UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

Modificaciones al Método de Marmur para la
Extraccion de ADN en Algunas Plantas Superiores

T E S | S5

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

B I 0O L o G o}

P R E S E N T A

MA. EUGENIA HERES PULIDO



Universidad Nacional

Auténoma de México

UNAM - Direcciéon General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccién de los derechos de autor, sera exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacién, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A mis padres y hermanas

A mis amistades



Manifiesto mi sincero agradecimiento, por la
valiosa direcciébn y desinteresada colaboracién
que me brindaron las Bibls. Matilde Brefa -
Valle, Aurora Chimal H. y Ma. Teresa Cruz

de Palacios.



Agradezco al Dr. A. L. de Garay, Director
.del Programa de Genética y Radiobiologfa de
la Comisibn Nacional de Enrergfa Nuclear, --
as{ como al personal del mismo, por las fa-
cilidades y atenciones gue me otorgaron para

el desarrollo del presente trabajo.



Agradezco al personal del Laboratorio de
Bioqufmica de la Divisién del Doctorado

de la Facultad de Qufmica, el habernos -
facilitado el equipo y la direccibn técnica
indispensable para las pruebas de desnatu

ralizacion.



La presente tesis fue elaborada en el [_abora-
torio de Genética Vegetal del Programa de Ge
nética y Radiobiologfa de la C.N.E.N. gracias
a una beca otorgada por las Autoridades de di

cha Institucién.



INTRODUCGION "

- Los &cidos nucleicos son compuestos orgénicos que se localizan

“en todos los seres vivos. Estén formados por azicar, bases nitroge

nadas y radicales fosfbricos que al integrarse constituyen unidades -

monoméricas de ribonuclebsidos para el 4cido ribonucleico o unidades
de desoxirribonucleb6sidos para el &cido desoxirribonucleico, siempre
unidas por enlaces fosfodiéster. Estas unidades se arreglan en cade
nas helicoidales sencillas en el &cido ribonucleico (ARN) o en cade--
nas dobles como el &cido desoxirribonucleico (ADN), alrededor de un
mismo eje, con las bases nitrogenadas orientadas hacia el interior -
unidas por puentes de hidrbgeno y con los fosfatos al exterior (Fig.
1).

El progreso en las técnicas citolbgicas y genéticas, ha demos-
trado que en el nlcleo de la célula, los cromosomas estén constituf
dos por ADN y protefnas estructurales. En investigaciones posterio
res, se ha comprobado la presencia de éste, en organoides citoplas
maticos como en los cloroplastos (4, 32, 66) y en las mitocondrias
®3). En cualquier organismo la cantidad y composicién de ADN es
constante, un ejemplo de ello es lo que se ha observado en varieda

des e hfbridos de trigo donde existe una definida relacibn entre el-
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Fig. 1.~ Modelo de la estructura del ADN
(Watson y Crick, 1957), (48,65).



ADN (1).

Las células germinales col

a la de las células sométicas”pétpk"éxg;ﬁgzmehte la mitad del total. -
Se ha demostrado que el ADNconstltuyelas unidades hereditarias o
genes, los cuales estdn determinados por la ordenaciébn de los deso-
xirribonuclebtidos en la molécula (13). Para explicar como reside -
el mensaje genético en el ADN, Gamow sugirié que la presencia de

cuatro bases, dos pUricas: adenina y timina, y dos pirim{dicas: gua-
nina y citosina, cifraba veinte éminoécidos, lo cual implicaba una --
combinacibn de tres bases,llamada trfada o triplete, para cada ami-
noécido.

Las posibles combinaciones serfan del orden de 43, donde las
variaciones serfan 4”, siendo "n" el nGmero de nuclebtidos en cada
triplete y 4 las diferentes bases (48). Nirenberg, Ochoa y Crick de
mostraron, a partir de 1961, el mecanismo de los tripletes utilizan
do diferentes ARN mensajeros sintéticos,

El gene se ha definido (65) como una pequefa regibn cromost-

mica que lleva la informacibén para la sintesis de un producto y con

siste en unidades potencialmente mutables, gue pueden variar y en-



trecruzarse entre sf. Tezles unidades se transfieren a los descendien
tes y se conservan en las células somaticas del organismo mediante

un proceso en el cual el ADN sirve de molde, para formar nuevas -
bandas complementarias, en lo que se conoce como '""mecanismo se——
miconservador!' (41).

El ADN induce en la célula la sintesis de las protefnas, que ——
constituyen el material estructural y enzimatico de los or-ganismos.
Este proceso ha sido descrito por Jacob y Monod en 1961 e incluye —
dos fases: transcripcibn y traduccién. El1 ARN mensajero (ARNmM) -
lleva el mensaje del ADN a los ribosomas, donde se realiza la sinte
sis proteica. Ahf- se efect@a la traduccibn por medio de diferentes -
4cidos ribonucleicos de transferencia gque llevan un amino&cido, espe
cffico para cada uno de ellos, el cual se une a la cadena polipept{di
ca en crecimiento.

3

Se debe sefialar que en la célula, los diferentes ARN menciona
dos, se sintetizan al efectuarse el ordenamiento de los riboruclefti-
dos, segln un molde dado por cierta zona de la molécula de ADN —
(8, 70).

L.os cambios fisiol6égicos de los tejidos en crecimiento, el efec
to del medio ambiente sobre el metabolismo, el mejoramiento de las

variedades, los efectos de las radiaciones ionizantes y de los com—-



puestos gufmicos sobré los vegetales superiores de importancia econd
mica o alimenticia, ha determinado el incremento en los estudios so-
bre el metabolisrﬁo y caracterizacién de los &cidos nucleicos que cog_'
tienen.,

En las plantas el crécimiehto consiste en un aumento irreversi-
ble de tamafo, que se debe'a 1a forﬁ-\acién de nuevas células y al —-
alargamiento de las mismas. Las diferencias que presentan en todas
las etapas de su desarrollo se han obser*vadc; claramente en las célu-
las de la punta de la rafz.

La rafz es un 6rgano gue se desarrolla facilmente, estd consti-
tufdo por una cofia que va desde la punta y que se extiende ligeramen
te hacia atrds, rodeando a las células iniciales del meristemo apical
e inmediatas a esta zona se localizan tres regiones, que de afuera -
hacia adentro son: 1?1 epidermis, la corteza y el cilindro vascular di
vidido en xilema y floema.

Las células del meristemo apical son pequefias, c(bicas o iso-
diamétricas, contienen mucho protoplasma y se dividen répidamente.
Conforme se alejan de la punta las divisiones son menos frecuentes
y su longitud aumenta hasta que cesa el alargamiento celular, lo ===

cual no implica el término del desarrollo y de su diferenciacibn. --

En este proceso la composicién de la pared cambia ya que las célu~



las jbvenes presentan mayor contenido de sustancias pécticas y hemi
celulosa, mientras q\.;e las menos jbvenes tienen cantidades relativa-
mente grandes de polisacéridos no celulbsicos y celulosa., De tal --
manera que el aumento celular se produce por absorcién de agua que
distiende una cépsula celular pléstica, cuyo espesor se eguilibra con
nuevos depbsitos de materiales en la misma.

Por lo general, en los primeros dos millmetros de la rafz, se
ha observado una correlacibn entre la sintesis del ADN y la mitosis,
pero cuando ésta cesa, la sintesis del ADN continGa y la cantidad de
éste, aumenta por n(cleo hasta 8 veces el valor haploide (68). Sin
embargo, existen variaciones, ya que en los tejidos epidérmicos la -
sintesis de ADN se interrumpe con la mitosis, mientras que en las -
células vasculares la cantidad de ADN aumenta alin cuando ya se ha
terminado la mitosis, en una etapa muy temprana del desarrollo,

Se ha comprobado que en los perfodos de crecimiento y diferen
ciacibn existe un incremento significativo de los &cidos nucleicos. -
Por ejemplo, en el mafz la maxima cantidad de ADN y ARN, se loca
liza en la zona de elongacibn del meristemo, zona que presenta dos -
fases: una inicial de sintesis de ADN y constituyentes citoplasméaticos
y otra de extensa vacuolacibtn y acumulacibn de agua, sefialdndose que

los niveles de &cidos nucleicos caen con el crecimiento celular (14, -



64). " Por otro lado, en la semillé de trigo, se ha visto que las célu
las mer‘isteméticas, ademés de presentar un incremento en los 4cidos
nucleicos durante la germinacidn, tienen actividad enziméAtica escasa
y bajo contenido total de ribonucleasas, en relacibn con las células -
més maduras (27). Y en las células de las hojas de algodbén, se ha
determinado unma relacién inversa entre el contenido de Acidos nuclei-
cos y su edad puesto que las jovenes tienen la mayor cantidad mien-
tras que las células mas viejas y las de las hojas que han caldo, —-
contienen un Minimo de &cidos rucleicos (25).

Existen y se han observado variaciones en el contenido de &ci-
dos nucleicos en plantas, relacionados con el medio ambiente(38) y su
influencia sobre el crecimiento y desarrollo de las m.ismas (57). Por
ejemplo, Sergieva (55) en 1968 realiz6 estudios histoqufmicos que -
muestran que el c?ntenido de Acidos nucleicos se relaciona con el -
perfodo anual de las plantas; en el letargo invernal el ARN aumenta
intensivamente hasta un méximo y durante el perfodo vegetativo de-
cae, lo cual se explica por la cantidad de ARN, protefnas e inhibi-
dores del crecimiento que se acumulan y proporcionan el material -
necesario para provocar el inicio del perfodo vegetativo (€8).

Al iniciarse la floracién, la planta ha alcanzado cierto grado

de crecimiento vegetativo que puede estar condicionado a factores -



qu la ocasionen., Los factores exiternos que mas influyen en la regu
lacibn de la reproduccidén son la duracién del dfa y la temperatura --—
ademds de ciertas hormonas vegetales cuya presencia puede acelerar
o0 inhibir el desarrollo. (3)

En plantas que florecen siete dfas después de un dfa corto se -
ha comprobado el incremento del porcentaje de ADN hasta que las ye
mas aparecen y una disminucién en el contenido, cuando la planta se
coloca en condiciones de luz constante. Es as{ que se ha relaciona-
do la longitud del fotoperfodo con la dindmica de acumulacién del -~
ADN (56), puesto que la estimulacion por parte de la luz para la in-
duccibn de la floracibn, provoca la formacibén del estfmulo floral que
se desplaza de las hojaé hasta las yemas cuyo meristemo apical se -
ensancha y produce los esbozos foliares (3, 56)

Otros estudios se refieren especificamente al efecto de hormo—
nas modificadoras y estimulantes del crecimiento en las plantas. --
El crecimiento implica incremento de volumen y no necesariamente -
una divisién celular. La auxina es una hormona vegetal cuyo princi
pio activo es el &cido indolacético que causa divisibn celular en al--—
gunos tejidos y provoca el alargamiento célular por activacién del —-
ARNMm, el cual induce la sintesis de enzimas espec{ficas que actGan

sobre la pared celular, ademas incrementa el contenido de asparagi



na y protefnas y disminuye el contenido de aminodcidos libres. Este

sistema se puede resumir en el siguiente diagrama:

AUXINAS
ADNea—te ARNM sty ARNE =P {nite sis de enzimas que actGan so-

bre la pared celular

presién
osmbtica
alargamiento celular

LLa inhibicién de este sistema por medio de' inhibidores especffi-
cos o por la ausencia de esta hormona, ocasiona una disminucibén de
los &cidos nucleicos gue intervienen en el proceso de alargamiento —-
descrito o en la divisibtn celular (68), lo cual se ha observado por ~=-
ejemp'IO en la vaina del frijol (16)

La produccién de complejos qufmicos que se utilizan para indu-
cir alteraciones en el metabolismo de las plantas, ha despertado inte
rés en cuanto a su efecto sobre los &cidos nucleicos de las mismas.
Immoliev (25) observd que los defoliantes como el &cido 2-4-dicloro-
fenoxiacético inhiben la sintesis de &cidos nucleicos y sugiere que és
tos representan un papel muy importante en el control natural y arti

ficial de la calda de las hojas(47)l.a cafda de las hojas y de los fru-



tos estd determinada por la presencia de una capa de abcisibn en la

base del pecfolo o del pedanculo del fruto, cuyas células presentan -
las cédpsulas muy débiles. Se ha demostrado que la adicién de auxi

na evita o retarda la formacién de esta capa de abcisién al conferir

le a la cépsula celular, mdas plasticidad e incrementar la. formacibn

de protefhas. Por el lado contrario, la auxina en concentraciones -~
elevadas es tbxica para algunos vegetales de hojas anchas, que la -

absorben rdpidamente afectando las zonas de crecimiento y determi-

nando que actualmente se utilice como herbicida (3). De esfa mane

ra, la presencia de auxina aumenta o mantiene constante la sintesis

de los &cidos nucleicos, mientras que las concentraciones elevadas -~
inhiben notablemente el crecimiento y desarrollo de la planta y por -
lo tanto, la sfntesis de &acidos nucleicos.

En forma diferente, la adicién de &cidos giberélicos produce -
un aumento en el contenido de &cidos nucleicos, como se ha demos-
trado en las hojas del tabaco (16) y gue se debe a un incremento de
la divisién celular por inhibicibn, de los efectos inhibidores de la —
luz sobre los procesos de elongacitn y germinacibn. Su accibn se -
atribuye a una activacibn de ciertos genes que producen los cambios
morfolégicos descritos (69) y es independiente de la de las auxinas.

Se pueden mencionar, los estudios de Drury (18), que en 1968
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obtiene la inhibicién del creéimieﬁ;o de bléntulas de calabaza y cebo—
Ua, por adicién de sulfato dé estreptomicina que induce errores en -~
la traduccién y sintesis de pf‘otefnas al dafar el ARN y que ademé&s
causa defectos en la formacién de la membrana celular (g, 20).

Por Gltimo, existen en los vegetales problemas filogenéticos di-
ffciles de dilucidar por medio de una clasificacién que tome en cuen-
ta Gnicamente caracteres morfolégicos ya que estos sorn muy varia-—-—
bles debido a la influencia del medio ambiente(21)Hasta 1967 se repor
taban pocos estudios en plantas superiores de diferentes grupos, en-
los que se caracterizen ffsica y qufmicamente los &cidos nucleicos -
respectivos (9). Este tipo de investigaciones contribuyen a determi-
nar en este nivel, las pequefias o grandes diferencias si es que exis
ten, para sumarias al conjunto de caracterf{sticas morfolégicas, fisio
Iégicas, flsicas, etc., que se reunen en los diversos grupos taxond-
micos. Uno de los trabajos realizados es el de Cherry (9) quien en
1967, localiza en las pléntulas de mafz una cantidad considerablemen
te superior en el porcentaje total de ARN, de un tipo de 4cido ribo-~
nucleico de vida larga y casi ausente en las dicotiledbneas, E1 au—-
tor asume que pueden existir dos tipos de ARNm, uno de vida corta
para la sintesis de prolefnas 'clave'", otro de vida larga para la sin

tesis de protefras esenciales v presente en un alto porcentaje en el
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grupo de las monocotiledbneas, especialmente en la familia Graminae.
Sefiala ademés que todos los tipos de Acidos nucleicos encontrados en
bacterias y microrganismos en general, se localizan también en las -
plantas superiores, siendo la principal diferencia el grado de sintesis
de los mismos y su longevidad relativa en la célula.

Por otro lado, Sueoka (62) en 1961 realiza un estudio extensivo,
para determinar la variacién en el porcentaje de G+C (guanina+ citosi
na) en el ADN de organismos superiores e inferiores de la escala ——
animal y vegetal reportando porcentajes de 40% y 42% para aos espe—
cies de un mismo género, respectivamente el gérero Salix caprea y

Salix acubifolia (sauce),44% para Crylus avelana, 48% para Alnus

barbata (aile) y Triticum wvulgare (trigo),36% para Allium cepa (ce-

bolla), y 40% para Papaver somniferum (amapola),Cucurbita pepo -

(calabaza), Phaseolus wvulgaris (frijol), Arachis hypogaea (cacahuate)

y Pinus sibirica (pino) en plantas superiores,

La fluctuacibn del contenido de G#C en el ADN de organismos -
superiores resultd ser inferior a la que presenta el ADN de las bac-
terias, cuyos valores van del 25 al 75%. Esto sugirié la posibilidad
de una reclasificacibn taxonbmica de ellas, de acuerdo con el conteni
do de G#C, que probablemente sea una caracter{stica evolutivamente

estable no plenamente demostrada ya que los valores obtenidos en in
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vertebrados, vertebrados y plantas superiores tienen escasa variacién
entre sf,

El estudio de la heterogeneidad en la distribucién de bases den-
tro de un organismo ha mostrado que en las bacterias ésta es muy li
mltaday que generalmente todos los organismos tienen una sola dis-—
tmbumén de G+C en los gradientes de CsCl, indicando que la distribu
c16n intramolecular de los pares G-C y A-T es uniforme, aunque al-
gunas ocaciones ciertas pequefias fracciones se distribuyen diferente -
y no por azar, lo cual da cierta variacién dentro de las moléculas(62)

Lo anterior se corrobora con los estudios hechos con diferentes
muestras de ADN de diversos origenes, que una vez fraccionadas, -
con la técnica de ADN-agar muestran una reasociacibn que se ha rela
cionado con las secuencias de nuclebtidos dentro de la molécula. EI
grado de reasociacién se mide por espectrofotometrfa y da un valor-
"Cot" (mol. x seg/litro) en el cual una fraccibn con cierto grado de
repeticién puede obtener la mitad de su reasociacién, interviniendo en
el célculo la talla del genoma y la cantidad de la fraccibn répidamen-
te repetitiva.

Las condiciones de reasociacién dan un "Cot" entre 1-100 donde
se reasocian apreciablemente los organismos superiores e incluyen --

estudios en invertebrados, vertebrados y las siguientes plantas superio
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res: arroz, tabaco, frijol, haba, cebada, chfcharo, trigo y cebolla,.

L.os resultados obtenidos muestran que virtualmente el ADN re-—
petitivo se localiza en organismos superiores, organizado por fami-—
lias de secuencias de nuclebétidos cuya semejanza o diferencia podria
ser una medida de la relacibn filogenética en las especies superio--—
res (4, 40).

Al desnaturalizar la molécula de ADN, por calor o algdn otro
medio flsico o qufmico, se rompen los puentes de hidrbégeno que -=—-
unen las bandas que la integran. Esto provoca un incremento en la
absorbancia méxima de luz ultravioleta que se presenta a 260 mA4 -
y el fenbmeno puede ser reversible o no, de acuerdo con el agente
desnaturalizante y las condiciones de renaturalizaci6n. Por ejemplo,
se ha observado que la desnaturalizacibn térmica es reversible cuan
do la muestra de ADN se enfrfa lenta o rdpidamente después det -
proceso, obteniéndose una mejor renaturalizacién en el primer caso.
Las moléculas desnaturalizadas pierden la estructura secundaria y -
terciaria al romperse los puentes de hidrfgeno, de Van der Waals,
fuerzas de lL.ondon, etc., pero pueden establecer nuevos puentes de
H entre sus bases (30, 35). Esta reversibilidad permite utilizar --
las moléculas desnaturalizadas de ADN de diversos or{genes y aln -

varios tipos de ARN, para que en condiciones favorables se hibridi-
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zen, relaciondndose este mecanisrﬁo con ’Ia cohnplementar*idad de las
bandas. |

De esta manera se asume que la variacibén en el contenido de -
G #C en las muestras de ADN de diversas especies o grupos; la he-
terogeneidad en la distribucibn de ciertas fracciones del ADN en un -
gradiente de CsC1; los patrones de reasociacibén entre muestras de -
ADN desnaturalizadas o entre éstas y varios tipos de ARN, caractenri
zan de una manera u otra a los &cidos nucleicos de las especies estu
diadas. (37, 59, 67, 4).

Todas las investigaciones anteriores se han llevado al cabo me
diante el uso de técnicas fl{sicas o quimicas como la cromatograffa,
la espectrofotometrfa, la centrifugacién diferencial y la electrofore—-
sis. ‘Ademés se han empleado otras técnicas que han permitido: la-
observacion de la ultraestructura mediante el microscopio electrbnico,
la obtencién de subcomponentes celulares por centrifugacién diferen--
cial en gradientes de sacarosa, la utilizacién de radioisGtopos en los
precursores qufmicos para la localizacibn de compuestos y para el -
establecirhiento de las funciones e interrelaciones celulares (48).

Como paso previo, en numerosas investigaciones se requieren -
muestras de &cidos nucleicos de alto peso molecular, con la mayor -

actividad biolbgica posible (38); unidades monoméricas resultados de -
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la hiarélisis de los polfmeros (26, 34); cadenas de polinuclebtidos sin
téticos, etc.

l.os &cidos nucleicoé.son macrc;moléculas fuertemente acidas y
con carga negativa muy fuerte é. pH ﬁsiolégioo, que en las células se
unen a protefnas bésicas o a cationes alcalinos.

Existen tres tipos de protefnas asociadas con el ADN de los cro
mosomas: las protaminas quea son moléculas pequefias ricas en argini-
na, localizadas selectivamente; las histonas que son moléculas mayo--—
res con una gran variedad de aminodcidos y estdn presentes en todos
los tejidos; por Gltimo las protefnas residuales o acfdicas que debido
a su insolubilidad se separan usualmente, como un complejo con el —-
ADN (30).

Los puentes de unibn del ADN con las protefnas varfan segln el
tejido y para romperlos se utilizan concentraciones salinas adecuadas,
inhibidores de nucleasas que no depolimericen, ni ocasionen agrega—--
cibn de las cadenas de polinuclebtidos, bajas temperaturas y como =--
complemento se afaden detergentes que remueven las protelnas.

L.as histonas se pueden aislar como un complejo estable de fi——
bras amarillas, unidas al ADN por medio de uniones electrostiticas
que probablemente son puentes salinos, Estas protefnas pueden remo

verse con acidos o con altas concentraciones salinas,
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Las protefnas acfdicas en unién con el ADN, pueden ser separa
das después de la extraccidn de las histonas co‘n 4cido dilufdo o direc
tamente por extraccidtn con fenol y ciertas sales. Se pueden obtener
mejores resultados con un anibn que combine propiedades quelantes -
y lipofflicas, como el 4—aminosalicila‘to, el naftaleno—-2-sulfonato, el
tetracetato de etilendiamina (EDTA) o utilizando combinaciones de sa-
les. Este Gltimo compuesto, alcanza su mayor efectividad cuando se
afade sodio—dodecil-sulfato (SDS) a la mezcla salina extrayéndose —-—
las protefnas con una mezcla de fenol mas cresol u 8~hidro>kiqdinoli~
na (30).

Se han desarrollado diversas técnicas para la desproteinizaciébn
de los &cidos nucleicos, de las cuales se mencionarén las més comy_'
nes;
1.~ Método de cloroformo: octanol (58). Para obtener una desprotei;

¥
nizaciébn completa, después del uso del detergente anibnico, se -
utiliza un volumen igual de mezcla de Sevag (cloroformo:octanol)
ode cloroformo:alcohol isoamflico (38), se agita vigorosamente y
se centrifuga para separar las fases. Una alternativa es disociar
el complejo en NaCl 1 M o en NaClO4 1 M (84), precipitando —-

los &cidos nucleicos fraccionadamente con la adicién de etarnol a

la fase acuosa. Las protefnas se extraen alternativamente por -
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precipitaciéh con Ié. solucién de Sevag.

Método de sodio-dodecil-sulfato (SDS), sodio-lauril-sulfato o --
"dupanol” (8, 29, 38). Este reactivo es un detergente anibnico,
que lisa a las células, disocia las nucleoprotefnas, inhibe las ~—-
nucleasas y desnaturaliza protefnas en concentraciones desl 0.3 al
2.05% (61) y 4% (8, 24). Se usa en presencia de fenol o utuiza{g
do la desproteinizacién térmica .(38).

Método de la solucibn acuosa de fenol (29). Este método inclu-
ye el tratamiento de homogenados en un volumen de SDS, igual
al de una solucibn acuosa de fenol, seguido por; centrifugacion pa
ra separar el sistema bifdsico. La distribucibn inicial de las --
protefnas y lfpidos en la fase fenblica y los &cidos nucleicos en -
la fase acuosa, es muy precisa debido al coeficiente de particibén
que ‘es altamente favorable. L.as nucleoprotefnas no separadas se
encuentran en un nivel intermedio,entre las dos fases del sistema

En ningn método en general, se obtienen desde el principio el -

ARN y el ADN por separado, puesto que ambos son mezclados y ex—-—

trafdos simulténeamente. Al elegir el tipo de &cido nucleico que se -

desea extraer, en general se escoge uno u otro, y la facilidad de su

separacién depende de la cantidad de &cidos nucleicos y del método —-

utilizado (29)(60)

L(12)
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Por otra parte, en las extracciones de &cidos nucleicos, casi ~
siempre hay contaminacién con polisacAridos, 1o cual puede evitarse
separando previamente los nGcleos (10, 61), utilizando métodos enzi-
méticos o iones de amonio alifdticos que precipitan el ADN selectiva
mente en los Qltimos pasos de la purificacion (38, 61).

| Existen numerosos trabajos sobn;*e métodos de extraccibn de A&ci
dos nucleicos en plantas, los cuales se resumen en la Tabla 1. Al-
gunos autores utilizan los métodos de: Schmidt y Thanhauser (53), el
de Ogur y Rosen (46) o el de Schneider (54) basados en la extraccibn
con &lcalis o &cidos dilufdos. Otros autores mencionan el método de
Marmur (10, 24, 63, 71) con ciertas modificaciones, para el tejido -
o especie que se utiliza.

‘Baséndose en el método de Marmur (38) y en los trabajos de -~
Yolles (71), Cherry (8), Kirby (29), Sato (82) y Steele (61) se ensa-
yaron técnicas para simplificar la extraccibn del ADN en algunas es-
pecies vegetales del grupo de las Angiospermae, de importancia eco-

nbmica o alimenticia.
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MATERIAL

a) Semillas

Se utilizan cuatro géneros de la Clase Angiospermae:

Genero y especie Procedencia

Agave celsii (maguey) - Jardin Boténico UNAM
Agave potatorum (maguey) Jardin Boténico UNAM
Pisum sativum (chfcharo) " Programa de Genética CNEN
Vicia faba(haba) Programa de Genética CNEN
Zea mays (mafz) Programa de Genética CNEN

b) Reactivos
Bicloruro de mercurio al O.1v0%
Monohidrato de 3-0-clorofenil-5~metil-4~isoaxil penicilina s6dica al
0.25%
Celulasa 4000 U al 2% (p/v) (estéril)
Pectinasa al 2% (p/v) (estéril)
Pectinasa al 4% (p/v) (estéril)
EDTA (Titriplex III) 0.10 M NaC1 0.15 M, pH 8
NaOH 0.5 N
Sodio~-dodecil-sulfato al 25% (p/v)

Perclorato de sodio, purificado 7 M
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Mezcla de Sevag: cloroformo:alcohol isoamflico 24:1 (v/v)

Citrato salino estandard (SSC) pH 7.0%0.2:cloruro de sodio

0.15 M citrato de trisodio 0.015 M

Cloruro de sodio 6 M

Solucibén saturada de perclorato de sodiol impuro (comercial)
Ribonucleasa: se hace una solucibn 0.2% en cloruro de sodio 0.15
M pH 5.0, la solucibn se calienta a 80°C por 10 mins,, para evi-
tar la contaminacibn con desoxirribonucleasa.

Acetato de EDTA pH 7.0 : acetato de sodio 3 I\/\A EDTA 0.001 M
Solucibn acuosa de fenol: Fenol p.a. 500 gm, 8-Hidroxiquinolina 5
gm, agua destilada 55 ml, pH 7.0

Alcohol etflico absoluto

Alcohol iso—-amflico

Alcohol iso-propanol

METODOS

Las semillas se desinfectan de la siguiente forma:
1.~ Se lava;n primero con agua corriente y después en agua destilada.
2.~ ée desinfectan con la solucién de bicloruro de mercurio durante -
15 mins.

3.~ Se lavan con agua destilada.
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4,- Se aejan con agua destilada .durante 24 hs,

Para conseguir un 100% de desinfeccibn se efectGa el siguiente -
tratamiento:
1.- Se lavan las semillas con agua destilada.
2.~ Se lavan con agua destilada estéril.
3.~ Se desinfectan con la solucién de bicloruro de meﬁcurib durante -
15 mins,
4,- Se lavan con agua destilada estéril,
5.~ Se Qesinfectan con la solucibdn de penicilina sb6dica durante 15 ———
mins,
6.~ Se dejan en agua destilada estéril durante 24 hs. en un revcipien—'

te cerrado.

b) Siembra y colecta.

Las leguminosas (chicharo, haba) se siembran en charolas de -
peltre, entre dos capas de algodén hGmedo comprimido. Para mejo-
rar los resultados se esterilizan, el algodbn y el agua. La graminea
(maflz) se'siembra de igual forma.

E£1 proceso para desinfectar las semillas de Agave sp (maguey)

es el mismo que en las leguminosas, pero para la siembra se utili-

zan otros métodos:
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1= Sesuambr‘an en éﬁéﬁolas de peltre, entre dos capas de papel fil-
tro hdhﬁédo;

,2k.- Se siembran en cajas de Petri con una capa inferior de algodén
‘y papel manila hGmedo, estériles.

El perfodo de germinacién en leguminosas fue de dos dfas a ——-
temperatura ambiente y de un dfa a 25°C.

El perfodo de germinacién en la gramfnea Zea mays (mafz) fue
de 4-6 dfas a temperatura ambiente y de 36 hs. a 25°C.

El perfodo de germinacién en ambos géneros del maguéy, fue de
10 dfas a temperatura ambiente.,y de tres dfas a 25°C,

En la colecta de los cuatro tipos de semillas, se utiliz6 la rafz,
la plantula y en una ocasibén los tallos jévenes, sin embargo el mate--
rial de preferencia es la rafz en desarrollo, por su alto fndice mit6ti-
co y el incremento en la sintesis de protefnas (68, 3, 5).

En Agave sp. se colectan plantulas de 1-8 dfas (evitando lasrpar‘--
Ates verdes) y frutos maduros de 4-6 meses, cuyas semillas proporcio-

nan mejores resultados.

En Pisum sativum se colectan plantulas de 1-6 dfas, con meris-

temos y rafces jovenes de paredes muy delgadas.
En Vicia faba se colectan pléntula_s de 2-10 dfas.

En Zea mays se colectan pléntulas de 1-6 dfas.
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Todo el material se coloca después, en la solucién salina de -~
EDTA Ay para conservarlo se congela a ~15°C, durante un lapso de —-

1-15 dfas, sin diferencia aparente en el rendimiento.

€) Homogeneizacibn
| Se efectlan dos métodos: enzimético y mecéniéo.

En el enzimético se‘gﬁiiiZah,cualquiera de las dos formas siguien
tés:
1.- Se lava el material con agua destilada estéril y se coloca en 100
ml de alguna de las soluciones enziméaticas de celulasa o pectinasa, -—
manteniéndose en condiciones estériles durante tres dfas a temperatura
ambiente o un dfa a787°C.
2.- El material se muele mecénicamente y se coloca en una solucibn

enzimdatica, durante una hora en bafio Marfa a 37°C, con agitacibn sua

ve.

El material se recupera por centrifugacién o filtracibn,

Se afaden de 25 a 50 ml de solucibén salina de EDTA,

Se presiona a través de una malla de nylon de 0.25 mm de di&-
metro.

Se muele en el mortero y en ocasiones se pasa a través de cua
tro capas de organdf.

El homogeneizado se pasa a un matraz de tapbn esmerilado.
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En el método mecénico se elige una de las formas siguientes:
1’.— Después de la colecta, el material se congela en hielo seco.

Se muele en un mortero hasta obtener un polvo fino.

Segln la cantidad de tejido en gm/hGmedo se afade EDTA en -
relacidén 2:1

Se presiona a través de una malla de nylon.

Se pasa a un matraz de tapbn esmerilado.
2.~  Se muele el tejido en una licuadora con 25 ml de EDTA (rela--
cibn 2:1), durante 75 y 15 segs a velocidad alta y baja respectivamen
te. - Para evitar la espuma se afiaden unas gotas de alcohol isoamfli-
co.

Se pasa a un matraz de tapbn esmerilado.

Cuando los resultados en la homogeneizacibn no son satisfacto——
rios, los homogeneizados se filtran a través de 2 o 4 capas de organ

df de algodbn.

d) Método de extraccién de los &cidos nucleicos.

Sobre una base fundamental que es el método de Marmur, el -
cual utiliza reactivos y métodos recomendados por algunos autores -
(3, 8, 24, 63, 71) se ensayaron mcodificaciones tendientes a adaptar-

lo en homogeneizados totales de plantas superiores (6).



1.—'Deb 2a3 gms de"f‘ycélulas hGmedas se lavan una vez con 50’ ml de
EDTA salino. : P‘o'r‘,yla' acurhulacién de agua y tendencia a la vacuola-
cibén en las células vegetales, se aumentd 'el peso en proporciones —-—
que lo n‘uultiplicéh bbpor 10 a 50, en los 25 a 50 ml de EDTA salino.
2.- La Iisis,‘SélA :éféctQa por adicién de 2 ml de SDS (sodio dodecil —-
sulfato a1 25%)y seue:’:.orlbca la mgzcla en bafo Marfa a 60°C por 10 -
mins., después se enfrfa con égua de la llave a la temperatura am--—
biente. Como resultado de la concentracibn celular el volumen se —-—
multiplic6é de 10 a 150 veces.

3.~ Se afade perclorato de sodio hasta alcanzar una concentracidn de
1. M. En ocasiones se sustituyb el perclorato de sodio purificado, --
por una solucibn de perclorato de sodio impuro o una solucibn concen
trada de cloruro de sodio 6 M. En la primera y en la segunda sus-
titucibn se querfa comprobar la efectividad de ambas soluciones, —--
puesto que los reactivos son més féciles de obtener.

4.~ Se agita la mezcla con un volumen igual de cloroformo:alcohol —-
isoamflico por 30 mins. En algunas cocasiones se disminuyb el volu—-—
men de la mezcla y los resultados eran aparentemente iguales.

5.- l.a emulsibn resultante se centrifuga durante 5 mins a 8000 xg —-
separdndose en tres capas: una inferior de cloroformo, una media de

protefnas y una acuosa superior. Se extrae la capa acuosa superior
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que contiene los Acidos nucleicos, los cuales se precipitan afiadiendo
dos volGmenes de etanol apr*oxirr{adamente.

6.~ Los &cidos nucleicos se colectan utilizando una varilla de vidrio
a la cual se adhieren.

7.~ El exceso de alcohol se elimina, haciendo presitn de los filamen
tos sobre el vidrio.

8.- Se transfierem a 10 ml de SSC dilufdo (0.1x SSC). Cuando ——
se han distelto por completo, se ajusta la solucibén a una concentra-
cibn de 1x SSC afadiendo solucién concentrada de 10x SSC.

9.~ Nuevamente se vuelve a agitar con un volumen igual de mezcla -
de Sevag por 15 mins. y se centrifuga repitiendo los pasos del No. -
5 al 8 hasta que se hayan eliminado todas las protefhas, comprobén-
dolo al eliminar la fase intermedia después de centrifugar la emul--
sibn.

10.~ El sobrenadante obtenido después de la serie de desproteiniza——
ciones se precipita con etanol y se diluye en SSC (cerca de 0.5 a -
0.75 del volumen del sobrenadante).

11.—- Se afade ribonucléasa a una concentracibn final de 50.4gm/ml
y la mezcla se incuba por 30 mins. a 37°C. Se elimina la enzima
con mezcla de Sevag, hasta que en la Gltima desproteinizacion haya

poca o ninguna protelna en la fase intermedia.



- 27 -

12.- El sobrenadante se precipita con etanol y los 4cidos nucleicos -
se disuelven en 9 ml 0.1x SSC.

13.— Se afade 1 ml de acetato de sodio~EDTA y cuando la soluciébn -
estd completamente mezclada, se afiaden 0.54 volGmenes de alcohol -
isopropflico (35).

14.— E1 ADN precipita selectivamehte ‘ern fqrma de filamentos en el -
fondo del vaso. |

156.- Si el ADN es suficiente, serl r-e‘d’viyksukelve Y precipita nuevamente .-
El precipitado final se lava y el aééﬁéto'se elimina, incrementando -
progresivamente en un 70—95"/:,‘k'>t=‘,il‘g\i/jc')‘1utﬁ‘en, con alcohol etflico abso-
luto. T

16.~ Se obtiene nuevamehté::'élr;‘”b:r*é:c’ipiftadb,' se disuelve perfectamente
en 0.5x SSC y se lleva la solucién a una concentracidén de 1x SSC -
por adicibén de 10x SSC.

En el método descrito se utilizé opcionalmente una solucién de
fenol acuoso + 8-hidroxiquinolina ya que Yolles (71) y Kirby (30) lo -
utilizan para una desproteinizacién completa.

Es asf que en la secuencia anterior se puede sustitufr el paso -
No. 4 por los pasos 4a y 4b siguientes:
4a .- Se afade un volumen igual al del homogeneizado, de una solu--

cidn acuosa de fenol. Se agita durante 24 hs a temperatura ambien—
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te con unv minimo de dos cambios a fenol fresco.
4b.- Se centrifuga a 8000 xg, se elimina la fase fenblica y se afade
un volumen igual de mezcla de Sevag.

Como una comprobacibén de la obtencién de nucleoprotefnas hi~-
drolizadas, mediante el uso de soluciénes alcalinas dilufdas se efec-
tud la siguiente extraccibn (44):
1.~ El material fresco se coloca en -una soluﬁién:’at 0.5 N ‘de NaQH
incubandose pér 1 h a a7°C.

2.- La solucidn se acidifica con &cido acético glacial.
3.~ Las nucleoprotefnas se precipitan por adicibn de dos volmenes. -

de alcohol etflico absoluto.

Todos los experimentos realizados se resumen en las Tablas ——

(del No. 2 al No. 9).

Determinacién de ADN por absorcién de luz ultravioleta (U.v.):
Se calculd el contenido de las soluciones y su pureza por absor
cibn de tuz u.v,
a) Cocientes de extincibn de las soluciones:
Se toman las lecturas de Densidad Optica (D.0O.) en las longitudes
de onda 260/280 m de las soluciones a un pH 7.

b) Espectros de absorcién:



_29.—

Se toman las lecturas de D.O. -énk‘,i.m ‘rango de longitudes de onda

que va de 220 a 310 m4. en sbméié‘ﬁés a pH 7, se grafica D.O. con

“tra longitud de onda y ‘se obtiene e esbectro de absorcibtn de la solu

K] Determinacién del pu désnaturalizacién térmica:

‘ ""’L'Jna,mues't‘ra de ADN con D.O. de 0.50 a 0.80 m4 en una solu--

- cibn 1x SSC (88 ) o 0.1x SSC (10) se Somete a un proceso de des

naturalizacién térmica, por incremento de la temperatura hasta 95°C
en ,Uh portacubetas termoestabilizable adaptado a un espectrofotbme--
tro. Los cambios en la D.O. se leen a la longitud de onda de ab-—
sorcibn méxima o sea a 260 my y mediante la siguiente ecuacibn --

se calcula el porcentaje de hipercromicidad (35):

-

D.O. 100
% Hpcms t.v.

t.i.
L ‘ J

donde

D.O. = D.O. registrada a partir de la temperatura en que se in
t.v. crementa dicha D,O. en intervalos de 2 a 3 C.

D.O. = D.O. registrada a temperatura ambiente

Una vez que se han obtenido los porcentajes de hipercromfa para
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cada una de las temperaturas empleadas, éstos se grafican y en el ~
trazo se localiza la media del porcentaje de hipercromf{a que corres-
ponde a la temperatura en la que la mitad de la cadena de &4cido de~

soxirribonucleico se ha desnaturalizado. (30)
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RESULTADOS =

Enloscuatm génehos devscr"itpls‘ se ensayamn ~técni.cas de lisis
enZImétlcay n;\ecénica, para la obtehciérj dlgyéiyl'j:c‘)mogeneizados Yy se so
metieron a la técnica para extraccibn de ‘ééidos nucleicos, con las -
modificacionez -que ya se han mencionado; ““En-las dos especies de -
'lyeguminro/saks ﬁ(chkfc‘haro y haba) y la grjamfnea (mafz) se obtuvieron —-
muestrasdeADN buro, en la agavécea tmaguey) solo se obtuvieron
nucleopr‘otefnas fragmentadas. |
» L;‘ibsisv enzimatica: Empleando celulasa al 2‘% durante tres dfas,
"ser'crnbtuvier‘on muestras de ADN puro en haba, chifcharo y mafz ---
(Tabla 2).

Al utilizar otros porcentajes de la misma enzima o de pectina-
sa, uﬁa mezcla de ambas o variaciones en la duraciébn del tratamien

to enzim&tico, los resultados fueron muy inferiores (Tabla 3-7).

Lisis mecénica: Este tipo de lisis produjo la obtenciébn de -—-

fragmentos de nucleoprotefnas en la especie Agave potatorum del ma

guey, sin la intervencibn de una maceracidén enzimética. Al utilizar
el mortero y la malla en la lisis, se obtuvo una homogeneizacibn --
parcial del tejido determinada por la presencia de numerosos frag-—

mentos v fibras del tejido. Por otra parte la homogeneizazibn en -
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licuadora junto con la anterior, di6 los resultados mencionados en la
Tabla 9.

En haba, chifcharo y mafz, la lisis con el mortero y la inalla —
mostrb ser efectiva cuando se utiliz6 después de la lisis enzimética,
sin ésta los resultados fueron negativos. (Tabla 8).

En los homogeneizados que se filtraron a través de las capas -
de organd{ de algodbn, se eliminaron las fibras vegetales satisfacto-
riamente.

Plantulas: la variacién en la edad de las mismas, no di6 dife—
rencias notables en los resultados. Hay que sefialar que las cabractg
risticas del tejido de la agavacea parecen disminuir la efectividad del
método y que las semillas de frutos inmédures de Agave proporciona
ron mejores condiciones para la obtencibén de resultados.

Al utilizar NaClO, 7 M como agente desproteinizante, después-—
de una lisis enzimdtica con celulasa al 2% y la lisis mecénica descri
ta, se obtuvieron muestras de ADN puro, pero al sustitufrlo con ———
NaCl o una solucibn saturada de NaC)lO4 impuro sblo se obtuvieron -
escasas nucleoprotelnas (Tabla 2).

Una lisis enzimAtica con pectinasa al 2% en las condiciones ———
mencionadas y con NaClO4 7 M o con la solucibtn saturada del NaCl0

4

impuro como agente desproteinizante produjo escasas nucleoprotelnas



F'yl_ar\»ta (espe;c'ie‘,v)

Edad de
plantulas

Parte
. utilizada

Congelacibébn
en EDTA

Descongelacidn

Lisis
enzimética

tisis
mecénica

EDTA
sSDS

NaCl10 4 ©
NaCl

Mezcla de
Sevag

Obtencibn
nucleoprotefnas

ADN puro
Tabla 2.

Chicharo

; 2f5 dfas

'Rafces

si
temp.amb.

Celulasa
2% 3 dfas

Mortero
Malla

25 ml.

15 ml.
20 ml.

30 ml,

* %

Chicharo

2-5 dfas

Rafces

si
temp.amb.

Celulasa.
2% 3 dfas

Mortero
Malla

25 mi.

10 ml.

27 mil.

30 mi.

*rkk

*kok K

Experimentos en chicharo (P. sativum) y haba (V. faba)con celulasa al 2%.

“*** Nucleoprotefnas suficientes para una purificacién y obtencién de ADN ‘
*** Escasas nucleoprotefnas, insuficientes para purificacién y obtencién de ADN

* ok

FEscasas nucleoprotefnas y depolimerizadas.

' ""V,thfch'ar‘p: ‘Haba
. 1=10 dfas

Rafces' y - . - Rafees

tallos . G

si : si' L 51 S ai

temp.amb. temp.amb. 2 hs. 37°C

Celulasa Celulasa Celulasa Celulvasva' o

2% 3 dlas 2% 3 dfas 2% 3 dfas %:3-dfas

Mortero Mortero Mort'ero‘"‘_‘ ort:er*o i

Malla Malla Malla L Malla:

25 mi. 25 ml. 25 ml. 25 mli

20 ml. 15 ml. 20 mi. 20 ml.

50 mi. 20 ml. g0 ml. 5 ml. 50 ml.

NaCl 6M . sol.sat.

30 rnl. 30 ml. 30 ml. 30 mi. 30 ml.

*kkok Ak ok — —

EE X X ] * ¥ K %k ———— —— ————
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Planta (especie)

Edad de
plantulas

Parte
utilizada

Congelacibn
en EDTA

Descongelacibn

Lisis
enzimatica

Lisis
‘mecénica

EDTA
SDS
NaC1l0 4 ©
NaCl

Mezcla de
Sevag

Obtencibn
nucleoproteinas

Maguey

Frutis inmaduros
4-8 meses

Semillas
no
no
Celulasa Celulasa

2% 3 dfas 2% 3 dfas .

Mortero Mortero
malla malla
25 mit. 25. ml.;
80 ml. 10 Ml
G 731 SQ%Y ot g iy
70 ml. 15 ml.
NaCl 6M [T
30 ml. 70 mi.
* %k

Tatla 3.~ Experimentos en maguey (A. potatorum y A. celsii) con celulasa al
2% y NaClog o NaCl como agente desproteinizante.
*¥ Escasas nucleoprotefnas y depolimerizadas.
-—— No se obtuvieron nucleoprotefnas



Planta (especie) Chicharo Haba Haba
Edad de 2 dfas 1-6 dfas 2-6 dfas 1-6 dfas
p lantulas :
Parte Rafces Rafces Rafces Rafces
utilizada ‘
Congelacién si si si si
en EDTA )

termp.amb. temp.amb. .
Descongelacién 1 h. 50°C 35' a 50°C temp ;amb. 37°c
Lisis Pectinasa Pectinasa Pectinasa Pectinasa
enzimética 2% 3 dfas 2% 3 dfas 4% 3. dfas 4% 3 dfas
Lisis Mortero Mortero Mortero Mortero -
mecénica malia malla malla maltla
EDTA 25 ml. 25 mi. 20 mi. 25 mi.
sDs 20 mi. 15 ml. ‘4 ml. 10 ml.-
NaClo, o 50 ml. 12 . ml. 7 ml. 65 mi.
NaCl sol. sat. Ll e sol, sat.
Mezcla de 30 mt. somi. 50 mi. 30 ml.
Sevag G P
Obtencibn *Ex *Ex - ——
nucleoprotefnas
ADN puro - - ——= -
Tabla 4.- Experimentos en chfcharo (P. sativum) y haba (V. faba) con pectinasa al 2% y al 4%.

Chfcharo

*** Escasas nucleoproteinas, insuficientes para su purificacién y obtencibn de ADN.
—-—— No se obtuvieron nucleoprotefnas.



Planta (especie) = = ' - Chicharo, . Haba -

Edad de i 25 dfas 1.3 dfas|
plantulas I G I
Parte Mér‘*is‘té}nds‘f
utilizada RO

’ Congelacién o o i'si L : ‘Hielo ‘seco
en EDTA : L :
Descongelacién . temp. amb. L 'temb.:,ahﬂb.v o
Lisis Celulasa 2% = Celulasa 2% 30'
enzimatica . Pectinasa 4% : - ‘Pectinasa 4% 30"

1 dfa SR ' BT

Lisis : Mortero | .Mortero *H
mecénica ) k : malla ' : ;
EDTA o s0 ml. 25 ml.
sDS 20 ml.
NaCIO4 50 mil.
Mezcla de 30 ml.
Sevag
Cbtencidn ) —— 3 -
nucleoproteinas
ADN puro . —_— - -

Tabla 5.— Experimentos en chicharo (P. sativum)y haba (V. faba) con celulasa
al 2% vy pectinasa al 4%.
—~—= No se obtuvieron nucleoprotefnas.
*14 En este caso el material se homogeneiz6 y después se degradb
enziméaticamente .



Planta (especie) e Maguey

Edad de ‘ i Frutos inmad ros4 - 6 meses

pléntulas i S : L

Parte

utilizada

Congelacibn

en EDTA ‘

Descongelacién temp. amb. L ternp a‘tm’b‘. ) 1 h. 84°C
Lisis Pectinasa .. = 3"F’ectinaéa Pectinasa
enzimética 2% 4 dfas 4% 3 dfas 4% 3 dfas
Lisis Mortero e Mecrtero ‘ Licuadora
mecénica mailla Sy mallay. organdf malla
EDTA 25 mil. 25 ml.
sDs 20 mil 100 ml.
NaCl04 o Lol ies mlli 150 mi.
NaCl L e :NaCl € M
Mezcla de o as mls. 100 ml.-
Sevag : L ) :
Obtencién S~ s —
nucleoprotefnas :

ADN puro - —_— ——

Tabla 6.~ Experimentos en maguey (A. potatorum y A. celsii) con Pectinasa al 2%
y al 4% y NaClo, o NaCl como. agente desproteinizante.
-—— No se obtuvieron nucleoprotefnas.



Tabla 7.~

Planta (especie)

Edad de
pléntulas

Parte
utilizada

Congelacién
en EDTA

Descongelacién

Lisis
enziméatica

Lisis
mecénica

EDTA
SDS

NaCl1
Mezcla de
Sevag

Obtencibn
nucleoprote{nas

ADN puro

Experimentos en chicharo con pectinasa

proteinizante .

‘ Chfcharo,

2 dfas

meristemos . -

Pectinasa
110% 1 dfa

' Mor‘zteiro

malla.
50 mi.
2 bmyl‘.y :

10.5 ml. "
‘NaCl .5M

-—— No se obtuvieron nucleoprotef{nas.

Chifcharo

2 dfas

" meristemos

si

temp. amb.

Pectinasa
10% 1 dfa

Mortero
malla

50 ml.

2 ml.

i Toml.
‘NaCl.2M .

al 10% y NaCl como agente des—



Planta (especie) Haba : Chfcharo

Edad de 8 dfas . : 2-6 dfas

pléntulas

Parte Rafces : Rafces

utilizada ’

Congelacitn no e © . no

en EDTA L

Descongelacibn _ho - SR “ono

Lisis no - . + no

enzimética :

lisis licuadora - Mortero

mecénica Mortero malla
Malla ‘

EDTA 25 mi. 100 ml.

SDS 10 mi. 44 ml.

NaCWLO4 o 15 mit. 14 ml.

NacCl .

Mezcla de 50 ml. 60 ml.

Sevag .

Nﬁcleoprotefnas — —

ADN puro - _—

Tabla 8.—- Experimentos en chicharo (P. sativum) 'y haba (V. faba)

sin lisis enzimé&tica.
—-—— No se obtuvieron nucleoprotefnas.



Planta (especie) Maguey

Edad de Frutos inmaduros

plantulas 4-6 meses

Parte Semillas

utilizada

Congelacion E si ‘ si . no

en EDTA ’ ;

Descongelacién témp. amb.. - 80 min. 60°C 1 h. 54°%C " no
Lisis o Thei i iae e
enzimatica o e F : e
Lisis " Licuadora ~Licuadora Licuadora
mecénica mall, organdf malla, ‘organdf: _malla,  organdf
EDTA 25 ml. v 25 ‘mi.: 50 ml.,
sDS 30 ml. - 30 ml. 30 mi.
NaClo4 © 20 ml. 15 miL 15 ml.
NaCl : : SR e e F
Mezcla de B 1@0 ml, 100m1. i ; .60 ml. 100 ml.
Sevag B I R L D 7 NaCl 6:M

Obtencién L : LR e _—
nucleoprote{nas

ADN puro — -— - -—-

Tabla 9.—- Experimentos en maguey (A. potatorum y A, celsii) sin lisis enziméatica y NaClog
o NaCl como agente desproteinizante.
*** Escasas nucleoprotefras insuficientes para su purificacibn y obtencifbn de ADN.

** Escasas nucleoprotefnas y depolimerizadas.
—=— No se obtuvieron nucleoprotefnas.

F  Se utiliz6 fenol para desproteinizar.




Tabla 10

Origen E .. /E' % M de A-T (18)°
260 |5 % N =T 2
de la muestra ; 60/7280 EE R

P. sativum '1’.77
V. faba 1.72
Z. mays o 184

A . potatorum
(18)

E. coli

Timo de ternera (18)7"’ 33

L.a proporcién de absorbancias a 260 y 280m ﬂEQ JEQ
se ha determinado como una caracter{stica constante que epeﬁ(—)
de de la proporcién molar de los nucleétidos en el &cido nuclei-
co. Desde que se estableci6 (5) que las diferentes muestras de
ADN de diferentes or{genes contienen la misma proporcidén mo--
lar de adenina—timina por un lado y por el otro guanina-—citosi
na, es suficiente en principio, determinar la proporcibn —-—-——=——
A-T/G-C para saber la composiciérn de la molécula, para se--
guir la fraccionacién o para checar la pureza de una muestra -
de ADN.
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(Tabla 4).

En el maguey la lisis enzimAatica con celulasa al 2% y la lisis -
mecénica en unibn con >el NaClO4 7 M dié escasas nucleoprotefnas y —
fragmentadas cuando se utiliz6 SDS al 80% (Tabla 3). Por otro lado,
después de una lisis mecénica efectiva en el maguey y utilizando -——--
NaCl O4 7 M se ilegaron a obtener escasas nucleoprotefnas pero esta-
vez sin fragmentar, en cambio usando NaCl no se obtuvieron nucleo—-

protefnas (Tabla 9).

Mediciones espectrofotométricas en las muestras de ADN.
1.~ Se determinaron los espectros ultravioleta en .1x SSC aiQOOC,
pH 7 y a intervalos de 5 m+ . Graficas 1, 2 y 3.

é.— Sé obtuvieron las relaciones de absorbancia, mostradas en la Ta-
bla 10.

3.- Se desraturaliz6 térmicamente la muestra de ADN de Vicia faba
en las siguientes condiciones:

Una muestra de concentracibn 23.4.4g de ADN/ml en 0.1x SSC,
se sometié a un aumento de temperatura de 20°C a 92°C en un espec-
trofotbimetro Zeiss con un portacubetas termoestabilizante.,

La muestra de ADN en solucibn 0.1x SSC presentd un punto de -

desnaturalizacién térmica de 69.5 °C, Gréfica 5.
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La misma muestra de ADN se 1lev6 a una concentracién de =—-
1x SSC por adiciébn de 10x SSC, se desnaturalizé en la misma for—-—
ma y se obtuvo un punto de desnaturalizacibén térmica de 90 °Cc ¥ 1 -
°C, Gréfica 6.

Debe sefialarse también, que contrariamente a lo esperado (29)
no se encontraron prohlemas de contaminacién con pi.gmentos. En -
las plantas los pigmentos antociénicos son solubles en el agua y los
carotenoides solo lo son, en solventes orgénicos. Su presencia in—
terfiere en las mediciones de D.O. a 280myy se asume que la au--
sencia de pigmentos fue posible,debido a que el cloroformo y el ~-

etanol los eliminaron satisfactoriamente (26, 34, 61).
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DISCUSION

Debido a que los métodos para extraccibn y cuantificacién de --
los Acidos nucleicos fueron originalmente desarrollados para tejidos -
animales, no e|ss sorprendente que se tropiece con dificultades en -
su adaptacién a los tejidos vegetales.

lLlos métodos para la extraccién de los &cidos nucleicos se rela
cionan directamente con el tejido (7, 29) y la utilidad de un método -
de extraccibn depende enormemente de la facilidad con la cual los aci

cos nucleicos pueden ser purificados después de su extraccitn, Por

‘la abundancia de materiales que interfieren en las determinaciones en

los extractos, no se ha obtenido ningln método general, para la ex—-—
traccibn de ADN de doble banda o ARN polimerizado, o para el calcu
lo directo del total de nuclebtidos de los &cidos nucleicos en vegeta——
les (26, 34). En las plantas superiores los puentes intercelulares, -
el proceso de vacuolacibn y acumulacibn de agua (3), las paredes ce-—
lulares de celulosa y la presencia de sustancias que interfieren como
contaminantes, impiden la libre separacitn celular, la obtencibébn de -
nucleoprotefnas y .la purificaci@n de los polfmeros y de monbémeros -
(7, 17, 50).

Las extracciones preliminares son necesarias para detener las
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actividades enzimiticas cuando se utilizan tejidos frescos Yy para eli-
minar sustancias como coenzimas, mononuclebtidos solubles, fosfa-—
tos inorgénicos y carbohidratos (23, 26). Estos hechos han ocasiona
do que los tejidos se pretraten enzimética, mecénica o gufmicamen-
te.

La digestibn enzimética de los tejidos ha sido estudiada amplia
mehte, pero la cuantificacibn del Qrado de degradacitn de los mis~-~

mos es diffcil, aln cuando se han ido desarrollando métodos que la

' determinan, por ejemplo, midiendo la proporcién de clorofila en la

suspensién celular (52).

Sato (52) realiza un estudio sobre la maceracibn enzimética de
tejidos vegetales, enpontr*ando que el EDTA la facilita y que la con-
centracibn 6ptima para efectuar la separacibn celular con pectinasa
al 0.2%, pH 6.2 es de 0.001 M.

Cherry (8) por otra parte, ha reportado que el ADN extrafdo -
con el método de Marmur presenta una gran cantidad de protefnas -
que no pueden ser removidas del extracto hasta que no se utiliza pa
pafna.

Chayen (6) en un estudio sobre la distribucion del &cido desoxi
rribonucleico en homogeneizados de rafces de plantas superiores, se

flala que se obtienen resultados fundamentalmente iguales cuando se
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ha efectuado la maceracibén por fuerzas mecénicas o por el uso de -
pectinasa.

Debido a que los principales puentes de unibn entre las células
vegelales son sales de calcio de &cido péctico o pectbnico (52) y sus
cépsulas de secresibn estdn constitufdas por moléculas de celulosa,
se decidié utilizar: pectinasa y celulasa como modificacién inicial al
método de Marmur, para romper los puentes e hidrolizar la celulasa
y la pectina.

Las enzimas se adsorben en la superficie del sustrato y el gra
do de digestién es proporcional a la cantidad de enzima adsorbida. -
Como en toda actividad enziméatica, el pH afecta la actividad catalf -
tica habiéndose determinado un pH de 5.2-5.4 para la celulasa (45)y
de 5,5 para la pectinasa en presencia de EDTA (562). No obstante -
existen variaciones en el pH 6ptimo de acuerdo con la procedencia -
de la enzima y el tejido o especie vegetal que se utilice. EI cloru-
ro de sodio estimula la separacibn, dependiendo de la forma y con—
centracibn de los iores en los puentes celulares de las diferentes ——
plantas,

Bas&ndose en lo anterior, se utilizaron las enzimas menciona—--
das, en presencia de EDTA;salinoy aun pH 5-8. Los mejores resul

tados se obtuvieron en tejidos frescos sometidos al proceso, durante
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tres dfas a temperatura ambiente y a una concentracién de enzima de
2% (Tablas 2y 4).

Zaitlin y Cortrin (72) obtuyieron una separacién celular con pec
tinasa al 0.2%, pH 5 en k1h 30 mins y Sato (82) en pectinasa al 0.4%,

pH 5 en 8 hs. "Se supone que los resultados obtenidos en el presen-

te trabajo se deben a varias razones, siendo la principal la siguiente:

Sato (62) sefiala que la reaccibn catalftica es muy lenta si los espa—-

cios intercelulares no se llenan con agua destilada. Un mecanismo -~

donador de agua facilita la difusién de la mezcla enziméatica en el —
sustrato celular y actGa como aceptor final del proceso introduciendo

un grupo hidroxilo en el sustrato:

R—x + H Enm=————*% R-En + xH

H,0 H
R~OH + H En R-y + H En
(hidrélisis) (transferencia) (45)

Se piensa entonces, que el retardo en la actividad enzimdtica -
se debe a la falta de agua destilada en los espacios intercelulares, -
ya que en pruebas preliminares con diferentes porcentajes en las so—-
luciones enziméaticas, a diferentes condiciones de temperatura y con

agitaci6bn lenta los resultados fueron negativos.




La acci@n de la celulasa, al hidrolizar las moléculas de celulo~

sa fue méas efectiva para los fines que se persegufan, ya que al rom-—

per las cépsulas de secrecibn primarias, se deben haber liberado los

componentes celulares.

Es muy probable que exista un detrimento en el rendimiento ---
ADN/gm de tejido, puesto que este se mantuvo a un pH 5-6 durante -
tres dfas. Sin embargo, los resultados en las muestras (Gréficas -~
1-g6, Tablas 1y 2) nos indican gque la calidad es aceptable, sugiriéndo-
se que el método de digestibn enzimdtica debe acelerarse introducien—
do agua al tejido, para obtener los mayores rendimientos en cantidad
y calidad de acuerdo con el tejido, la edad de la planté y el grupo al
que pertenece (52).

Los resultados muestran que la actividad enzimatica es positiva
en determinadas concentraciones y condiciones (Tabla 2), atribuyéndo-
se el bajo r‘endimis;nto en el maguey (Tabla 3), a la presencia de sus
tancias contaminantes como los alcaloides, la gran cantidad de celulo
sa y de oxalato de Ca en sus tejidos. Al utilizar solamente lisis me
cénica, hay un rendimiento casi negativo a no ser por la escasa ob—-
tencibn de fragmentos de nucleoprotefnas, que indican la necesidad de
otros tratamientos en los tejidos (Tablas 8 y 9).

Como un complemento a la lisis enzimética se utilizé con resul
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tados satisfactorios, la hormogeneizacién en mortero, la eiiminacién -
de fibras usando mallas y en ocasiones capas de organdf. En las ~-
pruebas previas, se vi6 que el tejido de las plantulas de maguey re-
sistfa el tratamiento enzimético o mecénico, por lo cual se utilizaron
tejidos embrionarios que se sometieron al método con los resultados
ya mencionadc;s (Fablab Iy 9.

Para la cuantificacibn de los &cidos nucleicos en plantas, se —-
han utilizado métodos que los extraen con soluciones fr‘fas‘ o calien—-
tes dé &cido dilufdo (46, 54) o soluciones calientes de &lcali dilufdo
(53). Los autores que han utilizado. estos métodos (34, 26, 23, 42,
31) cuantifican el contenido de Acidos nucleicos en las plantas, por -
determinacién de los nuclebtidos solubles en los extractos, mediante
el empleo »de espectrofotometrfa con luz u.v., pero estos métodos no
sirven para obtener un ADN de doble banda o ARN, polimerizados y
con actividad biolbgica.

Se ha demostrado que las diferentes técnicas de extraccibn que
emplean cambios en el pH o la adiciébn de SDS més un agente des—-
proteinizante como el NaCl, el NaClo, o el fenol, son las mas ade-
cuadas para obtener los &cidos nucleicos en su estado nativo y con -
actividad biolégica (8, 24, 26, 34). El método de Marmur reune las

caracter{sticas rmencionadas, que lo hacen susceptible de ser adapta-
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do a otros organismos aparte de los microrganismos a los que origi-
nalmente iba destinado (38).

Tal método implica en sus fases iniciales un tratamiento enzimé
tico de las células, que en este caso se ha sustitufdo por celulasa y
pectinasa. Ademés los reactivos que Qtiliza: SDS, NaCl0,, cloro—--
fo'rmo, etanol & isopropanol son ampliamente recomendados en la lite
ratura con opcibn de incluir en el método la solucibn acuocsa de fenol
(71).

Al ensayar la hidrblisis alcalina (44) se obtuvieron filamentos ~
depolimerizados de acuerdo con la accitn de la solucibn sobre los =-
puentes de unibtn de las nucleoprotefnas (35).

En las muestras de ADN se determinaron las relaciones de ab-—
sorbancia, los espectos de absorcibn (Gréfica 4) y en el ADN de --
V. faba se determind el punto de desnaturalizacibn térmica. Este -
Gltima prueba no se pudo efectuar en las otras dos muestras por di-
ficultades técnicas, sin embargo los datos que se obtuvieron en las
suce'sivas desnaturalizaciones indicaron un porcentaje méximo de hi~
percromfa de 32.27y un "TM" de 69.5 °c para la nmuestra en .1x -
SSC mientras que en la muestra dilufda en 1x SSC se obtuvo un ——
"Tm" de 90 °C ¥ 1°C con un porcentaje de hipercromfa de 32.4% lo

cual concuerda perfectamente con lo reportado por otros autores --




_42‘_

(10, :38) e indica la presencia de un ADN de doble banda, intervinief_\_
do, en la diferencia de "Tm" el rango i6bnico de la solucibn. (Gréafi-
cas 5 y 6).

Ademés un buen indicio de la au;encia de ARN contaminante es,

gue en la determinacién del "Tm" en 0.1x SSC el aumento en la =———

D.O. se localiza en la regién de los 25°-50°C (30).




CONCLUSIONES

L.os resultados muestran que el método es efectivo, en homoge-
neizados totales de tejidos que han sido sometidos previamente a tra-
tamientos enziméaticos que rompen las cépsulas de secrecibn y en me
nor grado a tratamientos que destruyen los puentes intercelulares ——-
(Tablas 1 y 3).

De acuerdo con los autores (3, 30, 29) los tejidos requieren di
ferentes modificaciones en los métodos para extraccidn de los &cidos
nucleicos, hecho que sobresale al comparar los resultados en los gé
neros estudiados: en haba (V.faba), en chicharo (P.sativum) y en —-
mafz (Z.mays) se obtuvieron muestras de ADN con el mismo método
(Tabla 1). En el maguey (Agave spp.)el método fue aplicable en --
mucho menor gr*ad'o (Tabla 2) y ciertas modificaciones en la lisis me
cénica més la eliminacién de la degradaci6n enzimética, dieron resul
tados parciales (Tabla 9) que indican la nescesidad de cambios especf
ficos en el método, para ese tejido.

En las muestras de ADN las relaciones de absorbancia (Tabla
10) en espectrofotometrf{a con luz ultravioleta dan una idea del grado
de contarﬁinacién de la muestra (18, 23, 26, 63), en este caso pa--
rece que el grado de contaminacién es escaso. Ademés los espec—-

tros de absorcifn, en las mismas condiciones de espectrofotometria
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presentan una curva caracter{stica y el pico de absorcién se localiza
en los 255-260 m« (5).

El punto de desnaturalizacibén térmica de la muestra de ADN -
de V.faba fue de 69.5 °C en «1x SSC con un porcentaje de hipercro
mfa de 32.2 % que concuerda con lo reportado por Chipcase (10) en
las mismas condiciones de rango ibnico, o sea 37% para ADN de ori
gen vegetal, especificamente en P.sativum. A mayor rango ibnico
de la solucibn, es decir en SSC aumenta el punto de desnaturaliza--
cibn a QOoCt 1 ©C con un porcentaje de hipercromfa de 32.4%. Si
se toma en cuenta que el ADN nativo o de doble banda presenta un -
40% para el promedio de méxima hipercromicidad, el incremento en
la Densidad Optica como resultado de la desnaturalizacibn térmica, =
indicavque la mayor parte del ADN es nativo y que el incremento en
el punto de desnaturalizacién en la muestra de ADN dilufda en SSC
es resultado del at;mento en el rango ibnico de la solucibn que le -
confiere mayor estabilidad a la molécula (38).

El uso del NaCIO4 como agente desproteinizante mostr6 ser --
més efectivo que el NaCl o la solucibn saturada del NaClO4 impuro
(Tablas 1-95. [El uso de la solucién acuosa de fenol (29, 71) requie
re en este caso, Més investigacibn puesto que las condiciones expe-

rimentales no permitieron obtener conclusiones definitivas.
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