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ABREVIATURAS. 

ABA ácido absc1sico 

ara-CTP arabinosil citidina 5 -trifosfato 

ATP adenosina trifosfato 

BA bcnzil adenina 

BSA albúmina de suero bovino 

EDTA ácido etilen diamino tetra-acético 

DNA ácido desoxirribonucléico 

NADH nicotinamida adenina dinucléotido (reducido) 

NADPH nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

PCA 
RNA 

mRNA 

rRNA 

tRNA 

sos 
TCA 
U.V. 

(reducido) 

ácido percl.órico 

ácido ribonucléico 

ácido ribonucléico 

ácido ribonucléico 

mensajero 

ribosomal 

ácido ribonucléico de transferencia 

dodecil sulfato de sodio 

ácido tricloroácetico 

ultravioleta 
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SUMf";; .. Ry 

During early- maize embryo axes (0-15h), the me~hod th~t we use 

(BfJD--celulose Chromatography) ha"s been provided ?. series oí r~ 

tio_· j'n c_oUn.ts -incor•porated, in conclusion cs interpreted 

about a pa~tern of main synthesis. 

A pattern of rep~lr synthe~is in g~mmn irr2~iatcd ~ni~e e~:bryo 

axe:s h.-=is been obtaineC c!uring the e~rly c;ermination (pre-repl.,!. 

.:cative perlad, 0-3h). l-lonewer it has not been posible to disti!!, 

guish the pattern of non-irradi?teC axes lmbibed for th~ so~e 

perlad of time whlle thi~ DNP ~ynthesi~ ol>~erv~~ dces not reBron¿ 

to ABA (absicic ~ció), es JR diFcu~se~. 

The pattern of elution of embryo ~x~~ irnbib~~ fer 0-,5h re~l)· 

has heen obt~lnerl a prttPrn of rPrlic~tive ~~·ntl1~~j~ ~hPth~1· 

thé replicativ~ ~ynthesi~ Eppe~r~ ~o ~t~rl 

imbibition. 

.... ~ ... ~ . .:_- -· Lour~ <3Í t-:-r 

\·fe observed thüt n_:, (ter.::11-;ider.ine) ir;ir.ucéd grrmin?tlr.n in irr~ 

dintprl or not irredi?tPrt P~hryo Ax~~ imbil'e~ fQr ~fh. Thi~ effect 

i~ more drnslic in ~~m~~ irr~di~trc· ~x~~. 

h'tien B.t.. !~ <:idded to irra.-:iateC ñr.C ~ot irr<'.c:latc·C: E:r'1bryo_,.--;).'e·~, 

during pre-replicativt• pEriori (0-3h) 1 the result ~~~ Fr; incr~~~e 

in the coubts incor?or?teC, f·nhancing the repair type pattPrn 

in irrsdi~ted axe~ but mo~t ~1as thP change in thP p2ttern cf 

el~tion the or;A l~belled of not irrAdiated ernbryo ~xP~ ~r~ ~c.~ 

lt 1~ the repeir type synthe~i~. 

Tt1is r~ttern OCC\;r~ irre~pective cf whet)1Pr thP rul~e lrb~l iF 

givPn 10, ~O or ~O m!n bPfcrc• thF enr! ~r t~~ ircubFtion ~Prio~. 

The role of EA on early ~er~in~tion ?nd rcrAir synthe~i~ i~ -­

di~Cü5~ed. 
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R E S U M E t: 

Durante las. prin1eras horas d~ -_germ~nación (0-1Sh) en ejes:; 

embrionarios ·-de ma1z, la metodolOgla utilizada (cromatogr.!. 

f1a en BND-celulosa) nos proporcionó una serie de relacio­
nes de marca incorporada, que Se interpretan finulmcnt,c· .cS!.. 

mo un patrón de s1ntesis preferenéial. 

Se encontró un patr'ón de síntesis reparativa en ejes embri!2_. 

narios radiados durante las primeras horas de germinación 

_(0-3h, periodo pre-replicativo), sin embargo no pudo defi­

nirse claramente el patrón obtenido de ejes embrionarios -
no radiados durante los mismos periodos (0-1 1 0-3 h) 1 sie~ 

do que se observa que esta s1ntcsis de DNA es insensible a 

ABA, como se discute. 

En los patrones de elusión de ejes en1brionarios incubados 

de 0-~5 h efectivamente se encontró un patrón de síntesis 

replic~tiva 1 ya que l~ síntesis re~licntjva r~rece comen-­

zar alrededor de las 12 n 15 h. 

Se observó que BA estimuló ln germinación de ejes embrio­

narios radiados y no radiados incubados por 48 h 1 siendo 

más notable este efecto en ejes embrionarios radiados. 

Cuando BA es añadido a ejes embrionarios ~adiados y no r.2. 

diados durante periodos prc-replicativos (0-3h), el resu_!. 

tado íué un incremento Ce lü mgrca incorporada, fnvore--­

ci~ndose el patr6n de tipo reparntivo en ejes embrionarios 

radiados y provocando un cambio en el patrón de elusión de 

DNA mDrc~do de ejes embrionarios no radiados que ahora se 

presenta como tipo rep~rativo. Este patrón se mantiene in­
Gepc .. ndi~ntemente de pulso d~do 1 yÑ se2 ror 10, ;:iO o 30 mi­

nutos, antes del t&rwino del" p~rio¿o de incub~ci6n. Tarnhi&n 

se di se u te el r,apel de S/.. en l.;;s prirr.(!oré:!s horas Ce 9e1-rnin~ 

ci6n y en la s!ntesis reparativa. 
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l N T R o D u e e I o N 

Uno de los problemas fundament~ies que enfrenta la humanidad 

es el problema-·a1-1me~tario. Los altos ritmos de crecimiento 

pobl_acio~~l -~ la-i~jü~~a-distribución de la riqueza, se han­

combinado para producir como efecto la desnutrición y el ha.'!! 

.bre de decenas de millones de personas en el planeta. 

Tan solo la encuesta mundial aplicada por la FAO sobre ali-­

~entación en 1.985 registra para América Latina, un total de-

56 millones de personas desnutridas. 

Para muchas culturas los granos constituyen el alimento básl, 

ca. La producción, almacenamiento, transportaci6n, dlstrib.!:!_ 

ción y consumo de los mismos es una tarea indispensable en -

la soluci6n del problema alimentario mundial. 

Nuestro país ha quedado rezagrido en la creación de una infrae.2_ 

tructura del almacenamiento de granos, se presenta el probl~ 

ma de pérdida de viabilidad y/o vigor de semillas almacenadas 

que serán utilizadas para la siembra, redundando este probl~ 

ma economicamente al producir una baja en la productividad -

de las cosechas. 

La baja viñbilidad de semill?s de cereales puede ser ocasio­

nada por varios factores, por ejemplo, una posible causa po­

dr!a ser el daflo en el material sen~tico (cortes en el DNA) 

provocado por un clmacenamiento in.adecue do (Che2n y O:borne, 

1978) y corno posible con.st:cuencio ::.E: ob::.1::rva uu rt:tar:do en -

la slntesis de Df~A. 

Ya que el daño en el material gen~tico tendría ~ue ser corr~ 

gido por una s1ntesis reparativa de Dl~A, este trabajo se de­

dic6 al an~li~is de los difer~ntes tipc~ d~ síntesis de DNA 

que se i11ducen cu~ndo una ~enilla sufre daAo en su material 

genético y su pofoible modific.?icién por m~Cio de fitorregul.§_ 

dores. 
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A N T E C E O E N T E S 

2.'l GERMINACION 

Las semillas de las angiospermas se desarrollan de un 

óvulo fertilizado y consisten de un embrión diferenci_!! 

do en un vástago y una raiz, rode&do por un endospermo 

o material de reserva y finalmente la testa que rodea 

a estas dos estructuras. 

La germinaci6n y desarrollo de las semillas de una -­

planta superior, pueden verse como un nGmero de etapas 

consecutivas que provocan que una semilla latente, con 

bajo contenido de agua, muestre un aumento de su acti 

viciad metabólica e inicie la formación de una plántu­

la a partir de un embrión. 

Fara que una semilla germine debe ser puesta en cond_!, 

clones ambientales adecuadas, como son: cantidad de -

agua, temperatura apropiada y composición de gases en 

la atmósfera. Huestra definición particular de germ.!, 

maci6n la delimita desde el inicio de la imbibici6n 

hasta el momento de la primera división celular. 

La absorción de agua por una semilla presenta 3 fases. 

Lu fusc I c;s ur.a consecl.iencia de las íuE:rzas cie hidr2_ 

tación. de las pnredes celulares de la semilla y e~ in 

dependiente de la actividad metabólica de la semilla. 

La fase II es un periodo lag de absorción de agua y 

la semilla latente presenta un metabolismo activo a 

dif€renci~ Ce lr.s ~emillas ne viables. En la fase III 

la ub~orci1'.)n de ~.gwA e.5'.tá asociada con la g
0

erminaci6n 

y deEerrollo sub~ecuente de la semilla y presenta una 

actividad metabólica incre~entada (Bewley y Black, 
1978). 
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Durante su form-eición l"?. semj lla sufre de una extrema­

deshidratación, sin embargp todas las células del cm­

bri6n p~t~an~cen vivas por un tiempo largo (Osborne,-

1903), si--:la-s semillas se mantienen en condiciones ad~ 

cuad~s. ·El -factor mas importante para que se inicie 

la actividad metabólica y se reinicie el crecimiento 

y· desarrollo del e11:br ión es la entrada de 29ua.. La 

hidratación de organelo5 secos en l~s c~lul2$ de la­

semilla (mitocondrias, ribo$omes, nucleos, membra11as) 

y de macromol&lulas (en~im2s, rRNA, mRNA, DNA, ele.) 

activa las funciones de estos or92nelos y macromolé­

culas secuencialmente (Chlng, 1972). 

Muchos de los estudios bioquimicos sobre la germina­

ción se han efectuado en embriones aislados de tri90, 

centeno, frijol, etc. (\-Jaltcn ~ ~' :1970; Castrovie­

jo, 1979; Sen y Osborne, "'.!977; f·iory ~ ..§]., 1972), y 

con este sistema ele estudio se ha encontrado que alg~ 

-nos de los principales eventos que se disparan después 

de la hidr6tacibn son la producci6n de ATP, s!ntcsiP 

de proteíncs, s"lnte~is de RI!;.,, rep~ración de DtJt. y -

t1oras despu~~, ~e llev~ e cabe la replic~ci6n del DNA, 

se0uida por la división celul~r (O~lJcrne, ~9PO/R1; 

Osborne, '1983; Datt.:; ~al~ ".1983; üsbcrne il !!.l. 1 

~984¡ V~zquez y Osborne, 19S6). 

Otras c.ctividades celulares funcJr.rnentc:.les tñmbién ju~ 

g~n un papel import~nte, pera prep2ror a la semilla 

a germinar y desarroll~rse. 

Son impo~tantes tres rutas rnetab6licas, lla1nadas gl~ 

c6lisis 1 rutR de 1~~ per1t0Eas y ciclo de krebs, para 

la producci6n ~e intermediarios en el met~bolismo, 

energ!a en forma de ATF y poder re~uctor como NADH y 

IJADrH (Bewley y Black, 1978). 



La s1ntesis de ATP ha sido cstudi~da ~n algunas sernl-­

llas durante la germinacl6n, pero pocos ~studios se l1an 

hecho en relación con el cambio de estructura o activi 

dad de las mitocondrias. Como la concentración intra-

celular de ATP aumenta en los primeros 15 minutos, es­

de esperarse que las enzimas para la síntesis de ATP, 

deban de estar presentes. También es posible que las 

mitocondrias se preserven en las semillas a través de 

su deshidratación o periodos de almacenamiento, ya que 

se observa una rápida toma de ox1geno al inicio de la­

imbibici6n (Mayer y Poljakoff, 1975). 

5 

La maquinaria de s1ntesis de prote!nas provee un equi­

po básico para que las células puedan sintetizar las -

enzimas requeridas, tanto estructurales como regulado­

ras, desde el inicio de la germinación. La síntesis -

de proteínas se detecta pocos minutos después de inici~ 

da la imbibición Pn embriones de trigo (¡,i;;;rcus ~ &,-
1966). Los polisomas considerados el complejo activo­

para la síntesis de proteln~s, están ausentes en los -

tejidos de la semilla seca y su formación se inicia r! 

pidamente durante la imbibición, junto con la presencia 

de los componentes citoplfismicos esenciales para la -­

síntesis de proteínas (Bewley y Black, 1978). 

Ahora bien, los patrones de slntesis de proteínas y 

RNA obtenidos de los embriones hidratados han mostrado 

que los embriones tienen la capacidc.d de sintetizar t2 

dos los tipos de RNA (mRNAs, rRNAs, 

ser que la slntesis de~ de mRr.:A 

tRNAs). Parece 

no es esencial pa-

ra la sin tesis de protelnas, sin embargo existe la sÍ_!2 

tesis de mRNA durante etapas muy ten1pranas de imbibi-­

ci6n (Sen y Osborne, 1977). A6n no se determina que -

tan irnport~ntes son los mRNAs preformados presentes en 

la semillc. antes de la sinte:sis de novo del mRiiA, cúal 
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es su papel en la germinacl6n y en que momento son ese!l 

ciales los sintetizados de ~- Estudios efectuados­

por Sánchez. ~ ~ (1981),' sugieren que la s1ntesis -­

temprana de protel11as en malz está dirigida por un mRNA 

preformado. 

El proceso de la germinación lleva eventualmente al d~ 

sarrollo de una plántula a partir de un embrión. Una­

prcgunta que surge, en relación al proceso de la germi 

nación y desarrollo de una semilla, es que evc~to ocu­

rre primero cuando el embri6n rompe la envoltura de la 

semilla, si es la división o elongación celular, en el 

caso de maiz y cebada la elongación celular precede a­

la mitosis o división celúlar, por varias horas duran­

te la germinación (Tecle, 1924¡ Caldecott y Smith, - -

1952). 

Dentro de esta serie de eventos que se disparan después 

de la hidratación se encontró que la replicación del -

DNA, junto con la primera división celular, son even-­

tos que ocurren en semillas en germinaci6n algunas ho­

ras después, en comparación con otras actividades (Os­

borne et ~' 1984; Chen y Osborne, 1970; Vázquez y Os­
borne, 1986). 

2.2 REPLICACION DEL DNA 

Durante cada ciclo celular, las células crecen por una 

duplicación de todos sus elementos estructurales y ca­

pacidades funcionales. Dos grandes procesos han sido­

identificados durante cada ciclo celular; la replica-­

ción del DNA y la división celular. El ~!timo evento­

se refiere ya a un periodo -post-germinación, durante -

el desarrollo de una pl~ntula, de acuerdo a nuestra de 

finición particular de germinaci6n. 



Estas. dos etapas permiten dividir al ciclo celular en 

4 ·periodos -sucesivos: G1, s, G2 y M. En el periodo G~ 

se asume la existencia de Una serie de eventos que co~ 
ducen'·a ,la replicaci6n del DNA. El periodo G2 refleja 
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-~n~,s~cu~n~ia'-~e etapas ya iniciadas para el t~rmino -
de·:.1-a .. 's-fntesis del DNA y que lleva a la división nuclear 

:.~:~~~~~cinesis, que se inician en la fase M (Prescott,-
1976). 

2.3 REPARACION o¡; DNA 

Para que el material genético se mantenga fiel a su 

molde requiere que el sistema de copiado (replicación­

del DNA) sea muy eficiente. Es necesario también que­

existan un mecanismo que repare posibles lesiones acc~ 
dentales que pueda sufrir el DNA. 

Las moléculas en los genes sufren cambios debidos a 

fluctuaciones termales, como lo habla sefialadc desde 

1946 Erwin Shroedinger. Ahora conocemos que alrededor 

de 104 depurinaciones ocurren diariamente en el DNA de 

células humanas debido a rupturas termales de sus uni,2 

nes N-glicosil con la desoxirribosa (Lindahl y Nyberg 1 

1972). 

De la misma manera existen desaminaciones espontáneas. 

Ta1ribl~n las be.ses del DNA estan sujetas a los efectos 

de la luz U.V., proveniente del 501 1 que induce uniones 

covalentes en dos timidinas adyacentes en el DNA, for­

m~ndose d!meros de timina. 

Estos son algunos ejemplos de los cambios que ocurren 

espontfineamente en el DNA 1 la explicaci6n de que estas 

lesiones sean eliminadas con eficiencia es debido a la 



existencia de mecanismos de reparaci6n del DNA. En -

eucariontes a¡ menos existen 3 sistemas de reparaci6n­

de bases dañadas en el DNA; fotorreactivación, repar!!, 

ción por escisi6n y la reparación post-replicaci6n. 

La fotoreactiVación es especifica para daños inducidos 

por luz u.-v.; Este mecanismo existe tanto en plantas­

cQrr,o animales (Cook, 1970), previniendo la le.talidad­

inducida por la luz U.V. (Brunk y Hanawalt, 1967) y -

reducielido· el núm'ero de· mutaciones y aberraciones cr2_ 

mosóffiicas producidas comó resultado de la luz (Griggs 

y Bender, 1973). 

B 

g¡ mecanismo de reparacion por escisión es un ~istema 

universal de reparación del DNA, tanto en su distrib.'.:!. 

ción filogenética, como en el tipo de lesiones que pu~ 

de reparar. Este sistema puede operar cuando las cé­

lulas hon sufrido daño en su material genético por di. 

ferentes tipos de radiación o agentes qu1micos. El -

sistema requiere de al menos 5 ctepas para reparar el 

daílo: 1) reconocimiento del daño, 2) incisión, donde 

una endonucleasa especifica que reconoce bases dañadas 

induce un corte cercano al daño, 3) escisión de las­

bases dañadas, 4) reparación i.e. inserción de bases­

no dañadas en la región donde se produjo la e5cisión 1 

S) ligamiento Ce las nuevas bases insertadas. 

La reparación post-replicación, a diferencia de la r~ 

pñración por escisión, implica la corrección de cual­

quier dafio en el DNh de~puis que la replicación se ha 

completado. 

Hast~ h2CG ~lgunos afies fie pensaba que el ffiecanisrno 

¿e rer~r?ci6n por escisi6n 1 ~e se rre~e11taba en plan-

tas (\-.'olff y Clcaver, '1973; P~inter, 1974). Po~terio.E_ 



mente se encontró que este mecanismo en plantas es s.!, 

milar al conocido en b?cterias y células de mamiferos 

(Soyfer, 1979; Veleminsky ~ Gichner, 1978), y opera -

durante la rep~raci6n del dafio producido por algunos­

de las· -.a-gen't~~- m~ncionados en los párrafos anteriores 

Csoyfer, 1983). 

2 . ."4 D_.4ÑO · AL·:-0N1,·c EN -PL/\NTAS (Tratamientos químicos, radia­

ción ioniiarite, al~acenamiento). 

Como ya se_mencionó, las c~lulas de una semilla pueden 

permanecer vivas en estado latente, hasta que la semJ:. 

lla ·se encuentre en condiciones adecuadas para germi­

nar, pero si el tiempo de almacenamiento de las semi­

llas es muy prolongado estas germinan lentamente y b1!_ 

ja su porcentaje de germinaci6n, diciendo entonces que 

estas han perdido vigor y viabilidad (Roberts, 1972). 

El primero en reconocer plántulas con variantes morf2 

lógicas, provenientes de semillas que han sido almac~ 

nadas por periodos prolongñdos fue De Vries (1901, --

1903). Navahim (1933) y otros reportes, relacionan -

la duración del almacenamiento de semillas, con el n.:9_ 

mero de aberraciones cromo~ómicas; Nichols (1941) e!!. 

que en etapas sucesivas del desarrollo de las-

9 

centró 

rníces de 

minuyó el 

Allium cepa, después de la hiCratación, di~ 

porcentaje de aberraciones cr0mos6micas enea~ 

tracias en las puntas de raíces provenientes de semillas 

en estado seco. 

En trabajos mas recientes, Osborne (1980/81) encontró 

que conforme ~ument¿ el tiempo de almacenamiento, tam 

bi¡n la velocidad de s!ntesis temprana de proteínas 

distninuye, siendo &sta una forma de manifestarse la 

pérdida de vigor en las E'.emillas durante lasprimeras-

) 



horas de germinaci6n (Roberts y Osborne, ~973), asi­

mismo la s1ntesis de RNA se retarda y se observa un 

retraso en el inicio de lS sintesis replicativa del­
DNA, que se inicia normalmente en embriones de cent,!;. 

no 3-4 h después de la imbibición (Cheah y Osborne, 
j978). Posiblemente, uno de los factores que inter-

vienen en el retraso de la slntesis replicativa 1 sea 

la pérdida de la integridad del material genético º.!:!. 
clear, contribuyendo éste a favorecer una germinación 

lenta. 
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Las diferencias en integridad del DNA, pueden ser vi~ 

tas facilmente por un frñccior.amiento electroforético 

del DNA aislado de nucleos, tanto de embriones de ce!l 
tena con alta viabilidad, como de semillas no vicbles; 

las primeras poseen una DtJA de alto peso molecul~r y­

las segund"s poseen ~aterial de bajo peso molecular -

(Dsborne, 1982). 

El-J-'ietainy ~ ~ ('2971) trab<1jaron con nucleós oisla­

dos de ~emillas de cebada que hablan sido radi~das -­

con rnyos gamma rnost~ndo estos perfiles en el DIJh de­

peso molecular bajo, en comparaci6n con el de semillas 

no radiadas, encantando una relación linear entre el­

n6mero de cortes en el DNh de cedena ser1cilla y los -

cambios en p~so molecular. Fero cuando embriones ra-

di~dcs ~e !r1hibieron por un ti8mpo determinado y des­

pu~s se efectu6 un fracciona1niento del D~h, ~ste recu 

pero su peso molecular como el obtenido para las sem~ 

llas control (no radiadns) (Tano y Yarnl:lguct1i, 1.977). 

Ctros tr~bajos !'obre integridad del Dt~A se han efectuj! 

do en semill~s ~l producir un daAo por rad!Rci6n ioni­

zante o tratamit::ntos químicos. Estos daños en el mat~ 

rial gen&tico se han detect5do por una alta incorpora­

ci6n de timidina (3H) en el ot:h, en su forma no repli-
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cativa {Soyf_er y C~emenis_, 1974; Yamaguchi ~ .!!..!.., 1975). 

La radia-ción-!on"i-za.nte produce rupturas en las uniones­

de iaS :b_á°-$:es 0-·<:=on ··-la desoxiz:ribosa; también modifica 

1 as- ba·s·e·s··-f.ormaíido :compuestos derivados' induciendo 1 a 

fo~rO.a6:.i:~~/_éi~:-_si.i:1os apirimidÍnicos y apurínicos; causa 
!a_:·--~~-~i[:_~U-~a y. fragmentación de anillos de L~esiduos pi­

ri~!diC-~-S_- ·e- .induce cortes en cadena sencilla y doble -

'de>·:oN_A.-- (Strauss, '1977¡ Linduhl, 1982). Los agentes a.!. 

·quilant'es for;~an una variedad de aductos en el DNA C fo~ 

-~~~~i~ste~es, alquilaciones en la guanina, inter e in­
··ir~- Cru-z.S.mientos CG-C, etc .. ) (Str<luss, 1977) .. 

·Además del daño que se puede inducir en el material g~ 

n&tico de una semilla por agentes quimicos o rediaci6n, 

existe otro f~ctor importante, como ya se mencionó, el 

·cual favorece cambio5 degredativos o dafio al DNA, como 

lo es el almacenamie.nto prolongado dE- las semillns <o.,:: 
borne, 1980), qt.:e produce rupturas en el ou,; rle ernbri!?_ 

nes Ce centeno en estado seco (C~eah y Cshorne, 1978). 

Tambi~n se h~ encontrado que dt:rante las primeras horas 

.de imbibici6n de eslos embriones ocurr~ u~a s!ntesis -

de Di~A no pragram~da, previ6 al inicio de la s1ntesis­

semi-conservativa del orJA, y que puede atribuirse a una 

reparAción del DNA (Osborne, 1980/19?1). 

La capacidad d0 rep~r~ci6n ¿el DNA se prob6 en embrio­

nes de semillas de centeno, durante las primeras horas 

de germin.=ición. Los embriones se aislaron de semillas 

cosechndns i~rncdiatamente, teniendo un 96% de germina­

ción y de aquellas que hab.1;:,n ~ido almacenadas y prese!!. 

taban une germinaci6n baja del 52%. (Osborne, 1980/81). 

Se mostró r·or c~tur:lio~ de incorporación de marca radí!!.S 

) 
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ti va en .el DrJ/,. de estos embriones (alta y baja viabil.!_ 

dad) y. su.posterior fraccionamiento sobre columnas de­
BNO-celulOsa·, ·que la slnte'sis de DNA que se manifiesta 

_en, __ laS-.-primer:as·· horas de germ1naci6n representa una -

·sí~t~~is~~~Pª!~tiva; incrementandoce &sta si las semi­
ll_a·s,-~Se radí-~n (Osborne, 'l982). For estudios autoradi..9-

ªi~fi~o~--~e 
0

demostr6 que la incorporaci6n que se efec­

tu6- en ·estos embriones gama radiados se restringe al -

·n~~l~o.(Osborne, 1984). Asimismo el an~lisis del DNA 

si·n-te:tiz~do durante la germinación temprrina de embrio­

ne~_ de centeno usando la cromatograf1~ en BND-celulosa, 

mostró la existencia de 3 tipos preferenciales de síntesis 
de DNA: un tipo reparativo en ejes r~d3ados incubados-

-eri ti~mpos pre-replicatlvos, una s1ntesis repllcativa-

y ún tercer tipo de síntesis en embriones no lrrñdiados 

incubados por tiempos pre-replicativos la cual no pudo 

definirse (Vázquez y Osborne, 1986). 

Con estas evidencias y otras (Berjak y Villiers, 1972; 

Villiers, j974) se ha sugerido que el principal evento 

que se inicia tempranamente en muct1os tipos de semillas, 

son mecanismos de reparación de lesiones en el DNA, que 

surgen durante el almacenamiento. 

2.5 INFLUENCIA DE LOS ~ITORREGULADORES DURA~tTE LA GERMINA 
CION. 

Se sabe que la germlnacj6n de una semilla puede verse 

influenciada por la aplic?.ción ex6sena de fitorregul~ 

dcres (auxinos, 9iberelinos, 1'.cic.io absclsico, etileno), 

y es posible que el control natural de la germinaci6n 

involucre una interocci6n de fitorreguladores, tanto­

promotores como inhibidores (!:han, ':1967; ,;ddicott, -­

-:i972). Por lo tanto le~ fitorre?gt:l2Core~ plieden cctuar 

en concierto para determinar respuestas fi~iol.6gicas-



tales como: tropism.o, fl.or5ci6n, crecimiento de .. yen:ias 

laterales, alargam~ento ·de .tallos, divisi6n celular,­

etc. (!<han, .1971). 
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Como ~j·~·mpl ~·:: 'd~.--_/Ún· ·-fi toi_regulador que inhibe el cree_!. 

m_i_ent-o t~nemo·S:'.:·a1.· .. ~·~;A que fué identificado en 1968 por 

Wa~einq;_-'el cuaL aplicado 2 tejidos de plantas da como 

resul_t_á-do_·· un ;,Íi~ero_·- de 1·espuestas que incluyen la absJ. 

ci~n-:~e h~ja~, inhibici6n de crecimiento y una variedad 

de· evento·s -que indican s:;;nescencia (Addicotty Lyon, 1969) .. 

s_u '!l_Odo ·de acción aúnno ha sido entendido, sin embargo 

hay._ varios reportes que indican que el ABA afecta el 

rti'e-tabolismo de ácidos nucléicos.. Van Overbeck ~ 2,,!. 

(1.967) fueron los primeros en reportrtr que ABA en b.!:JE.­
!ti!!, inhibe el crecimiento y la síntesis de ~cidos nucléi 

cos, en particular la síntesis de Dl~A. Villiers (1968) 

mostr6 que ABA tambi~n inhibe la incorporaci6n de uri­

dina y timidina tritiada en ácidos nucléicos en ejes -

embrion?.rios de Fraxinus. \'Jareing ~ al ( '1968) sugirie 

ron que el principal efecto del ABA fue el de inhibir­

la síntesis de Rt~A y \\'al ton !:;.!_ ~ ( 1970) postularon un 

posible efecto a nivel de traducción. ste ... Jard y Smith -

(1972) observaron que ABA act6a principalmente sobre -

el proceso de divi$i6n celular en Lemma 1 provocarido la 

inhibición de la síntesis de ~cidos nucléicos, al igual 

que se encontró en otros sistemas como el del írijol 1-

tri9Ó y maíz (l:h.:;n 1 ")97".1; Davey y Brown 1 '1982; Barlow 

y Pilet, '.1984). l-.5imismo /-.BA inhibió la síntesis repl_i 

cativa del DNA en centeno (D.J. Osborne 1 comunicación­

personal), sin efecto sobre la síntesis temprana del -

DNA que se observó en centeno tvizquez y Csborne, 1986). 

Por otro lado, el prin1er p~pel que se le atribuyó a -

otro fit0rregul2dor como es la citocinir1a, fue el de-



promover la diviSió-n celular (Patau _tl 1!.!,, 1957; zwar, 

1973), ··adeináS< de -s_u _efecto f-isioiógico ob_servado de in 

fluir - r;n_-,'.pi"'o_c,és_o·~ .·ta·ies c.:OITio_ .dife·re~ciac-i6n o senesce; 

Cia:t_, . __ c_U_~~1,~-'_,=:··~e·:;:~-~es-~ ap11c:a ··e'xo9enámente a Plantas 1 te­

j ido.s .u. éJrganos: 

EStSs:-_:·respuestas han conducido a especular sobre estos 
· _· Pr_-~-~~~;;s_-:y- __ su control por niveles endógenos de citoci­

nin~s- (Horg.an, ".1984; Osbo-rne, 1962). 

También se les ha identificado como promotores de la -

germinación (Van standen, 1983), cuando se aplican ex.2. 

genamente a ejes embrionarios de Phaseolus vuloAris se 

obtienen aumentos hasta de un 25% en su crecimiento -­

(Sussex et ~. 1975). 

Las citocinlnas también tienen una variedad de efectos 

sobre el desarrollo de cloroplastos (Harvey ~ !!.!,,1974; 

Longo et~. 1979). 

Como ya se dijo, la germinación y crecimiento de plánt~ 

las puede estar influenciada por mas de un fitorregul~ 

dor y las evidencias sugieren que cada proceso es con­

trolado por un juego de factores hormonales (Adicott,-

1972). Se ha sugerido que las citocininas pueden pre­

venir ·el efecto inhibidor del ABA (Khan, 1967; Khan y 

Heit, ·1969) incrementando el contenido de ácidos nuclé~ 

ces (Van Overbeck ~al, '.l967; .:..lbancll et!!..!,, 1985). 

Asirni smo, benzil-adenina una ci tocinina sintética, a et.!, 
v6 la s1ntesis de DNA en yemas laterales de tabaco y en 

semillas latentes de Vaccaria pyramidata .CSchaeffer y 

Sharpe, '.1969; Kohler tl.tlt 1982). En cotiledones de 

sand!2 crecidos en agua y ben~il-aeenina, esta Óltima 
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promovi6 crecimiento e increment6 una síntesis temprana 
de DNA- nucle~r-, diferent~ de la s!ntesis replicativa -
(Galli 1 1984.J. 

Es de·- és~~-~--¡:~·1,.f{·~-t-~-:~~s que este f i torregul ador in creme!!. 

_t~ :-1C!-~ ~-1.rí_t~s\(s-·;::·d-~·::oNA, dada la importancia que ésta ti~ 
_n_e_::-7~.: -~:~ ':P~~~e:~-6---'-d~- ·1 a germinación y des ar rol lo de la -

·se"milla. 

En ·6tros- ~~~udios- sobre la cuantificaci6n de los niveles 

-endó:9erioS de_ fitorreguladores durante el ciclo celular, 

-s~_ ~oSt-ró que existe un drástico incremento de citocín,!. 

n~s en los limites de l~ fase G2/M y otros mas ligeros 

durante la f~se S del ciclo celul~r, sugiriendo ésto -

una relaci6n de las citocininas con el ciclo celular -

(Nishin~ri y Syono, 1986). 

Se ha hecho un gran esfuerzo pare dilucidar el modo de 

acción de las citocininas y saber cual es el evento in~ 

cial de su actividad biológica. El primer reporte de -

un factor de unión para citocininas en ribosomas fue el 

de Berridge et 21. (1970) quienes encontraron una serie 

de sitios no saturables con aparentemente una baja ari 
nidad a citocininas. Más recientemente se han aislado 

dos grupos de prote1nas con alta afinidad a citocininas 

en riboscmas de células de tcbaco (Hamaguchi ~ 1!1 1 

~985). 

Otra posible relaci6n de las citocininas se encontró 

con el f~n6meno del envejecimiento (Scriv2stana, 1968), 

donde se encontró una asocirición de ribonucleasas y d~ 

soxirribo-nucleasas con crom~tina y su supresión por -

citocir.ina.s. PosteriOrmente se ho visto que benzil-ad~ 

nina ejEerce efecto sobre la síntesis de ciertns protel 
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nas, induciéndo.las, suprimiéndolas o ñctivándolas, pero 

aún_ no se conocen l~s .factores involucrados p~ra lamo­

dulación de esta expresi6~. gen~tica (Chen y Lisner, 

1985). El c6no¿imiento d~ los mecanismos de acci6n de 

las citocinina~;-~~._s~a durante la germinación o desa-­
rrollo de 1~-~ ·-s·efu'i11a~ -~erán de gran valor para aclarar 

algunoS aspectos.de sU actividad biológica en éste y fu 
turoS trabaj.ós. 

2. 6 CROMATOGRAFIA EN Bl<D-CELULOSA 

La crometografia en BND-celulosa se ha utilizado para -

el estudio de discontinuidades en el DNA, ya que las r~ 

giones de crecimiento en el Dl~A pueden ser separadas -­

del DNA total, como cadena sencilla de ONA (Scudiero y 

strauss, 1974). Las caracter1sticas de la resina junto 

con el u~o de inhibidores de la replicaci6n del DNA, se 

han aprovechado para realizar estudios de reparación de 

DNA, como se dijo antes¡ tanto en células animales (Se~ 

diera~ 21. 1 1975; Strau~s, 1981), como en células veg~ 

tales (Vázquez y Osborne, 1986). 

Esta resina adhiere tenazmente DNA de cadena sencilla, 

y con menos fuerza ONh de cadena doble. Utilizando DNA 
"Ti t ,.,..., ¡•C'-

mercadO durante diferentes (tipos) de la germinaci6n es-

posible obtener marca principalrr.ent e en el DNA de c~d~ 

na doble, que ~e ha tom?do como proveniente de un pro­

ceso reparativo, y es eluido con NaCL 1M, pudiendo en­

tonces separarlo del DWA de cadena sencilla que es el~ 

ido con l!aCL 1M m~s 503 de formamida, con marca como -.. 
proveniente de la stntesis replicativa (Fragmentos dc-

Okazaki) (Osborne, 1960/81; v¡zquez y Qsborne, 1986). 

El principio de como los ~cides nucleicos son fraccio-

16 
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nades sobtc columnas de SNO- celulosa (benzoilato naf­

toilcto DEAB celulosa) no es claro; sin embargo se ha­

Observado· que -la unióri de 'tRNAs- a la resina se favore­

ce-. marcadam'ente_ poi i'os __ g.rupoS naftoilo y benzoilo, más 

que pcir- los grupos hidroxilo libres de la celulosa (T~ 

ner tl & 1 .1966) y que el fr:accionamiento de los ácidos 

nudl6icos eSta basado en su estructura secundaria (Sedat 

et- .21..t 1967) y se relaciona a la proporción de regiones 

de cad~na sencilla en el DNA. Se esta manera ha sido­

posible separar la forma replicativa del DNA del fago­

lambda que se une fuertemente a la resina (Kiger et !tl_, 
1969). 

La afinidad de la resina a la cadena sencilla de DNA 

está influenciada por el número de oligonucle6tidos. 

As! el tamaílo de la cadena sencilla puede ser estimado 

ya que la elusión cie estas regiones que estan fuerteme.n. 

te unidas a la resina está en relación con la concentri!. 

ción del solvente utili~ado para su elusión (Iyer y - -

Rupp, 1971). El tipo de Códena unido a la resina también 

puede ser identificado por su sensibilidad a nucleasas 

específicas para cadena sencilla de DIZA (Karrrtn et &, 
1977). 

Los solventes m~s utilizados para llevar a cabo el des­

prendimiento de la cadena sencilla de la resina son: C2., 

feína, etanol y formamida, obteni~ndose con éstos un ren 

dimiento diferente de elusión, siendo la formamida la -

mas·ap~opiada por su f~cil manejo y rendimiento; su - -

efecto principal es el de solvatar preferencialmente b2_ 

ses no apareadas del DNA. 

La metodolog1a de la cromatografla en BND-celulosa re-­

quiere quE el DNA se encu~ntre fraccionado; este rompi­

miento se provoca por pa~ajes sucesivos a través de una 



aguja No. ?O. Conforme se frciccionñ más el DNAt es ?.2. 

sible distinguir más f~cil cualquier regi6n de DNA y 

se aumenta la proporci6n de DNA que es eluida de la r~ 

sina con NaCL ".lM más formamida (Pyeritz tl ~' ".l972). 

El rompimiento del DNA depende de la temperatura, pH 1 

diámetro de la aguja y fuer7a i6nic~. A pH neutro y -

con una fuerza iónica de 0.3 M de fJacL, el de~garramie.!!. 
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·to· tjue-se produce en l~s mo16cul~s de DWA es m!nimo 1 -

obteniéndose fragmentos de ?X10 7 de pe~o moleculñr (Str~uss, 
1981). 

- Esta técnica es adapatable a un gran número de muestras, 

las columnas son f~cilmente preparadas y corridas; no -

es necesario el uso del colector de fr~cciones; permite 

el fraccionamiento del DNA de cadenA doble y sencilla -

y es posible conocer 1~ proporci6n de rop2raci6n, cuan­

do no se ha iniciado o se inhibe la slntesis replicati­

va. Es }'osible utilizar una mínima cantidades de pequ~ 

ñas muestras, aproximadamente 50~9 de or~A o m•:-nos, en 

cada corrida y la capaciCud de unión de 0.7 g de resina 

es de 1mg ¿e Df1A de esperma de s~lm6n, con una eficien­

cia del 100% (Strauss, 1981). 

2. 7 ANTECEDEl~TES INMEDIATOS 

Miranda H~m, L. (1924) report6 ~ue durante la p~rdida -

de viabilidad de los ejes embrionerios de maiz, se pre­

~entaba llna fr~~~·cnt2ci6n del DNt, cxi~tiendo semejen~a 

en cuanto a la fRlta de integridad del materi~l gen~tico 

entre eje~ embrion2rios de semillas de baja vi~bilidad 

y ejes embrionarios de semill~s da~adas por luz U.V. 

Demostró también que hay un incremento en la slntesls -

temprana de Di~A en ejes embrion~rlos de baja viabilidad 

y en los trotc:do~ con luz U.V. For lo 2nterior se sugl,. 

ri6 que antes de que d6 inicio la replicaci6n del DNA -
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en estos ejes, debe de ~xlstir un proceso de tipo re­
pnrat_ivo del. _DNA, ... durant_é_- las primE-ras horas de germl, 
na·ción ~-- · 

' . . . '. . 

La eVidencia e_Xperime'1.tal ·_de Vázquez y LÓpez ( 1986) 

apc:>y6·: esta· _s~geren·cia·-, al efectuar experimentos con­

nucieos sisl.ados ·de ejes embrionarios de alta y b~ja 

viabilidad imbibidos por 3 y 15 horas. Inhibiclorcs­

de la síntesis de DNA, como son l~ tiovobiocina y ara­
CTP-, redt1jeron s61o ligerarYJente la síntesis en los ni:, 

clcos de 3 horas; sin embargo, este efecto inhibidor 

se lncrement6 notahlemente en embriones incubados por 
15 hor~s, bloqueando totaln1ente la 5fntesis de DNA. 

Estos resultados sugirieron diferencias en los siste­
mRs de síntesis de DNA durante pE·riodos inicieles de 

imbibici6n de ejes embrionarios de maíz. 

García Rendón (".l9P.5) reportó que el almr:icenarniento ir.1!_ 

propiAdo de se: illas de malz en condiciones de al te 

temperatura y/o h~medad, producían ¿cterioro en la~ s~ 

millas de maíz, sue se rnanife~tab~ en la disminuci6n­

de vi~bilidad y ca~~c!da¿ ric cr0cirniento de las n1ismas 

y parecia estAr relacioneda esta rljs~inuci6n de viabi­

lidad con la integridad del Dl{A y la c~pacidad de su 

zíntesis. El ~eterioro provocado por esto~ tr~tarni~ntos 

y proteínas en l~s 
. .. Qe::-r·l:t2·C:on 

(J~uro, R.l~., 1926). 

Con e~t-:-s antecedentes se tenía ya indicie r¡ue ?:l pr~ 

vacar un d~flo er1 ~l r~t~rial gen&tico ¿o n!~i7 1 di~~i­

nt1JA J~ ''i~~ilidr( de l~s ~~~!lla~, Asi co~c l~ !nte­

sri~ad del DN~ y ~e incre~entcL~ tin~ s!ntes55 tEmpr~-

na de Dn.:.. ~ 



ría ser la s!ntesis replicativa. Por lo tanto, este 

trabajo se dii"ig16 a distinguir y carncterizar los t_! 

pos de ;intesis d~ DNA qu~_ocurren durante la germi­

naci6ri de ejes embrionarios de maíz, tanto en semillas 

de alta viabilidad como en aquellas que han sufrido d~ 

ño en su material genético y cuya viabilidad se ve re­

ducida. 

Aunado a estos antecedentes 5e ten1an las evidencias­

experimentales que existen ~n relaci6n al efecto que 

tienen ciertos fitoreguladores durante la germinaci6n, 

como lo son el ABA y B~. Ya que el ABA se ha caracte­

rizado como inhibidor de crecimiento y síntesis de á­

cidos nucléicos (Van Overbeck ~ ~' 1967) y a las c.f. 

tocininas como promotores de la germinación y de la -

síntesis de DNA (Van Staden, 1983; Koehler ~ i!.! 1 1982; 

Galli, 1984), se probó su efecto sobre los diferentes 

tipos de s1ntesis de DHI\ que ocurren durante la germ_f. 

naci6n temprana en este sistem?. 
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H l P O T E S l S 

Se propo~e como hip6tesis de trabajo, la existencia de 

una ·s!ntesl~ rep-arati va de DNA, dure:nt e el proceso de 1 a 

germinaci6n temprana en semillas de maíz, y que fsta -

Se ve influenciada por la aplicación exógena de fito -

rreguladores a ejes embrionarios de matz. 

21 
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O B J r; T I V O 

Se proponen como objetivos de este trabajo: 

Estudiar:Io~ posibles tipos de slntesis de DNA durante 

las.,,pr:1m·~r·.a·s.- ha.ras de la germinacion (0-15 h) de ejes 

embriOrl-ai-ios de ·ma!z de: a) alta viabilidad y b) de -

-~~ja viabilidad, radiados con rayos gamma). 

Dete'ctar el posible efecto de los fi toreguladores so­

bre_ la síntesis temprana de DNA, durante las primeras 

horas de la germinación. 
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MATERIALES Y l·iETODOS 

MATERIALES 

5.1.1 QUIMICOS. 

BND-cclulosa (Benzoilato naftoilato DEAE-celulosa), 

:proteinasa K-tipoXL, cloranfenicol, ~cido absclsico y 

citocininas fueron compradas en Sigma Chemical Ca., -

St Louis Missouri, USA. Tris (hidroximetil) metilamina 

-y- formamida f"ueron compradas en t-JercK, Jl.Jéxico, D.F. 

Inst~-Gel fue de Packard Instruments, Co. Illinois, USA , 
y ~eso~iadenoslna (-H) f"ue de Amersham Bucks, U.K. To-

dos los reRctivos fueron de grado anel1tico. 

5.1;2 MATERIAL BIGLOGICO. 

~ mays (var. Chalf1ueño) fue amablemente provisto por 

PRONASE, Productora l~acional de Semill~s, Coyoacan, -

M~xico, D.F. Con un porcentaje de germinaci6n del 90% 

Los ejes embrion~rios fueron seleccionados manualmente 

y si estos no eran usados inmediatamente, se mantenian 

en refrigeración a 4°C en un desecador conteniendo 

CaC1 2 • 

5.2 METODOS 

5.2.1 RADIACION DE EJES E~ORICl~hRIOS 

Los ejes embrionarios contenidos en cajas Petri de pl~.2_ 

tico fueron expuestos e radiación gamma proveniente de 

una fuerte de Cobalto de un irradiador Gamma Cell 200 

(AECL), por un periodo de 120 minutos para alcanzar una 

dosis máxima de radiación de 1000 Gr&ys. 

) 
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5. 2. 2 IfviBIBlCION DE EJES EI·lBRION/,RIOS 

Lctes de 10 ~jes embrionarios fueron desinfectados con 

NaC10 (0.S~)'~or 30 .segundos -y despu~s fueron lavados -

exh~usti~ament~·c~n agu~ desionizada est~ril. El exce-
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so·de- agua: fue ~emovido pres!~nando los ejes embrionario~ 

contra·un ·papel Whatm~n No. 1 est~ril. Las muestra de 

10 ej~s embrionarios fueron incubadas sobre un disco de 

papel :whatn1an No. 1 estfril 1 en pequefios frnscos est~-­

r-iles tapados con._.teniendo 120.;..tl de solución c.mortigua­

dora de imbibici6n (SAI): 
.KCl (SOmM), MgC1

2 
(10mH), 

rosa (2%) y cloranfenicol 
Tris/HCl (SOmK) pH 7.6, saca-

( 10mg/ml). Las muestras se 

incubaron por diferentes periodos en un baAo Maria 
(J. M. Ortiz) con temperatura regul2da a 27°c. 

Los ejes embrionarios fueron marcados con desoxiadenos.!_ 

na c3H) ( 10)J..Ci/ml, 24.3 Ci/mmol) desde el comienzo del 

periodo de incubación (0-10,0-3 1 0-15 1 0-20, 0-25, 0-40 

li~es ) o en forn12 de pul~os por les Gltimos 30 minutos 

del periodo de incubaci6n de la siguiente manera: los -

ejes embrionarios fueron imbibido$ en S~I y 30 minutos 

antes del término del periodo de incubación (0-1, 0-3, 

0-15 horas) fueron seca~os contra un p~pel Whatman No.1 

y pueEtos nuevamente sobre un disco de papel filtro con 
100.1'-t.l. de S_·.\I conten.iencio desoxisdenosina ( 3H) ( 50.;L-t­

Ci/,Ml, 2.Y.3 Ci/111mol f•C:·t·a experimentos de 0-1.5 horas 
o (100 µci/ml, 24.3Ci/mmol) para experimentos de 0-1,-

0-3 horas y se dejaron incubar hasta el término del P.!:. 

riodo experimental. Al concluir el periodo experimen-

tal los ejes embrionarios ze lsv~ron con ~rnortigu~dor -

IJET pH 7.F.. (0.3 l·i NaC:l, 0."1 M EDTA, 10J.J.M (tris/HC1) c:ue 

conteni;1n 48j>-'J/ml de desoxie:c!enoEina no radiactiva, so­

bre un filtro buchne.r. 



5.2.3 PREPARACION DEL HOMCGENADO 

En lo~ __ ensayos_--, '~e \/a·=_a · cOñt'a:r la incorporación total 

de des~~1a:d·e06sií1·a>(~H). en el material insoluble en­
TCA, lo~- -e·j-~s···e~briori_ar:ios se homogeneizaron a 4°c en 

un mortero ~dn--1· ml -de:amortigu~dor de lisis pH 7.5 -

(NaC1 0.15M, EDTA 0.1M y SOS 0.5%). Al homogenado se 

le agrego 1 ,;1 de TCA 20% (que contenía 40f'g/ml de d~ 
soxiadenosina n6 radiactiva) y se mantuvo en fria por 

30-60 minutos. Para la medida de la toma total de ma.E_ 

ca se tomó una alícuota de 100JA1 (después que se agre­

gó el TCA), fue puesta sobre un di~co fibre de vidrio­

Whatman GF/A (2.4 cm), eFte fue ~ecE1do en el horno a -

GOºc por una hora y una vez ~ecos se cor.taran en vin-­

les que conten1an Sml de liquido de centelleo (1,4-bls 

(2-(Sfeniloxazolil) her.ceno (PC.POP) (0.1g), 2.5 difenl_ 

loxazol (PPO) (5.0 g) y Tolur:no (1L), E·n un contador de 

centelleo F~ckArd, Tri-C~rb. El precipit5do con TCA -

fue filtrado al VAcio ~ través de un disco de fibr" óe 

vidrio \..;hatm;-.n GF/J..; lavado con TCA 5% (10 rnl) y en s~ 

guida con etanol 96~ (10 ml). El filtro se sec6 y se 

cont6 de l" misma manera que en el caso anterior. 

5. 2.4 PREPARACION DE MUESTR/\S PARA CROt-:.t..TOGRAFIA. 
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En los experimientos de fraccionamiento a trav~s óe la 

columna de B~D-celulosa, el homogenado fue preparado -

como se dcscribi6 antes, excepto que unicamente se le 

agreg6 0.5 ml de amortiguador de lisis. A continuaci6n 

se añ~dieron ~sµ1 de una solución de 2m9/ml de Proteí­

nas K y incubaron a 40°c por 2 horas en un baAo Maria. 

Fosteriormente, eEtos hor~ogenados se resuspendieron en 

2.5 ml de amortiguador l~ST pH 7.8 y se centrifugaron a 

SOOrpm por ~ minuto en le centrifugB IEC centra 4 cor. 

el rotor IEC 221 para quitar restos tisulares. 
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Los sobrenadantes fueron pasados a trav~s de una aguja 

No. 20 1 

saron a 
6 veces, mantenién?olos 
t·ravés d_e la -columna de 

5.3 CROMATOGRAFIA ¡;¡¡ BND-CE:LULOSA 

. . 

• en hilo, y luego sepa-

BND-celulosa. 

La -resiri?- BND--celul6·s·a- y :las columnas fueron Prepara-

das como 1Ó-·de~-~i1b·'f6- _Vá:zquez y Osborne ( 1986). Las­

columnas fueron hechas_ con jeringas de pl~stico de 5-

ml contenaiendo_ 2 ml- de. resina y se lavaron con 20 ml 

de amortiguador A pH 7.8 (N"'1C1 0.3 r..¡. EDTI\ '1 mM, tris/ 

HCI 10 mM)-. Las·muestras fueron puestas 5obre les cc­
lumncs lentamente y lavadas con 20 ml de arnorti9uador 

B (Rmortiguador A, pero contiene f1aC1 1E en lu02r de 

MaC'l O. 3 I·l) y con 20 ml de amc·rti1Jur.Core~ e ( ~mortigul!_ 

dor S m~s 50% de formamida). 

de ? ml m~nualwente y ~ ~~d~ une s~ le ~gres6 0.1 ml -

de ESA(1%), p~~terio1·mcnte ~ l~s 1n~e~tr~s ~e le~ agre-

g6 ' ml de TC~ (20~ W/V). Las muestr~s ?Erm~necieron 

por ? h~ras a 4°c 1 fti~ron cenlrifug~¿ps a 3000 rpm r•or 
15 minutes en l< ccntrífur~¡;, lEC CE.::·:-f;,;\ ~ con el rotor 

1EC221, las pRstillas ~e ~esuspe1~diero11 en 2 ml de PCA 

(103). EllFS fueron CAl0nt~ciAE 2 roºc por JQ rnin1Jtos, 

enfriadas sobre hielo y centrifugadas nt1cv2m@nte a 

3000 rpm por 5 ~inutos bajo las mismas condiciones. De 

cada uno de les sobrenadantes de las muestras se tom6 

1 ml p~ra cornbinarlo con 10 ml de líquido de centelleo 

para muestras acuosAs InstG-Gel. Estas IT!e::clas se 

agitaren vigorcsan.entc y se cont~ron para radioactivi 

dad en tin contador de centelleo. 

te se ' use• para 

F.yers (1965). 

determinar DNA por 

El sobren;:!donte resta12 

el ni~todo de Giles y 



5.4 PREFARACION DE f'ITORREGULADORES. 

: . ' 

El ABA·fue disuelto en 100)-11 de KOH 1M 1 se ajustó el 

pH- á':--,_s.S\·~¡;~-~~-Hé·1 i:-N, después se diluyó hasta obtener 

ún~/-.·~~-nc,é_~-_f:C.-~'~16n -final de '.l0- 3 M en amortiguador de 

f-O~:fa~O~ _:pH 5.5 o citrc.t'os pH s.s, conteniendo KC'l 

(SO mMr,.·Mgc1
2

C10mM), sacarosa (2;1) y clorafenicol 

_(.."10~-~-/in'l-). Todo se esteriliza a través de filtros 

Millipore. 

-Los ejes- .embrionar-ios sometidos a tratomie:ntos con -

ABA fueron incubados en la soluci6n anterior en sus­

titución de la SAI. 

BA fue disuelta en HC1,1N, ajustando, posteriormente 

el pH a 6.0 con '1% de NaOH (w/v). Esta solución se­

diluyó con H20 hasta un~ concentraci6n final de 10- 3M, 

y se estcrlliz6 a trBv~s de filtros Millipore. Los 

ejes embrionorios tratados con BA fueron incubados en 

SAI. 

5 .s rr-;srBICION DE EJES EE3RIO!iARIOS EN CAJAS DE PETRI. 
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Ejes ernbrion8rios estér1les fueron colocr.dos en cajas 

de Petri con discos Ce papel i'ihatman /Jo. 'J estéril con 
teniendo jm1 de S~! con o ~in fitorreguladores. Se in 
cubaron a 27°c en une incub~dore con Ju~ (Freo~ e~e, 
Precision Scicntific C01npany), por diferentes periodos. 

Lr..s rr.uestras cor.tenjcndo ;,o,; se incube.ron en la obscu­

ridad. 

5. 6 OPTIF:rz1 .. crc.r.1 DE LA f-'.ETCL•C·LOGIA. 

Ln resina 21.'D-celulo~a ::e ha utilizrióo en estudios -
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sobre 1 a r-epa-raci6n. de DtiA en cé-lUlaS humanas C Scudiero 

~ .!!.!."'- '1975; ·st~auss, 1981) .y _ta~bién--.-para aOalizar el 

ONA si~~eti,z~8o ___ ,cJu~--~-º~-~ ia g'er:rili~a_ción temprana en ce!!. 
teno (Váiquez.l'·Osborne (1966). 

La caracteri~~iria esencial de esta resina es la de dis 

_tinguir entre DNA de ~ader1a sencilla y cadena doble; -

en experiment6~ utilizando pulsos de marca radi~ctiva, 

la c~dena sencilla se ha tom~do como proveniente de 

fragmentos de Ok~zaki y es eluida con NaC1 1M m~s 503 

de formamida y l~ cadena doble de DNA marcada radioac­

tivamente, como proveniente de un proceso reparAtivo y 

es eluida con IJaC1 1M. 

Para comprobar el buen funcionamiento de la BND-celulosa, 

se us6 DNA de esperma de salm6n (Sigma} en forma nativa 

y desria.turalizada por calOr. Ambos fueron cargados por 

separado sobre columnas de Bl~D-celulosa. Del DNA nativo 

se recuperó un 803 del inicialmente cargado, como se pu 

do co~probar por el ensayo de difenilamina para cuantif.!, 

caci6n de DNh: de ¡ste un 77% se eluy6 con NaC1 1M, de­

mostr¡ndose que ~ste DNA se encuentra en su mayor parte 

como doble cadena. Del DNA desnaturalizado se recuperó 

un 91% del total cargado y de éste se eluyó un 78% con 

NaC~ 1M mSs 50% de formamida o regiones de DNA de cade­

na sencilla, como se esperaba y solo un 13% se encontró 

como DNA de cadena sencilla. 

Al inici&r los estudios utilizando el DNA proveniente 

de los ejes embrionarios de 

cultades metoOolÓgic~s: a} 

maíz se presentaron 2 difi­

El homogenado de los ejes 

de ma1z tapabsn la columna y b} el marcaje con timid.!, 

na radiactiva era muy d~bil s6n a altas concentraciones. 

La forma como se resolvieron estos !='roblemos se descr.!, 

be a continuaci6n. 



5.6.1.1 PATRONES DE ELUSIOIJ DEL DNA DE EJES EMBRIONARIOS DE 
MAIZ. 

a) Al .. Utilizar la resina BND-celulosa en nuestros­

estudios con DNA extraído de ejes embrionarios d~­

m~l~, se encontr6 que el homogenado que se cargaba 

en· la columna contenía Cemasiados restos tisulñres, 

que no·permitían el buen funcionamiento de la colum 

na, haciendo la elusi6n del DNA excesivamente lenta, 

hasta interrumpi~se por completo. 

Tratando de resolver este problema ~e prob~ron dos 

alternativns; lü primera de ellas, fue trabajar uni 

camente con regiones nieristemáticas de los ejes e!!!_ 

brionarios, a las cueles se les marcaba tlurante los 

61tirnos 30 minutos con timid~ C3H), p~ra as! reducir 

el contenido de re~tos ti~t1larcs en la muestr~ que 

se cargaba en la columna, y.aumentar la Bctividad 

específica de la timldinn ( 3H) en las regiones me-

ri~tcmátic?s. L2 segunda alternativa, fue hacer -

unA centrifug~ci6n previa del homogcnado de los -­

ejes embrion~rios completes antes de pas~rlos par­

la columna. 

El primer procedimiento nos llevó a obtener una s~ 

rie muy v5riable de patrones de elusi6n de Dl~A, que 

no nos permit)?. E~cür ccnclu~icn~s d~l proceso fisi2 

lógico que ocurría en estcs ejes. 

Por el contratio, al centrifugar el homogcnado de 

Jos ejes e~1brionarios completos por 1 minuto a 500 
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rpm, ~e eliminó gran parte de los restos tisulares, sin 

perder canticJ.;,dcs significntives de la m;:.rca incorp2 

rada al DlJA y de esta ~~nera ~e asc~ur6 que l~ resi-

na trRbnjsr~ m~s rtpido y eficientemente, permitien-
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do una constancia en las·pa~ro~es de elusi6n de DNA • 

. ·~-· 

b) En experj .. mé_n_~os_:~:i:-~·1-C:f:a:1_e-~- se u_ti~izó como marca ra­
diactiv~·-:-_:_-fi~-;-tjtri~'>::-(-3H)·'-/ :ya ·_·que para ensa}1os de in-­

corp_~ra·~;Í.ó~'<"d~:-:_:.Íri~i'C"~ en é.l ·DNA por tiempos largos -

en ejes::. ~~b~-i.O~-~ri-~s de' ma1z da buen re!ju 1 ta do. Sin 
. . . . . . 3 

embar_go·, cu.ande.- se marca con timidina ( H) por tiem--

pos :¿ortos (30 minutos), la cantidad de marca incor­
_porada es muy pequeña, aún utilizando concentraciones 

de marca de alrededor de (100?- Ci/ml). 

Para experimentos con la cromatografia en BfJD-celul.9_ 

sa se requirió de tiempos de niarcaje cortos (pulsos 

de 30min) por lo que resultaba de poca utilidad este 

isótopo radiactivo. 

En otros trabajos se report6 la utilizaci6n del is6to 

po desoxiadenosina ( 3 H) para efectuar estudios de la­

velocidad de síntesis de DNA, con mayor eficiencia de 

incorporaci6n que con la timidina C3 H) Cstrugala y 

Buchowiez, 1984); por lo anterior se decidi6 probar 

este marcadcren estos estudios. El resultado fue un 

~umento de la cantidad de marca en el meterla! precl_ 

pitablc con TCA de alrededor de 4 veces comp~rada con 

la marca incorporada usando timidina C3HJ, cuando se 

incuba po~tiempos largos ( 20h) y c.proximúdcmente 1::­
veces de au~ento en la incorporación de marca durante 

tic~pos muy corto= (10-~0 ~in.), ~c~olvi0ndo ~~!el 

problema de marcaje con timidina c3H). 

Despuls de resolver estos problemas metodol6gicos, 

el ~iuuiente pase fue obtener los p~t~ones de elusi6n 

del DNA de ejes, imbibidos por diferentes tiempos, -

utilizando para ~&lo ejes radiado~ con r~yos 9a1na y 

ejes control (no radi2dos). Los ti~mpos de incubaci6n 



6.1 

usados fueron 0-1, 0-3 y 0--:J.s ho.ras, dando pulsos 

radiactivos durante los últimos 30 min del tiempo 

.incubac~ón· respect1Vo.' 

RE:SULTADOS. 

PATRONÍ::S.DE: SINTE:SIS DE: DNA DE EJE:S E:MBRIONARIOS DE 
. MAIZ NO. RADIADOS Y RAor;,Dos, INcua1-.oos DE: 0-1, 0-3 

y. 0...:15 'H; . 

·ouranté··-la germinación temprana de ejes embrionarios 

d~-ma!z, se pueden distinguir dos faEes de síntesis 

de DNA, como se pue-de observar en la curva de sínte­

sis de DNA, obtenida al incubar y marcar ejes embri.2 

narios por diferentes periodos (flg 1). Se utilizó 

la cromatograFia en DND-celulosa para definir la na­

turaleza de estas do~ fa5cs de síntesis de DNA. 

Al marcar con de~oxiadenosina ( 3H) en los Gltimos 

30 minutos del tiE:mpo de imbibición de ejes embrlon~ 

rios radiados e incubados por 0-3 horas (periodo -

pre-replicativo), y el homogenado de estos ejes fra_s 

cionado por la cromatografía en Bf~D-celulosa, se ob­

tuvo un patrón de s1ntesis de DnA donde la mayor Pª..!:. 

te de la marca incorporoda en el DNA eluye con NaC1 
, 1M ·- + 1M y se representa por la relacion -"F = 1.87 - 0.61, 

dond2 1 M es la canti¿ad de marca incorporada en el 

DNA eluido con ~aCl j~¡ o DNA de cadena doble y F es 

la cantidad de marca incorporada en el DNA eluido -

con NaC1 1!·j más 50% de formnmida o DN;.. de cadena se.!l 

cilla, defini~ndose claramente este patrón como de -

tipo reparativo (fig. 2h). 
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Un pc.trón de síntesis de Ol\'A. de tipc replicativo se o.E_ 

tuvo cuando se incubaron por 0-15 horas ejes embrio-
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radiadOs fueron imbib1dos par a . 3 horas ~n ausencia (A) y en prese!l 
cia (B) de benzil adenina ( 1 x 1D-4M) y marcados con desoxiadenosina 
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narios de maiz, dando un pulso con desoxiadenosl­

na C3
H) durante los Últimos 30 minutos del tiempo 

d~ imbibición. Aqu1 l~ mayor _parte de la marca se 

encontr6 en las fracciones eluidas con NaC1 1M más 

50% de formanida o DNA de cadena sencilla, ohtenie!!_ 

dose una relación de marca en doble cadena con res 
• ".lM + 

pecto a cadena sencilla de DN!, de F = 0.53 - 0.082 

(fi~. 3A). Por otro lado el patr6n de elusi6n de 

DJJA de ejes embrionarjos radiadoS incubados por 
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0-15 horas, mcstró que la marca en las fracciones 

obtenidas de la cromatografía se redujo en un 90%, 

tanto en las eluid2s con ~aC1 1K como en las de NaC1 

1M más 50% de formómida, sin poder definirse una s1ft 

tesis predominante (fig. 3S). Este resultado indicó 

que el dafio en los ejes embrionarios fue demasiado 

severo y que no se recuperaron al menos durante las 

pri111eras 15 horas. 

Ahora bien, en los patrones de s!ntesis de DNA obte 

nidos de ejes embrionarios incubados 0-j y 0-3 he-­

ras (periodo pre-replicativo), la cantidad de morca 

que eluy6 con NaCl 1M y la cantidad de marca que -­

eluyó con t..:ac1 11·1 más 50% de formamida fue muy par!:_ 

cida, no pudiendo definirse un tipo de s!ntesis pr~ 

dominante (fig. 4A y B). 
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6.2 EFECTO DE ABA 'f BA EN LA GERMINACION DE EJES 
EMBRION~RIOS DE MAIZ. 
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Se -ha _reportado ·ai ácido absc1sico (ABA) como un­

ilih.ib_i:dor·, ·de' gerffii_naci6n, crecimiento y de sínte-

sis de_ -qN;.. (\•Jarring, 1965; Van Overbeck et &, 1967) 

y ·a. la benziladenina (BA) como un promotor de la ge.E. 

minaci6n y estim~lador de la síntesis de Dl~A (Van -

StanC:Jen, 1983; Van Overbeck et tl, 1967; ,.'1..lbanell,-

1985)-. Se probaron los efectos de estos fitorregu­

ladores, ABA y BA, sobre la germinación de ejes em­

brionarios de mcíz que hén sufrido dnño en su mate­

rial genético por radiación gama o en áquellos a los 

que no se les ha sometido e este tratamiento. Se -

encontr6 que Bh estimuló la germin?ción de ejes em­

brionarios radiados y no radiedos incubados por 48 

horas, al meno~ 3-4 

notable este efecto 

veces (figur~ 5). Siendo más -

sobre los ej~s radiados. ABA -

por el contrario inhibi6 totalmente la germina~i6n 

de ejes embrioncrio~ de maíz incubñdos por 48 horas. 

Asimismo ~e quizo ver el pcpel de estos fitorregula­

dores, ABA y BA sobre la síntesis de DNA en ejes em-­
brionarios de ma1z incubados por diferentes tiempos. 

6. 3 EFECTO DE i,BA Y BA SOBRE Li, Sit~TESIS DE DNA EN EJES 
EMBRIONARIOS DE MAIZ. 

Al incubar con .:..s;.. ej~s ~111tri0narios de nioiz, ir:ib.ibj_ 

do~ por 0-3 horas, se encontr6 que este fitorregUlü­

dor no tuvo efecto sobre la sintesis pre-replicativa 

de DNA que ocurre durante este tiempo de incubacibn, 

siendo este resultado congruente con lo reportodo p~ 

ra centeno (V~zqL1ez y Osborne, 1986). Sin embargo -

ABA inl1ibi6 ~proximadam~ntc en un 50% la s111tesis de 

DNJ.. d12 ejes embrioneirios incu;-,bc30::s por rras de 15 ho-

) 
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FIG. 5 Efecto de los fitorreguladores En la germ.!. 

nación. 

(A). Estimulación de la SErmir.ación de ejes em­

brionarios tratados con BA e incubados por 48 h. 

y el efecto inhibitorio de ABA. 

(B). Estimulación de la germinación de ejes em­

brionarios radiados tratados con BA e incubados 

por 48 h. 

38 



39 

ras (tiempos replicativos de:-1 DIJA) (3aiza tl _tl, -:986) 

(tñbla 1) • 

. Con ··BA·;--'e-1.'~,·-~e-s{iit_adO que se obtuvo fu'c propiciar­

·Una:.---~-s"t:'-imÓ:l-~·-c-16~--:de·. fa síntesis de DNA di:? ejes em 
. " _- -i ---- - -

brionarios radiados y no radiados incubados por -

·:a-3_/·-o-·"l_s;·· 0-20 horas. Sobre.Jodo en eje~ radiados 

iné:.ub.adD-s por 0-3 horas se obtuvo un drástico incre 

m€_n-_tó. en 1 a -.incorporr.ición de marca al D1JA de m!.s ciel 

d~ Estos incrernentos no fueron 
d. 

100% (ver tabla 1). 
bidoz __ a cambios en las capacidades entrada de la mar 

.c:,a',y_a que la relación incorporoción/toma no difirió 

-signifLcativamente en presencia y ausencia de BA. 

Ya que el efecto de BA fue el de estimular lu sín­

tesis de DNA en ejes embrionarios de malz, se pro­

b6 ~ti ~fecto sobre los patrones de s1ntesis de DNA 

de ejes embrionarios radir.dos y no radiados incub!! 

dos por 0-3 horas, para d~finir que tipo de sínte­

sis estimula BA, preferencialmente en estos ejes. 

6.4 EFEC'rO DE BA SOBRE LOS P;..TRONES DE SJ:f.ºTESIS DE DN/o. 
DE EJES EMBRIONARIOS DE MAIZ RADIADOS Y NO RA­
DIADOS INCUBADOS POR 0-3 HORAS. 

BA increment6 al proporci6n de m~rca que eluye como 

DNA de doble caciena o proveniente de un proceso re­

parativo, del patr6n de 

cub~dos por 0-3 horas. 

elusión de ejes rñdiados i~ 

Si ~e cornpara la relaci6n 

de r.:2rca cluida • • t ".lM 1 e_ • ..,+ O 61 de ejes reG.!..<"iC.Os, F = .e;.·- • 
tro la obtenida cuando estos ejes se incuban con 

6A, 2.79~ 0.69, se puede su~erir que la acci6n de­
Bh Fue estimular un tipo de síntesis reparativa de 

DN/.. (figura 2). 

CO!!. 



EFECTO DE F'ITORREGULf,DORES SOBRE LA SINTESIS DE DNA. 

EJES 

EMBRIOIJARIOS 

Control no-rad. 

no-rad. c/~itorregulador) 

- Control no-r(ld. 

- no-t"ad. c/(fltorre9ulador) 

- Control no-rad. 

no-rad. c/(fitorregulador) 

- Control no-rad. 

- no-rad. c/(fitorrcgulador) 

- Control rad. 

- Rad. c/(fitorregulador) 

Control t"fld. 

- Rad c/(fjturregul~dor) 

TIEMPO DE 

IM!lIBICIOM 

3H 
3H 

?OH 
20H 

?. 511 

25H 

40H 

40H 

3H 
3H 

15H 

15H 

INCORPORP.CION 

% 

".TOO % 

100 " •• 

100 o• .. 
100 :l 

100 ~~ 

100 w .. 

BENZILADENINA 

10-'1 M 

% de-? aumento 

11 % 

25 " .• 
nd 

nd 

136 % 

45 % 

t\CIDü 

AUSCISICO 
10- 3 ¡.¡ 

% inhibiclón 

o.o~ ... 

ncl 

SG:l 

o.o~ 

n<.l 

, 
Incorporaci6n de desoxiadcnoslna (-H) 

dos e radiados), lmbibldos por 0-3, 

en ejes embrionarios (no- ·radla-

0-151 0-20 1 0-25 1 0-40 liaras en -

prcsencin y ausencio de benzilndenlna o ácido absc1slco. 
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Como BA probablemente estimuló la síntesis reparativa 

de DNA ~n ejes embrionarios irradlAdos, se eRperaba 

que BA pudiera ayudar' a definir mas clarnmente la pr~ 
sencia de una slntesis reparativa en el patrón de -

ejes embrionarios no radiados incubñdos por 0-3 he-­

ras. 

La figura 6 muestra que efectivamente BA provoc6 

un cambio en el patrón de elusión de DNA marcado de 

la cromatograf~a en BND-c~lulosa. Eluyó más marca 

en las fracciones que corresponden a DNA de dobte -

cadena con respecto al de cadena ~encilla; sugirie~ 

do estos resultados que en presencia de BA la s!nt~ 

sis reparativa es el tipo de s!ntesis preferencial 

que ocurre en estos ejes embrionarios. 

Para descartar la posibilidad de que el tipo de s!~ 

tesis que ~e e~tuviera captando en estos patrones -

proviniera de una s1ntesis replicativa muy rápida,­

no di~tin~uible con 30 minutos Ce pulso radiactivo, 

se aplicaron pulsos por tiempos mas cortos: 10,20,-

30 minutos. El resultado mostró que solo patrones 

de tipo repcrativo,lo~ cuales se obtenían indepen­
dientemente del tiempo marcaje (figura 7). 
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fig. 7 

20' 10' 

~ ~ 
3 FI F2 F3 2 3 F 1 F2 F3 

0.3M IM 1 M .._ FORM. 0.3M IM IM + FORM 0.3M IM IM + FORM 

FRACCIONES DE No CI 

FIG. 7 Patrones de elusifin del ON/I de ejes embrionarios imbibi­
dos por O - 3 horas y tratados con benzil adenina y marcados du­
rante los últimos 30 7 20 Y· 10 minutos. Los insertos representan 
la distribución del DNA medido por difenil~mina. 
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D I S C U S I D R 

Eñ este trabcjo se examinaron los diferentes patro­

nes de elusión .de ONA marcado obtenidos de la crom.2_ 

togr~f!~ en BND-celulosa. 

La metodología utilizada noE proporcionó una serie de 

relaciones de marca incorporada tanto en el DNA de 

c~dena doble, como en el DNA de cadena sencilla, que 

se discuten en función de la intensidad de incorpor~ 

ci6n en cada uno de los diferentes picos de DNA. Es 

tos fiñalmente se interpretan como un tipo de sínte­

sis preferencial. 

I'uestros re~ultados nos niuestran la existencia de 3-

diferentcs petrones de síntesis de DNA seg6n la cal~ 

dad de la semilla. El pctrón de síntesis repñrntiva 

obtenido en las prim~ras horas de germinación de eje$ 

embrionarios ~ue E-e les ha ~ometidc a un tratamiento 

(irradieci6n g&mn) con el cu~l se est~n induciendo -

alteraciones en las mol~culas de DfJA, indica que en­

el sistem~ biolósico (eje~ embrionnrios) se están ac 

tivar.do mecanismos de reparPci6n para recuprar la in 

tegridi.ld del DM;... Esta rcp;:;ración, o llenado de hu~ 

ces producto d~l daRo prodL1cido por la irradiación 

gama, se manifiesta con10 una alta incorporaci6n de 

marca en el eluido de D?JA de doble cadena (fig 2). 

Estos mec;;nismos C~ber. estar presentes en todo mame!! 
to en las Eemill~s, r~~nifest~ndosc mh~ !ntens?mPnte 

en a~uell~s a las que se les ha sometido a tratñmie.!l 

tos donde se lesiona el material genético. i•.sÍ ta!!!. 

bi~n, el DNA est~ expuesto a sufrir en una alta pro­

porción un~ serie de lesiones e~pontgneas que deben 

ser reparadas eficientemente, ya que de su capacidad 

de reparación depende le estabilidad ~~n~ticc de la 
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semilla que eventualmente será plántula. 

Sin embarg~, no se puede distinguir claramente la 

existencia de- una-s!ntesis reoarativa en nuestro sis 
- .· .. - . -

tema ~~ ej~s embiionarios de maíz no radiados, incu-

bados por 0-3 horas. Mas bien, la relaci6n de marca 

obtenida p_are.ciera indicar que ésta obedece a una -

sí.rit-eSis replica ti va durante per lodos pr-e-repl icatl, 

vos del DNA nuclear. 

Debido a que las divisiones celulares durante la ge.E, 

minaci6n de ejes embrionarios de ma1z se inician en 

forma irregular, existe la posibilidad de que parte 

de esta s!ntesis temprana encontrada en ejes embri~ 

narios incubados por 0-3 horas 1 represente una s1nt~ 

~is replicativa de células desfasadas en ciclo celu­

lar o, represente una síntesis organelar temprana. 

Si bien el tejido embrionario de ma!z es asincrónico 

para dividirse, la posible !1ntesis replicativa que 

hubiere serla scnsilJle a la inhibición provocada por 

ASA y esta no se presenta seg6n los resultados obt~ 

nidos con este fitorcs;'..llador en tiern¡:ios prc-replic~ 
livos del DN~ (ver tabl? ~). La s1~tesJs organelar 

puede ser cuantific.:icJc.: por el uso de inhibidores e2 

peé!ficos de síntesis de DH;. orgonelar (Meyer y Si!!!. 

pson 1969) o bien efectuando experimentos de auto-­

rradiogr~fÍñ. Sin embar90, la manera experimental 

como 5e abordó esta posibilidud fue efectunndo una 

cin6tica de pul~os de merce, suficientemente cortos 

püra 0elect"r ung 5Ínte~is replicativü r~pida (se -

discutirá más aCelñnte). 

También este patr6n de slntcsis no definido, pudie­

ra deberse a una amplificaci6n g~nica, de parte del 

genoma que van a ser utilizado~ durante etapns tem-



pranas de la _germinaci6n, o a una multiplicaci6n e 
inserci6n de elmentos tra11sponibles (transpones), 
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sin embargo si esto rUera así, esta síntesis nuclear s~ 
ría sensible a ABA. Por Último podría deberse a un 

artefácto de la técnica, donde pequeños fragmentos 

de ONA de cadena sencilla unidos a una regi6n de do­

ble cadena de ONA posiblemente reparado provoquen 

que esta marca en el DNA se manifieste como marca en 

el ONA de cadena sencilla. Cualquiera de estas posi_ 

bili~ades, est~ enmascarando la proporci6n de sínte­

sis reparativa c;ue_f?udiera estar presente y por esta 

metodología no podemos detectarla como tal. 

La síntesis replicativa en ejes embrionarios parece 

comenzur alrededor de las 12-~S horas después (Váz-

quez y LÓpez, 1986) y 

van 3-5 horas después 

les primeras mitosis se obse_E. 

(Baiz~ ~ tlr 'l9íl6). En los 

patrones de elusi6n de ejes e~brionarios incubFdos 

por 15 horas efectivamente encontramoe un pRtr6n de 

síntesis replicativ2. Sin embargo, si los ejes em­

brionarios son radiados e incubados por el mismo­

periodo esta slntesis no ocurre, posiblemente porque 

la semilla no ha .;;cabe.do de r-ecupararse del daño pr.2_ 

ducido por la ra<Jiación gama y por lo tanto no se ha 

dado inicio a la síntesis replicativa y eventos po.=!_ 

teriores. 

Es interesante analizar el efecto que tiene BA sobre 

ejes radiados. Este fitorregulcdor promueve la ger-

minación hasta en 3-4 v~ces, cuenda los ejes radi~ 

dos han sido incubados en presencia de B/.. por 48 h.2_ 

ras; a~! tarnbi~n pron.ucve un incren1ento en la sínte 

sis de DNA, encontrándose una mayor incorporac16n de 

marca en ejes embrionario~ durcnte tiempos tempranos. 

Lo enterior sugi&re que este~ periodos son los mes 

) 



propicios p_ara manifestar el efecto que produce -

BA y que_:l~_recu~erac~6n en la capacidad germinati 

va depe~~~--·: __ ery ":J_Ucho de que ocurra en forma corree-

ta • 

. otrcifN~rr~g~lador,· ABA, fue de gran utilidad ya 

·ciu·é-:'-éJ-YU~~~~-~-;:,?ef~nir y diferenci~r los distintos -

eSt_~_dOf;-. -Ín"e_~_-ªJ:>61ié:os del DNA. La slntesis replica 
ti~~---en· ·éjé·~- embrionai.·ios de maíz es inhibida po; 

._ AB_A·,_· rriientras tanto lo síntesis oUscrvad€! en ejes 

embrio11arios incubcdos por 0-3 horas 1 no se vio i.!2 
h'ibida por el fitorregulador. Este resultado es s.!_ 

mi_-lar al reportado para centeno (Vázquez y Osborne, 

(19P.6). Este l1echo puede interpretarse en relacl6n 

a las posibilidades mer.clonadas antes de que parte 

de esta síntesis represente una síntesis org2nelar, 

encubriendo la síntesis reparativa, no Eensible a 

ABA. 

Los resultados con estoE fitorregul?dores corrobo­

ra que los mecñnismos de acción biológica del ABA y 

BA pueden ester relacior1~dos directa o.indirecta­

mente con la bioqu!mica de la sí~ esis del DNA-

Es importante resaltar €1 hecho de que el patr6n­

de síntesis de ejes no radiados incubados por 0-3 

horas, seg6n la cromatografía en B~D-celulosa, don 

de no podíamos definir clcramente una síntesis pr~ 

dominAnte, puede ser drá~ticamente modificado por 

la adici6n de BA. i•11ora m~s marca eluye como DNA 

de doble cadena (!'Íntesis reparc.tiva), independie.!J. 

temente que se Rpli~u~11 pulsos de m~rca por 10, 20 

6 30 mint1tos, desechando así la posibilidad de que 

la síntesis promovida én éstos ejes embrionnrios, 

tratados con SA, represente una síntesis organelar. 
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Si bien se ha reportado a BA como un estimulador -
de una síntesis tempr~na de DNA (Galli, j984), no 

se ha dado indicio de la naturaleza de esta sínte­
sis. Los rezultados descritos anteriormente sugie­

ren fuertemente que BA no solnmente promueve un i~ 

cremento en la síntesis de DNA, sino principalmen-
te un tipo de síntesis reparativa. Esta sugerencia 

también está apoyada por el resultado que se obtu­

vo con este fitorregulador sobre el patr6n de DNA­
marcado obtenido de ejes gamma radiados, en el cual 

el patrón de tipo reparativo se favorece y se incr~ 

menta notablemente con BA. 

Con estas evidencias podemos especular sobre el m~ 

canismo de acción de estimuladores de la germina--

ción, como lo son las citocininas (BA). Inicial me.!! 
te se habla pensado que estos actuaban en procesos 

tales como la división celular. Según nuestros r~ 
sultados pareciera que tambi&n actGa de manera muy 
importante sobre todo:~ventos anteriores a que de 

inicio la división celular. 

Sugerimos que la acción de EA sobre semillas, donde 
su DNA ha sido roto o alterado, es acelerar de al­

guna manera el proceso normal de reparación, así -

que l~s etapas siguientes en la secuencia de even­

tos pueden efectuar~e y con esto lo germin;:;c16n pu.=_ 

da ocurrir. Esto no excluye la posibilidad de que 
estimule otro~ proceso~ metabólicos (por ejem.-

oxidAci6n de NADH por peroxidasas) concomitante -­

con la síntesis reparcitiva de DHA, c;.sí que el efe.s_ 

to general sobre la germinación sea el resultado 

de mucho~ efectos estimul~torios ~ diferentes niv~ 

les. 
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e o H e L u s I e N E s 

Tres difereri'tes. tipos'de s1ntesis de DNA fueron -

obteni._da:s,/US:an:d.o_ la cromatografla en BIJD-celulosa, 

durant~_.:'16.·_irTibibiC:ión de ejes embrionarios. 
-, ' - _-: . : :;--.-_· ..... _. -

. u~-:- pa't;ió~'~-"de tipo replicativo se obtuvo cuando 
. -- ·----- - -·- --

ej"eS:,_ . .-·e:mb·r1:·on_a-rios de maíz se i ncub~ron por 0-15 -
"- 'ho~'S ~-'.~_:_-·~:·: 

U'f{'--:p·~:t~-6n·_ Ce tipo repürativo se obtuvo cuando 

.-.eje'S:_.·~~·mt>riori-~rios radic.dns se incubaron por 0-3-

hOi'S·s·~ 

.-:~i_n_· __ ._t~rce·r tipo de síntesis (no definidr) se en 

centró cuando ejes embrionar]os no radiados fueron 

incubados por 0-1 O C-3 hor2s. 
BA estimuló la germin2ci6n y la síntesis de DNA 

de ejes embrionarios radiados y no radiados. 

ABA no tuvo efecto sobre la síntesis temprana 

de DNA (0-3h), pero si inhibi6 la s1ntesis de DNA 

que se efectua en ejes incubados por m~s de 15 ho­

ras, y la germinaci6n de ejes embrionarios incuba 

dos por 48 horas .. 

Bh estimuló el patr6n de s!ntesis reparativo de 

ejes radiados, inct1bados por 0-3 horas y modific6 

brusc8mente el patr6n obtenido en ejes no radiados, 

e incubados por 0-3 l1oras, obteni~ndose ahora un­

patr6n de tipo rep~rativo. Este p~tr6n no se vio 

ntodificado a6n cuando se aplic~ron pulsos por 10 1 

?.0, 30 minutos. 

Se sugiere ~ue una sínt€sis reprr?tive est~ -

presente durante la germinación temprana, ñntes 

que la replicación del Dr!A y la divlsi6n celular 

se inicien. 
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H The naturc · of i:h~_-· D_N_A- SyJ?,-th:e~ii~;t;!<;l dt.iri:ryg carly maj zc 
'.J '-· .;!':' - -.C:.· 

ge~inin'ci1:io·n.;¡!J,cis · be,_cn: 'i_~,.-e.stigatcd ma.King use of BJ~D- ccllulose 
! i • ' . .· ' ",¡ . . . .: ' " 

chr~matograp~y~- defininR· ~arly gcrnination as ~he first· threc 
1: ' ' :"-·'·i' --- - _- -,.--,.-- . . ¡'--• 

houils_·_O:f -:ir.lb)bi't-io_n_'; :·a;:·cs:~ha,:e bee_n P,ulsc-labcllí.'d f"or thc 
:: -_---_'· -·:º.:<:·¡:;:>.:'..:' ;',-·:·.- ·,_: ' - ' . . 

last 30 min··rof·:·.th·e . .-:-incUbation pcriod- The pal.tcrn of" J.abclled 
:~::· .-:, --·-·-::-:_:;n~-... :::. -~---. ::· ;. :'.. ..'.. -·: 

DX . .\iJobt_!fin_~c);-!;f'_Or:. gafnm_a~irr_adi;:¡tcd axes is typical of a repair-
~: '.-";!. --.- "'.-~:;'.r . _:·_~ ·- - -_ : ;¡; 

·t)·pC'-S}ºntheS~s-·.:"'·hercas:·-that of non-i~rndiDtcd 2xcs ,,·ould be . n· . ;::::~-- ·-::-:-·_ ' .• ~¡¡,·.· -;e - . . : ·: 

defined; as a~f[replicative.:typc syn-r.hcsis c-:~ccpt that. i1: is 
_,H. -. -, ,··:¡!·, . , 

~ins~nsi~ive -~o ABA. Howcvcr, wl1cn bcnzyl adcninc is addcd to 
i. 1 ~ u 

._the~e t~o- t~p~s of t.issucs (irrndint~d an¿ non-irrndiatcd 
' ' : ~ ' 

axe~) Trom thc. bcgin~ing of the incubntion pcriod, thc rcsult 

is :a·n incrc:ise in thc l:ibcl incorporiitt>d, e-nhnncing tht> rcp:iir 

typ_e pattcrn in irrndintcd ;"JXCS b11t most importantl> .switchi:ir. 

thc "rcpl icativc p<ittcrn 11 of non-irradiatctl nxcs to an un~m-

biguos rc11~ir-~rpc pnttcrn. This occurs irrcspcctivc of 

,~-h~thcr thc pulsc-l:ibcl i:; !!ivcn 10, 20 or 30 rnin bcf"orc thc 

cn<l· of thc inctibntion perlad. Thh role of bcnzyl ndcninc on 

cn~ly gcrminniion and rcpair.synthcsis is discusscd. 
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INTRODUCTlON 

D~A re¡:licat_~.o.n is .a procc:_s_s_ t:hat begins rcla'tively late 
. . 

during ~he-E'ei-m.inLJtion:-o.f_ e.ere.al seed.s-.t.(Chcn and Osbornc. 

1970; .Clay e:~.- al, __ 1_9_75; Osborne, 1.982) _ Howe~·er, thcrc is a 

lo~<bllt: ·c~~~-tant: .lcv_c.'1- o-f--n:.:A synt.hesis !'.tc.r<.ing .soon aftcr 

~ced imbibiiion and cont:inucs 1Jntil rcplicntivc syntl1csis 

~akes~pl·a~~ (Sh~t:~uck and Kattcrrnan, 1982; O~bornc et al, 

i·gSQ/Sl). Tf.c-·na"turc of t.his carly DN.4 synthcsis is still un-

krio~n altho~gh studies havc bccn carricd out trying to clu­

·cid:itc' it: ~ 

Thc ca:--ly DNA synthcSis obscrved in ,e:ir..-::3- irr.:¿iatcd ryc 

cr.ibryos dur:.n.g thc first hour of ir.bibit.ion h;:is bccn char;ic­

tcri:cd ;is a rcp:-iir typc synthc.sis (Oshornc et :il. 19SO/S1; 

Osboi-nc et al, 1984). lioh'c-vcr, thc typc of I·~:A S)"nthcs}s ocur­

rin,g in non-irr;idi;-¡tc•d onc to th·o hours imhjhc>d ryc t'r1Ur)·os 

is difficult to Llefinc duc perhaps to thc pcssibility th:1t in 

th3s ti1nc ~Jmc·kind of replic;itivc 35 wcll 35 rcpnir t)·pc 

}):\_..\ synthc!is might he tnking pl:lcc (V:i::<¡11c: :111d 0!.;Lornc. 

1956). 

D:\'A syntl1csls in nuclci of ;:::Ji:c J/::1.1L1·yo .1>.cs i1.1bibe>d for 

0-3 hours (:10 ccll llivision is t:i.l:ing plílCC at this tir:ic. 

E~i=n et ;il, 1956) is 1norc r~sist~nt to i11}¡~hitors of replica-

ti\·c s)'ntlic$]s t}1:1n synthc:sis in nuclci ju~t hc:forc ccll di-

c·\"t·r, rc!'.u:';:s oht:1in,·d \.:hcn in~1jhitors =•re ·;!'·<.·d ~Lould Le 

L:!f.cn ~ .. :ith ..::111t ie:n 5]!1cc ;11 t l f;1ct s or 5 i.Jc :..i'"ft·cts cculd be 

p :-t:'..!uc c·d. 
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One ~ay, to _av~id.rhes~ .'~id~ effec'ts and to gain a bctter 

undersL·8ni::li-Tin~<On:~;.t~\~:-·:::~.;~c · o:f_'. s~·nthesi.-s tha't Lnkcs pl~icc <lu-• ' . ' . ' .. 

r i ng ca·_~l··;~- , .. g-e·r~i::n.·~,-~-:i·O_h .of · Seeds is by ~'.-:-si ng na tura l cor..pounds 
..,. , ,¿;,. ..,_,. 

-r.._ha-r ¡¡f·fe~:t::~---~-li~-~~:~~Pf:o:~~es:SeS: ~uch· as pilan't grok·th rcgulators. 

F~i~ e~i.~:~P~~~:~:it,:('::~~~·t·~!$~:~~:_i:ci:A::-·:-~-~-~-~-;'nx . .\ s~·nthesis by _;n.; }135 bc·cn rc-

~~~::!t~:~:1~~J9f1;;~~~~:; ~:::; ::::c~c::d "::o~.:'":':::)~ ro i ns 
. .\B:~·-_·;>]~'-~-'.~:1'.0"h;ib:;i'iS ·thé- rcp]jc:itiYc typc of IJ:\A synthcsis 

in rye (D._J~ · o··sb~~ne~ personal conmunicr:1tion) but it has no 

c~Ccct at all in -thc carly DNA syntl1csis (V5=qticz ;111d Osbornc, 

19Só). On the ·othcr h:-ind, cyto1:lnins sccm t.o lmprovc gcrmin:-ition 

{Van StadC'n, i19S3), ~o pro1'lotc :-in C'ill"ly n:-.:.1\ syntlicsis in 

cot.ylc-dons of h'atcrr.1clon ;.cc<ls (fi;illi, 1984) ;:ind to stinu]ate 

ccll divi~ion in tob;icco cc11s (Pat:iu et :il, 1957; 2.H;i·r, 1973). 

Jn 01·dC'r to obt:iin furtl1cr infur~:1tion an t}1c 11:i.tuJ·e of 

h"C h:ivc ~tnclicd thc cffc~t of .-\:•.; :1n<l cytol:jnins on tht"s syn-

thcsis. r.crr:iinJtion in 1:i:ii<'.c c:;-.~ryo :ixcs offers thc ;:Jd,·:int¡'jgc 

ovcr othcr ccrc:1Js to ~how a pcriod of more t}1;in 8 hour~ 

befare thc rcplic:i.tivc P~A syn~!icsis h~g,ins. thc results of 

our studics :irc rcported in this pa11c, __ . 



,;; ' 

t i '¡ 

~Lt;TE!UALS AND METBODS 

Chemjcals. 

1 1 '¡ - l -, l --~ :, ¡< J -

Pr6tejnaSe'.'-l;-~typC,_-XI-;,.::;cJ?1o.r·araphen'j·col, abscisic acid and 
,-_ ~ - _-_-f(:.i:-_--._ - , .. ,:; __ .. __ ··: _' .. --_. - ' -

cv t o'k i_ri iil_'.-':'\\·c:r_.e: ~p~~-~-~~-~--~-:~-~~~a:.-'.::_-'.f'.!~·m. --s j gr.1:i _Ch e;~ i e a 1 Co. • St _ 1 ou is 

i.:.i s~o-~ ~-~·:'.>'_-~;,t:~l_f:_i\·r~-~,~,~~((~')~~¿{;·-ó~-~~-1~·e i h)·l') i:ic t hy J :H:. in e ;1 nd fo 1·na -
. l. . • •. 

mi~--~: -,;~ef_~_-;{~i:_~~~/~}-fe'_;c·k-:-;·-'~;~-s~xic:~, Il.F. Insta-Gel 1.-35 from 
;:-;,::¿. 

P_áck3 __ i~;-':J'ii'St:-l-t.:iiféii_-{5·\··co_'.:~:-;· I_llinois, US.-\ and ( 3HJ <lc.'oxyoidcno-
. : • ' ·• ........ ¡;. ; .. . . . 

s __ i_ ~-~,--.:~f--~º~::_-: .f;; __ º_µ1:::_:-~-n_c!:shnm--:- In te? rn;i t i ona 1 , _.\;ne r s h am Bu cks, U.}(. 
- --.--_ J -_- - :_ -'. • 

AJJ¡-other~reagerits wcrc of analytical grade . 
. l ;. ;-. -. -:: 

Plant :'io:~'ter"ia1. 

Zca rnays (Var. Chalqu~ílo) w3s kindly providcd by Pro­

ductora ~::tCioTial e~ S·C'1nill:is (PnO>:ASE), Coyo:ican :·lC'Xico, n.F. 

J~ h:1d a pcrce1lta~2 gcr1~in:1tion of 90~. ~!~i~c c1abryo :ixcs 

h'CrC h;¡nd sclc.•ctcd :1nd if not u;..«d j¡¡1111ctli:11.ly, l»crc 

nnintn5ncd in <lcssication ovcr salid C:iCI 2 3t 4ªC. 

J rJ·;¡dintion of C.1:1h__o·o :lXCs. 

, . 

E1~bryo axqs .i:i. p1nstic pctri di.5hc:s ;,ere exposcd to 

~:1r::;n_;'l irr:idiation :rom n coh.1lt Sourcc :in .:- Ga.1:;".'...1 Ccll ~00 {_.\.ECL) 

:irr;id_i:itor for ;:i pe:riod of 126 min to :ich:icvc an irradi:ifion 
1 

dese of 1000 GT3)"S. 

I r,,~j h j ti o !l._E_f __ '-'.1:1 b T_:2_3~_C'¿ • 

. ·\Xcs (10 pcr ~.-.:1plc) "·ere ~.11rf:1cc _:-;tc;ili:c·J "-'ith O.S'i. 

:"\:iClO b)· s!-1:il:ing fer 30 ~C'conds .1nd 1Lc:n ·.-.-:!!'·hinr. ~ ti:ics 
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papeT No. J a.nd dried back l:.y m~in.~ain.ing t.hc cmbryos in 

T.he st.eril e hooa·:. :fer ,3 O min. TljCy_-,._":'-·~:l".c_ then incuba t cd ;i t 

27ºC ~n --~ 9isc·-.of--St:erile.Í\f . .:;tm3n --p~p·e~.-No. 1 "'·it.h 120ul of 

inbjbii;on·hu:ffcr (JB): ;:c1 (:~h,.,1), .~l¡::Cl 2 (lD;:c\I), Tri~/llCl 
. (5 Clr.-.. ~ÍJ-::·_-pk:_.-. .7:~ 6·~---.-· -~ucro·~~-- { 2"o-)·--- ;.~~--:~i::h_l ~-r_;:¡:~·p!-.,·n i \'.: ol ( 1 Q~ !~/ml) _ 

-·: Th·-~·,.·_· .. _b_~-br';-o ::~x-~ s··: '\~·ér~:- l -~·--;~·-~:i-:e~ : ,,. i t h ( 3 HJ d cox r 3 denos in e 
e i t hCr. _--~r-bm;,-_';t:_~··e·_,,bc·i~ i -~-nj·--~g.': ~:·f;. _i_-_)! ~~~-- i ~e u ba t ion pe r 5 od (O- l or 

- _._ .. _ .. _~::_ ----~ -_ _.:_~,:-~ _: :~'--· --:-- ;-"~---. ---~:~;-· '-:.:::,: ·.;;.-;·: ._:~:--::· :.""•, :-. •-.. -_ _- ,-. -.-- ';: 

0"3 hoursL.(1 OµGi/ml; 2.4. 3 Ci/r.."1ol) or in pulses ror tl1c 

-l·:iS_t.\-_.3--~:;:---~'~:n=~y~b·f;_-:--_t-_h'é·-r.:i-~~úli3i;ic:i --pcr-iods in thc lol lo\<.·inr 1.-ay: 

Cn~b!y·6·:·;c~_-x'-~'.~·,'':-· .. ~;¿·f'c,:_:-__ :~:(~-~-I __ b:d_~ .. -~n Ill and 30 min hcíorc thc crid of 
,.; '-·---:._.: -·· 

t-h·é_~: iJi~·ub'a 'i.j-b1{:;:·p_c_-r'i_é:>c:1_-~- >th __ C_)~ º;.-e re h l ot t cd ;1¿;a in s t h.h :1 t man 
·-"-- ,-_ -,-.~-,-~ 

j1~ __ r,e!·:.,~--~-~/L1·::;\:~p~_t_:_.:'.9_n,\á:·n·c,\•-d:isc hºit.h 100 p] of IB cont:ijning 

- _:t- 3 ii) __ -_;-~c-~X·):_-~~~1<~~:~'_s··~i\1~ e SOpC:i/ml, 2-l. 3 Ci/1:.nol) .and i ncub:1 tc·d 

~in--i·ii=-·thc_-/C-fi"d o~-_thc c·xpcrir:·nt:ll pc-1·iod. 

-Prcp~l·;1!--.io-~ of l101nor:c11;1tc. 

\\hén ( 3 ii) t.lcoxy:1dC'nosi1:~ incorporntion into TC_i\. 

jn!=-Oluhlc matctj:1l ,,·:1s to be- fo11oh·c.~d, e1::11ryo :1xC's \\t.·rc 

h_C0 r..9gC"nisctl at. •iºC in n 1:iort.1r :'llld pcstlc Hjth 1 Iill of lysjs 

liu.ffcr pll 7.s.·¡~:oC! (O.lSM) ~!JTA (0.1!-1) ond SllS (o.sn. 

Thc·J1omonc·n:-itc rccc.·i,·pd 1 ml nf 20~ T~.; (Lo11t;1ining .:0;1g/ml 

t::old Jeoxy:idC"nosinc) :!n<l lcpt on ice for 30-GO 1;ijn_ ·ro 

11c-:1~urc tot:iJ upt:1};e, 100 iil of thc ho1:iogen;1lc (hcforc 

(2~-1 cm) tlrjt·d :!nd cc·11n1cd. :-he TC.-\ ;·-rc.·ci;iii.::tc \::1~ , . .-,,__· •. :11:71 

fi]t<:TC'd thr• __ '!Jl_;h ~-:J:::r:-_::n CF/.;, ~-::is:.(·J \.,"ith s·~ fC.\ ;¡;,J '.}(,\ 



scint.illation fl~i·d~ 

For ··Bi~n·¿¿~'i-iti:i:o·sc --~:T~_.c-'t~_0~ .. 3t:fo.~_, t.hc homogcnat.cs wcrc 

prepar_ea_-.. ~:.~,:·;·~.·~;~_c,~--~--~:? .. d_;·i)l:.~{_q'.f::~·\_·c~'~¿dpt-::_ tha_i O. 5 1111 of 1 y sis 

buffe:r-:_"'"-ª·5-;>-µ-~·e··¿r~<<:T_Jí .. f?:S:C~>S:l'.:)Sj{e~ri-s·i .. on'-5 .. recciYed 1 S µl of a 

~:o)_~ t-i:·~:~~~-~--~~~'.t)i:~{~~;t:~~~~~~If ;~J:i&:~~~~~'.-~~--~:}:Q: _ . .-,:J_,~--d '. '~e re i n ~uh~ t ~ d a t. . ~ O º C 

f Or :2. ,:jlcXJ r·'~-:~<{K .':i:;~.- ·;::·~~,:-<\i~;~:~4:fr ~.;h,\(!_;;;;. -,_;·::·:' -

llo~!~g:~~;~.k~'.~~]~~f";J~t:~~-~~Hin;lFd. in 2- 5 ool of 1'uf fc r ~ET 
.-:,; .. ·c._:-;i -.<·i_, .. -;_ ,_,,,:,.-~· _;·--;,;:r,'- ~~i:i"· ·s:~;:-;:-.";:ol",'>- .~'~-~;: ·'- .. _..~,<~ 

.pli LS (0''·3'"';!,~aCl'"·•cC·o·"'•l'l''EDTA 1Qfu.\J Tds/HCl), c~ntrifui;ed 
_ '. --.-_ :~;~;c·~~:f.í-'..::_:_:'.'.-"~·:'i<~."''.~-;; __ : ~!¿;,c.:._..,,ot:?;._,":::~:~i_,~-~-: :_ --·._-- . J 

a t· ·,:s--Q~q;·k~,~-Sf.g_i;~:~~'1JJY~1Rt.~If-i,;~\-··~·h,t~-;;;·i_d of e e 1 J a e b r is :i nd t he 
.;>.,.-., "'·' ·-;,·q.. -

!;.u·p-Cr.Ti.:i_t.':t.~::~-~;;~:·~b):·:~:,~-e_a ,~,:µ)~~:·-·,,p~·~sÍng 6 tjr.ics through a 20G 

~c-~·~i°i:~-- -:~(OO'.-,::_·f:c·--c~)~-:~-:Útf:b~r! :::~-º-~~~~-~ip~ ·rrcc ir i t;; te h3d 1itt1 e. 
. . . :··. ",--.- ~ .. ::< _:_:,~·_:~:_::)_L: --~:_{::: :~:<: ::'.~'-

. Ó f :_::.i .h'.i:;: - _t_~O'.t.a l_:·;·,;u p_t'3 .-: c.· .. 0 f- i' :-i J i oa et i v i t y . 
.. .- ... > _._ ::.~ -. .,_._-·.~--'~ :. ·.•· .:. 

_.\t. this point, 

~:i;:i],1-ús<:~·.:~r-'c·: ._ .. r·c-:í_.~Y a 1')c 1o:idcU on to 
'!' .. 

thc c0lu:;:ns. 

F.:\D ~ ·(-'~.-f]\ijs;·$ e";: ·e _!!_f2·;i ~_! __ 2_~.!..:.i_.:":l!r.. 

thc colu,.111~~ t.vrc pi-c·p:1rvd :!.S 

i f any, 

thcs:c 

,~·ith 20 1:11 of~huff.:·r ,\ pll 7.8 (0.3 :.1 ~::1C1, lr.:>I EllTA, 1(':;·;~·1 

Tris/HCl). Thc ~=-:::.ples ,~·ere ~hc·n lc.-.:.dC'd onto t11c cnJu;:.iis, 

.... :;:~h(_·d ,,j t}¡ 20 ¡;¡] oí l·uffL·r A ;,nJ tl1c n:~ .. \ c-lu<. ... ~J ~)' p.:$~ing 
·I 

.20 ra1 of !n1ffe:r B (1.uffcr ,\ l 0ut cunt:iining 1 !-! :~;iCl in!'.tc:-id 

oí O. 3 :.: ~~at:l) ;,;;d ::'O i:11 of buffer C (buffCr B + SO'i. 

;. [: ( 1 Q T ¡' :-'.'. !' .._-. r 1 S :- Í i1 
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Th!:y '~·ere thcn hcat.cd at BQPC íor 3Q min, coolcd on jcc, 

ce:r. t..ri_ft.lge_d -ag_ain a~ 3000 rpm . for 5 rnin and 1 ml of ea ch 
.. . 

su; erna t;·_~n:l· cO'mbj J.,-cd ~:i th 10 ml of lnst.-n.-Gel ::?nd countcd 
¡. . ·- '. 

fo;-·: radi:~~:c_i:··:i~~::f-~<~-~-~·,_-fhe:.·:;cw~·jn-ing supr:rnat~nl: '':!s u~ea to 
' - ' '·.' ;:-¡;_ '.." ' ," ··-·' . - . 
' . . - -. - ;~· -~-. :. ;~: . -· ' -

de:e_rr;¡_i_n_e_-::I:'!>=_.~--'.i!Y.'-:;~-1""!~:·:·1!1."·~h:~a_- ·af Giles ;:;nd ~-!ye>rs (19b5). 

~~-B-~.:;-,~~-h-sl;;<d ... i:s·;_~iy'c.>~_'.·_:--1~ ¡)hosph:?t·c :.uf fer pH s _ 7 ¡¡t :1 
>·- _._, >'-~--,·:~:\<-/-_"-- .-:.':-:_:¡;: __ ·.-·:.}3 .-:·_ 

c,,:.;-;,:-~n~r_:lt:·1on.-:,:of,-.~_),;:J:D_-:-~:_,.~1; °bC"n=yl ~de:-iinc ,,_,s dissolvcJ in 

HCi._~: o ·f:ó o·~i-N :.-.. :_P:~i __ -,'~ ()' ~---º ::-~-t -~··~~·· .. :~_o·~c cnt r a_t_i on o f 1 Á 1 o - 4:.t. 



.. 
nESULTS 

(~ -;~-) -~ b-~-~~)/)i._:~~~- ~-~:: r~~~;~--~,f~ _:l. s· i~_c syntht•sis l .:ibc 1 

... ~.)~a·T-i~nr· '-~f-t cr ·e1:ü't' i·on-::\,·J:ih:_.-:·1~·1 :-\aCl. + for::-i:?r.?i tle 
~-r' . ..,. -.: ---~ ·:_. _: ·:'·.·.-··::;:¡. -.-.:·-; --__ -,: ·. - -- (sin!": le-

1975). 

I' :i 1 ter 1i s o-f·_ :··ri.~~(---i·~;-n~i h:-~ s.--j'S··_~'-j,~ - o- 3 !!.~~ i 1•1b i 1!.!:-.d i:1:1 i ::_~ ~!:u~ 
:1xe>s ~1_:! .. th-c --~t·~:t:E't ·---·~-~f>~\RA. · . . . 

ThP· p-~-:t:\:c·r·n~:· oí -D:\:\ jsol:1tcd fr0m rn:ii::c: 

):1hc-lleü h·ith . . i.•ll r 1ng 

iz-,.:1."'rpor;1tc·d jnt'o Jl:\.\ elnt~d h·ith l'oth 1!-1 >::1Cl (ds ri:: .. \) ::nd 

<1s P'.\,.\) pC';1hs {fi~. 1,\) . 

.. \'t 3 !1ours, tJ~c r;it1c:r•· OÍ 1..·l1JiC'ci I~;-~.-\ ."-Jlí''•·:s tli.1t thc 

;i :-: l ne :: $ ~ :! r (~ r.: '!' e f i 1 l.'(~ j ;1 ¡_ he i _·. "- :· : 5 ( f i :..: <:, • ·, :\ :r ;¡ J 1 :~) -



·. 

!1 

carried out.·. in t.h_c· ;.re.S_·cnce __ o:f ABA·. The,; amount of ( 3H) deo­

.X)~a den o S iil~·.-_. i-~--~¿~-~~-~~/~_t:·~:d, ~'.i-~_-i~\~!C~\-~:~ n ~-01_ub 1 e ma t.cr i a J \..·as 
'··:-'.,' •,";' - ' . 

es s:en t· i---~-l·:·i,;~}. t)~·e_;:::-~-á--~~~;:-(f·a b~:i'.-~ ·- ·: 1_·) _-:·~}} ~-t:hcr ~'1 he ~x es "·e re 1 ~b :i bed 
.•:,:- .- . ·:.-·_ ~: . ,· -::~:: -·-' ' ,, . - . " 

~~ :;e 0~'~.~;~J~tik~,~~~~~?¿.~·[·f·;·~·~l;t~;~lt{~;!~e; ::::; :: : ~:: ::, l: ·;:~:e 11 

-
. ' .. . ..· ... ·" '"·;·o·---·--~-~~::' ~-~~:,. ··:." . . , 

s h' ~~~-Ti-).:~·; ;.T'1Yi~~-~ --~ri1·-c:k~)6:r ~-\;·'ÉL.\ · '°C:.rrr=L~c·T -i:~·r.:. t. he pre - r ..:- p l j e a t i ·.-e D.'\.-\ 

.;,'.~ ~:-;1·-~:~;i :~ i'.A~::~J1~~;:j~~:~~~~jJf~~~,h~L~t&~}~~:·i-;bd. :fO·r ry e ci~b r )·os (\" 5: que:: 
-- · - - ... · ,, ..• - ···-o·-; \.' ·--,_"'···"~': ,_,_._ .:-; 1 "i~S;_:,·-,_ 

:~~c~'.~~[~~r;J~ri~!~fu~f;l~,i~~~'.~&t!i~ corly n~A ~h~s_is jn 
--,~- ... ::-.-.-.---·.-.- ·--

_- ·:-,.:··;" -;.;r,_-_c;(.· .;;-,,·,.;,<·""';'..-";~~~j ··N:·· 
cw b rvo~_, :i.X_C.-s'.-'..{{ ,::{- .;:;,-~ .'_:;.;;.:-'::::,~~-~e¡~~~' · 

, "' ,' ::Xº,)iiº~:Jl,i~!l{~~~::· ,; º:::: ::: ~ :: : : º::, ;;: : : : · 
l!JS-l) 1 ··1~·c:.\li...~C,iclc•d-·\t;Q-O:t:ó·::}t.-::;'jts cffcct in rn:i:i:.c :ixes. 

1:,>h1;g;oi',,~~:~Ji,:~'t'iiip~~,~~:itcd for 0-3 hours in thc ;·fr~vncc 
o'f-)'~11=~~1 ;·;r~!i"Jl;f1lC--,·:(,-l':·.~---·t __ O-~-· :.1) :111"1 1·,,diu.1Lt.i\•C :,?i.:-1. Ihc 

. '> . -., _ .. :_.~;~;\}_~-~)·~,~.:·>'~-?;t·?.::~t~'.:_'.·;':_--:_~-'.'.- :?:--· -,--· ; ·.. . 
:o_!,:il-_'..count-S·.(:iri_COl~'j1_-t~::;1~_t"C'l_) int.o D~:.\ hí.'rc ::;corr·J. "f:iblc 2 

,,1101:s ;·1,)iC~j¡~~:~'\'(:i},,;, incrc;iyc or :.h<0ut 1 n in ti.e "''"'ts 

in\:oi.-~~;:i·;.·-;:1:·¡::-~:,~·>:·i·:~·<~- ~fC.~~--ºi n~o 1 t!bl e ¡-;~1 t cr i .1 l. 

~:iff1.:r :-i ·:,Jíi·: ·11i1y :a:!, ... ; :·i · . .-.:· ; ; ... .. .:: '· f l ·1 : _.· l 

•· ~ •.· ;1 : : . (" • 



. - ' -_ --:· . ' . . ', 

ABA had-no:-ef!~tt· ~t .all on the synthcsis 

ocuirring 'in:_l;á.mriia--ir_!ad·i_at·ca ;.a~·es·. iln?i_b_ed for t.he same lcnght 
i , r~ 

of time\ (resul:t _not.·.-Sho~·~):)-:-'.:; _:,, ,-. - -¡ -
" \ --- :·o - ( C-' j_ • ;~·-

Ef f e'.c t' o'f bi:~n=vl 'ád'e-ni'ri'e _:2E}:~-;~:-p'at-t:ar-ri; Of n:;.?t ~··nthcsjs in 
· T· '. ~-. '-·:·¡ <;·:-· -"'..' ,; . r'· 

¿s.±.2-·irr~:!i'~ted·--~-: ·. _.-:·_i.: '.·<'·."·- "'. :·.· 
1 - -, e ., '' -~ -. 

·. T:6:'-:ri·:,:d¡- oU.t:_ if, -th'e.~ r,-~_:;_;i'i--:i:--:i-~~-t:_;~:~:~-._f~~~f-: ~)~·~"thcsis ccul<l Le 

prc~eT ~T ti •l~y ·.· $ tirpul nt aa·;~);~b:~;;J;'.{·,Í~:en i ne. D~A i sol a t cd 

í-iok: bh'~,,..a~;i~r;idint.·~a: ;:iX:es·_-_l.."acs __ ,·í_ra\::.'t.ionated by B'.'\D-cC'llulosc ! . . ··.···· . .· 
Chror.iatbgrEphy .. Thc· ;JX_es·-~··c._rc._-:f~b-i.Íu~d íor 0-3 hours in thc 

''! -1'i 

a~sCI"!cC.:-:'.an,C¡ pre sene.e of 
-. j ¡ 

;DXA:.-w:i:S pcl$c.·l;,bcllcd 
. i ' ~ ' . '1 - • i 
·pCrÍod.~ \Fit~r·~ 2.!\ shows 

. ' . . 

-bcnzyl adcninc (1 X 1 O- 4M) and thc 

foT thc last 30 rnin of thc i ncubation 

tl1c p~ t t crn far non ben zyl n<lcninc-

't-rC'ated 
1
-g:?r:nq;-irr;idi;it('d axes .. Undcr thcsc conditions tl1c 

' • 1 

:r;¡Ljo of: 1~·: !\:1Cl/forrn.:.1¡¡.i<le is 1. 90. indicatinr: th;;.t. t!i~ jl.'.1-

t.tcrn carrc.sJ'IUllcis to a rcp.1ir typc synthcsis (co::;p.:-1rc h·ith 

ifig. 1B)~ 7hc pntt~rn ohtaincd ror bc11zyl nJ0ninc-trc~tcd 
.. · ... · i . :,1 ·.. ' ¡ .. 
'.p:i~i::l.1-.i;..:1l-;id-i:{tC--d ::ixcs sho\-:s'. ;i fuJ·the:r incrcn~c in thc r:1t io 
¡~ .; _ i · ·! I' '. ~, . i_ • ' 

'oí 'l~·I >.'-:i.CI/ 1forwa;:ii<le to ,, v.1luc nf 2.SO (f5r .. 2H). th(·1·..::forc 
· I 

in(lic.1ti1i,!! :1 !:rL-:ltcr r• .. :p:iir S);nthcsis. TJii:. rc.sult f,u¿:_¡;<:sts 

ty;oc svntJ1c·s is. . . . TJ1c inscrts r~prescnt ~l1c D~A rnca~urcd by 

tl~C Jjphl::nv!':i1ainc :lSsay v;Jijch :is T~:linly 
: 1 ' '. •.. 

~-i·-rf.·:Ct ~¡~ r.-t·~:: .... 1 :1•~.::njnc un tl1~ i~~~lcri!. 
------,- -- ---·--·, ---- - ·--- -- --

doub!c-str.:;;iJc-d. 

: ' . i 1 
in· ·non- i r.r;~-!,i ;~ t (·d ;-::1) :.e :J. .. : es. ----- ~-::-- T - . ----

r11c ir·~::¡<-- ra -::1f i.?1C' 0-3 ]1;:-'Jrs·:-·:,\ 

,!;~''"ª r:\:d::·

1 

\""s is ,;;1il:.r 'º'~-et 
~y•.'t~.t·~ is ?n 

r:.·c 

1 



1 1 

i 't l.."as. suggest..éd t.hat .Lhc p_att.er.!I n·a~ t.he resul 't of a r..ixturc 

o:f an <.at:·)·Pi'c31 .. i:Cp-l_i~~·-t·i-Ve'-_:·~y~thesis_ :t.ogc"t:he:r wi th rcpair 

s:rnt.hesi~ _.¡_,,-~-,iq_Ú·~~Z, á:ri~a·?·a~:~orn-~» · _1986). ~· ... 
-~i--nCc: __ ::_~-~~,z~~1/-,~-d-i:~:?·_:ne'. _____ s_t i ffiulat ;;s ·t he rcpa ir typc D~:\ 

;)·.nt)•~S:iS._ ih-~_~ga·f.ü.iil-i'l-,r';_di_at-~d-···axes (fig. 2D), '-'C hypotl·.e~i:.c-d 

th_at: l;>en_:i:yl ~--dc·~·i·ri·e >co1-~l~- hclp u~ to define in a clcarcr .,..·ay 

th_c .. Pre,s,:~n_,c:~_ .. ~?f-:_.;:--ª :-r_epair-_:i.)·pc sy;ithesis in thc prc-rcplic:ati\'e 

·st'.·ag··e.:''.o._f--:g~-~rn1·n:a·t.ion~ i.e. ,~·e ,.:ould cx1")cct a ch.'.ln!!c in thc 

D~A p~~tcrn shown in fig. lB. 

Fjgure 3 indic3tes that indccd a cli~ncc in thc 11~ttcrn 

h:t·s occurrcd ~1nd "º'"'more Jabcl clutcs in thc ds Dl\A peak 

tlinn in tl1c s~ + ds D~A pcnk 1 5U~~csting t11at in LJ1c prc~cncc 

of h~nzyl nJcnjnc, thc rcp~ir t)·~c syntl1csjs is tJ1c 111:1jn 

synthcsis t.1kine place. 

Sincc it could still he :1r1_!ncd th=it this typc of pattc-rn 

C1,.)\l]d be l1ilc to .thc ;1cti\·:ition oí :in C.'1rly un~chcllulcd rc-pli-

c;1t i\"C S)'llth~~is, i .c. orl:3nr.•ll.1r, thc follo\~·ing c~pcJ"i::i.::·nt 

l>:1s c;11·rjt.-..J out: 111.1i::c ;?Xcs ~.-ere incub.atcd for 0-3 hours in 

tl1c pz·c~cncc of·hc11:yl - 4 =illc:ninc.(1 x 10 ?·l) :ind 10, 20 or 30 

r<ii;i L.:?forc t}1c t·;1J oí thc i11c11h;1tion pcfiod thc .:xcs "·0rc 

rc:::o,·cd, bloti:1..·d ag;iinst i·,"!1at1::;!n ;);1pcr :::a.1 .,na rcincuh:;te:d 

in thc prc-!'~L·11cc of i;-.hi1lition 1;:1f:cr (100 ul) cont:iinin¿: ( 3 H) 

....- ;1 s t :1 ;; j n r. p 1 ;! e e ,, t t i1 i s t i ;·. P , ·., • s ; · 11 '! '." e - 1 :; : ":.- 1 1 (' d fu e ,- . : : 1 y 

;::::::~·c·s ;.~;e j'::ttt.rn .:-f t .... -:: 1-,: 1
_•] 

: - .. 
• ¡ . ; ;, ~ ·.::d i;;to í·~:_; ·,,,_·:ild 



1 2 

sr.·i t.ch and now rcs~rnble .. _;1 r_~pair t.)~pe pat:t.crn since organc-
·---·_.__ -. : 

llar. rcpl ica_t.ive ·synr_hes·~s\· sh_OUJd,.- be .. :fast.er Lhan nuc] car onc _,,_ 

and rnost lahel, ori~i~~l·ly-~~~scni .in Oka=aki fr~gocnts> 
., '• . 

shou)d be .CO\'~]cnt.iy -Jjta-f({í:l':tO thc ds DX . .;. lf On tl.c 0-L~IC:T 
' . . . ·. - .... 

rcpair ~ypc> thcn no changc in thc p~ttcrn $hould occtJr, 

whcther lRbelling for 10> 20 or 30 rnin. 

Thc rc~u.lt of this cxpcrinent is slioh·n in fig. 4 ~nd it. 

can be obscrved that thc pnttcrn of J3bcl incorpor3tcd into 

DSA is of a rcpai~ typc rcgn1·dlcss of tl1c ¡1ulsc-labc~Jing 

tinc. This rcsult. 3JJ5 íurthcr support to our .suggcstion 

t)13t bcr1=yl ~dcninc stinul~tcs rcpnir DSA s)·nthcsis <luring 

carly gcrrni11ation. 

.. 
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DISCUSSJON 

Thc nét.Urc of the. c_ar:lY-~ pr_c-répiica~i7e DNA synt:.hesis 

in mai:..e cr.bryo,·3xes h:aS-·b_ee:fi _follO'},,'._cd-.t...by u:;ing frac'tionation 

of 

is ,po~si_t:>ie:_-_~_º· ~:-d .. i_·s_t.i--rig:·~; __ ~·h_.:;.-~-_::'_r~_p~iT_::.:.-L):pe sy:-.•l1esi s · .. ·he:n 3 

hours iwbi:::::d--.:--_shraia~:.:.:.:i·iT~-d:iaiC'd·-::ixCs are ll~C:": (íig. 2.t .. ) _ It 
• _ •" _, ____ o.e ---•-- ">:'- 'o'--·· "' •·-- - ~ -- · · _ 

syni:hesis 

_the sarnc pe:riod of ti1nc sincc thc pat.tcrns :.:idicotc a rcpli-

(fig. 
< 

1B). Mol-.·cvcr, r!:yl ic;:itivc S)"Tlthcsis 

in jj\ai:.c :>.)>::s_ ;;ippcars to start. 12-15 hours ~ftcr ir:·.bibition 

(J .?-1.V.R. , rn;¡;nuscript in prcp:irarion) and :irst 1:1ito~cs can 

he obscryc-d 3-5 hours ~;:it.cr (Hai<.;:i et al, 11]'.!'.l). I\cs1'1cs, trl1C 

rcplicatiYe- synthcsis is st.rongl)' :inh:ihitecl ~y .-\B . .\ (D . .J. 
l {I -1, , 

O~bornc, ]H.:s.on:-il coir,¡:-iunic:ition) \>hile thc :/nthcsls ,1}.~:1.:r\"c-tl 

in 3 hours i1abibcd :ixcs (h·hcthcr irr;iUi:!tcd :ir not) <li..>c·s not 

rcs¡1ond to·.!.BA.··"fhis rcsult, a1thou~~h uncixp· .. :tc-<l 1 is !'>irnil:1r 

to th:it :ilf~:id)~. report1.. .. d ;ind di~ct1~scll :or :-/C.' c1-.br:,.·os .. 
(\'.'.i=quci.'. .. ::r'.-J · 0$)1ornc, 19~6). 

·rn th~5 contc:xt, it is i:c·r)' ir,~1or~a11t ":J l'?1nt C111t to 

t.hc f;1ct t~.lt. thc p:itt.....-rn of ::-~;·i1tl1c::;is in n-:::--.-irr;\di:itcd 3 
., 

hot1rs jr;-,hi~··d :?XCS c;:n te tlr;::::-~ic:illy nu2ii'..·d by tlic ;~·J.Jilion 

··~i~. (_'¡.-;·e-

. . . . . (: 
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only \an inc.reascd synthc:sis but. mainly a rcpair-t.y·pc .s:.11tJ1csis 

s i
1

J?C~_- 1 ~oS.t -i"a-bei<,_-~-~-w--'-:.·c l J'-i-~:;,·i .. in·' the~-:- ·ds. DNA pcn k, i ndcpcnd en t ly 

of\'.,;_~;-~thc_T ',~-~~e·'.: ____ -~_u_-j:·-~:~·:_~:.i.~~--?--;~-:-_~:~:ri·:~'.:-~~--~Pf-~-,~~íor 10, 20 or 30 rnin. 

Th~s [~u,gg·e·~G}~~.i'fs;;'.tq'~:;f·l;;~~~~f.f;ct·e~~r:\)1¡e r~sult of thc e fíen 

of.Hth·e- ¡ph.v.t:bi~gú.loit:.o·r~'. 011·:\:the,~:'.'.DXA-:=.na.t t crn ~hc;,.·n by Lhc ~3;::.":ia -

::~1~~.~;·~l~;~tl1li~~lf ¡~;'(''~' ,, ". "' " '"" >" 

¡;-: :·:.-\ddi,t,i_on·a'lJ)'_/}~~I~-~:-'t)'jlC}-of:·s~·ilthesis is thc rcsult of 
:' ~-- <: t ~:-~~~-,:r~·;·-n~J.~~:<_ii.~:;T-:~-~-"-~:;;J'.~-,,~:::-~:::-;::~~ ~-~-:~'<--= ;_:_"~ '> _-., -' --

<a ·s_táb•ijyi ~n~:O:r-Po_raf_édi_· .. )_.~bé __ l ,_.i.ñtO the D:\A. as dcr.1onstrat~d by 
:; ,,_._,·:. j--:¡ j : ¡.:\ ''.-;,:, :};-_, _-;~ .. ':'.:,-.; ·:-·'-:'---::· ,':'/-.' ·-( --

• p~ 1.s~-7 ~11ª ~--~' 'ie.?=pe_r ~rncn .. t_s ,-'. (r_e.su 1 t s not s hown 2. 
' : ¡ - ,_¡ 

rt.: -~-s_ ·-·~-:~~o-~:tan-t t!' S'ircss thc cfícct of bcn:.yl 3G~·nine - ·- ¡ 

on :sc~d'!-gc-_rmi,riat.i.on·. Jhc ph:;·t.orcgulator scc;ns to 3CCel~ratc 
' ' !• ' \ 

thc gCrin'in'~~-i·~·n{¡\';:l~Cc.~s bcsidcs incrc:i~inn thc r;itc of fl:-XA 
' ' ' \'» .),; 

S);nthcsis_ (\"':in St;idcn, 1933). FurthcrF10rc, G;1;··.:-:-..:i-irr;1<l~3tcd 

1:i:1i::c .:ixcs tr"Htcd ''it!-1 ht..~n=yl :11leninc !_!Crrnin:itc 1:1uch :"=1stcr 

th:tn n~1\-trC":1tc-d irraCiatc:.~d ;!XL·s so t):;--¡t onl)' 10'1. of t~.e: 

·~ ·~··:1 ii "e ~-J'!i~· 1:;:1 i ~~1 t:é a i t cr 
; 1 \ 

,.;!J(·~: ~-1¡~111:>;'~-· ;;~~~.~inc is prc·~t.·;1t 
s·i.nc.c:- a bi-cil:cn or ."?] i e-red 

SO'. do it 

(r.:ir unp1:bli~·.!H ..... d rc:-=.11lts). 

n:~.\ in :i 

indrrc.-~.tly. 'tr;¡n~l:.itic:-i (Osl•c·rnc, 1QS3), it cc:.-.u1J Le ~:~;.,::cstc-d 
¡, •! 1: 1. 

th:!t: .flic, :1-~t)•Jn of 1·l·i,:yl ='~''~·nlnc c;i tli.:.·;.c ~.t.·t·ds is to ::iCCC-
! i' 

·~~·:? pl:!cc: ;•.<: t1-,c ri:_:."t 

·:."<:·. r:iJ 1;- ;,.~(¡l.;,·;-:.-.J. -:.is 

~·:. : : • f.: .; ·- • ~ J 
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st:imuli.t.e o"t.her_ mct:abolic -p:roc.és_ses __ besj:les DJ\A synt.hcsis 

so "tha>. t.he be t he resul t. 

of sc_'\·t-~a 1 , dcpendent. ar Jn~~~~ndcn~. = sti;;iu]at:ory eff~ct.s. 
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LEGENDS TO FIGURES 

ESTA TESIS 
SALIR DE LA 

Fieure l._. Pa~t.erns ·af elution of DNA from 0-1 (A) and 

NO ÓEBE 
BiilLJUECA 

0-3- (B) hOürS- imbiiled' m-~-.i=c_-·_axe's pti)s"Ct-J;Jbellc-d durins.: thc 

l2Sl: ;30- oi-~n_;·:~~l
0

$e_·_~1·~~c(~~_l.-·~:ri·i·_··._-'.h~i-t.~-- (_~H) deoxyadC'no~inc ·~:id 
F T.6~ ~ ~-~:~_-_Jl--~·: _ .{~-,~- ~:<·--~-~~_,:-_·i_n~a·i~ ~~~-:~'-~-~,--)~~-n ·_. =~1i,:i (:'.~ i a 1 . :? n d 

oí. t:ot;J'-1 coU'ilt5··-\•c·J-:c·.,~;·= -··-3213;· 

TC'f•TC• 

- ., -- '_,,' ·---- --

' F_i,gu1•e ·z __ P-~-~~-~rnS-of clution of D~A frorn gar.;r.::i-irr;idi;¡ted 

r.iai=e axes iJJ1:bibed for 0-3 hour~ :;;nd thc effC"ct of 111.:n=yl 

ad~ninc. Garnm~-irr~diated axes ''ere imbibed for 0-3 l1011rs 

in th~ ~b~cn~c (A) ond prC$Cncc (B) of hcn=yl :1dc11inc (1 x 

10-~}.f) :.nd pulsc-J:¡bellcd ,~·ith ( 3 11) dc-0:'\y;11..lC'no~lnc Curin~ 

the la~"t 30 min of the incuh;1tion pi:-riod. f'r01..·cf.~lng ..,,as ;is 

indicatC"d in ~·iatcrinl and :.ti::·thoJs . .:\VL·r:'l!:c of tot."ll counts 

for A= 1692 cp1:1 nnd for Il= 2,;scl. Thc rc~ult is the :i\·c·r;-i~c 

of 3 ínJcpcndci1°t cxpcr:i1'1Cllts. Jn~erts rcprc~vnt the Ji~tri-

1,ut ion <.")f DX.·\ ~·;is !';1C:1~11rcd by lliphc-nyl:!rninc. 

f..i_gurc 3. Patl,<.'rn of C'}ut1on of ll>: .. \ fro;n 0-3 h011rs i1:1h:ibcd, 

hc•n='y] :i1..lc·ninc tre:1tC'd ;1xc.·s r'Jl~c-l:1l•o¡llC'd Ju1·in).! the ];¡5¡ 

30 J~jn. :rulsc-l:ihcllin~~ with (
3
ii) Oeo~y~1Jcn.o~iac.: and pr0Lc~~ir1g 

~-:::.$ :1$ inJic:1tcJ in .•.::1tcri:il :111d ~-~1:thoJ~ .. ·\\·1.·r:q:c of tot:il 
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Figure (. Pattcrns ~f clurion of DNA from 0-3 hours bcnzyl 

adenine-:reaied- m~fze :·ax~s pulsc-labellcd during tl1c last 30, 

20_and l( ~iri: •. Puls~-;·abclling \.;it.h ( 3 11)'~"-dcoxy::idcnosinc 
(100 µCi.';:il) an·a proCC"ssing "·as :-is ind•icatc:d in :.~al.t"rial and 

~cThods .. T~~al cou~ts ~ere S013, 5359 a11d 23~3 cpm far 30, 

20 and ft min l::ibelling rcspcctively. lnscrts rcprcsent thc 

dist.ribution of D~A as mcasurcd by diphenylaninc . 

. ' 
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1 

TABLE 1 

c 3~); a_c:oxy::Cc-:10.s_ir.~ i_n~ori>oratea 
, ¡ . axeS (_O-=:;- ~o.tirs 

by tontrol 3nd ABA tr~at~d 

incubation period) 

--c'--.,---...,------,---,:---~:-----------------~-------

1 
1 

EXPJRI~IE~T. 1 
'. 

EXPERl~IE_!'T Z 

l·IE . .\N_-

·cO:-<T!Íof · 
(HCl 1 ()- 3¡¡) 

cpm 

. _1706 

·. l 60Z 

1654 

ABA 
-3 

( 1 X 1 O ~I) 

1779 

147Z 

1626 

+4.3 

- 8. 1 

-1 • ) 

' '' 
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t.'IBLE. 2 

c 3~) · '¡~ ~ oxy __ a_a.~n~~.i ~~ -. i ñ'co:ir c>T a_ ·tCd -by.~~ 3 h:c-u r s 

(ir=-:, d.~~ "t-~~,:- ;o~· .n'ói :-;) ~ :j n\~::t h-~ ·;'p ~~-i.-Cnc e · ;; f bc<n: y l 

i~hibcd 

. ·! i; '. _-:· i::1 ',h ' ··.· ,., _.-- _-·..:. -.- ". ' - . 

S;¡;;;p_l_e:. (;lx~S), __ ~ · .. ·-·::/:, \-\:_(~li,_?,-._.f,:~"--~Y~:deno·~~- ~ 
:)--- ~-:1-':- :~· __ ."·--._,-"'.'"-· ,_, ___ : :incorf>oJ-ation-

a) ~ori -:i-r.~·,;a:i_.~:~-,~d_::· 

b)rrio.ú~ied; .. _,,;·.- --

r11'1.-: ·s.s 

236~ '!" 39.0 

l ne orpor:i ti C'n/llpt .1 ke 

HCI Be>n: •. \.:.!C'n. 

0.69~0.15 0.70~0.20 

o .·1~=0. 06 0.-1-1".0. 08 

1 .. n=.7 1 "(.·?=PC~imCnts for no:n~irrad:iutcd axesj\I 

n~ 3' ~xpcr_imcnts fer irradinted ~xes. 

2. T}.~ ~U·1~1b:JrS. rcprcsc·nt the incre>;isc in counts incorpor;itC>d 

(~) 'con~lJcr:ing thc l <Jbcl ln non-bC>:i::yl ;1l)e>ninc-tre>a_.te>d axes 

(jrr;idj;1Lcd or not) as 100~. _:._,·cr;1,ge_ counts for a) :..:3322 

:id :for b) =5388 
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