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& Manera de Prolepe

fa natuwralege ne eo un  oimple padoage, nl es una ousiancia
oenouwal. La rMeya es un moements de fo praxio dumanae Y, o fa
ves, la istalidad de Lo que exiote (Pchmidt, 1976), <o medida e
mediable non el hemibne, Lunofonmoeda Y " humanigodat nen el
eotuerzge del  hombre, o twwes de Lo prackica  Rdstonico—oscial
(Kench, 1975).

La wncefmn del munde esta intimamente nrelacienade con Lo Loramo.

en que interwccisnames cen fa  naturaleza. £a Hiotonia de la
Aumanided ha side, de algune manera, wna cambionie cencepcien  gque
del universe lenemgd. Tal concencien oe aplica oecialmente, ya

sea, nare deneficie de wnes & pesfuicie de  sireod.

AL Reine Fegetal e conreosnonde oen une de oo  elementss de o
natureleze gue ha oide tansfenmaden,  de Lo flotonia de lo
Aumanidad. Hoi, tenemso gque el concern Lo 64‘.&3094'.& de lao  eonecies
vegeladeo Llevs ol hombre a cambian rodicalmente ouw meds de vida.
Ben el conocimients 8islogice oe dis onigen o la  epriculiuvia. oy
con este ol osungimients de grandes o&céedaztw,_ Y cems  consecuencio.
o evslucion cultural de lo humanidad. ’ |

Pora el cace de smerica, loo clilijacienes tuwviewn pon bace  un
intenss devanrelle a,gm::wto, qQue . preduge efectod diverses e
impentantes:  libers ol  hembre. de lo  incesante  dusqueda de
alimentos, permitis el crecimients  demegrafices  hige  mad  eotable
la exiotencie del md,tgm y e nwubwmea/z, tecnicas nuevad 7]
erganizen ou  conducta oeciad de acuends con fLINNLD sunerieness
fovsnecis Lo anaricion " nerfeccionamients ,  de fonmao
eopecializados de obogs Yy finalmente, Hhge nooible la  ejecucien
de proandes obrao nu'éttca/.), come oictemas de Uuuga.owm temploo y
nalacies, — teotimenie  evidente  de  una  cultuwa altamenie
desarrstloda (Cue-Cansvas, 1976).

Pon etne Lade, ef deocubrimienie de Amenica fue efecte de la



W $WEEE 2 DEEy 20 O ueewy 0 O LWaoge wages  wee———

Suoquedo de cdentes wvegeloles (especias) necesenlas nono Burena.
Bnine (loo cuales oe encontwebda fa  pimienta, el jengibre, ef clove
de olon, Lo nuez moocada Yy o canela. que eran tan codiadeo come

lo ool pana conoewan fa conne en éinwienno.

Pon loo anes en que oe Uevaba o coBe Lo conguista de Smenica,  en
Burene oe fongobe "la cenquista principel de {a paimere nonde de
la  nevelucion cwwkm., ve remevian ebotacules condinaleo "qm,e
no Aobian Aechse nooible o avance del conecimients. — Fe  iniciaba

. wnae nueva wncen.ow;» adel munde. "Bola nasega Lo cum{»ue/wr'x. neo

fombness 1‘30{1W, Kerlen y ¥alileo. A& pontia de o.q,wL' se  avanze
con  napidez con  velecidod creclente, faoia tlegan o la edad
atomica. Fratace del cambic revelucienarie mas impentante de Lo
Motenia del hombre, e cual deteaming en e mode de exiotencia de
este una Aeveducion mao nadical aun que da gque Aabnia olgnificads
la o.cm,uwwn de un rcen of0 o algune ot mutacion dtctejgéca,
(Koeotlen, 1981). '

8 decubnimients de Amenica permitic e auge ewrones. Durante s
menoo de hweo oigleo, ne hu,de; nona el cemencie  de Buasna,
nasducts a.glu',éota, mao impertonte que ef a,gu,éan, ol cual oe e
conacia come el “eng Slonce" . . 24 a:,*uéa/» del mafuxw
fatinoamenicons impulos con fuenza deciviva, - directa e
indirneciamente, el decornwlle  indusitrial de  ¥elanda, Francia,
Fnglaterra y Botadso Unideo (Laleans,1978). ASunads o eots  La
clencla. y Lo tecnica evangonen. en esien na,i/:>eo. Deblde ol
menscultive de Lo cana de agucen. do HMona y founa latinsamericana
fuenon ocacrificodas. (Kay que iener nrecentie que da algueza de
fas oecledades de occidente, altamentie industrialigedas, 53 debe a
una embdriaguezy de rede Yy oaques come ne  cenece ethe fo Alotsnias
ouoe vicdimao osen, ner un fode, leo  npuebles del dercer munde Yy, nea
el eothe, dLoo hombres del future. Fe wata de una niguegza Que
engendra wna. mivenda inconcedillie) .

Snionceo, desde aquellos aneo, Smerica Latina ha dependids de Lo

clencia. y tecnica que oe desanwstle en oo naisces | eccidentoles.

Blore ejemnle de que en Latinocamenice (y en general Lloo fw,v.)eo del

tlamade tencen munde) © ce han  impuloads parsyectss que oon avelaodoo
I



nen Leo {w,ééw del '"paimer munde", oe manifiecte en Mexice  cuande
oe implanta "“¥o Revelucion Yende", qQue n/wwma " medernizon Y
desarwellon o agriculture de oo wa/Sw subdesarrellodes" . h i
Bien oe logro en un lapos pequens (y  efimers) el increments en Lo
Woﬁxwoéo;m de dge y nu;w:;, loo  Beneficioo de il nevelucien  nunca
Levaron o €0 padoes dependientes ol desanislls prsmetids, pen el
contranls, oe eortablecis una nueva oibuacien  de dependencia Y
ouAendan}o;z.

ddemas, debids of moedels de prsduccion impentads, oe desdena el
tabaje que o tawes de mileo de anoo de experlencia, en  dende
venios  cwlligacisnes han oeleccisnads y  demeolicads  uwna  celeccion
de plantas oobre lao cuales Lo prsduccien mundiel de  alimenteo

eots. 8acada. Pon o "Revelucion Verde" no ools el numers de
eonecies alimenticiao deamwuo oine, Lo Que e aun mao
alarnmanie, lo diveroidad gefww;a, d,wm,énuye‘ conoiderablemendte

(Witkeo, 1972). Tedevia mao, en o actualided, Lo "oyuda" que {lso
{w,iz:)eo cophteliodas conceden ol munds pobre, Wmente, desemboca
en  unae  meysn  dependencia afimenticia, ya que Lloo reditos
sdienides oon precioamente nora  cempran  cereales Yy ganes o fes
{mi,ow, en vez de deotinandes a Lo produccion a.g/u,ca'ta, en  Mexices.
Aun W, mmcada,ﬁez:wmdedécma. nasducih, de 0.5 a wna ccwega,
de ganads of ane, Lo nacion pleade alrededsn de 250 eopecies  de
rlantao Yy wuneo 200 de Ww, que conforman, wdv natenciol
fonestal, . olimentanis, medicinalt, induotriod, demesiics "
fonna jens, pendide pena oiempre (Teleds, 1985).

s oaoi, que Lo clencia wm'eéjem)axwm confinoda ao oo

Limites de lao osciedades avanzodas. Amerdca.  Lotina ne aplica en
ou pronie Seneficis {Loo  reoulladss de Lo  nweotigacion. n  Mexice
o nesaen de pooeer una de {faos  universidodes mas antiguas del
contiente, oce  corece  lotalmende de une  badicien a,enup‘,co.
(Basieneda, 1985). Bome conoecuencia oe condens ol fuws e nadecer
fa tecnologia de Loo pedersoes. . 8L merws  bunoplante de  {a
tem.vtemﬁ. de oo fw.ww adefontadso ne  oels imnlica la

oubondinacion cultuwral y, en definitiva, tambien. la  osubsndinacien
econemica, oine que, o.de«mo ::Leonm de cuatre oigles Yy medioc de
experiencie. en {a muliinlicacien de Loo saois de mederriome

impantode en medie de {doo desientwo de oatraoe Yy de Lo pnorancia,
ITI



Sien nude aflumoanse que dampece reouelve ningunes de fLeo  pareblemes
del oubdesanrwlls.

Queda aol{ entendida, entences, o Lo noatwraleze come  una categonio
oecial. £a noturolezo #Lotca ne intewiene dinectomnente en Lo
mwm' wniveroal, oine  mediclamente, come un nrecess de
madmwcém:z, matenial que, deode ou onrigen miome, precede no  oels
entre e hombre y la noturoleze, oine entne ef hoembre Yy e Aombre.
Tede eotudies que oodre Lo noaturaleza oe haga tiene renercuciones,
ya oec en un Hemnpe Largs o conde, eo nen elle que deBe  oen
analizade pora caben come oe inserta on la osciedad.

Iy



I. INTRODUCCION

I.1 La Semilla

La formacién de una semilla es esencial para la supervivencia vy
dispersién de la mayoria de las especies vegetales (y aun para
muchas especies animales que dependen de estas estructuras para

gsu alimentacién).

El desarrollo de la semilla se inicia con 1la fertilizacidén del
évulo, el cual formard el embridén; asimismo se origina una
cubierta o testa para proteger a éste. Por otro lado, también, se
forman reservas alimenticias, las cuales son la consecuencia dé'la
expresién de sélo ciertos genes en esta fase de la embriogénesis
(Dure, 1985) que serviridn para poder sostener el desarrollo del

organismo hasta que es autosuficiente.:

Una vez formada la semilla se inicia una desecacién progresiva de’
los tejidos. El contenido de humedad de la semilla completa cae
desde 80-90Z hasta un 10% en pocos dias. A pesar de esta extrema
deshidratacién, un embrién puede permanecer vivo semanas, afios o
décadas. La desecacidén cambia profundamente la actividad de 1las
células. La sintesis de macromoléculas, tales como DNA, RNA, vy
proteinas se detiene; el embrién entra en un estado de minima

actividad metabdlica.

Para la mayoria de'las semillas el secado es el evento terminal en
el desarrollo, guiando ¢sto a un fase de quiescencia metabdlica.
Antes de este suceso el metabolismo de la semilla estd dirigido
hacia la terminacién de los eventos del desarrollo, en particular,

ia biosintesis y deptsito de reservas nutritivas.

Parece ser que el secado juega una importante funcién en los
fenémenos iniciales del desarrollo de la semilla. Una evidencia
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que respaldarfia lo anterior es que semillas inmaduras de algunas.
leguminosas y cereales (que han sido removidas de la planta madre
y por lo tanto no han sufrido deshidratacién) no germinan (Misra
et al., 1985).

El factor que se requiere para reanudar la actividad =metabdlica
del organismo, y reiniciar su crecimiento y desarrollo es la

adicién de agua.
I.2 Germinacidn

Desde un punto de vista fisioldgico se dice que 1la germinacién
principia por la toma dé agua de la semilla (imbibicién) y términa
con el inicio de la elongacién por el eje embrionario, usualmenta
la parte radicular -la cual atraviesa, en este momento,
completamente la cubierta de la semilla- (Bewley and Black, 1986).
Mas, desde la perspectiva bioquimica, la germinacién es la serie
de eventos moleculares qﬁe anteceden a 1la primera divisién

celular.

Para que la germinacién se pueda llevar a cabo deben de existir
ciertas condiciones ambientales: un épropiado suplemento de agua,

temperatura, composicién adecuada de gases y luz.

El agua es esencial para que ocurra la germinacién. Cuando' la
semilla estid en contacto con el agua se lleva a cabo lo que se

conoce como imbibicidén.

La imbibicidn presenta tres fases. La fase I es una consecuencia
de las fuerzas de hidratacién de las paredes celulares de la
semilla y es independiente de la actividad metabdlica de é¢sta. La
fage II es un periodo lentoc de absorcién de agua y la semilla
presenta un metabolismo activo, a diferencia de 1las semillas no
viables. En la fase III la absorcidn de agua esta asociada con la
germinacién y desarrollo subsecuente de la semilla y presenta una
actividad metabdlica incrementada (Bewley y Black, 1978).
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La hidratacién de organelos secos, en las células de la semilla,
(mitocondrias, ribosomas, nucleos, membranas) y de macromoléculas
(enzimas, ARN:, ARNm, DNA, etc.) activa las funciones de estos

elementos de una manera secuencial (Ching, 1972).

Si bien 1la toma de agua es una condicién necesaria, no es
suficiente. 'La germinacidn es un evento que requiere, ademis, del
consumo de energia, la cual es proporcionada por los procesos de
oxidacién, en la que se involucra un intercambio gaseoso, salida
de bidxido de carbono y entrada de oxigeno (Mocquot et al., 1981).

I.3 ALGUNOS ASPECTOS BIOQUIMICOS DE LA GERMINACION

{
La capacidad de las c#lulas de mantener un alto grado de orden

esti basada en la informacién genética que poseen, la cual es
expresada, preservada, replicada y modificada por cuatro
mecanismos celulares: i) sintesis de proteinas; ii) reparaéién del
DNA; iii) replicacién del DNA y iv) recombinacién génica (Alberts
et al., 1983). '

Ademids, para el caso de los vegetaleé, es posible que el control
natural de 1la germinacidn involucre una interaccidén de
fitorreguladoes, tanto inhibidores como promotores de fendmenos
metabélicos (Khan, 1967; Adicott, 1972). Por lo tanto 1los
fitorreguladores pueden actuar en concierto para determinar
respuestas fisioldgicas tales como: tropismo, crecimiento de yemas
laterales, divisién celular, etc. (Khan, 1971).

Las semillas contienen una gran variedad de enzimag, las cuales
incluyen las relacionadas con los eventos metabdlicos que
condujeron a este organismo a su madurez. La mayoria de estas
enzimas son resistentes a la desecacidn y se activan tan pronto

como la imbibicidén se lleva a cabo (Simon, 1984).

Durante la germinacién, la secuencia de eventos que parece ser
comun a embriones de un buen ndmero de semillas de gramineas puede
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dividirse en: i) eventos tempranos, los cuales incluyen:
hidratacién, sintesis de proteinas, sintesis de ARN y reparacidn
de DNA; ii) eventos tardios o secundarios: expansién celular,
replicacién del DNA y movilizacién de reservas (Osborne, 1983).
Cada evento representa un estado potencial en el cual un sistema
de control puede operar en la germinacién (Deltour, 1285).

La anterior secuencia se ve alterada conforme la semilla envejece,
de tal manera que pierde viabilidad, con 1lo que resulta, por
'ejemplo,.un retraso del tiempo al cual ocurre la replicacién del
DNA. Por otro lado si una semilla bajo estas condiciones

germina por lo general serid anormal.

La actividad bioquimica y fisioldgica de los ritmos bioldgicos en
las plantas esta asociada con varios aspectos genéticos, que
intervienen en la regulacidén temporal de 1las ‘funciones vitales.
El ritmo vy sintesis de macromoléculas son aspectos importantes en
el desarrollo del embrién durante la germinacién (Yadav, 1976).

I.3.1 Respiracién

La respiracién en las semillas deshidratadas es apenas detectable,
mas ésta se incrementa en el momento en que se inicia la

imbibicién. La dindmica de la respiracién es trifasica.

Se incrementa rapidamente en las primeras horas de imbibicién,
engseguida se registra un nivel estacionario, cuya duracién es
variable, para luego, de nuevo incrementarse. La Ultima fase esti
asocilada principalmente con la divisién celular en 1los tejidos

radicales (Simon, 1984).

La importancia de la respiracién reside en que 1lleva a cabo 1la
biosintesis de ATP. La cantidad de ATP presente en los tejidos se
incrementa en aproximadamente 10 veces durante las primeras horas

de imbibicién.



I.3.2 Sintesis de Proteinas

La sintesis de proteinas no ocurre en la semilla que se encuentra
en estado latente, sino que se reinicia cuando las cé¢lulas estan
gsuficientemente hidratadas para permitir que los ribosomas se
asocien convel ARNm. Se ha observado que 1los polisomas se
encuentran ausentes en las semillas y su estructuracidén ocurre
durante la imbibicisén (Marcus and Feeley, 1964).

La formacién del complejo de iniciacién se lleva a cabo con la
unidén de la subunidad pequefia del ribosoma (40 S) con el metionil
ARNt, en el sitio de iniciacidén indicado en el ARNm, y 1la
posterior unién de 1la subunidad grande del ribosoma (60 §S),
quedando entonces estructurado el complejo de iniciacisdn 80 S
{Reeks and Marcus, 1971). Para que esto se 1lleve a cabo, se
raquiere de la intervencidn de facfores protéicos solubles,
denominados factores de iniciacién, lds cuales se encuentran en la
semilla (Seal et al., 1972).

Para que la elongacidn de la cadena pueda iniciarse se requiere la
presencia de otros factores protéicos solubles, al menos para ir
colocando los subsiguientes aminocacil-ARM en la posicidn correcta
dentro del ARNm, y otros para llevar a cabo la translocacién del
ribosoma sobre el ARNm, los cuales se denominan factores de
elongacidén y requieren GTP para que se .activen (Twardowski and
Legocki, 1973).

Es evidente que la sintesis de proteinas ocurre en la semilla poco
después de la imbibicién , lo cual sugiere que la mayoria de los
componentes bioquimicog y estructurales necesarios para este
evento deben de estar ya presentes en la semilla (Simon, 1984).

La sintesis de proteinas que se lleva a cabo a estos tiempos
iniciales de la germinacién puede ser debida a ARNm almacenado




{SaAnchez-Martinez et al., 1986) o a una sintesis de novo. En este
sentido, existen evidencias que muestran que la sintesis de
proteinas de novo puede ocurrir en la ausencia de sintesis de ARN
tanto 2n semillas de algodén (Dure and Waters,'31965) como en
embriones de trigo (Chen et al., 1968). La conclusién se basa en
. que hay una continua incorporacién de aminociAcidos marcados a
proteinas en presencia de actinomicina D (un inhibidor de 1la
sintesis de ARN). Ademés, Week y Marcus (1971), encontraron que
una fraccién celular (fraccién mensajera, FM), obtenida a partir
de embriones de semillas, podria estimular 1la sinfesis de
proteinas in vitroe. Asi{i que, durante 1los primeros mrinutos de
imbibicién, hay un aumento en la actividad de la FM en el embridn,
la cual declina rapidamente hasta ausentarse en embriones
embebidos por tres horas. A medida que la actividad de la FM
decrece el ndhhero de polisomas aumenta. Esto evidencia 1la
existencia de ARNm almacenado pfesente en el embridn en estado
quiescente y que éste se une rapidamente a ribosomas durante 1la

imbibicién.

Resultados de este tipo apoyan el concepto de que durante la etapa
temprana de la germinacidn, la sintesis de protefnas esti dirigida
unicamente por ARNm de vida media larga y que dicha molécula es
sintetizada durante la embriogéhesis v reactivada como molde sélo

después de la imbibicidn.

Otras estudios muestran que algunos de los ARNm almacenados
codifican para proteinas de reserva (Mori et «al., 1978).  Esto
podria significar que parte del ARNm almacenado es el restante que
fue traducido durante la maduracién de la semilla, pero no fue
degradado cuando la semilla se secé. Desde luego que lo anterior
no descarta la posibilidad de que dentro de estos ARNm almacenados

puedan existir algunos especificos para la germinacidén.

La pregunta crucial, y que permanece s8in respuesta, es s8i estos
mensajercs de vida media larga, que estin presentes en el embrién
seco, juegan un papel controlador en la germinacién y a qué tiempo
los mensajeros sintetizados de novo 8on esenciales para el

desarrollo.




Por otro lado se ha mostrado que después de 40 minutos de
imbibicién, la sintesis de proteinas en trigo, es dirigida por ARN
gsintetizado de noveo, mAs que el ARN almacenado (Cheung et al.,
1979).

La sintesis de proteinas estiA presente 30 ninutos despu#s de
iniciarse la imbibici4n en centeno. La sintesis de las primeras
proteinas en el embrién en germinacién se considera que es llevada
a cabo por ARNm ya presente en la semilla seca (Castroviejo et
al ., 1979);

Parece ser que para que la germinacidn se lleve a cabo se requiere
de la sintesis de protelnas, ya que si esta sintesis es inhibida

no se efectua la germinacisén (Sanchez, 1988).
I.3.3 Sintesis de ARN

La sintesis de ARN durante la germinacién temprana requiere la
presencia de una ARN polimerasa acpiva (Fabisz-Kijowska et al.,
1975) y de los cuatro nucledétidos trifosfatados (Slater et «al.,
1978). La sintesis de ARNm es detectada durante las primeras
horas de imbibici®n, tanto en ribano como en +trigo (Delseney et
al., 1977; Smith and Bray, 1982). En ejes embrionarios de malz,
Van de Walle y col. (1976), sefllalan que la mayoria de las
moléculas de ARN sintetizadas en la radicula, durante 1la primera
hora de imbibicién, corresponden a ARN heterogéneo. Estudios
posteriores (Dommes and Van de Walle, 1983) indicaron que el ARN
heterogéneo nuclear (el cual es la especie de ARN‘ mAs abundante
durante las primeras horas de 1la germinacién de maifz) es

modificado para su posterior uso como ARNm.




I.3.4. SINTESIS DE DNA

Si bien la sintesis de protefinas y de ARN se inician tan pronto
como los teijidos se embeben, la sintesis de DNA, para 1la mayoria

de las gramineas, comienza posteriormente (Osborne et al., 1984).

Parece ser que la sintesis de DNA que primero ocurre durante la
germginacidén temprana, corresponde a una sintesis no-programada, la
cual se postula que es de tipo reparativo. La sintegis de tipo
replicativo se inicia horas después (Osborne et al., 1984).

REPARACION DEL DNA. El DNA de 1las semillas pude  sufrir
alteraciones debido a una serie de factores fisicos y/o quimicos;
ejemplo de ésto son las desaminaciones y la formacidén de sitios
apirimidicos que se manifiestan cuando semillas de Zec mayé han

sido almacenadas por largo tiempo (Dandoy et al., 1987).

Adn mas, los cultivos vegetales estian expuestos a efectos de
sustancias quimicas provenientes de la atmésfera, del agua y del
suslo (gases contaminantes, residuos de pesticidas, desechos

——

industriales, etc.), algunas de las cuales son mutagénicas.

Velemisky v Gichner (1978), sefialan que los embriones de las
semillas poseen sistemas de reparacidén del DNA, los cuales - actuan
momentos después de que los organismos han sido rehidratados.

Osborne y col. (1984), indican gue la sintesis temprana de DNA
ocurre de manera normal en embriones de alta viabilidad (95 % de
germinacién) de semillas de centeno y, que dicha sintesis, no

corresponde a una de tipo replicativo.

Ademis de lo anteriormente expuesto, Gudkov y Grozinsky (1976},
reportan que en meristemos radicales de Piswun sativun L.,
gometidos a radiacién p, Be induce la incorporacién de timidina
3[Hl y este fendmeno no corresponde a una sintesis de tipo

replicativo, ya que ésta ocurre horas después. Estos autores

a




concluyen que con la irradiacién y, la cual provoca rupturas en el
DNA, se estimulan los mecanismos de reparacisén de la
macromolécula, ya que ademis, inhibidores de 1la replicacién no
afectan la incorporacién del radionuclesdtido.

Los mecanismos que operan en la reparacisn del DNA pueden ser, de
manera general, de tres tipos, para todos los organismos: 1)
fotorreactivacidn; ii) reparacién por escisién y 1iii) reparacisén
post-replicativa (Veleminsky and Gichner, 1978; Hanawalt ot al.,
1979). La reparacién del DNA, al igual que 1la replicacidén,
involucra la concertada activacién de varios factores proteicos vy
enzimAticos: DNA polimerasas, proteinas que se asocian a las DNA
polimerasas, DNA primasas, topoisomerasas, helicasas, proteinas'
que se unen al DNA, ribonucleagsas, ligasas, etc. (Litvak and
Castroviejo, 1987).

La reparacidén del DNA parece ser de vital importancia durante 1la
germinacién temprana, ya que si no se lleva a cabo este evento el
embrisén no germina, o s8i lo hace se incrementa la posibilidad de
que ocurran aberraciones cromosémicas (Osborne et al., 1984). En
este mismo sentido Gutierrez (1987), en un reporte de reparacién
por escisidén de uracilos en algunoé vegetales (zanéhoria, trigo y
cebolla), sefala que este mecanismo parece ser finamente regulado
en los diferentes tipos celulares del organismo y depende del
grado de proliferacién y desarrollo celular.

I.3.5. CAMBIOS MORFOLOGICOS DEL NUCLEO

En las semillas secas, los mecanismos de sintesis de proteinas,
transcripcién, replicacidn y mitosis s8se encuentran inactivos.
Estos eventos Be reinician secuencialmente a. pocas horas de
inicada 1la imbibicién. La reactivacién es acompafiada por
modificaciones en la expresién génica (Dowes and Van de Walle,
1é83), la cual conlleva al crecimiento y diferenciacién de 1las

cé4lulas embrionarias.
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Deltour (1985), sefiala que en la mayoria de los vegetales, una vez
que la maduracién de la semilla se ha llevado a cabo, las células
se detienen en la fase Gt. En general, se postula, que el
contenido 2C de DNA de los embriones ofrece un menor blanco a los
factores que inducen mutaciones, que el contenido de 4C.

Con respecto a la 'crométina, algunog reportes indican kque sge
encuentra altamente condensada en el eje embrionaric deshidratado.
- Durante los primeros momentos de la imbibicién se observa una
notable dispersién de la cromatina (Sargent and Osborne, 1980), la
cual es interpretada como una desrepresién génica, gue se
manifiesta en una actividad enzimidtica y una sintesis de nrovo de
ARNm (Jendrisak, 1980).

Por otro lado, en las semillas (en estado quiescente) de maiz se
observan abundantes ribonucleoproteinas (RNPs) ‘hdcleoplasmicas,
tanto granulares como fibrilares (Deltour et «l., 1979; Risuefio
and Moreno Diaz, 1979), las cuales se.postula que son estructuras
que contienen ARNm de vida~larga, y una de ¢stas, los granulos
pericromitinianos, se cree que pueden representar el transportador
del ARNm hacia el citoplasma (Vazquez-Nin and Bernhard, 1971).



Deltour (1985), seflala que en la mayorié de los vegetaleé; una vez
que la maduracién de la semilla se ha llevado a cabo, las células
se detienen en la fase Gi. En general, se postula, que el
contenido 2C de DNA de los embriones ofrece un menor blanco a los

factores que inducen mutaciones, que el contenido de 4C.

Con respecto a la brométina, algunos reportes indican que se
encuentra altamente condensada en el eje embrionario deshidratado.
Durante los primeros momentos de 1la imbibicién se observa una
notable dispersién de la cromiatina (Sargent and Osborne, 1980), la
cual es interpretada como una desrepresién génica, que se
manifiesta en una actividad enzimAtica y una sintesis de  novo de
ARNm (Jendrisak, 1980).

Por otro lado, en las semillas (en estado quiescente) de maiz se
observan abundantes ribonuclecoproteinas (RNPs) hdcleoplésmicas,
tanto granulares como fibrilares (Deltour et «al., 1979; Risuefio
and Moreno Diaz, 1979), las cuales se postula que son estructuras
gue contienen ARNm de vida-larga, y una de éstas, los granulos
pericromdtinianos, se cree que pueden representar el transportador
del ARNm hacia el citoplasma (Vazquez-Nin and Bernhard, 1971).
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I.3.6. ACCION DE FITORREGULADORES

En plantas, las c¢lulas son capaces de interactuar de diversas
formas. Las interacciones mads conocidas son las mediadas por
mensajeros quimicos: los fitorreguladores.

Se conocen cinco grupos basicos de fitorreguladores, clasificados
de acuerdo a su naturaleza quimica y a sus efectos fisioldgicos:
las auxinas, el &4cido abscisico, las citocininas, el etileno y las
giberelinas. A continuacién se mencionarin algunos eventos en los
que participan cada uno de estos fitorreguladores durante. 1la
germinacidén (a excepcidn del etileno, que actua solamente durante
la maduracién de frutos).

Auxinas. Promueven la elongacién celular e intervienen en la
diferenciacién celular. Se sugiere que las auxinas pueden cambiar
los niveles de algunos ARNm especificos (Theologis, 1986) ;
asimismo, se reporta gque fhducen cambios en la fosforilacidén de

proteinas en epicotilos de chicharo (Poovaiah et al., 1987).

Acido Abscisico (ABA). Este fitorregulador inhibe el crecimiento
(Addicott, 1969); su modo de accidn parece que es afectando el
metabolismo de 4&cidos nicleicos (Van Overbeek et al.,1967;
Villers, 1968; Walton et al., 1970, Steward and Smith, 1972;
Barlow and Pilet, 1984).

Giberelinas. Durante la germinacién el embrién ‘sintetiza 4cido
giberé¢lico (AG) el cual difunde hacia el endospermo hasta alcanzar
la capa de aleurona, que responde sintetizando y secretando hacia
el endospermo almidonoso diferentes hidrolasas, entre 1las cuales
se encuentfa‘la o—-amilasa. Bernal (1984), sefiala que el AG induce
la sintesis de novo de ARNm de la a-amilasa, y debido a é¢sto se
sintetiza dicha enzima, la cual es necesaria para los fendmenos
que conllevan hacia la germinacién de trigo (vegetal que ha sido

tomado como modelo para este tipo de estudios).

Citocininas. Se dari una descripcién amplia de su accién en el

siguiente apartado.
12



I.3.6.1 CITOCININAS

La existencia de sustancias especi{ificas que pueden controlar 1la
divisidén celular en plantas fue postulada desde mucho tiempo antes
de que fueran conocidas. A tales sustancias se les dio el nombre
de controladores quimicos de la divisién celular de plantas por
Wiesner {(Citado por Horgan, 1984)..

En 1956, después de 63 afios de lo postulado por Weisner, se aisld
un factor que induce la divisién celular (Miller et al., 1956), al
cual se le identificd como 6-(furfurilamino)purina v se le llamd

cinetina.

En sentido genérico tenemos que 1las citocininas son definidas
como: sustancias que en presencia de concentraciones déptimas de

auxinas, inducen la divigién celular (Horgan, 1984).

Las citocininas, similarmente a los otros cuatre fitorreguladores

actdan en una multiplicidad de fenémenos bioldgicos.
®

I.3.7.1 EVENTOS FISIOLOGICOS Y~,O METABOLICOS EN LOS QUE
PARTICIPAN LAS CITOCININAS

Morfogénesis

A) Una de las respuestas mas sobresalientes que se observan al
agregar citocininas a cultivos de c¢élulas vegetales, es que
promueven la diferenciacién; egte fenémeno se presenta
principalmente cuando las citocininas estin en combinacidn con las
auxinas (Skoog and Miller, 1957; Ferré¢ and Torrey 1976, Bopp and
Jacob, 1986). B) En plastidios, las citocininas aceleran 1la
biogénesis del cloroplasto y promueven el incremento de la enzima
ribulosa-1, 5-difosfato carboxilasa/oxigenasa (Longo et al., 1979;

Lerbs et al., 1985).
13



Retraso de la senescencia

Las citocininas, aplicadas exdgenamente, disminuyen 1la taza de
| degradacién de la clorofila y de proteinas, con un concomitante
retraso en la senescencia. Se sugiere que una de las forhas en
que actuan las citocininas, es en la estabilizacién de los
polisomas (Scrivastana, 1969; Berridge and Ralph, 1969).

Transporte dirigido por citocininas

'Las citocininas tienen la capacidad de dirigir el movimiento de
numerosas sustancias a diferentes 4&reas de 1la planta (Mothes,
1960) . |

Citocininas y luz

Las citocininas interactuan con la luz, y en algunos casos 1la
sustituyen, durante el control de una gran cantidad de fendmenos
biolégicos: germinacidn (Miller, 1958), sintesis de pigmentos
(Kohler and Conrad, 1966) y desarrbllo de cloroplastos (Parthier,
1979).

Citocininas y Acidos Nucléicos

Finalmehte,.el tratamiento con citocininas a hojas de frijol y a
cotiledones de pepino induce un considerable incrementd 'en el
contenido de ARN total (Zwar, 1973; Naito et al., 1978, 1979;
Yokoyama et «l., 1981). Phillips y Torrey (1973), y Sympson
(1977), sefialan que existe un incrementc en el contenido de DNA,
(que coincide con la divisidn celular), el cual ‘es estimulado por
cinetina. Otros autores también han.encontrado un incremento en
el contenido de 4&cidos nucléicos al aplicar exdégenamente
citocininas a tejidos vegetales (Khan and Heit, 1969; Grierson et
al.,'1977; Tsuji et al.,1979; Yokoyama et al., 1980). Por otro
lado se ha sugerideo que las citocininas puedeh.prevenir el efecto
inhibidor de ABA (Khan, 1967; Sussex et al., 1975) incrementando

el contenido de &4cidos nucleicos (Albanell et «ol., 1985).
14



Asimismo, se reporta que existe una relacién del fitorregulador
con el ciclo celular (Parker et al., 1978). Algunos datos que
apoyan este ultimo efecto han sido proporcionados por Nishinari vy
Syono (1986), estos autores encuentran que se mnanifiesta un
dréstipo incremento de citocininas en los limites de la fase Gz/M'
y otros maAs ligeros durante la fase S del ciclo celular.

I.3.7.2. POSIBLE MECANISMO DE ACCION DE CITOCININAS

En forma general, el mecanismo de accién que debe operar en
“cualquier molécula'que promueva una serie de eventos metabdlicos,
es que inicialmente tiene que unirse a una molécula receptora, de
tal suerte que se una especificamente a ésta, y a partir dé aqui

desencadenar una actividad biolégica.

Es de esperar entonces que el mecanismo que debe operar para que
las citocininas promuevan los fendémenos metabdlicos y/o

fisioldgicos que se han reportado es el de unirse a un receptor.

- Uno de los primeros reportes que se aproxima a lo anterior fué¢ el
realizado por Berridge et «al. {1970), quienes describieron un
multisitio reversible no-saturable de 1las citocininas en 1los

ribosomas aislados de hojas de Brassica perintenstis.

Fox y Erion (1975) reportan que existe una alta especificidad vy
afinidad de enlace de la citocinina a wuna proteina, cuyo peso
molecular es de 183 KDa y consiste de cuatro subunidades; Asimismo
se reporta también un factor de alta afinidad asociado con la

fraccién mitocondrial de Phaseolus wvulgaris (Keim et al., 1981).

Tambi<¢n se han aislado proteinas con una alta afinidad para
citocininas, de hojas de tabaco y centeno, mas su funcién no es
muy clara, debido a que no se ha provado que dichas proteinas sean
estrictamente receptores de citocininas, sino que también pueden
ser: a) enzimas que se requieran para el metabolismo de dichos
fitorreguladores; b) proteinas que estén involucradas en el

transporte o c¢) proteinas que se conjugan con las citocininas.
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Lerbs y col. (1985), seffalan que la respuesta inicial en la cé¢lula
debe consistir probablemente, de una sefial transmisora o]
receptora, en una fase temprana de la expresién génica y su
transcripcidén.

Por otro lado, la localizacidn de citocininas en ciertas especies
de.ARNt y 8u localizacidn especifica en el extremo 3' del
anticodén de iniciacidén sugiere que el modo de accidén inicial de
este fitorregulador puede ser via la incorporacis$n al ARNt. Sin
embargo la hipétesis anterior no puede ser del todo cierta, debido
a que los cultivos vegetales incorporan las citocininas a su ARNt
en muy baja proporcién y, ademis, ésta no es mnuy especifica
(Horgan, 1984).

Kulaeva (1981), sugiere que las citocininas pueden modificar 1las
propiedades de la ARN polimerasa, a través de la unién a un
aceptor o cofactor (localizado en el citoplasma), de dos maneras:
i) afectando a la enzima directamente o ii) a través de la
modificacién de 1la crématina a la cual la se une la ARN
polimerasa. Con base en esto, es entonces por lo que se dice, que

el fitorregulador estimula la sintesis del ARN total.

Otra de las hipdtesis involucra una regulacién especifica por las
citocininas, de la sintesis de proteinas que se lleva a cabo en'la
transcripcidén y/o traduccién. En este sentido se ha reportado que
la cinetina puede regular 1la actividad'. génica uniéndose a 1la
cromatina (Matthysee and Abrams, 1970).
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. ANTECEDENTES

Como ha sido sefialado en la parte introductoria, 1las citocininas
estimulan la sintesis de Acidos nucleicos de vegetales. En el
laboratorio se ha probado el efecto que tiene benzil-adenina (PBA,
una citocinina sintética) sobre la sintesis del DNA que se lleva a
cabo durante las primeras horas de germinacién de ejes

embrionarios de Zea mays L. (var. Chalquefio).

Algunos resultados obtenidos hasta el momento nuestran que se
lleva a cabo un bajo, pero constante, nivel de sintesis de DNA
durante las primeras horas de germinacién de matiz (VAzquez R§mos y
Lépez, 1986). Esto pareciera ser un fendémeno comin en las
gramineas, y de hecho existe evidencia de que la naturaleza de
esta sintesis puede ser de tipo reparativo (Osborne et al., 1984;
Vazquez-Ramos and Osborne, 1986). AdemAds esta sintesis temprana
pudiera ser vital para la viabilidad de semillas y ocurre antes de

que se inicie la sintesis replicativa (Osborne et al., 1984).

Zarain y col. (1987), analizaron cualitativamente el tipo de
sintesis de DNA que se lleva a cabo durantie las primeras horas de
germinacién en maiz por cromatografia en BND-celulosa. En estos
estudios encontraron que mientras que en embriones de semillas

control no existe una sintesis predominante (no se puede
diferenciar entre sintesis de tipo reparativo y replicativo), al
agregar BA a dichos ejes se hacen ostensibles dos fendmenos: a) se
incrementa la sintesis total de DNA y b) se detecta principalmente
,unavsintesis de tipo reparativo. Estos mismos estudios se
realizaron en ejes y-irradiados, en los que existe una
predominancia de sintesis de DNA de tipo reparativo; en presencia
de BA los ejes y-irradiados mostraron un comportamiento similar a
los ejes no-irradiados, es decir: una mayor proporcién de sintesis

de tipo reparativo y un incremento total en sintesis de DNA.

El presente trabajo pretende aportar  algunos elementos para el
entendimiento del mecanismo de la estimulacién de la sintesis de

DNA por BA en ejes embrionarios de maiz, tanto py-irradiados como

no-irradiados.




Ii. HIPOTESIS

Dado que varios reportes en 1la literatura indican que Jlas
citocininas, al agregarlas exégenamente incrementan la sintesis de
DNA, se postula que dicho incremento se debe a una estimulacién de

la sintesis de enzimas propias del metabolismo de DNA, tales como
la DNA polimerasa.
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iv. OBJETIVOS

Id Conocer si la estimulacién de la sintesis de DNA por
benzil-adenina (BA) ocurre en forma similar, tanto en ejes
embrionarios no-irradiados (alta viabilidad) como en los
y—-irradiados (baja viabilidad). Para ello 1los experimentos Bse
hicierdn con los dos tipos de ejes.

XI> Determinar a qué tiempo de la germinacién temprana, la
sintesis de DNA de ejes embrionarios de maiz, son mas sensibles a
responder al efecto estimulatorio de BA. '

ITI> Probar el efecto que tienen inhibidores (ya sea de 1la
traduccién o de la transcripcién) en el estimulo de la sintesis de
DNA promovido por BA.

IV) Medir si la actividad especifica de la DNA polimerasa se
ve afectada en el estimulo de la sintesis de DNA promovido por BA.




V. MATERIAL

Material Bioldgico

Las semillas de maiz (var. chalquefio} fueron proporcionadas por
PRONASE (Productora Nacional de Semillas), Coyoacan, México, D.F.
Los lotes de semillas tenf{an un porcentaje minimo de germinacién
del 95%. Los ejes embrionarios , fueron obtenidos por diseccién
manual, y si éstos no eran usados inmediatamente se mantenian en

refrigeracién a 4°C en un desecador.

Reactivos

Los reactivos utilizados fueron de grado analftico.
Benzil-Adenina, Cloranfenicol, a-amanitina, cicloheximida,
timidina, albumina de suero bovino (BSA), DNA de timo de ternera,

dATP, dCTP, dGTP y ATP (Sigma Chemical Co.).

Timidina S[H], uridina 3[H], metioniné [355] y (metil—[SH])TTP
{Amersham). A ' '

Tris-HCl, 2,2°'fenilbis (5-fenoxazol) -POPOP-; y 2,5-difenoxazol
-PPO- (Merck). -
Soluciones Amortiguadoras y Reactivos Utilizados_

Buffer de Imbibicidén CBID

Tris-HCl, pH 7.6 | 50 mM
Cloruro de potasio | 50 mM
Cloruro de magnesio S ' 10 mM
Sacarosa _ . B 2 %

Cloranfenicol ' 10 ug/ml
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A este buffer se le agrega, segun el experimento a realizar:

Tinidina *(H] (24.3 Ci/mmol)
Uridina “[H] (30 Ci/mmol)
L-[°°S] metionina (1350 Ci/mmol)
Benzil-adenina

o—-amanitina

Cicloheximida

Cloranfenicol

Solucidn de homogeneizacidn
Cloruro de sodio
EDTA ‘

SDS

Solucidn de lavado

20
20
20
100
10
100
100

Citrato de sodio 1 % + 20 ug de timidina/ml

Etanol 80 %2 + 20 ug de timidina/ml

Solucidn Amortiguadora "A" para Homogeneizar

Tris-HC1l, pH 7.6

Cloruro de potasio

2-mercaptoetanol

Sacarosa

Floruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)

Cloruro de magnesio
Liquido de Centelleo CLC)

2,2'-p-fenilen-bis(5-feniloxazol) (POPOP)
2,5-difeniloxazol (PPO)

Tolueno
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HCi/ml
HCi/nl
HCi/ml
Hg/ml
rg/el
Hg/ml
qg/ml

0.15 M
0.10 M
0.50 %

10
10

.25
.10

52,288
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Solucidn amortigua@ora para activacion del DNA

Tris-HCl, pH 7.5 - 50 M
Cloruro de magnesio , A 5 M
Albumina de suero bovino (ASB) 0.5 mg/ml
DNA de timo de ternera 0.25 Bg/ml

Mezcla de Reaccidn para el Ensayo de DNA polimerasa

Tris-HCl. pH 7.6 S 25

mM
Cloruro de potasio i6 mM
Cloruro de magnesio 6 mM
dATP 0.1 " mM
dCTP 0.1 mM
dGTP M 0.1 nM
Glicerol ' 4 %
2-mercaptoetanol 0.4 mM
‘DNA activado 1 ug
‘ATP . 1 mM
(metil-"H) TTP (57 Ci/mmol) 5 1ci/ml

Reactivos Requeridos para Determinar Proteinas Totales
por el Método Modificado de Lowry (Peterson, 1977)

Reactivo A:

Se mezclan partes iguales de una solucién de hidréxido de
sodio 0.8 N, 8DS al 107, agua destilada y una solucién de tartrato
—-carbonato-cobre (CTC).

Reactivo B:

Reactivo de Folin-Ciocalteu” , 1.0 vol.
Agua destilada 5.0 vol.
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Soluciones Complementarias
Solucidén de CTC:

Carbonato de sodio 10

- R
Sulfato de cobre pentahidratado 0.1 %
Tartrato de potasio 0.2 4
Desoxicolato de sodio (DOC) ' , 0.15 %
TCA D 72 %

Solucidn proteica para la construccidn de la curva patrdn.
Albimina de suero bovino 1.0 mg/ml
Solucidn salina de citrato para disolver DNA (SSQ).

Cloruro de sodio, pH 7.0 0.15 M
Citrato de sodio o 0.015 M
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Vi METODOS

Irradiacidn de Ejes Embrionarios

Los ejes embrionarios que se colocaban en cajas petri de plastico,
fueron expuestos a irradiacidn gamma proveniente de una fuente de
cobalto de un irradiador Gamma Cell 200 (AECL), por un periodo de

120 minutos para alcanzar una dosis maxima de 1 000 Grays.

Imbibicidn de Ejes Embrionarios

En todos los experimentos se utilizaron muestras de 10 ejes
embrionarios, excepto en los que se media la actividad ‘especifica
de la DNA polimerasa, en donde se utilizaban 50 ejes. Los ejes se
incubaban sobre un disco de papel Whatman # 1 est#¢ril, en pequefios
frascos estériles con 100 ul de BI. Las muestras se dejaban
embeber por diferentes periodos en una incubadora con luz (Freas
818, Precision Scientific Company) a una temperatura de 25 % 1 °C.
Cuando las muestras se embebierén en presencia de algun inhibidor,
¢stas se sometiersn a vabio durante aproximédamenté 15 minutos

para que dicha molécula penetrara al eje embrionario.

En los experimentos en que se mididé 1la sensibilidad' de respuesta
de los ejes embrionarios a BA (sintesis de DNA), ¢stos fueron
marcados con timidina 3[H] en forma de pulsos por las Cltimas 3
horas del periodo de incubacién de la siguiente manera: los ejes
se colocaban en BI y 3 " horas antes del término del periodo
experimental (0-3, 0-6, 0-9, 0-12) se sacaron de los viales en que
se encontraban y se les removia el exceso de BI con un papel
Whatman, del No.l1l estéril, enseguida eran colocados en un disco de
papel del mismo tipo con 100 ul de BI que contenfan timidina ’S[H]
(20 uCi/ml), dejandose embeber hasta el +término del periodo
experimental. Al concluir este tiempo los ejes embrionarios se
lavarsn, para remover el exceso de timidina 3[H], con 10 ml de
citrato de sodio 1 % + 20 ug de timidina y, 10 ml de etanolv(SOZ)+

20 ug de timidina, para enseguida homogeneizarlos.
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En los experimentos en que se deseaba cuantificar el porciento de
sintesis de ARN o de proteinas, los ejes embrionarios Be marcaron
con uridina E"[H] o metionina S[H], respectivamente, desde el
inicio del periodo de incubaci¢n hasta su término (0-6 horas), al
concluir este periodo los ejes embrionarios se lavarén como en el
caso anterior y se homogeneizaron.

En los Biguientes experimentos (excepto en los que se media 1la
actividad especifica de la DNA polimerasa) primero se preparaba el
BI con timidina 9[H] y enseguida ée agregaba, ya sea el inhibidor
respectivo {cloranfenicol o a~amanitina) yv/o BA en las
concentraciones respectivas. Seguido de esto se dejé embeber los
ejes embrionarios durante 6 horas. Para los experimentos en que
se media la actividad especifica de la DNA polimerasa, se hacia
tode lo anterior, a diferencia de que el BI no 1lleva ningun
radionucledtido.

Preparacidn del Homogeneizado

Para cuantificar la incorporacién total del radionuclestido al
material insoluble en TCA, los ejes embrionarios se homqgeneizaron
a 4°C en un mortero con 1.2 ml de SL. Al homogenéizado se le
agregsd 1.0 ml de TCA 20% y se mantuvo en frio por un périodo
minimo de 60 minutos. Para medir la incorporacién total de la
marca (uptake) se tomé una alicuota de 100 ul (del homogenado) y y
se puso sobre un disco de papel whatman GF/A (2.4 cm), el que fue
secado en un horno a 60°C durante 60 minutos y B8Be contaron en
viales que contenian 5.0 ml de LC, en un contador de centelleo -
Packard Tri-Carb.

El precipitado con TCA fue filtrado al vacfio a través de un disco
de papel whatman GF/A, lavado con TCA 52 (10.0 ml) y enseguida con
etanol al 96% (10.0 ml), el filtrado fue secado y contado de 1la
misma manera que en el caso anterior. Al resultado obtenido se le

toma como la incorporacién de timidina 9[H] al DNA.
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Preparacidn del Extracto Celular .
CPara medir actividad especifica de la DNA poliﬁarasa)

Pasado el tiempo de imbibici®%n, los ejes embrionarios se
homogeneizardn con 2.5 ml de solucién amortiguadora "A" en un

mortero.

E1l homogeneizado se centrifuga a S 000 k g durante 15 nminutos, se
toma el sobrenadente y se vuelve a centrifugar bajo las mismas

condiciones. Estas dos centrifugaciones sirven para eliminar
restos celulares y la mayoria de los 1lipidos presentes. - El
sobrenadante se centrifuga a 100 000 x g durante 2 horas, 1la
pastilla se desecha y este nuevo sobrenadante se utiliza como

fuente enzimidtica para realizar el ensayo de DNA polimerasa.

Preparacidn del DNA Activado (segin Aposhian and Kornberg, 1962)

Se hacen reaccionar 0.25 mg de DNA de timo de ternera;previamente
disuelto en 1 ml de solucién amortiguadora de activacién con 5 x
107* Ug de DNAasa I. Se incuba 15 minutos a 37°c y luego se

calienta 5 minutos a 77°C; finalmente se pasa a un bafio de hielo.

Determinacidn de la Actividad de DNA polimerasa

La actividad de DNA polimerasa se ensaya‘en un volumen final de
100 ul que contiene la mezcla de reaccidn y 20 ul del sobrenadante
obtenido a 100 000 x g. La incubacién se 1lleva a cabo a 37°¢c
durante 30 minutos. La reaccién se detiene adicionando 100 n1 de
una solucién de DNA de esperma de salmén (2 mg/ml) disuelto en
gsolucidén salina de citratos, y 2 ml de TCA al 10 % frio.. Las

muestras se colocan en hielo durante 30 minutos.

La radiocactividad incorporada en material insoluble en TCA se
obtiene filtrando por vacfo a través de filtros de fibra de vidrio
whatman GF/C. Luego, los filtros se lavan, primero con '5 ml de
TCA al 5% frio y enseguida con 5 ml de etanol al 96%. Se secan
perfectamente y se transfieren a viales que contienen 5 ml de LC.
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Se determinan las cuentas por minuto (cpm) en el contador de
centelleo.

Determinacidn de la Concentracidn de Proteinas. Método
Modificado de Lowry (Peterson, 1977)

A partir de la solucidén stock de albumina de suero bovino, se
preparah soluciones patrén a diferentes concentraciones desde 0
hasta 100 ug/ml en un volumen final de 1.0 ml con agua destilada.
Las muestras problema (20 ul del sobrenadante obtenido a 100 000 x
g) también se llevan a un volumen final de 1.0.

A todas las muestras, se les agrega 0.1 ml de DOC mezclando en un
~vortex y se dejan 10 minutos a temperatura ambiente. Enseguida se

les agrega 0.1 ml de TCA al 72 R frio y se colocan en hielo
durante 15 minutos.

Lags muestras se centrifugan 15 minutos a 3 000 rpm, el
sobrenadante se desecha, a la pastilla se le agrega 1.0 ml de agua
;destilada y 1.0 ml de reactivo A, y se mezéla muy bien en un
:vortex, se dejan 10 minutos a temperatura ambiente. Después se
les adiciona 0.5 ml del reactivo B, se agita y se deja 30 minutos
a temperatura ambiente, paniodo en el cual se desarrolla el color.

Se lee la absorbencia a 750 nm.

La curva patrén de protelinas se construye graficando en las
abscisas la concentracién de proteina (ug/ml) y en las ordenadas
la absorbancia a 750 nm. La concentracién de proteina de las
muestras problema se determina interpolando la absorbancia en la

curva patrén.

De esta manera la actividad‘especifica de la DNA pol. se obtiene
dividiendo las cuentas por minutos (cpm) obtenidas en el ensayo de

esta enzima entre la cantidad de protefnas.
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Vii. RESULTADOS

Para la realizacién del presente estudio se trabajé con eljes
embrionarios de Zea mays L. (var. Chalquefio), tanto sometidos a
irradiacién ¥y (1 000 C) como no-irradiados, los cuales se imbibian
en presencia de la citocinina sintética benzil-adenina (BA). Los
datos que se presentan son el promedio de al mencs tres

experimentos independientes.

La primera serie de experimentos, consistieron en saber a qué
tiempo, durante las primeras 12 horas de la germinacién, los ejes
embrionarios son mis sensibles a responder a BA (10_‘M), es decir
tienen un mayor incremento en la sintesis de DNA, de tal manera
que se pueda apreciar significativamente 1la sintesis estimulada
por BA, para a partir de ésto poder llevar a cabo los siguientes
experimentos que nos permitan discernir a qué nivel se presenta el
estimulo de la sintesis de DNA.

I. Estimulacidn de la Sintesis de DNA por BA a Diferentes Tiempos
de la Germinacidn Temprana. )

En la fig. 1la y 1b, podemos observar la sintesis de DNA que ocurre
en ejes embrionarios no-irradiados y y-irradiados,
respectivamente, en presencia y sin BA, despu¢s de haber marcado
los ejes con timidina 3[H], durante las tres ‘Ultimas horas del
periodo experimental respectivo (0-3, 0-6, 0-9, 0-12). Se observa
que la incorporacién del radionucledtido es mayor en ejes
y-irradiados que en 1os no-irradiados durante las primeras 6 horas.
de imbibici4n. Dada la naturaleza del dafio que 1la irradiacidn
provoca al DNA; podria sugerirse que estos ejes se encuentran
desarrollando un proceso de reparaci®n del DNA mas intenso que en
los ejes no-irradiados; evidencia de lo anterior fue dada por
Zarain et cal. (1987). Después de este tiempo ‘1a cinética de
sintesis de DNA en ejes y-irradiados disminuye, mientras que en
los ejes no-irradiados ¢sta se dispara notabiemente. En ambas
figuras se aprecia que la sintesis de DNA siempre se incrementa
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cuando los ejes embrionarios se han embebido en presencia de BA
107" M). Si bien, aunque el pico de actividad se presenta a las &
horas, el mayor porcentaje de incremento lo tenemos, para ejes
embrionarios no-irradiados, a las 6 horas, mientras que para ejes

y-irradiados a las 9 horas (Fig. 1 y Tabla I).

Para la realizacisén de los siguientes experimentos el tiempc de
imbibicién con el que trabajamos fue de 6 horas, ya que es en este
momento en que se tiene un madximo de la sintesis de DNA, en ambos

tipos de ejes, cuando agregamos el fitorregulador.

Con el fin de determinar la naturaleza de la estimulacién de 1la
sintesis de DNA por BA, el siguiente paso fue observar el efecto
que un inhibidor de 1la sintesis de proteinas, como la
cicloheximida, tenfa sobre 1la sinteais de DNA en los ejes

embrionarios.
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Tabla I. Estimulacidn de la sintesis de DNA de ejes embrionarios
de malz por BA. Datos obtenidos a partir de las fig. 1.

Por ciento de incremento en la sintesis de DNA

horas \ Ejes no-irradiados Ejes y=irradiados
3 29 . 22
6 | 102 | | 80
g 57 148
12 117 ‘ . 83

31




II. Efecto de Cicloheximida Sobre el Incremento en la Sintesis de
DNA estimulada por BA,

En este conjunto de experimentos lo primero que se hizo fue probar
que cicloheximida (CH) efectivamente inhibe 1la Bsintesis de
proteinas durante las primeras 6 horas de imbibicién, que es el
tiempo experimental. El porcentaje de sintesis de proteinas en
presencia de CH fue de 80 2%, medida como 1la incorporacién dg
metionina 9[H] a material insoluble en TCA, es decir, hubo una
inhibici¢n del 20 % (Fig. 2).

Las figuras 3a y 3b representan el efecto que tiene CH sBobre 1la
sintesis de DNA, en 1los ejes embrionariocs no-irradiados y
y-irradiados, respectivamente, durante las primeras 6 horas de
imbibicién. En la fig. 3a se observa una sintesis de DNA del 110 %
para los ejes nofirradiados tratados con BA, lo cual da un
incremento del 10 %; este menor incremento comparado con el
obtenido en la Fig. 1 puede deberse a que en estos experimentos se
aplica vacio para que el inhibidor pueda entrar al eje
embrionario. Este hecho probablemente provdca alguna alteracién a
las estructuras del organismo, de tal manera que se afectan
algunos factores y se impide un mayor incremento en la sintesis de
DNA. Cuando los ejes se embeben en presencia de BA + CH, 1la
sintesis de DNA es del 45 % y cuando agregamos sélo CH es del 54%4.

La misma'tendencia se observa en ejes y-irradiados (Fig. 2b). La
sintesis de DNA es del 142 % cuando se embeben en presencia de BA,
mis cuando los ejes son tratados con BA + CH la sintesis es del
652 v 52 % cuando se embeben s4lo en presencia de CH.

Los resultados anteriores sugieren que BA estA de alguna manera
moQificando la maquinaria de traduccidén; no obstante, cabe 1la
posibilidad de que el efecto que provoca el fitorregulador no se
encuentre a este nivel de expresidén, sino lo gque estamos viendo
sea consecuencia de que BA ha alterado algin evento previo al de
la sintesis de proteinas, como puede ser la transcripcién. Con la
idea de probar lo anterior los siguientes experimentos
consistieron en ver el efecto que tiene ca~amanitina -un inhibidor
de la RNA polimerasa II1- sobre la sintesis de DNA estimulada por
BA.
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II1I. Efecto de q—Amanitina Sobre el Incremento en la Sintesis de
DNA Estimulada por BA. ' :

En esta serie de experimentos lo primero que hicimos fue conocer
que efectivamente al tiempo a que estamos . trabajando se esta
llevando a cabo una sintesis de RNA sBusceptible de ser inhibida
por o-amanitina (10 pg/ml). Los resultados obtenidos nos sefialan
due al embeber los ejes embrionarios 6 horas en presencia de
uridina 8[H] (20 Lci/ml) y C-amanitina (AA), la sintesis de RNA ge
inhibe en 15 2 (Fig. 4).

La fig. 5 nos muestra el efecto que tiene a-amanitina (AA) sobre
la sintesis de DNA, tanto de ejes no-irradiados como y-irradiados.
En la fig. 5« sBe observa que en presencia de BA la sintesis de DNA
de ejes embrionarios no-irradiados es del 110 %, maAg al poner en
la solucién de imbibicién BA + AA, el porciento de la sintesis de
DNA con respecto al control es del 64 % y cuando agregamos sélo AA
la sintesis de DNA es de 50 %.

Con respecto a los ejes yp-irradiados (Fig. 5b), se observa un
comportamiento semejante al de ejes no-irradiados. La sintesis de
DNA en presencia de BA es del 140 i; cuando se agrega BA + AA es
del 68 % y cuando sélo estid presente AA es del 65 %.

La estimulacién de la transcripcién pareciera ser el mecanismo por
el cual BA estimula la sintesis temprana de DNA durante 1la
imbibicién de ejes embrionarios. El siguiente objetivo fue
' determinar si alguna enZima del metabolismo del DNA en particular
era estimulada por BA. La actividad enzimédtica que se mididé fue

la de la enzima DNA polimerasa.
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IV. Actividad Especifica de la DNA polimerasa

La actividad de la DNA polimerasa (DNA pol.) es medida como la
relacidén que existe entre la radioactividad incorporada, en forma
insoluble en TCA durante el ensayo y la cantidad de proteinas en
la mezcla de reaccidén (ver métodos). En la fig. 6a se aprecia que
existe un incremento del 23 %X en la actividad especifica de la DNA
pol. cuando los eiés embrionarios no-irradiados se han embebido en
presencia de BA durante 6 horas, mientras que para ejes
embrionarios y-irradiados, bajo las mismas condiciones, se aprecia
un incremento del 14 % (Fig. 6b).

Ahora bien, el incrementc observado en la actividad especifica /de
la DNA pol. cuando se embeben los ejes embrionarios en presencia
de BA puede deberse, de manera general, a tres factores: 1)
incremento en la transcripecid¢n del gene(s) que codifica(n) para la
DNA polimerasa; ii) incremento en 1la traduccién del ARNm
correspondiente a la DNA polimerasa y iii) un incremento en 1la

-actividad de la DNA polimerasa.

Para tratar de discefnir entre las. tres posibilidades descritas
anteriormehte, se embebieron los ejes embrionarios por 6 horas en
presencia o© ausencia de inhibidores de la transcripcién
(o-amanitina) o de la traduccién (cicloheximida) y se midi% " 1la
“actividad de lé DNA polimerasa en los extractos de estos ejes. La
tabla II nos muestra los resultados de estos experimentos. Agquil
se observa que en presencia de cualquiera de 1los inhibidores 1la
actividad de la DNA pol. se mantiene por encima de 1la muestra
control (- BA), no asi la . cantidad de proteinas que disminuye
parcialmente en estas muestras.
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Tabla II. Actividad Especifica de la DNA pol. en presencia de BA
e Inhibidores CCH y AA). '

~ Muestra Activ, Espec. (% Mg de prot. (%
~ BA | 100 | 100
+ BA 119 ; as
+ BA + AA : 111 : . 87
+ BA + CH 146 74
+ CH 114 = 82.
+ AA | 113 a2
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‘VIII. DISCUSION

A partir de "que en 1956 se postula a las citocininas como
promotoras de ia divisién celular (Miller et al., 1956), una serie
de evidencias han probado que este fitorregulador esta
interviniendo en una diversidad de eventos metabdlicos y/0
fisioldgicos. ‘

En uno de los primeros trabajos realizados con citocininas se
sefialé que existia un incremento en el contenido de DNA al agregar
este fitorregulador a tejido medular de Nicotiana tabacum (Das et
al., 1956). Investigaciones posteriores indicaron que se
manifestaba un incremento tanto en el contenido de ARN como de DNA
al afladir citocininas a diferentes tejidos vegetales (Mikulovitch
and Kulaeva, 1977; Naito et al., 1978; Tsuji, 1979; Yokoyama et
al., 1980; 1981). ‘

Si bien es clare que se incrementa el contenido de DNA al agregar
- cualquier citocinina, no se sabe con precisién- a qué puede
corresponder este efecto. Yokoyamg y col. (1980), proponen que el
incremento en la cantidad de DNA puede deberse a: i) estimulacién
en la divisidn celular; ii)‘ endopoliploidia; iii) amplificacién

génica o iv) proliferacién del DNA organelar.

Ahora bien, en nuestro grupo de trabajo - Zarain y <col. (1987),
encontraron que BA estimula la sintesis total de DNA de ejes
embrionarios de Zea mayé a 3 vy 15 horas después de la imbibicidn.
Al analizar la sintesis de DNA por cromatografia ‘en BND-celulosa
obtuvierén patrones que muestran un incremento preferencial en la
sintesis de tipo reparativo; es asi que se concluye que en ejes
embrionarios de maiz en germinacidn, BA estimula preferencialmente
-una sintesis de tipo reparativo. En concordancia con los datos
anteriores Galli (1984), sefialé que existe un incremento en la
sintesis de DNA nuclear en cotiledones de sandia cuando se agrega

BA, y que esta sintesis no corresponde a una de tipo replicativo.
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Nuestrogs resultados sefialan dque existe una estimulacisn de
sintesis de DNA a cualaquier tiempo, durante las primeras 12 horas
de germinacidn, en presenqia de BA (10”‘&“; ésto ocurre tanto en
embriones no-irradiados como 2n y-irradiados. No obstante 1la
cinética de estimulacién es diferente en ambas muestras.

Los datos de 15 Fig. 1 son compatibles <con 1los que otros
investigadores han reportado (Tabla I1I1); es decir, las
citocininas intervienen en varios eventos, ya sea moleculares y/o
fisioldgicos, y cualquiera de éstos tiene un tiempo especifico al
cual se ven afectados mayormente por el fitorregulador y, ademis,
coro sefala Trewavas (1982), esta sensibilidad a responder es el
factor limitante para que las células se vean afectadas o0 no por
- cualquier fitorregulador, no importando a que concentracié¢n se

encuentre esta molécula.

A parfir de los datos de la Tabla I, en donde se observa que los
ejes embrionarios no-irradiados vy y-irradiados, presentan
diferentes tiempos (6 y 9 horas; respectivamente) a los cuales
responden con mayor intensidad a la estimulaci®n por BA, pudiera
sugerirse que se han alterado algunos mecanismos metabdélicos eén
los ejes embrionarios irradiados y que por esto la estimulacidn de
sintesis de DNA sea diferente con respecto a los ejes
no-irradiados. Es importante seffalar el hecho de que los ejes
7~irrédiados no’siguieron una conducta semejante a la de los
no-irradiados despué¢s de las 12 horas de imbibicién. Es evidente
que el dafio causado al DNA por 1la irradiacién, aunque pudiéra
haber sidoc reparado, podria habér. causado desfasamiento en la
serie de eventos metabslicos comprehdidos' durante las primeras
horas de la germinacién. Es de notar que existe una notable
recuperacidén de la viabilidad de los ejes py-irradiados embebidos

en presencia de BA (Zarain et al., 1987).
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Tabla III.

Citocinina
{Concentr.)

Cinetina
(1 %)

BA
(0.01 mM)

BA
(30 microg/ml)

Efecto que provoca y
tiempo en que este eg
maximo (despues del
tratamiento con la
citocinina)

Incrémento en la
cantidad de ARN
(6 .dias)

Incremento en el
porcentaje de
nucleos marcados
(1 dia)

Incremento en la

cantidad de DNA,
RNA y proteinas.

{24 h)

Diferentes Respuestas Estimuladas por Citocininas.

Espedie

Pinus ellioti

Meldn

Phaseolus v.

v'Referencia

Varnel and

Vasil, 1978
“Galli, 1984
Yokoyanma

et al., 1981



A

BA

(30 microg/ml)

Cinetina
(5 microM)

BA
(0.1 mg/1)

Cinetina

(0.5 mg/1)

Cinetina
(5 microM)

Incremento en el
contenido de DNA,
RNA, proteinas y
clorofila. 8-14
dias.

Incremento en el
contenido de
proteinas. (5

dias).

. Incremento en la

act. espec. de

la ARN pol. unida.
' a croméAtina.

(9-12 dias)

Estimulacién de

la sint. de ARN.

(11 dias).

Incremento en el

contenido de DNA.

(66~68 h).

Phaseolus v.

Pisum sativum

“i.Centeno

~Nicotiana T.

Pisum sativum

Naito et al., 1978
Tsuji et al., 1979.

Simpson and Torrey, 1<

. Kulaeva, 1981.

Matthysseyand Abrams,

Simpson and Torrey, 1¢



Por otro lado, los resultados obtenidos al utilizar cicloheximida
0 a-amanitina (Fig. 3 y 5), muestran que la sintesis de DNA
egtimulada por BA es anulada, lo que sugiere que probablemente se
estid inhibiendo la sintesis de algunos factores que se requieren
en este tiempo, que son necesarios para la si{ntesis de DNA y que
"~ probablemente alguno de éstos tambiéh se estimulen por el
fitorregulador para que se incremente la sintesis de DNA.
Matthysse y Abrams (1970} y Kulaeva (1981) sugieren que el nivel
de accidn de citocininas es en los sistemas de transcripcién.
Kulaeva (1981) postula que las citocininas se unen a receptores
especificos que se localizan en el citoplasma, e inmediatamente se
forma un complejo (citocinina + receptor) que entra al ndcleo y
afecta a la cromatina o la afinidad con la cﬁal la ARN pol. se une
a esta estructura; como consecuencia de lo anterior la sintesis de
ARN y de protefinas se estimulan y, paralelo a este evento, se
incrementan y/0 aceleran los fendmenos biolégicos.

Ahora, si el efecto de las citocininas se encuentra a nivel de la
transcripcidén y este hecho provoca posiblemente que se estimule la
sintesis de DNA (debido a que hay mayor cantidad de proteinas que
participan en este evento), entonces, es de esperar que al tratar
a los ejes embrionarios con CH + BA la estimulacidn en la sintesis
de DNA que promueve el fitorregulador se vea eliminada, hachc gGue
se corrobora tanto para ejes no-irradiados como para los
y-irradiados (Fig. 3). Rulaeva (1981) seffiala que la activacién
- enzimatica promovida por BA que obtiene estA asociada con una
sintesis de proteinas, ya que CH elimina este efecto; ademas
observa que el estimulo en la sintesis de proteinas es uno de los
primeros efectos que se logra observar cuando se agregan
citocininas; dicho aspecto se puede deber a: i) una gran rapidez
en la sintesis de ARNm; 1ii) una movilizacidén de 1los moldes
almacenados o iii) un incremento en la iniciacién de 1la sintesis
de proteinas, conllevando é¢sto a una utilizacidén intensa de 1los

moldes funcionales.

Las dos ultimas posibilidades argumentan en favor de un efecto de
las citocininas a nivel postranscripcional; en este sentido Tepfer

y Fosket (1978) proponen que una parte del ARNm se encuentra en un
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nivel bajo, el cual no puede ser traducido, pero cuando se
encuentran citocininas en el medio é¢stas hacen que el ARNm pueda
ser traducido.

Por otro lado, cuando se cuantifica la actividad especifica de 1la
DNA pol., que es una de las principales enzimas involucradas en la
sintesis del DNA, se encuentra que dicha actividad se incrementa
cuando se agrega BA, tanto para ejes no-irradiados conro pé;a los
y—-irradiados (Fig. 6).  Asi la DNA pol. pareciera estar
directamente involucrada en el incremento en la sintesis de DNA
que se observa al afiadir BA a los ejes embrionaros. No obstante,
la actividad de esta enzima se mantiene alta, aun cuando provenga
de ejes que fueron incubados en presencia de AA o CH (Tabla 1II),
condicién en la que decae la sintesis de DNA total (Fig. 3 y 85).
Para explicar este compoftamiento podrfan darse varias opciones:
a) que no sdélo se estimula 1la DNA pol. sino. que ‘otras protefnas
inherentes al metabolismo del DNA, o a su regulacién, se ven
estimuladas en su sintesis de noveo; b) que 1la DNA pol. que se ha
tomado como referencia no es la enzima, o la unica enzima, que
participa en la sintesis de DNA que es estimulada por BA; c¢) una
combinacién de las dos opciones anteriores. Un concepto que
pareciera ser claro es que no existe sintesis de novo de 1la DNA
pol. al menos durante las primeras 6 horas de la germinacién. Por
tantg, la estimulacidn de la actividad enzimatica en presencia de
BA pudiera deberse a estimulacién de la enzima per se, directa o
indirectamente, y no sintesis de nueva enzima. Pero también es
probable que la BA estimule ciertos factores que se transcriben a
las 6 horas .y que son indispensables para la sintesis de DNA. Ya
en la literatura se ha citado que BA estimula preferencialmente
‘ciertas actividades. Por ejemplo, datos que seffialan que BA afecta
sdlo a ciertos factores, en este caso a algunos RNAm, han sido
proporcionados por Flores y Tobin (1986), quienes observan que
durante la biogénesis del cloroplasto se incrementan los niveles
de los ARNm que codifican tanto para la proteina que se une a la
clorofila a/b como para la subunidad pequefia de la
ribulosa-1,5-difosfato (RUBP) carboxilasa, cuando se agrega el
fitorregulador; mientras que el mismo tratamiento no afecta al

ARNm total. Estos investigadores sugieren que la citocinina
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regula la expresidn de estos dos mensajes a nivel
post-transcripcional, lo cual probablemente sea afectando la
estabilidad del ARNm.

Finalmente, podemos concluir diciendo que en la estimulacidén de la
sintesis de DNA promovida por BA, es probable que no sélo se
incremente la actividad especifica de la DNA pol. sino aque puede
haber otras enzimas que participan en dicha sintesis, 1las cuales
también ven favorecida . su actividad en presencia del

fitorregulador.
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IX. CONCLUSIONES

I). Los ejes embrionarios no-irradiados (alta viabilidad) vy
los y-irradiados (baja viabilidad) responden de manera similar en
presencia de benzil-adenina (BA) en cuanto a la sintesis de DNA;
no obstante, la cinética de dicha respﬁesta es diferente.

I1). Existe un tiempo especifico en que los ejes embrionarios
son més sensibles a responder a la BA, aspecto que probablemente
se deba al grado de desarrollo del organismo y a las 'condiciones
fisioldégicas en que éste se encuentré.

III). La inhibicién de la transcripcién o de 1la traducciéh
durante la germinacién de ejes embebidos en presencia de BA
proveoca la anulacién del estimulo de la sintesis de DNA aque el
fitorregulador promusve. Esto sugiere que la estimulacién de 1la
sintesis de DNA por BA ocurre a nivel transcripcional/
traduccional. No obstante no se puede descartar el efecto del

fitorregulador sobre otros niveles de la expresidén génica.

IV) En la estimulacién de la sintesis de DNA por BA hay un
incremento en 1la actividad especifica de la DNA pol., pero
aparentemente esta enzima no es la udnica responsable del

incremento observado en la sintesis de DNA; es muy probable que

tambi¢n se afecten otras enzimas que participan en dicha sintesis.
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