes mencionada.

las bases relativamente insolubles e hidrofé-
bicas estén apiladas muy cercanamente dentro de la
doble hélice, protegiéndose en esta forma del agua,
y los residuos hidrofflicos de azicar, as{ como los
grupos fosfatos secundarios cargados eléctricamente
se localizan en la periferia, estando as{ expuestos
al aguz. Debido a lo anterior, la doble hélice es
estabilizada no sélamente por los puentes de hidrdé-
gei0 entre los pares de bases complementarias, sino
tembién por las interacciones hidrofébicas entre las

mismas.
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Propiedades de las moléculas de ADN en solucién.

Las soluciones de moléculas pequefias nativas de
ADN, o de fragmentos de moléculas grandes de ADN, com
parten un nimero de caracteristicas qufmicas y propie
dades f{sicas.

Los grupos fosfato, loe cuales constituyen los
puentes entre los mononucledtidos adyacentes, se unen
fuertemente a cationes divalentes, tales como el lg++
y el Ca++, as{ como a aminas policatiénicas, tales co
mo la espermina y la espermidina, las cuales se en -
cuentran asociadas con ADN en algunos virus y bacte-
rias; en la cromatina de eucariotes se ha encontra-
do ADN unido fuertemente con histonas. La union de
estas poliaminas en las ranuras de la doble hélice
del AIDN ncutrdliian sus cargas negativas, haciéndola
una molécula més flexible.

Si bien las propiedades de los puentes de hidr§
" geno de las diferentes bases dependen de su forms 16-
nica, la estabilidad de éstos puentes de los pares
de bases de la doble hélice del ADN, es una funcidén
) del pH. ﬁos pares de bases son més estables entre un
pH de 4 y 11, fuera de estos limites, el ADN de doble
hélice se hace més inestable y se desdobla.

En cuanto a la viscosidad deibolucionee acuosas
de ADN, tenemos que debido a la rigidez de la doble
hélice y al gran tamafio del ADN en relacién a su pe-
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quefio didmetro, casi todas las soluciones diluidas
de ADN son altamente viscosas. For esta razén el ADN
muestra un comportamiento ideal como soluto sélamen-
te en soluciones extremadamente diluidas.

Otra de las propiedades importantes del ADN es
su comportamiento frente a cambios extremos de pH, ca
lor, disminucién en la constante dieléctrica del me-
dio acuoso por la adicidén de alcoholes, cetonas, etc;
con lo cual pasa de una estructura de doble hélice a
una estructura de simple hélice al azar, lo cual se
conoce como desnaturalizacién.

Durante la desnaturalizacién del ADN no sufren
ruptura las uniones covalentes gue forman la estruc-
tura primaria del mismo. Como se mencion$ anterior-
mente, hay dos series de fuerzas que son responsables
del mantenimiento de la estructura de doble hélice
del ADN: (i) Puentes de hidrdigeno entre los pares de
bases y (ii) Interacciones hidrofébicas entre secuen-
cias sucesivas de bases. Cuando alguna de estas dos
series de fuerzas son interrumpidas, la estructura
de doble hélice nativa, lleva a cabo una transicién
huciz une estructura de simple hélice al azar.

La desnaturalizacién del ADN nativo estd acom-
pafiada por cambios dramidticos en sus propiedades f{-
sicas: la viscosidad disminuye, la absorcidén de luz
a 260 nm aumenta, la rotacién Sptica se hace més ne-

gativa, y la densidad buoyant se incrementa. E1 cam-
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bio ffsico més cominmente usado para la medicidn de
la desnaituralizecién del ADN es el incremento en la
absorcién de la luz a 260 nm, al cual se le conoce
como efecto hipercrémicc. Este incremento puede ser
de un 20 a 60% dependiendo de la naturaleza del ADN,
siendo éste directamente proporcional al contenido
de pares de bases A-T; mientras mayor sea la pro-
porcién de pares de A-T, mayor serdi el incremento
en la absorbancia.

As{ ia composicién de bases de una muestra de
ADN puede determinarse llevando a cabo mediciones
espectrofotométricas para calcular la magnitud del
efecto hipercrémico.

Otro de los fenémenos que presentan las solu-
ciones de ADN es el hipocromismo, el cual es debido
a interacciones electrénicas entr? las seéuenciaa de
bases en la estructura nativa de la doble hélice,
con lo cual disminuye la cantidad de luz que cada re-
siduo pueda absorber. Cuando la estructura de doble
hélice estd{ desordenada, las bases se encuentran des-
apiladas interaccionando menos entre sf, y por lo tan
to absorben casi tanta luz como si fueran bases libres.

Las mol‘culas(de ADN nativo usualmente se des-
naturalizén dentro de un rango muy pequefio de tempe-
ratura, esta transiciémn brusca es similar al punto de
fusidn de cristales orgédnicos. De hecho la desnatura-

ligacién térmica del ADN es frecuentemente designada
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comoe fusibn.

El 4DN de diferentes tipos de células tienen
puntos de fusién caracteristicos definidos como la
temperatura en el punto medio de la curva de fusién.
El punto de fusién (Im) se incrementa en una forms
lineal de acuerdo al contenido de pares de bases G-C,
unidas por tres puentes de hidrigeno, por lo que son
mds compactos y estables que los pares de A-T, que
presentan s6lo dos puentes de hidr8geno. Por lo tan-
to un ADN de doble hélice con un 21to contenido de
G-C hard una estructurs més estable y requeriré una
cantidad mayor de energf{a térmica para separarse en
simples hélices.

Si la determinacién del punto de fusién de un
ADN especifico se lleva a cabo bajo condiciones pre-
establecidas de pH y fuerza idnica, se puede hacer
una relacién de su composicibén de bases segin la e-
cuacién de Marmur y Doty (49). En seneral se ha en-
contrado que la temperatura de fusidén de un ADN es
independiente de su pesc molecular (44).

Como habf{amos mencionado antes, la desnatura-
lizacién del ADN se puede llevar a cabo por calor,
4lcalis, agentes qufmicos desnaturalizantes, etc.,
con lo cual se obtiene una separacién completa de
las bandas complementaerias. Un proceso contrario a
éste es la reasociacibn, o sea, que las bandag com-

plemenfarias separadas por el proceso de desnatu-



ralizacidén se vuelvan a unir. Los factores que pueden
afectir la reascciacibén son: fuerza iénica, pH, tem-
peraturs y temafio d: los polinuclebtidos y compleji-
dad de fstos, as{ como la viscosidad del solvente
utilizado (5C).

El andlisis cinético de la reasociacién del ADN
nos indica la presencia de miltiples copiss de cier-
tas secuencias en un genoma y rncs provee un medio de
~evaluacién de su contenido informacional. Baséndose
en anélisié cindticos, €l ADN de micleos de células
eucaribticas puede ser dividido en tres clases de a-
cuerdo a la amplitud de repeticibn: (i) Series de se-
cuencias con alto grado de repeticidén que generalmen-
te aperecen como un satélite en los gradientes de den
sidad de CsCl, un ejemplo tipico es el ADN satélite
de roedores; (1i) Series de secuencias moderadamente
repetidas, las cuales se reasocian con una velocidad
intermedia, presente en todos los eucariotes; (iii)
aguellas secuencias cuya velocidad de reasociacién
es compatible con la complejidad del genoma del or;
ganismo en cuestién. Estas secuencias se consideran
que estdn representadas una sola vez por genoma ha-
ploide y son llamadas secuencias ™inicas" (51), (52),

(53).
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3.- AUNS en plantas:

Mo obstante que la determinacién de los 4cidos
nucléicos en plantas es relativamente complicado en
relacién con la de tejidos animales, debido principal
mente & las dificultades que se presentan en su puri-
ficacidén, se hun realizado diversos estudios para tra
tar de caracterizarlos (54).

Green (55) aisl8 ADNs de 16 especies de musgos
que tienen un nivel de organizacién intermedia entre
las algas pluricelulares y las plantas vasculares. lLa
composicién de bases fue determinada por centrifuga-
ciones en gradientes de CsCl, encontrdndose que todos
los musgos analizados presentaron un rango de conte-
nido de G-C de 35-41%, similar al de las plantas vas-
calares. 21 procedimiento utilizado para la extraccién
del 4DN fue similar al método descrito por Marmur (56).

Miksche (57) aislé ADN de con{feras (56), ana-
liz4ndolo por ultracentrifugacién, desnaturalizacién
térmica y cinética de reasociacién para determinar la
composicién de basee, as{ como la presencia de secuen
cias repetitivas.

Shah y Levings (58) extrajeron ADNs (56) de clgv
roplasto y de nicleo de mafz utilizando gradientes de
sucarosu discontf{nuos para aislar y purificar a los
organelos. Caracterizaron a los ADNs determinando sus

temperaturas de fusién y contenidos de G-C (49).
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Wells y Birnstiel (59) llevaron a cabo estudios
sobre ADNs mitocondriales y cloroplédsmicos de plantas
superiores como espinaca, lechuga, frijol y chfcharo
aislados por técnicas de fraccionamiento celular acug
80 y no-acuoso, analizédndolos por centrifugaciédn en
gradientes de CsCl para determinaciones de densidad
buoyant, utilizando como referencia para estas deter-
minaciones ADN de Eicrococcus lysodeikticus (1.731
g/cm3), encontrédndose una densidad buoyant de 1.697
g/cm3 para ADN cloroplésmico y de 1.706 g/cm3 para
ADN mitocondrial.

Posteriormente Wells e Ingle (60) trataron de
establecer una relacién entre las densidades devADHs
de cloroplasto y mitocondria y las densidades de ADNs
nucleares en plantaa‘euporiores como cebolla, acelga
y tabaco. Encontiaron que la constancia de densidad
de ADN de cloroplasto con valores de 1.697 + 0,001
(y cuyo valor de ADN nuclear correspondiente con den-
sidades que fluctdan entre 1.691 a 1.702 g/cm3) apo-
ya la hipéteeis propuesta por Baxter y Kirk (61) de
que el ADN de cloroplasto en todas las plantas supe-
riores puede tener una composicién de bases constante
(37-38% de G-C). Los datba para ADN mitocondrial su-
gleren una constancia similar a la anterior (61),
(62).

W. Thornburg (63) ha reportado datos acerca de

cinéticas de reasociacién répidas de ALNs de calabaza,
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col, frijol y tabaco habiendo determinado también las
densidades buoyant, las cuales fluctdan entre 1.706
y 1.708 g/cmB.

Entre otros muchos trabajos sobre la extraccién
y caracterizacién de ADNs de plantas, cabe mencionar
el realizado por Chyama (64), el cual efectud la ex-
traccidn de ADN de protoplastos de cultivo de células
de zanahoria (Daucus carota) en suspensién; determi-
nando los Tms, cinéticas de reasociacién y densidades

buoyant.



4,- ADNs en trigo y centeno:

La extracecién de ADNs de trigo y centeno ba si-
do efectuada por varios investigadores, entre ellos
Bendich y McCarthy (65) los cuales ailslaron ADNs de
plantas totales de trigo, centeno, cebada y avena, ob
teniendo de esta forma mezclas de ADNs nucleares y ci
topldsmicos.

La composicién de bases de los cuatro cereales
antes mencionados, fueron determinadas a partir de sus
densidades buoyant y de sus temperaturas de fusién (Tm),
en dicha composicién se encontraron pequefias diferen-
cias en el grupo de ADNs estudiados; presentando tam-
bién diferencias en los Tms y densidades buoyant. En
las determinaciones de las curvas de cinética de re-
asociacién correspondientes, se encontrdé una veloci-
dad de reasociacién mayor entre los ADNs de las plan-
tas estudiadas que en la que se presenta en animales.
Por lo cual se puede asumir (65) que los ADNs de plen-
tas superiores estdn caracterizados por tener una gran
proporcién de ADN redundante, més de la que estd pre-
sente en animules. Sin embargo este es un punto a-
bierto a discusién.

Posteriormente estos mismos autores (66) lleva-
ron a cabo estudios para comparar el comportamiento
de ADNs obtenidos de plantas totales de trigos que
presentaban diferentes ploidfes (diplbide- T. mono-



- DT

coccum; tetraploide - I. durum y hexaploide - I. ges-
tivum) bajo los sigulentes parédmetros: determinacién
de ime, densidad buoyant y cinéticas de reasociacién,
encontréndose diferencias en las secuencias de bases
de los 4ALNs entre biotipos de un simple género de plan
tas y entre ¢l genome de un allopoliploide.

Otros trabajos efectuados con ALNs totales fue-
ron realizados por Mitrs y EBhatia (67), utilizando di-
ferentes especies de trigos obteniendo datos eimilares
a los reportados anteriormente (65). Sin embargo es
interesante observar que en lae curvas de reasociacién
de sus ADNs correspondientes a trigos diplioides y po-
liploides pueden ser separsdss en diferentes fraccio-
neg correspondientes a secuencias repetidas y no re-
petidas alrededor de un Cot de 100.

Bendich y Bolton (68) lleverca a czho ggwudios
en ADNs totales de varios miembros de la familia Le-

nino y ds trigo, centenc y avena, encontrando

gque existe alrededor de un 10% como mdximo de homo-
logfe en las secuencias polinucleot{iicas de los ADNs
entre las monccotileddneas y dicotiteddneas estudia-
das, mientras gque existe de 20 a 90% de homclogfa en
las secuencias polinucleotfdicas de los ADNs dentro
de una misnma femilia.

Huguet y Jouanin (68) realizaron un estudio a-
cercu de la heierogeneldad del ADN nuclezr de itrigo,

utilizando pardnetros tales como ultracentrifugacidn
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analftica y determinacién de Tm; a partir de los cua-
les calcularon el contenido de G-C obteniéndose para
éste un valor de 45.6%. Basados en la gran amplitud
de transicién térmica que presentd el ADN, estos au-
tores afirman que la composicién de bases del ADN nu-
clear de trigo presenta una gran heterogeneidad. Es-
tas observaciones los condujeron a proponer que la
fusién discontinua del ADN, revela la presencia de
varias familias de moléculas de ADN. Sin embargo las
bases en que se apoyan para proponer ésto, no son su-
fiéicntea como pare aceptar sus puntos de vista.

Hotta et al (70) llevaron a cabo un estudio en
el cual compararon los valores obtenidos para la den-
sidad buoyant de ADNs nucleares y citopldsmicos (in-
cluyendo pléstidos y mitocondrias) de rafces de tri-
go. Sin embargo el método de extraccidén de los ADNs
es muy oriticable, ya que utilizan temperaturas muy
elevadas durante la extraccién.

En estudios posteriores realizados por Huguet
y Jouanin (71), sobre los ADNs satélites del genoma
de trigo, sislados por gradientes de densidad con
Cs,50, - Agtobtenidndose un satélite pesado y uno li-
gero. Enfocaron su estudio hacia el aislamiento y a-
nflisis del satélite pesado, el cual corresponde al
ADN altumente repetitivo, debido a que presenté di-
ficultad para desnaturalizarlo y una velccidad de rez

sociacién répida, el cual corresponde = uu 5 a 10/



- 20

del ADN total de trigo, de acuerdo a los datos repor-
tados por Bendich y McCarthy (65).

No obstante que Huguet y Jouanin (71) apoyan
el hecho de que existen ADNs satélites en-el genoma
de trigo, existen discrepancias muy fuertes en este
punto, ya que en un trabajo posterior realizado por
Ingle, Pearson y Sinclair (72), afirman que no encon-
traron ADN satélite en gradientes de CsCl de ADN de
monocotiledbneas, a las cdalea pertenecen trigo y
centeno.

En cuanto a los estudios realizados sobre ADN
de centeﬁo, Ranjekar y Lafontaine (73) llevaron a ca-
bo la extraccién y aislamiento de cromatina nuclear
~total de centeno, la cual fue estudiada por medio de
cinética de reasociacién, gradientes de densidad en
CsCl y temperatura de fusién (Tm). Se encontré que
cerca de un 70% del ADN nuclear total estd formado de
secuencias repetidas de nucleédtidos, constituyendo
varias familias con grados de redundancia que van de

2 a 106.

10
La determinacién de gradientes de densidad en

CsCl del ADN nativo de centeno, presenta un pico am-

plio por lo cual parece ser bastante heterogéneo en

su naturaleza. La densidad buoyant correspondiente

fue de 1.694 g/cm’ y el Tm fue de 77°C,no obstunte que”

éstos autores no reportun condiciones del exgerimento,

concluyen que en centeno,existe una gran cuntidad de -
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ADN repetitivo disperso a través del genomu; en buse u

ésto ellos asumen que tal ADN se encuentra tanto en los

segmentos heterocromdticos, como en los eucromiticos de
el cromosoma.
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MATERTALES.

l.~ Semillas:
Las senillas utilizadas para la realigacién de

este trabajo fueron las siguientes:

Triticum aestivum variedad vulgare (6X)

Priticum monococcum variedad Einkorm (2X) (MV-73)*
Triticum durum variedad Chapala (4X) (CB-03)*
gg;g;ggg,gggg;lg!.variedad Torim (6X)*

Triticale Armadillo (6X)*

Triticale Chapala-Snoopy (6X) (X-10629-0Y),(CB-273 MV-73)*
Secale cereale variedad Snoopy Bulk (2X)*

® Podas estas semillas fueron dqnadas por el Dr.
Eohli del Centro Internacional de Me joramiento de Maiz
y Trigo (CIMMYT), México.

2.- Reactivos:

a.- Solucidn amortiguadora de citrato de sodio - clo-
ruro de sodio pH = 7.0 (CSC). La solucién se en-
cuentra formada por 0.15 M de citrato de sodio
(Merck), y 1.5 i de cloruro de sodio (Merck).

1

b.- SSC = 107~ de CSC.

c.— DSC = 10~2 ge CSC.

ch.- Fronasa (Calbtiochem) 4 mg/ml.
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Preparacién:

e.~ Amilasas.

Preparacidn:
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Disolver 400mg de pronasa en 90 ml
de agua destilada, ajustar con HC1l
hasta un pH = 5, calentar la solu-
cién a 80°C por 10 minutos, enfriar
y adicionar una solucién de NaOH
hasta obtener un pH = 7. Adicionar
finalmente 5.85 g de NaCl y aforar
a 100 ml con agua destilada. Esta
solucién se almacena en congelacién.
Para destruir ADNasas, se incuban
los tubos con la enzima a 37°C du-

runte 4 horas antes de usarse (75).

Ribonucleasas.

Se disuelven 500 microgramos de

ARNasa T, (Senkyo) y 50 mg de ARNasa
pancredtica bovina (Calbiochem), en
50 ml de solucién 0.15 M de cloruro
de sodio. Se almacena a -10°C. Para
destruir las ADNesas, esta prepara-
cién se debe calentar a 90°C duran-

te 10 minutos antes de usarse.

Disolver en una solucién de DSC
0.026 g de alfa amilasa (Fluka)(10
BU/mg) y 0.035 g de beta amilasa
(Fluka) (7.5 EU/mg), aforar a 25 ml

con DSC y conservar e=tis mezcla a



fo-

o=
hc-

-10°C.
Megcla Sevag: Cloroformo (berck) - Alcohol iso-
amflico (Merck) en una proporci6n
de 24:1 (v/v) respectivamente.
Solucién de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) al 4%.
Lcido etilén diamino tetra-acético (EDTA) - sa-
lino: EDTA (Merck) 0.1 M, cloruro de sodio (Merck)
0.15 M, ajustar a pH = 8.
Solucién de sacarosa (Baker Analyzed) 1.92 M -
soluciCn de cloruro de calcio (Merck) 3 mX.
Solucién de sacarosa (Baker Analyzed) 1.0 M-
solucién de cloruro de calcio (Merck) 3 mM.
Solucidén amortiguadora de sacarosa (SAS):
0.3 N sacarosa (Baker Analyzed).
0.01 M Tris (Hidroximetil aminometano)(Merck).
0.005 M MgCl2 (Merck). l
0.005 M de 2-mercaptoetanol (Sigma) (Densidad =
1.114 g/ml).
Etanol absoluto (Merck).
Dietiléter anhidro (lierck).
Solucidn amortiguadora Tris (Merck) 0.4 M, pH=8.5.
Solucién de cloruro de caleio (Merck) 0.3 M.
Solucién de azul de metileno al 1%.
Tritén X-100 (Sigma).
Solucién de glicerina al 20%.
Perclorato de sodio 5k (lkerck).

Solucién de hipoclorito de sodio al 3%.
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rr.- Hielo seco.

3.- Otros materiales espec{ficos:

a.- Malla de nylon de 47 micras de pasc (Pharmaecia
Fine Chemicals).

b.- Bolsas de didlisis (W.H. Curtin & Co.) No. 24.

c.- Gasa estéril.

ch.- Mortero grande de porcelana.

d.- Hilo céfamo.

e.- Licuadora (Waring Modelo 5011).

f.- Cajae de pldstico transparente de 28 x 38 x 16 cm.

g.- Agrolita.

h.- Papel Whatman poro fino.

i.- Jeringa de 5 ml.

.- Aguja de acero para jeringa (No. 27).

k.- Tamices del No. 10, 26 y 16 (Duvesa)

l.,~ Tubos de nitrocelulosa (1 pulgada de didmetro x
3 pulgadas)(Beckman No 302236).
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METUDOS SX+ERTMENTALES.

1l.- Seleccién de las semillas:

Las semillas se escogieron de acuerdo al tamafio,
para lo cual se utilizaron tamices adecuados para cer
nirlas y separarlas de polvo, piedras pequeflas y otras
impurezas, haciendo ademde una seleccién de acuerdo al
grado de madurez y calidad fisica externa de la semi-

1lla.
2.- Siembra:

leg semillas, una vez seleccionadas, fueron some-
tidas a remojo en una sclucién de hipoclorito de sodio
al 3%, (después de haberlas tenido una hora remojando
en agua), durante 10 minutos.

Fosterivormente se enjuagaron lae semillas tres
veces con agus destilada.

Los métodos de siembra utilizados fueron dos:
Uno de ellos fue utilizando papel filtro Uhﬁtman de
poro fino, al cual se le hicieron dobleces de tal for-
ma gue presentara una superficie adecdada para las se-
millas; Tanto el papel como las cajas también fueron
desinfectados con solucién de hipoclorito de sodio al
34 y enjuagados varias veces con agua destilada antes

de utilizarlos. Una vez hecho lo anterior, se coloca-
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ron las semillas sobre la superficie del papel con a-
yuda de pinzas de acero, dejando un espacio de apro-
ximadamente 1 cm entre cada semilla (mfximo 600 semi-
llas por caja) y agregando a cada caja la cantidad de
agua suficiente para llevar a cabo la germinacién,
manteniendo un flujo de aire filtrado saturando as{
el ambiente con humedad.

El otro método fue sembrando las semillas desin-
fectadas y enjuagadas en la misma forma, en agrolita
lavada con agua, y con }a ayuda de pinzas de acero se
acomodaron las semillas dejando un espacio de aproxi-
madamente 1 cm entre cada semilla (600 semillas méxi-
mo por caja). Fue suficiente la humedad que contenia
la agrolita, por lo que no se tuvo que adicionar més
agua. Se pasd un flujo de aire filtrado para mantener

un ambiente saturado de humedad.

3,- Germinacidn:

El perfodo de germinacidn se selecciond de 6 a
10 dfas de acuerdo a los datos obtenidos de la obser-
vacién del crecimiento en varios lotes de siembra.
(Ver PIGURA 2).

Tanto la temperatura ambiente como la intensidad
de luz no fueron controladas durante el crecimiento

de todas las variedades de semillas.



4.- Seleccién de rafces y tallos:

En este proceso fueron eliminadas las pléntulas
que presentaron contaminacién de hongos 6 bacterias
en rafz 6 tallo. Las pléntulas sin conteminacién, fue
ron cortadas en rafz y tallo-hcja, con separacidén del
grano con ayuda de tijeras.

Una vez separados 1los tallos-hojas del resto de
las plédntulas, fueron almacenados en recipientes man-
tenidos en'hielo; lc mismo se hizo con las rafces, sé-
lamente que éstas fueron conservadas en recipientes
mantenidoe en hielo seco.

aquf cabe hacer la aclaracién de que a la parte
que se le denomind hoja de aquf en adelante, fue en

realidad la parte "hoja-tallo" de la plfntula.

5.~ Rupture de los tejidos:

a.- Rafces: Una vez obtenidas las rafces de a-
cuerdo al pesso anterior, se pesaron y se introduje-
ron éstas con ayuda de gasa, en un vaso que contenfa
dietiléter de 2 a 4°C, durante 45 segunios. Inmedia-
tamente después, se procedid a secarlas con corriente
de aire de 2 a 4°C, y congelarlas con hielc seco.

Posteriormente se proucedid a triturzrlas en ur
morterc pre-enfriazdc (hielo secc), hastz que se obtu-
ve un material de consistencis pastosz. 3e adiciona-

ron 10 volimenes de Sas por peso de tejido, y con el
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propésito de lograr una mayor ruptura de las rafces,
se molié la suspensibn anterior en una licuadora Wa-

ring a velocidad médxima durante 30 segundos.

b.- Hojas: Las hojas fueron sometlidas al mismo
tratamiento con dietiléter durante 15 segundos, se-
cédndolas con corriente de aire de 2 a 4°C; se molie-
ron en licuadora Waring a velocidad méxima durante 15

segundos con 10 voldmenes de SAS por peso de tejido.
6.~ Jbtencién de paquetes de tejido total roto:

La suspensién de organelos cbtenidos después de
la molienda en licuadora, t&nto'de rafz como de hojea
por separado, se filtraron en el cuarto frfo (2-4°C)

o través de 8 capas de gasa y un: malla de nylon de 47,
micras de paso y las soluciones fueron centrifugadas

a 20CCrpm (880 x g) durante 10 minutos de 2 a 4°C. Al
término de la centrifugacién se decanté el sobrenadan-
te y los. paquetes contenidos en los tubos se suspen-
dieron en la mfnima cantidad de S4S, conservéndolos

en hielo.
7.~ Obtencidén de paquetes nucleares:

a.- Rafz: Para la obtencidn del paquete nuclear

de rafiz se realizé el mismo procedimiento antes men-



w BB -

cionado (paso 6) con la diferencia de que en este pa-
50 se resuspendieron los paquetes de rafz en S4S has-
ta un volumen final de 9 ml.

Esta suspensién fue colocada sobre un gradiente
discontinuo de sacarosa, formado por 20 ml de una so-
lucidén de 1.92 ¥ de sacarosa - 3 ml de CaCl, y 10 ml
de una solucibén 1 i de sacarosa - 3 mM de CaCl,, en
tubos de nitrocelulosa mantenidos en hielo (3 ml de
suegpensidn por tubo).

Se centrifugd en un rotor $%-25.1 preenfriado a
2°C, en una centrffuga Spinco L a 24'500 rpm (86'713
x g, r adximo = 12.9 cm), durante €C minutos a una
temperatura de 2°C, Los pacuetes nucleares se obtu-
vierou eliminando por succidn al sobrenadante. Zstos

paguetes nucleares se conservaron en hielo.

b.- Zoja: 4l paquete obtenido del paso 6, se le
agrééé 0.9 ml de una solucién de tritém X-100 al 20;:(71)
(disuelto en 34S) y se le adiciond SAS hasta un volu-
men final de 9 ml, resuspendiendo la muestra y conser
vandc la muestra en hielo.

Lz resuspensién as{ obtenida fue colocada sobre
tubos de nitrocelulosa (1 pulgada de didmetro por 3
pulzadas) conservados en hielo que contenfan un gra-
diante discontinuo de sacarcsa formado por 20 ml de
una sclucibén 1.92 ¥ de sacarosa - 3 mi CaClz, y 10 ml

de una solucidn 1 1 de sacarosa - 3 m¥ CaCl,, (3 ml
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de suspensidén por tubo), ultracentrifugando en un ro-
tor SW-25.1 pre-en‘riado (2°C), en una ultracentrifu-
ga Spinco L a 24'500 rpm (86'713 x g) durante 60 mi-
nutpa a una temperatufa de 2°C, obteniéndose finalmen-
te los paquetes nucleares de hoja eliminando por su-
ccién el eobrenadante.

Los paquetes nucleares se resuspendieron em 0.9
ml de tritén X-100 al 20% (sacarosa 1 ¥ - 3 mk 03012)
y en uﬁa solucién 1.61 ﬁ de sacarosa - 3 ml CaCl, hag
ta completar un volumen final de 9 ml. 3 ml de la so-
lucién que contiene a los ndcleos fueron colocados
sobre 30 ml de solucién de cacarosa 1.92 M - 3 mM CaCl,
por tubo de nitrocelulosa mantenidos en hielo.La'ultrg
centrifugacién se llevé a cabo en las mismas condicio-

nes que la anterior.

c.- Obtencién de la fraccidn cloroplésmica: Los
paquetes obtenidos en el paso 6 correspondientes a ho
Ja, se resuspendieron en SAS hasta un volumen final
de 9 ml, conservédndola en hielo. Esta suspensién fue
colocada también sobre tubos de nitrocelulosa, conser
vados en hielo, los cuales contenfan un gradiente dis
cont{nuo de sacarosa formado por 20 ml de una solucién
1.92 i de sacarosa - 3 mik 08012, y 10 ml de una solu-
cién 1 ¥ de sacarosa - 3 mi CaCl,, (3 ml de suspensién
por tubo). Las condiciones de ultracentrifugacién fue-

ron las mismas que las empleadas en los pasos anterio-
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res.
Después de la ultracentrifugacién se succionaron

cuidadosamente las fracciones cloroplésmicas que se

encontraban en la interfase del gradiente discontfnuo

de sacarosa colocédndolas en un matraz. Una vez elimi-

nade esta fraccién, se succiond el resto del sobrena-

dante para obtener los paquetes nucleares a los cua-

les se les agregd 0.9 ml de tritém X-100 al 20% (sa-

carosa 1 L - 3 mii CaCl2) y solucidén de 1.61 M de sacarosa

rosa - 3 mu CaCl2 hasta completar un volumen final de

9 ml, resuspendiendo la mezcla. 3 ml de la resuspen-

8ién fueron colocados sobre 30 ml de solucién de sa-

carosa 1.92 b - 3 mM 03012 por tubo de nitrocelulosa.

La ultracentrifugacién se llevd a cabo en las mismas

condiciones que en los pasos anteriores.

8.- Extraccién y precipitacién de los &cidos nucléicos:

a.- Los tubos que contenfan los paquetes totales
y nucleares de rafz y hoja obtenidos de los pasos 7a
y 7b, se les adiciond a cada tubo (3 tubos en total
por mueetra) 0.33 ml de SD5 al 4% y 0.33 ml de solu-
cién umortiguadora de Tris 0.4 K, pH = 8.5, resuspen-
diéndolos y reuniéndolos en un matraz con una pipeta
Pasteur. Se agitaron suavemente durante 10 minutos
en un bafio a 37°C. Después de esta incubacién se les

" agregb 0.1 ml de EDta-salino, 0.2 ml de CSC y 1.0 ml
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de pronasa ;;reincubada (75). Los matraces se sellaron
con parafilm y se incubaron a 37°C durante 18 horas.
Después de este perfodo se aument§ la temperatura del
bafio a 56-58°C y esta temperatura se mantuvo dursnte
cuatro horas.

Estas suspensiones fueron adicionadas lentamente
por las paredes de los recipientes respectivos que con
tenfan 10 volYmenes de etanol frio (2°C) por volumen
de suspensién. Se guardaron de 24 a 48 horas en el
cuarto frfo para permitir una mayor precipitacién de

los 8cidos nucléicos.

b.- Al matraz que contenfa la fraccién cloroplés
mica, se le adiciond 2 ml de solucién SDS al 4% y 2 ml
de solucién amortiguadora de Tris 0.4 M, pH = 8.5, se
agité suavemente durante 10 minutos a 37°C. Posterior
mente se le agregb 0.2 ml de EDTA - salino y 0.4 ml de
CSC y 2 ml de pronasa preincubada (75), sellando el
matraz con parafilm e incubando 18 horas a 37°C y des
pués durante 4 horas a 56-58°C,

La precipitacién de los &cidos nucléicos se efec-

tué en la forma descrita en el inciso 8a.

9.~ Purificacién con enzimas:

a.- Tanto los dcidos nucléicos que flotaron en

forma de nata, como aquellos gque precipitaron en el



- A5 =

fondo del recipiente, fueron tratados de la siguiente
maneras

Las natas de los dcidos nucléicos fueron recogi-
dos con varillas de vidrio y secadas a temperatura
ambiente; los &cidos nucléicos que precipitaron en el
fondo del recipiente fueron obtenidoes decantando el
etanol y secéndolos con vacfo a temperatura ambiente.
Los 4cidos nucléicos en forma de nata y los precipi-
tados fueron tratados por separado en los pasos si-
gulentes, ho pobstante provinieran de la misma preci-
pitacién inicial.

Se disolvieron en un volumen mfnimo de DSC, se
ajusté a pH = 6 con HCl y se agregd 1/5 de volumen
de la mezcla de alfa- y beta-amilasas con respecto
al volumen de DSC, y se incubd una hora a 37°C.

Después de este perfodo, se'ajustardn las con-
centraciones de iones con CSC para obtener una con-
centracién final de SSC y un pH = 7. Se les adicioné
una mezcla de ARNasas ajustando a una concentracidn
final de éstas de 1:10 de su concentracidn original.

Las mezclas finaules se incubaron durante una ho-
ra a 37°C, se les agregé una solucién de pronasa ajus-
tando a una concentracidén finzl de ésta de 1.32 mg/ml,
(dilucibdn 1:3 de una solucién de pronasz de 4 mg/ml),
incubédndose durante 18 horas a 37°C; al final de esta
incubacidn, se elevd la temperatura a 56-58¢C y se in

cubd nuevauente durante cuatro horas.
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Se sacaron los matraces con las mezclas y se en-
friaron en hielo, se ajustaron 1as.concentraciones de
iones con NaCl0, 5M a 1, se agregé un volumen de mez-
cla de Sevag a cada muestra y se agité durante 10 mi-
nutos.

Las emulsiones obtenidas se centrifugaron duran-
te 10 minutos a 2000 rpm (880 x g), se separaron las
fagses acuosas y se repitié este proceso de agitacién
de las fases acuosas con mezcla Sevag tantas veces fue
necesario,lhasta que la interfase protefnica fue mfni-
ma. La fase acuosa final se precipitd en 10 volidmenes
de etanol frfo de la misma manere comc se hizo la pri-
mera precipitacidn antes mencionada.

Todo este proceso (inciso 9a) se repitid tantas
veces se consider§ necesario hasta obtener ADNs de un

grado de pureza aceptable.

b.- E1 criterio de pureza fue controlado de la
siguiente forma. Las natas y los precipitados obteni-
dos se secaron con vacfo y se disclvieron en un Qélu-
men minimo de DSC, de estas soluciones se tomaron alf
cuotas, las cuales se diluyeron con DSEC y se determi-
né la pureza mediante las relaciones obtenidas de las
absorbanciss a 260nm/230nm y 260nm/280nm de cada una
de las muestras, las cusleg se consideraron aceptables

cuando se obtuvieron valores de 2.2 + 0.2 y 1.2 + 0.1

respectivamente.



10.~ Didlisis:

Las bolsas de diflisis y el hilo de c4famo fueron
lavados con agua destilada, despuds se hirvieron por
separ:do en naa solucidn de ED74 1 m¥ durante 10 minu-
tos, dejando enfriar y enjuagando varias veces con a-
sue destilada, se prepararon las bolsas con ias mues-
tras respectivas y se dializaron contra 2 litros de
una solucibn de DSC a 2°C efectuando 10 cambios en to-
tal a intervalos mfnimos de una hora cada uno.

Se volvié a determinar la pureza de las muestras
dializadas bajc los criterios mencionados en la se-
ccibén 9b.

Las muestras de ADN disueltas en DSC fueron con-
servadas en tubos a los cuales se les adicion§ 0.2 ml
de cloroformo a cada uno, selléndolos bien y mantenien

dolos entre 0-4°C.

11.- Caracterfsticas espectrofotométricas de los ADNs:

a.- fspectros de absorcién: Los espectros de absor
cién de cada una de las muestras disueltas en DSC (25-
100 microgramos de ADN / ml de solucidén) se trazaron
en un graficador UNICAMK AR-25 acoplado a un espectro-
fotémetro UNICAM SP 1800, utilizando un rango de lon-
gitudes de onda de 210 a 310 nm, y una velocidad de

barrido de 0.5 nm/segundc.
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De las lecturas de absorbancia determinadas = 260
nm en celdas de cuarzo de 1 cm de paso, se pudo calcu-
lar la concentracién de los ADNs en las scluciones, sg
biendo que una unidad de densidad éptica corresponde
a una concentracién de 5C microgramos de ADN / ml,
calculando de esta manera los rendimientos de cada una
de las muestras. »

De las lecturas de absorbancia obtenidas a 230,
260 y 280 nm, se calcularon las relaciones 260/230
y 260/280 para los criterios de pureza antes mencio-

nados (inciso 9b).

b.- Determinacién de las temperaturas medias de
fusién (Im): Estas determinaciones se efec-

tuaron en un espectréfotémetro UNICAL SP 1800 acopla-
do a un graficador AR-25, a un programador de cambio
automftico de celdas UNICAK SP 1805 y & un programa-
dor de control de temperatura SP 876, bajo las siguien
tes condiciones:

Espectrofotémetro UNICAL SP 1800:
Longitud de onde fija a 260 nm; un portaceldas espe-
cial para el espectrofotdémetro con regulacién de tem-
peratura y un termostato dentro de uns celda UNICAX

52 877, en glicerina al 20/; un carrito del portador

de celdas para cambiar las posiciones de las celdas.

Irogramador de control de temperatura UNICAX of
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876:
Aumento de temperatura de 1°C/minuto; temperatura ini-

cial = 25°C; temperatura méxima = 110°C.

Programador de cambio automdtico de celdas UNICAM
SP 1805:

Cambio y lectura de las celdas - cada minuto.

Graficador UNICAM AR-25:
Velocidad del papel = 2 minutos/cm; para una intensi-
dad de 10 mv.

Celdas UNICAK SP 877:
Se utilizaron celdas de cuarzo de 1 cm de paso de luz

con tapén de teflén.

Las muestras de ADRa'utilizadae para las determi-
naciones de Tms, fueron ajustadas con CSC a una con-
centracién final de sales de SSC. Las concentracicnes
adecuadas de ADN para éstas determinaciones fueron
entre 30-70 microgramos / ml.

Algunas de estas muestras fueron rotas haciéndo-
las pasar 20 veces a través de una aguja de acero del

No. 27, antes de la determinacién.

Estas determinaciones se efectuaron con los mismwos apa-
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ratos antes mencionados (inciso 11b) con las modifi-

caciones siguientes:

Programador de control de temperatura UNICAM SP
876:

Se mantuvo a una temperatura constante de 66°C.,

Programador de cambio automdtico de celdas UNICAM
SP 1805:

Cambio y lectura de celdas - cada 5 minutos.

Graficador UNICAL AR-25:
Velocidad del papel - 5 minutos/cm.

Con las mismas muestras utilizadas en las detery
minaciones de Tms se llevaron a cabo las cinéticas de
reasociacién de la siguiente manera: Una ves alcanza-
da la temperatura de 106°C durante la determinacidén de
los Tms, se sacaron las celdas con las muestras y se
introdujeron répidamente en un bafio de agua a 66°C
de jando ah{ las celdas con las muestras el tiempo ne-
cesario para enfriar el portaceldas en el espectrofo-
témetro hasta una temperatura de 66°C; una veg cali-
brada esta temperatura (de 15 a 27 minutos), se colo-
caron las celdas en sus poesiciones originales, ini-
ciando en ese momento la graficacién continuéndola

durante aproximadamente 20 horss. Estas cinéticas ade
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reasociacién se determinaron a una longitud de onda
de 260 nm.
Nota: En todas las determinaciones anteriores

(seccién 1la, b y ¢) se utilizaron los blancos corres-

pondientes a cada una de ellas.
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RESULTADOS .

l.- Germinacién y rendimiento de tejido:

Se hicieron varias siembras con 60 semillas de
Triticum sestivum variedad Torim y vulgar, con el pro
pésito de determinar el perfodo adecuado de crecimien
to para la extraccién del ADN. En la FIGURA 3 se ob-
servan los resultadoe obtenidos en los diferentes dfas
de germinecién con respecto al crecimiento (longitud
en cm) del *tullo-hoja y Jde la rafz. En la parte de la -
figura que corresponde s la pléntula (*) se puede ob-
servar que del sexto al noveno dfa se incliné la pen-
diente de la curva. Ademés se pudo observar que a par-
tir del décimo dfa las hojas de la plédntula empezaron
a presentar coloracién amarille, debido a que no se
les adicioné sales minerales esenciales para el creci-
miento y desarrollo de las plantas.

Debido a las observaciones antes mencionadas, se
decidib seleccionar el perfodo de germinacidén de 6 a
10 dfas.

Con respecto al rendimiento de tejidos, se pudo
observar gque hubo variacién entre las . siembras corres-
pondientes a las variedades de trigo, centeno y triti-
cale estudiadas. Esta variacidén correspondid en parte
al grado de contaminacién en la siembra de cada lota

y también del método utilizado para la germinacién.
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En el método en el cual se utilizd papel filtro como
soporte de loe granos, siempre se observ$ un créci -
miento menor de rafz y una mayor contaminacién si se
compara con el método de siembra en el cual se utilizf
agrolita, por lo cual se prefirid el dltimo. Los datos
correspondientes al rendimiento de los tejidos utiliza
dos para la extraccién de ADNe de cada una de las va-

riedades estudiadas se presentan en la TABLA 2.
2.- Obtencién de ndcleos:

Una de las observaciones gque se deben tomar en
cuenta con respecto al rendimiento de nicleos de rafs )
es la dificultad que presentaron éstas durante el pro=-
ceso del rompimiento de tejido, }o cual en ocasiones
fue la causa de un rendimiento dbajo de micleos y por
consiguiente un rendimiento bajo de ADN correspondien-
te.

Una vez obtenidos los paquetes nucleares de rafz
y hoja, (Seccibén 7a y 7b de Métodos Experimentdl;;).
se utilizé como control de pureza de cada una de las
muestras obtenidas, la observacién de los frotis co-
rrespondientes al microscopio, controlando as{ adepﬁs
le purificacién de micleos a través de los diferentes
pasos de la extraccidn.

Para poder ilustrar este control, se utilizé la

secuencia de purificecién de los mnicleos de rafz y ho-
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ja de Triticuls Armadillo cbteniendo varias microgra-.
fias « partir de frotis hechos de la siguente manera:

Una vez obtenidas las muestras correspondientes
a los diferentes pasos de purificacién de nicleos de
hojas y rafz, se extendieron éstas sobre un portaob-
jetos y se fijaron con calor, enseguida se tifieron
con una solucién de azul de metileno al 1% durante 3
segundos, lavando inmediatamente con bastante agua
destilada y dejando secar a temperatura ambiente.

Estos frotis fueron fotografiados en un micros-
copio Carl seiss con cédmara fotogrdfica adaptada uti-
lizandc una pelfcula Panatomic (grano fino) amplifi-
czndo 250 a 500 veces.

La secuencia de las micrograffas mostradas en las
PIGURAS 4 a 9 es la siguiente:

En la FIGURA 4 se observan células rotas de rafs,
algunas de las cuales contienen todavfa su nidcleo, y {
pelos absorbentes. Esta preparacidn fue obtenida del
residuo que queddé en la malla de nylon con la que se
eliminaron células enteras, pequefias fracciones de te-
jido y fibras que lograron pasar por la gasa.

Zn la FIGURA 5 se muestran micleos de réiz los
cuales se obtuvieron de la solucién filtrada a través
de la malla, asf{ como pelos absorbentes.

En la FIGURA 6 se observan nicleos de células de
rafz los cuales fueron obtenidos de la purificaciédn

hecha a través de un gradiente discont{nuo de sacarosa.
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En la FIGURA 7 se observan nicleos de células de ho-
jas con una gran cantidad de cloroplastos. Esta pre-
paracién fue obtenida de la suspensién de organelos
después de haberla filtrado por la malla de nylon. En
esta micrograffa se puede apreciar claramente la di;
ferencia de tamafio entre nidcleos y cloroplastéa. Sin
embargo en la observacién de la preparacién se encon-
tré que los ndicleos se tifieron de azul mientras que
los cloroplastos presentaron su color original.

La FIGUxa 8 corresponde a una preparacién de clo-
roplastos sin previc tratamiento con tritén X-100 (74)
(no teftida), obtenidos de la interfase formada en el
gradiente discont{nuoc de sacarosa (Seccidn 7c). Esta
micrografia fue tomada con contrasté de fase.

En la FIGUEA 2 se pueden observar ndcleos trata-
dos con tritén X-100 al 2% (74) de células de hoja pu- -
rificados a trav8s de dcs gradientes de sacarosa dis-
cont{nuos.

En cuanto a la pureza de los micleos controlada
por las observaciohes al microscopio, se puede decir
gque el método de extraccién utilizado aporta resulta-

dos muy satisfactorios.

3.- Espectros de absorcién y criterios de pureza:

Todas las muestras de ADHs obtenidas de ndcleos

de células de rafz y koja, as{ como las correspondien-
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tes a cloroplasto y tejido total, fgeron analizadas
espectrofotométricamente para determinar su absorban-
cia de 210 a 310 nm utilizando un espectrofotémetro
UNICAM SP 1800, graficando las curvas en un grafica-
dor UNICAM AR-25. Todos los espectros obtenidos de

las diferentes muestras de ADN fueron similares, por
lo cual .86loc se muestra uno de ellos. En la FIGURA 10
se presenta el espectro de absorcién de una muestra de
ADN nuclear de hoja de Secale cereale variedad Snoopy
disuelto en DSC.

Para la determinacién de los criterios de pureza
de las diferentes muestras de ADN, se utilizaron las
siguientes relaciones: D.0. 260nm/D.0. 230nm y
D.0. 260nm/D.0. 280nm.

Los valores repoftadoa en la literatura (76) para

los rangos de pureza son los siguientes:

20, 260 nm
om0 e - 222 0.2
D.0. 260 nm
D.O. nm‘l.gio.l

4.~ Rendimiento de ADNs:

Una vez que las muestras de ADN (dializadas) pre-
sentaron valores aceptabléa para los criterios de pure-
za establecidos, se llevaron a cabo los cdlculos de
rendimiento de las mismas, de la siguiente forma:

Se determiné la densidad Sptica de cada una de las
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muestras disuelta en D5C, en celdas de cuarzo de 1 cm
de paso de luz, & 260 nm; sabiendo que 1 D.0., deter-
minada a esta longitud de onda corresponde a 50 micro-
gramos de 4DN/ml, se hicieron los cdlculos correspon-
dientes. Los resultados se muestran en Jz TABLA 3.

De los rendimientos obtenidos para ADN de rafz,
se puede observar que fueron menores a los obtenidos
para ADN de hoja, ésto es debido en parte como se men-
cioné anteriormente, a la dificultad que se presenta
en el rompimiento del tejido de rafz, lo cual se tra-
t8 de superar modificando las t3cnicas de ruptura de

tejido y tratamiento con enzimas.

5.- Determinacién de las temperaturas de fusién (Im)

de los aDNs:

Una de las propiedades fisicas de los 4cidos des-
oxiribonucléicos es su temperaturs de fusién. En este
proceso térmico se desenrollan las dobles hélices for-
mando dos hélices sencillas. Para que ésto se pueda
medir espectrofotométricamente, dete de estar el ADN
en uns soluciédn amortiguada con ur pH neutro, una con-
centracién de sales adecuada y en csldas de cuarzo con
tapones de tefldén especiales, pars que no haya pérdida
de azua. La temperatura se aumenta gradualmente en el
portaceldas, nue contiene tanto & la celda con la mues-

tra, como a agquella con el blanco y cotra tercera que
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contiene una solucién de glicerina al 20% con un ter-
mopar, para poder medir la temperatura y poderla regis
trar_gghunarescalg exterior en el ugarato. En la sec-
cién que corresponde a Métodos Experimentales se des-
criben los aparatos utilizados en estos experimentos.
En las FIGURAS 11, 12 y 13 se muestran las curvas
de Tm para los ADNs de Triticum durum (4X) varieded

Chapala, Secale cereale (gg) variedad Snoopy y ADN de

cloroplasto de Triticum aestivum (6X) variedad Torim,
respectivamente. E1 perfil de las curvas de TM de las
muestras de ADN analizado, es muy similar en todas e-
llas, a excepcién de la de cloroplasto (FIGURA 13);
el rango de transicién térmica que presentan todas
las otras curvas es de 80 a 90°C aproximadamente.

La TABLA 4 contiene los resultados correspondien-
tes a las determinaciones de Tms, as{ como las concen-
traciones de ADN utilizadas pera las determinaciones,
% de hipercromicidad, rango de transicién térmica y
contenido de G-C en mol% calculado a partir de la ?em-
peratura de Tm en la siguiente ecuacidén segin armur
y Doty (49):

Tm = 69.3 + 0.41 (G-C).

cidn:

Las muestras utilizadas para las cinéticas de rea-



- BT

sociacién fueron las mismas que para las determinacio-
nes de las temperaturas de fusién, como ya se habfa
especificado en el inciso 1llc de Métodos Experimenta-
les. Todas las cinéticas de reasociacién fueron deter-
minadas a 260 nm y a una temperatura de 66°C, mante-
niendo ésta constante durante toda la determinacién.
Los parédmetros bajo los cuales se graficaron las cur-
vas de las cinéticas de reasociacién, son los siguien
tes:

Cot contra % de reasociacién.

Donde Cot ='concentraci6n molar del ADN expresado
como mononuclebtido de peso molecular
promedio 327 por tiempo de incubacién
en segundos.

En la FIGURA 14 se muestra una comparacién de las
curvas de cinética de reasociacién de ADNs rotos de
Triticum aestivum vulgare, correspondiente a rafz to-
tal, nicleos de hoja y cloroplasto. Se puede observar
que todas las curvas presentan una cinética de reaso-
ciacién muy seme jante hasta un Cot de 2 x 10'1; a par-
tir de este valor las pendientes de las cur;as de rafiz
total y ndcleos de hoja se comportan de maneres similar
hasta un Cot de 1 x 101. Lea pendiente de la curva de
cloroplasto hasta un Cot de 3 x 10'1 se comporta de
una menera semejante a la reportada por Wells y Birn-
siel (59), las lfneas interrumpidas marcadas en esta

figura corresponden a una continuacién aproximada de
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la curva reportada por estos autores. En la curve de
cloroplasto se puede observar también un quiebre a
un Cot de 3 x 10'1, siendo la pendiente a partir de
este punto hacia Cots mayores perpendicular a las o-
tras curvas.

Los datos correspondientes a Cot y % de reasocia-
cién de los ADNs de rafz totel, de nicleos de hojas y
de cloroplastos se enouentr;n en las TABLAS S, 6 y 7
respectivamente.

Una comparacién de las curvas de cinética de rea-
sociacién correspondientes a ADNs nucleares de hoja de
Iriticum asestivum vulgare obtenidos de la misma preci-
pitacién uno en forma de nata y el otyro en forma de
precipitado, se muestran en la FIGURA15. Se observa
que ambas curvas son-muy seme jantes, y que la corres-
pondiente a precipitado presente un % de reasociacién
ligeramente menor al del ADN en forme de nata. Los da-
tos correspondientes a estas curvas se encuentran re-
sumidos en la TABLA 6(para ADN en forma de nata) y en
la TABLA 8 (para el ADN en forma de precipitado).

En_la FIGURA 16 se pueden observar las curvas de
cinética de reasociacién de ADNs nucleares de hojas de
Triticum durum variedad Chapala (4X) roto, Triticum
aestivum vulgare (6X) roto, y Iriticum monococcum va-
riedad Einkorn (2X) no roto, tratérndose de comparar
los ADNs de trigos que presentan diferentes ploidfas.

En la regidn de Cots localizada de 1 x 10~% hasta
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se puede observar una velocidad de reasocia-
cién ligeramente mayor en el ADN de trigo 6X que la
que presentan los trigos di y tetraploides. En la re-
gién localizada entre un Cot de 3 x 107} & un Cot de

7 x 10°, se observa que las curvas de Iriticum aesti-
yum (6X) y Iriticum durum (4X) se sobreponen; la cur-
va de Triticum monococcum (2X) corre paralelamente (en
esta regién) a las curvas antes mencionadas. Los datos
de la curva correspondienfea al trigo tetraploide se
muestran en la TABLA 9, los correspondientes al hexa-
ploide en la TABLA 6 y los correspondientes al diploi-
de en la TABLA 1Q.

En la FIGURA 17 se encuentran graficadas las cur-
vas de ciﬁética de reasociacién de ADNs nucleares ro-
tos de hojas de Triﬁicalea‘Arnad;llo Yy Chapala-Snoopy
observédndose que en la regién que corresponde a un Cot
de 8 x 1077 a 1 x 1071 el ADN nuclear de hoja de Cha-
pala-Snoopy reasocia més rédpido que el ADN nuclear de
hoja de Armadillo; en la regién de Cot correspondien-
te a.1x 10"1 a 2.5 x 10'1 se observa una velocidad de
reasociacién mayor en el ADN de Armadillo que el obser-
vado en el ADN de ChAnala-Snoogx; a partir del Cot

1 hasta 1 x 101 eambas curvag corren en forma

2 x 107
mes o0 menos parelela, no obstante que Chapala-Snoopy
presente un % de reasociacién mayor. Los valores co-
rrespondientes a las curvas de ADN de Armadillo y de

Chapala=-Snoopy se encuentran en las TaBLaS 11 y 12



- 60 =

respectivamente.
En la FIGURA 18 se pueden observar las curvas de
cinética de reasociacién correspondientes a centeno (2X),

Triticum durum variedad Chapala (4X), Iriticale Chapala-
Snoopy (6X) y mezcla hecha "in vitro"™ con ADNs nucleares

rotos de hojas de Chapala (4X) y Secale cerealg variedad
Snoopy (2X) en proporcidn 4:2 respectivamente.

La curva de cinética de reasociacién de centeno es
parecida en su primers parte (hasta valores de Cot de
2 x 10'1), a las de Chapala y a la mezcla hecha "in
vitro" Chapala - Snoopy. La segunda parte de esta curva
(Cot 7 x 107! hasta 1 x 10') presenta una pendiente ai-
ferente a la que presentan las otras curvas, observén-
dose que el centeno reasocia més de 60% a valores de
Cot de 1 x 101.

Comparando las curvas de cinética de reasociacién
de ADNs del hibrido Fy Chapala-Snoopy'oon aquella de
la mezcla hecha "in vitro", se puede observar que son
diferentes entre valores de Cot de 2 x 10'2 hasta 3 x
10-1, a partir de este valor para Cot hasta un valor
de 3 x 10° hay una sobreposicién de las curvas, obser-
véndose posteriormente una separacién de las mismas.

En la TABLA 13 se muestran los valores correspon-
dientes a las curvas de cinética de reasociacién de
ADN nuclear de hoja de Secale cereale variedad Snoopy
(2X), en la TABLA 9 los correspondientes a Iriticum
durum variedad la (4X), en la TABLA 12 los corrc-;
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pondientes a Iritigcale Chapala-Snoopy y en la TABLA 14
los correspondientes a la mezcla "in vitro" de 4 partes

de ADN de Chapala y 2 partes de centeno Snoopy.

7.- Curvas de cindtjica de reasociacibén invertidas:

A partir de los datos de cinética de reasociacibn
se graficaron las correspondientes curvas invertidas
con el objeto de visualizar las diferentes familias en
los ADNs, lae cuales se clasifican en secuencias de
nuclebtidos altamente repetitivas, medianamente y poco
repetitivas y secuencias tnicas. La enumeracidén de las
pendientes de las curvas mostradas en las FIGURAS 19 a
22, se hard a partir del valor de tiempo cero siendo
ésta la primera pendiente correspondiente a la familia
de secuencias altemente rgpetitivaa, y las siguientes
pendientes corresponden a secuencias de nuclebtidos
medianamente y poco repetidas respectivamente; sin em-
bargo no se graficaron las pendientes correspondientes
a familias de secuencias Unicas, debido a que el ;Is—
tema utilizado para la medicidn de las cinéticas de
reasociacién explicadé en Métodos Zxperimentales (Se-
ccibn 1le) no permitieron observar X de reasociacidén
a Cots mayores de 1 x 101.

Los pardmetros utilizados para estas curvas son
los siguientesyde ucuerdo a wells y Birnstiel (59) :

‘iempo (minutous) centra 1/(D.O.t— D.0.,)



- 62 -

Donde D.0O., corresponde a la densidad Sptica a
un tiempo t de incubacién y D.O., es igual a la densi-
dad Sptica a un tiempo infinito de incubacién (corres-
pondiendo a la densidad Sptica del ADN nativo). .

Zn la FIGURA 19 se muestran las curvas de cinética
de reasociacién invertidas de ADNs de Triticum gestivum
vulgare correspondientes a rafz total y cloroplasto;
en rafz total se observan tres diferentes pendientes
Yy en la curva respectiva a cloroplasto se pueden obser-
var cuatro pendientes,(datos en TABLA 5 y 7 respectivos) .

En la FIGURA 20 se muestran curvas de cinética de
reasociacién invertidas de ADNs nucleares de Triticum
aestivum vulgare (hojas) correspondientes a natas y
precipitados, observédndose para la primera 5 pendien-
tes, haciendo notar que la tercera pendiente probable-
mente sea un resultado de la influencia tanto de la
segunda como de la cuarta pendiente, por lo que se in-
dica con 1fneas punteadas la prolongacién de las pen-
dientes antes mencionadas. En cuanto a la curva corres-
pondiente a ADN en forma de precipitadb, se observan
4 pendientes bien definidas que parecen ser similares
a las obtenidas para nata, si se toman en cuenta las
prolongaciones hechas con las l{neas punteadas. Los
datos de estes curvas se muestran en las TABLAS 6 y 8
en el mismo orden antes mencionado.

Se pueden observar en la FIGURA 21 las curvas de

cinética de reasociacién invertidas correspondientes
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a 4DNs nucleares de hojas de trigos de diferentes ploi-

dfas, siendo éstos el Triticum monococcum variedad Ein-

korn (2X) no roto, cuya curva presenta 4 pendientes y
Triticum durum variedad Chapala (4X) roto, con 5 pen-
dientes, siendo la tercera pendiente el resultadov pro-
pable de la influencie de las familias adyacentes. En
la TABLA 9 se muestran los datos correspondientes a la
curva invertida del LiDN de iriticum durum variedad Cha-
pala y en la TABLA 1C los correspondientes a Triticum

monococcum variedad Einkorn.

En la FIGURA 22 se encuentran graficados los datos
correspondientes a las curvas de cinética de reasocia-
cién invertidas de ADNs nucleares rotos de hojas de

secale cereale (2X), Triticum durum variedad Chapala
(4%X), Triticale F, Chapala-Snoopy (6X) y la mezcla "in

vitro" de 4 partes de ADN de Iriticum durum variedad

Chapala (4X) con 2 partes de 4DN de Secale cereale va-

riedad Snoopy (2X). En esta figura se compararon las
curvas obtenidas para un triticale y sus progenitores
respectivos. Para poder visualizar mejor el comporta-
miento del hibrido, se compard su cinética de reaso-
ciacién con la de una mezcla "in vitro" de ADNs de

los progenitores en la proporcién antes mencionada.

La curva invertida de centeno muestra 4 pendientes al
igual que la del Triticale Chapala-Snoopy. Fero la
curva correspondiente a la mezcla "in vitro" e8lo pre-

senta 3 pendientes muy marcadas pareciéndose la pri-
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mera y la segunda a las correspondientes del lriticale
Chapala-Snoopy. Los dutos ccrrespondientes a la curva

de Secale cereale (2X) se muestran en la TaBL4 13, los

de Triticum durum variedad Chapala (4X) en la TAELA 9,

los de Triticale Fl Chapala-Snoory (6X) en la TARL4 12,
Yy los de la mezcla "in vitro" de los progenitores del
triticale en la proporcién antes mencionada se encuen-

tran reportados en la TABLA 14.

8.- Cdlculos pare corregir las pendientes:
La pendiente de las curvas graficadas en las FIGURAS

1% & 22, correspondientes a la constante de velocidad de
la reaccién de reasociacién del ADN siendo ésta una cons-
tante de 2° orden (kz). Sin embargo las pendientes por el
hecho de estar presentes las familias de nucledtidos con
diferentes velocidades de reusociacién, éstas estdn afec-
tadas no dan valores reales, por lo tanto se tienen que
corregir los valores de lee pendientes dando resultados
aproximativos para aquellos obtenidos de un experimento
en el cual se hublesen separsdo a las familias con otras
técnicas (53) dejando reasociar a las cadenas simples de
una familia dads.

Para ccrregir las pendientes de las curvas de ci-
nética de reasociacién invertidas de laé diferentes
muestras de ADKs, con el objeto de obtener valores de
las pendientes zproximados (kg) a acuellos de las cong-
tantes de segundo orden verdaderos, se resta el valor
de la delta de hipercromicided (de a@uella rendiente

extrapoleda a t=0 de la familia menos repetitiva inme-
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diata) al valor del delta de hipercromicidad de la fa-
milia que se va a corregir en sus diferentes puntos, re
graficando estos valores contra tiempo (minutos), obte-
niéndose asf{ la k5 (o sea el valor de la pendiente co-
rregida), (59).

E1 valor de ké de las pendientes correspondientes
a las familias de ADNs poco repetitivos (la dltima pen-
diente en las gréficas), no fueron corregidos debido
a que estas.pendientes casi no se ven influenciadas
por las familias anteriores. En el caso de que la ul-
tima pendiente fuera la correspondiente a familias de
secuencias Unicas, esta no se corregirfa, ya que re-
presentarfa valores reales para ké.

Los valores obtenidos para las pendientes de las
curvas mostradas en laﬁ FIGURAS 19 a 22 (ké) y los va-
lores corregidos de las mismas pendientes (kg)se en-

cuentran resumidos en la TABLA 15.

9.~ Célculos para la determinacién de la cantidad de

pares de nuclebtidos en cada familia:

A partir de los valores obtenidos para k4, se pue-
den calcular las cantidades de peres de nucledtidos que
corresponden a cada familia, de acuerdo a la férmula
obtenida por Britten y Kohne (77):

Cot1/2 kg =1
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siendo por definicién: kj = 2 kj (ké:cte. de velocidad
0 -8

y por lo tanto: de 2° orden segun el

método de hidroxiapa

Cot T —
de k3 tita (53)).
Los valores obtenidos p=zra Cot1/2 se interpolaron

en la gréfica reportada por Britten y Kchne (53), de-
terminando’de esta manera los pares de nucledtidos co-
rrespondientes a cada familia. Estos valores obtenidos

se muestran en la TABLA 15.

10.- Contenido de pares de nucleétidos por genoma:

El contenido de pares de nuclebtidos por genoma de
cada una de las gramfneas estudiadas se calculé a2 par-
tir de los datos reportados por Benngtt (78) de la si-
guiente forma:

La cantidad de ADN reportade en picogramos se di-
vidié entre el nimero correspondiente de cromosomas,
obteniéndose as{ la cantidad de ADN (en pg) por geno-
ma haploide. Zste valor se dividid entre el peso molé:.
cular promedio de los mononuclebtidos (327) y se trans-
formé en noles. Los datos obtenidos se muestran en la

TABLA 16,

11.- Repeticién de cada familia en el genoma:

Fara obtener los datos aprcoximativos correspon-
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dientes u lu repeticién de cads familia en el genoma, se
hicieron los siguientes célculos:

Se dividié el ndmero de pares de nucledtidos por
genoma entre el nimero obtenido de la extrapolacién en la
Tabla presentada por Britten y Kohne (53) para Cot 1/2.
Los valores obtenidos de ggfé forma caen dentro del
rango de valores reportados para eucariotes (53). Los

datos obtenidos para la frecuencia de repeticidn de

cada familia se reportan en la TABLA 17.

12.- Porciento de contribucidén de cada familia en el

genomd:

Los porcientos correspondientes a la contribuciédn
de cada una de las familias en el genoma de cada una
de las gramineas estudiadas, se calcularon mediante la
extrapolacidn de las pendientes de las curvas de ciné-
tica de reasociacidn invertidas hasta t=0 obteniendo
de esta forma lAD.O.t- D.0.y). Las reciprocas de estos
valores corresponden al delta de hipercromicidad, es
decir D.O.; - D.Ouy. E1 delta de (D.O.t - D.0O.,) entre
dos pendientes (en D.0.), es la cantidad con que con-
trivuyé cada familia en el genoma. Tomando como 100%
la hipercromicidad total del ADN en cuestién, se pue-
de calcular el porciento con que contribuyé una fami-
lia dada en el genoma a estudiar. Los porcientos obte-

nidos por familia se muestran en la TaBiu 17.
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TABLA 2
RENDIMIENTO DE TEJIDOS

Variedad Dfes de Nimero Gramos Gramos Rendimiento en

de Germina de de de mg de ADN/g

Semillas cién Granos Hoja Rafz de tejido fresco
Hoje Raiz

T.aesti-

vum Var. 7 120 12 6.2 o o

Vulgare: 7 1200 62 30 56.8 22.5

Toaesti-

vum Var.

Torim 9 1200 59.5 26 81.5 65.7

T.durum

Var.

Chapala 10 530 54.4  -- 94,8  --

T.monoco-

ccum Var. _

Einkorn 10 1600 T1le3 - 70.1 -

S.cereale

Var.

Snoopy 10 3600 51.5 - 4.75% -

Triticale N

Chapala-

Snoopy 10 500 64.0 e 85.9 -

Triticale

Armadillo 10 1600 116.0 83:3 5l.4 1547

* Rendimiento bajo debido a una modificzcidn en el mé-
todo de extraccién.

Nota: T, = Triticum
S. = Secale
ug = microgramos
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TABLA

3

(Det. en espectrofotémetro Carl Zeiss).

Origen

T.aestivum
vulgare

T.aestivum
Torim

T. durum
Chapala

T. monococcum H=500

Einkorn

S.cereale
Snoopy

Triticale
Chapala-
Snoopy

Triticale
Armadillo

T.aestivum
vulgare

Rendimiento Relacién
ug totales 260/230
H=312.0 2.23%
R=225.5 1.94
H=430.0 2.16
Rt=T20 1.56*
C1=1037 2.02
H=5160 2.01

1.83

H=348 2.35
=1460 2.07
=1315 2.03
H= nata 2.38

H= precipitado

2.26

Relacién
260/280

1.81
1.76

1.85
1.63*

1.83
1.81

1.74

1.80

1.83
1.80

Abreviaciones: T.= Triticum; S.= Secale; H= ndicleos de
hojas; R= nficleos de Rafz; Rt= Rafz to-

tal; Cl= fase cloroplésmica.

*no incluidos en el promedi.
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TABLA., 4
RESULTADOS DE LAS CURVAS DE FUSION DE LOUS ADNs NATIVOS

Origen Concentra- Tm (°C) % de hi- Rango Cont.
cién de ADN percro- Trans. G-C
en Alg/ml micidad Térmica (mol %)

T.aestivum

vulgaresHnr 52.25 84.8 34.92 78-91°C 37.8

:Hpr 48.50 85.0 34.02 78-91°C 38.3
sEnnr 45.00 86.0 31.30 78-95°C 40.73
:Rtnr 40.25 79.0* 21.36 50-95°C 23.7

T.aestivum B 7 - B

Torim:

:Cl r 59.50 - 86.0 21.42 48-97°C 40.7

T.monoco-

cocum

Einkorn:Hnr 36.5 85.0 34,93 79-93°C 38.3

T.duram.

Chapala:Hn r 37.25 85.5 32.60 78-93°C 39,5

58.00 85.1 32.03 78-93°C 38.5

S.cereale

Snoopy:Hn nr 30,50 86.0 32.20 78-94°C 40.73

sHn r 30.50 86.1 30.90 80-94°C 40.97
an : of 56.35 86-3 31060 80‘9400 41-46
Triticale
Chapala-

Snoopy:Hn r 40.25 86.0 36.02 78-93°9C 40.73



Origen

Triticale
Armadillo:
Hn r

Mezcla
"in vitro"
4 partes
Chapala-
2 partes
Snoopy:

Hn r

Nota: T.=

Q
Rek
nonwon

o L e
CONTINUACION DE LA T A B L A 4

Concentra- Tm (°C) % de hi- Rango

cién de ADN percromi Trans.
en ug/ml cidad Térnica
60,50 84.5 31.96 80-92¢°C
50.60 85.5 30.00 76-95
Triticum
= Secale
Hoja (ndcleo)
nata
= precipitado
= roto
no roto

fase cloroplésmica
Rafz total

Cont.
G=-C
(mol %)

37.09

39.51

L ]
Este valor es muy bajo debido a impurezas, por lo que

no se tom§ en cuenta para las consideraciones hechas.
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TABLA 5

BRESULIaDUd D& Lu RSASOCIACION DE ADN DE RAIZ TOTAL DE
Triticum aestivum Variedad Vulgare

Tiempo D.0.;=DeOue 1/AD.0. Cot % de reasociacién
(nin)

1 0.172 5.813  7.38x107° 0.58

4 0.170 5.882 2.95x1072 1.16

10 0.165 6.060 7.38x1072 4.06
16 0.160 6.250 1.18x10°% 6.97
22 0.155 6.451  1.623x107% 9.88
28 0.150 6.666 2.066x1071 12.79
57 0.145 6.896  4.206x107> 15.69
107 0.140 7.142  7.896x107% 18.60
142 0.135 7.407  1.047x10° 21.51
217 0.130 7.692  1.601x100 24.41
377 0.128 7.812  2.782x10° 27.32
1067 0.123 8.130  7.874x10° 30.23
1152 0.120 8.333  8.501x10° 33,13
1307 0.115 8.695  9.645x10¢ 36.04
1537 0.110 9.090 1.134x10% 38.95

iota: Los resaltados obtenidos paru los diferentes paré-
metros correspondientes a1 tiempo de 1-27 min, los
cusles se encuentran resumidos en las tublas 5-14,
fisron determinados por extrapolacién sobre las -
grdficas corresiondientes en las cuazles se empez$

a graficar la reasociacién a tiempo cero.
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TABLA 6

RESULTADOS DE LA REASOCIACION DE ADN ROTO EN FORMA IE
NATA DE NUCLEOS DE HOJA DE Triticum aestivum Variedad

Vulgare
Tiempo D.0.,-D.0., 1/aD.0. Cot % de
(min) reasociacién
1 0.350 2.857 9.582x10°° 4.10
4 0.340 2.941  3.832x10°° 6.84
7.5 0.330 3,030 7.186x1072 9.58
11 0.320 3,125 1.054x1071 12.32
14.5 0.310 3,225 1,389x1071 15.06
17.5 0.300 3,333 1.676x107% 17.80
21 0.290 3,448 2.012x1071 20.54
32 0.285 3.508 3.066x107% 21.91
47 0.280 3,571  4.503x10°1 23.28
62 0.275 3.636 5.940x1071 24.65
82 0.270 3,703 7.857x107% 26.02
97 0.265 3,773 9.294x1071 27.39
e v 0.260 3.846 1.121x100 28.76
142.0 0.255 3.921 1.360x10° 30.13
152 0.253 3,952  1.456x10° 30.68
162 0.251 3,984 1.552x10° %1423
172 0.250 4.000 1.648x10° 31.50
202 0.245 4.081 1.935x10° 32.87
242 0.240 4,166  2.318x10° 34.24
275 0.238 4,201  2.635x10° T 34,79
LT 04235 4.255 3.037x10° " 35.60
342 04233 4.291  3.277x10° 36.13
362 0.232 4.310  3.468x10° 36.43
382 0.231 4.329  3.660x10° 36.71
3597 0.230 4.347  3.804x10° 36.58
602 0.225 4.447 5.768x10° 38.35

887 0.220 4.545  B.499x10° 39,72
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TABLA

7

LaoUlialUs DY Ia 1LadoCIaClulii DS aDN ROTO DE LA FadE

i vl o2 LablTa

Tiempo

{(min)

m OV . b

o b
oA~ O

18

1yt
i

D.O.t—D.P

HGJa

nL
POV

Terim

1/AD.0.

4.000
4.081
4.166
4.255
4.347
4.444
4.545
4.651
4.761
4.878
5.000
5.128
5.263
5.405
5.555
5.714
5.882
6.060
6.250
6.451
6.666
6.896
7.142
7.407
7.692
8.000

Cot

1.092x10°°2
4.365x10°2
6.546x1072
8.728x1072
1.091x10™ %
1.309x10°%
1.527x107!
1.745x107%
1.963x107t
2.182x107%
2.400x1071
2.618x1071
2.836x1071

3.054x10" T

4.036x1071
8.182x1071
1.145x10°
1.309x10°
1.636x10°
2,618x10°
3.709x10°
4.473x10°
5,291x100
7.364x10°
9.819x10°
1.211x101

Triticum aestivum Variedad

7% de
5

reasociscién

1.96
3.92
5.88
7.84
9.80

11.76
13.72
15.68
17.64
19.60
21.56
23.52
25.49
27.45
29.41
31.37
33.33
35.29
37.25

39,21

4117
4313
45.09
47.05
49.01
50.93
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TABLA 8

RESUZTal .. DE LA REaocCIACICK DE ADN RoTU EN FORiiA DB
PReCIrliabu DE NUCIZoo DE Huda DE TIriticum sestivum
Variedad Vulgare

iiempo D.0.,-D.0., 1/aD.0. Got % de
(min) reasociacién
1 0.220 3.125 8.899x107 3,03
3 1.315 3.174 2.669x102 44 B4
5.5 9.310 3,225 4.894x107° 6.06
9 0.305 3.278 8.009x10™2 7.57
11.5 0.300 3.333 1.023x10°1 9.09
13.5 0.295 3.389 1.200x10"t 10.60
16 0.290 3. 448 1.423x10°1 18,12
18 9.285 3.508 1.601x1071 13.63
20 0.280 3.571 1.779x107% 15.15
22 8.275 3,636 1.957x107% 16.66
27 0.270 7.703 2.402x1071 18.18
47 0.265 3.773 4.182x1071 19.69
67 0.260 3,846 5.962x10"% 21,21
87 0.255 3.921 7.742x1071 22.72
102 0.250 4.000 9.076x1071 24.24
117 0.247 4.048 1.041x10° 25.15
137 0.245 4.081 1.219x10° 25.75
182 0.240 4.166 1.619x10° 27.27
242 0.235 4.255 2.153x10° 28.78
292 0.230 4.347 2.598x10° 30.30
417 0.225 4.444 3,710x10° 31.81
537 0.220 4.545 4.778x10° 33.33
697 c.215 4.651 6.202x10° - 34.84
547 0.210 4.761 7.537x10° 36.36

387 0.208 4,807 T.893x10° 37.87
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TABLA

o

RESULTADOS DE Za REaSUCIACION DE ADN ROTO EN FORMA IBE
wala DB NUCLZOS DE HOJA DE Triticum durum Variedad

Chapala

Tiempo D.0.,-D.0., 1/AD,0.
(min)

1 2.318 3.144
1.75 0.315 3.174
55 0.310 3,225
5.50 0.305 3,278
7.5 2.300 %333
5.5 0.295 3.389
11.5 0.290 3.448
3.5 0.285 3,508
1545 0.280 3.571
17.5 0. 275 3.636
1¢.5 0.270 3,703
21.5 0.265 B 1T
2545 0.260 3.846
30 0.255 3,921
48 0.250 4.000
60.5 0.245 4.081
78 0.240 4.166
93 0.235 4.255
113 0.230 4.347
125 0.228 4.385
133 0.225 4.444
183 0.220 4.545
228 9,215 4.651
273 0.210 4.761
300 0.2C9 4.784
353 0.205 4.878
438 5.200 5.000
843 0.195 5128
1235 0.193 5181

Cot

9.444x107>
1.652x10 2
3.305x10 2
5.194x10~2
7.083x1072
8.971x10™2
1.086x10"1
1.274x1071
1.463x1071
1.652x1071
1.841x10°1
2.030x10°1
2.219x1071
2.833x10°1
4.533x1071
5.713x1071
7.366x10°1
8.782x1071
1.067x10°
1.183x10°
1.308x10°
1,723x10°
2.158x10°
2 .57 3x10°
2 .2 36x10°
2 .2%1x10°
4.1362100
7.961x10°
y.213x10%

£ de
reasociacién

0.62
1.56
3.12
4.68
6.25
7.81
9.37
10.93
12.50
14.06
15.62
17.18
18.75
20.31
21.87
23.43
25.00
26.56
28,12
© 28.75
29.68
31.25
32,81
34.37
34.68
35.93
37.50
39.06
39.69



RESULTALIS D3 La BEaASUCUIACICON DE ADN KC RO

TABLA

10

I EN FCRMA

DZ ZRECI:ITaldC D& ~UCLEUS DE HOJA DE Triticum monoco-

Tiempo
(min)

10
14
18
22
32
57
82

112

140

172

200

247

452

667

812

885

2.0.4-2.0.,  1/aD.0.
0.253 3.952
0.250 4.000
0.245 4.081
0.240 4,166
0.235 4.255
0.230 4.347
0.225 4.444
0.220 4.545
0.215 4.651
0.210 4.761
0.205 4.878
0.202 4.950
0.200 5.000
C.198 5.050
0.195 5.128
0.190 5.263
0.185 5.405
0.180 5.555
0.179 5.586

ccun Variedad Einkorn

Cot

6.696x107°
2,008x10~2
4.017x102
6.696x107°
9.374x1072
1.205x10°1
1.473x1071
2.143x10°1
3.816x1071
5.490x1071
7.499x10°1
9.374x10°1
1.151x10°
1.339x10°
1.653x100°
3.,026x10°
4,466x10°
5.437x10°
5.925x100

% de

reasociacién

0.78
1.96
3.92
5.88
7.84
9.80
11.76
13.72
15.68
17.64
19.60
20.78
1.56
22.35
23.52
25.49
27.45
29.41
31e37
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TABLA 11

EESULTAD.S DE LA REASOCIACICN DE ADKN ROTO EX FORMA
DE NATA DE NUCLEOS DE HOJA DE Triticale iArmadillo

Tiempo D.0.,-D.0., 1/AD.0. Cot % de
(min) reasociacién
0.5 0.388 2.577  5.595x107° 0.51
1.0 0.387 2.583  1.119x10~° 0.76
1.5 1 0.383 2.597  1.678x10™° 1.79

3 0.380 2.631  3.357x107° 2.56

7 0.370 2,702 7.833x107° 5.12
11 0.360 2.777  1.230x107% 7.69
15 0.350 2.857  1.678x107% 10.25
19 0.340 2.941  2.126x1071 12.82
22 0.330 3,030  2.461x10°1 15.38
33 0.325 3,076  3.692x107% 16.66
42 0.320 3.125  4.699x107% 17.94
122 0.310 3.225 1.365x10° 20.51
192 0.300 3.333  2.148x10° . 23,07
267 0.290 3,448  2,987x10° 25.64
402 0.280 3,571  4.498x10° 28.20
462 0.275 3.636  5.170x10° 29.48
532 0.270 3,703 5.953x10° 30.76
717 0.265 3,773  8.023x10° 32.05
902 0.260 3,846  1.009x10% 33,3%

1422 0.250 4.000  1.591x10% 35.89
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TABLA 12

RESULT.ADOs DE La REASOCIACION DE ADN ROTO EN FORMA DE
NATA DE NUCLEOS DE HOJA DE Triticale Fl Chapala-Snoopy

Tiempo D.0..-D.0., 1/AD.0. Cot % de
(min) reasociacién
1 0.285 3.508  7.380x107° 1,72
2 0.280 3,571  1.476x10°2 3.44
3 0.275 3,636 2.214x1072 5.17
4 0.270 3,731  2.952x107° 6.89
5 0.265 3,773 3.690x10™2 8.62
6 0.260 3,846  4.428x10° 10.34
8 0.255 3.921  5.504x1072 12.06
10 0.250 4.000  7.380x102 13.79
13 0.245 4.081  9.594x102 15.51
15 0.240 4.166  1.107x107% 17.24
35 0.235 4.255 2,583x10°% 18.94
55 0.230 4.347  4.059x107% 20.68
85 0.225 4.444  6.273x107F 22.41
120 0.220 4.545 8.856x1071 24.13
150 0.215 4.651 1.107x10° 25.86
200 0.210 4.761  1.476x10° 27.58
260 0.205 4.878  1.918x10° 29.31
320 0.200 5,000 2.361x10° 31,03
360 0.198 5.050 2.656x10° 31,72
410 0.195 5.128  3.025x10° 32.75
605 0.190 5.265 4.464x10° © 34.48
750 0.185 5.405  5.535x10° 36,20
895 0.180 5.555  6.605x10° 37.93
1040 0.175 5.714  7.675x10° 39.65
1085 0.173 5.780  8.007x10° 41.37

AUIMIGAE



= 8@ =

TABLA

13

RESULTADOS DE LA REASCCIACION DX ADN nolO SN MURia DE
NaTi DE NUCLEOS DE HOJA DE Secale cereale Variedad

Tiempo
(min)

1
4
7
11
14
17
21
24
27
35
55
65
80
100
120
140
165
190
210
245
290
330
370
415
455
550
680
810
955
1150
1285

DoOot‘DOOOQ

0.325
0.315
0.305
0.295
0.285
0.275
0.265
0.255
0.245
0.240
0.235
0.230
0.225
0.220
0.215
0.210
0.205
0.200
0.195
0.190
0.185
0.180
0.175
0.170
0.165
0.160
0.155
0.150
0.145
0.140
0.136

Snoopy

3.076
3.174
3.278
3.389
3.508
3+636
3773
3.921
4.081
4.166
4.255
4.347
4.444
4.545
4,651
4,761
4.878
5.000
5.128
5.263
5.405
5.555
5.714
5.882
6.060
6.250
6.451
6.666
6.896
T.142
T7.352

1/aD.0.

Cot

1. oo9x1<:'2

4.036x10°2
7.063x10"2
1.110x10°"
1.412x10

1.715x16°+
2.119x10°*
2.421x10°t
:2.724,;[10'1
3 531110’1
5.549x10 *
6.558x10
&3.072:(10’1

1.009x10°

1.210x10°

1.412x1C°

1.664x10°

1.917x10°

2.119x10°
2.472x10°
2.926x10°
3,329x100
3.733x10°
4.187x10°
4.590x10°
5.549x100
6.861x10°
3.172x1C°
9.635x10°
1.160x10%
1.296x10"

% de
reasociacién

4.41
7.35
10.29
13.23
16.17
19.11
22,05
25.00
27.90
30.88
32430
33.82
35.29
36476
38.23
39.70
41.17
42.64
44.11
45.58
47.05
48.52
50.00
51.47
52.94
54.41
55.88
5735
59.82
6C.2¢
61.47
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TABLA 14

RESULTADOS DE LA KEASOCIACION DE UNA MEZCLA "IN VITRO"
DE ADNe ROTOS EN FORMA DE NATAS DE NUCLEOS DE HOJAS IE
Iriticum durum Variedad Chapala Y Secale cereale Varie
dad Snoopy EN UNA PROPORCION DE 4 : 2 RESPECTIVAMENTE

Tiempo D.0.,-D.0., 1/4D.0. Cot % de
(min) reasociacién
1 0.305 3.278  9.633x107 3,17
3 0.300 3,353 2.889x10™° 4.76
5.5 0.295 3,389  5.298x10"2 6.34
8 0.290 3.448  7.706x107° 7.93
10.5 0.285 3,508 1.011x107} 9.52
13 0.280 3,571 1.252x10°%  11.11
15.5 0.275 3.636  1.493x10™ 1  12.69
18 0.270 3,703  1.733x107%  14.28
20.5 0.265 3,773 1.974x107F  15.87
23 0.260 3.846 2.215x10™F  17.46
25.5 0.255 3.921  2.456x1071.  19.04
27 0.252 3,968 2.600x10™Y  20.00
3 0.250 4,000 2.986x10"%  20.63
52.5 0.245 4.081 5.057x1071 22,22
80 0.240 4.166 7.706x10"%  23.80
110 0.235 4.255  1.059x10° 25.39
147.5 0.230 4.347  1.420x10° 26.98
185 0.225 4.444  1.782x10° 28.57
440 0.220 4.545  4.238x10° 30.15
650 0.215 4.651  6.261x10° 31.74
1015 0.210 4.761  9.777x10° 33,33

1285 0.207 4.830 1.237x10% 34,28
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TABLA 15

VALURES DE LAS FENDIENTES (ké) DE LiS CURVAS INVERTIDAS
DE TaS CINETICAS DE REASUCIACION, VALCRES APROXIMATIVOS
(k%) Y CANTIDAD DE NUCLEOTIDOS POR CADA FAKILIA

Origen Familia ké k§
(1/mol.segl1l/mol. s)
T.aestivum i “3.1120 ©®0L.28
Variedad 13 0.3822 176.60
Vulgare: iii 0.2593 131.29
Hn, O, T. iv 0.1361 T70.74
v 0.0481 0.0481
T.aestivum i 5.4466  T741.97
Variedad ii 0.6808 575.45
Torim:  fa s 8 0.2984 116443
EL, T iv 0.1452 0.1452
Tedurum i 82,7140 1047.7
Variedsad 14 0.5440 247.04
Chapuala: s £ 0.2448 231.72
Hn; n, T iv 0.1523 23.51
v 0.0189 0.0189
T.monococcun i 3.2520 4516
Variedad i1 0.4222 606.1
Binkorn: En, p, 1ii 0.1831 305.35
ar. iv 0.0778 0.0778
Triticale i 2.2930 2978,2
Armadillo: i1 0.1567 423,60
En, n, r. 141 0.1117 68.50

iv 0.0365 0.0365
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CONTINUACION DE TATA B LA 15

Origen Femilia L3

k"
2
(1/mol.seg)(1/mol.seg)

Triticale 3 4.5388 1186.7
Chapala-  ii 0.3631 960.5
Snoopy? 111 0.2223 121.2
Hn, n, r. iv 0.1063 0.1063
S.cereale i 4.0345 229.7
Variedad ii 0.6051 145.5
Snoopy? ' 1ii 0.3932 15.56
Hn, n, T iv 0.1631 0.1631
Mezcla "in 2 | 2,7230 312.05
vitro" ii 0.2940 50476

4 partes _ - iii 0.0449 0.0449
Chapala-

2 partes

Snoopy:

Hn, n, r.

Nota: T, = Triticum
Se Secale
Hn. nicleos de hoja
n. = ADN en forma de nata
r. = ADN roto con jeringas y aguja K°. 27

]

Cl. = fase cloroplédsmica
nr. = ADN no roto
p. = ADN en forma de precipitado.
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TABLaA 16

CoNTunIby DE LaAlldd DB NUCLEULIDUS Fix GELOMA

JTigen Lontenido de Contenido de Contenido de pares

ADN por célu aDN por de nuclebtidos por
la (ps) genoma (pg) genoma haploide.
huploide.
Iriticum
sestivum T.(6X) 543 1.29 3.94 x 107
Sriticam
durunm Desf.(4X) 37.9 1.35 4.12 x 107
Triticum
monoeoceun 21.0 1.50 4.58 x 109
T (2X)
Secule
cereule L.(2X) 28.4 2.02 6.17 x 10°
Triticele
(8X) 82.7 1.47 4.49 x 109

lezela Min

vitro”

4 psrtes

Chapala - 4.80 x 109 (»)
2 partes

~hnooLy

Clorupluzsto

2 partir de - 5.00 x 10%
-1

v0t1/2= 10

::f; (1()):

¢ “.1:r ontenido a partir de los datos mostrudos zrriba.
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TABLA 17

REPETICION IE CiDA PAMILIA EN EL GENOMA Y PORCIENTO DE
CONTRIBUCION DE CADa FAMILIA EN EL GENOMA

Origen Familia BRepeticién % de contribucién
' en el genoma en el genoma
T.aestivum 1 2.6 x 10° 15.87
Variedad 11 1.1 x 10° 4.69
Vulgare 111 9.9 x 10° 5.34
Hn, n, T. 1iv 2.0 x 10° 5.49
v 2.0 x 102 v+otras 68.61
T.aestivum 1 5.0 x 10% 25.76
Variedad 11 (1.6 x 101) (6.62)
Torim 111 ( - ) : (7.29)
Cc1, r. iv ( - ) (iv+otras60.33)
T.durun i 3.7 x 10° 16.03
Variedad 11 8.2 x 10° 6.60
_ Chapala 111 8.0 x 10° 3.90
Hn, n, r. iv 8.2 x.10% 8.78
v 6.8 x 101 v+otras 64,69
T.monococcum i 4.6 x 107* 10.62
Variedad ii 2.8 x 10° 5.68°
Einkorn 1i1 9.2 x 10° 3,71
Hn, p, nr. iv . 4.6 x 10° iv+otras 79.99
Triticale 1 1.5x10' % 16.48
irmadillo i1 1.5 x 10° 2.64
Hn, n, r. 111 2.2 x 10° 8.25
‘ iv 2.2 x 10°  iv+otras 72.63
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CONTINUACION DE La T A B LA 17

Origen Familia Repeticidn % de contribucién
en el genoma en el genome

6

Triticale F, 1 4.5 x 10 17.93
Chapala- 11 2,2 x 10° 2.75
Snoopy 111 4.5 x 10° 6.41
Hn, n, r. iv 5.6 x 10° iv+ otras 72.91
S.cereale 1 1.1 x 10° 26.11
Variedad 11 6.8 x 10° 6.73
Snoopy 111 6.8 x 104 13.20
Hn, n, r. iv 8.8 x 102 iv+ otras 53.96
Hezcla "in 1 1.2 x 10° 16.53
vitro" 11 2.4 x 10° 8.39
4 pertes ©14d 2.4 x 102  1i1+ otras 75.08
Chapala -

2 partes

Snoopy

Hn, n, ¥

Nota:s T, = Triticum
Se. = Secale
Hn., = nicleos de hoja
n. = ADN en forma de nata
p. = ADN en forma de precipitado
r. = ADN roto con jJeringa y aguja N°. 27
Cl. = fase cloroplésmica
‘nr. = ADN no roto
+ otras = otras familias menos reretitivas y la dnica.

*Vglores muy elevados dehido u que las corpecciones
son aproximativas,
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TABLA 18

CUMFARACION DE LAS SEMEJANZAS DE IAS FAXILIAS DE aDNs
REPETITIVOS ENTRE DIFERELKTES CEREALES

Jrigen Familia Comparacién Familia

Triticum 3 = Te.aestivum (6X) i
durum p o = Te.asestivum (6X) a i
Variedad i1 = T.aestivum (6X) 114
Chapala iv = + T.aestivum (6X) iv
(4x) v = + T.aestivum (6X) v
Triticale i = T.durum (4X) i
Fy ;i = + T,durum (4X) i
Chapala- 114 = + 3,cereale (2X) ii
Snoopy (6X) iv = S.cereale (2X) iv
Mezcla "in i = S.cereale (2X) i
vitro" de 11 = Z.durum (4X) iv
4 partes iii = T.durum (4X) v
Chapala-
2 partes
Snoopy
Triticale i = ee————— =
armadillo p b ¢ = + T.aestivum (6X) entre i y ii
(6x) 144 = T.aestivum (6X) iv

iv = Te.aestivum (6X) v

Triticum aestivum Var. vulgare
Triticwm durum Variedad Chupala
Secale cereale Variedud sSncopy

Nota: T.aestivum (6X)
T.durum (4X)
Secereale (2X)
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FIGURA 4._ Celulas Rotas de Raiz (C), Con Nicleos (N) y Pelos
Absorbentes (P). X 500

FIGURA 5._ Nicleos (N), y Pelos Absorbentes (P) de Células de
Raiz. X 500



FIGURA 6._ Nucleos de Célulgs de Raiz (N) Purificados. X 500
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FIGURA 7._ Nucleos (N) y Cloroplastos (C) de Celulas de Hoja
X 250



FIGURA 8 ._ Cloroplastos de Celulos de Hoja (C). X 500

FIGURA 9._ Nucleos de Ceélulas de Hoja Purificados (N),
y Cristales de Sacarosa.(S). X 500
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FIGURA 10 ._ Espectro de Absorcion de ADN Nuclear de Hoja de S.cereale.
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FIGURA 11._ Curva de Temperatura de Fusion de ADN Nuclear Roto

de Hojo de T. durum Variedad Chapala.
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FIGURA 12_Curvo de Temperatura de Fusion de ADN Nuclear Roto
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FIGURA 13-— Curvo de Temperotura de Fusion de ADN Roto de
Cloroplasto de Hojo de T.aestivum Variedad Torim.
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FIGURA 14 Comparacidn de Curvas de Cinética de Reasociacidn de ADN; Rotos
Cloroplasto ({}) . )
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FIGURA 15._ Curvos de Cinetica de Reasociacidn de ADN Nuclear de Moja, Obtenido en Forma de Nate (O) y Precipitado .),

de T.aestivum vulgare.
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FIGURA 6. Curvas de Cinetica de Reasociacién de ADNs Mucleares de Hojas de T.durum Var. Chapala 4x (Roto) O+ T. gestivum vulgore 6X (Roto) M
¥ T monococcum Var. Einkorn 2X (No Roto) 3.
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FIGURA 17._ Curvas de Cinética de Reosociacicn de ADNs Nucleares Rotos de Mojos de Triticales A,Mi"o({}),ch,”b-s,.oopyﬂ).
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FIGURA 18.- Curvas de Cinetica de Reasociacion de ADNg Nucleares Rotos de Hojas de Centeno 2X (O), Chapala 4X (#), Chapala —Snoopy OX((x) Yy
Mezcla Hecha *in vitro“ Con ADNg de Chapala 4X yCenteno 2X Nucleares de Hoja Rotos, Proporcion 4:2 Respectivamente 9
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FIGURA 19.. Curvas de Cinetica de Reasociacion invertidas de ADN de T aestivum
vuigare, Raiz Totol (O) y Cloroplasto (®).
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FIGURA 20.- Curvas de Cinetica de Reasociacion Invertidos de ADNg Nucleares de
vulgare Rotos: Precipitado (W) y Nato

T.cestivum
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FIGURA 2I._ Curvas de Cinetica de Reasociacion Invertidas de ADN;s Nucleares de
Hojas de T.durum Var. Chapala (4X) Roto (O) y T. monococcum  Var.

Einkern No Roto (2X) A.
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FIGURA 22. — Curvas de Cinetica de Recocic-ion Invertidas de ADNg Nucleares
Rotos de Hojos de Centeno 2X (®), Chapala 4X (Q), Chapala-Snoopy 6X (A)
y Mezcla ’in vitro® de Chapala 4X yCenteno 2X en Proporcion 4°2

Respectivamente ().

[ | ] | I | | 1
0 100 200 300 400 500 600 700

MINUTOS



T

DISCUSION.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren
que el rendimiento de ADN de micleos de hojas (75 ug
de ADN de micleos de hojas / g - promedio tomado de
la tabla 2) es bastante satisfactorio si se comparan
con los reportados en la literatura (79), en donde ob-
tienen 800 ug de ADN/g de gérmenes de trigo; pero to-
mando en cuenta que el tejido fresco estd constituido
de aproximadamente 90% de agua y el germen de + 2%,
los rendimientos son comparables.

Tomando en cuenta los criterios de pureza (anota-
dos en la TABIA 3), también se puede afirmar que éstos
son aceptables en su mayoria para los ADNs nucleares
de hojas, sobre todo los tdltimoes obtenidos debido a la
mayor experiencia para desarrollar esta técnica. Los
criterios de pureza de ADNs de raiz no fueron acepta-
bles, aparte de que los rendimientos fueron menores,
debido a contaminaciones, menor ruptura de tejido,
sin permitir por esta razdén una purificacidén posterior.

Se puede decir en general, que el método propues-
to en este trabajo para la purificacidén de nicleos de
hojas de cereales y la extraccién posterior de ADNs,
es positivo para los propdésitos que se plantearon al

iniciar estos experimentos.

Analizando las curvas obtenidas para los puntos
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de fusién de los ADNs, 4stas se presentan en su forma
caracter{stica (en forma de S) teniende un rango de
transicién térmica de 14.% C (promedio tomado de 12
muestras de ADN nuclear de hojas enumeradas en la TA-
BLA 4). Bstos datos concuerdan con aquellos reportados
en la literatura para ADNs de eucariotes (53), (80),
con los ADNs de timo de carnero con pesos moleculares
de 620'000 y 8'000'000 siendo casi iguales para ambos
casos (49); con aquellos reportados de ADN total de
embriones germinados de trigo (81) y con aquellos de
ADNs totales de pldntulas de trigo di-, tetra- y hexa-
ploides (66), indicando ésto heterogeneidad en el ge-
roma con respecto al contenido de G-C. Como se habia
mencionado ya en la Seccién 4 de Antecedentes, Huguet
y Jouanin (69) se basaron en la amplitud de la transi-
cién térmica (60 a 90 T) para afirmar sobre la gran
heterogeneidad presente en ADN "nuclear" de trigo.
Sin embargo esa curva se parece mds a la presentada
en este trabajo para ADN de la fase cloropldsnica,
FIGURA 13, lo cual sugiere una contaminacidén impcrtan-
te con ADN nuclear y citopldsmico.

En lo que se refiere al Tm y contenido de G-C,
se puede decir que los valores obtenidos para ADN nu-

clear de hojas de Triticum aestivum Var. Vulgare coin-

ciden con aquellos reportados en la literatura (81),

siendo éste de 84.5°C y el contenido de G-C de 38.C%
para ADNs de trigos germinados y 86.5 a 87°C y conte-
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nido de G-C de 40.5 a 41.5% para trigos no germinados.
Comparando los resultados de los valores de Tm con los
reportados por Bendich y McCarthy (66), los cuales
fueion obtenidos de muestras de ADN disueltos en for-
mamida al 70%, obteniendo temperaturas de fusién de

€ ' 2 C menores que los enlistados en la TABLA 4 de
Resultados para loa ADNs correspondientes. Aquellos
reportados por 1los mismos autores en otro trabajo (65)
si concuerdan con los datos obtenidos en esta Tesis
que son los siguientes: Tm de ADN de centeno 86.4°C

y 42% dr G-C; y Tm de ADN de trigo = 85.2°C y 39% de
G-C, estando estos ADNs disueltos en formamida al 50%
(65). Este valor de Tm de ADN de trigo (85.2°C) es
narcadamente meror que el reportado por Marmur y Doty
(49) para germen de trigo (Tm 88.5°C). Comparando el
% de G-C de ADN de cloroplasto reportado por Wells e
Ingle (60) de 37 a 38%, con los btenidcs en este tra-
bajo de 40.7% (TABLA 4), se puede asumir que el ADN
de 1la fase cloropldsmica estd contaminado con ADN
tanto citopldsmico comc nuclear, explicando de esta
manera el resultado de un rango de transicién térmica

grande (49 C).

En urna comparacién efectuada entre contenidos ge
ADNs de trigo, centeno y el anfiploide trigo-centeno
(6 Triticale) correspondiente (83), se encontré que

el Triticale contiene 15% menos ADN por micleo (4C),
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que la suma total de sus padres Secale cereale Prolific
¥ Triticum durum Stewart, cuyos contenidos de ADN esta-
ban a razén de 2:3. E1 mismo autor en otro trabajo (84)
compara el contenido de ADN de triticales hexaploides
Rosner y armadillo, siendo el contenido de ADN del segun
do ligeramente mayor (+ 10%), sin tener relacién alguna
el contenido de ADN con el ciclo mitético, sino mae bien
la diferencia en la mitosis se deba probablemente a las
temperaturas donde crecen estos triticales, (Canadd y
México, respeetivamente).

Todos los experimentos anteriores se hicieron como
una base preliminar al estudio de hibridos de trigo-
centeno (triticales), de los cuales se encogierdn al
Chapala=-Snoopy y Armadillo. Para poder contestar varias
preguntas que surgen acerca de la organizacién § pérai-
da de informacién genética en estos hibridos, se tendrfa
que separar cada una de las familias repetitivas del ADN,
y utilizando marcaje con radioisétopos para uno de los
padres viendo la contribuci&n de éste en los hibridos.

En lo que respecta a la curva de la fase cloroplés-
mica, se puede asumir que la primera parte de ésta (has-
ts Cot = 3 x 10'1) corresponde a ADN de cloroplasto;
transformando estos datos de esta primeré parte de la
curva en la tabla 7 hasta t = 28 minutos, se nota cla-
ramente que esta parte corresponde e la primera fami-

lia altamente repetitiva de la curva de cinética de
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reasociacién invertida (FIGUEa 19). Tomendo en cuenta
el contenido dé pares de nucled§tidos por genoma haploi-
de mostrado en la TABLA 16, solo se puede asumir un va-
lor para la repeticién de esta familia de alrededor de
50 veces y un 25.8% de contribucién en el genoma. Las
otras familias de repeticién encontradas en el trans-
curso de -la reasociacién, se piehsa que provengan de
otros ADNs aparte del cloroplédsmico (citopldsmico y
nuclear); |

Haciendo le comparacién de las cinéticas de reaso-
ciacidén de Anﬁs en forma de nata (0.2 a 0.5% de protef-
ne) (49) y precipitado, los resultados fueron los que
se esperaban y es légico pensar que el ADN més 1ﬁpuro
(el que precipité en el fondo del matraz), por tener
més proteina, reasocié con mds dificultad por estar in-
teraccionando con eataﬁ moléculas. En este caso, los
datos obtenidos para Tm (84.8 y 85.0°C respectivamente)
concuerdan con aquellas observaciones hechas por Marmur
y Doty (49), donde sé8lo se ven pequefias variaciones en
el Tm de ADNs con diferentes contenidos de proteiﬁas.

E1 ADN roto en forma de nata de nicleos de hoja de
Triticum aestivum Vulgare present§ 5 pendientes en las
curvas invertidas, dudéndose de que si la segunda y la
tercera son en realidad una sola; esto se pensé a par-
tir de los datos de complejidad del genoma en la TABILA
17.

Los datos presentados para la complejidad de las
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familias de ADH no pretenden ser exactos debido a que

la férmula de Wells y Birnstiel (59) utilizada para és-
tos cdlculos da dnicamente resultados aproximativos, sin
embargo éste trabajo nos ilustra como interpretarlos y
mene jarlos. No obstante se tendr{a que hacer uso de otro
método de Epé}isis del ADN, utilizando columnas de hidro-
xiapatita para separar las familias y de esta forma po-
derlas comparar y carécterizar.

Otro punto de complementacién a éste trabajo serfa
el andlisis de la intercalacién de zonas repetitivas de
ADN en el genoma siguendo las bases propucsta; por David-
son et al (82), de acuerdo a los pesos moleculares de
los polinucledtidos.

Analizando los datos obtenidos para los ADNs de tri-
g0, centeno y triticales, encontramos que los genomas co-
rrespondientes son altamente complejos hasta Cots de
1x 101, formados en ésta regién por un minimo de 3 fa-
milias y un méximo de 5. Sin embargo, debido a que no
existen datos reportados en la literatura correspondien-
tes a curvas de reasociacién invertidas, no se puede es-
tablecer un punto de comparacién. Se considera que el
presente trabajo contribuird a un mayor conocimiento de

los genomas de trigo, centeno y triticale.



CUNCLUSICNES.,

Xevisando todos los datos del trabajo realizado

pare esta Tesis se puede llegar a las siguientes con-

clusiones:

1.‘

E1 método para extraccidén y purificacién de ndcleos

de hojus de graminees es bueno.

La purificacién con enzimas del ADN de nicleos de
hojas de trigos y cen*tenc condujo a la obtencién
de polinucleétidos con criterios de pureza acep-
tables, pudiéndose por esta razén efectuar experi-
mentos para calcular constantes fisicoqufmicas con

estos ADNs.

Los Tms de las gramfneas estudiadas fueron muy simi-

lares en casi todos los casos (+1°C).

Las cinéticas de reasociacién de ADNs de diferentes
cereales, tienen patrones similares representsndo
varias fracciones repetitivas siendo éstas un 25%

o més del genoma.

Las fracciones repetitivas estdn formadas como mfni-
mo por tres familias con grados diferentes de repe-

ticién en cada genoma.
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6.~ Los hf{bridos de trigo y centeno contienen familias

de ADNs repetitivos tanto de uno como del otro padre.

T.- En uné mezcla con cantidades equimoleculares de ADNs
de los padres, para reproducir al hfbrido "in vivo",
se obtuvieron datos diferentes con respecto a la re-
presentacién de las familias del hibrido Fl Chapala-
Snoopy y sus padres, no obstante que presentan el

mismo mimero de familias.
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