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ribonucléico
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ribosomal
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ultravioleta
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SUMM/ARY

During eaf1y maize_embryo axes (0-15h), the method that we use
(BuD-celulose Chromatography) has been provided a series of ra
tip?!h éodﬁtﬁfintoﬁporated, in conclusion &s interpreted = -—--
aboutaafpattern of main synthesis. ' '

A.pattern-of repair synthesls in gammn irracdisted malze embryo
axes has been obtained during the early cermination {pre-repl}
cative pericd, 0-3h).Honewer it has not been posible to distin
guish the pattern of non-irradisted axes lmbibed for the some
period of time while this DHr synthesis cohcterve? does not respond

to ABa {ebsicic zcic), &s is dircussed.

.The pattern of elution of embrye axes imbibed for 0-715h rerly
has been obtainecd & prtterr of replicestive synthesis whether
‘the replicative synthesis sppears %o start 72-"% hours after
~imbkibition.

lie obrerved thast B (kenzlil-aderine) induc@d germinzatien In irrz
diated or not irradiated embhryo axers imbihed for AFh. This effect

is more drastic in gamme frraodisted axesn.

When B4 is added to irracdiated and not irradiated embrygaxes,
during pre-replicative perioccd (0-3h), the result wac &n increare
in the coubts incornorasted,; enhancing the repalr type pattern

in irradisated axes but most wass the change in the psttern of
elution the DRA labelled of not irracdisated embryo axee nnd now

it is the repair type synthesls.

This pattern cccurs irrespective cf whether the rulse lebel irf
given 10, 70 or 320 min before the end of the ircubation rericd.
The role of BA on ezrly cermination and repailr synthesis is —-

discussed.



RESUBNEHEN

. Durante las primeras horas de germlnucion (O 1ShJ en ejer

embrionarios -de maiz, la metodologia utilizada (cromatogra
fia en BHND- celulosa) nos proporciono una serie de relacio~
‘'nes de marca lincorporada, que se interpretan finalmente’ co
moe un pctron de sintesis’ preferenc1a1

Se enconktrd un patron de sintesis reparativa en ejes embrio.
narios radisdos durante las primeras horas de germinacién

- {0-~3h, periodo pre-féplicativo}, sin embargo no pudo defi-
nirse claramente el patrdn obtenido de ejes embrionarios -
no radiados durante los mismos perieodos (0-1, 0-3 h), sien
do que se cbserva gue esta sintesis de DNA es insensible a

ABA, como se discute.

En los patrones de elusidn de ejes enbricnaricos incubados
de " 0-75 h efectivamente se encontrd un patrdn de sintesis
replicativa, ya que la sintesiec replicativa parece comen—-—
zar alrededor de las 12 5 15 h,

Se observd que BA estimuld la germinacidn de ejes embrio-
narlos radilados y no radiados incubados por 48 h, siendo
mas notable este efecto en ejes embrionarios radiados.
Cuando BA es afiadido a ejes embrionarios rediados y no ra
diados durante periodos pre-replicativos {(G-3h), el resul
tado fué& un incremento de la marca incorporada, favore—-——
ciéndoze ¢l patrén de tipo reparativo en ejes embrionarios
radiados y provocando un cambic en el patrén cde elusidn de
DNA mercedo de ejes embrionsrios no radiados gue zhora se
presenta como tipo reparativo. Este patrdn se mantiene in-
dependiesntemente de pulso dado, va sea por 10, 20 o 30 mi-
nutos, antes del término del perioce de incubacién. También
se discute el papel de BA on las primeras horas de germina

cién y en la sintesis reparativa.



1N TRODUCCION

Una de - los. problehas fﬁhdéﬁéﬁfaies'que'enfrenta la humanidad
'es el problema alimentario..‘Los altbs ritmos de crecimiento
'poblaclonal y la 1njusta distribucion de la riqueza, se han-
_combinado para prodUC1r como efecto la desnutricidn y e1 ham

,bre.de decenas de millones de persocnas en el planeta.

- Tan solo la encuesta mundial aplicada por la FAD scbre ali--
mentacidn en 1985 registra para América Latina, un total de-
56 millones de personas desnutridas.

Fara muchas culturas los granos constituyen el alimento béasi
co. La produccibén, almacenamiento, transportacibn, distribu
cibébn y consumo de los mismos es una tarea indispensable en -
la solucién del problema alimentario mundial.

Nuestro pais ha quedzdo rezagado en la creacién de una infraes
tructura del almacenamlento de grsnos, se presenta el proble
ma de pérdida de viabilidad y/o vigor de semillas almacenadas
que seran utilizadas para la siembra, redundando este prcble
ma economicamente al producir una bszja en la productividad -~
de las cosechas. '

La baja viabilidad de semilless de cereales puede ser ocasio-
nadea por varios factores, por ejemplo, unsa posibie causa po-
dria ser el dafio en el material gengtico (cortes en el DNA)
provecado por un zlmacenamiento inadecusdo (Chean y Osborne,
1978) y como posible consecuencie se cbserva un retardo en -
la sintesis de DNA.

Ya que el dafioc en el material cenético tendrlas que ser corre
gido por una sintesis reparativa de DNA, este trabajo se de-
dicd al andlicis de los diferentes tipcr £e sintesis de DNA

que se inducen cuando una cserilla sufre dafio en su material

genético y su posible modificacién por medio de fitorreguls
dores.



ANTECEDENTES
GERMINACION

Las semillas de las angiospermas se desarrollan de un
dvulo fertilizado y consisten de un embridn diferencia
do en un vhstage y una raiz, rodeado por un endospermo
o material de reserva y finalmente la testa gue rodea
a estas dos estructuras.

La cerminacidn y dessrrollo de las semillas de una --
planta superior, pueden verse como un nimere de etapas
consecutivas que provocan que una semilla latente, con
pajo contenido de agua, muestre un aumento de su acti
vidad metabblica e inicie la formacidbn de una pléntu-

la a partir de un embridn.

Fara que una semilla germine debe ser puesta en condi
ciones ambientales sdecuadas, como son: cantidad de -
agua, temperatura apropiada y composicidn de gases en
la atmbsfera. HNuestra definlcién particular de germi
macidédn la delimita desde el inicio de la imbibicién -

hasta el momento de la primera divisién celular.

La absorcidn de a2qua por una semilla presenta 3 fases.
La fase I es una consecuencla de las {uerzas de hidra

taciédn de las paredes celulares de la semilla y es in

dependiente de la actividad metabdlicas de 1la semilla.'
La fase II es5 un periedo lag de absorcidn de agua y -

la semilla latente presenta un metabeolismo activo a -

diferencia de las semillas ne viables. En la fase III
1z absorcidn de zgua estd ascciada con la derminacién

y deszrrollo subsecuente de la semilla y presenta una

actividad metabdlica incrementsds {(Rewley y Black, -

187€).



fcuadas.f

Durénﬁémsb féfﬁéél&n”lé gemilla sufre de uns extrema-
deshlcratacion, sin embargo todas las células del em-
7 zbrién permunecen vivas por un tiempo largo (Osborne,-

”f1983)'

_si,las_semillas se mantienen en condiclones ade

Ei Tactdr mas importante para gue se inicie
Cla activ1dad metqbolica Yy se reinicie el crecimiento
L v ‘gesarrollo del enbridn es la entrada de agua. La
;h‘dratcc1on de oroanelo= secos en las chlules de la-
?semilla (mitocondrias, ribosemas, nucleocs, membranas)
'_y de macromolé&lulas (enzimas, FRMA, mRNA, DNA, ctc.)
~activa las funciones de estos organelos y macromolé-
-culas secuencialmente (Ching, 1972).

‘Muchos de los ecstudlios bioquimicos sobre la germina-
cidn se han efectuado en embriones aislades de trigo,
centeno, frijol, etc. (Walten et al, 1970; Castrovie-
.jo, 1979; Sen y Oshorne, 7977; ltory et =1, 1972), y
con este sistema de estudio se ha encontrado gue algu
nos de los principales eventos qgue se disparan después
de la hidratacidn son la preoduccidn de ATF, sintesie
de proteinas, sintesis de RMA, reposrscidn de DHA v -
horas después, se llevs o cabec 1s repliczeibn del DHA,
sequida por la divisidn celular (Gshcorne, 212F0/R17; -
Osborne, 19R83; Datts et al. 1983; OCsbcorne gt 81, -
19g84; Vizcuez y Osborne, 1986},

Otras sctivicdades celuleres fundamentzles también jue
gan un papel importante, pere preparsr s la semilla
&z germinar y deczrrollarse.

Son importantes tres rutas metabdélicas, llamadas gli
cdlisis, ruta de las peniosas y cicle de krebs, para
la produccidén cde intermediarios en el metzbolismeo, -
enercia en forma de ATE y poder recuctor como NADH y -
sADFH (Bewley y Black, 1978).



La sintesis de ATP ha sido estudiada en algunas zemi--
lias durante la germinacidn, pero pocos estudios se han
hecho en relacidn con el cambio de estructura o activi
' d§d_de_1as mitocondrias. Como la concentracidbn intra-
celﬁla}-de ATP aumenta en los primeros 15 minutos, es-
‘de esperarse que las enzimas para la sintesis de ATP,
deban dé'estar presentes. Tamblén es posible que las
mitocondrias se preserven en las semillas a través de
su deshidratacién o periodos de almscenamiento, ya que
se observa una réapida toma de oxigeno al iniclo de la-
imbibicién {Mayer y Poljakoff, 1575).

La maquinaria de sfintesis de protelnas provee un equi-
po bisice para que las células puedan sintetizar las -
enzimas recqueridas, tanto estructurales como regulado-
ras, desde el inicio de la germinacién. La sintesis -
de proteinas se detecta pocos minutos después de inicia
da la imbibicidn en ecmbriones de trigo (Marcus et al,-
1966). Los polisomes considerados el complejo activo-
para la sintesis ce protelnss, estin ausentes en los -
tejidos de la semilla seca y su formacibn se inicias r§
pidamente durarnte la imbiblicidn, junto con la presencia
de los componentes citoplésmicos esenciales para la —-
sintesis de proteinas (Bewley vy Black, 1978).

Ahora bien, los patrones de sintesis de proteinas y -
RNA obtenidos de los embricnes hidratados han mostrado
que los embriones tienen la capacidad de sintetizar to
dos los tipos de RMA (mRNAs, rRNis, tRNAs). Parece w—--
ser que la sintesis de novo de mRRA no es esencial pa-
ra lz sintesis de proteinas, =in embargo existe la sin
teslis de mRNA durante etapas muy tempranas de imbibi--
cibn (Sen y Csborne, 1977). Aln no se determina que -
ten importantes son los mRihNAs preformados presentes en

la semills antes de la sintesis de nove del mRUA, chal



es su papel en la germinacién y en gue momento son esen

.clales los sintetizados de novo. Estudios efectuados-
por Sanchez. et al (1981), sugicren que la sintesis —-
‘temprana de protef{nas en mafz esté dirigida por un mRNA
-.preformado.

El1 proceso de la germinacién lleva eventualmente al de

‘sarrollo de una pléntula a partir de un embrién. Una-
-pregunta que surge, en relacibn al proceso de la germi

nacién y desarrcllo de una semilla, es que evento ocu-
rre primero cuando el embribn rompe la envoltura de 1la
semilla, si es la divisidén o elongacidn celular, en el
caso de malz y cebada la elongacibn celular precede a-
la mitesis o divisidn celllar, por varias horas duran-
te la germinacién {(Toole, 1%24; Caldecott y Smith, - -~
1952).

Dentro de esta serie de eventos que se disparan después
de 1la hidratacidn se encontrd que la replicacidn del -
DNA, junto con la primera divisidén celular, son even——
tos que occurren en semillas en germinacidn algunas ho-

ras después, en comparacidn con otras actividades (0Os-

borne et 21, 1984; Chen y Gsborne, 1570; Vézquez y Os~
borne, 1986).

REPLICACION DEL DNA

Durante cada ciclo celular, las céliulss crecen por una
duplicacibén de todos sus elementos estructurales y ca-—
pacidades funcicnales. Dos grandes procescos han sido-
identificades durante cada ciclo celular; la replica—-
cién del DNA y la divi=zidn celular. E1 Gltimo evento-
se reflere va a un periodo -post~germinacibdn, durante -
el desarrolleo de una pléntula, de acuerde a nuestra de
finicidn particular de germinacidn.



”T}ducen

[

Eétéé'HBQTetépas'permiten dividir al cicle celular en

4 periodos sucesivos' G1, S, Go ¥y M. En el perilodo Gae

'?5e asume 1a_ex1stenc1a de una serie de eventos que con

-la'replicac16n del DNaA. E1 perlodo G, reflejea

'q;hna aécuenc1a ‘de etapas ya iniciadas para el término -~
'de 1a. sintesis del DNA y que lleva a la divisidén nuclear

':§ :itocinesis, gue se iniclan en la fase M (Prescott,-

1976) . 1

- :REPARACION DE DNA

':babé que el material genético se mantenga fiel a su -
molde requiere que el sistema de copiade (replicacidn-

del DNA) sea muy eficiente. Es necesario también que-
existan un mecanismo que repare posibles lesicnes acci

dentales que pueda sufrir el DiNAa.

Las moléculas en los genes sufren cambios debidos a -
fluctuaciones termales, como lo habla sefaladc desde -
1946 Erwin Shroedinger. Ahora ceonocemos que alrededor
de 10% depurinaciones ocurren diariamente en el DNA de
células humanas debido a rupturas termales de =sus unig
nes N~glicosil con la desoxirribosa {(Lindzhl y Nyberg,
1972).

De la misma manera existen desaminaciones espeontaneas.
También las bases del DNA estan sujetas a los efectos
de la luz U.V., provenlente del =sol, gue induce uniones
covalentes en dos timidinas adyacentes en el DNA, for-

méndose dimeros de timina.

Estos =on 2lgunos 2jemplos de los cambios que ocurren

-esponténeamente en el DNA, la explicacidén de que estas

lesicnes sean eliminadas con eficiencia es debido a 1la



existencia de mecanismos de reparacidn del DNA. En -
-eucarioﬁtesal menos existen 3 sistemas de reparacién-
de ba sec dafadas en el DNA- fotorreactivacibn, repara
f'c10n por eqciqién Y 1a reparacibn post—replicacién.

La fotoreactlvac1on as . eqpecificu para daflos inducidos

_fpor 1luz U, V.; Este mecanismo existe tanto en plantas-—

 fcomo animales (Cook, 1970), previniendo 1a letalidad-—
"inducida por Ia luz UV (Brunk y Hanawalt, 1967) y -

;?reduciendo el nimerc de mutaciones y aberraciones cro

  mosom1cas producidas como resultado de la luz (Griggs
Y. Bender, 1973). B

El mecanismo de reparacidn por esclsidn es un sistema
universal de reparacibdn del DNA, tanto en su distribu
cién filogenética, como en el tipo de lesiones gue pue
de reparar. Este sistema puede operar cuando las cé-
lulas han sufrido dafio en su material genético por di
ferentes tipos de radiacidédn o agentes quimicos. E1 -
sistema requiliere cde al menos 5 etapas para reparar el
dafio: 1) reconocimiento del dafio, 2) incisidén, donde
una endonucleasa especifica que receonoce bases dafladas .
induce un corte cercano al dafio, 3) escisidn de las-
bases dafadas, 4) reparacidn i.e. insercidén de bases-
no dafiadas en la regibén donde se praodujo la escisibn,

5) ligamiento ce las nuevas bases insertadas.

La reparacidn post-replicacidn, a diferencia de la re

paracién por escisibdn, implica lz correccidn de cual-

quier dafio en el DNAi después que 1a replicacidn se ha

completado.

Hasta hece algunes afios se pensabs que el mecanismo -

de reraracibdn por escisidn, rc sc presentzbe en plan-

tae (wWolff y Cleever, 15735 Pezinter, 1974). FPocterior



mente se encontro que este mecanismo en plantas es si
_milar al conocido. en bacterlas y cé&lulas de mamiferos
'(Soyfer,,1979° Veleminsky y Gichner, 1978), y opera -

'Tldurante la reparacién del dafio producido por algunos-

de: 1os agentes mencicnadcs en los pirrafos anteriores
(soyfer; 1983). 1 -

“;pgﬂofﬁt?dﬂa_tm PLANT&S (Tratamientos quimicos, radia-

.Jc1on icnizante,.almacenamiento).

ﬁﬂComo Ya. se menciono,'las células de una semilla pueden
.permanecer vivas en estado latente, hasta gue la semi
“1la - ‘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 ba
ja su porcentaje de germinacibdn, diciendo entonces que
estas han perdido vigor y vizbilidad (Roberts, 1972).

El primere en reconocer pléntulas con variantes morfo
l6gicas, provenlentes de semillas que han sido almace
nadas por perliodos prolongades fue De Vries (1901, -~
1903), davehim (1933) vy otros reportes, relacionan -
la duracidn del almacepamiento de semillas, ceon el nd
mero de aberraciones cromosbmicas; Nicheols (1941) en
contrd que en etapas sucesivas del desarrollo de las-—

raices de Allium cepa, después de la hidratacidn, dis

minuyd el porcentaje de aberraciones cromosimicas encon
tradas en las puntas de ralces provenlentes de semillas
en estado seco.

En trabajos mas recientes, Csborne (1980/81} encontrd
que cenforme auments el tiempo cde almacenamiento, tam
bién la velocidad de sintesis temprana ce proteinas -
disminuye, siendo &sta una forma de manifestarse la -

pérdida de vigor en las semillas durante lasprimeras-
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_ horés:de germinacién (Roberts y Osborne, 1973), asi-
- mismo la.sintesls de RNA se retarda y se observa un
' re£fésq“en_e1_in1cio de 1la sintesis replicativa del-
_DNA,'qﬁE'Se inicia normalmente en embriones de cente
no 3;4'h'déspués de 1la imbibicién (Cheah y Osborne,
'1978). Posiblemente, uno de los factores que inter-
vienen en el retraso de la sintesis replicativa, sea
1a p&rdida de la integridad del material genético nu
“clear, . contribuyendo é&ste a favorecer una germinacidn
" lenta.

iLéé'difefencias en integridad del DNA, pueden ser vig
‘tas facilmente por un fraccionamiento electroforético
;dél-DNA aislado de nucleos, tanto de embriones de cen
teno con alta viabilidad, como de semillas no viebles;
' 1as primeras poseen una DNA de alto peso molecular y-
las segundas poseen material de bajo peso molecular -
{Csborne, 1982).

El-Fetainy et al (2271) trsbejsron con nucleos aisla-
dos de semillas de cebada que hablsn sido radiadas —-
con rayos gamma mostendo estes perfiles en el DKA de-
peso molecular bajo, en comparaéién con el de semillas
ne radiadas, encontando una relacidn linear entre el-
rnimero de cortes en el DNA de cadena sencilla y los -
cambios en peso moleculsr. Fero cuando embricnes ra-
dizdes e imbibieron por un tlempo determinado y des-
pués se efectud un fraccionamiento del oA, éste recu
pero su pesoc molecular como el obtenido para las semi
lles contrel {no radiadas) (Tano y Yamaguchi, 1877).
Ctros trebzjos sobre integridad del DHA se han efectus
do en semillzs al producir un dafie por radiacidn ioni-
zante o tratamientos guimicos. Estos dafos en el mate
rizl genétice se han cdetectado por una slta incorpora-
cién de timidina (3H) en el DRA, en su formz no repli-
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cativa (SbY§¢r;Y,CiEm¢ﬂi$i.3974; Yamaguchi et al, 1975).

R

' ,La radiacionionlaante produce rupturas en las uniones-

asés conla ‘desoxirribosa; también modifica —-
ormando compuestos derivados, inducilendo la

i .de”sitIOs apirimidinicos vy apurinicos; causa
f-;la apertura y fr=gmentac1on de anillos de residuos pi-

_rimidicos]e induce cortes en cadensa sencille y doble -
de DNA (Strauss,-19?7; Lindahl, 1982). Los agentes al
iouilantes forran una variedad de aductos en el DNA (fos

IVfopriesteres, alguilasciones en ls guaninas, inter e in-
; 'cruzamlentos (G-C, etc.) (Strauss, 1977).

'iiAdemés del daﬁo qgue se puede inducir en el material ge

fnético de una semilla por agentes quimicos o radiacidn,
T exi5te otro factor importante, como ya se menciand, el

fc031 favorece camblo=s degradativos o dafio al DNA, como

‘ 10 es el almacenzmiento prolongade de las semillas (Qs
borne, 1980}, que produce rupturas ern el DHA de embrigc
nes ce centeno en estado seco (Chesh y Gshorne, 1973).
También se ha encontrado que durante las primeras horas
.de imbibicidén de eslos embriones ccurrs una sintesis -
de DNA no programada, previs 8l inicio de 13 sintesis-
semi-conservetiva del DNA, vy cque puede atribuirse a una
reparacibdn del DNA (Csborne, 1580/1281).

La capacidad de repsracidén cel DNA se probd en embrio-
nes de semillas de centeno, durasnte las primeras horas
de germinecidn, Los embricnes se zaislaron de semillas
cosechadas lnmcdicstamente, teniendo un 96% de germina-
cidn y de aquellss gue habizn sido almacenadas y presen
taban unz germinacibn bzja del 52%. {(Csborne, 1980/81).

Ze mostrd por sstudios de incorporacidbn de marca radisc
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tiva'en'el DNA de estos embriones (alta y baja viabili
dad) y su, posterior fraccionamiento sobre columnas de-

- BND-— celulosa,_cua la sfntesis de DNA que se manifiesta
._ﬂ:en las primeras horas de germinacién representa una -

: inte'is reparativa--incrementandoce ésta si las semi-

11 as’ 5e'radian (Osborne, 1982). For estudios autoradic

 ‘gréficcs =e demostro que la incorporascién que s= efec-

'_tuésen estos embrlones gama radiados se restringe al -

. hucleo (Osborne, 1984). Asimismo el andlisis del DHA
? sintetizud0 durante la germinacidn temprana de embrio-
“_nes_de centeno usando la cromatografia en BND-celulosa,
.:mbétfé la existencla de 3 tipos preferenciales de sintesis
 fde DhA. ‘un tipo reparativo en ejes radiadcs incubados-
en. tlempos ‘pre—-replicativos, una sintesis replicativa-

y un tercer Lkipo de sintecsis en embriones no irradiades
" “incubados por tiempos pre-replicativeos la cual no pudo
| definirse (V&zquez y Osborne, 1986).

Con estas evidenclas y otras {(Berjak y Villiers, 1972;
villiers, 1974) se ha sugerido que el principal evento
que se inicia tempranamente en muchos tipos de semillas,
son mecanlsmos de reparacidon de lesiones en el DNA, que

surgen durante el slmacenamiento.

2.5 - INFLUENCIA DE LOS FITORREGULADORES DURAMTE LA GERMINA

CION.

Se sabe que la germinacién de una semilla puede verse
‘influenciada por la aplicacidén exécena de fitorregula
deres (zuxinas, giberelinss, Zcido abscisico, etilenol,

y es posible que el contrel natursl de lz germinacién

involucre una interaccidén de fitorregulacdores, tanto-

promotores como inhibildores (Khan, 7967; Addicott, --

3972). For lo tanto los fitorreguledores pueden sctuar

en conclerto para determinar respuestzs firlolbdgices-
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tales como.‘trbpisﬁd'5ffbféciSﬁ;'Efécimiehtc\dé"?emas
‘laterales, alargamiento de- tallos,.divi £ibn celular,
(Khan : T

etc.:

] e ‘un fﬁfbfféguladbf'aue'inhibe el creci
_‘;miento tenemos.al ABA que fué identificado en 1968 por
'fwnreing el cual aplicado 2 tejidos de plantas da como

Como’ e;emplo_

"*resultado un numero de respuestas dque incluyen 1la absi

i_cion de hogas, inhlbicion de crecimiento y una variedad
_ de_gventos'que fndican =nescencia (Addicotty Lyon, 19G69).

.- Su-modo ‘de ‘accién alnmno ha sido entendido, sin embargo
-'hévaérios3reportes que indican gue el AEA afecta el -
ﬁétébolismo de &cidos nucléicos. Van Overbeck et al -

‘-."_65967) fueron los primeros en reportar gue ABA en Lem—

ma ‘inhibe el crecimiente y la sintesis de Scidos nucléi
cos, en particular la sintesis de DRA. Villiers (1968)
mostrd que ABA también inhibe la incorporacién de uri-
dina y timidina tritiada en &cideos nuclé&icos en ejes -
embricnearios de Fraxinus. Wareing et al (1968) sugirle
ron que el principal efecto del HBA fue el de inhibir-
la sintesis de RNA y Walton et al (3970} postularon un
posible efecto anivel de traduccidn. Steward y Smith -
(1972) observaron oue ABA: actla principalmente sobre -
el proceso de divisidn celular en Lemma, provocando la
inhibicidén de la sintesis de &cidos nucléicos, al igual
que se encontrd en otros sistemas como el del frijol,-
trigo y mafz (Khan, 2277; Davey y Brown, 1982; Barlow
y Pilet, 21984). Asimismo ABA inhibid la sintesis repli
cativa del DN~ en centeno (D.J. Osborne, comunicacibn-
cersonal), sin efecto sobre la sintesis temprana del -
DNA gue se observd en centeno (Vizquez y Csborne, 1986).

Por otro lado, el primer papel aque se le atribuyd a -

otro fiterregulsdor como es la citocinina, fue el de-



- promover la dlvision celular (Patau et al 1957- Zwar,

-1973), adnmés de 'su efecto fisiologlco observado de in
-_fluir en“procesos”taleglcano diferenciacién o senescen

ci 11ca exogenamente a plantas, te-
" *Jidos L. &rganos. s

'ngstasxrespuestas han conducido a especular sobre estos
Vrffprocesos y ‘su - control por niveles enddbgenos de citoci-
' :ninas (Horgan, 1984; COsborne, 1962).

hﬁ Téhbiéh se les ha identlficsdo como promotores de la -
dé;hihacién (van Standen, 1983), cuando se splican exo
' genamente a ejes embrionarios de Fhaseolus vulgaris se
obtienen sumentos hastas de un 25% en su crecimiento —-
(Sussex et al, 1975).

Las citocininas también tienen una variedzd de efectos
sobre el desarrcllo de cloroplastos (Harvey gt 23l,1974;
Longo et al, 1979).

Como ya se dijo, la germinacidn y crecimiento de pléntu

las puede estar influenciada por mas de un fitorregula
dor y las evidenciass sugleren que cada proceso es con-
trolado por un juego de factores hormcnales (Adicott,-
1972). ESe ha sugerido que las citocininas pueden pre-
venir el efecto inhibidor del ABA (Khan, 1967; Khan y
Heit, 196%) incrementando el contenido de &cidos nucléi
cos (Van Overbeck et al, 1967; Albanell et a1, 19835).

Asimismo, benzil-adenina unas citocinina sintética, acti
vd la sintesis de DNA en yemas laterales de tabaco vy en
eemillas latentes de Vaccaria pyramidata (Schaeffer y -
Sharpe, 1%69; Kohler et al, 1582)., En cotiledones de -

sandfs crecidos en zgua y benzil-adening, esta Oltima ~

14
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promOV16 crecxmiento e increment6 una sintesis temprana
 de DNA nuclear, diferente de 1la- =intesis replicativa -

, dade 1la importancia que ésta tie

fﬁh otfbé”éSEudioc'sobre la cuantificacidn de los niveles
t'_endogenos de. fitorreguladores durante el ciclo celular,

Se_mostré gue existe un drbstico incremento de citocini
'"néé en los limites de 1a fase 62/M y otros mas ligeros
" durante la fase 5 del ciclo celulsr, sugiriendec ésto -
“una relacibédn de las citocininas con el ciclo celular -
(Nishinsri y Syono, 1986).

se ha hecho un qgran esfuerzo para dilucidar el modo de

accidn de las citocininas y saber cual es el evento ini
cial de su actividad biolbaica. E1 primer reporte de -
un factor de unidn para citocininas en ribosomas fue el
de Berridge et al (1970) quienes encontraron una serie

de sitios no saturables con aparentemente una baja afl

nidad a citocininas. [Iifs recientemente se han aislado

dos grupos de proteinss con alta afinidad a citocininas
en riboscmas de células de tzbaco (Hamaguchi et al, -

1985).

Ctra posible relacidn de las citocininas se encontrd
con el fenbmeno del enveiecimiento (Scriveastana, 1968),
donde se encontrd una asoclscidn de ribonucleasas y de
soxirribo-nucleasas con cromatina y su supresidn por -
citocininas. FPosteriormente se he visto que benzil-ade
nina ejerce efecto sobre 13 sintesls de ciertas protel

15



nas,. induciéndolas,_suprimiéhdolas © activéndolas, pero

cun no se conocen los .. factores involucraoos para la mo-

_oulacion de esta expresibn genética (Chen y Lisner, - -

1985). El conoc1miento de los mecanismos de accidn de

las’ citoc1ninas,.ya sea durante la germinescidn o desa-~-

:rrollo de las Semillas qeran de gran valor para aclarar
_algunos aspectos de su actividad biologica en éste y fu
'turos trabcjos.u"' .

. CROMATOGRAFIA EN BND-CELULOSA

‘La cromatografia en BND-celulosa se ha utilizado para -

el estudio de discontinuidades en el DNA, va gue las rg
giones de crecimiento en el DNA pueden ser separadas «-
del DNA total,; como cadena sencilla de DNA (Scudiero vy
Strauss, i1974). Las caracteristicas de la resina junto

con el uso de inhibidores de la replicacidn del DNA, se

‘- han aprovechado para realizar estudios de reparacidn de

DNA, como se dijo antes; tanto en cé&lulas animales {Scu
diero et al, 1975; Strauss, 1981), como en células vege
tales (Vé&zquez y Osborne, 1986).

Esta resina adhiere tenszmente DHA de cadena sencilla,

y con menos fuerza DNA de Eﬁ?gpﬁ‘doble. Utilizando DNA
marcado durante diferentes (tipos! de la germinacién es-

posible cobtener marca principalmente en el DNA de cade

na doble, que =2 ha tomado como proveniente de un pro-

ceso reparativo, y es eluido con KNaCL 1M, pudiendo en-

tonces separarlio del DHA de cadena sencilla que es elu

ido con MaCL 1M més 50% de formamida, con marca como -

proveniente de 1a sintesis replicativa (Fregmentos de-

Okazaki) (Osporne, 1980/81; Vizguez y Ccborne, 1586).

El principic €e como los &cidos nuclefces son freccio-

16
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nados sobre qblumnas?de?SNDé;téluloQa-(benzoilato naf-
toilatb:DsaE celulosa) no es claro; sin embargo se ha-
bbéérvadd'qﬁé lé”uhiéﬁ:dévtnNAs‘a'lé resina se favore-
- .ce’ marcadamente por ‘los grupos naftoilo y benzoilo, més
: que por los grupos hidroxilo Yibres de la celulosa (Te

.ner: et al, 1966) y que el fraccionamiento de los 5cidos

'f_pugléicos esta basado en su estructura secundaria (Sedat

-Egigl,51967)'yfse”relaciona a la proporcidn de regiones
l{de'éadéna.sénCiila-eh el DNA, 5e esta manera ha sido-
pbsibie separar la forma replicativa del DNA del fago-
‘1ambda que se une fuertemente a la resina (Kiger et 3l,

‘7ﬁ;1959).

La afinidad de la resina a la cadens sencilla de DNA -
est& influenciada por el nimero de oligonuclebtidos. —
_ Asi el tamafio de la cadena sencilla puede ser estimado
- ya que la elusidn de estas regiones que estan fuertemen
te unidas a la resina est en relaciédn con la concentra
cidén del solvente utilizado para su elusidn (Iyer vy - -
Rupp, 1971)}. E1l tipo de cadena unide a la resina también
puede ser identificedo por su sensibilidad a nucleasas
especificas para cadena sencilla de DlA (Karran et al,
1977).

Los solventes mas utilizados para llevar a cabo el des-
prendimiento de la cadena senclilia de la resina son: ca
fefna, etanol y formamida, obteniendose con éstos un ren
dimiento diferente de elusibn, siendo la formamida la -
mas apropliada por su f&cil manejc y rendimiento; su - -
efecto principal es el de solvatar preferencialmente ba

ses no apareadas del DNA.

La metodologla de la cromatografis en BHND-celulosa re-—
quiere que el DNA se encuentre fraccionado; este rompi-

miento se provoca por pasajes sucesives a través de una
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aguja No. 20. Conforme se frscciona mis el DNA,es po

- sible distinguir més f&cil cualquier regién de DNA y

se aumenta la proporcién de DNA que es eluidas de 1la re

'sina con NaCL M més formsmida (Pyeritz et al, 1972).
E£1 rompimiento del DNA depende de la temperatura, pH,
‘di&metro de la aguja y fuerra ibnica. A pH neutro y -
_ﬁdn'una'fuefza idnica de 0.3 M de HacL, el desgarramien
.uto que se produce en las molnculas de DA es minimo, -

obteniendose fragmentos de 2x107 de peco molecular (Strauss,

- 1981).

""Esta técnica es adapatable a un gran nimero de muestras,

las columnas son facilmente preparadss y corridas; no -

' es necesario el uso del colector de fracciones; permite

el fraccionamiento del DN de cadena doble y sencilla —
y es posible conocer la proporcidn de reparscidn, cuan-—
do ne se hs inicizdo o se inhibe l1a sintesis replicati-
va. Es posible utilizar una miniwma cantidades de peqgue
rmas muestras, aproximadamente 5C. Mg de DNA © menos, en
cada corrida y la capscidad de unién de 0.7 g de resina
es de iImg de DMA de espermz de saimbn, con una eficien-
cia del 100% (Strasuss, 1981).

ANTECEDENTES IMNMEDIATOS

Mirands Ham, L. (19F84) repcrté cue durante la pérdida -

de viabilicdsd de los ejes embricnzrios de mailz, se pre-

centabs una fragrmentacidn del DA, existiendo semejanza
en cuanto a la falta de integridad del material genético
entre ejes embrionsrios de semillas de baja viabilidad
y ejes embricnarios de semillss dafiadas por luz U.V., -~
Demostrd también cque hay un incremento en la sintesis -
temprana de DiiA en ejes embrionsrlios de baja viabilidad
y en los trataedos con luz U.V., For lo enterior se sugil
rid gue antes de que dé inicic la replicacién del DHA =
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en estos ejes, debe de existir ‘un proceso de tipo re-
_paratiVo]del.pwﬁ!-durante lac primeras horas de germi

-né¢16n3”

La evidencia exper;mental de Vanuez y Ldpez {(1988&)
:apoyé esta sugerencia, al efectuar experimentos con-
?nucleos siglados de e;es embrionarios de alta y baja
:viabl;idad imbibidos por 3 y 15 horas. Inhibidores-
de ia sintesis de. DNA, como son la lovobiocina y ara-
gCTP;tredujeronHSOIO-ligeremente ls sintesis en los ni
‘cleos de 3 horas; sin'emhargo, este efecto inhibidor
se incrementd notablemente en embricnes incubados por
15 horas, hloqueando totalmente la sintesis de DRA.

Estos resultados sugirieron diferencias en los siste-
mas de sintesis de DNA durante periodos inicizles de

imhibicidén de ejes cmbricnarios de maiz.

Garcia Renddn (1985) reportd que el slmacenamlento ina
propiado de serillas de malz 2n condiclilones de alts -
temperatura y/o humedsd, preoduclan deterioro en las sg
millas de msiz, cue se manifestaba en la disminucibdn-

de viabilidad y capacidad de crecimiento de las mismas

y parecia estar relacicnaca ests disminucidn de viagbi-
lidad con la intearidad del DA y la capacildsd de su
sintesis. E1 cdeterloro provocado por estos tratamientcs
se reflejd tarhidn on uns Lncepecldad de sin
v protelinss en les primeras 35 horass <o germinac on -
(luro, R.M., 19E6}.

Con estos antecedentes se tenis ye indiclec Rue 21 pr
vecar un dafio en 21 raterial genftico de msiz, diemi-

nuia Ja vishilidrd de lées romillas, &gl come la inte-

gridad del DMNA v se increrentsla uns sintesis tempra-
ns de DA, sntes de dar inicle & lo nue debko- - - -



'rﬁa_sgr la'éihbesis replicativa. Por lo tanto, este
~trabajo sé di£igi6:a“distinguir y caracterizar los ti
- pos de éintesis de DNA que ocurren durante la germi-
'naéiéh_dé_ejes'embrionarios de maiz, tanto en semillas
- de alta viabilidad como en aquellas que han sufrido da
:?ﬁﬁ;éanU mate:ial genético y cuya viabilidad se ve re-
- ducida.

" Aunado a estos sntececdentes se tenian las evidencias-~

. experlmentales gue existen en relacidn al efecto que
‘tienen clertos fitoreguladores durante la germinacibn,
como lo son =21 ABA Y BA. Y2 que el ABA se ha carscte-
rizado como inhibidor de crecimiento y sintesis de &-
cidos nucléicos (van Qverbeck et al, 1967) vy a las ci
tocininas como promotores de la germinacidén y de la -
sintesis de DNA {(van Staden, 1983; Koehler et al, 1982;
Galll, 1984}, se probd su efecto sobre los diferentes
tipos de sintesis de DNA gue ocurren durante la germi

nacibn temprana en este sistems.

20



"HIPOTESTIS

.

S; prpb§ﬁ;€§W6:Hip6tesi5 de trabajo, la existencia de
: pﬁé'€i;£é;i$ feparaéiva de DNA, durante el proceso de la
‘-__gei_-'.r.ninaci;'-i.'én temprana en semillas de maiz, y que &sta -~

zzﬂ%é;yé i;fiﬁehciadé por la aplicacidn exbégens de fito -

rreguladores a ejes embrionarios de mafz.
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OBJETIVO

Se propqﬁén”@qmdﬁbbjétiyos de este trabajo:

":SS£;§i§r OSfpoS;bies tipos de sintesis de DNA durante

“3fm}§stﬁimeféth¢fés de la germinacion (0-715 h) de ejes

 embrionarios de malz de: a) alta viabilidad y b) de -

 ;§§ié ﬁiéBiiidéd!_radiados con rayos gamma).

D?téctér_91 posib1e efecto de los fltoreguladores so-—
'_bréfla‘sintesis femprana de DMHA, durente las primeras

“horas de la germinacidn.

22



 MATERIALES: . -
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MATERLALES Y METODOS

U QUIMICOS. .

SNDéceiﬁlosa {Benzoilato naftoilato DEAE-celulosa), -

"j;proteinésa R—tipoXL, cloranfenicol, &cido abscisico y

citocininas fueron compradas en Sigma Chemical Co., -

St Louls Missourl, USA., Tris (hidroximetil) metilamina

:y;formamida fueron compradas en MercK, México, D.F. --
'*InctunGel fue de Packcrd Instruments, Co. Illineis, USA
y desoxiazdenosina (° ®4) fue de imersham Bucks, U.¥. To-

- dos los reactivos fueron de gradeo anzlitico.

MATERIARL BICLOGICG.

zea meys (var. Chalaquefio} fue amablemente provisto por

PRONASE, Productora Hacionzl de Semillas, Coyoacan, -
Méxlco, D.F. Con un porcentaje de germinacidén del S0%
Los ejes embrionzrios fueron selecciconados manualmente
v sl estos no eran usados inmediatamente, se mantenian
en refrigeracibn a 4°C en un desecador conteniendo -
CaClz.
METODOS

fADIACION DE EJES ENMERICHARICS

Los ejes embrionarics contenidos en cajas Fetri de plés
tico fueron expuesteos & radiacidn gamma proveniente de
una fuerte de Cobalte de un irradiador Gamma Cell 200
(AECL)}, por un periodo de 120 minutos para slcanzar una

dosis méxima de radiacién de 1000 Grays.
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5.2.2 ImaIBiCIoN-DE EJES Smasxouan:os
'-Lctés:'ce 10 ejes embrionarios fueron desinfectados con
_ aCﬂO (0 5%) por 30 segundos y después fueron lavados -
"exhaustivamente con agua desionizads estéril. El exce-
so de agua fue remov;do presisnande los ejes embricnerios
¥ ¢6ht;a_un-pape1 Whatman No., 1 estéril. Las muestra de
-1076jészembfionarios'fueron incubadas sobre un disco de
.pape1 Whatman'No._1 estéril, en pequefios frascos esté—-
riles tapados conhjeniéndo 120Ul de solucidn amorticgua-
-dbfa de’ imbibicibn (SAI):
5'gc1mpsomm); MgCl, (10mi), Tris/HCl (50mM) pH 7.6, saca-
rosa (2%) y cloranfenicol (10mg/ml). Las muestras se -
.iﬁcubaron por diferentes periodos en un bafio Marfa -~ -

(J. M. Ortiz) con temperaturs regulada a 27°C,

Los ejes embrionarics fueron marcados con desoxiadenosi
ha (3H) ( 10 mCi/m), 24.3 Ci/mmol) desde el comienzo del
periodo de incubacidn (0-10,0-3, 0~15, 0~.20, 0-25, 040
harzas ) o en forma de pulses por les Gliimos 30 minutos
del periodo de incubacidn de la slguiente manera: los -
ejes embrionarios fueron imbibides en SrcI y 30 minutos
antes del término del periodeo de incubacibn (0-1, 0-3,
0-15 horas) fueron secacos contra un papel Whatman No.1l
y puestos nuevamente sobre un disco ce papel filtro con
100 At1. de SAT conteniendo desoxisdencosina (3H) (5044~
Ci/Ml, 24.3 Ci/emcl pera experimentos de 0-15 horas -~
o (100 MCi/ml, 24.3Ci/mmol) para experimentos de 0-1,-
0~3 horas y se dejaron incubar hasta el término del pe
ricdo experimental. Al concluir el pericdo experimen~
tal los ejes embrionarios geg lavaron con amortiguasdor -
RET pH 7.8 (0.3 M HaCl, 0.1 I EDTA, quM {tris/HC1) cue
contenian 40A3/ml de desoxiecenocina no radiactiva, so-

bre un filtro buchner.



pREPARACIbN 'DELS Hoﬁccsrmbo .

En los ensayos se va‘é contar 1a ‘incorporacibébn total
{de desoxiadenosina ¥y H) en el material insoluble en-

TCA, los ejes embrionarios se homogeneizaron a 4°c en

 fun mortero ccn j“ml de’ amortiguador de lisis pH 7.5 -
'_(NaCﬂ 0. GSM "EDTA ‘0.1M y SDS 0.5%). Al homogenado se
'le agrego 1 ml de TCA 20% (que contenia 40ug/ml de de

sowiadenotina no radiectiva) Yy se mantuvo en frio por
30--60 minutOS.' Para la medida de 1a toma total de mar

ca se ‘tomd unz alicuota de 1G0M1 (después que se agre-

gd el TCA), fue puesta sobre un disco fibra de vidrio-
Whatman GF/f (R.4 cm)}, este fue secado en el horno a -
66°¢ por una hora y una vez secos fe contaron en via--
les que contenfan 5ml de liquido de centelleo (7,4-bis

(2-{5feniloxazolil) benceno (FCPOF) (0.1g), 2.5 difeni

loxazol (FPPC) (5.0 g) y Tolueno (1L}, en un contador de
cerntellec Feckard, Tri-Cerb. El precipitado con TCA =~

fue filtradeo a8l vacio & través de un disco de fibra de

vidrio whatmasn GF/4; lavade con TCA 5% (10 ml) y en sg

guids con etarcl 96X (10 ml)., E1l filtro se secd y se
contd de la misme manera que en el caso anterior.

+

PREPARACICN DE MUESTRAS PARA CROMATOGRAFIA.

En los experimientos de fraccionamiernto a través de 1ls

columna de BliD-celulosa, el homogenado fue preparado -

como se describid antes, encepto que unicamente =e le
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agregd 0.5 ml de amortigquader de lisis. £ continusclidn

se afiadieron 15Ul de una solucidén de 2mg/ml de Protei-
nas K y incubaron a 40°c por 2 horas en un bafio Maria.
Fosteriormente, e=ztos homogensdes se resuspendieron en
2.5 ml de amortiguador HET pH 7.8 y se centrifugaron &
500rpm por 1 minuto er lz centrifuges IEC centra 4 con

el rotor IEC 221 para quitar restos tisulares



'-La resina BND-celulos
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Los gobrenadantes fueton pusaoos 8 traves de ung.anujé
No. 20, ) veces, manteniendolos en hilo, y luego qepa—

saron a truVQS de Ia columna de BND—ceJulosa.

cr_zor»iATb_G'RA'F'I'_h EN :--BNb_—Cf_,LULOSE o

'y“lés"coiumnas fueron prepara-

" gas como lo describio Vazouez y Osborne (1986). Las-

.columnas fueron hechas con jeringas de plastico de 5-

.ml. contena;endo ? ml de reqina y se lavaron con 20 ml

de amorticuadcr A pH 7. 8 (NaC1 0.3 M. EDTA 2 mli, tris/
HCI 10 mM).__Las.mu;stras fueron puestas sobre las co-
lumness lentamente y lavadas con 20 ml de amortiguador
8 (smortiguador A, pero contiene taCl1 1K en lugsr de
HaCl1 0.3 M) y con 20 ml de amoritiguacdores C (amortigua

daer B més 50% de formamida)l). Se colectaron fracciones

‘de ? ml manualwente v 3 ¢>da un:z se le agrecd 0.7 ml -~

de BSA(1%), posteriorments & lsg tmuestres re lzr agre-
gbd 7 ml de TCx (20% W/V). Las nmuestras rermanscieron
por ? heras & GOC, fFueron centrifugacdes a 3000 rpm por
15 minutes en l¢ centrifugs 1IEC CENTRA &4 con el rotor
1ECZ221, las pastillas ce resusperdiercn en 2 ml de PCA
{10%). Ellss fueron calentadas & ©0°C por 30 minutos,
enfriadas scbre hielo y centrifugsedas nucvamente a -
3000 rpm por 5 minutos hajo las mismas condiciones. De
cada une de lcs scbrenadantes de las muestras se tomd
1 ml pera combinarle con 10 ml ce liquido de centelleo
para muestras acuosas Insta-Cel. Estas mezclas se -

agitaren vigorcsazmente y se contaron pare ratioactivi

dad en un contador de centellec. El1 sobrenasdante restan

te se usd pzrs determinar DNA por £l método de Giles y

lyers (1965).
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. PREFARACICN DE. FITORREGULADORES.

Ui disuelto ‘en ﬂOOyﬂ de KCH 1M, se ajustd el

despues se diluyd hasta obtener

conteniendo KC1

'H),‘MgC12(1OmM), sacarosa (2%) vy clorafenicol -~

-LEMillipore.

. 5'5

'fLOSVejgsﬁembrionarios sometidos a tratasmientos con -
“"ABA fueron incubados en la solucibn anterior en sus-
© titucidn de la Sal.

BA fre disuelta en HC1,1H, ajustando, posteriormente

el pH a 6.0 con 2% de NsOH (w/v)}. Esta solucidén se-

diluyd con H,0 hasta una concentracién final de 10"3M,
y se esterilizd s través de filtros Hillipore. Lot
ejes embrionarios tratados con BA fuercon incubados en

S5ATI.
IMBIBICION DE EJES EMBRIQCHARIOS EN CAJAS DE PETRI.

Ejes embrionarios est€riles fueron colocados en cajas
de Fetri con disces cde paspel bhatman No. 7 estéril con
terniendo Im1 de S+I con o egin fitorreguladores. Se in
cubaren a 27°C en una incukbsdora con lur {Frezs gie,
Frecision Scientific Company), por diferentes periodos
Las muestras conteniendo ABA se incubaron cn la obscu-

ridad.
OFTIMIZACICN DE LA HMETCLCLOGIA.

La resina Zl!D~celulosa ce he utilizado en estudios -
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sobre la reoarac16n de DNA en células humanas (Scudiero
et aly 1975, straUSs, 1981) Y tambien para analizar el
3DNA 51ntetiga:o\duran_'fla germinacion temoruna en cen
Y Osborne (1986). '

“ La caracteristica esencial de esta resina es la de dis
i;tinguir entrp DNA ‘de cadena sencilla y cadena doble; -
f_en experimento= utili*ando pulsos de marca radiactiva,
1s cudena sencilla se ha tomedo como proveniente de =~
fragmentos'de Okazaki v es eluida con NaCl 1M mis 50%
 rd¢7formamida y l2 cadena coble de DNA marcada radioac-
' ﬁivamehte, como proveniente de un procesc reparativo y
es eluida con NaC1 1M.

Para comprobar el buen funcionamiento de la BiD-celulosa,
se usbd DNA de esperma de salmbn (Sigma) en forma nativa
y desnaturalirzada por calor. Ambos fueron cargados por
separado sobre columnas de BND-celulosa. Del DNA nativo
se recuperd un BO% del inicislmente cargado, como se pu
do comprobar por el ensayo de difenilamina para cuantifi
cacibn de DNA: de éste un 77% se eluyé con HaCl 11, de-
mostrindose que é&cste DNA se encuentra en su mayor parte
como doble cadena. Del DNA desnaturalizado se recuperd
un 91% del total cargado y de é&ste se eluyd un 78% con
tHaCl 1M més 50% de formamida o reglones de DHA de cade-
na sencills, como se esperaba y sole un 13% se encontrd
como DNA de cadena sencilla.

Al inlciar los estudios utilizasndo el DA proveniente
de los ejes embrionarios de malz se presentaron 2 ¢ifi-
cultades metocdolégicas: a) El homogenade de los ejes
de malz tapsban la cclumna y b) el marcaje con timidi
na radiactiva era muy débil aln a altas concentraciones.
La forma como se resolvieron estos problemas se descrl
be & continuzcidn.
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ejes embrionarios combletcs antes de pasarlos por-
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PATRONES DE ELUS ION DEL DNA DE EJES EMBRIONARIOS DE

VAIZ.
'

fa) Al utili"ar la resina BND-celulosa en nuestros-
-estudios con DNA extraido de ejes embrionarios «e-
_maiz,'se encpntré que el homogenado gue se cargaba
,gﬁ?ié columna contenfa cCemasiados restos tisulares,

qué no permitizn el buen funcionamiento de la colum

na, haciendo la elusidn del DNA excesivamente lenta,

‘;Hasta interrumpirse por completo.

Tratando de resolver este problema se probaron dos
alternativas; ls primera de ellas, fue trabzjiar uni
camente con reglones meristeméticas de los ejes em
bricnarios, a las cusles se les marcaba durante los
dltimes 30 minutos con timida (3H), para asl reducir
el contenido de restes tisulares en la muestra que
se cargaba en la columna, y.uumcntar la actividad
especifica de ls timidina JH) en 1ss regicnes me-
ristembéticas. Lz segunda alternaiiva, fue hacer -
una centrifugscilén previs del homogenado de los ~-

lz columna.

El primer procedimiento nos llevd a obtener una sg
rie muy varisble de patrones de elusibn de DNA, que i
no nos permitfia szcar cenclucicones del proceso fisip i

16gico que ocurria en estes ejes

For el contratio, &l cenltrifugar el homogenado de

los ejes embrionarics completos por 1 mipnuto a& 500

rpm, se elimind gran psrte de los restos tisuleres, sin
perder cantidades =ignificatives de la marca Incorpe
rada &1 DNA vy de ecsta moners se asecurd que la resi-

na trabsjaré mée r&pido y eficientemente, permitien-
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do una constancia en los patrones de elusidén de DNA.

‘en: e;es embrionarics de maiz da buen re sultado. 5in

-ﬂgembacgq, ‘cuandc se marca con timidina( H) por tiem--—

'-fpasjé¢ftos_(30 minutos), la cantidsd de marca incor-

" 'porada es muy pequefia, alin utilizando concentraciones

-~ 'de marca de alrededor de (100, Ci/ml).

' Para experimentos con la cromatografia en BHD-celulg
sa se requirié de tiempos de marcaje cortos (pulsos
dé 30min) por lo cgue recsultaba de poca utilidad este
isbtopo radiactivo.

En otros trabsjos se reportd la utilizacidn del isbto
po desoxiadencosina (3H) para efectuar estudios de la
velocidad de sintesis de DNA, con mayor eficiencia de
jncorporacién que con la timidina ( 3y {strugala y
Buchowiez, 1984); por lo anterior cse decidid probar
este marcadcren estogs estudios. El resultado fue un
aumento de la canticdad de marce en el material preci
pitable con TCA de alrededor de 4 veces comparada con
la marca incorporads usando timidina (BH), cuzsndo se
incuba portiempos larges (20h) y aproximademente 3S-
veces de sumento en la incorporacidén de msrca durante
selviondo i el

H).

tiempos muey cortezs (30-2C minl), re
problema de marcaje con timidina (3
Después de recsolver estos problemas metodoldgicos, -
el siguiente pasc fue obtener los patrones de elusidn
del DH& de ejes, imbibidos por diferentes tiempos, -
utilizando para esto ejes rsdlados con rayos gama y

ejes control (no radizdos). Los tiempos de incubacidn
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usados fuerOn 0 1, 0-3 Y 0 15 horas, dando  pulsos

radiactivos durante los Gltimos 30 min del tiempo
';incubacion respectivo.{q.j-ﬁ

'ffPATRomss ‘DE SINTESIS DE DNA DE EJES EMBRIONARIOS DE
L MAIZ:NO RADIADOS Y RADIADOS, INCUB/ADOS DE 0-1, 0-3

: Durante la germ;nac;on temprana de ejes embrionarios
 fde maiz, se pueden distinguir dos fases de sintesis

- de DNA, como se puede observar en la curva de sinte-
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sis dé DNA, obtenida 3l incubar y marcar ejes embrip

-

‘narios per diferentes periodos (fig 1). Se utilizd

la cromatografis en BHD-celulosa pare definir la na~

turalezz de estas dors fases de sintesis de DHA.

Al marcar con desox»iadenosina (BH} en los Gltimos -

30 minutos del tiecmpo de imbibicibn de ejes embriongz

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

pre-replicativo), y el homogenado de estos ejes fracg
cionado por la cromatografia =n BHD-celulosa, se ob-
tuvo un patrdén de sintesis de DNA donde la mayor par

te de la marca incorporada en el DNA eluye con NaCl

1M y se representa por la relacién 3% = 1.87 1-0.51,
dondz= 1 M es la cantidad de marca incorporada en el

DNA eluido con NaC1 it o DNA de cadena doble vy F es
la cantidad de marca incorporade en el DNA eluido -
con HaC1 1F més 50% de formamida o DNA de cadena sen
cilla, definiéndose claramente este patrén como de -

tipo reparative (fig. 2x).

Un pstrén de sintesis de DNA de tipc replicativo se ob

tuvo cuzndo se incubarcn por 0-15 horzs ejes embrio-~



- n ; )]
[=] 1] (=]

INCORPORACION DE TIMIDINA [3H] {cpm)z10"3
. S

5 10 15 20
tiempo [ h)

FIG. 1 Curva de sirntesis de DHA de ejes embrionarios
marcados en forma continua con desoxiadenosina °H -
por los tiempos sefialados
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FIG, 2 Palrones de elusidn del DA de ejes embrionarios radiados, imbi
bidos por 0 - 3 horas, y el efecto de benzil adenina, Los ejes garma
radiados fueron imbibidos por 9 - 3 horas en ausencia (A} y en presen
cia (B) de benzil adenina ( 1 x 10-9M) y marcados con desoxiadenosina
(34) durante los Gltimos 30 min. del tiempo de imbibicibén. Promedio -
del total de cuentas para A = 1 692 com y para B = 2 286, Los inser--
tos representan 1a distribucién de DHA medido por difenilamina.
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‘narios de maiz, dando un pulso con desoxiadenosi-

na (BH) durante los Gltimos 30 minutos del tiempo

de imbibicidn. Aqui 1a mayor parte de la marca se
encontrd en las fracciones eluidas con NaCl 1M més
50% de formanida o DMA de cadena sencilla, obtenien
.ddseiUHalEélacién de marca en doble cadena con res
pecto a_cadena sencilla de DNA de 1% = 0.53 1-0.082
(fig. 34). Por otro lade ¢l patrdn 4= elusidn de
DA de ejes embrionarios radiados incubados por -
0-15 horas, mostrd que la marca en las fracciones
obtenidas de la cromatografia se redujo en un 90%,
tanto en las eluidas con KaCl K como en las de NaCl
1M més 50% de formamida, sin poder definirse una sin
tesis predominante (fig. 3B). Este resultado indicd
que el dafio en los ejes embrionarios fue demasiado
severo y cque no se recuperarén al menos durante las
primeras 15 horas.

Ahora bien, en los patrones de sintesis de DNA obte
nides de ejes embrionarics incubados 0-~1 y 0~3 ho--
ras (periodo pre-replicativo), la cantidad de msrca
gue eluyd con NaC? 1M y la cantidad de marca gue -—
eluyd con WaCl 1M mé&s 50% de formamida fue muy pare
cida, no puciendo definirse un tipo de sintesis pre
dominante (fig. 4A y B).
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FIG. 3 Patrones de elusién del DNA de cjes cmbrionarios no radiadeos (A) e radiados (B) incubados

por 0-15 h., ¥y marcades durante los Gltimos 30 minutos con desoxiadencsina (SH) . Promedlo—
del total de cuentas fué A= 16309 cpm y B= 1756 cpm. Loz insertos representan la diatribu
cién del DNA medido por difenilamina.
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FIG, 4 Patrones de elusifn del DMA de ejes erhrionarios imbibidos
por 0 - 1 (A) ¥y 0 - 3 {B) horas. Marcados con desoxiadenosina 3y
durante los Gltimos 30 minutos del tiempo de incubacidn. Promedio
del total de cuentas para A =3,213 y B = 1 259 cpm. Los insertos
representan la distribucién del DHA medido por difenilamina.




LPECTO DE ABA Y Br'PN LA GERMINnCION DE EJES -

:EMBRIONARIOS DE - MAIZ.-

L

'Se ha reportado a1 65160 abscisico {ABA) como un-~-
ﬂinhibidor de germinacibn, crecimiento y de sinte-
-'s_i__s‘_ de DHA (Warring, 1965; Van Cverbeck et al, 1967)
m yfa¢1a;Behzi1adenina (BA) como un promotor de la ger
Uminé¢i6n'y estimulador de la sintesis de DNA (Van -
" ‘Standen, 1983; Van Overbeck et al, 1967; Albanell,-
- 1985). ‘Se probaron los efectos de estos fitorregu-

1;dores, ABA vy BA, sobre la germinacibén de ejes em-

brionarios de maiz cue han sufrido dafo en su mate-

rial ‘genético por radiacidn gama o en aguellos a2 los

_gue no se les ha sometido a este tratamiento. Se -

encontrd que BA estimuld la germinecidén de ejes em-
brionarios radizdos y no radiados incubados por 48
horas, al menos 3-4 veces (figura 5). Siendo m&s —
notable este efecto scbre los ejes radiados. ABA -
por el contrario inhibib totslmente 1a germinacibn
de ejes embrionsrios de malz incubades por 48 horas.

Asimismo te quizo ver el papel de estos fitorregula-
dores,ABA y BA sobre la sintesis de DNA en ejes em—-
brionarios de malz incubados por diferentes tiempos.

EFECTO DE ABA Y BA SCBRE LA SINTESIS DE DNA EN EJES
EMBRIGNARIOS DE MAIZ.

Al incubar con ABA ejes enbrionarios de mofisz, imbibi
dos por 0~3 horas, se encontrd cue este fitorregula-
dor no tuvo efecto sobre la sintesis pre-replicstiva
de DNA gque ocurre durante este tiempo de incubzaecidn,
siendo este resultadoc congruente con lo reporiado ps
ra centeno (V&zguez y Cshorne, 1986). Sin embargo -
ABA inhitid ecproximadamente en un 50% la sintesis de

DA de ejes embrionarios incuabsades por mas de 15 ho-



FIG. 5 Efecto de los fltorreguladores en la germi
nacidn.

(A). Estimulacidébn de la germirecidbn de ejes em—
brionaries tratados con BA e incubados por 48 h.
& el efecto inhibitorio de ABA.

(B). Estimulacibébn de la germinacidn de ejes em-
brionarics radiados tratados con BA e incubados
por 48 h.
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”juna
'V]brionarlos radiado= y no radiados incubados por -
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ras (tiempos repliCatlvoc del Dnn)(aaiza et al, 7986)

sultado oue se obtuve fue propiciar-
_imvlacion de. 1z slntesis de DHA de ejes em

"f;iO -3,0-15; "0-20 horas. Scobretodo en ejes radiados

3ﬂincubad05 por 0-3 horas se obtuvo un drastico incre

ffmento'en 1a: 1ncorpcrac1on de marca al DNA de m&s del
'  100 (ver tabla 1). Estos incrementos no fueron de
;_bidou,a-cambics en las capacidadeshéntrada de la mar
”{ca,ya que 'la relacidn incorporscidn/toma no difirid

-}signiflcatlvamente en presencia y ausencia de BA.

_ '?a,que el efecto de BA fue el de estimular la sin-
. tesis de DNA en ejes embrionarios de mafz, se pro-

" bd su efecto sobre los pstrocnes de sintesis de DHA

de ejes embrionarios radiados y no radiados incuba
dos por 0-2 horas, para definir gue tipo de sinte-
sis estimula BA, preferencizlmente en estes ejes.

EFECTO DE BA SOBRE LOS FATRONES DE SINTESIS DE DNA
DE EJES EMBRICNARIOS DE MAIZ RADIADOS Y NO RA~—
DInDOS INCUBADGCS FCR 0-3 HORAS.

BA incrementd al propeorcidn de marca gue eluye como
DMA de doble cacdena o proveniente de un proceso re—
parativo, del patrdn de elusidn de ejes radiados in
cubsdos por 0-3 horas. §i se compara la relacidn

de marca eluida de ejes radiados, %ﬁ = 1.87% 0.61 con
tra 1a obtenida cuando estos ejes se incuban con

BA, 2,792 0.69, se puede sugerir gue la accidn de-

BA fue estimular un tipo de sintesis reparativa de

DM~ {figura 2)}.
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EJES

EFECTC DE FITORREGULADORES SOBRE LA SINTESIS DE DNA.

TIEMPO DE

INCORPORACION BEMNZILADENINA ACIDOC

EMBRIONARIOS IMBIBICIOH %
- Control no-rad. _ e 100 %
- no-rad., c/lfitorregulador) _3H. o
- Control noc-rad. ' _ 20H 160 <
- no-rad. ¢/(fitorregulador) 20H
— Control no-rad. 25H 100 %
‘-~ no-~rad. ¢/(fitorreqgulador) 25H
-~ Control no-rad. a0H 100 &
- no~rad. c/(fitorregulador) 40H _
- Control rad. 3H 100 <
«- Rad. c/(fitorregulador) 3H
- Conktrol rad. 15H 100 %
— Rad c¢/(fitorrequlador) 15H

TABLA 1 Incorporacidn de desoxiadencsina C3H)

dos e radiados), imbibidos por 0-3,

presencia y ausencia de benziladeninsa

101 n ABSCISTICO

o e aumento 1073 K
% inhibicidn

11 % 0.0
25 %W nd
nd 485
nd | 56%
136 € 0.0%
45 % nd
en ejes embriconarlos (no- ‘radla-

0--15, 0-20, 0-25, 0-40 horas en -
o Acido abscislico. '



)

41

Como BA probablemente estimuld la sintesis reparativa
de DNA en ejes embrionarios irrad!ados, se esperaba
que BA'pudiera ayudar‘a definir mas claramente la pre
'_sehcié de una sintesis reparativa en el patrdn de -
.ejes embrionarios no radisdos incubados por 0-3 ho--

. ras.

La figura 6 muestra gue efectivamente 82 provocd -
un cambio en el patrdn de elusidén de DNA marcado de
. 1a cromatografia en BND-celulosa. Eluyd mis marca
en las fracciones gue corresponden a DNA de doble -
cadena con respecto al de cadena gencilla; sugirien
‘do estos resultados que en presencia de BA 1la sinte
sis reparativa es el tipo de sintesis preferencial

gue ocurre en estos ejes embrionarios,

Para descartar la posibilidad de que el tipo de sip
tesis que =e estuviera captando en estos patrones -
proviniera de una sintesis replicativa muy rhpida,-
no disktinguible con 30 minutos de pulseo radiactivo,
se aplicaron pulsos por tiempos mas cortos: 10,20,-~
30 minutos. El resultade mostré que solo patrones

de tipo.reparativo,los cuales se obtenian indepen-—

dientemente del tiempo marcaje (figura 7).
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FIG, 6 Patron 'de elusif6n del DNA ejes embrignarios imbibidos
por 0 - 3 horas, tratados con benzil-adenina y marcados con desoxi
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de cuentas jgual a 1378 cpm. Los insertes representan la distribu
ciféin del DNA medida por difenilamina,
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DISCUSICHNH

En este'trabéjo se examinaron los diferéntes patro-

nes de elusion de. DNA marcado obtenidos de la croma

-_toorafia en. BND—celulosa.*g1j - SR .
La metodologla Utilizada nos proporcionc una serie de
'rclaciones de marca 1ncorporada tanto en el DA de -
ﬂcadenu,doble,-como_en el DNA de cadena sencilla, gque

- se discuten en funcibn de la intensidad de incorpora

~cidn en cada uno de los diferentes picos de DNA. Es
:tos finalmente éé interpretan como un tipo de sinte- :
'sis preferencial. i

Huestres resultados nos muestran 1s existencia de 3- i
diferentes pestrones de sintesis de DNA segin la cali
dad de la semilla. £1 patrdn de sintesis reparativa
obtenide en las primeras hores de germinacidn de ejes
embrionarios cue fe les ha sometide a un tratamientoe ,
(irradiescidn g¢gema) con el cuzl se estain induciendo - i
alteraciones en las moléculas de DHA, indica que en- -
el sistema bioldgico (ejes embrionarios) se estén ac
tivando mecanismos de reparacidn para recuprar la in
tegridad del DMA. Esta repsracidn, o llenado de hue

cos producto del dafo producido por la irradiacidn -

gama, se manifiesta como una alte incorporacidn de

marca en el eluido de DHA de doble cadens (fig 2). -

Estos mecanismos cdeben estar presentes en tocdo momen

to en las semillas, manifesténdoce mas intensemente

en aquellsas a las gue se les ha sometido s tratamien

tos donde se lesiona el material genético. Asi tam

bién, 21 DHA esté expuesto a sufrir en uns alta pro-
porcién una serie de lesicnes eszponténeas aue deben

cer reparadas eficientemente, va gue de su capacidad

de reparacidn depende la estebilidad cenftica de 1la
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'sémilia'QUé'évéhtuaiménté serd plé&ntula.

sin embaruo,_ﬁo'se‘puédé digtihguir claramente la
'fexiqtencia de’ una: cintesis reoarativa en nuestro sis
tema de. ejes embrionarios de mafiz no radiados, incu-
'bados por 0-3 horas. Mas bien, la relacién de marcsa
obtenlda parec1era indicar que ésta obedece a una -
-fsinteﬁls replquthE durante periodos pre-replicati
vos del DNA nuclear.

';bebidé é_que las divisiones celulares durante la ger
..minaéién de ejes embrionarios de maiz se inician en
forma irregular, existe lea posibilidad de que parte
de esta sintesis temprans encontrada en ejes embrio
narios incubados por 0-2 horas, represente una sintg
'sis replicativa de células desfasadas en ciclo celu-
laf-o, represente una sintesis organelar temprana.
Si bien el tejido embricnario de mafz es asincrdnico
para dividirse, ls posible sintesis replicativa que
hubiere seria sensible =z la inhibicién provocada por
ABA ¥y esta no se presenta seqln los resultados ohte
nidos con este fitoregulador en tilempos pre-replica
tivos del DNA (ver takls 7). La sirntesis crganelar
puede ser cuantificada por el uso de inhibldores es
pecificos de sintesis de [iif orgsnelsar {Meyer y Sim
pson 1969) o bien efectuando experimentos de auvto--
rradicgrafia. Sin embargeo, la manera experimentsl
como se obordd ests posibilided fue efectuando una
cinttica de pulsos de marce, suficientemente ceortos
para detectsr una sintecie replicative répida {se -

discutird mées adelante).

También este patrén de sintesis no definido, pudie-
r& deberse & una amplificacidn gé&nica, de parte del

gencme gue van a ser uvtilizados durante etapas tem-
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pranas:de ;a:germinaéién, o & una multiplicacidn e
inseréiéh deﬂe1hentos5trénsponibles {transpones),
_sih embargo‘si'esto_fdera asf{,esta sintesis nuclear se
‘ria sensible a ABA. Por (ltimo podria deberse a un
‘artefacto de la técnica, donde pequefios fragmentos
‘de DNA de cadena sencilla unidos a una regidén de do-
ﬂblé cadena de DNA posiblemente reparade provocuen -
que esta marca en el DA se manifieste como marca en
el DHA de cadena sencilla. Cualquiera de estas posi
bilidades, est§ enmascerando la proporcidn de sinte-
sis reparativa quepudiera estar presente y por esta
metodologia no podemos detectarla como tal.

La sintesis replicativs en ejes embrionarios parece
comenzar alrededor de las 12-715 horass después (Viz—
quez y Lbpez, 1966) y las primeras mitosis se obser
van 3-5 horas después (Baiza et al, 1986)}. En los
petrones de elusidn do ejes embrionarios incubsdos
por 15 horas efectivamente encontramoas un patrdn de
sintesis replicativa. Sin embargo, si los sjes em-
brionarios son radiados e incubszdos por el mismo-
periodo esta sintesis no ocurre, pesiblemente porque
la semille no ha scabzdo de recuprararse del dafio p;g-
ducide por la radiecidn geme vy por lo tanto no se ha
dado iniclio a la sintesis replicativa y eventos pos
teriores.
s interesante anzlizar el efccto que tiene BA =obre
r

i
s radiazdos. Este fitorregulador promueve la ger-
a

= I

R oo
¥ 0

ci
i1

e
n n hasta en 32-4 veces, cuando los ejes radia
5

[
o
n sido incubedos en presencla de BX per 48 ho
[

1]

a
; & también premueve un incremento en la sinte

sls de DWA, encontrandose unaz mayor incorporaclédn de
marca en ejes embrionarics duraznte tiempos tempranos.

Lo anterior sugiere gue estos periodos son los mcs
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propicios para -manifestar el efecto que produce -
 BA ¥y que 1a recuperacion en la capac;dad germinati

-va_depe'de _mUCFo-de que ocurra en forma correc-

fitor eguludor,‘ﬁﬂﬁ, fue de gran utilidad ysa
efinir y diferenciar los distintos -
etabélicoa del DNA. La sintesis replica

I”T:tiva ‘en ejcs ‘embrionarios de maiz es inhibida por
”1ABA,'mientras tanto ls sintesis observada en ejes

membrion:rlos incubadeos por 0-3 horss, no se vio ip

ihibioa por el fitorregulador. Este resuliado es si

Lﬁfmilqr al reportado para centeno (V&zquez y Osborne,

. {19B6). Este hecho puede interpretarse en relacidn

- las posibilidades mercionsadss antes de que pearte
déﬂesta sintesis represente una sfintesis organelar,

" encubriendo 1s sintesis reparativa, no sensible a
ABA.

. Los resultados con estos fitorreguladeres corrobo-
"ra que los mecanismos de accidn biolbgics del ABA y
‘BA pueden estar relacionados directa o indirecta-

mente con la bioguimica de la sirt esis del DRA-

Es importante ressltar el hecho de que el patrén-
de sintesis de ejes no radiados incubados por 0-3
horas, segin la crematografia en BKND-celulosa, don
de no podiames definir claramente una sintesis pre
dominante, puede ser drécsticamente modificado por
la adiciébn de BA. “hora mé&s marca eluye como DHA
de doble cadena (sintesis reparativa), independien
temente que se apliquen pulsos de mérca per 10, 20
4 30 minutos, desechando asi 1z posibilidad de que
la sintesis promovids en estos ejes embrionarios,

tratados con BA, represente una sintesis organelar,



Si bien se ha reportade a BA como un estimulador -
de una sintesis temprana de DNA (Galli, 1984), no
'se ha dado indicio de la naturaleza de esta sinte-

" §is. Los resultados descritos anteriormente sugie-

ren fuertemente que BA no solamente promueve un in
cremento en la sintesis de DNA, sino principalmen-
te un tipo de sintesis reparativa. Esta sugerencia
también estd apoyada por el resultado que se obtu-
vo con este fitorreaqulador sobre el patrbdn de DNA-
marcado obtenido de ejes gamma radiados, en el cual
el patrdn de tipo reparativo se favorece y se incrg

menta notablemente con BA.

Con estas cvidencias podemos especular sobre el me
canismo de accidn de estimuladores de la germina--
cibn, como lo son las citocininas (BA). Inicialmen
te se habla pensado que estos actuaban en procesos
tales como la divisién celular. Segln nuestros re
sultados pereciera que también actf{ia de manera muy
importante sobre todo eventos anteriores a que de
inicio la divisidn celular.

Sugerimos que la accidn de BA sobre semillas, donde
su DNA ha sido roto o alterado, es acelerar de al-

guna manera el proceso normal de reparacién, asi -

aque las etapas slguientes en la secuencia de even-

tos pueden efectuarse y con esto la germinacidn pus
da ocurrir. Esto no excluye la posibilidad de que

BA estimule otros procesos metabblicos {(por ejem.-—

oxidacibn de MADH por peroxidasas) concomitante —-

con la sintesis reparativa de DHa, zsi gue el efec

to generel sobre la germinzcidn sea el resultado

de muchos efectes estimulastorios & diferentes nive

les.

48
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CONCLUSICHNES

'  Tre5 diferentes tipoq de sfintesis de DNA fueron -

_sando 1a cromatografia en BHD-celulosa,

'VVeJes embrlonarloc radiados se lncubaron por 0-3-

ﬁé:ééf;tipo de sintesis (no definids) se en

".'contrd cuando ejes embrionarios no radiados fueron

rﬂinéﬁbadbs pcr 0-1 0 ©-=2 lorszs.

'#_:”:BAfEStimulé la germinacidn y la sintesis de DNA

-téefejes embrionarics radiados y no radiados.

~ ABA no tuvo efecto sobre la sintesis temprana -
de DNA (0~3h), pero si inhibié la sintesis de DNA
que se efectus en ejes incubados por més de 15 ho-
ras, y la germinacidn de ejes embrionarios incuba
dos por 45 horas.

— BA estimuld el pstrén de sintesis reparativo de
ejes radiados, incubados por 0-3 horas y modificd
bruscamente el patrdn obtenido en ejes no radiados,
e incubados pcr C-3 heras, obteniéndose ahora un-
patrdn de tipo reparativo. Este patrdn no se vio
modificedo aln cuando se aplicaron pulsos por 10,
70, 30 minutos.

— Se sugiere aque una sintesis reparative esté -
presente durante la germinacién temprzna, antes
que la replicacidn del DHA y la divisidn celular
se inicien.
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110 wham cerresnondence should he addrescsed,
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surmm

the 1ncubatlon pcrlnd. The pattern of . lzbelled

'orjgamma 1rradnated axes is tvpical of a repair-

uhereas thau of non- nrrndzﬂted axes would be

def:nedras renl:cat1v -Lypc svnthesns c“cept that Jt is

1nsens:t1ve to AB&._However when benzyl adenine is added 1o

B =l

'5& tho t)pca of tissues {Jrradlated anGg non-irradiated

the

axes } from thh beginning of the 1ncubat10n period, the result

is: an 1nCrcqsc in the lnbel 3ncorporaled, enhancing the repair

type pattern in

W

the "replicative pattern” of non-irradiated axes to an unam-
i ' . .
.. biguos repair-type patiern. This occurs irrespective of

whether the pulse-1abel is given 10, 20 or 30 min before the
} 3 y

end of the incubation perviod. The role of benzyl adenine on

cafly germination and repair . synthesis is discussed.

rradiated axes but mest important, switching

i
!
£
5
i




INTRODUCTION
DVA repl;catncn_;s a proccss that begins relat:valy late
dur:ng the germ:nntnon of cercal seedquChcn and Osborne,

1970' Clay et{al 1975' Osborne, 1982) However, therc is a

]ow but conctqnt Jevel of D\n sxn;hes:s ntariing soon afier

qeed 1mb:b;~10n and contxnucs unt:l replicative synthesis

' .LakeJ place (Shat;uck.and hatternan 1982; Oshorne et al,

1980/81). T“e nature cf this early DNA synthes is still un-

Lnoan althOLgh studzes have becn carried out trying to elu-

c1datc 1t. _

The_carly DNA synthesis observed in garma-irradiated rye
embryos during the first hour of irbibition has been charac-
terized as 2 repailr t\pc synthesis (Osborne et al, 1980/81;
Osborne et a1, 1984). Howecver, the type of DNA synthesis ocur-

ring in non-irradiated one to two hours imbibed rye enbryos

is difficult to define due perhaps to the pessibility that in

this time some-kind of replicative as well as repalr type

DNA synthesgis might be taking place (Vizguez and Osborne,
1956).

DXA syvnthesis in nuclei of oo i:cﬁemb:\o-nos imbibed for
0-3 hours (no cell division is taking place at this tinme,

Enicza ct-nl, 1986} is more resistant to inkibitors of replica-

tive synthesis than synthesis in puclei just bhefore cell di-

vision takes nlace (15 howurs) (Vizquez awnd L3pez, 1956). How-

ever, resulis obitained when inhibitors nre wsed slhouild be

Staten with caoutioen since aitifacts or side ifects ceuld bLe

proluced,



es,:nch as p] nt growth revu]a;ors.

\A_synth0515 by ABA has bren re-
s, ash seed and in wheut grailns
_19?&&

'Darev and Brown,

1982) .

;n”rjé (D J:-Osborne, perqonal communicailon) but it has no
cffect at 311 1n the early DNA synthesis (Vizquez and Oshorne,
TQSD)ﬁ On:the‘other.hand, cytokinins secem to improve permination
{Van Stndcn,SIQSSJ, to promote an carly DNA svnthesis in

coiviedons of watecrmelon sceds (Gnlli, 1984) and to stinulate

cell divisio in tobacco cells (Patau et al 1957+ an}, 1973).

’

In order to obtain furiher information on the nature of

the DNA synthesis taking place cnriy during maize gesrrination

we have stndicd-the effecet of ABA and cytokinins on this syn-

thesis, Gormin;pion in maizc erbryo axes offers the advantage
over other cerecals to show a period of more than B heours

hefore the replicative DNA synthesis bégins., the results of

our studies are reported in this pape..



MATERIALS AND.METHODS |

EAE.ce11u1ose

'henzdél -absc151c acid and
T hfsigmn phemical Co., St. louis
_lffﬁvfjiﬁéthylnminc and forma-
:DUFy Insta-Gel was from
UsA and (SH) deoxyadeno-
Amersham Bucks, U.K.

_.All_other‘reagents here of ‘analytical arade,

 _P]ant Mater:a];:

:i'26;355§5'(ﬁar. Chalqueno) was kindly provided by Pro-
. . t "
ductora Nacional ce Scmillas (PRONASE), Coveacan Mexico, N.F
It had a percentags germinution of Y0%. Maite cmbryo axes
wcré hand sclected and if not veed Jmmcedintly, were
_mﬂintaincd in dessication over solid CaCl, at q4° C.
Irradiation of cmbryo axes.

: Embryo uxes in plastic petri dishes were exposed to

gnmma irradiation Irom a cohalt Source in & Gueisa Cell 200 (AECL)

irradiator for a period of 120 min to hicve an irradintion

[
_ 4
dose of 1000 Grays.

Imbibition of embr~o axcs.

X\cs (10 per sample) were curfnce sterilized with 0.5%
1CID by shaking fcr 30 seconds and then wishing 4 tines
with 4 ml veoluranes of sierile woter. Excess of waiter was

rile Whoiran

e

rezeved by bloitting the orbryos apninst et



1]

paper No.'J hnd dr:ed hack by ma:ntalnlng the enbryps in

,The sterzle hood for 30 mxn.h”.b

.;kerc then incubazed at

n Papb: No- 1 with 120ul1 of
‘qcz., (10=M), Tris/HCI

h{_".nra"‘p Wi ol (10 zml)-

he.embryoaxesiwere;ls w1th_( H) decoxvadrnosine

;ﬁ per;ods in the follow:np way:

nb:bcd in- IB and 30 min before the cnd of

;hey‘were_blottcd against Whatman

a neh d:cc with 100 pl of IB centaining
_:c;(y SnnC:/m] 29,5 Ci/mnol) and incubated
‘untll {hercﬁd'of-thé experirzntal period.

Prepaiﬂtjon of homogcnute.

hhcn ( H) dcoX\aGDHOSIrﬂ incorporation inteo TCA

_ J57' ]nb}c matef:ql wns to be follouwed, embryo axes weoere
homggeniscd at 4°C in a mortar and pestle with 1 ml1 of lysis
ﬁuffef ! ?.ijNnCI (0.154) ZDTA (0.,12) and SDS (0.5%).

The 'homogeonate received | ml‘of 20% Tgé {containing <0pp/ml
¢old deoxyadenosine} nnd kept on ice for 30-60 nin. To
jneasure totsl uptake, 100 ul of the ﬂbmogc&utc (before
adding TCA) were talten and i1 ento a disc of Whutiman GF/ZA
(2.4 cn) dricd and counted. The TCA precipitste was vecuum
filtered throeugh Whatran GE/a, washoed wizh 5% TCA a6d 204

eiianal (V0 1Y cach) Jricd arl o counted using 3 A1 of



“fractionation,

.the homogenates were

d vere incubated at L0°C

2.5 @1 of buffer XNET

{ cenirifuged
p.gct;radféfnéell.debris and the

T e,SOO;rpﬁ prEc5pitatc had little, if any,
-nd At this point, these

the columns.

%‘\'D't.'ié.-]"]l!_]-o ::ild- the coluitauns were prepared as

_d;qcrahed ;pu:qué:'ﬂnd Osborne, (1986). Bricefly, the co-

'lunns nlnznod J)p]D\]ﬁttCl} 2 ml1 of resin and were wasrhed

'u;th 20 ml of buffer A pll 7.8 (0.3 M NaCl, IeM EDTA, 1C:M

.Trls/HCI) _Thc szoples were then leaded onto the colunns,

washed with 20 ml of Luffer A 4nd the HBRA cluted by

jrassing
4

0 ml of bhafifcer 3 (Lbuffer A Lut containing 1T M XNaCl instead
of 0.3 3 MNaC1) and 20 nl of buffer € (buffer B + 50%
forraride). Fracticons (2 nl) were ¢o’lected and to cach
S0 r/m1 HEA was oded and then 1ot oof TCA (20% w/v) . The

samples wore stored at 4°C for 2 hears, contrifuzed at



Th-y uerc thcn hcated at 80 C for 30 min, c<ooled on ice,

ce“trafuged agann at'SOGQ rpm for 5 min and 1 ml of each

-su,ernatani c nb:ned

'th JD mJ of Insba Gel and counted

hearcma;n;ng supern aiant wazs uscd 1o
and Myors (19885).
Suffer pH 5.7 at a

12yl adenine was disselved in

‘&ﬁﬁﬁﬁifaﬁioﬁ.of 1 x 10 %,



RESULTS

Each stage of nmbnbataon'of‘naaze embryn axes shows its

\ery partacu]ar pa;ter of~lnb'}3ed“n\47

nhcn this is fractio-

particular time,

1M Nacl {(Jouhlc-

yvpesynthesis whereas Iabel

ed(ds) “DNA) represents replica-
T a1, 1975).

~hours imbibed malze cnbryo

-;\ec ;md

Thc ].ttc ns of D\-‘\ isolated from mpize axes inbibed for

d;ffcren.t pcr:ods of tlme [pr ~-replicative poried: 0-1 und

IRt hour'-'-) .md pn]xc ]:ahc-}'lc-d with (° Il) deoxyvadenceine during
.‘hc- 1as t _-:0 m:ln of the incubation peried showed that after
'fonc hour of unblbxtlcn there was alumest cgual amount of labed
;incbrpornfod into DA cluted with both 1M Nall {Jds DhNA) wond
1M NaCl + formamide (=35 1 ds D?\".-‘\) peaks {fig. 1A).

AT 3 hours, the paticrn of vinted A shews that the
1nbel associnted with the ss 4 ds INA peak is higher 1han
timat in the Jds UNA poak {fig. 18). Total DNA loaded inie the
celumnn is prainly deuble-strandad s slovn Ly (he Jdiphenvl-

amine mssay descrited 30 the in.orts (00

o . 1A and 1E).

]
-

To shew 1hat ihis carly DIA Gy i in the raize o trvo
aNes was Lot oof a v iictriive type, Incubaticon of ares onas



carried outi in ‘the 3

- xyadenosint

ecnderionstrated to stimulate

ons. of watcrtuelon sceds (Galli

ﬂj“io'nxﬂ were scored. Table 2

__—'-in'_c:t"c-.'u-'e of abeut 11% in the tounts
insoluble mpterinl.,

a2yl sdeanine was also tested on 7

axe: irmbited for 0-3 hburs =od the rosolr

was g dramatic incre:sce in ithe ceunts incorporated to more

than 100%.

his incrense wis nol WJue to changes in ile upisite ca-
saciiy sinve the ratiy of irncar;erzticva to upinie Jid ot
Jiffer =1 0nifieoatly o thic ;'um.:-.;.“-;' rnd pleo e Y ozl
slenine,



'ichronatogrephy Thc axes wcrc :mb:bed for 0-3 hours in the

i . f 4

.ahSane anc pr esence of benay -adenlnc (1 x 10°'M) and the

. .'x._ 1:’ .
DV&_-uq; pp;kc I“bclled fcr the last 30 nin of the incubation
per1od ‘Figére 2a ShOhS the pattern for non benzyl adenine-

trented arna-lrrad]ntcd axes., Under these conditions the
v, ; ] [
ratio of 1 -NnCJ/formamide is 1.90, indicating that the pa-

ttcrn COTTCaPOHdS to a vepair type synthesis (cempare with
r ;qq pattern obtained for benzyl andenine-treated

. | .." : ’

a-1rr di%tod axcs shows'n {further:incyease in the ratio

| i B! . .

of 11 NnCl/ forﬁiﬂxde to a value of 2.80 (fig. 2R), therefore
i

;nd:;wtanw 3 L.;at or repair synthesis. This result suggests

thut the aciien of Lenzyl adenine is 1 stimulate repair

typc;synghe;is. The inserts represent the DNA measured by

v
H 1

ﬁﬂF pjp!gn\.umnnc assay which is j:ainly double-strznded.
.I".{:"‘i"o[a.: b'ﬁ P?L'L:'!_:\'I adenine on the paitern of DA cvaihiesis
SRAEEs DD Mg mnERAAL PR TR e V8 Ly B BERIG
inpen-irrsiijied maize axes.

hCﬁ}:hZ%?I;l af the 0-3 Leours' VA t}w.ILuéis in ::n-i;‘ram

dizted molze phes s similar to 1hat «lzwn in rye in s Rich



M

U;ﬁtéSfihC repalr type DXA

stim

‘Zdisted-axes (fig. 2B), we hypothesized

,;ba:fyeﬁ_yi ﬁﬂeﬁiﬁeiﬁhﬁiﬂahclﬁ us to define in a clearer way

GDYA"pattern shﬁwn in fng. 1B.

':FJSQTE 3 indicates that indced a chahgc in the pattern
;Hﬁs.néﬁurféd ﬁnd now more label clutes in the ds DNA peak
“iﬁnn iﬁ ihc ss + ds DNA peak, suggesting that in the presence

of benzyl ndenine, the repair type synthesis is the main

=]

synthesis taking place.

Since it could s1111 be argned that this type of pattern
cottld be due to the activation of an carly unscheduled ropli-
cative synthesis: i.e. organellar, the feollowing c;périmcnt
wis carried outélmai:c axes were incubated for 0-3 hours in
thie prescnce of;ben:y] adeaine . (1 x 10-4H) and 10, 20 or 30
min béforc ihe ¢nd of the incubuation pcﬁiod the naxes were

removed, blotted against Whatnun paper No.1 and reincuhated

-

. . iy s . .. 3
in the prescnce of inbibition buifer (100 ul) containing {(TH)

Ceoxyadenosine and beniyl adenine. If a replice

~*

ive syanttesis

”

wis taning place at this tire, aves julce-Inbelled four only

“3
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n
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_switch énd now~resémﬁle:a repalr”type pattcrn since organe-

'llar rep11cat1ve synth "hould be farter than nuvclear one

b,

and nost Iabel :or:pznall' reqent 'in Okazaki frag gments,

shoujd be, CQVﬂ]cntly']nga .Dslhefd“ DNA. 1f on the oihicer

_:hand the svngﬁesls st:ﬁulated‘b) henzyl adenine was of a
repa;r Iype then no chhnoe 1n the paticrn should eccur,
whetherwléhe}llng{forsiﬂ, 20 or 30 min.

The result of this experiment is shown in fig. 4 and it
can be obscrvéd that the pattern of label incorperated into
DXA is of a repair, type regardless of the pulse-labelling
time. This result adds further support to cur suggestion
that ben:zyl adenine stimulatces repair DNA synthesis during

carly mermination,

. .



'of DV

q-'thesis'

‘D cei]u]ose ‘ch; onatogranhy
is po; nb]e ‘to di=stingu sh a-srep a:r the )T

rradlated 11&5 are uses

Lo'dlstlngu1sh un HbJ“UORIE

:1L1ng p]ncc';n'non-lrrndintcd ales

DISCUSS] DN

hlt: this Tesin 1t

thesis when 3

({ig. 2.’\)- It
the tvpe of

imbibed for

the sane. ptr1od of t1me since the patterns Indicate a Tepli-

catire-type syn;h¢sis'(fig.

in maize wa¥zs appears to

(J_M.v.n;
be obccrvod 3-5 hours
replicative synthcs1s

Os%borne, personal

in 3 honrs 'imb ibed

K]

rcbpond to L.A. This result,

to that nlr:ad}»:epoztcd and
b LA
i OQJO.HC

(vé:ouezf 19086) .

In tli conitext,

the fact t'at the pattern of
Cs Can Lc

of hon_vl lenine.

1B).
start i2-15 hoursg
L njnuqcr1pt in preparation) and i
*ater (Bai
is stﬁongly

cominunication)

axes (whether

it is very imporgant

drostically

liowevcr, replicative symihesis
:fter inbibition
rst mitoses can

:'4‘1) -

inhibited by

Za ct =nl, Pesides, true

ABA (D.J.

-t

while the :ynthesis ohserved

irradisted or not) docrs not

#lthovgh unexpicted, is similluar
discussed for rre erbryos
T3 point ont to

in nia-irradinted 3

[ 9

syvathezis

rmodiflisd by the »13itieon

Altheuneh it Bad “een repiried that ‘.;A'.:'.i'.i)'l
adenine stirilated carty DRA synthesis [(Golli, 1483) o clue
Lhad bLieen vicen s 10 'u:hc ratnre of thie eyt i Coarove- ,
sulls sirarn-ly sugogest that el Teeine i ovreroting onot



'only an Jncreased syn;hes1s but malnly a repalr-tync

156

;on seed qormzﬂatlon.zzhe phytoregulator scoms to accelerate

; ( ig(t? .
.thc gcrn:nnt1on precess
N
_S)nthcsns (Vdn Slnden 1

supSorted-'by:the result of

14

synthesis
- independently
20 or 30 min.

the e¢ffect

e v

rn shcwn by the mma-
o
Tiher

f{ihp nxA_as demonstrat=d by

not shown) . 4

besides increasing the rate of [INA

983) . Furthermore, parmma-irradiated
mnice 5_:'}\05 treated \\11‘1 benzyl adenine germinate muach Taster
ihnn.ncﬁ tr'wted irradiated pxes so that only 108 of tle

.n:n:c' :u"tcr 72 heurs whereas nearly 500 do it

LR

:1. bioken or

‘uultv Fofﬁinn

1nd:rr:t.11\' 1
g i

ranslaticn

thnt thg ut;ion of Venzy
A [

-'Icr“i ‘lf.'d:"'-.:'.‘.:‘.-.‘ the roy -

: 4l

ua o t!L"-:C‘.":!}l: LLoregitencs

time nod thus coarinaty

dowvs ol eseInle e -

:!ltc-rcd PNA In

'~'..‘..cn1nc is preszeant {(eur unpublished vesults).

a seced might cause a

o its offect cng tran: scription ond
{(Ostcrne, 1083), it c:uld Le su-nested
1 =denine eon these sceeds is to acce-
ropI s o thont the Tollowing stops
af events (v e place at the ric’t
cun e e s fnlly nehicoved, This
SihiTity vt Bennvl oalenine o013
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5timp1 te. other metabol:c processes bes:ﬂcs DRA synthesis

d'thaksthe overall effec'*nn gérm:natacn could be the result

L e

independcnt stimulatory effects.

ofgscxera],
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ESTA TESIS No  Drpe
SAUR OE 1A BisUdTeCA

LEGENUS TD FIGURES

-Fnﬁure 1>_PaLterns of e]utlon Df D\A from 0 -1 {A) and

-nal L a\es 1mb1bed for 0 -3 hours

 1den1nc, G1nma 1rrad1ﬁted axes w

f1nzlhq absen;e (A} and precsconce

10"*M) and pulse-lsbelled with (3

the last 30 min of the incubatio

indicated in Material and Methods.

for A= 1692 cpm and for B= 2286.
of SIindcncndchE experiments, In
bution of DNA
Fioure 3. PnltLrn of clution of
henctyl sdenine treated axes jpuls
50 1Bin. Pulse-labelling with (OH
was ns indicnted in Material and

counts vwas 1378 cpm. The result

and the effect of lLienzyl

ere imbibed for 0-3 hours
{B) of bhenzyl adenine {1 x
H) deexyvndeonosine during
n periad. Processing was as
Average of total counts
Thc.rcsu]t is the average

scrts represent the distri-

4 -
ns mensured by Jdiphenylamine.

PNA from 0-3 heurs imbibed,
e-Iabglled during the last
} deoxyadenosine and processinn

fethods, Averspe of totanl

Latatea

iz the wyerage of 3 '::‘..3-:;',.‘---.“..-'-

eaperirents. Inscrts roprescat the Jdistrilution of bl

measured by Jdishensvincine,
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Figuré ﬁ; Patterns of clut:on of DNA from 0-3 hours benzyl
_adenlne--reated m 1ze axcs pulse labelled during the last 30,
_’0 and 1( mnn Pulse labcllnng with { H)ldeoxxﬁdtnoslnc
 (100 pCzsnlj_and procens:ng was as indicated in Halcr:al‘and
j.ﬂethods. Total Lounts were 8013, 5359 and 2343 cpm for 30,
20 und 1; mln 11be1]:ng respectively. Inscris represent the

distribution of DNA. as mecasured by dinhenvylanine.
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deoxyzéenosine incorporated- by tontrol and ABA irecated

v i ases . (D-3 hours incubation period)

SCONTROL -~~~ ABA

(1 x 1077M)
s

“CHAXNGE

1779 +4.3
13472 _ -8.1

1626 -1.17

L]
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21 ;

_;ed bv 035 hours inbibed zxes
phe prc<0nce 2? bcn \] adenine.

EOXVadencci Incorporation/Upiake
1ncarworat:on‘: ©1ic1 Eenz. Aden.

115 5.8 0.6910.15 0.70%0.20

$ + 39.0 0. a23:0.06 0.14%0.08

'? eaper:ments for non-irradiated axes,
e\perlments for irradiated axes.

3

2. TP* numb"rs represent the increase in counts incorporated

(il_consadering the Jabel in non-benzyl adenine-treated axes
. N -+
(irrandinted or not) as 100%. Average counts for a) =3322

ard for b) =5388

T
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