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INTRODUCCiúN. 

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

v4 tomando en cuenta la producci6n de trigo en México, 

que forma una parte muy importante en el desarrollo 

econ6mico y social de la Naci6n. 

En la áltima década se han llevado a cabo expe

rimentos para la obtenci6n de granos de trigo utili -

zando variedades mexicanas enanas y semienanas obte -

niendo de esta forma híbridos resistentes a enfermed~ 

des y sin tener problemas en la cosecha ni problemas 

de almacenamiento. 

El desarrollo y distr1buc16n de éstas varieda -

des con propiedades 6ptimas · (Pénjamo 62, Sonora 63, 

Lerma Rojo 64, etc.), condujeron a u.na mayor fertili

dad, por lo que result6 un incremento fenomenal en la 

producci6n nacional de granos (1000 kg/hectárea) du

rante los primeros aftos de la década de loe sesentas. 

El impacto de estas variedades ha sido tan gra,!l 

de, que han desplazado a las variedades comunes hasta 

por u.n 95~ de las áreas cultivables de trigo en Méxi

co ( 1). 

No obstante lo anterior, se pens6 en la posibi

lidad de obtener un híbrido el cual fuera utilizable 

en diversas regiones climatológicas presentando cier-
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ta facilidad de adaptaci6n a ellas, ya que existe el 

precedente de q~e ciertas variedades de híbridos de 

trigo no son aplicables a zonas de cultivo, para lo 

cual se experiment6 con híbridos de trigo y ce~teno, 

loe cuales empezaron a ser estudiados desde 1876 por 

Wileon (2). A partir de entonces se han hecho muchos 

intentos para incorporar características agronómicas 

valiosas de ambos géneros en una sola especie. 

En general se encontró que si existe una gran 

diferencia genética entre los padree con alta capa

cidad de producci6n, loe híbridos obtenidos son me

jores (3), pudiéndose aprovechar ésto para la obten

ci6n de semillas de interés lacional. 
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ANT~CEDENTES. 

1.- Aspectos generales ~ !2!, cereales: 

Los estudios acerca del origen y evoluci6n de 

un núnero de cereales han indicado que todos ellos 

hgn seguido esencialmente los mismos pasos desde pas

tos silvestres hasta plantas cultivadas y que la do

mesticaci6n de gramíneas en particular y que las co

sechas de semillas en general tienen muchos rasgos en 

común. 

• :, :< 0'.1.»: · 1\~ d r> ¡ :."'T' t. "s cu1 t i.V'.i d <is hu d a do l11g<:.r 

,_~ ; · i. '°" u·. :: ,.n 'f' .1"' i : 1;.:, ' • _: : .r 1 ·1 que E::e ha p!'ef'!!'i 

do la clasificaci6n de pozas genlticas eugerida por 

Harlan y de Wet (4) con el prop6sito de tratar a los 

distintos cereales conforme a una base unitorae, dan

do a conocer con este sistelll8 todas lae posibilidades 

de variaci6n dentro de un acercamiento genético máxi

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 híbridos razonablemente fértiles en 

los cuales los cromosomas se aparean bien y cuyos de~ 

cendientes tien1m une segrege.ci6n genética normal. La 

poza genética primaria corresponde al concepto ampli~ 

m~nte aceptado de las especies biol6gicas. 
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La poza genltica secundaria incluye a todas a

quellas especies que puedan ser cruzadas con loa gra

nos, pero con restricciones en la fluidez de los ge

nes. Los genee pueden aer transferidos de una poza 8!. 

n'tica secundaria a una primaria, pero se tienen pro

blemas oon aquella• barreras que separan a las espe

cies biol6gicae tales co•o la esterilidad, deficien

te apareamiento croaos6aico, híbridos débiles 6 leta

les, 6 deriTados de híbridos de poca adaptabilidad, 

etc. 

La posa genltioa terciaria incluye a todas las 

especies que pueden aer crusadae con loe grano~, pero 

los híbridos no dan resultado alguno, debido a que 

aon letales, coapleta11ente eetlrilee o anor11&lea. Si 

es que exiate la posibilidad de la transferencia de 

genea, debe i• aer a traTI• de aanipulaciones radi

calea de alguna foraa tal•• coao el cultiTo de embri~ 

nes, cultiTo de tejido•, etc., (4). 

Esta claaif1caoi6n de pozas gen,tieas (5) fto 

tiene la intenc16n de aer un aiatema taxon6m1co apa

rente, pero sí una dispos1ci6n sencilla para enfocar 

gen,ticamente las propiedades taxon6aicas ya conoci

das. Las pozas primarias y secundarias de algunos ce

reales se muestran en la TABLA 1, (5). 

La evoluci6n de loa cereales se piensa que ha 

sucedido casi totalmente dentro de la poza gen,tioa 

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



Siembra 

Einkor n 
Emmer 
Timophee'Yii 
Trigo harinero 
Centeno 
.:;e bada 
Avena 
Avena 

Arroz 
Arro:r. africano 
Sorgo 
Miio 
Ma z 

Tabla l. 

~ GENETICA§ PRIMA.RIA§ X SECUNDARIA§ ~ ALGUNOS CEREALES*. 

Nivel 
de 

POZA GENETICA _PRIMARIA 

Subespecies 
Ploid!a Cultivadas Raza1 Silyestres Razas herb4ceas 

2 X T. monococcum T. boeticum T. boeticum 
4X T. dicoccum T. dicoccoides Ninguno 
4 X T. timopheeTi T. araraticum T , timopheevi 
6 X T. aestiwm Ninguno Ninguno 
2 X S. cereale S. ce re ale s. cereale 
2 X H. vulgare H. spontaneum H. spontaneum 
2 X A. strigosa A. h1rtula A. strigosa 
6 X A. sativa A. sterilis A. aterilis 

A. fatua 
2 X o. s ativa O. rufipogon O. rufipogon 
2 X o. glaberrima o. barthii o. stapfii 
2 X So. bicolor So.bicolor So. bicolor 
2 X P. americanum P. violaceum P. americanum 
2 X z. mays z. mexicana z. mexicana 

POZA GENETICA SECUNDARIA 

T. S. 
T. S. 
T. S. 
T. S. 
T. S. 
Ninguno 
Avena spp . 
Avena s pp . 

Oryza sp;:i. 
Oryza spp. 

Aegilops 
Aegilops 
Aegilops 
Aegilops 
Aegilops 

So. halpense 
P. purpureum 
Tripsacu.m spp. 
z. perennis 

• Formada por J.R. Harlan et. al. (?) 

Abreviaciones: T.= Triticum; S.= Secale; H.= Hordeum; A.= Avena; º·= Oryza; So.= Sorghum 
P.= Pennisetum; Z.= Zea. 
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que durante su evoluc16n ha habido alguna contribuci6n 

de la poza genética secundaria. El genoma D de Aegi

lops sguarroea f'ue a~icionado al trigo tetraploide (ó) 

después de su domesticaci6n y recientemente se ha adi

cionado el genoma Secale a los trigos tetraploides y 

hexaploide p~ri:.. produ.cir de és t:i m1J.ner'1 los Tri ti ca -

les. Como mencionaba Earlan (7), el trigo es un poli

ploide bien amortiguado que puede aguantar un choque 

genético de citoplasma extraflo mucho mejor que los di

ploides amortiguados débilmente (5). 

El conocimiento de la homología de los genomas 

y de las tendencias evolutivas en la tribu Triticeae, 

la cual incluye a los géneros Triticum y Aegilops, 

que son ejemplos clásicos de series poliploides, pro

vee al científico de hoy oport~idades únicas para 

la inducci6n y explotaci6n de mutantes (8). 

El trigo común 6 harinero, (Triticum aestivum) 

es un allo-hexaploide con 42 cromosomas. Los otros 

trigos de importancia para el cultivo, tales como el 

Triticum ~' son allo-tetraploides con 28 cromoso

mas. Ambos se piensa que son derivados de híbridos 

entre especies d1plo1des dentro de la subtribu 1!:!

ticinae. Mcl'adden y Sears (9) y Kihara (10), han de

signado como uno de los ancestros di¡0loides al !!:.1-

~ monococcum, el cual contribuye con uno de los 

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

tes mencionados, en el tetraploirl~ -~~BB y en el he-
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xaploide AAB.BDD. 

Se había aceytado en forma general, que el !!:.!.

~ speltoidea era la fuente del genoma B. No ha 

sido posible desafortunadamente demostrar esta hip6-

tesis de l~ homología o no homología de loe cromoso

mas, debido a que el Triticum epeltoides suprime la 

activid~d regulatoria del cromosoma 5B del trigo y 

por lo tanto permite el apareamiento no s6lo de cro

mosomas hom6logos, sino tambi~n de los homoe6logoe 

(o cromosomas relacionados). En una revisi6n efectua

da por Kimber y Athwal (11), se analizaron las posi

bilidades de que el genoma B en trigo provenga de 

Triticum speltoides basándose en estudios morfol6gi

cos y cariotípicoa (12), as! como evidencias geográ

ficas (13), y estudios cuantitativos de las afinida

des de apareamiento de 5 grupos de cromosomas homoe6-

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 

s11ficiente peso para apoyar en forma definida el ori

ben d~ l ,€P.t1l)l1!:i B en trigo y une de las razones por la -

cuol ~odr{~ atribuirse a Triticuo opeltoides es por su 

locttlizaci6n beográfica, la cual no ha . sido estudiada; 

ror l ~' -t;<:>nto no se _,:·uede atribuir al genoma B un origen 

,-.,, ¡: e d t"i e o (15 ) • 

De estudios extensos citol6g1cos~ eco16gicos 

y morfol6gicos, parece que el centeno cultivado (.§.!-
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~ r.ereale !!·) f ·.le orit;iriado de prod.lctos herbáceos 

deriv~dcs de cruzas entre ~ecale montanum y Secale ~

vilovii, éste Último parece ser un descendiente de ~

~ s i lveatre a consecu~ncia de una trtlnslocaci6n cr~ 

m.1somal. Secale silvestre a su vez fue derivado de .§.!

~ montanWD 6 un ancestro comt1n. Secale africanwn, 

Secale dalmaticam, Secale ciliatoglume y Secale ~

prijanovii parecen ser variedades ligeramente modifi

cadas aisladas de Secale montanwn. Las variedades de 

~ecale anatolicum son formas herbáceas de Secale !!2!!

~ genealógica y cromosomalmente distintas de las 

f ormas anuales herbáceas de las cuales surgi6 Secale 

cereale, (16). Ver FIGURA l. 

Los cromosomas del trigo común (Triticum ~

~ 1·) han sido atribuidos a siete grupos homoe6lo

gos. Cada grupo contiene un cromosoma de cada uno de 

los tres genomas del trigo hexaploide, estando rela

cionados gen,ticamente loe tres cromosomas y general

~ente siendo de un origen comi1n. Esta similitud gené

tica fue demostrada por Sears (17). Loe otros cuatro 

Géneros de la subtribu Triticinae todos tienen como 

número c~omos6mico básico siete. Por lo tanto es po

sible que los cromosomas de 'stos g'neros puedan ser 

también adscritos a estos siete grupos homoe6logos 

como los definidos en el trigo. 

En una recopilación ef ectuad11 por Rosalind Mo

rris, se pueden a preciar todos los estudios efectua-



Perennes 
alr/c-anum 

\ 

d~l'!!_a.!i_c!!!!.' 

illl'!.!29lwDJ 

(]) GD CD (]) m 
'""riedades ~rbÓcea& aisladas de 

-.... ---

Anuales 

---•~silvestre 

.... ........ 

' *-( TllANSLOCACIOH) 

' vavilovii 

t 
Poli~f ico entre 

··~· etc. 

t: - MUCHAS 

cereale - VAlllEOADES 

/ \ - SELECTAS 

ancestrale afghanicum 

FIGU•A 1 ·- llelacio"es f¡"'9e,.éticos e" el género Secale l . 
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dos en las localizaciones cromosomales de genes para 

los diferentes caracteres en trigo (18). 

Debido a que loe cromosomas de centeno no ee a

parean con loe de trigo. uno depende de evidencias 

indirectas para poder averjguar las relaciones de ho

oeología. Los efectos de compensación de un cromoso

ma de centeno por ausencia de varios cromosomas de 

trigo pueden estudiarse de la misma manera que para 

los híbridos entre diversas variedades de trigo (19). 

Debido a que los cromosomas de centeno (Secale 

cereale) no se pueden diferenciar individualmente. a 

excepci6n del cromosoma con satélite. se ha experime~ 

tado un sistema estándar con translocaoiones estable

cidas para una clasificación inequívoca. utilizando 

un método gráfico especial que relaciona las propor

ciones de los brazos de los cromosomas durante la mi

tosis ( 20). 

Se puede utilizar la ausencia de heterocromati

na en las regiones centr6meras y su presencia en las 

terminaciones de loa cromosomas de centeno. para fa

cilitar su identifioaci6n de aquellos que provienen 

del trigo. en el caso que se quieran identificar los 

diferentes cromosoma.e en un genoma de Triticale (21). 

Las variaciones de cromosomas de varias clases 

de triticales hexaploidee han sido estudiadas. encon

trando un promedio de la frecuencia de euploides (2r. a 

42) de 81.5/. con un rango de 5?.2;f hasta un 100%. Se 
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recomienda a los investigadores que trabajan con I!:!,

ticale que verifiquen en forma de rutina los mapas 

cromos6micos de estos híbridos (22), utilizando las 

puntas de las raíces sin tener que destruir al reato 

de la planta para una probable utilizaci6n posterior 

de ésta (23). 

Love y Craig (24), Gaines y Stevenson (25), y 

I.eighty (26,c.7) revisaron la literatura en hibrida

ciones trigo-centeno intentadas por Wilson, Carman, 

Rimpau, Signa, Schiephacke, .t.'iiczyneki, Nakao, Techer

mak, Jesinko, Blackhouee y Mcfadden (28). Estos au

tores obtuvieron híbridos F1 cruzando el trigo con 

polen de centeno. 

Gaines y Stevenson (25), Tschermak (29), y 

Bledsoe (30) obtuvieron híbridos F1 de cruzas recí

procas entre trigo y centeno. Reportan que loe hí

bridos formados por trigo (femenino) y centeno (mas

culino) se asemej1:1.11 más al trigo que aquellos híbri

dos formados de la cruza recíproca. Bledsoe (30) re

port6 que los híbridos F1 de centeno (femenino) y 

trigo (masculino) se semejan más al centeno en los 

caracteres vegetativos en los r>rimeros estados de 

crecimiento de la planta, y que loe c·aracteres esen

cia) es eran similares a los del trigo y a los de los 

productos de cruzas entre trigo (femenino) y centeno 

(rrasculir10). 

Hobbelen y 3m•ikupt (31) cbtuvieron anfidiploi.-
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des inducidos con colchicina de cruzas recíprocas del 

centeno "Fetkuser ;;:¡pring" y del trigo "Chinese Spring". 

Centeno "l- rolific Spring" fue cruzado con polen 

de trieo "Chinese Spring", y el genoma del trigo fu.e 

sustituido en el citoplasma del centeno por medio de 

cruzas regresivas. Las plantas de trigo (2n=42), con 

ci toplasme. de ce11teno, presentaban esterilidad mascu

lina completK, esterilidad ~emenina parcial, y el vi

gor de las ~lantas fue muy reducido. La adici6n de un 

cromosoma de ce11teno o Ull p<:.r de cromosoma.e de cente

no al eenom~ de trjGo, restaur6 la fertilidad ffiascu

lina y el vi6or de las plé.ntas de trigo con citoplas

ma de centeno ( 2n ) . 

~arte de la difere nc ia en la producción de se

millas rodrÍ~ ser atribuido al crecimiento relativa-

! :ente lento de los t ubos de polen de trigo en los es

tilos de centeno ; 1•or lo tanto los gametos masculinos 

n0 alcanzaron al Sbcu embrionario para eu fertiliza

ci 6!1 . -'::n parti cu lC:J.r, el haploide Secalotriticum te

nía i.111 tallo m~s corto (5 ~~ ) que las plantas de !!:!~ 

ticale correspondientes , y la aparici6n de la •spiga 

f <...e 10 dÍae untes en el ~ecalotriticum que en el re

cíproco. 

Se her: ¡-_ ,~cho "u.i-::-hoi:< i 'ltant.<>s p>:Lra incrementar 

la fertilidad y calidad de los Tri tics l es 6X, que son 

superiores en car~ct er í st icaa de f~ rtlliiad y produ

cci6n de semillas a la de loe tritical -:!s 8X, pero que 
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adn no son tan buenas como las .del trigo. Se ha pen

sado que la inestabilidad citol6gica es responsable 

de la baja fertilidad de los tritioalee (32). Riley 

y Cbapman (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 producci6n de semillas (32). 

Bhatt (34) efectu6 un estudio con el prop6sito 

de optimizar •'todos de selecoi6n de los padres para 

la hibridaci6n en trigo de cultivo con el objeto de 

aumentar el rendimiento de semillas. La aplicac16n 

del método de análisis multivariado para la seleoci6n 

de padrea efectuando cruzas entre ellos con divergen

cia intergenotípica alta, reeult6 máe eficiente que 

el m'todo de selecci6n de padres de acuerdo a eu di

versidad ecográfica. Los métodos convencionales y 

aquellos efectuados al azar fueron menos efici~_ntes. 

Los datoa relativos de estos cuatro sistemas mencio-

nados anteriormente fueron obtenidos a partir de: (i) 

el rendiaiento de loa híbridos F2 , (11) la importan

cia y la variaci6n en el rendimiento de líneas F5, y 

(iil) laa posibilidades de entrecruzamientos útiles 

detectables en P5 (34). 

En los últimos años se han hecho intentos de 

hibridaciones entre diferentes gramíneas, entre ellos 
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Brink, '.'t al (35) con Hordeum X Secale, Smi th (36) 

con Tritucwn X Agropyron, Briggle (37} con Triticum X 

Secale, Garrieh (38) y Mock et al (39) con Zea X Sor

ghum, Kruee (40) con Hordewn X Triticum, Siddiqui (41) 

con Aegilope X Triticum X Secale, etc; obteniendo en 

su mayoría híbridos con poca o ninguna fertilidad. 

Sin embargo se ha logrado obtener una serie de nue

vos híbridos especialmente de trigo y centeno, tra

yendo ésto con sigo implicaciones taxon6micas y cito

gen~ticas dando lugar a controvet·eias sobre c6rno nom

brar a estos nuevos híbridos (42). 
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¿n 1869 ?riedrich Miescher aisl6 por primera 

v<iz el .n.Dl'j de cHuhs (43), éste no fue directamente 

i '1e nt i fi.c .• ,~.) como material de informaci6n genética 

haut~ 19!3 por Avery y sua col~boradorea (44). De és

t os '3s t•.tii.os s P- encontr6 que la cantidad de ADN de 

C1J.alquier e.:peci~ de célula u organü:mo ea notoria

r:i ~' nte e rnstante y la cantidad de 1.DN q_ue aparece por 

c6lulb est' ec ¡ro¡o rci6n a l a co mplejidad de la mis

ma y _por lo tant o o.l contenido d~ informaci6n gené-

t i cu . 

~n P-l período de 1949 a 1953, Charga!f y sus 

col~boradores (45) efectuaron estudios sobre hidro-

1 tzados de especímenes de ADN aislados de diferentes 

0r¿anlsmad , lle~ando b las siguientes conclusiones: 

El .il.Dli aislado de difer•mtes tejidos de las mismas 

especies tienen l ~~ mismas composiciones de bases¡ 

la coroposici6n de bases del ADN varía de una especie 

a otra; la composición de bases del ADN en una espe

cie dade no cambia con la edad, estado nutricional, 

6 cambios en el medio ambiente; en casi todos los 

.i.DNs examinados, el número de resid.uos de adenina 

ea igual al número de residuos de timina (A=T), y 

el número de residuos de cltosina es siempre igual 

al número de residuos de guanina (C=G ). Por lo tan

to, se ~uede decir que la suma de residuos de purina 
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es igual a la suma de residuos de pirimidina: A + J 

C + T. La composici6n de basee del ADN puede usarse 

para clasificar taxon6micamente a los organismos. 

En 1953 Watson y Crick (46) postularon un mo

delo preciso de la estructura tridimensional del ADN, 

el cual estuvo basado 3obre los datos de ray os X ob

tenidos por Franklin (47) y Nilkins (48) y l os datos 

sobre equivalencias de bases observados por Chargaff 

(45). Este modelo no solamente explicaba muchas de 

las observaciones hechas sobre lae propiedades físi

cas y químicas del ADN, sino que también s ugir16 un 

mecanismo con el cual la informaci6n genética podría 

ser replicada exactamente. 

Este modelo consiste de dos cadenas polinucleo

tídicas helicoidales formadas a la derecha, enrolla

das eobre el mismo eje, para formar una doble h~lice. 

Las dos cadenas o bandas son antiparalelas, esto es, 

los puentes 3' y 5' fosfodi~eter internucleotídicos 

van en direcciones opuestas. 

Las bases púricae y pirimídicas de cada banda 

están 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 h~lice. 

Las bases de una banda están apareadas en los mismos 

planos con las bases de la otra banda, de tal manera 

que puedan formar puentes de hidr6geno entre ellas, 

lo cual se muestra en la FIGURA 2. 
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Este ~~arebmiento de bases de acuerdo al mode

lo 'ilatson-Cric i-: (46) para la doble hélice, incluye 

no s61ame '1te el número máximo ¡,' osible de puentea de 

hidr6geno entre parea de bases, sino también aquellos 

pares que le dan una máxima estabilidad. 

Para explicar la periodicidad observada por el 
o 

método de rayos X (47), la c~al es de 3.4 A, Wateon 

y Crick postularon que las bases están apiladas cer

canamente en forma perpendicular a lo largo del eje 

y que cada 10 residuos de nucle6tidos hacen una vuel

ta completa de la doble h1!lice la cual tiene una lon-
o 

g i tud de 34 ;l.. Estas distancifl.a repetidas solo son 

posibles si las purinas y pirimidinas están apareadas 

de la manera antes mencionada. 

J,as basee relativaaente insolubles e hidrof6-

bicas están apiladas muy cercanamente dentro de la 

doble hélice, protegiéndose en esta forma del agua, 

y los residuos hidrofílicos de azúcar, así como los 

grupos fosfatos secundarlos cargados eléctricamente 

se localizan en la periferia, estando así expuestos 

a1 agu~ . Debido a lo anterior, la doble hélice es 

H cabilizada no s6la.mente por loe puentee de hidr6-

gP. ,1 0 entre los pares de bases complementarias, sino 

t a mbién por las interacciones hidrof6bicas entre las 

mi.>:> mas. 
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Propiedades de las moléculas de ADN en soluci6n. 

Las soluciones de mol,culae pequeftas nativas de 

ADH, o de fragmentos de moléculas grandes de ADN, CO!!l 

parten un número de características químicas y propi~ 

dadee :tísicas. 

Loe gro.pos fosfato, loe cuales constituyen los 

puentee entre los aononucle6tidoe adyacentes, se unen 

:tuerteaente a cationee divalentee, tales como el 11g++ 

y el ca++, aaí coao a aainae policati6nicae, tale• 02 

mo la espermina y la eepermidina, las cualee se en -

auentran asociadas con ADB en algunos virus y bacte

rias; en la cromatina de eucariotes ae ha encontra

do ADI unido :tuerteaente con hietonaa. La unión de 

eetaa poliaminae en la• ranura• de la doble h'lice 

del .lDH neutralizan aue carga• negativae, haciéndola 

una aollcula máa flexible. 

Si bien la• propiedad•• de los puentee de hidr~ 

geno de laa dif erentea base• dependen de su forma i6-

ni ca, la eetabilidad de '•toe puentee de loe paree 

de baeee de la doble hélice del ADH, es una funci6n 

del pH. Loe parea de baaee eon -'s establea entre un 

pH de 4 y 11, fuera de esto• límites, el ADN de dQble 

h'lice se hace ~. ineatable y se desdobla. 

En cuanto a la viecoa14ad de 'eolucionee acuosas 

de ADI, tenemos que debido a la rigidez de la doble 

h'lice 1 al gran tamafto del .ADB en relaci6n a su pe-
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que~o diámetro, casi todas las soluciones diluidas 

de ADN son altamente viscosas. Por esta raz6n el ADB 

muestra un comportamiento ideal como eoluto s6lamen

te en soluciones extremadamente diluidas. 

Otra de las propiedades importantes del · ADB es 

su comportamiento !rente a cambios extremos de pH, c~ 

lor, disminuci6n en la constante dieléctrica del me

dio acuo.so por la adici6n de alcoholes, cetonas, etc; 

con lo cual pasa de una estructura de doble h~lice a 

una estructura de simple hélice al azar, lo cual se 

conoce como deenaturalizaci6n. 

Durante la desnaturalizac16n del ADN no sufren 

ruptura las uniones covalentes que forman la estruc

tura primaria del mismo. Como se mencion6 anterior

ment e, hay dos series de fuerzas que son responsables 

del mantenimiento de la estructura de doble hélice 

del ADN: (i) Puentee de hidr6geno entre los pares de 

bases y (ii) Interacciones bidro!6bicas entre secuen

cias sucesivas de bases. Cuando alguna de estas dos 

series de fuerzas eon interrumpidas, la estructura 

de doble hélice nativa, lleva a cabo una transici6n 

htiCi tl una estructura de simple hélice al azar. 

La desnaturalizaci6n del ADN nativo está acom

pañada por cambios dramáticos en sus propiedades fí

sicas: la viscosidad disminuye, la abs orci6n de l uz 

a 260 nm. aumenta. la rotaoi6n 6ptica se hace más ne

gativa, y la densidad buoyant se incrementa. El cam-
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bio f!eico más comúnmente usado para la medi c i6n de 

la desnaturalizaci 6n del ADN es el increment o en l a 

absorci6n de la l uz a 260 run, a l cual se le conoce 

como efecto hipercr6mico. Este incremento puede ser 

de un 20 a 60% dependiendo de l a nat uraleza de l A.DN, 

siendo &ate directamente proporci onal al contenido 

de pares de bases A-T; mientras mayor sea la pro

porci6n de paree de A-T, mayor será el incremento 

en la_absorbancia. 

Así la composioi6n de bases de una muestra de 

ADB puede determinarse llevando a cabo mediciones 

espectrofotoaétrioas para calcular la magnitud del 

efecto hipercr6mico. 

Otro de loe f en6menos que presentan las solu

cio~e s de ADN es el hlpocromismo, el cual es debido 

a interacciones electr6nicaa entre las secuencias de 

bases en la estructura nativa de la doble hélice, 

con lo cual diemi~uye la cantidad de luz que cada re

siduo pueda absorber. Cuando la estructura de doble 

h&lice está desordenada, las bases se encuentran des

apiladas interaccionando menos entre sí, y por lo t&!! 

to absorben casi tanta luz como si fueran bases libres. 

Las moléculas de ADli nativo usualmente se des

naturalizan dentro de un rango muy pequeffo de tempe~ 

ratura, esta transici6n brusca es similar al punto de 

fusi6n de cristales orgánicos. De hecho la desnat 11ra

lizaci 6n térmica del A.DN es frecu~ntemente designada 
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como :fusi6n. 

El áDN de diferent es tipos de células tienen 

puntos de fusi6n característicos definidos coao la 

temperatura en el punto medio de la curTa de tuei6n. 

El punto de fusi6n (Tm) se incrementa en una forma 

lineal de acuerdo al contenido de pares de bases G-C, 

unidas por tres puentes de hidr6geno, por lo que son 

más compactos y estables que loa pares de A-T, que 

presentan s6lo dos puentee de hidr6geno. Por lo tan

to un ADN de doble hélice con un alto contenido de 

G-C hará una estructura más establ e y requerir' una 

cantidad mayor de energía térmica para separarse en 

simples hélices. 

Si la determinaci6n del punto de fusi6n de un 

ADN especifico se lleva a cabo ba j o condiciones pre

establecidas de pH y :fuerza i6nica, se puede hacer 

una relaci6n de su composici6n de bases segibi la e

cuaci6n de Marmur y Doty (49) . En general se ha en

contrado que la temperatura de fusi6n de un ADN •• 

independiente de su peso molecular (44). 

Como habíamos mencionado antes, la desnatura

lizac i ón del A.DN se puede llevar a cabo por calor, 

álcalis, agentes químicos deenaturalizantea, etc., 

con lo cual se obtiene una separaci6n completa de 

las bandas complementarias. Un proceso contrario a 

&ate ea la reasociaci6n, o sea, que laa bandas com

plementarias separadas por el proceso de deanatu-
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r alizaci6n Be vuel van a unir. Los facto r es que puede n 

afect~r la reasocia~i6n son: fuer za i6ni ca, pH , t em

peratur a y t ;;,maño d ; l os polinucle6tidoa y comple ji

dad de la t os , as í como l a viscosidad de l solvente 

utilizado {50). 

El anál isi s c inético de la r easociación del ADN 

nos indica la presencia de múltiples copi a s de cier

tas s ecuencias en un genoma y nos pr ovee un med io de 

evaluac i 6n de su contenido informacional . Basándose 

en análisis cinéticos , el ADN de núcl eos de células 

eucar i6ticas puede ser dividido en tre s clases de a

cuerdo a la amplitud de repetici6n: (i) Series de se

cuencias con alto grado de repe tici6n que generalmen

te aparecen como un satélite en los gradientes de den 

sidad de CsCl, un ejempl o típico es el ADN satélite 

de roedores; (11) Series de secuencias moderadamente 

repetidas, las cuales se reasocian con una velocidad 

i ntermedia, presente en todos l os eucariotes; (iii) 

a quellas secuencias cuya velocidad de reaaociaci6n 

es compatible con la compl ejidad del genoma del or 

ganismo en cue s ti6n. Estas secuencias s e consideran 

que están representadas una sola vez por genoma ha

ploide y son llamadas secuencias "Únicas" (51), (52), 

(53 ). 
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3.- ~~plantas: 

No obst ante que l a de terminación de los ácidos 

nucléicos en ~lantas es relativamente complicado en 

rel>i.ci6n con la de tejidos ani:nal es, debido pr incipal 

mente ~ las dificultades que se presentan en su puri

ficaci6n, se han realjzado diversos estudios para tr~ 

tar de caracterizarlos (54). 

Green (55) aisl6 ADNs de 16 especies de musgos 

que tienen un nivel de organización intermedia entre 

las algas pluricelulares y las plantas vasculares. La 

com~osici6n de bases fue determinada por centrifuga

ciones en gradientes de CsCl, encontrándose que todos 

lo~ musgos analizados presentaron un rango de conte

nido de G-C de 35-4lf , similar al de laa plantas vae

culares. ~l procedimiento utilizado para la extracci6n 

del JLDN fue similar al método descrito por Karmur (56). 

Miksche (57) aisl6 ADB de coníferas (56), ana

lizándolo por ultracentr11'ugaci6n, desnaturalizaci6n 

térmica y cinética de reasociaci6n para determinar la 

composici6n de basee, así como la preeencia 4e eecuen 

cias repetitivas. 

Shah y Levings (58) extrajeron ADBe (56) de el~ 

roplaeto y de núcleo de maíz utilizando ¡radientee de 

sacarosa discont{nuoe para aislar y purificar a los 

or~aneloe. C~racterizaron a loe ADNs determinando aua 

temperaturas de 1'usi6n y contenidos de G-C (49). 
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Welle y Birnstiel (59) llevaron a cabo estudios 

sobre ADNe mitocondriales y cloroplásmicos de plantas 

superiores como espinaca, lechuga, frijol y ch{charo 

aislados por t~cnicas de fraccionamiento celular acu~ 

so y no-acuoso, analizándolos por centrifugaci6n en 

gradientes de CsCl para determinaciones de densidad 

buoyant, utilizando como referencia para estas deter

minaciones ADN de llicrococcus lyeodeikticus (1.731 

g/cm3), encontrándose una densidad buoyant de 1.697 

g/cm3 para ADN cloropl,emico y de 1.706 g/cm3 para 

ADN mitocondrial. 

Posteriormente Wells e Ingle (60) trataron de 

establecer una relaci6n entre las deneidades de ADHs 

de cloroplasto y mitocondria y las densidadee de ADNs 

nucleares en plantas superiores como cebolla, acelga 

y tabaco. Encontraron que la constancia de densidad 

de ADN de cloroplasto con valoree de 1.697 ± 0.001 

(y cuyo valor de ADN nuclear correspondiente con den

eidadee que fluctúan entre 1.691 a 1.702 g/cm3) apo

ya la hip6teeie propuesta por Baxter y Kirk (61) de 

que el ADH de cloroplaeto en toda• laa plantas supe~ 

riorea puede tener una composici6n de bases constante 

(37-38" de G-C). Loe datos para ADB mitocondrial su

gieren una constancia ei~ilar a la anterio~ (61), 

(62). 

w. Thornburg (63) ha reportado datoe acerca de 

cin,ticae de reasociaci6n r'pidas de ADNs de calabaza, 
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col, frijol y tabaco habiendo determinado tambi~n las 

densidades buoyant, las cuales fluctúan entre 1.706 

y l. 708 g/cm3• 

Entre otros muchos trabajos sobre la extracci6n 

y caracterizaci6n de ADNa de plantas, cabe mencionar 

el realizado por Ohyama (64), el cual efectu6 la ex

tracci6n de ADN de protoplaetos de cultivo de º'lulas 

de zanahoria (Daucue carota) en suspensi6n; determi

nando los Tms, cinéticas de reaeociac16n y densidades 

buoyant. 
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4.- !12!!. !!l trigo ¡, centeno: 

La extracci6n de ADHs de trigo y centeno ba si

do efectuada por varios investigadores, entre ellos 

Bendioh y KcCarthy (65) los cuales aislaron ADNs de 

plantas totales de trigo, centeno, cebada y avena, o.!?_ 

teniendo de esta forma mezclas de ADNs nucleares y ci 

topl,smicoe. 

La composici6n de bases de los cuatro cereales 

antes mencionados, fueron determinadas a partir de sus 

densidades buoyant y de sus temperaturas de !usi6n (Tm), 

en dicha composición se encontraron pequeftae diferen

cias en el grupo de AD?is estudiados; presentando tam

bién diferencias en los Tme y densidadea buoyant. En 

las determinaciones de las curvas de cinética de re

aeociaci6n correspondientes, se encontr6 1111a veloci

dad de reasociac16n mayor entre los ADNs de las plan

tas estudiadas que en la que se presenta en animales. 

Por lo cual se puede ásumir (65) que los AD.Ha de plan

tas superiores est~ caracterizados por tener una gran 

proporci6n de ADI redundante, más de la que está pre

sente en animales. Sin embargo este es un punto a

bierto a diacuei6n. 

Posteriormente estos miemos autores (66) lleva

ron a cabo estudios para comparar el comportamiento 

de .A.DNs obtenidos de plantas totales de trigos que 

presentaban diferentes ploid{ae (diploide- T. mono-
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coccuin; tetraploide - l· ~ y hexaploide - 1· ~

~) baj (> loe siguientes parámetros: determinaci6n 

de Tms, densidad buoyant y cinéticas de reasociaeión , 

encontrándose diferencias en las secuencias de bases 

de los AllNs entre biotipos de un simple glnero de pl&.!! 

tas y entre el genoma de un allopoliploide. 

Otros trabajos efectuados con ADNs totales fue

ron realizados por Mitra y Bhatia (67), utilizando di

ferentes especies de trigos obteniendo datos similares 

a l os reportados anteriormente {65). Sin embar go es 

i.ntere sante observar que en las curvas de reasociaci6n 

de sus ADNs correspondientes a tri goá diploides y po

liploides pueden ser separadas en diferentes f raccio

nes correspondientes a secuencias repet idas y i10 re

pe t idas alrededor de un Cot de 100. 

Bendich y Bolton (68) llevar en a c d'J es .. ~• á.ios 

en ADNs totales de varios mieabros de la familia ~

gwµinosa~ y de trigo, centeno y avena, encontrando 

que existe alrede dor de un 10% como m'ximo de homo

logía en .las secuencias polinucleotídicas de los ADNs 

entre las monocotiled6neae y dicoti l ed6nea s estudia

das, mientras que existe de 20 a 90% de homología en 

las secuencias polinucleotídicae de loe J..DNs centro 

de una missa fs.milia. 

Huguet y J ouanin (69) r ealizaron un estu'.3.io a

cerc1:i. de J.a he ~ E'"i~ogenej.dad del ADN nucl eéff de t r igo, 

utilizando ¡;ará .1'e t ros tales como ul tracentrifugaci6n 
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anal!tica y determinaci6n de Tm¡ e 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 tranaici6n t'rmica que present6 el AD?l, estos au

tores afirman que la composici6n de bases del ADN nu

clear de trigo presenta una gran heterogeneidad. Es

tas observacione_s los condujeron a proponer que la 

tusi6n discontinua del ADB, revela la presencia de 

varias familias de moléculas de ADN. Sin eabargo las 

bases en que se apoyan para proponer ésto, no son su

ficiente• como para aceptar sus puntos de vista. 

Hotta et al (70) llevaron a cabo un estudio en 

el cual compararon loe valores obtenidos para la den

sidad buoyant de ADH• nucleares y citopl,smicos (in

cluyendo plástidos y mitocondrias ) de raíces de tri

go. Sin embargo el método de extracci6n de los ADNs 

es muy criticable, ya que utilizan temperaturas muy 

elevadas durante la extracci6n. 

En estudios posteriores realizados por Huguet 

y Jouanin (71), sobre loe ADNs satélites del genoma 

de trigo, aislados por gradi~ntes de dens idad con 

Ce 2so4 - Ag+obtenténdose un sa télite pesado y uno li

gero. Enfocaron su estudi o hacia el ai ela~iento y a

nitlisis del satélite pesado, el cual corresponde al 

ADN altttmente repetitivo, debido a :iue present6 di

ficultad para deanaturalizarlo y una velccida.d de re2_ 

sociaci6n r~pida, el cual corresponde tt =.rn 5 a 10,"4 



del ADN total de trigo, de acuerdo a los datos repor

tados por Bendich y McCarthy (65). 

No obstante que lluguet y Jouanin (71) apoyan 

el hecho de que existen ADHs satélites en ·el genoma 

de trigo, existen discrepancias muy fuertes en este 

punto, ya que en un trabajo posterior realizado por 

Ingle, Pearson y Sinolair (72), afirman que no encon

traron ADN sat,lite en gradientes de CeCl de ADH de 

monocotiled6neas, a las cuales pertenecen trigo y 

centeno. 

En cuanto a los estudios realizados sobre .um 
de centeno, Ranjekar y Lafontaine (73) llevaron a ca

bo la extracci6n y aislamiento de cromatina nuclear 

total de centeno, la cual fue estudiada por medio de 

cinltica de reasociaci6n·, gradientes. de densidad en 

CsCl y temperatura de fusi6n (Tm). Se encontr6 que 

cerca de un 70% del ADB nuclear total está formado de 

secuencias repetidas de nucle6tidos, constituyendo 

varias familias con grados de redundancia que van de 

102 a 106 • 

La determinac16n de gradientes de densidad en 

CsCl del ADN nativo de centeno, presenta un pico am

plio por lo cual parece ser bastante heterog6neo en 

su naturaleza. La densidad b~oyant correspondiente 

fue de 1.694 g/cm3 y el Tm f ue de 77ºC ,no obs t ~n t e que 

l s tos aut or es no re por t an condiciones del e~ ~er imento, 

concluyen que en centeno,exie te una gr:.' r. 0. ';; n t idad de -
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ADN repetitivo disperso a través de1 eenomu; en b~ se ~ 

ésto ellos asumen que tal ADN s e encuentra túnto en los 

segmentos heterocromáticos, como en 1os eucromátlcos de 

el cromosoma. 
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JLUERTAT.lijS. 

1. - Sellillaei 

Laa seJ¡iillaa utilizadas para la realizaci6n de 

este trabajo fueron lae siguientes: 

Triticum aestiTWR variedad vulgare (6X) 

Triticua monoooccua variedad Einkorn (2X) (MV-73)• 

!ritiqum durua variedad Cha.pala (4X) (CB-03)• 

!riticum aeotiJW!! variedad Torim (6x)• 

Triticale .4rJ1.adillo {6X) • 
Triticalo qhapala~_{6X) (X-10629-0Y),(CB-273 MV-73)• 

Secale cereale variedad Snoopy Bulk (2X)• 

• Todas estas se.millas fueron donadas por el Dr. 

Kohli del Centro Internacional de Mejoramiento de Maíz 

y Trigo {CIDIYT)'9 México. 

2.- ReactiTos: 

a.- Soluc16n amortiguadora de citrato de sodio - clo

ruro de sodio pH ~ 7.0 (CSC). La soluci6n se en

cuentra formada por 0.15 M de citrato de sodio 

(Kerck), y 1.5 M de cloruro de sodio (Merck). 

b.- ssc = 10-l de ese. 
c.- DSe = io-2 de ese. 
ch.- fronasa {Calbiochem) 4 mg/ml. 
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?reparaci6n: Disolver 400mg de pronaea en 90 ml 

de agua destilada, ajuetar con HCl 

hasta un pH = 5, calentar la solu

ci6n a 80°C por 10 minutos, enfriar 

y adicionar una soluci6n de JiaOH 

hasta obtener Wl pH = 7. Adicionar 

finalmente 5.85 g de HaCl y aforar 

a 100 ml con agua destilada. Esta 

soluci6n se almacena en congelaci6n. 

Para destruir ADNasas, se incuban 

loe tubos con la enzima a 37ºC du

rante 4 horas antes de usarse (75). 

d.- Ribonucleasas. 

Preparaci6n: Se disuelven 500 microgramos de 

ARNae~ T1 (Sankyo) y 50 mg de .lRliaea 

pancre,tica bovina (Calbiochem), en 

50 ml de soluci6n 0.15 M de cloruro 

e.- Amilaeas. 

de sodio. Se almacena a -10°C. Para 

destruir las ADNasas, esta prepara

ci6n se debe calentar a 90ºC duran-

te 10 minutos antes de usarse. 

l'reparaci6n: Disolver en una soluci6n de DSC 

0.026 g de alfa amilaea (~luka)(lO 

EU/mg) y 0.035 g de beta amilasa 

(Fluka) (7 .'.5 EQ/JQg) , a forar a 25 ·ml 

con DSC y conservar esta me zcla a 
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-l0°c. 

f.- Mezcla Sevag: Cloroformo (Merck) - Alcohol iao

amílico (Merck) en una proporci6n 

de 24:1 (v/v) respectivamente. 

g.- Soluci6n de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) al 4%. 

h.- leido etilén diamino tetra-acético (ED'l'A) - ea-

linos EDTA (Merck) 0.1 M, cloruro de sodio (Merck) 

0.15 M, ajustar a pH = B. 

1.- Soluci6n de sacarosa (Baker ¿nalyzed) 1.92 M -

solucicSn de cloruro de calcio (Merck) 3 mM. 

j .- 3oluci6n de sacarosa (Baker ¿nalyzed) 1.0 M-

soluci6n de cloruro de calcio (:Merck) 3 mM. 

k.- Soluci6n amortiguadora de sacarosa (SAS): 

0.3 M sacarosa (Baker Analyzed). 

0.01 M Tris (Hidroximetil aminometano)(Merck). 

0.005 K .14gc12 (Merck). 

0.005 M de 2-mercaptoetanol (Sigma) (Densidad 

1.114 g/ml) • 

1.- Et&llol absoluto (Merck). 

11.- Dietiléter anhidro (Merck). 

m.- Soluci6n amortiguadora Tris (Merck) 0.4 M, pH=B.5. 

n.- Soluci6n de cloruro de calcio (Merck) 0.3 M. 

n.- Soluci6n de azul de metileno al 1%. 

o.- Trit6n X-100 (Sigma). 

p.- Soluci6n de glicerina al 20%. 

q.- Perclorato de sodio 5M (füerck). 

r.- Soluc16n de hipoclorito de sodio al 3%. 
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rr.- Hielo seco. 

3.-~ materiales específicos: 

a.- Malla de nylon de 47 micras de paso (Pharma•i• 

Fine Chem.icals). 

b.- Bolsas de diálisis (W.H. Curtin & Co.) Ko. 24. 

~.- Gasa est,ril. 

ch.- Mortero grande de porcelana. 

d.- Hilo cáiiamo. 

e.- Licuadora (Waring Modelo 5011). 

f.- Cajas de plástico transparente de 28 x 38 x 16 ca. 

g.- Agrolita. 

b.- Papel Whatman poro fino. 

1.- Jeringa de 5 ml. 

J.- Aguja d~ acero para Jeringa (No. 27). 

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

1.- Tubos de nitrocelulosa (1 pulgada de di!metro x • 

3 pulgadaa)(Beck:man No 302236). 
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1.- ::>elecci6n ~fil semillas: 

Las 8emillas se escogieron de acuerdo al tamai'lo, 

para lo cual se utilizaron tamices adecuados para ce~ 

ni rlas ~: separarlas de polvo, piedras pequef!as y otras 

impurezas, haciendo ademáe una selecci6n de acuerdo al 

grado de madurez y calidad física externa de la semi

lla. 

2.- Siembra: 

l..L[; sew.illas, una vez seleccionadas, fueron some

tidas a remojo en una scluci6n de hipoclorito de sodio 

al 3%, (después de haberlas tenido una hora remojando 

en acua), durante 10 minutos. 

iosteriormente se enjuagaron lae semillas tres 

veces con agua destilada. 

Los métodos de siembra utilizados fueron dos: 

Uno de ellos fue utilizando papel filtro Whatman de 

poro fino, al c~al se le hicieron dobleces de tal for

ma que prenenta.ra una superficie adecuada para las se

millas; Tanto el papel co1110 las cajas también fueron 

desinfectados con soluci6n de hipoclorito de sodio al 

31b y enjuagados varias veces con agua destilada antes 

de utilizarlos. tma 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 (m4ximo 600 semi

llas por caja) y agregando a cada caja la cantidad de 

agua suficiente para llevar a cabo la germinaci6n, 

manteniendo un flujo de aire filtrado saturando as! 

el ambiente con hwnedad. 

El otro método fue sembrando las semillas desin

fectadas y enjuagadas en la misma forma, en agrolita 

lavada con agua, y con la ayuda de pinzas de acero se 

acomodaron las semillas dejando un espacio de aproxi

madwnente 1 cm entre cada semilla (600 semillas máxi

mo por caja). Fue suficiente la humedad que contenía 

l a agrolita, por lo que no se tuvo que adicionar más 

agua. Se pasó un flujo de aire filt r ado para mantener 

un arEbiente saturado de humedad. 

3.- Germinaci6n: 

El período de germinación se seleccionó de 6 a 

10 día s de acuerdo a los datos obtenidos de l~ obser

vac i 6n del crecimiento en varios l otes de siembra. 

(Ver FIGURA 3) • 

Tanto l a temperatura ambiente como la intensidad 

de l uz no fueron controladas durante el cre cimiento 

de t odas las var iedade $ de semi l las. 
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4.- Selecci6n ~ raíces ":L. tallos: 

En este proceso fueron eliminadas las pl~ntulas 

que presentaron contaminaci6n de hongos 6 bacterias 

en raíz 6 tallo. Las plántulas sin contaminaci6n, fu~ 

ron cortadas en raíz y tallo-hoja, con separaci6n del 

grano con ayuda de tijeras. 

Una vez separados los tallos-hojas del resto de 

las plántulas, fueron almacenados en recipientes man

tenidos en hielo; lo mismo se hizo con las raíces, s6-

lamente que éstas f uero n conserva das en recipientes 

r:;antenidos en hielo seco. 

aquí cabe hacer la aclaraci6n de que a la parte 

que se le denominó hoja de aquí en adelante, fue en 

realidad la parte "hoja-tallo" de la pl1nt ,üa. 

5.- Ruutura ~ ~ tejidos: 

a.- Raíces: Una vez obtenidas las raíces de a

cuerdo al psso anterior, se pesaron y se introduje

ron ~atas con ayuda de gasa, en un vaso que .:::ontenía 

dietiléter de 2 a 4cc, durante 45 segunJ.os . :::nmeoia

tamente después, se ~roc8di6 a secarl~s con corriente 

de aire de 2 a 4ºC, y con¿elarlas con hi8l o se co. 

Posteriormente se pr0cedi ó a tri t '.ln,r l'1s en ur. 

mortero pre-enfriado (hielo seco), has te q 'J.e se .obtu

ve un material de consi~tencia fastosa. ~e adi cion&

ron 10 volúmenes de s,i.:; por pe so _de te ji 0.o , y con el 
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prop6eito de lograr una mayor ruptura de las raíces, 

se moli6 la suspensi6n anterior en una licuadora Wa

ring a velocidad máxima durante 30 segundos. 

b.- ~ojas: Las hojas fueron sometidas al mismo 

tratamiento con dietiléter durante 15 segundos, se

cándolas con corriente de aire de 2 a 4ºC; se molie

ron en licuadora Waring a velocidad m'xima darante 15 

segundos con 10 volrunenes de SAS por peso de tejido. 

6.- Jbtenci6n ~ paquetes ~ tejido 121!1 !.212,: 

La suspensi6n de organelos obtenidos después de 

la molienda en licuadora, t anto de raíz como de hoja 

por separado, se filtraron en el cuarto frío (2-4ºC) 

a través de 8 capas de gasa y Un.!.l. malla de nylon de 4.7 .· 

micra s de paso y las soluciones fueron centrifugadas 

a 20COrpm (880 x g) durante 10 minutos de 2 a 4°c. Al 

término de la centrifugación se decant6 el sobrenadan

te y los. paquetes contenidos en los tubos se suspen

dieron en la mínima cantidad de s~s. conservándolos 

en hiP.lo. 

1.- Obtenci6n ~paquetes nucleares: 

a.- Raíz: Para la obtenci6n de1 paquet e nuclear 

de r a íz se r ealiz6 el mismo procedimiento antes men-
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cionado (paso 6) con la diferencia de que en este pa

so se resuspendieron los paquetes de raíz en SA.S has

ta un volu;nen final de 9 ml. 

Es t a suspenei6n fue colocada sobre un gradiente 

discontímw de sacarosa, formado po r 20 ml de u.na so

l ución de 1.92 M de sacarosa - 3 m1L de CaC1 2 y 10 rol 

de una solución 1 K de sacarosa - 3 mM de CaC12 , en 

tubos de nitrocelulosa mantenidos en hielo (3 ml de 

suepensi6n por tubo). 

Se centrifug6 en un rotor S'N -25.1 preenfriado a 

2°c, en una centrífuga Spinco L a 24'500 rpm (86'713 

x g, r máximo = 12.9 cm), duri:;.nte 60 minutos a 1.ina 

t em_peratura de 2°C. Los paq_ue t es nucleares se obtu

vi e r on eliminando por succ i 6n al sobrenadante. ~sto s 

paquetes nucleares se conservaron en hielo. 

b.- Eoja: Al paquete obtenido del paso 6, se le 

agreg6 0 .9 ml de una eol uci6n de trit6n X-100 al 20¡; (7J ) 

(disuelto en SAS) y se le adicion6 SAS hasta un volu

men final de 9 ml, resuspendiendo la muestra y canse~ 

vando l a muestra en hielo. 

Lci resuspensi6n as{ obtenida fue c olocad~ sobre 

t i.l":los de nitrocelulosa ( l pulgada de diámetro por 3 

pul ga das) conservados en ~'li elo que contenían un gra-

d-i_ ent e discontínuo de sacarosa formado por 20 ml de 

una sQ l uci6n 1.92 M de sacarosa - 3 mM CaC12 , y 10 ml 

de una so1 uci6n 1 .lú de sacarosa - 3 mY: CaCl2 , (3 ml 
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de suspensi6n por tubo), ·ultracentrifugando en un ro

tor SW-25.l pre-en~riado (2°C), en una ultracentrífu

ga Spinco L a 24'500 rpm (86'713 x g) durante 60 mi

nutos a una temperatura de 2°c, obteni~ndose finalmen

te los paquetes nucleares de boja eliminando ~or su

cci6n el eobrenadante. 

Los paquetes nucleares se resuspendieron en 0.9 

ml de trit6n X-100 al 20'/o (sacarosa l ~ - 3 mM CaC12) 

y en una eoluc16n 1.61 M de sacarosa - 3 mil CaC12 ha.! 

ta completar un volU11en final de 9 ml. 3 ml de la so

luci6n que contiene a los núcleos fueron colocados 

sobre 30 ml de soluci6n de eaoarosa L92 l! - 3 mJI CaC12 
por tubo de nitrocelulosa mantenid.oa en hielo.La ultr!!_ 

centrifugac16n se llev6 a cabo en laa mismas condicio-

nes que la anterior. 

c.- Obtención -4!, !! fracc16n cloropl,smica: Los 

paquetes obtenidos en el paso 6 correspondientes a h.2, 

Ja, se reeuspendieron en SJ.S haeta un vol11111en final 

de 9 111, conaerv~dola en hielo. Esta suspensi6n ~ 

colocada taabi'n sobre tuboa de n1.trocelulosa, conaeI, 

vados en hielo, loe cuales contenían un gradiente di.!, 

continuo de sacarosa formado por 20 ml de una eoluci6n 

1.92 M de aacaroaa - 3 llil CaC12, y 10 ml de una aolu

c16n l » de sacarosa - 3 mM CaC12, (3 •l de auapenei6n 

por tubo). Lae condicione• •• ultracentrifu&aci6n fue

ron lae a181Ule que las eapleadae en los pasos anterio-

.. 
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res. 

Despu~s de la ultracentrifugaci6n se succionaron 

cuidadosamente las fracciones cloropl!smicas que se 

encontraban en la interfase del gradiente diecont!nuo 

de sacarosa colocándolas en un matraz. Una vez elimi

nada esta fracci6n, se euccion6 el reato del sobrena

dante para obtener los paquetes nucleares a loe cua-

les se les agregó 0.9 ml de trit6n X-100 al 2~ (sa

carosa 1 M - 3 mI.i CaC12 ) y aoluci6n de 1.61 M de eac~roea 

rosa - 3 IDl'il CaC12 hasta completar un volumen final de 

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

si6n fueron colocados sobre 30 ml de solución de ea

carosa 1.92 ~ - 3 mM CaC12 por tubo de nitrocelulosa. 

La ultracentrifugaci6n se llev6 a cabo en las mismae 

condiciones que en loe pasos anteriores. 

8.- Extracci6n z precipitación ~ .12.! 'cidoe nucl,icoa: 

a.- Loe tubos que contenían loe paquetes totalee 

y nucleares de raíz y hoja obtenidos de loe paeoa 7a 

y 7b, se lee adicion6 a cada tubo (3 tubo• en total 

por mueetra) 0.33 al de SDS al 4~ y 0.33 ml· de solu

ci6n tdlortiguadora de !ria 0.4 E, pH = 8.5, reeuapen

difndolos y reuni,ndoloe en un 1118traz con UD& pipeta 

Paeteur. ~e agitaron euaveaente dUJ"ante 10 minutos 

en un baíio a 37•c. Deepule de eata incubaci6n se lee 

agreg6 0.1 al de Elf~&-ealino, 0.2 al de CSC y 1.0 ml 
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de pronaea preincubada (75). Loa matraces ee eellaron 

con parafilm y ee jncubaron a 37ºC durante 18 horas. 

Deepu'e de eete período ee aument6 la temperatura del 

bafto a 56-58°C y eeta temperatura ee mantuvo dure.nte 

cuatro horas. 

Estas suspensiones fueron adicionada• lentamente 

por las paredes de loe recipientes respectivos que ·CO,!l 

tenían 10 volúmenes de etanol frío (2°C) por volumen 

de suspenei6n. Se guardaron de 24 a 48 horas en el 

cuarto frío para permitir una mayor precipitac16n de 

loe ~.oidoe nucléicoe. 

b.- Al matraz que contenía la fracci6n cloroplá~ 

mica, se le adicion6 2 ml de eoluci6n SDS al 4% y 2 ml 

de soluci6n amortiguadora de Tris 0.4 M, pH = 8.5, se 

agit6 suavemente durante 10 minutos a 37°C. Poeterio~ 

mente se le agreg6 0.2 ml de EDTA - salino y 0.4 ml de 

c~c y 2 ml de pronasa preincubada (75), sellando el 

matraz con parafilm e incubando 18 horas a 37ºC y de~ 

pués durante 4 horas a 56-58°C. 

La precipi taci6n de los ácidos nucl~icoe se etec

t u6 en la forma descrita en el inciso Sa. 

9.- Purificaci6n .2.2!! enzimas: 

a.- Tanto los ácidos nucléicos que flotaron en 

forma de nata, como aquellos que precipitaron en el 
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fondo del recipiente, fueron tratados de la siguiente 

manera: 

Lae natas de los ácidos nucléicos fueron recogi

dos con varillas de vidrio y secadas a temperatura . 

ambiente; loa ácidos nucléicos que precipitaron en el 

fondo del recipiente fueron obtenidoe decantando el 

etanol y secándolos con vacío a temperatura ambiente. 

Loe ácidos nucl~icos en forma de nata y los precipi

tados fueron tratados por separado en los pasos si

guientes, no pobatante provinieran de la misma preci

pi taci6n inicial. 

Se disolvieron en un volumen mínimo de DSC, se 

ajust6 a pH = 6 con HCl y ee agreg6 1/5 de volumen 

de la mezcla de alfa- y beta-amilasas con respecto 

al volumen de DSC, y · se incub6 una hora a 37°~. 

Después de este período, ee ajustaron lae con

centraciones de iones con ese para obtener una con-

centraci6n final de SSC y un pH 7. 3e les adicion6 

una mezcla de ARNasas ajustando a una concentraci6n 

final de éstas de 1:10 de su concentración original. 

Las mezclas finales se incubaron durante una ho

ra a 37°C, se les a~reg6 una soluci6n de pronasa ajus

tando a una concentración final de ésta de 1.32 mg/ml, 

(diluci6n 1:3 de una soluci6n de pronasa de 4 mg/ml), 

incubándose durante 18 horas a 37ºC; sl finel de esta 

incubación, se elev6 la temperatura a 56-5 8CJ y se iQ 

cub6 nuevaH.ente durante cu.atro hor a s. 
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Se sacaron los matraces con las mezclas y se en-

triaron en hielo, se ajustaron las concentraciones de 

iones con Nac104 5M a lM, se agreg6 un volumen de mez

cla de Sevag a cada muestra y se agit6 durante 10 mi-

nutos. 

Las emulsiones obtenidas se centrifugaron duran

te 10 minutos a 2000 rpm (880 x g), se separaron las 

fases acuosas y se repiti6 este proceso de agitaci6n 

de las fases acuosas con mezcla Sevag tantas veces fue 

necesario, hasta que la interfase proteínica fue míni

ma. La fase acuosa final se precipit6 en 10 volúmenes 

de etanol frío de la misma manera como se hizo la pri

mera precipitaci6n antes mencionada. 

Todo este proceso (inciso 9a) se repiti6 tantas 

veces se consider6 necesario hasta obtener ADNs de un 

grado de pureza aceptable. 

b.- El criterio de pureza fue oontrolado de la 

siguiente forma. Las natas y los precipitados obteni

dos se secaron con vacío y se disolvieron en un volu

men mínimo de DDC, de estas soluciones se tomaron al! 

cuotas, las cuales se diluyeron con DSC y se determi

n6 la pureza mediante las relaciones obtenidas de lgs 

abs orbancias a 260nm/230run y 260nm/280nm de cadg un& 

de las muestras, las coie.les se consideraron acept&bles 

cuando se obtuvieron valorett de 2 . 2 .!: O .2 y l. 9 .! O. l. 

:resp~ct ivamente. 
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10.- Diálisis: 

Las bolsas de diálisis y el hilo de c~ffamo fueron 

lavados con agua destilada, desp•14s se :tirvieron por 

separ ')CTC e:: 1¡,1a solllción de :E.D'.r'i. 1 .mM durante 10 min11-

tos, dejando enfriar y enjuagando varias veces con a

cua destilada, se prepararon las bolsas con las mues

tras respectivas y se dializaron contra 2 litros de 

un~ soluci6n de DSC a 2ºC efectuando 10 cambios en to

tal a intervalos mínimos de una hora cada uno. 

Se vclvi6 a determinar la pureza de las muestras 

dializadas bajo los criterios mencionados en la se

cci6n 9b. 

Las muestras de ADN disueltas en DSC fueron con

servadas en tubos a los cuales se les adicion6 0.2 ml 

de cloroformo a cada uno, sellándolos bien y mantenien 

dolos entre 0-4°C. 

11.- Características espectrofotom~tricas de 12.!! ~: 

a.- Espectros ~ absorci6n: Los espectros de abso~ 

ci6n de cada una de las muestras disueltas en DSC (25-

100 microt;ramos de ADN / ml de soluci6n) se trazaron 

en un graficador UNICAM AR-25 acoplado a 11n espectro

fot6metro 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/segundo. 
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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 concentración de loe ADNs en las soluciones, ª'ª
biendo que una unidad de densidad Óptica corresponde 

a una concentración de 50 microgramos de ADN / ml, 

calculando de esta manera los rendimientos de cada una 

de lae .muestrae. 

De las lecturas de a.bsorbancia obtenidas a 230, 

260 y 280 nm, ee calcularon las relaciones 260/230 

y 260/280 para los criterios de pureza antes mencio

nados (inciso 9b}. 

b.- Determinación~~ temperaturas medias ~ 

tus16n (f!!!): Estas deter~inacionee ee efec

tuaron en un espectrotot6metro üNICA!L SP 1900 acopla

do a un graficador AR-25, a un programador de cambio 

automático de celdas mUCAM SI' 1805 y a un programa

dor de control de tempera.tura SP 876, bajo las siguie~ 

tes condiciones: 

Espeotrofotómetro UUICAM SP 1800: 

Longitud de onda tija a 260 run; un portaceldas espe

cial para el espectrofot6metro con regulaci6n de tem

peratura y un termostato dentro de una celda U~ICA~ 

s:r 877, en glicerina ~l 20/. ; un carrito del :portador 

de celdas para cambiar las posiciones de las celdas. 

Froc;ramadur de cont rol de temperatura GNICA.:i: i:-i 
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876: 

Aumento de temperatura de lºC/minuto; temperatura ini

cial = 25•c; temperatura máxima = llOºC. 

Prograaador de cambio autom,tico de celdas UNIC.Al! 

SP 1805r 

Caabio ~ leotura de las celdas - cada minuto. 

GrafiQador UBICAll .AR-25: 

Velocidad del papel = 2 minutos/cm¡ para una intensi

dad delO lllYo 

Cel.daa UBIC.il!. SP 877: 

Se utilizaron oeldaa de cuarzo de l cm de paso de luz 

oon tap6n de tetl6n. 

Lae mueatraa de ADBs utilizadas para lae determi

nacionea de 1'llll, fueron ajustadas con ese a una con

centración final de salee de ssc. Las concentraciones 

adecuadas de ADlT para éstas determinaciones fueron 

entre 30-70 microgramoe / ml. 

~gunas de eataé muestras fueron rotas haciéndo

la• pasar 20 Teces a través de una aguja de acero d~l 

Bo. 27, antes de la determinación. 

c.- Determinación ~ ~ cinéticas ~ reasociaci6n: 

Eataa deterainacionee se efectuaron con los miemos apa-
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ratos antes mencionados {inciso llb} con las modifi

caciones siguientes: 

Programador de control de temperatura UBIC.ill SP 

876: 

Se mantuvo a una temperatura constante de 66ºC. 

Frogramador de cambio autom,tico de celdas UliICAJI 

SP 1805: 

Cambio y lectura de celdas - cada 5 aimitoe. 

Graficador UNICAM AR-25: 

Velocidad del papel - 5 minutos/cm. 

Con lae mismas muestras utilizadas en laa deter~ 

minaciones de Tms se llevaron a cabo laa cin,tioae de 

reasociaci6n de la sigaiente manera: Una vea alcanza

da la temperatura de 106°C durante la determinaci6n de 

loe Tms, se sacaron las celdas con las DN.eatras y se 

introdujeron r'pidamente en un bai'io de &&U& a 66°C 

dejando ahí las celdas con las aueetrae el tieapo ne

cesario para enfriar el portaceldas en el eepectrofo

t6metro hasta una temperatura de 66°C·; una Tez cali

brada eata temperatura (de 15 a 27 minutos), ae colo

caron lae celdas en eue poeicioneaoriginalea, ini

ciando en ese momento la grsficaci6n cont~dola 

durante aproximata.ente 20 horaa. Batas ein,ticaa de 
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reaeociaci6n se determinaron a una longitud de onda 

de 260 nm. 

Rota: En todas las determinaciones anteriores 

(eecci6n lla, b y e) ee utilizaron los blancos corres

pondientes a cada una de ellas. 
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RESULTADOS • 

1.- Germinaci6n z rendimiento ~ tejido: 

Se hicieron varias siembras con 60 semillas de 

Tri ticum e.estivum variedad Torim y vulgar, con el pr.2_ 

p6sito de determinar el período adecuado de crecimie~ 

to para la extracci6n del áDN. En la FIGUliA 3 se ob

servan los resultados obtenidos en loe diferentes días 

de germinaci6n con respecto al creci miento (longitud 

en cm) de J t& llo -ho j~ y Je la ra íz. En la parte de la -

figura que corres ponde a l a plántula (•) ae puede ob

servar que de l sexto al noveno día se 1ncl1n6 la pen

diente de l e. curva. Además se pudo observar que a par

tir del déc imo día l as hojas de la plántula empezaron 

a presentar coloraci6n amari l la, debido a que no se 

lee adicion6 salea minerales esenciales para el creci

miento y de sarrollo de las plantas. 

Debido a las observaciones antes mencionadas, se 

decidi6 seleccionar el período de germinaci6n de 6 a 

10 días. 

Con respecto al rendimiento de tejidos, se pudo 

observar que hubo variaci6n entre las .siembras corres

pondientes a las variedades de trigo, centeno y tri ti

cale estudiadas. Esta variaci6n correspond16 en parte 

al grado de contaminac i 6n en l a siembra de cada lot?. 

y también de l mé t odo u t ilizado para la germinac16n. 
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En el m~todo en el cual se utiliz6 papel filtro como 

aoporte de loe granos, siempre se observ6 un creci -

miento menor de raíz y una mayor contaminaci6n si se 

compara con el m'todo de sieabra en el cual se utiliz6 

agrolita, por lo cual se prefiri6 el último. Loe datos 

correepondientes al rendimiento de loe tejidos utiliz~ 

doe para la extracoi6n de ADlle de cada una de las va

riedadea estudiadas se presentan en la TABLA 2. 

2.- Obtenci6n A!, núcleos: 

Una de lae observaciones que se deben tomar en 

cuenta con respecto al rendimiento de núcleos de ra{s 

ee la dificultad que presentaron 'etas durante el pro• 

ceso del rompimiento de tejido, lo cual en ocasiones 

f'u.e la oauea de un rendimiento bajo de núcleos 1 por 

consiguiente un rendimiento bajo de ADH correspondien

te. 

Una vez obtenidos los paquetes nucleares de raíz 

y hoja, (Secci6n 7a y 7b de K~todos Experimentales), 

se utilizó como control de pureza de cada una de las 

muestras obtenidas, la observaci6n de loe frotis co

rrespondientes al microscopio, controlando así adepiás 

la purificación de núcleos a través de loe diferentes 

pasos de la extracc16n. 

Para poder ilustrar este control, se utiliz6 la 

secuencia de purifice.ción de loe . núcleos de raíz y ho-
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ja de Trit "l.·'.)al» armadillo obteniendo varias microgra- . 

f ías n partir de frotis hechos de la siguente maneraa 

Una vez obtenidas las muestras correspondientes 

a l os diferentes pasos de purificaci6n de núcleos de 

hojas y raíz, se extendieron ~etas sobre un port~ob

j etos y se fijaron con calor, enseguida se tifteron 

con una soluci6n de azul de metileno al 1% durante 3 

segundos, lavando inmediatamente con bastante !lgl.l& 

destilada y dejando secar a temperatura ambiente. 

Estos frotis fueron ' fotografiados en un micros

copio Carl ~eiss con cámara fotográfica adaptada uti

lizando una película Fanatoffiic (grano fino) amplifi

c~ndo 250 a 500 veces. 

La secuencia de las micrografías mostradas en la• 

FIGG~S 4 a 9 es la siguiente: 

En la FIGUha 4 se observan células rotas de raía, 

a l gunas de las cuales contienen todavía su núcleo, y 1 

pelos absorbentes. Esta preparac i ón fue obtenida del 

residuo que qued6 en la malla de ny l on con la que se 

el t nd.naron células enteras, pequeñas !racciones de te

jido y fibras que lograron pasar por la gasa. 

3n la FIGV-fui. 5 se muestran núcleos de raíz los 

cuales se obtuvieron de la soluci6n filtrada a través 

de la mulla, así como pelos absorbentes. 

En la FIGURA 6 se observan núcleos de células de 

raíz los cuales fueron obtenidos de la purificaci6n 

hecha a través de un gradiente diecont ínuo de sacarosa. 
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En la FIGURA 7 se observan núcleos de célu.laa de ho

jas con una gran cantidad de cloroplastos. Esta pre

paraci6n fue obtenida de la suspensi6n de organelos 

después de haberla filtrado por la malla de nylon. En 

esta micrografía se puede apreciar claramente la di

ferencia de tamaffo entre núcleos y cloroplastos. Sin 

embargo en la observaci6n de la preparac16n se encon

tr6 que los núcleos se tifieron de azul mientras que 

los cloroplastos presentaron su color original. 

La FIGü?.a 8 corresponde a una preparaci6n de clo

roplastos si~ previo tratamiento con trit6n X-100 (74) 

(no teffida), obtenidos de la interfase formada en el 

gradiente discontínuo de sacarosa (Secci6n 7c). Esta 

micrografía fue tomada con contraste d.e fase. 

En la FIGURA 9 se pueden observar núcleos trata

dos con trit6n X-100 a l 2$ (74) de º'lulas de hoja pu

rificados a través de dos grudientes de sacarosa die

contínuos. 

En cuanto a la pureza de los núcleos controlada 

por las observaciones al microscopio, se puede decir 

que el método de extracci6n utilizado aporia resulta

dos muy satisfactorios. 

3.- Espectros ~ absorci6n z. criterios !! pureza: 

Todas las muestras de A!ms obtenidas de n~oleos 

de células de raíz y hoja, así como lae correapondien-



- 54 -

tee a cloroplasto y tejido total, fueron analizadas 

espectrofotom&tricamente para determinar su absorban

cia de 210 a 310 nm utilizando un espectrofot6metro 

UHic.u.f SP 1800, graficando laa curvas en ~ grafica

dor UliICAM .AR-25. Todos loa espectros obtenidos de 

las diferente• mueetraa de Ami :fueron similares, por 

lo cual .s6lo ee muestra uno de ellos. En la FIGURA 10 

se presenta el espectro de absorci6n de una muestra de 

ADI nuclear de hoja de Secale cereale variedad Snoopy 

disuelto en DSC. 

Para la determinaci6n de loa criterios de pureza 

de las diferentes D1U.estraa de A.DB, se . utilizaron las 

siguientes relaciones: D.O. 260nm/D.O. 230nm y 

D.O. 260nm/D.O. 280nm. 

Los valoree reportados en la .literatura (76) para 

los r8Jl808 de pureza son los siguientes: 

D.O. 260 nm 2 2 D.O. 2;0 nm ª 2 • ± o. 

D.O. 260 nm l g o l D.O. 280 nm E • ± • 

4.- Rendilliento ~ A1m.!= 

Una vez que lae muestras de ADN (dializadas) pre

sentaron valoree aceptables para los criterios de pure- . 

za establecidos, se llevaron a cabo los cálculos de 

rendimiento de la9 mismas, de la siguiente forma: 

Se detenain6 la densidad 6ptica de cada una de las 
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muestras disuelta en ~~e, en celdas de cuarzo de 1 cm 

de paso de luz, a 260 nra; sabiendo que 1 n.o. deter

minada a esta longitud de onda corresponde a 50 micro

grar.ios de ,;..Dl>/ml, se hicieron los cálculos correspon

dientes. Los resultados se muestran en Ja TáELA 3, 

~e los rendimientos obtenidos para ADN de raíz, 

se puede observar que fueron menores a los obtenidos 

para ADN de hoja, ésto es debido en parte como se men

cion6 anteriormente, a la dificultad que se presenta 

en el rompimiento del tejido de raíz, lo cual se tra

t6 de superar modificando las técnicas de ruptura de 

tejido y tratamiento con enzimas. 

5.- Determinaci6n ~~temperaturas ~ fusi6n (!!!!) 

~~~: 

Una de las propiedades físicas de los ácidos des

oxiri bonucléicos es su temperatura de fusi6n. En este 

proceso térmico se desenrollan las dobles hélices for

mando dos hélices sencillas. Para 11ue ésto se pueda 

medir esfectrofotométricamente, debe de est ar el ADN 

en una soluci6n amortiguada con '.ln pH neutro , 1ina con

ce nt r aci6n de sales adecuada y en celdas de cuarzo con 

ta1Jone s de teflón es¡;eciales, par a que no haya pérdida 

de a¿rua. La temre ratura se aumenta gradualmente en el 

portace l<la s, q_uP. cor. tiene t anto a la ce lda con la mues 

tra, como a tique lla con el blanco y ot ra tercera que 



- 56 -

contiene una soluci6n de glicerina al 20/f con un ter

mopar, para poder medir la temperatura y poderla regi~ 

trar en une. e s cal e. ext er ior en el <.:.fé!T i.:\t o . En l i.:\ s ec -

c16n que corresponde a Métodos Experimentales se des

criben los aparavos utilizados en estos experimentos. 

En las FIGURAS 11, 12 y 13 se muestran las curvas 

de Tm p~a los ADBs de Tritioum ~ {,i!) variedad 

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

cloroplasto de Triticum aestivwn {.§¡) variedad ~' 

respectivamente. El perfil de las curvas de TM de las 

muestras de ADN analizado, es muy similar en todas e

llas, a excepci6n de la de cloroplaeto· (FIGURA 13); 

el rango de transici6n térmica que presentan todas 

las otras curva s ea de 80 a 90ºC aproximadamente. 

La TABLA 4 contiene loe resultados correspondien

tes a las determinaci ones de Tms, así como las concen

traciones de ADN utilizadas para las determinaciones, 

~ de hipercromicidad, rango de transici6n térmica y 

conten:!.do de G-C en mol% calculado a partir de la tem- . 

peratura de Tm en la siguiente ecuaci6n según Marmur 

y Doty (49): 

Tm :: .69. 3 + O. 41 ( G-C). 

6 .-~ correspondi entes ~ ~ cinéticas ~ reasocia

ci6n: 

Las muestr a s uti li. zadas para l a s cinéti cas de rea-
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sociaci6n fueron las mismas que para las determinacio

nes de las temperaturas de fusión, como ya se había 

especificado en el inciso lle de Métodos Experimenta

les. Todas las cinéticas de reaeociaci6n fueron deter

minadas a 260 1111 y a una temperatura de 66°0, mante

niendo ésta constante durante toda la determinaci6n. 

Los par'-ietroe bajo loe cuales se graficaron las cur

vas de las cinéticas de reasociaci6n, son loe siguie!l 

tes: 

Cot contra % de reasociaci6n. 

Donde Cot = concentración molar del ADN expresado 

como mononucle6tido de peeo molecular 

promedio 327 por tiempo de incubaci6n. 

en segundos. 

En la FIGURA 14 se muestra una comparación de las 

curvas de cinética de reaeociaci6n de ADNs rotos de 

Triticum. aestivum. vuleare, correspondiente a raíz to

tal, núcleos de hoja y cloroplaato. Se puede observar 

que todas las curvas presentan una cinética de reaso

ciaci6n muy semejante hasta un Cot de 2 x 10-1 ; a par

tir de este valor las pendientes de las curvas de raíz 

total y núcleos de hoja se comportan de manera similar 

hasta un Cot de 1 x 101 • La pendiente de la curva de 

cloroplasto hasta un Cot de 3 x 10-l se comporta de 

una manera semejante a la reportada por Welle y Birn

siel (59), las líneas interrumpidas marcadas en esta 

figura corresponden a una continuación aproximada de 



- 58 -

la curva reportada por eetoe autoree. En la curv~ de 

cloroplaeto ee puede obeerTar tambi'n un quiebre a 

un Cot de 3 X 10-l, siendo la pendiente a partir de 

eate punto hacia Cote mayores perpendicular a lae o-

trae cUrTas. 

Loe datos correspondientee a Cot y ~ de reasocia

ci6n de loe ADle de ra!z total, de n~cleoe de hojas y 

de cloroplaatos se encuentran en las !A.BLA.S 5 , 6 y 7 

respectiYaaente. 

Una comparaci6n de las curvas de cin,tica de rea

sociaci6n correspondientes a AD!le nucleares de hoja de 

Triticum aestiYWD vulgare obtenidos de la misma preci

pitaci6n uno en forma de nata y el ot~o en forma de 

precipitado, se muestran en la FIGURAlS. Se observa 

que ambas curvas son muy seaejantes, y que la corres

pondiente a precipitado presenta un % de reasociaci6n 

ligeramente menor al del ADH en forma de nata. Los da-

toe correapondientee a eatas curvas se encuentran re

sumidos en la TABLA. 6(para ADI en forma de nata) _ y en 

la TABLA. 8 (para el AD!l en forma de precipitado). 

En la FIGURA 16 se pueden observar las curvas de 

cin,tica de reasociaci6n de ADNs nucleares de hojas de 

Triticum ~variedad Chapala (4X) roto, Triticum 

aestivum vulgare (6X) roto, y Trlticum monococcum ,!!!

riedad Einkorn (2X) no roto, tratándose de comparar 

los ADNs de trigos qur _p r e sen t a n diferentes ploidías. 
~ . -2 En la regiun de Cot s localizada de 1 x 10 hasta 
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2 x 10-l ae puede observar una velocidad de reasocia

c16n ligeramente mayor en el J.DN de trigo 6X que la 

qQe preaentan loa trigoe d~y tetraploides. En la re

¡i6n locali&ada entre un Cot de 3 x 10-l a un Cot de 

7 x 10•, se obeer.a que las curvas de Triticum ~

!!!!! (6X) y Triticua ~ (4X) ae sobreponen; la cur

Ta de ;titicua aonococcum. (2X) corre paralelamente(en 

ea~a regi6n) a lae cur.aa antes mencionadas. Los datos 

de la Cu.rYa correspondientes al trigo tetraploide se 

muestran en la TJ..BLA 9, los correspondientes al hexa

ploide en la TABLA 6. y los correspondientes al diploi

de en la TilLA. 10. 

En la 1IGU1U 17 se encuentran graficadaa las cur

vas de cinltica de reasociaci6n de ADlis nucleares ro-

tos de hojas de Triticdes ArmadUlo y Chapala-Snoopi 

observalndose que en la regi6n que corre~ponde a un Cot 

de 8 x io-3 a l x 10-l el J.DH nuclear de hoja de .Qb.!

pala-Snoop1 reasocia m's r'pido que el ADN nuclear de 

hoja de ÁrJl&dillo; eo la región de Cot correspondien

te a_lx 10-l a 2.5 x 10-l se observa una velocidad de 

reaaociaci6n mayor en el J.DliT de Armadillo que el obser

va4.o en el ADll de Chapala-Snoopx; a partir del Cot 

2 x 10-l hasta 1 x 101 ambas curvas corren en forma 

mas o menos paralela, no obstante que Chapala-Snoopy 

presente un % de reaeociaci6n mayor. Loe valores co

rrespondientes a las curvas de ADN de Armadillo y de 

Chapala-Snoow se encuentran en las TABL:.:;; 11 y 12 
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respectivamente. 

~n la FIGURA 18 se pueden observar lae curvae de 

cinética de reasociaoi6n oorrespondientee a centeno (2X), 

Triticwn duru.m variedad Chapala (4X), Triticale Chapala

Snoopy (6X) y mezcla hecha "in vitroR con .A.DI• DU~learea 

rotos de hojas de Chapala (4X) y Secale cereal• variedad 

Snoopy (2X) en proporci6n 4:2 respectiv&Dlente. 

La curva de cinética de reasociaci6n de centeno es 

parecida en su primera parte (hasta valores de Cot de 

-1) 2 x 10 , a las de Chapala y a la mezcla hecha "in 

vitro" Chapala - Snoopy. La segunda parte de esta curva 

(Cot 7 x 10-l hasta 1 x 101 ) presenta una pendiente di-

ferente a la que presentan las otras curvas, observ~

doae que el centeno reasocia más de 60".' a valoree de 
l Cot de 1 x 10 • 

Comparando las curvas de cin~tica de reaaociaci6n 

de ADNs del híbrido F1 Chapala-Snoopy oon aquella de 

la mezcla hecha "in vitro", se puede obaerTar que son 

diferentes entre valoree de Cot de 2 x io-2 hasta 3 x 

10-1 , a partir de eate valor para Cot haata un valor 

de 3 X 10º hay una 80brep08iCi6n de las curvas, Obser

vándose posteriormente una separación de laa miamas. 

En la TABLA. l~ se mu.estran los valorea correspon

dientes a las curvas de oin,tica de reaeociaci6n de 

JUlH nuclear de hoja de Seoale cereale variedad SDoopi 

(2X), en la T.lBLA. 9 los correspondient es a triticua 

durum variec1ad Chapala (4X), en l a T.ABLA 12 loa correa• 
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pondientea a Tritioale Chapala-Snoopy y en la TABLA 14 

loa correspondientes a la mezcla "in vitro" de 4 partes 

de J.DB de Chapala y 2 partes de centeno SnoopY• 

7.- v9.1'!ª' A!. cin,tipa A!. reasociaci6n invertidas: 

A partir de loe datos de cin,tica de reasociaci6n 

se graficaron lae correspondientes curvas invertidas 

con el obJeto de visualizar las diferentes familias en 

los ADl'a, lae cuales se clasifican en secuencias de 

nucle6tidos altaaente repetitivas, medianamente y poco 

repetitivas y secuencias i1nicas. La enumeraci6n de las 

pendientes de las curvas mostradas en las: FIGUB..A.S 19 a 

22, se har' a partir del valor de tiempo cero siendo 

ésta la primera pendiente correspondiente a la familia 

de secuencias altamente repetitivas, y las siguientes 

pendientes corresponden a secuencias de nucle6tidos 

medianamente y poco repetidas respectivamente; sin em

bargo no se graficaron las pendientes correspondientes 

a familias de secuencias únicas, debido a que el sis

tema utilizado para la medici6n de las cinéticas de 

reasociaci6n explicada en Métodos Ex~erimentales (Se

cci6n lle) no permitieron observar f. de reasociaci6~ 
l a Cota mayores de 1 x 10 • 

Los parámetros utilizados para estas Cllrvas son 

los siguientesJde uc1.1.erdo !:l i1e1ls y .Birnst1.el (59) : 

lie~~o (rninut0s) contr~ l/~.O.t- D.O.e ) 
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Donde D.O.t corresponde a la densidad 6ptica a 

un tiempo t de incubaci6n y n.o •• ea igual a la densi

dad 6ptica a un tiempo infinito de incubaci6n {corres

pondiendo a la densidad 6ptica del ADN nath'o) • . 

En la FIGURA. 19 ee 111Uestran la.e curTas de ciñftica 

de reasociaci6n invertidas de .A.DHs de Tritioum aestiTUll 

TUlgare correspondientes a raíz total y cloropla.to; 

en raíz total se observan tres diferentes pendientes 

y en la curva respectiva a cloroplasto se pueden obser

var cuatro pendientes,(datos en TABLA 5 y 7 respectiTos) . 

En la FIGURA 20 se muestran curvas de cin,tica de 

reaeociaci6n invertidas de ADNs nucleares de Triticum 

aestivum vulgare (hojas) correspondientes a natas y 

precipitados, observándose 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 línea• punteadas la prolongaci6n de las pen

dientes antes mencionadas. En cuanto a la CurT& corres

pondiente a AI>H en forma de precipitado, se obserTan 

4 pendientes bien definida• que parecen ser silll1lare• 

a las obtenidas para nata, si se toman en cuenta la• 

proJongaciones hechas con las líneas punteadas. Los 

datos de estas curTa• se muestran en la• li:BLAS 6 y 8 

en el mismo orden antes mencionado. 

Se pueden observar en la FIG~....A. 21 las curTaa de 

cinética de reaeociaci6n invertidas correspondientes 
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a i1.DNs nucleares de hojas de trigos de diferentes ploi

dias, siendo éstos el Triticum monococcum variedad Ein

~ (2X) no roto, cuya curva presenta 4 pendientes y 

Triticum durum variedad Chapala (4X) roto, con 5 pen

aientes, siendo la tercera pendiente el resultadu pro

bable de la influencia de las familias adyacentes. En 

la TABLA. 9 se muestran loe datos correspondientes a la 

curva invertida del LDN de Triticum durum variedad Cha

pala y en la TáBLA 10 los correspondientes a Tri ticum 

monococcwa variedad Einkorn. 

En la FIGURA 22 se encuentran graficadoa los datos 

correspondientes a las curvas de cin~tica de reasocia

ci6n invertidas de ADNs nucleares rotos de hojas de 

::>ecale cereale (2X), Triticum durum variedad Chapala 

( 4X), Triticale F1 Chapala-Snoopy (6X) y la mezcla "in 

vitro" de 4 partes de ADN" de Triticum durum variedad 

Chapala (4X) con 2 partes de ... D:K 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 híbrido, se compar6 su cinética de reaeo

ciaci6n con la de una mezcla "in vitro" de ADNs de 

los progeni 1.ores en la proporci6n ante·s 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" s6lo pre

senta 3 pendientes muy marcadas pareciéndose la pri-
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mera y la segunda a las correspondientes del Triticale 

Ch~pala-SnoollX. Los dutos ccrrespondiente¡o a la curva 

de Secale cereale (2X) ae muestran en la Ti'.BLA 13, los 

de Tri ticum durum va-riedad Chapala ( 4X) en la TABLA 9 ,. 

los de Triticale F1 Chapala-Snoo¡:y (6X) en la rA.BU 12, 

y los de la mezcla "in vitro" de los proe~nitores del 

triticale en la proporci6n antes mencionada se encuen

tran reportados en la TABLA 14. 

8.- Cálculos para. corregir fil pendientes: 

La. pendiente de lae curvas gra!icadas en las FIGURAS 

19 a 22, correspondientes a la constante de velocidad de · 

la reacci6n de reaeociaci6n del ADN siendo ~eta una cons

tante de 2° orden (k2). ~in embargo las pendiente~ por el 

hecho de estar presentes las famiJias de nucle6tidoe con 

diferentes velocidades de reasociaci6n, éstas están afec

tadas no dan valores reales, por lo tanto se tienen que 

co-rregir los valores de las pendientes dando resultados 

aproximativos para a~uellos obtenidos de un experimento 

en el cual se hubiesen Reparado a las familias con o-trae 

técnicas (53) dejando reasociar &. la~ cadenas simples de 

una familia dada .• 

Fara corregir las pendientes de las curvas de ci

nética de reaeociaci6n tnv~rtldas de l a s diferentes 

muestras de .t..DNs, con el objeto de obtener val oree de 

las :Pendientes aproximados (k~p a aquellos de las cons

tantes de segundo orden verdaderos, se resta e1 valor 

dP. la delta. de hipercromicidad (de a·quella pendiente 

extrapole.da a t=O de la familia menos re pe ti ti va 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, r~ 

graficando estos valores contra tiempo (minutos), obte

niéndose as! la k2 (o sea el valor de la pendiente co

rregida}, (59). 

El valor de k2 de las pendientes correspondientes 

a las familias de ADNs poco repetitivos (la Última pen

diente en las gráficas), no fueron corregidos debido 

a que estas .pendientes casi no se ven influenciadas 

por las familias anteriores. En el caso de que la úl

tima pendiente fuera la correspondiente a familias de 

secuencias únicas, esta no se corregiría, ya que re

presentaría valores reales para k2· 
Loa valorea obtenidos para las pendientes de las 

curvas mostradas en las FIGURAS 19. a 22 (k:P y los va

loree corregidos de las mismas pendientes (k2)se en

cuentran resumidos en la TABLA 15. 

9.- Cálculos para ~ determinaci6n de la cantidad .Q&, 

pares ~ nucle6tidos ~ ~ famili a : 

A partir de loe valores obtenidos pa r a k2, se pue

den calcular las cantidades de pe.res de nucleótid os 'que 

corresponden a cada f amilia, de acuerdo a l & f6rmula 

obtenida por Britten y Kohne (77): 

Cotl/2 k2 = 1 



siendo por definici6n: 

y por lo tanto: 
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k' 2 
(k2=cte. de velocidad 

de 2° orden según el 

métod o de hidroxiap~ 

tita (53)). 

Loe valores obtenidos p&ra Cot1¡ 2 se interpolaron 

en la grá:tica reportada por Britten y Kohne (53), de

terminando de esta manera los pares de nucle6tidos co

rrespondientes a cada f a.mi 1. b .• Estos valores obtenidos 

se muestran en la TilIJ.. 15. 

10.- Contenido S!. pares S!. nucle6tidos por genoma: 

El contenido de par es de nucle6tidos por genoma de 

cada una de las gramíneas es t ud iadas se calcul6 a par

t i r de los datos reportados por Bennett (78 ) de la si

guiente forma: 

La cantidad de ~DN reportada en ~icogramos se di

vid i6 entre el número corre spondiente de cromosomas, 

obt eniéndose as! la cant idad de ADN (e n pg) por geno

ma h~ploide. Este valor se dividi6 entre el peso mole

cular promediu de los mononucle6tidos (327) y se trans

fo rm6 en no les. Los datos obtenidos se muestran en la 

T..;.BL.A 16. 

11. - Repetici6n ~ ~ f amilia ~ el genoma: 

Para obtener los da t os aproximativos corr espon-
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dientes u la repetici6n de cada familia en el genoma, se 

hicieron l os siguientes cálculos: 

~e dividi6 el número de pares de nucle6tidos por 

genoma entre el número obtenido de la extrapolac16n en la 

Tabla presentada por Britten y Kohne (53) para O~t 1/2. 

Los valores obtenidos de esta forma caen dentro del 

ran~o de valores reportados para eucariotes (53). Los 

datos obtenidos ~ara la frecu encia de repetici6n de 

cada fdmilia se reportan en la T.aBLA 17. 

12.- Porciento ~ contribuci6n ~ ~ familia .!!! !!. 
genoma: 

Los porcientos correspondientes a la contribuci6n 

de cada una de las familias en el genoma de cada una 

de las gramíneas estudiadas, se calcularon mediante la 

extrapola ción de las pendientes de las curvas de ciné

tica de reasociaci6n invertidas hasta t=O obteniendo 

de esta forma l;{D.o.t- D.O • ..,). Las recíprocas de estos 

valores corresponden al delta de hipercromicidad, es 

decir D.O.t - D.O • ..,. El delta de (D.O.t - D~O .... ) entre 

dos pendientes (en D.O.), es la cantidad con que con

tribuy6 cada familia en el genoma. Tomando como 10~ 

la hipercromicidad total del ADN en cuesti6n, se pue

de calcular el porciento con que contribuy6 una fami

lia dada en el genoma a estudiar. Los porcientos obte

rüd.os por familia se muestran en la TABk 17. 
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TABLA 2 

RENDI.MIENT O DE TEJIDOS 

Variedad Días de Nmnero Gramos Gramos Rendimiento en 
de Germi~ de de de pg de ADN/ g 
Semillas ci6n Granos Hoja Raíz de tejido fresco 

Hoja Raíz 
T.aesti-
vum Var. 7 120 12 6.2 

Vulgare: ' 7 1200 62 30 56.8 22.5 

T.aesti-
vum Var. 
Torim 9 1200 59.5 26 81.5 65.7 

T.durum 
Var. 
Chapa la 10 530 54.4 94.8 

T.monoco-
ocum Var. 
Einkorn 10 1600 71.3 70.l 

s.cereale 
Var. 
Snoopy 10 3600 51.5 4. 75. 

Triticale 
Cha pala-
Snoopy 10 500 64.0 85.9 

Triticale 
Armadillo 10 1600 11.6.0 83.3 51.4 15.7 

•Rendimiento bu jo debido 
todo de extracci6n. 

a una modifica.ci6n en el l!é-

Nota: T. Triticum 
s. = Seca le 

ug = microgramos 
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T A B L A '3 
RENDIMIZ:N'.i.'.O DE .aDN Y CRITERIO DE PUREZA 

(Det. Pn Rspe ctrofot 6metro Carl 

Origen 

T.aestivum 
vulgare 

T.aestivum 
To~im 

T. durum 
Cha pala 

Rendimiento Relación 
ug totales 260/230 

II=312.0 
R=225.5 

H=430.0 
Rt=720 
Cl=l037 
H=5160 

2.23 

1.94 

2.16 
1.56. 
2 .02 

2.01 

T. monococcum H=500 
.Einkorn 

1.83 

s.cereale 
Snoopy 

Triticale 

Chapala
Snoopy 

!riticale 
Armadillo 

T.aestivum 
vulgar e 

H=348 2.35 

H=l460 2.07 

H=l315 2.03 

H= nata 2.38 
H= precipitado 2.26 

Zeiss). 
•elación 
260/280 

1.81 

1.76 

1.85 
1.63• 

1.83 
1.81 

1.74 

1.85 

1.83 

1.80 

1.83 
1.80 

Abreviaciones: T.-= Triticum; S.= Secale; H= ndcleoa de 
hoJas; R= ndcleoa de Raíz; Rtz Raíz to
tal; Cl= ~aae cloropláamica. 

•no incluldoa en el promedit. 



- 70 -

T A B L .1 , 4 

RESULTA.DOS DE LA.S CURVAS DE ~SION DE LüS ADNs NATIVOS 

Origen Concentra- Tm (°C) '!> de hi- Rango Cont. 
ci6n de .um peroro- Trans. G-C 
en.;Ug/ml micidad Nrmica (mol %) 

T.aestivum 
vulgare:Hnr 52.25 84.8 34.92 78-9lºC -,7.0 

:Hpr 48.50 .85.0 34.02 78-91º0 30.3 

'~ 45.00 86.0 31.30 78-95°C 40.73 

:B.t,E 40.25 79.0• 21.36 50-95°0 23.7 

T.aestiVWI 
Torimi 

:Cl r 59.50 86.0 21.42 48-97°C 40.7 

T.aonoco-
CCUll 

Einkorn:ff!!!: 36.5 85.0 34.93 79-93°C 30.3 

T.durti.m . 

Chapala:Hn r 37.25 85.5 32.60 78-93º0 -39.5 

58.00 85.l 32.03 78-93°C 38.5 

s.cereale 
Snoopy:Hn ,& 30.50 86.0 32.20 78-94ºC 40.73 

:Hn r 30.50 86.l 30.90 80-94ºC 40.97 
:Hn r 56.35 86.3 31.60 80-94ºC 41.46 

Triticale 
Cha pala-
Snoop1:Hn r 40. 25 86.0 36.02 78-93ºC 40.73 
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CONTINUACION DE LA. T A B 1 A 4 

Origen Concentra- Tm (ºC.:) 

ci6n de ADN 
en ug/ml 

Triticale 
Armadillo: 

Hn r 60.50 84.5 

Mezcla 
"in vitre" 
4 partes 
Cha pala-
2 partee 
Snoopy: 

Hn r 50.60 85.5 

Nota: T.= Triticum 

S.= Se cale 
H = Hoja (núcleo) 
n = nata 
p = precipitado 
r roto 
& = no roto 
Cl = fase cloroplásmica 
Rt = Raíz total 

• 

% de hi- Rango 
percromi Trans. 
cid ad Térmica 

31.96 80-92°C 

30.00 76-95 

Cont. 
G-C 
(mol %) 

37.09 

39.51 

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

no se tom6 en cuenta para las consideraciones hechas. 
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TABLA 5 

PJ::.:.i~:;:,¡,,,~j;;) DZ Lü. R:SASOCL..CION DE A.DN DE Ril.IZ TOTAL DE 
Triticum aestivum Variedad Vulgare 

Tiempo D.O.t-D.o .... 1/AD.O. 
{nin) 

Cot ~ de reaaociaci6n 

1 

4 
10 
16 

22 

28 

57 
107 
142 
217 

377 
1067 
1152 
13C7 
1537 

f.2.!2.: . 

0.112 5.813 7.38xlo-3 0.58 
0.170 5.882 2.95x10 -2 1.16 

0.165 6.060 7.38x10 -2 4.06 
0.160 6.250 l.18x10 -1 6.97 

0.155 6.451 1.623xl0-l 9.88 

0.150 6.666 2.066x10-l 12.79 

0.145 6.896 4.206x10 -1 15.69 

0.140 7.142 7.896xl0 -1 18.60 

0.135 7.407 l.047xl0° 21.51 

0.130 7.692 1.60lxl0° 24.41 
0.128 7.812 2.782xl0° 27.32 

0.123 8.130 7.874x10° 30.23 

0.120 e.333 8.50lxl0° 33.13 

0.115 8.695 9.645xl0C 36.04 

0.110 9.090 l.134xl01 38.95 

~os res~ltudos obtenidoo par~ los diferentes par'-

~etr~s correspondtentes ~ tiempo de 1-27 min, los 

cuales ~e enouent~an resumidoR en las tbblas 5-14, 

fJ~ron determinados por extrarolaci6n sobre las -

gráfiC'3.!'l corres1'ondientes en lHs c:.1c.les se empez6 

a grbficctr la reasociac16n a tiempo cero. 
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TA B L .A. 6 

RESULTADüS DE LA P..EASOCIACION DE ADN ROTO EN FORMA DE 
NATA DE NUCU:OS DE HOJA DE Triticum aestivum Variedad 

Vulgar e 

Tiempo D.O.t-D.O • .., l/.t. D.O. Cot ~ de 
(min) reaeociaci6n 

1 0.350 2.857 9.582x1Cí3 4.10 
4 0 .340 2.941 3.832x1Cí2 6.84 

7,5 0.330 3.030 7 .186x1Cí2 9.58 
11 0.320 3.125 l.054xl0-l 12.32 

14.5 0.310 3.225 l.389xl0-l 15.06 
17.5 0.300 3.333 1.676xl0-l 17.80 

21 0.290 3.448 2.012xl0-l 20.54 
32 0.285 3.508 3.066xl0-l 21.91 
47 0.280 3,571 4, 503xl0-l 23.28 
62 0.275 3.636 5.94ox10-1 24.65 
82 0.210 3.703 7.857x10-l 26.02 
97 0.265 3. 773 9.294xl0-l 27.39 

117 0.260 3.846 l.12lx100 28.76 
142.0 o. 255 3 .921 l. 360xl0° 30.13 

152 0.253 3.952 1.456x10° 30.68 
162 0. 251 3.984 1.552xl0° 31.23 
172 0.250 4.000 1.648xl0° 31.50 
202 0.245 4,081 1.935x10° 32.87 
242 0.240 4.166 2.318xl0° 34.24 
275 0.238 4.201 2.635xl0° 34.79 
317 0.235 4.255 3.037xl0° . 35. 60 
342 0.233 4.291 3 .277xl0° 36.13 
362 o. 232 4.310 3.468xl0° 36.43 
382 0.231 4.329 3.660xlOº 36. 71 
397 0.230 4.347 3.804xl0° 36.98 
602 0.225 4.447 5.768:xl0° 38.35 
887 0.220 4.545 8.499xl0° 39.72 
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T A B L .A. 7 

I..;,,.;; u::.;..: .... .Du;;; D.::; ....., .. :...::;, .. ;..;,.,cr.n.Clvll DB 4DN ROTO D.E u F.i\.3E 

,,._;:_ __ -: _ :iL..Sl~l C,;. D.::: r:iJ J.n. DE Triticum aestivum Variedad 

T;)r im 

Tiemro 
(min} 

1 

6 

8 

10 
12 

14 
16 
18 
,.,,... 
,_ ·-

24 

26 

2:l 

37 
75 

105 
120 

240 

340 

4" -

675 
900 

1110 

0.250 
0.245 
0.240 
0.235 
0.230 
0.225 
0.220 
0.215 
0.210 
0 .205 
c .200 
0.195 
0.190 
0.185 
0.180 

0.175 
0 .170 
0 .1G5 
0.160 
0 .155 
0 .150 

0 .145 
0 .1 40 
0. 135 
G .130 

l/.t. D. O. 

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 

l.092xl0-2 

4.365xl0-2 

6. 546xl0-2 

8. 728xl0-2 

l.09lxl0-l 
l. 309xl0-l 
l. 527xl0-l 

l.745xl0-l 
l.963xl0-l 
2.182xl0-l 
2.400xl0-l 
2,6U3xl0-l 
2.836xl0-l 
3.054xl0-l 
4.036xlo-1 

8.l82xl0-l 

l.l45xl0° 
l.309xl0° 
l. 636xl0º 
2.618xl0° 
3.7o9xl0º 
4.473xl0º 
5. 29lx10º 
7.364xl0º 
9.819xl0° 
l. 2llxl01 

fa Je 
reas ocic. ci6n 

1.96 
3.92 
5.88 
7.84 
9.ao 

ll.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 
41.17 
43.13 
45.09 
47.05 
4-9.01' 
50.98 
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TABLA 8 

RE.:lU::iT.t,. l;· -~ .DE U RE,, ;;;...:C IACI 2tl DE ,;. DN RvT0 EN FORJ:.iA DE 

J.'·~U:vli :.,,..üu DE lfü~ ::...;; ~ ;;; DE H1. J.11. .DE 'lrit icur:t a estivum 
V~•riedad Vu1gare 

:riempo 

(mi n) 

1 

3 
5. 5 

9 

11.5 
13 . 5 
16 
18 

20 
22 
27 
47 
67 
87 

102 
117 

137 
1 ~2 

242 
292 
417 
537 
697 
04 7 
'"J87 

0 . 320 

0.315 
8 .310 
0.305 
0 .300 
0 . 295 
0 . 290 
0 . 285 
0 . 280 
() . 275 
o.no 
0 . 265 
0.260 
8. 255 
0.250 
0 . 247 
0 .245 
0.240 
0.235 
0 .230 
0.225 
0 . 220 
C.215 
0.210 
0 .208 

l/AD.O. 

3.125 
3.174 
3 .. ~25 
3.278 
3.333 
3. 3s9 
3.448 
3.508 
3.571 
3.636 
3.703 
3.773 
3. 846 
3.921 
4.000 
4.048 
4.081 
4.166 
4.255 
4.347 
4.444 
4.545 
4.651 
4.761 
4.807 

C: ot 

8 .899xl0-3 
2.669xl0-2 

4.894xl0-2 

8 .009xl0-2 

l .023xl0-l 
l. 200xl0-l 
l.423xl0-l 
l.60lxl0- l 
l. 779xlo-l 
1.957xl0-l 
2.402x10-l 
4.1s2x10-l 
5.962xl0- l 
7.742xl0-l 
9.076xl0-l 
l.04lxl0º 
l. 219xl0º 
l. 619x10º 
2.153x10° 
2.59Bxl0° 
3.710xl0° 
4. 77Bx10º 
6.202xl0º 
7.537xl0º 
7.893x10º 

f. de 

reasociaci6n 

4.54 
6.06 
7.57 
9.09 

10.60 
12.12 
13.63 
15.15 
16.66 
18.18 
19.69 
21.21 
22. 72 
24.24 
25.15 
25.75 
27.27 
28.78 

. 30.,30 
31.81 
33.33 
34.134 
36.36 
37.87 
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TABLA 9 

RE;)lE.:2.-..DJS DE :,¡._ RE.11 .. S"vC l ACION DE ADN ROTO EN FüRti DE 

~;n.T.t'... DL nuc:.~ JS DE HOJA DE Triticum durum Variedad 
Chapa.la 

Tie!!!po D.O.t-D.O • .., l/.t.D.O. Cot 'f. de 
(mín) reasoc:i.acHin 

1 '.) . 318 3.144 9.444x10-3 0.62 
l. 75 0 .315 3.174 l.652xl0-2 1.56 
3.5 0 .310 3.225 3.305xl0 -2 3.12 

5.50 0.305 3.278 5.194xl0-2 4.68 
7.5 '.) ,300 3.333 7.083xl0-2 6.25 
9.5 0.295 3.389 8.97lx10-2 7.81 

11. 5 . 0. 290 3.448 l.086x10-l 9.37 
13,5 0 . 285 3.508 l.274xl0-l 10.93 
15.5 0.280 3,571 l.463xl0-l 12.50 
17 .5 0 .275 3,636 1.652xlT1 14.06 
19 .5 0.270 3.703 l.84lxl<1'"1 15.62 
21.5 0. 265 3, 773 2. 030xl<1'"1 17.18 
23 .5 0, 260 3. 846 2. 219xl<1'"1 18.75 

30 0.255 3,921 2.s33x1cr1 20.31 
48 0.250 4.000 4.533xl0-l 21.87 

60.5 0.245 4,081 5. 713xl<1'"1 23.43 
78 Q.240 4.166 7. 3~6x1cr1 25.00 
93 0.235 4.255 8, 782xl0""1 26.56 

113 0.230 4.347 l.067xl0° 28.12 
125 0.228 4.3a5 l.183xl0° 28.75 
138 0.225 4.444 l.308xl0º 29.68 
183 0.220 4,545 1~723xl0° 31.25 
228 o. 215 4.651 2.158xlÓº 32.81 
273 0.210 4,761 2 .573xl0º 34.37 
300 0 . 209 4.784 2 .. "!, 36xl0º 34.68 
353 0 .205 4,878 3 .:n1x10° 35.93 
438 0.200 5.000 4.136.xlOº 37.50 
843 0.195 5 .128 7 .9611:10° 39.06 

1235 0 . 193 ~ , < ... ., l. ?13xl01 
39,69 ) • J... -1 L 
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T A B L A 10 

F..E;.;;O:T .... D2~ D2 L,. P&.3 0'.;hCi vN DE aD~ Nü RCiT~ EN FORMA 

D:: ::TI:H I'i.n.JO :i;:; ¡:uCLEOS DE HOJA DE Tri ticum monoco
cct.illl Variedad Einkorn 

Tiempo 
(:nin) 

1 

3 
6 

10 
14 
18 

22 

32 
57 
82 

112 
140 
172 
200 

247 
452 
667 
812 

Rl35 

:;. o. t-IJ.o •• 

0.253 
0 . 250 
0 .245 
0.240 
0 .235 
0. 230 
0 .225 
0.220 
0.215 
0.210 
0 .205 
0 .202 
0 .200 
0 .198 
0 .195 
0 .190 
0.185 
0 .180 
0.179 

l/t.D. O. 

3,952 
4.000 
4.081 
4.166 
4.255 
4.347 
4.444 
4,545 
4.651 
4.761 
4.878 
4.950 
5. 0GO 
5, 05 0 
5. 128 
5.263 
5.405 
5.555 
5.5P6 

Cot 

6.696x10-3 
2.oosx10-2 

4.0l7x10-2 

6.696xl0-2 

9.374xl0-2 

l.205xl0-1 

l.473xl0-l 
2.143xl0-l 
3.816x1cr1 

5.49ox1cr1 

7. 499xlcr1 

9. 374xicr1 

l.15lxl0° 
1.339xl0° 
l. 653xl0º 
3.026xl0º 
4.466x10° 
5.437xl0° 
5.925xl0º 

'/. de 
reasociaci6n 

0.78 
1.96 
3.92 
5.88 
7.84 
9.80 

11.76 
13.72 
15.68 
17.64 
19.60 
20.78 
21.56 
22.35 
23.52 
25.49 
27.45 
29.41 
31.37 
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TJ.BL.A. 11 

RESULTAD0S DE LA. RhSOCIACICN DE AD!! RJTO EN FORMA 

DE NATA DE NUCLEOS DE HOJA DE Triticale Armadillo 

Tiempo n.o.t-D.o •• l/t.D.O. Cot ~ de 
(min) reasociaci6n 

0.5 0.388 2.577 5.595xlo-3 0.51 
1.0 0.387 2.583 l.119xl0 -2 0.76 
1.5 0.383 2.597 l.678xl0-2 

1.79 
3 0.380 2.631 3.357xl0-2 

2.56 
7 0.370 2.702 7.833xl0-2 

5.12 
11 0.360 2. 777 l. 230xl0-l 7.69 
15 0.350 2.857 l.678xl0-l 10.25 
19 0.340 2.941 2.126xl0-l 12.82 
22 0.330 3.030 2.46lxl0 -1 15.38 
33 0.325 3.076 3.692xl0-l 16.66 
42 0.320 3.125 4.699xl0-l 17.94 

122 0 .310 3.225 1.365x10° 20.51 
192 0.300 3.333 2.148xl0º 23.07 
267 o. 290 3.448 2.987xl0° 25.64 
402 0.280 3.571 4.498xl0º 28.20 
462 0.275 3.636 5.170x10° 29.48 
532 0.270 3.703 5.953xl0° 30.76 
717 0.265 3.773 8.023xl0° 32.05 
902 0.260 3.846 l.009xl01 33.-.,., 

1422 0.250 4.000 1.59lx101 
35.89 
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T A. B L A 12 

RESULT.i.DO:;j DE Ll. REa~ OCIACION DE A.DN ROTO EN FOB.KA. DE 
NATA DE NUCLE03 DE HOJA DE Triticale F1 Chapala-Snoopy 

Tiempo D.O.t-D.o •• l/AD.O. Cot fo de 

(min) reaaociación 

1 0.285 3.508 7.380xlo-3 1.72 
2 0.280 3.571 1.476xl0 -2 3.44 
3 0.275 3.636 2.214xlo-2 5.17 
4 0.210 3.731 2.952xl0 -2 6.89 
5 0.265 3. 773 3.690xl0 -2 8.62 
6 0.260 3.846 4.428xlO -2 10.34 
8 0 .255 3.921 5. 904xlO -2 12.06 

10 0.250 4.000 7.38ox10-2 13.79 
13 0.245 4.081 9.594x10 -2 15.51 
15 0.240 4.166 l.107xl0 -1 17.24 
35 0.235 4. 255 2.583xl0 -1 18.94 
55 0.230 4.347 4.059xl0 -1 20.68 
85 0 .225 4.444 6.273xl0-l 22.41 

120 0.220 4.545 8.856xl0-l 24.13 
150 0.215 4.651 l.107xl0º 25.86 
200 0.210 4.761 1.476xl0° 27.58 
260 0.205 4.878 l.918x10º 29.31 
320 0.200 5.000 2.36lxl0º 31.03 
360 0.198 5.050 2.656xl0º 31. 72 
410 0.195 5.126 3.025xl0° 32.75 
605 0.190 5.265 4.464xl0° 34.48 
750 0.185 5.405 5.535xl0° 36.20 
895 0.180 5.555 6.605xl0º 37.93 

1040 0.175 5.714 7.675xl0º 39.65 
1085 0 . 173 5.780 8.007xl0º 41.37 

~U IMtCl.A 
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T A B LA 13 

RE:;¡ULT.;i.Düi3 DE LA REJ.SOClil.CIOll m: i..DN i\ :..'1ü .S.N ~\.:rk DE 

N~T.ii. DE N'JCLEOS llE HOJA DE Secale cereale Vá.riedad 

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 

D.O.t-D.o •• 

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 
l/6D.O. 

3.076 
3.174 
3.278 
3.389 
3.508 
3.636 
3.773 
3.921 
4.os1 
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 

7.352 

Cot 

l.009x1C-2 

4.036xlo-2 
-2 7.063x10 
-1 l.llOxlO 

1.412xló1 

l. 715x10-l 

2.119xl01 

2.421xl0-l 
2. 724xl0-l 

-1 3.53lxl0 
5.549xl0-l 
6.558xl0-l 

-1 8.072xl0 
l.009xlo:> 
l. 210xlo:> 
1.412xl00 
l.664x100 
l.917xl00 
2.ll9xl0º 
2.472xl0º 
2.926xl0º 

3.329xl0° 
3-733xl0º 
4.187xl0º 
4.59ox10° 
5.549xl0° 
6.86lxl0° 
t3.172xlC 0 

9.635xl0° . 1 
l.160xl0 

1 l.296xl0 

'1- de 

reasociac16n 

4.41 
7.35 

10.29 
13.23 
16.17 
19.11 
22.05 
25.00 
27.90 
30.88 
32.30 
33.82 
35.29 
36.76 
38.23 
39.10 
41.11 
42.64 
44.11 
45.58 
47.05 
48.52 
50.00 
51.47 
52.94 
54.41 
55.88 
57.35 
59.82 

60.2~ 

61. 47 
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TABLA 14 

RESULTA.DOS DE LA. REASOCIACIOH DE UNA MEZCLA •rlf VITRO" 
DE Al>Bs ROTOS EN FORMA. DE NATAS DE BUCLEOS DE HOJAS DE 
Triticua durum Variedad Cha.pala Y Secale cereale Vari~ 
dad Snoop7 EN UHA PROPORCION DE 4 1 2 RESPECTIVAMENTE 

Tieapo n.o.t-n.o •• l/AD.O. Cot f. de 
(min) reasociaci6n 

1 0.305 3.278 9.633x10-3 3.11 

' 0.300 3.333 2.889xl0 -2 4.76 
5.5 0.295 3.3a9 5.298xl0 -2 6.34 

8 0.290 3.448 7.706xlo-2 7.93 
10.5 0.285 3.508 l.OllxlO-l 9.52 

13 0.280 3.571 l.252x10-l 11.11 
15.5 0.275 3.636 l.493xl0-l 12.69 

18 0.270 3.703 l.733xl0-l 14.28 
20.5 0.265 3.773 l.974xl0-l 15.87 

23 0.260 3.846 2.215xio-1 17.46 
25.5 0.255 3.921 -1 2.456xl0 , 19.04 

27 0.252 3.968 2·.6oox10-1 20.00 
31 0.250 4.000 2.986xl0 -1 20.63 

52.5 0.245 4.081 5.057xl0 -1 22.22 
80 0.240 4.166 7.706xl0-l 23.80 

110 0.235 4.255 l.059xl0° 25.39 
147.5 0.230 4.347 l.420x10° 26.'9e 

185 0.225 4.444 l.782x10° 28.57 
440 0.220 4.545 4.238xl0° 30.15 

650 0.215 4.651 6.261xl0º 31.74 
1015 0.210 4.761 9.777xl0° 33.33 
1285 0.207 4.830 l.237xl01 34.28 
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'f A B LA 15 

VALURES DE liS FENDIENTES (k2) DE U.S CURVAS I~IDA.S 

DE LAS CUIBTICAS DE .RE.11.S üCIACIOH , VALO:RES APROllllilIVOS 

(k2) Y CANT I DA.D DE NUCLEOTIDOS :POR CADA. FAMILIA 

Origen Familia k' 2 k" 2 
( l/:mol.s~l/mol. s) 

T.aeetivwn i 3.1120 661.28 
Variedad ii 0.3822 176.60 
Vulgare: iii 0. 2593 131.29 
Hn , n, r. iv 0.1361 10 .14 

V 0.0481 0.0481 

T.aeetivum i 5.4466 741.97 
Variedad 11 0.6808 575 .45 
Torim: iii 0 . 2984 116.43 
Cl , r. iv 0.1452 0.1452 

T.durum i 8.7140 1047.7 
Variedad ii 0 .5440 247.04 
Chapala: ii i 0. 2448 231. 72 
Hn, n, r . i v 0.1523 23 . 51 

V 0.0189 0.0189 

T.monoooccwn i 3.2520 4516 
Variedad 11 0. 4222 606.l 
Einkorn: P..n, p, 111 0.1831 305.35 

fil:.· iv 0.0778 0.0778 

Tri t ical e i 2.2930 2978. 2 
..:..rmadi 1 lo: ii 0.1567 423.60 
Hn , n, r. i ii 0.1117 68 .50 

i v 0. 0365 0. 0365 
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COHTIBUACION DE LA ! A B L A i5 

Origen 1am111a 

'l'riticale i 
Cha pal.a- 11 

Snoopy: 111 

Hn, n, r. 1:v 

s.cereal.e 1 

Variedad 11 
Snoopy: 111 
Hn, n, r iv 

Mezcl a "in 1 

vit ro" 11 

4 partes - 111 

Cha pala-
2 partee 
Snoopy: 
Hn, n, r. 

Nota: 'l'. = 'l'riticum 
s. = Secale 

-._ k ' k" 
2 2 

(1/mol.eeg)(l/mol.aeg) 

4-5388 1186.7 
0.3631 960.5 
0.2223 121.2 
0.1063 0.1063 

4.0345 229.7 
0~6051 145.5 
0.3932 15.56 
0.1631 0.1631 

2. 7230 312.05 
0.2940 50.76 
0.0449 0.0449 

!In. = ndcleos de hoja 

n. = JU>!I en forma de nata 
r. = ADN roto con jeringa y aguja Nº. 27 

Cl. = fase cloropláemica 
!!!:.• = .A.DN no roto 

p. = .A.DN en forma de ~recipitado. 



'.í.'ri ticwn 
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T A. B LA 16 

Contenido de Contenido de 

li..DN _>.or cél,!! A:OO por 

la (pe) genoma (~g) 
h1:1ploide. 

aesti,rum L.(6X) 54.3 1.29 

d ... r·um Desf.(4X) 37.9 

!riticum 

monuc occuru 21.0 

L . (n) 

Secl>1e 
ce.re<:! l c L.(2X) 28.4 

Tritica le 

(8X) 

:;1 e ~c la "in 

vitro" 
4 ;¡!i r t cs 
~hai:·~-i l tJ. -

2 l; 'i.l'te::; 

Clor0.f!l '-l s t o 
a partir de _, 
Cot l/2= 10 ~ 

:> f; ( l'.)2) 

82.7 

1.50 

2.02 

l.47 

Contenido de parea 

de nucle6tidos por 

genoma haploide. 

4.12 X 109 

4.58 X 109 

6.17 X 109 

4.80 X 109 (e) 

5.00 X 104 

• ·: .. l e:- ,~.- ~ 1.-. 11: . \0 ,, p':lrtir de los datos rr:ost ro.dos ;;;.rriba. 
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! .1. B LA 17 

B.EPETICIOI DE ClLDA. PAllILIA. EN EL GEHOJIA Y PORCIENTO DE 
COITIIBUCIOH DE CA!la FAMILIA EN EL GEliOti. 

Origen Familia Repetici6n f. de cont'ribuc16n 
en el genoma en el genoma 

T.aeetivum 1 2.6 X 106 15.87 
Variedad ii 1.1 X 106 4.69 
Vulgar e 11i 9.9 X 105 5.34 
Hn, n, r. iv 2 .• 0 x · 105 5.49 

T 2.0 X 102 v+otras 6S.61 

T.aeatiTllll i 5.0 X 101 25.76 
Variedat 11 (1.6 X 101 ) (6.62} 
Toria 111 ( ) (7.29} 
Cl, r. iv ( ) { iv +ot ras60. :n) 

T.durum 1 3.7 X 106 16.0'3 
Variedad 11 8.2 X 105 6.60 
Cha pala 111 a.o X 105 3.90 
Hn, n, r. iv a.2 :z:.104 8.78 

y 6.8 X 101 v+otras 64.69 

T.monococcum 1 4.6 X 107* 10.62 
Variedad ii 2.8 X 106 5.68--

Einkorn 111 9.2 X 103 .,. 71 

Hn, p, .!!!:· iv 4.6 X 102 iv+otras 79.99 

Triticale 1 1.5 X 107 * 16.48 
..:..rmadillo 11 1.5 X 106 2.64 
Hn, n, r. 111 2.2 X 105 8.25 

iv 2.2 X 102 iv+otras 72.63 
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COliTINUACION DE LA TA.BLA 17 

Origen Familia Repetici6n 
en el genoma 

~ de contribuci6n 
en el genoma 

Triticale 11 1 4.5 X 106 

Cha pala- 11 2.2 X 106 

Snoopy 111 4.5 X 105 

Hn, n, r. iv· 5.6 X 102 iv+ otras 

s.cereale i l.l X 106 

Variedad 11 6.a X 105 

Snoopy 111 6.8 X 104 

Hn, n, r. iv a.a X 102 iv+ otras 

Mezcla "in i 1.2 X ia6 
vitro" 11 2.4 X 105 

4 partee iii 2.4 X 102 iii+ otras 
Che.pala -
2 partee 
Snoopy 
Hn, n, r. 

Nota a T. "' Triticum 
s. = Secale 

Hn. • ndoleoe de hoja 
n. = ADlr en forma. de nata 

P• jJ)IJ en forma de precipitado 
r. = Ami roto con jering~,_ y at;u.ja ll'º. 27 

Cl. fase cloroplásmica 
· !!!:.· = ADN no roto 

17.93 
2.75 
6.41 

72.91 

26.11 
6.73 

13.20 
53.96 

16.53 
8.39 

75.08 

+ otra.e = otras familias menos reretitivas y la únlca. 

*Valores muy elev~dos ceb ido d ~ue l~s correcciones 
son Qproximativas. 
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T Á. B L i. 18 

C u!il'~CION DE LA.S SEMEJANZ&S DE LAS Fi>.YILIA.S DE .n.DNs 
RE.PETITIVOS ENTRE DIFERENTES CE!iEALES 

Origen Familia 

Triticum i 
durum 11 

Variedad iii 
Cha pala iv 
(4X) V 

Triticale i 

Fl 1i 

Chapa la- 11.i 

Snoopy (6X) iv 

Mezcla "in i 
vitro" de ii 

4 partes iii 
Chapa la-
2 partee 
Snoopy 

Triticale i 
Armadillo ii 

(6X) iii 
iv 

.Nota: T.aestivum (6X) 
T.durum (4X.) 
s.cereale (2X) 

Comparac16n Familia 

T.aestivum (6X) i 
T.aestivum (6X) 1i 

T.·aestivu:n (6X) iii 
.:t T.aeetivum (6X) iv 

= .:t T.aestivum (6X) V 

T.durum (4X) 1 

= .:t T.durum (4X) ii 

= .±. .ii,cereale (2X) i1. 

s.cereale (2X) iv 

s.cereale (2X) i 
'.L .durum (4X) iv 

T.durum (4X) V 

-----
.:t T.aeetivum (6X) entre l y 

T.aeetivum ~6X) iv 

T.aestivum (6X) V 

Triticum aestivum Var. vulgare 
= Triticdm durum Variedad Chapela 

Secale cereale Variedud ~no opy 

ii 
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FIGURA 3 . _ Curvos de Germinación de T. oeslivum vulgore . 
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FIGURA A·- C~lulas Rotas de Raíz (C), Con Núcleos ( N) y Pel os 

Absorbentes ( P) . X 500 

FIGURA 5. _ Núcleos {N), y Pelos Absorbentes ( P) de Célulm de 

Rarz. X 500 



FIGURA 6. - N~cleos de Células de Ra(z ( N) Purif icados. X 500 

FIGURA 7. _ Núcleos (N) y Cloroplastos ( C) de C~lulas de Hoja 

X 250 



FIGURA 8 ·- Cloro;-ilastos de (~lulas de Hoja ( C). X 500 

FIGURA 9 . _ Nu'cleos de (~lulas de Hoja Purificados (N), 

y Cristales de Sacarosa . (S). X 500 



flGUllA 10 ·. _ Eopectro de Abso..: iÓn de "DN Nuclear de Ho¡o de S . cereo le . 
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flGUIA 11-Curva de Te....,eraturo de f111ian de ADM Nuclear loto 

de Hoja de 5. cereale Variedad 5noopy • 
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FIGURA 13·- Curvo de Temperoturo de fu•iÓn de ADM loto de 

Cloroplcuto de Hojo de T.oHlivum VorieclOd Torim. 
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FIGURA 14._ Comparación de Curvas de C~ica ·de R9a10Ciacién de ADN1 Rotos d• T. ae1tivum vulgare; Ra(r Tolal l01. N.:Cleol de Hojo l*l. y 

Cloroplasto (~). 
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flGURA 17._ Curven de Cinético de l.a10CiaclÓ" de AOM, Nucleore1 Rotoo de Hojas de Triticoles ArMOdillot<r)yChopalo-5"oopyle). 
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FIGURA 18 . - Curvos de Cinético de leosociociÓn de ADNs Nuclea res Rotos de Hoja• de Centeno 2X fol. Chopola 4X l• l, Chopalo -Snoopy 6X 1 X) Y 
Mezclo Hecha •in vitro• Con ADNs de Chopalo 4X yCenteno 2X Nucleares de Hoja lotos, Proporción 4: 2 Respectivamente.le). 
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PIGUaA lf._ Curven de Cinética de Recuociación lrwertidos de AON, d" T oestivum 

"Vigore, Raíz Total (O) y Cloropla•to ( •) . 
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FIGURA 20. - Curvo• de C inéhca 

T .oeslivum vulgore Roto,; Precipitado l*l y 
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FIGURA 21._ Curvm de Cinetico de Reo•oc iocion Invertidas de ADN, Nucleares de 
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DISCUSION. 

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren 

que el rendimiento de ADN de núcleos de hojas (75 ug 

de ADN de núcleos 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 ADB/g de g6rmenes de trigo; pero to• 

mando en cuenta que el tejido fresco está constituido 

de aproximadamente 9~ de agua y el germen de t. 2", 
los rendimientos son comparables. 

Tomando en cuenta los criterios de pureza (anota

dos en la TABLA ~), también se puede afirmar que éstos 

son aceptables en su mayoría para los ADNs nucleares 

de bojas, sobre todo los últim0s obtenidos debido a la 

mayor experiencia para desarrollar esta t6cnioa. Los 

criterios de pureza de ADNs de raíz no fueron acepta

bles, aparte de que los rendimientos fueron. menores, 

debido a contaminaciones, menor ruptura de tejido, 

sin permitir por esta razón una purificación posterior. 

Se puede decir en general, que el método propues

to en este trabajo para la purificación de núcleos de 

hojas de cereales y la extracción posterior de ADNs, 

es positivo para los propósitos que se plantearon al 

iniciar estos experimentos. 

Analizando las curvas obtenidas para los puntos 
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de fusi6n de los ADNs, &sta.s se presentan en su forma 

característica (en forma de S) teniendo un rango de 

transici6n térmica de 14.~C (promedio tomado de 12 

muestras de ADN nuclear de hojas enumeradas en la TA

BLA 4). Estos datos concuerdan con aquellos reportados 

en la literat~ra 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 aquelios reportados de ADN total de 

embriones germinados de trigo (81) y con aquellos de 

ADNs totales de plántulas de trigo di-, tetra- y hexa

ploides (66), indicando ésto heterogeneidad en el ge

noma con respecto al contenido de G-C. Como se había 

mencionado ya en la Secci6n 4 de Antecedentes, Huguet 

y Jouanin (69) se basaron en la amplitud de la transi

c16n térmica (60 a 90'b) para afirmar sobre la gran 

heterogeneidad presente en ADN "nuclear" de tri6º· 

Sin embargo esa curva se parece más a la presentada 

en este trabajo para ADN de la fase cloroplásraica, 

FI~URA 13, lo cual sugiere una contaminación impcrtan

te con ADN nuclear y citoplásmico. 

En lo q~e se refiere al Tm y contenido de G-C, 

se puede decir que los valores obtenidos para AD?I nu

clear de hojas de Triticum aestivum Var. Vuleare coin

ciden con aquellos reportados en la !iteratura (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 RT'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 

~~eren obtenidos de muestras de ADN disueltos en for

mamida al 70%, obteniendo temperaturas de fus16n de 

é : 2 C meno1·.as que los enlis tados en la TABLA 4 de 

Resultaoos para loa ADNs correspondientes. Aquellos 

reportados por los 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~ d0 G-C; y Tm de ADN de trigo = 85.2ºC y 39~ de 

G-C, estando estos ADNs disueltos en formamida al 50% 

(65). Este valor de Trn de ADN de trigo (85.2ºC) es 

m~rcadamente menor que el repor t ado por Marmur y Doty 

('19) para germen .ie trigo (Tm 88.5ºC). Comparando el 

,i, de 3-C de ADN de cloroplasto reportado por Wells e 

Ingle (60) de 37 a 38~, con los bteniics en este tra

bajo de 40.7% (TABLA 4), se puede asumir que el ADN 

de la fas e ~loroplásmica está contaminado co~ ADN 

tanto c itoplásmico come nuclear, explicando de esta 

manera el resultado de un rango de transici6n térmica 

grande ( 49 C). 

En una comparaci6n efectuada entre contenidos de 

ADNs de trigo, centeno y el anfiploide trigo-centeno 

(6 Triticale) correspondiente (83), se encontró que 

el Tritlcale contiene 15~ menos ADN por núcleo (4C), 
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que la suma total de sus padres Secale cereale Prolific 

y Triticwn durwn Stewart, cuyos contenidos de ADN esta

ban a raz6n de 213. El mismo autor en otro trabajo (84) 

compara el contenido de ÁD!i de triticales hexaploides 

Rosner y Al'lladillo, siendo el contenido de ADll del segll!! 

do ligeramente ~or C.:t 10%), ein tener relaci6n alguna 

el cante.nido de ADI con el ciclo mit6tico, sino mae bien 

la diferencia en la mitosis se deb~ pro\ablemente a las 

temperaturas donde crecen estos triticalee, (Canadá y 

~'xico, respectivamente). 

Todos loe experimento• anteriore• se hicieron como 

una baae preli•inar.al eetQdio de híbridos de trigo

centeno (triticalee), de loe cualee ee eacogieron al 

Chapala-Snoopy y Ál'llladillo. Para poder contestar varias 

pregunta• que surgen acerca de la prganizaci6n 6 p'rdi

da de informaci6n gen,tica en estos híbridos, se tendría 

que separar cada una de lae familias repetitivas del ilN, 

y utilizando marcaje con radioie6topos para uno de loe 

padree viendo la contribuci6n de éste en loe híbridos. 

Eri lo que re~pecta a la curva de la fase qloroplás

mica, se puede asumir que la primera parte de ésta (has

ta Cot = 3 x 10-1 ) corresponde a ADN de cloroplasto; 

transformando estos datos de esta primera parte de la 

curva en la tabla 7 haeta t = 28 minutos, se nota cla

ramente que esta parte corresponde a la primera fami

lia altamente repetitiva de la curv~ de cinética de 
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reasociaci6n invertida (FIGUF.a 19). ~omando en cuenta 

el contenido de paree de nucle6tidos por genoma haploi

de mostrado en la TABLA 16, solo se puede asumir un va

lor para la repetici6n de esta familia de alrededor de 

50 veces y un 25.8.' de contribuci6n en el genoma. Las 

otras familias de repetici6n encontradas en el trans

curso de ·l« reasociac16n, se piensa que provengan de 

otros ADHs aparte del cloroplásmico (citoplásmico 1 

nuclear). 

Haciendo la comparaci6n de las cinéticas de reaeo

ciaci6n de ADBs en forma de nata (0.2 a o.5% de proteí

na) (49) y precipitado, los resultados fueron loe que 

se esperaban y es 16gico pensar que el ADB máe impuro 

(el que prec1pit6 en el fondo del matraz), por tener 

más proteína, reaeoc16 con más dificultad por eetar in

teraccionando con estas mol,culas. En este caso, loe 

datos obtenidos para Tm {84.8 y 85.0ºC respectivamente) 

concuerdan con aquelláe observaciones hechas por Marmur 

y Doty (49), donde s6lo se ven pequeaae variaciones en 

el Tm de ADBs con diferentes contenidos de proteínas. 

El ADN roto en forma de nata de n~cleos de . hoja de 

Triticum aeetivum Vulgare preeent6 5 pendientes en las 

curvas invertidas, dudándose de que si la segunda y la 

tercera son en realidad una sola; esto se pene6 a rar

tir de loe datos de complejidad del genoma en la T~B!.A 

17. 

Los datos presentarlos para la complejidad d~ las 



- 93 -

f amilias de ADU no pretenden ser exactos debido a que 

l a f 6rmula de 'Ne lls y Birnstiel (59) utilizada para és

t oe cálculos da únicamente resultados aproxi .. tivos, sin 

P.mba rgo éste t rabajo nos ilustra como interpretarlos y 

f'l& nejarlos. No obstante se tendría que hacer uso de -otro 

fTlét odo de análisis del .a.:Dli, utilizando columnaa de __ }!_ic1ro-- ------·--- ----·-.. ··---·-··-. 
xi apatita para separ&r las familias y de esta forma po

derlas comparar y caracterizar. 

Otro punto de complementaci6n a 'ate trabajo sería 

el análisis de la intercalaci6n de zonas repetitiva• de 

ADN en el genoma siguendo las bases propuestaa por Ile.Tid

son et al (82 ), de acuerdo a loe pesos moleculares de 

los polinucle6tidos, 

Analizando los datos obtenidos para loe A.Dis de tri-

gó, centeno y triticalee, -encontramos que loa genomas co

rrespondientes son altamente complejos haeta Cote de 

1 x 101 , formados en ésta regi6n por un mínimo de 3 fa

milias y un máximo de 5, Sin embargo, debido a que no 

existen datoe reportados en la literatura correspondien

tes a curvas de reasociaci6n inTertidae, no se puede ea

tablecer un punto de comparaci6n. Se considera -que el 

presente trabajo contribuirá a un 118.yor conociaiento de 

los genomas de trigo, centeno y triticale. 
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~evisando todos los datos del trabajo realizado 

para esta Tesis se puede llegar a las siguientes con

clusiones: 

1.- El método para extracci6n y purificaci6n de núcleos 

de hojus de gra.míneas es bueno. 

2.- La ~urificaci6n con enzimas del ADN de núcleos de 

hojas de tr igos y cen+eno condujo a la obtenci6n 

de pol inucl e6tidos con criteri os de pureza acep

tables, pudiéndos e por esta raz6rr efectuar experi

ment os para calcular constantes fis icoqu!micae con 

estos A.::>Ns . 

3.- Los Tms de las gramíneas es tádiadas :fueron muy simi

lares en casi todos los casos {~lºC). 

4.- Las cinéticas de reasociaci6n de ADNs de diferentes 

cereales, tienen patrones similares representando 

varias fracciones repetitivas siendo 'etas un 25% 

o m~s del genoma. 

5.- Las fracciones repetitivás están formadas como míni

mo por tres familias con grados diferentes de repe

tici6n en cada genoma. 
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6.- Los híbridos de trigo y centeno contienen familias 

de ADBe repetitivos tanto de uno como del otro padre. 

7.- En una mezcla con cantidades equimoleculares de ADNs 

de los padree, para reproducir al híbrido "in vivo", 

ee obtuvieron datos diferentes con respecto a la re

presentación de las familias del híbrido F1 Chapala

Snoopy y sus padree, no obstante que presentan el 

mismo número de familias. 
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