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REstft'lEN 

La ARN polimer.B. ·U eli rlKpona.l.bllr de l. Bí"tea!". de .ARN 

mensajero en organismos eucariontes. Algunas preparaciones de 

est .. , cm::1ma presentan tres foralas llamadas 110, Ira y lIb. Las 

cuals~ difieren en el peso molecular de la subunidad mayor, 110 

(24~ ~d). lIll . (214 I(d:. IIb (i8t:' I(dl. 

Lo~ objetivos del pr~sente estudio fueron detectar y 

il:"t.U:.!t1.r l~ I?<:'.tructurll molecular de la subespecie de la ARN 

p~limerasa en plantas dg frijol (Phaseolus vulgaris). Ademas de 

~v~nin~r las co~djciones q~e de alguna manera intervienen en la 

estabilidad de la Gstru=t~~. ~olecular de las distint~s formas de 

esta enzima. 

Encontram~s que el p¿ptido de mayor peso molecular de la ARN 

polim!;!rasa 11 correspondiente a la planta. del fri jOI, es de 220 

I(d, mientras que para células HeLa es de 240 Kd para su péptido 

de mayor peso molecular de acuerdo a 10 reportado por Dahmus 

(1931). As! Qismo vemos que en tiempos cortos Ide O a 1 hora a 32 

el no ex i5t~ una r~ducci¿n de la subespecie 110 contrario a 10 

report2.do POI- !)=-.t,IT,US y Guilfoyle (197~). 

OtJSL.:.,,<J.,l,O~ lambién C¡L.':: dUl-ante un añeJ.;o.miento en pr-e:!?ncia 

.j: ;r.hibid"'i:?:, (C'i~:F 2cr.!'í) E;·.i$t~ '-'na. !igc,· ... disminuci6n de IIo. 

t:c. ~t;stc.nt9 no OUSE1- v .:!Imo: L'r· il"'cremento de II;: debido i:l la 

:li ;:;:;-,i nur: i é" ~" TI ·~. 

RESUMEN

La ARN polimeraaa ll es raapohaabla de la aínteafa da .ARN

mensajero en organismos eucariontes. nlgunas preparaciones de

esta ensima presentan tres formas llamadas Ilo, lla V llb. Las

cuales difieren en el peso molecular de la subunidad mayor, llo

.-sus sm, na rz14|=:a:, :Is ›:±ac~1<:d:.

Los objetivos del presente estudio fueron detectar v

analizar la estructura molecular de la suhespecie de la QRN

pnlimerasa en plantas de lrijol (Phaseolus vulqarisl. ñdemas de

evaninar las condiciones que de alguna manera intervienen en la

estabilidad de la estructura molecular de las distintas Formas de

esta enzima.

Encontramos que el påptido de mayor peso molecular de la ARN

polimerasa II correspondiente a la planta del frijol, es de 220

Hd, mientras que para células HeLa es de 240 Hd para su påptido

de mayor poso molecular de acuerdo a lo reportado por Dahmus

(1931). Así mismo vemos que en tiempos cortos ide 0 a i hora a 32

Cl no existo una reduccidn de la subespecie llo contrario a lo

reportado por Rasmus v Builëoyle (1??5ì.

Dbeervamoe Lambidn que durante un añejamiento en presencia

d: inhibidores {PHÉT Emflì esiste una ligera disminucien de Ilo.

ft-obstante no observamos un incremento de lla debido a la

Jissinucišn es Ilo.
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INTRODUCCION 

Una d~ las mayores dificultades que Be presentan al abordar 

el estudio dal ganoma en MrQanl~ @uc&riont~ •• e. ~u ~lpvado 

nivel de complejidad. En dichos organismos el AON lleva la' 

información en forma codificada (secuencia de nucleótidos) y 

constituye el material gen'tico de l~ c~lula5; en las células 

eucarioticas el AON no se encuentra libre ~ino formando complejos 

(hlstonas y no-histonas) que dan lugar & una 

~3tructura llamada ~romatlna (esta estructura debe su nombre al 

hecho qUE se ti~E fuertemente con colorantes b~sicos) en los 

¡¡úcleos dI? estos organismos durante la interfase. 

Los diferentes estadías estructurales de la cromatine. han 

<;; rjr¡ relacionados con los términos heterocromatina y eL'.cromati na. 

En su origen estos términos se emplearon para designar cromosomas 

compl .... ·nS. Los cromosomas sexuales se denominan heterocromosomas. 

En la actualidad la heterocromatlna se define en base a tres 

criter: ~s; condensaci6n permanente durante la interfase, 

inactividC'cd genética y replicaci6n tardía durante la fase S. Por 

otr-o 1 ado 1 a eucromatina esta formada por la cromatina 

tr2nscripcionalmente activa a pesar de que la mayor-{a de ella es 

activa soiamente durante peri6do5 cortos en la vida de la c6lula. 

!J,,~ di' los mayores i rr.pedi mentas en el es tud i o de 1 a r-el ac i ór. 

Dntre estruct~r2 ~ funci6n de In cro~?tina r-adica en ~l hscho que 

le noy~r{¿ do los cromosomas son visibles ~l microscopio 6ptico 

cuando la cr-omatina esta inactiva ~ invisibles cuando algunas 

La cromatina está 

IHTRDDUECIDN

Una de las aavores dificultades que se presentan al abordar

el estudio del genoma en organismos eucariontes, es su elevado

nivel de complejidad. En dichos organismos el HDN lleva la

informacion en forma codificada isecuencia de nucleôtidosl v

constituye el material genético de las celulas; en las celulas

eucarioticas el nDH no se encuentra llore sino formando complejos

:on proteinas ïnistonas v no-histonasl que dan lugar a una

estructura llamada cromatina festa estructura debe su nombre al

hecho que se tiñe fuertemente con colorantes basicos! en los

nucleos de estos organismos durante la interfase.

Los diferentes estadios estructurales de la cromatina han

sido relacionados con los términos heterocromatina v eucromatina.

En su origen estos terminos se emplearon para-designar cromosomas

compivfns. Los cromosomas sexuales se denominan heterocromosomas.

En la actualidad la heterocromatina se define en base a tres

criterL;s¡ condensación permanente durante la interfase,

inactividad genética v replicacidn tardía durante la fase E. Por

otro. lado la eucromatina esta formada por la cromatina

transcripcionalmente activa a pesar de que la mayoria de ella es

activa solamente durante periodos cortos en la vida de la celula.

Uno de los mayores impedimentos en el estudio de la relacion

entre estructura v funcion de ln cromatina radica en el hecho que

la navoría do los cromosomas son visibles al microscopio óptico

cuando la cromatina esta inactiva s invisibles cuando algunas

regiones de ella se encuentran activas. La cromatina esta
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constituida por tres ~_cromoleculas distinta.1 ADN, ARN Y 

prote{nas. Las proteinas representan m.{s de la mitad del peso de 

.la cromatina y 5& dividan an dos grUpOSI hiatona. y no-hiaton ••• 

La rrsl¿o.cicSn entre histonas y AON es de un mlcrogramo de AON 

I microgramo de protetna y se encuentra muy conservado. Las 

hi5tonas estan representadas por un grupo de cinco proteínas de 

bajo peso molecular con carácter básico y cuyo patrón es casi 

inv¿ri~blE entre distintos organismos, tejidos y estadíos del 

ciclo celular. LaE histonas han sido denominadas: Hl (5), H2A, 

H28, H:: y H4. 

Las no-histonas por otra parte. e~tan representadas por una 

~ran variedad d2 proteínas (l'.pro:dmadament~ 450 distintos 

polip~ptidos). entre los que se encuentran las en:!irr,as 

involuc:adas en el metabolismo de los acidos nucléicos (ARN 

polimerasas. AON polimerasas. etc.l. proteínas que intervienen 

especificamente en la regulaciÓn de ciertos genes y aquellos que 

intervienen en la organizaci~n de niveles superiores de la 

compactaci6n de la cromatina. 

Las histonas junto con el ADN forman la unidad b~sica de la 

cromatina. En 1974 Kornberg postuló que la estructura básica de 

la crom:>t i na estaba const i tul de por un oct¿>.mero de hi stona$ y 

dosci~n~o~ rares de bas~s d~ ADN. El octamero de histona formado 

p~- '-l?f'; H29, H-O: y Htl E·n real idad está inte:gr-ado por t.lM tetrame1"O 

fl.l.~rtementc unido (H3-H·ll, Y P01- dos dimeros 2 (H2A-H2B) (1). La 

."i':!'",;I de' crC'm2'tinCl. esta ~C'rma.da. pO" unid2.de<: repetidas llamadas 

2

cunstltuída por tres macremelecuias distintas: ADN, ARN v

prntefnas. Las proteinas representan mis de la mitad del pese de

-11 :rematinn y se dividen en des qrupesl hietenns y ne-histenni.

La releciån entre histunes v HDN es de un micregrame de HDN

I micregreme de preteina v se encuentra muy censervade. Las

histenes estan representadas per un grupe de cinco pretefnas de

baje peso meiecular cen :arícter båsice v :uye patrón es casi

invariabìe entre distintos urganìsmes, tejidee y estadfes del

ciclo celular. Las histenas han side denem1nadas¦ HI (SJ, HEG,

HEB, H3 y H4.

Las ne-histenas per otra parte, estan representadas per una

gran variedad de prnteinas fepreuimadamente 450 distintas

pnlipébtidesì, entre les que se encuentran las enzimas

invelucradas en el metabelisme. de ies acidos nuclåicus (HHH

pelimerasas, ADN pnlimernsas, et:.1, preteinas que intervienen

especificamente en la regulsciån de ciertas genes v aquellas que

intervienen en la erganizacien de niveles superiores de le

cempactaciån de la cromatina.

Las histenas junte :en el HDN forman la unidad básica de la

cremetina. En 1974 Kernherg pestulå que la estructura básica de

le cremetine estaba censtituide per un ectemere de histenes v

deecientes pares de bases de HDN. E1 ectameru de histena fermede

pe- Hen? Hee, He v H4 en realidee está integrada per un tetramere
fuertemente unido (HE-H4}, v per des dimerus 2 (H2ñ-H2B3 (1). La

*tere de cromatina este Fermade per unidades repetidas llamadas



nucl~5 (2) la. cuales forman una cadena flexible unida por 

pequ~~~ segmentos d~ ADN. 

Luego de digerir la cromatina eon nuelea ... ieroeocal ae 

obtienen partlcula~ derivadas de 109 nucle050mas 11 amadas 

p~~ticulas centrales, las cuales contienen al octamero de 

hi5tonas y solamente 140 pares de bases de ADN (3). El ADN 

r",~tantE' que une a los nucleosomas entre si, se denomina AON 

e!"p<'c:iador. 

Es posible que la quinta histona (H1) sea uno de los 

factores que controlen la 
• I 

expansum y contr acc:i 6n cromos6mica 

dur"'-nt!: el ciclo mi tbticú, cDmo tamh{en de la cromatina 

int~rfásica durante la diferenciación celular. 

Se tien~n evidencias que sugieren que el AUN se encuentra 

envolviendo al oct.mero de histonas, es decir que se enrrolla por 

fuera de 1~ partíCUla (4), (5), (6) dandole dos vueltas. 

El primer nivel de compactación del ADN resulta en una fibra 

>1ucle<:>somal que es una cadena de 10 nm de espesor. El grado de 

co~pact~ción del AON en esta fibra comparado con la forma lineal 

t?s dI:' e_c? d!? ~'?i5 veces. Los nivele: s'_!periores de organizacicSn 

M~ l~ crQm~tina S~ g~n~ran mo~iante ~l enrrollamiento de la fibra 

~~ ~n~ fitr: de 25 A 30 nru ~c~E=cucncia d~l enrrollamie>1to 

~ peE?r dD l¿ gran variedad de complejidad de los cromosomas 

~L\~i:'I-ior.t~:.. todo elle mc.ntien¡;. una sirr,plicidad y uniformidad en 

5

nucleeseeas iii las cuales ferman una cadena Flexible unida per

pequefies segmentes de nefl.

Lueee de digerir la erematina_ cen nucleaea micreeecal ne

ebtie-nen particulas derivadas de les nucleesemas llamadas

particulas centrales, las cuaies centienen al ectamere de

histenas v selamente 140 pares de bases de nüfl 131. El finfl

restante que une a les nucleesemas entre si, se denemina QDH

espaciader.

Es pesiele que la quinta histena (Hi1 sea une de les

Facteres que centrelen la expansien v centraccidn cremesemica

durante el cicle mitetice, ceme tambien de la crematina

interfåsica durante la diferenciaciån celular.

Se tienen evidencias que sugieren que el QDN se encuentra

enveiviende al ectflmere de histenas, es decir que se enrrella per

fuera de la particuia cai, 151, :ai aanuaie ans vaeitae.

El primer nivel de cempactaciån del QDH resulta en una Fiera

nucleesemal que es una cadena de ID nm de espeser. El grade de

cempactacidn del HDN en esta fibra cemparade cen la Ferma lineal

es de cerca de seis veces. Les niveles superieres de erganizacidn

de la creaatina se generan mediante el enrrellamiente de la fibra

nurleecreal nåeica. El segunde nivel de cempactación resulta asi

sr una Fibra de E5 a 33 nm ccneecuencia del enrrellamiente

r¬1i¢afaa1 ae 1; fiera ušeiai.

É pesar de la gran variedad de Cemplejìdad de les cremesemas

cucarientes, tede elle mantiene una simplicidad v unifermidad en



la manera que organizan el ADN con las hiatona5 para formAr la 

fibra nucle050mal. La cromatina existente tanto en los cromosoma5 

metafáslcos como en el núcleo durante la interfa5e 58 encuentra 

organizada de manera nucleosomal 

estudiados. 

en todos los oroanl.m~· 

E::isten varié!.s evidencias que sugieren qUE' el ADN de los 

cromosoma~ eucarióticos se encuentra formando asas o dominios. El 

trLbaje· c:l~sico de Paulson''''' LeamU (1977) (7) mostr¿ que los 

cromosomas en metafase al ser tratados para remover la totalidad 

dE:: la histonas presentan una e!;tructur-a central o esqueleto al 

c'j<11 ~e ancl an halos de ADN qu~ formO'ln asas de 10-30 nm de 1 argo. 

Qtré!. 1 {n!;'a d(> traba.jo que apoya ,la idea de que el ADN de los 

~r-omosom2C eucariotes s. encuentra formando asas o dominios, la 

constituyen los estudios del genoma interf.4sico intacto de 

Dro~ophila (a) y el estudio de los halos de ADN anclados a la 

matriz nuclear en células 3T3 (9). 

En la cromatina existen además de las histonas una gran 

variecad de proteínas denominadas no histonas. Estas proteínas 

representan el 60-70% del contenido de las histonas. En este 

grupo s:? encuefltr an toda 1 a V¿I- i edad de en= i mas i nvol ucradas en 

los procesos de replicaci6n y tran~cripción asi com~ en la 

modi~ic:aci¿n po~t-transcripcional de las histonas, adem&s de 

:;.qu':'llC\s r::sp;:¡flsi).bl€)s d~ la r,ojL\lacién de la expresi6n g~nétic", y 

l~s inv~lu~r~dé!E e~ !~~ diferentes niveles de organizac:i6n de l~ 

cr-oITI"tinCl. T"IOto du.rante la interfase como durante la divisiÓ" 

4

la manera que erganitan ei HDN cen las histenas para iermer la

fiera nucleesemal. La crematina existente tante en les cremesemas

metaiasices ceme en el nfielee durante la interfase se encuentra

erqanitada de manera nucleesemal en tedes les erqaniemes

estudiades.

Existen varias evidencias que sugieren que el HDN de les

cremesemas eucaridtices se encuentra Fermande asas e deminies. El

trabaje clåsice de Paulsen v Leamli i1???J i?1 mestrd que les

cremesemas en metafase al ser tratades para remever la tetalidad

de la histenas presentan una estructura central e esquelete al

cual se anclan nales de HDN que ierman asas de le-30 nm de large.

etra línea de trabaje que apeva ilfl ìflfifi de que el HDN de les

creeeseeac eucarietes se encuentra Fermande asas e deminies, la

censtituven les estudies del genema interfåsice intacte de

Dresepnila ¡B1 v el estudie de les nales de HDN anclades a la

matriz nuclear en celulas ST3 iv).

En la crematina existen ademas de las histenas una gran

variedad de preteinas deneminadas ne histenas. Estas preteínas

representan el ee-TDR del centenide de las histenas. En este

grupe se encuentran teda la variedad de enzimas invelucradas en

les preceses de replicacidn v transcripcien asi ceme en la

mediiicacidn pesietranscripcienal de las histenas, ademas de

aquellas rsspensaeles de la mnduïacien de la expresidn genetica v

ie: invniucraeae en ies diferentes niveles de erganitacien de la

crnmatina. Tante durante la interfase ceme durante la divisien

celular.



Al analizar la fracción de proteina. 

provenientes de células Hel. en 

bidimensional, e. posible contar 

diferentes (10) (11). 

un .istem_ 

al rI.dedDl" 

dlt 

de 

s 

no-histon •• 

el ectroforési s 

470 proteina. 

Estudios recientes han apoyado la idea de que algunos de 

esto~ componentes de la estructura celular principalmente actina, 

S~ encuentran asociados a la cromatina durante la interfase (12). 

Las proteinas no histonas extraidas de la cromatina con 

O.35M NaCl forman LIn' grupo que es soluble en TCA 2~ cuyos 

~{~mbros tienen peso molecular menor de 30,000 d Y que se conoce 

n'mo HMG (proteinas de alta movilidad) (13'. 

Se conocen alrededor de 20 prot.einas distintas de este 

grupo, de las cuales 4 han sido caracterizadas: HMG1, HMG2, HMG14 

Y HMG17. Se ha mostrado que HMG14 y HMG17 tienen afinidad por ADN 

d~ Cé~~~a sencilla (14) y que se encuentran asociadas a la 

partícula c:entrúl de lo~ nuc:leosomas, por 10 que se ha sugerido, 

juegan ur'l papel en la organización de la cromatina, a nivel 

nuclf!osomal (15). 

5

Hi analizar la fraccidn de preteinaa ne-hietenaa

prevenientes de celulas Hela en un sistema de electreferesis

bidimensienal, es peeiele centar alrededer de 479 preteinae

diferentes tiüi (ll).

Estudies recientes han apeyade la idea de que algunes de

estes cempenentes de la estructura celular principalmente actina,

se encuentran aseciades a la crematina durante la interfase (121.

Las proteinas ne histenas extraídas de la crematina cen

0.35H Natl ferman un grupe que es seluble en TCH 21 cuyes

niembres tienen pese melecular mener de 30,000 d v que se cenece

rrme HHG (proteinas de alta mevilidadl (131.

Se cenecen alrededer de 20 preteinas distintas de este

grupo, de las cuales 4 han side caracterizadas: HHBl, HHBE, HHGI4

v HHBIT. Se ha mestrade que HHG14 v HHGIT tienen afinidad per HDN

de cadena sencilla iiãì v que se encuentran aseciadas a la

partícula central de les nucleesemas, per le que se ha sugerida,

juegan un papel en la erganieacidn de la crematina, a nivel

nucleesemal (15).



CONTROL DE LA TRANSCRIPCION EN ORGAN 1 SI10S 

EUCARlcrrtS 

EXisten evidencias actualmente que demuestran que l., 

regulacfdn de la expresión genética se ejerce principalemente a 

niv~l de la transcrpcitn (ló). La expre~ión genética se lleva a 

cabo por distintos eventos; cada uno de los cuales está sujete a 

di!;tintoo;; niveles de regulaci6'n. En un principio se sinteti:a una 

ffioltcula. pr¡~cur50ra de AmJ en el proceso denomindo tran-:cripci6n. 

E~t,l r:l':'!Jcula entonces se procesa para datO como resul tado un ARN 

maduro, sI cual es tansportado a citoplasma para finalmente ser 

tr~.d'-'cic.fQ y g!!nerar 1 a prote{ na correspondi ente. 

La idea de que c¿o.da fenotipo celular re<;ult~ de la expresi6n 

difer~ci~l de un grupo particular de genes se apoya en diversas 

observ~ones, tales como el hecho de que durante el desarrollo 

no existe perdida de genes que no se expresan. ni amplificaci&n 

r1e aquellos que si lo hacen. Aunque esto significa que el 

contenidQ ge~~tlco no cambia mayormente. no excluye la 

posibilidad de que existan varia.ciones en el arreglo de 

:;;I?cuencias entre los distinto:o fenotipos. 

El ccncepto de la exr-r?si~n genética diferencial se apoya 

If.U}' fu?-t!?:nentE' en El hecho de que cade tipo cel ul élr" presenta. un 

[l2.'::r¿n car3.ctE'ristico de mal~::~,l<,~ d:::- r.RN m~"l5".je1""o. 

Se cono<:-i? bier. la c:dste-nc:i.a en el nÚcleo. d-;: moleculas de 

ARN cC'n tam?ña mayor 

de los ; ... <,.ndc:. 

qu~ el mE'nsajero. 

pre~ursores de 

El 

RNA 

6

CÚNTRDL DE LH TFEHHECR I PC I UH EN DRE-¡HH I BHDE

EUCHR IUTE5

Existen evidencias actualmente que demuestran que la

regulaciåi de la ei:presid'n` genetica se ejerce princlpalemente a

nivel de la transcrpciån (151. La expresicfn genética se lleva a

cabe per distintas eventos; cada und de les cual es esta' sujetn a

distintas niveles de regulecicfn. En un principio se sintetiza una

melrfcula precursora de |¦=›RI'~l en el prccesn deneminde transcripciån.

Esta nelšcula entonces se procesa para dar camu resultado un ARN

madura, el cual es tanspurtadd a citdplasma para Finalmente ser

tredfscidu 7 generar la prcntefna cerresperldiente.

La idea de que cada -Fenutipcf celular resulte de la expresidn

diferencial de un grupo particular de genes se apoya en diversas

observaciones, tal es como el hechu de que durante el desarrolle

nu existe perdida de genes que nd se expresan, ni amplificacidn

de aquellos que si In hacen. nunque este significa que el

centenide genético nu cambia maydrmente, nn excluye la

posibilidad de que existan variacicnes en el arregla de

secuencias entre los distintos *Fenutipd-:-:.

El cencepte de la erspresi en genetica diferencial se apoya

rr.|_r-,f 4.'ue"'te-:nente en el hechd de que cada tipa celular presenta. un

patrcfn característico de mnlc-cule.-';': de ARN mensajero.

se cuneta bien 1a chiste-1-.cia en el ndcxaa, de maïeculaa de
PEN ccn tsmefid muchas veces maycmr que el mensajero. El

prnceeemíentc de les ;:" andes precur seres de Rflñ
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(heteronucle.re~), se realiza únicamente en el núcleo e involucra 

3 tipos de actividades: el corte y el empalme (Splicing) de 1&5 

regiones codificadoras llamadas exones para eleminar. la. 

secuencias espaciadoras llamad.. intrones, la metilaci6n en el 

extremo ~' que genera el llamado CAP, y finalmente la adición en 

el extremo 3' de una secuencia de poli-A (17). 

Hay v~rios factores que regulan la velocidad transcripcional 

d~ los ~.~e~, pDdemos mRncjonar entre ellos: 

- e~tructur3 1e la cromatina 

- lU.2til~ci¿iI óel ACN 

me.di fj c~ci&n de hi stona.s (principalmente accti lación) 

hormonas 

ARN pC'limerasas 

Un ejemplo de la relaci&n entre la estructura de la 

cromatina respecto a la. velocidad transcripcional de los genes es 

la región promotora, y la actividad transcripcional. lo 

representa la regi6n GAP en minicromosomas de SV40. Esta región 

(presente en 30% de los minicromosomas virales) contiene. tanto 

el origen de replicaci~n como los promotores (temprano y tardío) 

d~ la transcripci¿n. 

E}:isten evidencias que apoyan la idea que e:dsten cambios en 

·l.J. fcrma de e:rg2.nizaciÓn de genes ,].ctivos. El trabajo Cl~sico de 

"'ó;·i,trcL't y Gr-'::;'.ldioE- 1970. (18) mostt-ó que lo;; ger.es de globina en 

nÚcl¡¡.os do endoblasto5 d2 pollo son más sensibles a digestiÓn por 

T

theterunuclearesi, se realixa flnicamente en el nüclee e invulucra

3 tipus de actividades: el certe v el empalme fåplicingì de las

regidnes cddificadnras llamadas endnes para eleminar_ las

secuencias espaciaderas llamadas intrenei, la metillcifin en el

extreme 5' que genera el llamada CHF, v Finalmente la adiciån en

el extreme 3' de una secuencia de peli-Q {l?i.

Hav varins factores que regulan la veldcidad transcripcidnaì

de les genes, pedemes mencienar entre ellas:

- estructura de la crematina

- a=t11e¢±dn nai asu
- medificaciån de histenas (principalmente acetìlaciånl

- hermenae

- ÉRH pelìmeraeas

Uh Ejemplü de la relaciåfi entre Ia estructura de la

crematina respecta a la velecidad transcripcidnal de les genes es

la regidn prematura, v la actividad transcripcienal, le

representa la regiån BHP en minicremesemas de Svaü. Esta regiån

tpresente en 301 de les minicremesumas virales? cuntiene, tante

el erigen de replicacidn ceme les premuteres itemprand v tardfel

de la transcripcìdn.

Existen evidencias que apevan la idea que existen cambies en

la Fcrma de erganizaciån de genes actives. El trabaje clasica de

Hai¬traac f crcadine 1e?a mis: mastfd que ias gana; de giauina en

nficlees de endehlastes de pelle sen mas sensibles a digestiån per

IIfr ff .1- -|"" FJ I-W 'U
-_¡-

I-I I'-:r
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La sensibilidad & ladigestion por ADNa5a 1 ha sido 

observada tamb{en en diferentes clases de genes en oviducto. que 

son transcritos con distinta frecuencia. La .ensibilidad del gene 

ovoalbúmina permanece aón cuando la expresión dal mismo ha casado 

como consecuencia de la supresiÓn del estímulo hormonal (19). 

Parece que la sensibilidad preferencial a la dlgestion por 

ADt~asa 1 es una caracteristica de todos los genes sujetos a 

transcripción es decir. existe correlación entre dicha 

sen~ibilidacl y la capacidad del gene para ser transcrito en alg~n 

momento de la vida de la c~lula Weinsbrod y Weintraub ( 1979) 

cncontrarún que el tratamiento de nucleos de eritrocitos de 

embrión dE: pollo .con ADNasa 1, libera dos proteinas que son 

liberadas luego de la digestion con nucleasa estafilococal. Estas 

proteinü~ corresponden posiblemente a las proteinas de alta 

movilidad HMG14 y HMG17. Se sugiere que ellos sean en parte 

responsables de conferir la sensibilidad preferencial de los 

genes activos a la digestion por ADNasa 1 ya que su adici~n a una 

cromatina depletada de ellos, restaura la sensibilidad perdida. 

Se ha propuesto que la acetilaci6n de histonas 

(principalmente H4) pudiera estar involucrada en la activaciÓn 

tr2nscripcional d~ regiones d~ cromatina. Se ha reportado la 

asociaciÓn preferencial do la histona H4 acetilada con regiones 

"·.é:tivil=:· 2n la c:rDm",.tina (:20). Sin elT,bargo. la acetilación de 

hi5tonas no es suficiente par;t conferir mayor sensibilidad de la 

r:'-e>m?t i ni! <'l 1 ... di ge~t i on por ADNasa 1. 

B

La sensibilidad a la digestion por HDNasa l ha sido

observada tambíen en diferentes clases de genes en oviducto, que

son tranacritos con distinta frecuencia. La sensibilidad del gene

ovoalbfimina permanece aun cuando la esprssiån del mismo ha cesado

como consecuencia de la supresidn del estimulo hormonal (19).

Parece que la sensibilidad preferencial a la digustion por

fibflasa 1 es una caracteristica de todos los genes sujetos a

transcripcion es decir, existe correlaciån entre dicha

sensibilidad y la capacidad del gene para ser transcrito en algun

momento de la vida de la celula Heinsbrod v weintraub (1979)

encontraron que el tratamiento de nucleos de eritrocitos de

embrión de pollo con ñDNasa 1, libera dos proteinas que son

liberadas luego de la digestion con nucleasa estafilococal. Estas

proteinas corresponden posiblemente a las proteinas de alta

movilidad HHBl4 y HHGi7. Se sugiere que ellos sean en parte

responsables de conferir la sensibilidad preferencial de los

genes activos a la digestion por nflflasa l va que su adiciån a una

cromatina depletada de ellos, restaura la sensibilidad perdida.

Se ha propuesto que la acetilaciån de histonas

(principalmente Hs) pudiera estar involucrada en la activacion

transcripcional de regiones de cromatina. Se ha reportado la

asociacion preferencial do la histona H4 acetilada con regiones

activas en la cromatina (205. Sin embargo, la acetilacišn de

histonas no es suficiente para conferir mavor sensibilidad de la

f:f'omatìna a la digestion por FlD¦"~lasa 1.
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El .,arato transcrlpclonal r •• ponsabl. de la produccl~n da 

los ARN heteronucleare. es muy complejo. Las enzima. re.ponsable. 

da la .ente.i. da los transcritos primarios son las ARN 

polimer .... la •. cual.. deben jU9a~ un pap.l primo~ial en lo. 

mecanisaos que controlan la transcripción (ver anteriormente). 

S

El ¡pirata trunlcrlpciunll rilpuniahll de la prnducciän :ln

lui IHIRN hltefnnuclearns is muy cumplujn. Las Inzimll relpunnnblei

du Il nfntlils da las trlnucritus primarias ¡un las ARN

pullnu-rasa: llicullll drbun jugar un papi-1 primurdiul un lui

necanlsans que cnntrulnn la transcripcicfn ¡ver antnriurmuntnì.



ARN POLIMERASAS 10 

L,,~ t~abajos pioneros de Welss. con núcleD15 de células de 

m"lIIífera (21) • mostraron por vez primera. la presencia de 

aetividad de ARN polimer •••• dependiente de ADN. en núcleo. de 

hígado de rata. 

nú~leo~ aislados o preparaciones de cromatina (enzima agregada) 

para i~Vp.5tigar la actividad de la enzima bajO c!i!!ltintll~ 

ccndiciones. debido ~ la falta de metodologías adecuadas para 

sclubiliZar a la enzima que se encuentra unida fuertemente a la 

croma.tir • .1\. 

E, l~ ~ctu~lld~d Ee utilizan basicamente 3 metodologias pa.ra 

~olubilizar a. la enzima d~ su templado de crQmatina: incubación 

dI!' núclecs e'1 amortiguadores de distinta fuerza i¿nic:a a 4 "C. 

sonicación a baja. fuerza tónica y sonieación en alta fuerza 

. , . 
10n,.ca. 

El análisis de la. actividad enzimatic.a. se realiza en 

presencia de un cati&n divalente, generalmente Mg++ o Mn++ y 

normalme~te se emplea uno de los nucleotidos tri fosfato marcado 

radioactivamente pa.ra seguit- la sinte!iis del ARN. 

La!; purific.:::.cfont?s tradi.c:ionale.. incluyen sonicación de los 

nÚcleos a.h.ladoE., prc,cipitación de los ".cidos nucléicos y 

;.cp,",...¡:,elón de- la,:. ·distinta.s. es¡:¡ecie-~ t?n::jmaticils e"l c11verse.,;: 

cromatogra.fiaY COMU DEAE-Sephadex, fosfcce!ulosa y heparin~ 

a·;¡arOS2. princ.ipé.lihenté:'. 

fiflfl PDLIHERHBÉE ID

Len trabajas pidnerds de Weiss, cen nflcieds de células de

mamiferd (211, mdstrardn per ve: primera, la presencia de

actividad de HHH pdlimerala, dependiente de ñDH, en ndcledI_ de

híqaad aa rata.

La maydrfa de ies estudids reaiieadds hasta 19d? utiiieardn

nücieds aisladds d preparacidnes de crdmatina ieneima aqregadai

para investigar ia actividad de la ensima baje distintas

ccndicidnes, dehidd' a la falta de meteddidgias adecuadas para

ssiubilizer a ia enzima que se encuentra unida fuertemente a la

crnmatine.

Ed le actueiidsd se utiiiean basicamente 3 metdddldgies para

sdlubiliear a la ensima de su templada de crematinei incubatidn

de nficlees en emnrtiguaddres de distinta fueres idhica a 4 "E,

sünicaciån a baja fuerza iåica y snnicacidn en alta fueren
I J I

1C|'I"'I-I'.CE.¢

E1 anåiisis de 1a actividad eneimetica se realiza en

presencia de un catidn divalente, generalmente Hq++ d Hn++ y

ndrmaimente se emplea und de ies nuciedtidds trifdsfatd marcadd

radidactivamente para seguir la sintesis del HHH.

Las purificdcfenes tradicionales incluyen sflnicaciån de les

nficleus aisladas, precipitacidn de las acidds nucleicds y

sepcrccidn de Is- `distintas especies eneimeticas en diverses

crdmatuqrafias camu DEäE-Eephaden, Fdsfdceluldsa y heparins

agdruse principalmente.
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L.,os mayores rendlffilelltos de er12)ll)a f"eportados narl SIdo 

obtenidos de germen de trIgo, le'"adurd y tlmo de 

(221. Los trabajos de Wldnell y Tata (23, 241 sugirieron l a 

existencia de distintas especies de ARN polimerasa en los 

n(.cleos de células animales. Encontraron que a baja fuerza 

iónlca y en presencia oe Mg++, los n.jcleos sintetlz",ban un 

ARN rico en G-C semejante ",1 ARN ribasomal (ARNrl. mientras 

que en presencia de Mn++ y alta fuerza l¿nica, los ndcleos 

sintetizaban un ARN más heterogeneo, con una composlción 

semejante al ADN no nucleolar. 

La observaci6n de Sti,.-pe y Flume (25) que la alfa 

amanitina; una toxina del hongo Amanita phalloides, lnhlbla 

especificamente la actividad de ARN polimerasa de n~cleos de 

raton incubados en alta fuerza i6nlca, sugerla fuertemente 

la existencia de distintas especIes de la enzima ARN 

polimerasa en los núcleos de células animales. 

En 1969 Roeder y Rutter (26) reportaron la separaci6n y 

purificación parcial mediante cromatografía, de 3 especIes 

de la ARN polimerasa, luego de solubilizarlas de núcleos 

mediante sonicación en alta fuerza 

La nomenclatura empleada las 

, . 
lonlca. 

designa 1, 11 y 1 Il 

dependiendo de su orden de elución de una cromatografía en 

DEAE-sephadex. Basandose en su sensibilidad de las enzimas a 

la alfa amanitina, Kedlnger et. al. (271 clasificaron en A, 

B Y e a las distintas activipades de acuerdo a su 

sensibIlidad a esta toxina. Las de tipo A aquellas sensibles 

a la toxina, las de tipo B muy 

H

Los mavüres rendimientes de enaima repdrtadds nan side

obtenidos de germen de triqo, levadura y timo de ternera

E22). Los trabajos de Nidnell v Tata {23. 241 sugirieron la

existencia de distintas especies de nHH polimerasa en los

núcleos de celulas animales. Encontraron que a baja fueras

iånica y en presencia de ng++, los nficleos sintetizaoan un

HRN rico en G-C semejante al HHH ribosomal ieRNr›. mientras

que en presencia de Hn++ v alta fuerza iånica, los ndcleos

sinteticaban en QRN mas heterogeneo, con una composición

semejante al HDN no nucleolar.

La observaciån de Stirpe v Fiume (25) que la alfa

amanitina; una toxina del hongo Hmanita pnalloides, inhibfa

especificamente la actividad de HHH polimerasa de núcleos de

raton incubadus en alta fuerza iånica, sugerfa fuertemente

la existencia de distintas especies de la enzima ARN

polimerasa en los núcleos de celulas animales.

En 1959 Roeder v Rutter ¡E51 reportaron la separacidn y

purificacidn parcial mediante cromatografía, de 3 especies

de la ARN pelimerasa, luego de solubilizarlas de núcleos

mediante sonicacidn en alta fuerza idnica.

La nomenclatura empleada las designa I, II y III

dependiendo de su orden de eluciån de una cromatografía en

DEHE-sephadee. Basandose en su sensibilidad de las enzimas a

la alfa amanitina, Kedinger et. al. i2?l clasificaron en A,

B V C a las distintas actividadefi de acuerdo a su

sensibilidad a esta toxina. Las de tipo A aquellas sensibles

a la toxina, las de tipo E muy
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sensibles a concentraciones bajísimas de la toxina (10 10 

M) Y los tipos e sensibles a concentraciones más altas de 

esta droga (10 10 M). 

Actualmente se conocen tres tipos distintos de ARN 

polimerasa en eucariontes que difieren en su composición 

localizaciÓn y funciÓn. 

La ARN polirrlerasa 1 (A), se localiza en el nLlcleolo, no es 

inhibida por elevadas concentraciones de alfa amanitina y es 

la responsable de la síntesls de los ARN ribosoma!es (ARNr). 

La ARN pollmerasa 11 (8), es la responsable de la síntesis 

de los ARN heteronucleares, es muy sensible 

concentraclones muy bajas de alfa amanitina (10 10 M) y 

su actividad se localiza en el nucleoplasma. Por su parte la 

ARN pollnerasa 111 (e) se localiza en el nucleoplasma, se 

inhibe por concentraciones intermedias de alfa amanitina (10 

10 M) y es responsable de la síntesis de pequenos ARN de 

transferencla (ARNt) y 5s ribosomal. 

Estas distintas especies han sido aisladas y 

purificadas a partir de plantas (36), hongos (28), protistas 

(29) y mam{feros (30). 

A pesar de que las tres distintas especies mencionadas 

anteriormente presentan subunidades de bajo peso molecular 

comunes a ellas (29) (31), la estructura de cada especie es 

diferente debido a la presencia de pOlipéptidos de alto peso 

molecular exclusivos de cada especie (ver más adelante). 

ll

sensibles a concentraciones bajisimas de la toeina (lü , le

Hi v los tipos C sensibles a concentraciones mas altas de

esta droga (10 , lü H).

Hctualmente se conocen tres tipos distintos de HRN

polimerasa en eucariontes que difieren en su composiciån

localizacidn v funciåni

La HHH polimerasa I (Hi. se localiza en el nucleolo, no es

inhibida por elevadas concentraciones de alfa amanitina y es

la responsable de la sintesis de los HHN ribosomales iHRNrl.

La HRN polimerasa II (El, es la responsable de la sintesis

de los HRN neteronucleares, es muy sensible a

concentraciones muy bajas de alfa amanitina (10 , 10 Mi y

su actividad se localiza en el nucleoplasma. Por su parte la

HHN polinerasa III (Ci se localiza en el nucleoplasma, se

inhibe por concentraciones intermedias de alfa amanitina 110

, 10 H) y es responsable de la síntesis de pequeños HRN de

transferencia iHRNtl v 5s ribosomal.

Estas distintas especies han sido aisladas y

purificadas a partir de plantas (Sòl, hongos (281, protistas

I(291 y mamiferos (301.

H pesar de que las tres distintas especies mencionadas

anteriormente presentan subunldades de bajo peso molecular

comunes a ellas (29) (311, la estructura de cada especie es

diferente debido a la presencia de polipéptidos de alto peso

molecular exclusivos de cada especie iver mas adelante).
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La ARN polimerasa II responsable, de la slntesis de ARN 

mensajero, ha .ido aislada de \Jna qran variedad de organismos y 

generalmente presenta cerca de 10 subunidades aproximadamente. Se 

ha estimado un peso molecular de ~OO Kd o un Qradiente de 

sedim2ntacibn de 155 para ella; La estructura de la ARN 

polimerasa 11 purificada de timo de ternera, analizada mediante 

electroforésis en presencia de SOS, se presenta en la Fig.l. En 

e~la se observan aproximadamente 10 subunidades; 3 de alto peso 

molecular (mayores de 100,000 d) Y el resto con pesos moleculares 

m~nor~s de 50,000 d. 

Er. rroal idad los poI ipéptidos que se observan representan una 

mezcla de 3 subespecies de la enzima (ver fig. 2). Exist~n 

diversas evidencias que apoyan furtemente la idea que la ARN 

pOlimerasa 11 de plantas y ·~e mamíferos está formada por 3 

subespecies llamadas 110, l1a y llb (32, 33, 34, 3~). En la 

figura:: <;!!! muestra una reproducci&n esquemática de estas 3 

subespe~ies. 

Como puede observarse en la fiura 1 y 2 la mayoría de los 

componentes de las distintas subespecies son comunesl la 
, . 

un1c .... 

di ~e>renci a entre ell as ccnsi ste en el tamar,o del péptido de mayor 

peso mol eCL\l al'" que es di sti nto petra caria uno?_ de ell as. La 

~ube~peci~ 110 tiene un pO!ipdptido de 240 Kd (llamado 110), IIA 

uno de 21·1 !':d (1la) y lIS uno d~ 180 I(d (!Ib), que son exclusivos 

pa~a cRda una de ellas. El resto de las ~ubunidade$, incluyendo 

al polipJptido d~ 140 Kd son comunes para las di5tintas 

~ube~plC'ci es de 1 a ARN poI i t:iero?sa 1 I. 

15

La HHH polimerasa II responsable, de la sintesis de HHH

mensajero, ha sido aislada de una eran variedad de orpaniemos Y

generalmente presenta cerca de 10 subunidades aproximadamente. Se

ha estimado un peso molecular de 500 Hd o un gradiente de

sedimentacidh de 155 para ella; La estructura de la HHH

polimerasa li purificada de timo de ternera, analizada mediante

electroforesis en presencia de 505, se presenta en la Fig.l. En

esta se observan aproximadamente 10 iubunidades; 3 de alto peso

molecular imavores de 100,000 dl v el resto con pesos moleculares

menores de 50,000 d.

En realidad los pollpeptidos que se observan representan una

mezcla de 3 subespecies de la enzima Ever fig. El. Existen

diversas evidencias que apovan furtemente la idea que la HHH

polimerasa II de plantas v-Ide mamíferos esta formada por 3

subespecies llamadas Ilo, lla v Ilh (32, 33, 34, 351. En la

figura 2 se muestra una reproduccidn esquemåtica de 'estas 3

subespecies.

Como puede observarse en la fiura l v 2 la mavoria de los

componentes de las distintas subespecies son comunes; la única

diferencia entre ellas consiste en el tamaño del peptido de mavor

peso molecular que es distinto para cada una de ellas. La

subespecie IIO tiene un pelipdptido de 240 Hd [llamado Ilol, IIH

uno de 214 rd illal v lle und de led Hd fllbl, que son exclusivos

para cada una de ellas. El resto de las subunidades, incluvendo

al polipåptido de iso Kd son comunes para las distintas

subespecies de la HHH polimerasa II.
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La ARN polimera •• 11 purificada de diferentes organis~os 

muestra siempre la mi.ma heterogeneidad en el péptido de mayor 

peso molecular que presentan las 3 subespecies (27, 28, 29. 30. 

34. 3~, 36, 37). 

~n la mayori~ de las preparacion~s. esta enzima purificada 

preg~nt~ principalmente las subespecies tIa y lIb. 

S!'! ha mo!:trado que estas dos subespecies tienen la misma 

activida~ especifica en un ensayo de transcripción inespecifica 

"in vi tro" (~a). 

Por ",1 c:ontr8.rto. recientemente Oahmus y Kedinger (39) 

reportaron. que anticuerpos monoclonales contra las subespecies 

na/lIb j nhiben completamente la iniciación especifica. de la 

enzima en un ensayo de transcripci&n -in vitro". utilizando tanto 

el promotor tardío de adenovlrus 2. como los promotores 

celulares da ovoalb6.ina y conalb&mtna. 

Se ha sugerido (40), que la subunidad mayor (110) sea la 

untca co~ificada en el genoma y que las subunidades mayores de 

la.::; !.:·trns 2 sube.pecies <11a y IIL) se origina.n por procesamiento 

prot~ol{tico específico. El orig~ proteol{tic:o d~ la subunidad 

m8yo~ de la subespecie Ilb a partir de la IIA ha sido reportado 

51. lt.;'1aduras (41). Dro!i.ophila (42) y plantas (43). 

Recientem~nte, G~ilfoyle y col. (44) anali~aroo la 

hE!t~rog~neida.d en :!!l tamaño de la subunidad mayor de la enzima en 

p' !\ntas. Utilizaron anticuerpos espec{ficos qUE:' reconocen las 

subunidades mayo .... es la enzima. Encontraron que los 

15

La ARN polimerssa II purificada de diferentes organismos

muestra siempre la misma heterogeneidad en el pšptido de maynr

peso molecular que presentan las 3 subespecies (27, 28, 29. 30,

34, 35, Eb, 371.

gn la mayoria de las preparaciones, esta enzima puriiicada

presenta principalmente las subespecies Ita y IIb.

Se ha mostrado que estas dos subespecies tienen la misma

actividad especifica en un ensayo de transcripciån inespeciiica

"in vitrn“ (381.

Por el contrario, recientemente Dahmus V Kedinger (391

reportaron, que anticuerpos monoclonales contra las subespecies

Ilafllb inhiben cnmpletamente la iniciaciån especiíica de la

enzima en un ensayo de transcripción 'in vitro", utilizando tanto

el promotor tardio de adenovirus 2, como los promotores

celulares de ovoalbfimina 7 conalbfimina.

Se ha sugerida iãüì, que la subunidad mayor (Ilo) sea la_

unica codificada en el genoma y que las subunidades mayores de

las otras 2 subespecies iIIa f Iibi se originan por procesamiento

prutaalíticn específica. ci urigan pratsaifticn as 11 subuniuad
mayor de la subespecie IIb a partir de la IEA ha sido reportado

en levaduras 1413, Drosephila #421 y plantas E433.

Recientemente, Guilfoyle y cul. (441 analizaron la

heterogeneidad en el tamaño de la subunidad mayor de la enzima en

pisntas. utilizaron anticuerpes especificos que reconocen las

cubunidades mayores de la enzima. Encontraron que los
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procedimientos tradicionales de purificaciÓn resultan en l~ 

conversión dal pOlipéptldO de 220.000 d IIa. 1& forma IIb 

(180,000 dI. Al utilizar núcleos aislados. obsrevaron que el 

polipéplldo de 220.000 d se encuentra protegido dal ataque 

proteol{tico dE- igual forma observaron que sI la purificación se 

realiza utilizando dmortiguadores con PH alcalino (PH q). la 

P~Otp~'i5is S~ ~~t&rja. Estos datos sugieren que la !Subunidad 

m.3.')or es demasi ado sensi bl e al ataque por proteaslls y que 1 a 

form2 IIb se origina dur6.nte las purificaciones debido a la 

proteólisise (44). 

l:'i ,'er;:as evidencias de tipo inrr,unológico (4~. 46, 47) apoyan 

la ide~ del orig~n proteol!tico de la~ unidades mayore~ do tase 

sube~pecie5 IIa y lIb. El origen proteol{tico de Ila y Ilb ~e 

apoya tamb{~n en anllisis bidimensional de mapas de huella 

dactilar de las subunidade6 de alto peso molecular de ARN 

polimerasas de diversas fuentes. Link at &1 (48), utilizando 

en~i,Tlil purificada de perejil encontraron qL.l2 los mapas generados 

por 10D pclip~ptidos correspo~dienteD a 110, IIa y Ilb son muy 

':lir.li1 C'f"'e'" mientras que. aquel obtenido a partir de Ilc es 

difen..'nt~. Del mismo modo, Dahmus (39) reporta' que los mapas 

cti:e~i¡jo~ de II" " !It son muy parecidos y difieren del abte"ido 

~ pesar d2 qu~ el orig~n proteolitico de las subunid~des Ila 

y ¡lb se encuentra apoyado fu~rt9m9nte el hec~o que dicha 

prcte~liDis tenga un significado fisiol~giCC no ha ~ido aclarado. 

IT

procedimientos tradicionales de purificaciån resultan en la

conyersidn del polipéptido de 220,000 d lla a la forma Ilb

tiBfl,0ee di. al utilizar núcleos aislados, obsreyaron que el

polipšptido de 220,000 d se encuentra protegido- del ataque

proteolftico de igual forma observaron que si la puriFicacidn se

realiza utilizando amortiguadores con PH alcalino EPH 91, la

proiedlisis se ratarda. Estos datos sugieren que la subunidad

mayor es demasiado sensible al ataque por prdteasas y que la

forma Ilo se origina durante las purificaciones debido a la

protedlisis isa).

Diversas evidencias de tipo inmuneldoico i45, 4d, 4Tl apoyan

la idea del origen proteolitico de las unidades mayores de las

auna-species 11;. y In;-. si origen praiaoiftiao de na y un se
apoya tambfsn en analisis bidimensional de mapas de huella

dactilar de las subunidades de alto peso molecular de HHH

polimerasas de diversas fuentes. Link et al (481, utilizando

encima purificada de perejil encontraron que los mapas generados

por los polipeptidos correspondientes a Ilo, lla y Ilh son muy

similares mientras que aquel obtenido a partir de lic es

dìFerente. Del mismo modo, Dahmue i3?l reportd'que los mapas

ctte¬idos de lla y Ilo son muy parecidos y difieren del obtenido

l parti: =ie lic.

E pesar de que el origen proteolitico de las suhunidades lla

y llb se encuentra apoyado iuertemente el hecho que dicha

protešlisis tenga un significado íisioldgico no ha sido aclarado.
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Existen evidencias recientes que sugieren que la 5ubunidad 

más grande de 1& ~zim& purificada (es decir IIa) presenta 

afinidad por ADN (4°, ~O). Carral y Stollar (49) obtuvieron 

antlcu!'?rpos m0'1oc1ona1es. contra la enzima de timo de ternera y 

obS?rVar8n qU3 eran capaces de inhibir su actividad. Al analizar 

13 'li".t Ir."l e::a del efectc inhibitorio, encontraron que dicha 

inh~~ic:i¿,' ~r? or=birl;\ a unOl compet!?ncia por el templado; es 

d",c:'.r, q"" los "'-nticuerpos reconocen una región de la enzima qu!: 

52 encu:=¡;tl-a involucrada en la interacción con el ADN. El 

r'lJ!I~!s, ~1 filtro dE nitrocelulosa de la subu'lidad reconocida 

por lo~ anticu~rpo5 mostr¿ que era la de 214,000 d. 

'-o:.~ L-ó.b",jDS de C".ri:;Lú y col. (51, 52) han n,oslrado qu~ la 

activid20 j~ ARN polimerasa 11 presente en ndcleos de raton, 

pUEd~ ~~- incr!'?mentada cerca de 10 veces mediante la adici6n del 

detergonte ani¿'lico S",rkosi1. El Sarkosil causa la liberaciÓn de 

la gran mayor!¿ de proteínas asociadas a la cromatina, incluyendo 

la tota1~dad de histonas y la mayorla de las nO-histonas, pero no 

libera ., la ARN polilToE!l-aSa que ha iniciado la transcripcci¿n "in 

vivo". 52 conoce que el Sarkos!l inactiva completamente a la 

en;: i m,;. Sü1ub1~ (S1) • El incremento en la ARN po1imerasB 11 
, 

r~~ult2dQ dE la adici~n de! Serkosil, se debe principalmentE! a 

:-r?~'.:C i bn d,::' 12-. Enz i ;7:3. cO ...... u.n i ~::rem!:;nto para.1 el e en el tc?muño de 

SE! conoce 1 a e:< i stenc i a dE 

d",o; potl?cionec distintas de ?"Rt! polimo'-i).sa. Los trabajOS de Yu 

IB

Existen evidencias recientes que sugieren que la subunidad

mis grande de la enzima purificada ies decir Ilai presenta

afinidad por HDN 14?, 503. Earrol y Stollar iefil obtuvieron

anticuerpos monoclonales contra la enzima de timo de ternera y

obseryaron que eran capaces de inhibir su actividad. fll analizar

la natiraleza del efecto inhibitorio, encontraron que dicha

inhibicido era debida a una competencia por el templado; es

decir; nos los anticuerpos reconocen una regido de la enzima que

se encuentra involucrada en la interaccidn con el fiflfl. El

anålicic, el filtro ds nitrocelulosa de la subunidad reconocida

por los anticuerpos mostrd que era la de 214,000 d.

Los trabajos de Esriglio y col. E51, 521 han mostrado que la

actiyidad de HHH polimerasa II presente en nflcleos de raton,

puede ar* incrementada cerca de 10 veces mediante la adiciån del

detergente anidnico sarkosil. El Earkosil causa la liberacidn de

la gran mayoria de proteínas asociadas a la cromatina, incluyendo

la totalidad de histonas y la mayoria de las no-histonas, pero no

libera 1 la HHH polimerasa que ha iniciado la transcripccidm “in

fiyo". Se conoce que el Earkosil inactiva completamente a la

encima soluble 1511. El incremento en la HHH polimerasa ll

resultado de la adioidn del Eerkosil, se debe principalmente a

una mayor tasa inio¿¿l de sintesis y a una prolongacidn de la

¬eaccidn de la enzima coc un incremento paralelo en el tamaño de

las cadenas dr EP”.

En los organismos eucariontes, se conoce la existencia de

dos poblaciones distintas do HHH polimsrasa. Los trabajos de tu



(~3) han mostrado que la ARN polimeriilsil existe en dos estAdos 

funcionales dentro dal nJclea en células de hígado d. rata. ·La 

ARN polimerasa "asociada a la cromatina", que es activa con el 

templado endógeno y se inhibe en presencia de actinomicin. O y 

por otra part.?, la ARIJ polimerasa Uliqre". que es inactiva con la 

cromatina endógena y puede ser detectada utilizando templados 

~lnt~ticos exogenos como por cjeffiplo poli (dT-dCl o poli (dA-dT), 

lu~yo de inhibir la población de er.zima a.sociada. 

n:tu~lffi~nte en nuestro lcboratorio GarcCa Carranca y Miguel 

tr~baj~ndo c~luld3 CVl y minicromosomas de SV40 

dom~Etraron quP 110 es la especie en=iffi'tica involucrada en el 

evento d;;, ~ni:;iación ¡¡mcontrar-do qu,," la proporción de 110 en 

liúados totales y núcleos aislados de CV1 es elevad. (mayor del 

7·_·'.'. Indica.ndo que la mayor proporci6'n de la enzima en estas 
, , 

'-tú ul a.s esta representada pOI" 1 lo. 

Por otro lado RanQel L. y col. (54) trabajando con células 

HeLa. encontraron que los niveles de 110 disminuían despues de la 

i.nfocción con poliovirus, siendo e~ta le encargada de la 

tr~n5crjp~i6n espec(fica, e~to sugiere que la inhibici6n de la 

transcripción ocurre a nivel dE:! la inicia.ción. 

~j{ 1~76J G~eEnlEaf y Baut= (42) ~mplEando anticucrpo3 

policlonal'2s conL-a la ARtl polime¡-esa Ir En larva de Dro~ophila 

mel e.nogaste~, enco:1trar.:,:-o un efecto inhibitorio sobre la 

actividad dE la enzima purificada a partir dE:! Orosophila, 

levadu~R j ti~c de t~rncra. Los anticuerpos pOliclonales cO:1tra 

l¿·. 1":i":iI p~lim8rasa 11 di? Dr;:¡sophila inhibEn no solo su actividad 
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$531 han mostrado que la HHH polimerasa Existe en dos dotados

funcionales dentro del nflclnn en cílulas du hígado do rata. 'La

ARN polimerasa "asociada a la cromatina", que es activa con el

templado endåfieno v ie inhibe an presencia de actinomicina D y

por otra parta, la ARN polimeraaa "libre", que es inactiva con la

cromatina cndåfiona v puede ser detectada utilizando tëmpladoa

cintåticoa exogenos como por ojamplo poli {dT-dCi o poli (dñ¬dT1,

luogo de inhibir la poblaciån de Enzima asociada.

ñztualmonte En nuestro laboratorio Garcia Barranca y Miguel

Cruz (551 trabajando células Cvl v minicromosomaä de SV40

domoctraron que Ilo es la especie encimåtica involucrada en al

Evcnto da ini:iaci6h ancontrando que la proporcidn de Ilo en

lioados totales v nucleos aislados de DVI es elevada (mayor del

fun?. indicando que la mayor proporcidn da la enzima en estas

células esta representada por Ilo.

Pur aura 1auu ainqai L. v cui. :$4: trabajando con céiuias
HeLa encontraron que los niveles de Ilo disminufan despues de la

ipfoccion con poliovirus, siendo esta la encargada de la

transcripcion especffica, aato sugiero que la inhibiciån de la

transcripciån ocurra a nivel de la iniciacion.

En 1??a, Breenleaš f Eaut: f42ì empleando anticuerpos

policlonalas contra la HHH polimeraoa II En larva de Drooophila

melanogaator, encontraron un afecto inhibitorio sobre la

actividad de la Enzima purificada a partir do Drosophila,

levadura 5 timo de ternera. Los anticuerpos policlonaleä contra

la HHH polimaraaa Il da Droäophila inhiben no solo 5u actividad
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sino t3mb(en la de sus análogas en levadur. y li~o de lerner. 

sugiriendo la con.ervación de la enzima en la escala evolutiy~ 

1421. 

ID

sino tarnhfen la de sus anafloqos en levadura y timo de ternera

sugiriendo la conservacion de la enxima en la escala evolutiva

(42).



2.1 

ODJETIVeS 

Los objetivos del presente trabajo fueron la detección de 

las distintas subespecies de mayor peso molecular de la ARN 

~olilT,erasa I!. r;~í COIT,O la estabilidad de lo? E?~tructura molecular 

de la ARN polimerasa II en plantas de frijol (Ph.,seolus 

G~ tr3b.¡¡jó con pI al,tas de fri jo! po!'" dos razones 

principalm~ntOl Una d9 ellas po~ la facilidad de manejo y cultivo 

rl!'> 1.' ;:' "."t, , ad~lT.!.s di:- su importancia econó.Tlica, por otro lildo 

estudio de los mecanismos que 

as{ entend~r no solo come crocen se diferencian y envejecer, los 

distintos tejidos do un organismo. sino tambren como se pierde el 

control de la transcripción 'de ciertos Qenes para dar origen a 

en-fe!""'medades tal e5 ca,no cáncer humano; nuestro objet i ',t0 es 

entEnd~r el proceso denominado transcripcion, debido a ello y 

ut[l[z~ndo un~ biblioteca gen&mica de frijol generosamente 

pr~stadd por al doctor Luis Herrera Estrella d~ la unidad 

Ir~p~ato. ~osotro~ nCE propusimos ·as~rear ~l 

p.:¡.¡i,t la IiF:!l polim::,-".s.:. II de la pl¿o.r.t? d~l {rijo!. De E:::ti' fT""n[Ora 

Q~- L~:-: i -', .efe· e l~,,:.:.-¡ "::'1'L!.d.:.r.:/ a C:\ tCr-I:!!?~ fllL1C~-!2~ C'O~.2~ C~$:Cl1." =,,~ d~l 

_. "···¿··:._i¡c·- las cc.·.,jiciúnes·C¡Ld? (ilar,tier,en 1.;. estabilid",~ de 

lé'S ~t~ti,..,t2" subc~p!Ocies d~ L" AR'! p~lim!O'r"sa II. 

21

UBJETIVD5

Los objetivos del presente trabajo fueron la.detecciån de

las distintas subespecies de mavor peso molecular de la nflfl

poiimerasa Il. nsi como la estabilidad de la estructura molecular

de la HRH polimornsa ll en plantas de frijol iPhaseolus

vulgaris?.

Se irabajd con plantas de frijol por dos razones

principalmente: Una de ellas por la iacilidad de manejo v cultivo

de la plants, ademas ds su importancia economica, por otro lado

sabiendo que es importante el estudio de los mecanismos que

regulan la transcripcior dc los genes eocariåticos permitiendo

asf entender no solo como crecen se diierencian y envejecsn los

distintos tejidos de un organismo, sino tambien como se pierde el

control de la transcripcion 'de ciertos genes para dar origen a

enfermedades tales como cáncer humano; nuestro objetivo es

entender el proceso denominado transcripcion, debido a ello v

utiliscndo una biblioteca gendmica de irijol generosamente

prestada por el doctor Luis Herrera Estrella do la unidad

Irapuato, nosotros nos propusimos rastrear el gen que codiïica

para la HHH polimcrasa II ds-la planta del frijol. De esta manera

oiLeni¬ndc cl ,cn cyudcfofa cntcnder muchas coses obscura: del
J'1» IIprrrcïo Lrascrzpcicn.

~ Éwa1-|cr las co diciones-que mantienen la estabilidad de

las distintas subespecies de la QFU polimerasa II.



- Ensayos preliolinares para la. obtención del 

codifica para la ARN po11merasA II. 
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gen que 

Para lograr estos objetivos fué necesa.rio cumplir algunos 

objetivos intermedios: 

l. Ecr~r~r e idcntifi~ar 105 p~lipeptidos correspondientes a 

la~ subunidad IIIc. IT~ y IIbl de la ARN polimerasa :1 de li~ados 

:? !nL\lh..,~ : a;;ejar 3 ... ~' 32 e con diferentes amortiguadores 

conteniend~ ~ n~ :nh~bidores de proteasas. 

~c':.: ~: c.rdc e:: t.ractos de 1 i sados total es tanto de cél ul as 

Rastreo del gen mediante la utilización de anticuerpos 

policlo~ales en filtros de nitrocelulosa conteniendo proteínas 

50bre-e~presadas del ACN de una biblioteca gen&mica. 

Pal-e.. cubrirlos fue! necl::s .. r-ios seguir la. siguienta 

metocolog{",: 

- Cultivo de cflu!E: ~~La. 

- ,:"ció:'\ d!? ~rotc{¡,c;s E::-¡ g2lEs dc poliacrilamida-Sf'S 

- TrancL~~cnc:~ de pi-ote{nas Me gel ~ papel dp 

ni tr-ocE_l ,_\1 :.--:,a. 

11

- Ensayos preliminares para la obtención del gen que

codifica para la HRN polimerasa II.

Para lograr estos objetivos !ue'necesario cumplir algunos

objetivos intermedios:

I. Ecpnrar c identiiicar los polipeptidos correspondientes a

las subunidad (Ilo, lis v llbì de la QRH polimerasa Il de lisados

totilr- dc *'iÍfi`

2. lncunar y sfiejar a G 3 32 C con diferentes amortiguadores

conteniend: 1 no inhibidores do proteasas.

Z. co::?cndc extractos de lisados totales tanto de células

Hnts como si irijol.

2. Rastreo del gen mediante la utilizacidn de anticuerpos

policionales en +iltros de nitrocelulosa conteniendo proteínas

sobreeevpresadas del GEN de una biblioteca gendmica.

. F . . . .Para cubrirlos Fuc necesarios seguir la siguiente

metodologia:

- Cultivo dr celulas PoLa.

I* . J'- E1ectroio:;c;s de proteinas en geles dc

poiia:ril;:id; EEE.

- TLncidn de proteinas en geles dc poliacrilamida~5D9

- †rancFsrcncis de proteinas de gel a papel dn

nitrocclulzsa.



2.3 

- Inmunodetección de las subunidades de la ARN polimerasa 11 

en filtros de nitrocelulosa y reacción con anticuerpos 

específicos contra lA enzima purificada de timo de ternera 

producidos en conejos; dichos anticu~rpos se usan como prueba 

d!re~ta pa~a d2te~min~r la composición de la enzima en nuestro~ 

~ara \ ' isualizar e~to5 ~on1~lejos enzima-antic~~rpo se uso 

l:?~-I prote[na A que; se une a la fracei¿n fe de; les anticuerpos ú 

bien un segundo anticuerpo de =hivc contra conejo acoplado a 

peroxidasa y revel.~o con re active de jesarrol lo ~~ color. 

- Inmunudetecciåfi de las subunidades de la

en filtros de nitrucelulosa y reacciån

especfficus contra 1a

producidos en cunejuäg

diferta pa†a determinar

fiifi*1m93.

- *ara vìsualitar

1::-1 prüteína n qua se

15

HHH pulimerasa II

:nn anticuerpuä

nnzima purificada de tlmu du ternera

dichos anticuerpos se usan cum: prueba

la composicióh de la enxima en nuestros

actos cnmplejns en:ima-ant1:uürpu se uso
.I _

une a la fracclun fc du 155 antxcuerpnfi D

bitfl ufl segunda antìcuerpü de :híf: contra cunajm acoplado a

perufiìdasa y revelada tnn reactiuü dc dazarrnílu de cnlur.
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MATERIAL V METOD06 

- AmortiQu~dDr de TrAnsferencia (3 lt,. 2~ mM Tris 8~se/.92 . ~ 

Glic{nal 201. (v/v) Metanol. 

-A25: ~O.TI'1Tris.-HCl (pH:7.9)/O.l mMEDTA/ 0.2 mM OTT/ ~y. 

GlicF.:rol. 

- AmOr ti gUo?c:lor de Lavado (W. B.): 1.0 mM Tri s-HCl (pH: 7.4) / O. ~y. 

Triton X-lOO! O.~~: SnS! 150 mM NaCl. 

- ~~,Drtj gUiJ.dr;r pat-a ele·ctroforésis: 2~ mM Tris-Pa!!.!!!/ 192 I'\M 

Glicina! O.!~ SOS. 

- Sr.'tll':;";'" d~ Caolfl¿;.~~ic.~ O.2:5~~ Azul P:"",illante de Coomassie R-:.'501 

4~ Met3nol/ 9~ Acido Acético. 

- Solll.c:ión desnatui'".:\lizante (6X): 37~ mM Tris-HC! (pH:6.B)1 In 

5051 30~ Z-merc:aptoetanoll 121. 611 cerol / O.02Y. Azul de 

'3romoofenol. • 

- Solllcio'n OesteRidora: 45Y. 'Metanoll 7.~Y. Ac:ido Ac&tic:O. 

- !'Imortigu.-,dor d~ Fosfatos (PBS)! 901. Fosfato!! (pH:7.4) 1 l~O m""! 

I 
fosfato diacido de pct~sio I 0.5 M 

21

HHTERIHL Y HETDDDE

- finnrtiquadnr de Trnnsiirencii 13 11:11: 25 url Tri! BlIIƒ_92 ~ ¡H

Elicfnaf 201 (viv) Hetannl.

- H25¦ 50m¬ Triä-HC1 lpH:?.?1¡ fl.1 mfl EDTHI 0.2 MH DTTÍ 251

E11 EETQ1 .

- nmnfnigufiaur de L¿vaafi rw.n.:= 10 mn †r15-Hc1<pH=7.4›f 0.51
†r±±un x-100; n.:n sus: 150 mn Hac1.

* ñmfirtiguadnr fiara e1ectruëurÉÉi5¦ 25 mfl Tris-Pase! 192 HH

Glicinaf 0-12 SUE.

~ Sfl1u:*É¬ de Coomassícz 0.251 fizul Erïlìante de Cunmassie R-950!

4x He±=nu1/ ex ncinn nfiéticn.

~ Snluciåfi desnaturalizante (5111 375 mfl Tris-HE1 (pH¦à.B!f 121

SBS! 302 2-merciptuetanulƒ 121 Elicerulƒ 0.02% fizul de

Bromuåenol. 1

- snxuciäh nes±efi±uur;¦ 452 matinal; 1.51 naidn naêticu.

- fimurtìguadnr de Fusíatufi {PES1¦ Sul. Fus¢ltns (pH¦?.4ìf 150 mfi

."'."C`Í.»" !f`,`7¦ ÉIÍCEFGI .

¬ ?:1u:íÉn ja Fczëstca: 2.5 H fnafatn dìåfiiän de potasio F ü.5 H

Fmcãfitu dí:Édicm.

- ñmnrtiguador de Tri; Salina åT55E: E0 mfi Tri1~HC1 ipH:T.5?f ü.5

H FEJCÍ ..



- AmortiguAdor M8" • 25 mM Tris-HCL (pHI7.9)1 2 mM EDTAI 1 mM 

OTT 10.2 mM PMSF. 

- Amortiguador "A" I 25mM Tris-HCL (pH.7.91 2mM EDTAI 1mM ~/ 

2mM PMSF/lmM N-Ethylmaleim1dal Leupeptina. 

- Amortiguador OC" 25m M Tris-HCL .(pH~7.9/ 2mM EOTA/ 1mM OTT. 
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- Hmurtiguudur 'H' 1 25 mH Tri:-HCL ipH|7.?1f 2 mfl EDTAI 1 uh

DTTf0.2 mH PHSF.

- ñmurtlguldflr “H” I Éfiñfl Tri!-HCL [pHIT.9f Imfl EDTñJ lmfl UIT!

Zmfl PHSFf1mH N-Ethylmalaimidaƒ Leupeptina.

- fimurtiguadur "C" ¦ 25mH Tri5-HCL-(pH¦?.9/ 2mH EDTAI 1mH DTT.



PASAJE DE CELULAS 

L •• célula. de la l{nea celular Hel. como 1.. CV-l fueron 

crecidas en monocapa se lavaron dos veces con PBS, despues se 

agregaron 4ml de tripslna (o.o~%) por caja ptOO para despegar las 

c;lulas. A continuación estas se recuperaron en un tubo c6nico de 

~o m: al que previamente ~L ag~egó ml de suero fetal de ternera 

y s~ sometió a centrlfugaci~n a ~OOO rpm durant~ ~ mino 

Poztt?riúrfl,e:lte- la paslillé< fl-\.¿( resuspendida en medio completo 

(con <;u~ro y antibioticos); medio MEM (cels. Hela) y medio Eagle 

modl~icad~ por Dulteco (c~l~. CV-1I. Se tomaron al{cuotas para la 

FORMAC 1 ON DE Gr-:..~':l DE POLI ACR 1 LNlI DA 

Los geles de pOliacrilamida-SDS en gradiente se prepararon según 
, 

la tecnica descrita por Laemmli (1970) (34). Los geles 

c~nsistieron de acrilamida-bisacrilamida 

(30:0.B) con 30Y. Glice~ol. Las concentraciones finales del gel 

separador fueron: ~5 mM Tris-HCI (pH: 3.0). O.01Y. SOS, O.02SY. 

TE~~n, (,).02~Y. APS. La cc,:¡ccntraci~n de acrilar.,ida fLté dlr 17.'5~ Y 

51.. Des¡4ues de la poI imeri:::acio'n d;¡¡l gnl separador, se anadicÍ 21 

~lectr~ror~sis 5P corri6 ~ 160 volts ~urpnt~ lB horas, o ha~t~ 

qua 21 cDIDrantD a1c~nz~ el borde ~nl ~~1. 

IL

FHSHJE DE EELUHÉ

Las celula! de la Ifnea celular Hell :eme lll CV-i fueren

crecidas en menecapa ie lavarun dua veces :en PES, despues de

agregaren 4m1 de tripeina i0.ü5fl} per :aja piüü para despegar las

cdiuiaa. H centinuacidn estas ee recuperaren en un tube :dnice de

50 mi al que previamente ea agregd 1 ml de euere fetal de ternera

y se eemetid' a centrifugacidn a Süüü rpm durante 5 min.

Pezterieraente la paatiila Fue' reeuependìda en medie cemplete

¿cen eueru y antibieticeaìg medie HEH (tele. Helaì y medie Eagle

mediêicade per Dultece icela. EU¬i¦. Se temaren alfcuetae para la

tententracidh requerida iïïiü celefcaja piüüì.

FDRHHCIDH DE GELEE DE PDLIHEHILHHIDH

Lee geles de peiiacriiamida-SBS en gradiente ae prepararen eegfin

la tetnica descrita per Laemmlì tifiïüìidëi. Lea geles

cnnaistieren de acrilamida-bieacriiamida

t3D¦ü.Ei :en Süï Elicerel. Las cencentracienee finales del gei

separader fueren: 3?5 mfi Tris*HC1 (pH: E.B1, fl.ú1I SUS, 0.0251

Tenia, n.ee-51: are. La :mcentraciån de acriimniua fué' de 11-us:-: ~,›
51. Despues da la pu1imeri:acidn del gel aeparader, ae afiadid el

Centtntrader :en acriianidr al II f una cencentracidn fina? de

|-vr Í” LU 5 Í-¦“ Trì:"HE1 ¦pH¦fi.E}f G.Ú1H FES! 1.9211 TEHEDI 0.0252 PEÉ. La

electreferdais se cerriš a ìëü vnlte durante IB herae, e haeta

que el :elefante alcantd ei berde del gel.



'Fig.4 

Patrón electrofore'tico de un extracto tota 1 de la planta 
del frijol . 
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'Fig. 4

Patrón elec†rofore'†ico de un ex†roc†o †o†c1l de lo plante
del frijol _



2.B 

CRECIMIENTO DE PLANTAS DE FR!JOL 

La. semilla. fu;ron germinada •• o~re vermlcullta húmeda a 2BCC. 

durante ~ días, en presencia de hipoclorito de sódio al 0.1%. 

LISADOS TOTALES DE PLANTAS DE FRIJOL 

L~~ ~lantas con 5 d{as de crecimiento fueron homogenl%adas (10 g) 

.-
con un politron (brinkman instruments) o un mortero en 30 ml de 

;olr,ortigui>.dor "D", po"leriormente se fdtro' en ó capas de gasa 

~ ~ ~ 

este¡-il. Despue!i de la homogentzacion por 2 minutos s~ congela 
, 

una alicuota para ser el tiempo O, las 
, 

demas muestras 5& dejan 

incubar a temperatura da 4· e o 32· e 1m diferentes tiempos. 

Al Qunas muestras de los extractos conten(an inhibidorea de 

proteasaa. Los extractos Be realizaron a temperatura de cuarto 

freo 4fc. 

2.5

ceecinisnfu es PLANTAS DE Feiadt

Las eemiiial fueren germtnadal iepre vereieulltl hdeeda a ZBCB,

durante 5 dfas, en presencia de hipeclerite de eddie al 0.11.

LISHDGS TDTQLES DE PLÉNTHS UE FRIJOL

Lee plantas cen 5 dfas de :recimiente Fueron hemegenizadas (10 g)

cen un peiitrdn ihrinkman instrumentsì e un mertere en 30 ml de

amartiguader "B", peateriermente se filtre' en e capas de gasa

estéril. Despues de la hemegentzacien per 2 minutes se cengeia

una aifcueta para ser el tiempe 0, las dem;e muestras se dejan

ineuear 1 temperatura de 4"C e 32"C en diierentee tiempos.

fllqunas muestras de lee extractos centenfan inhibidores de

preteaaas. Les entraste: se realizaron a temperatura de euarte

fría att.



2.9 

TRANSFERENCIA DE FRaTEINAS A FILTRO DE NITROCELULOSA 

Al concluir 1& alectroforési&, los geles se gu&rdaron & - eo e 

h?~ta el momento de re~lizar la transferencia. Se lav¿ el gel dcis 

vece5 durante ~O minutos con el amortiguador de transferencia 

(Towhin y col.1Q791. El papel de n¡~rocelulosa se lav¿de 10 a 1~ 

minutos con el buffer de transf~rpncia. El gel y el filtro de 

ni~roeelulo§a fu~rcn colocudos Entre dos filtros whatman 3MM, el 

filtro de nitrocelulosa si2m~re colocado dEl lado del :nodo (+) • 

L~ tran~f~rencia se efectu¿ a 4·C en atm6sf~ra fría (con hielo 

SECO Y etanGl) con un Yoltej~ tnlel?l de 150 a 200 volts y 4CO 

INMUNOr¿CTECCIOrl DC PR!JT~TN~S 

D!:?,!plt:'~ dI? '!C'r transfEridos los filtros de nitrocelulosa, se 

bloqu~~rcn con alb~mina al 3% disuelt~ en 15 mI de amortiguador 

dr lav~do IX durante toda 12 nocho a temperatura ambientQ. 

Posteriormente el f i 1 tro se t ncubd' con el primer anticuerpo 

(dirigido !::"ntr¿>. le. ARH p(jlilTl~!'"cs;¡ 11 de? iL ...... ) de Ternera) en 10 

mI dL' p:'¡- t,E=: hora,:, despues se lave: tres 

vece:::. él .... · (\'.L. (1C- min. L. ... . I). r: cc:.ntínlJ.~c:i6n se incubó por 

.?nti cl l.!:'rpo c:hivQ 

ill prot~{na A-tI2~ S~ dieron 6 

se envol vi Ó C'or, 

2.3

TRQNSFEREHCIH DE PRDTEINQS H FILTRO DE HITRDCELULDSH

el concluir la electroferdsis, los geles se guardaron a - BD C

hasta el momento de realizar la transierencia. Se lavd'el gel dos

veces durante 30 minutes con el amortiguador de transferencia

fTowhin Y cel.i?7¢>. El papel de nitrocelulosa se lavofde 10 a 15

minutos con el buffer de transferencia. E1 gel y ei filtro de

nitrocelulosa Fueron colocados entre dos filtros whatman IHH, el

šiitro de nìtrocelulosa siempre colocado dei lado del ánodo (+1.

La transferencia se eiectuår a 4'C en atmdsfera Fría icon hielo

seco y etanolì con un voltaje inicial de 150 a 200 volts y see

eiliimpers aorcrimadaecnte, durante 5 horas.

INHUNGDETECCIUH DE PRQTETNQS

Despues de ser transferidos los filtros de nitrocelulosa, se

bloquearon con aibfimina al 31 disuelta en 15 ml de amortiguador

dr lavado 11 durante toda la noche a temperatura ambiente.

Posteriormente el siltro se incubd'con el primer anticuerpo

¿dirigido contra la QRH polimerasa II de Timo de Ternerai en ID

I.L| II-1! Ef .-I -'H1
I

ml de ,iina iï en PES por tres horas, despues se lavo tres
_ . _ .f Hveces er fi.L. ilfi min. c;u). ñ coetinuacion se incubålpor dos

11-4 1-a ïlJIhera? :en prctefna ñ- o anticuerpo de chivo

_ _ I' .;¬+†-:++uneh'ecu11r;; gg gannjo acoplado a perouidasa en_aleum1na

, _ -I' ir _
al id an ñ.L. Cuando se inceoe con proteina ñ-1125 se dieron e

. . . J*1;vadar con -ashiec cada 1? ein., el papel se envolvio Con

_ _ ' 4" _...pzšaiica adhesiva y se :spas: con psiicuis sona@ r emai se s - si
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C. En el caso de anticuerpo de chivo anticoneJo acoplado a 

perox idasa este se revel~ siguiendo t~cnica descrita en el 

instructivo al producto (Bio-Rad, 1984). Dicha técnica consistid 

en el revelado del filtro inmediatamente despues de terminar ios 

lavados. La soluci6n reveladora se prepard pesando 60 mg de 

PC!rol' ldasa de rábano (HRP) en un tuho p~rfectamente seco. En un 

~~ tr5= ~~ pU$jeron 100 mI d~ TBS (pH:7.~). S~ disolvid el HRP en 

~O mi de ~~tanol ~ inm~diatamente 5~ a~r~garon 0.02 mI de H=02 al 

pr,ra agregar é'J,! la solución de HRP. La mezcla se 

~ol':lcó en 'm rr:-clpiente donde el filtro fu!? 5'.umergido. Luego de 

l~ ep~~:cin~ d~ las bandas se lavó el pap~l con agua bidestilada 

y E~ guardó en la oscuridad a 4·C. 

VCDAC!ClN DE LA PROTEINA (l. 

Esta se realizó en un volumen final de 0.3 mi. Se preparo' una 

~clumna de C.7XI~ cm con Sephadex G-IO equilibrada con TEA (50 

Ir.M; pH:8l. Por otro lade, en un tubo de vidrio SE' mE'zclaron: TEA 

~') 1To~, 0.1 Hel, 1 !Toei 1-125 y 25 .11',9 de protelna-A. A un tubo 

" 5=oda·-limE .. " se le agrega.ron 20 Jll de una solueidn (1.8 mg 

:~dog~~ 1 ~l da clor oforreo l y se evapor~rcn con nitr6geno gaseoso 

jiE t ~i huy~ndolQ uniformomentc por las par~rlR5 del tubo. La mezcla 

~;,t ;: .,., ""'-,cic .. nad:. SE:- ir,cubÓ en hiele., dUr".:>.:-,te 15 mir,. con 2.gjtación 

: .greg;;:ron 

rEalizó 

'5 }tI dE': 0',1 

la 

r ::· '.I -:cid'n ~ , la. me::r:la . . r~'lt"c:'O;:o a e:>~te tubo. en sF.:guida se mezcló 

ri~· -, .. ;' ~c:? '.'1rt ) ! E~ · l;1 ,::cl lurr,!,¡~ Q~ S -:TJ~i .=.d0~: G-10. Se: colecti\ron 8 
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E. En el case de anticuerpe de chivo anticeneje acepiade 1

perenidasa este se revele' siguiende técnica descrita en el

instructivo al preduete (Bin-Had, i¢84). Dicha tétniea cenaistld

en el revelade del filtre inmediatamente despues de terminar Íee

lavades. La eelucien refeiadera se prepare pesande ¿O mg de

Perewidasa de råhane iHRP) en un tube perfectamente seed. En un

entra: ee pusieron iüü mi de TES {pH:7-52. Se diselvid'el HRP en

te ml de metanel e inmediatamente se agregaren 0.02 ml de HEUZ al

Z?? al TES, para agregar ahí la eeïución de HRF. La meacla se

eelecd en un recipiente dende el filtre fue sumergide. Lueqe de

la aparfeiee de las eandas ee Iavd el papeì :en agua bideetilada

y ee guardd'en la eseuridad a 4'C.

VGDHCIDN DE LH PRDTEINE H

Eeta ee realize' en un velumen final de 0.3 ml. Se prepare' una

celumna de e.?I15 cm :en Sephadex G+1€ equilibrada cen TEA (50

mH; pH¦8ì. Per etre Iade en un tube de vidrie se me:e1aren: TEA

Se mfl, 0.1 Hti, i mfli I-125 y 25 .mg de preteína-H. ñ un tube

"sedafllime" se 1e agreqaren 20 'gl de una eelueiåfl i1.E mg

ffgggenƒ mi de clereiefmeì f ee evaperareh een nìtrågene gaeeese

dietriheyendele uniiermemente per las paredes del tube. La mezcla

'flie¬ flr¬eíenada se ineuhe en hiele durante 15 min. eee agitacien

rene+antc. Despues se agregeren 5,n1 de 2-nercapteetanel al

rrierr tuhe defde ee realize la mezcla (pare detener la

rratcieef, la meecla fr regrese a este tube. en seguida se mezcle

ri-¬ y re vìrtif en le eeìumna de Sephaden G-10. Se celectaren B
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fracciona. d~ 20 gotas cada una, que fueron ~luidas con TEA. Se 

contaron 2 ~l d~ cada fracci6n en un contador gama para localizar 

la prota{na-A Iodad •• 

EXTRACTOS CELULARES 

Las cajas conflu~ntes pl00 con c~lul.s Hela (tOXtO ) se lavaron 

con ",) t1 .. .. "'nrtitluador "9", con un ~egundo ..,ililitro S~ 

removieron la$ c¿'¡ ul.",. ccn ayuda de un gendarme' d~ hLll e , las 

... ¡{cuotCO$ ~ll("dE"n !:~r conQeladl\$ "'''1st i:'. su Ll~.!:I. 

I 
L~s celula~ viable~ puedieron ser identificada$ mediante el 

e",pl~~ d~! colo~ant~ a~ul d~ tripano (.~g~n las r~comendaciones 

,..." i'rC'vedr.r "Gitco"). La té'cnica se baso' en la capacidad de las 

c~lul~$ para e~cluir el colorante. El protocolo que se empleo es 

el $iguienter La~ células en monoeapa se re.uspendieron con 

l!I~di,=, !'lEN IMedio Es;~nci 3.1 M{nimo) para obtener una dilucic5n lX10 

~. ~~,o cpl~. ~.,~ mI) e~ u~ tubo 12X7~ ru~. Agregar 0.1 ml de A~ul 

de Tripanc al 0.4% y ~~~~l~ perfectamente. Permitir la tincidn 

p.,r ~ minutcR ¡ no m!~ de l~ minutüs. La~ c61ul~~ ~e contaron en 

v~'i.lS =::>!;. ... n dE:;tr:íiidas, sr. E;<pres5 ::n porcentajE:! de viabilidad. 

Si

fraccienes de Ed getas cada una, que fueren eluidas cen TEQ. Se

centaren 2_fl1 de cada Fracción en un centader gama para lecaliear

la pretefna-A Iedada.

EKTRQCTDS CELULHRE5

Las cajas cenfluentes pide cen celulas Hela (10110 l se lavaren

cen 1 ml de eeertinuader "E", cen un segunde eililitre se

remevieren las celulas cen ayuda de un gendarme-de hule , las

alfcuetes pueden eer cengeladae hasta su use.

CEHTÉU DE CÉ*ULflÉ UIQÉLEE

Las celulas viablee puedierefl ¡er identiileadae mediante el

emplee del eelerante aeul de tripane ileqfifl lae redemendaeiflnee

del preveder “Eiece“l. La tåcnica se hase'en la capacidad de las

células para excluir el celerante. El pretecele que se emplee es

el siguiente: Las celulas en menecapa se reluspendieren een

medie HEH ifledie Esencial Hinimel para ehtener una dilucidn 1110

r EFIÚ dels. per mll en un tube 12115 me. ñgregar ú.l ml de åeul

de Tripane al 0.41 y meeclar perfectamente. Permitir la tincidn

per 5 minute; ï ne mÃe de 15 minutes. Laa eåïulas se centaren en

una camara hemecitemetret ec hize un eentee de laa eelulae

tetalrc y de las celulas destefiidas. ãeumiende que las celulas

vivas eaten destefiidas, se enpresf en pereentaje de viabilidad.
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TINCION DE GELES 

Una vez conclu{d~ la elltc:troforésl .. los geles fueron tañidoli COI':, 

una sol w:i o'n de Coomass! e durante 2 horas, posteriormente el 

exceso de colorante fu~ eliminado al incubarlos durante una hora 

con l~ solución desteñidora realizand~ varios cambios de la 

mi .. noa , postcri orml?nt~ !!~ agr~,::) I'\~tilnol al 50~ con cambios 

p[C- i ~1iCG" h~. st.::. 10;" "1' un -fondo ciare. en el gel. Para la tinción 

con p13ta 5mplea~~s la t~cnic. do=crita por Wray y col. (1981). 

'1:"0 ,' VE::- conclLoída la electro';:orc2sis 10= geles se dejaron en 

~?t~n~! al ~C% durante varias hcr~s ~~r3 fijar las proteinas, 

se dejaron 

O.B Q de AgNO: se disuelven en 4 mI de agua bid~s- tilada 

!~o! ucj6n ~~ y por otro lado 21 mI d~ N~OH 0.36% El? mezclan con 

1.:: mi dE; NH40H (Sol ud 610 D). La solución A S~ agrego' gota a 

g·") til 5ctre la sol L\ci ón B Con •. gi tac i DIO constante aforo 
, 

100 Y ",e el 

mI. El g5!l sumergiD 
, 

se inmediatame:;t!? en la 0;01 uei ón durante 20 

r..inutcs ac;itaci .5r, sobre plata.forma 100 Se lavo 
, 
el gel E:l ~. rpm. 

". -' rr,i nuto:. preparo' la solución 

11.. Y 0.25 mI 

, 
ic("4: i r:c· ~_ l t ~ .. 

32

TINCIDN DE BELES

Una vez cunclufda la Illctreferésls les qelel fueren teñides :er

una seluciån de Ceemassie durante 2 haras, pusteriermente eü

exceso de colorante fue'e1iminadd al incubarles durante una hera

cen la selucidh desteñidera realizando varios cambies de la

misma, posteriormente se aqreçí mstaneì al 502 cen cambies

pd'idHicdr hasta *sr un funde clara en el gel. Para Ia tinciåhI-J U '[1

con plata smpleamss la técnica dezcrita por wray y cu1.t1?E11.

Un: ver concluida la electreëdrésis les geles se dejaran en

mstnnn! al fiflt durante varias haras para fijar las preteinas,

ïflfiçfi se lavarnn ces un Cambie de agua tìdestìlada y se dejaran

sus sn:näs en mstandl al 502 hasta sbserwar una re- duccidh en el

temen; dr] gel. Ls selutiåfi para teñir se FFEFflF5'en dns partes;

0.3 g de HQNDÉ se disuelven en 4 mi de agua bides- tilada

tEe?uc1¿¬ PF y por dtre Iade 21 ml de NaDH fl.3&2 se mesclan cen

1.2 ml de NH4DH (Solución B). La selusiån A se egregd'geta a

gata setre la sdluciåh B cen agitación constante y se aFere'e lün

mi. El gel se sumergie' inmediatamente en la suluciån durante 20

ninutos en açitasìdh sabre plataforma a 190 rpm. Se 1avu'e1 gel

durante E minutes. En ese momento se prepare' Ia suluciån

-«_=.-«_-1-.~1.a=1-:.-.:›.=~:..-; 2.-.: «.1a††.› ácida cítrico .11 1?. ~,«c›.ss m1 de
Furmeldshídn Iffl, se a¢dr¿ con agu¬ bifiestilada a 530 ml. Se deje

dr ngifieciån :en eft: última zoluciåh hasie la apariciån de les

bandas, pesteriermsnte la reascišn se detuve een ¿Eidu

asefíre sl Ii.
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RESULTADO~ 

lNMUNOOETECCION DE LA ARN POLIMERA5A 11 DE PLANTAS DE FRIJOL, 

En un intento por detecta~ a la RNA polime~asa Ir de 

lisados totales de plantas de frijol (Phas~otus vulg~risl 

d.-l1a Sl' i/T.po:-tan.::ia econó:l\ic<:.)' facilidad para su ".",,,ejo y 

utilizamos D~tra~toF ~rudos de 

t~11c de lA planta en 5 dess de cre~imiento, los cuales se 

incubaron po~ tiEmp03 cortos (Ver fig. ~) Y homogenizados a 

~'r en ~re5enri~ d~ ~O ml. de a~ortiguado~ "S" ==nteniendo 

i:-.t1ih i dores d2 prot¡¡asas y f~ltíado en gas=-s "",ts':-iles, para 

r,rt~rior~ent~ ~~r ~ometidas a ~l~ctrofo~~~i~ C~ ~n gel de 

poliacrilamida-SDS an gradientE linear del 5-~7"S~" 

P",r" le. detección de las sutl·..lnidé.'.des mayores de li'. ARN 

polim2rasa 11 dE la planta utilizamos un anti cuerpo 

policlonal dirigido contra las subunidades de mayor peso de 

la ARN polimerasa 11 pufifica~. d. timo de t2rne~a. 

La ARN polimer ~5a 11 responsable de la s{ntesis del 

A~i~ n:~i"\s..3.jl?ro, 

grn~~2'. l mer,tl? 

ha sido aislada de alguno~ organismos y 

cerca de 10 

".prm,im¿>.rlamf'nt~" Se ha estim.?!:!D un peso molecula ;" de! 50'::\ kd 

o pro, ~!<~dientf? rl ·:: ~edilT,E·nta,:ióí¡ d-:-· 15s para E:112." La 

€.·~tr-L!c:tL'.rd. de la ARIJ ¡,üli,r.E¡ as",. 11 purifi::ad? de t_inlCJ d-= 

~. ~~r.F-¿. , "nali::ad" r.;:·jjc.nte electro1c.r¡{sis ;;o" pr25Ercia de 

S~~ ( ~/~r fig. 1). En ~~tA ~~ abservan apro~ im~da~~nte 10 

Si

RESULTQDUS

INHUNDDETEECIDH DE LH QRH PDLIHERÉSH II DE PLHHTñ5 DE FRIJDL

En un intento por detectar a la HHH aolimerasa II de

lisados totales de plantas de frijol iPhaseoIus vulgarisì

dada su importancia eadndmica f iacilidad para su manejo y

cuïtivo tvsr objetivos?, utilizamos entrantes :rudos de

tallo de la planta er 5 días de crecimiento, los cuales se

incubaron por tiempos cortos fver Fig. 5) ï hemogenizados a

#'t en presencia da IG ml. de amortiguador "B" zenteniendo

inhihiddres de prdtaasas y Filtrado en gasa; eatå*i1es, para

fnsteriormente sar sometidas a electroforesis ar un gel de

poliaarilamida-E55 en gradiente linear del 5-17.51.

Para la detecsidn de las subunidades mayores de la HHH

polimerasa II de la planta utilizamos un anticuerpo

policlonal dirigido contra las subunidades de mayor peso de

la GRH polimerasa II pufiiicada de timo de ternera.

La åRH poiimerasa II responsable de la sfntesis del

flflfl mensajerd, ha sido aislada de algunos organismos y

generalmente presenta cerca de IG suhunidades

aproximadamente- Se ha estimada un peso molecular de 50? kd

o un gradiente de sedimenta:iån di 15s para ella. La

estruatura de la ñRH puiimefasa II puriiisada de timo de

ternera, ana1i:ada mediante electroforesis en presencia de

59€ ¿ver Fig. 1%. En esta se observan aprovimadasente 10
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subunidadesl 3 de alto peso molecular (mayores de 100,000 d 

Y al resto con pesos moleculares menores de ~O,OOO d. 

En realidad los polipéptidos que Be DÓ5&rvan 

representan una mezcla de 3 subespecies de la enzima. 

Existen diversas evidencias que apoyan furtemente la idea 

qUE la ARN pOlimerasa tI de plantas y de mamíferos está 

formada por tres subespecies llamadas 110, Ila y Ilb las 

cuale<:> tienen un peso molecular de 240 Kd. 2141(d Y 190 f(d 

re~pectivamente. 
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subunidades¦ 3 de alto peso molecular imayores de 100,000 d

y el resto con pesos moleculares menores de 50,000 d.

En realidad los polipëhtidos que se observan

representan una mescla de 3 subespecies de la enzima.

Existen diversas evidencias que apoyan iurtemente la idea

que la HHH polìmerasa II de plantas y de mamfferas eetd

formada por tres subespecies llamadas Ilo, lla y lla las

cuales tienen un peso molecular de 240 Hd, 214 td y IBO Ed

respectivamente.



ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD DE ANTICUERPOS CONTRA LA 

ARN POLIMERASA 11, EN ENSAYOS CON LISADOS TOTALES DE 

FRIJOL Y CELULAS HELA 

Se ha descrito que la ARN polimerasa 11 purificada de 

timo de tern~ra esta compuesta mayoritariamente por dos 

subeEpeci~~ principales: IIa y IIb (Dahmu~ 1983). La mezcla 

d~ ~stas dos ~uuespecies presenta tres polipeptidos de alto 

pC::u rTlúle":Lllar¡ 1 ... :. subunidades que son únicas paril ce.da 

~ubaspecie :I!a-214,OO~ d y IIb lBO,OOO d respectivamente) y 

, 
es CCffiun para toda~ las 

distint.=s subespecies. Además, en prep2ra.ciones altamente 

¡:,!.wi~' cadas de> la enzima, se observa.n 7 pol ipéptidos de 

.::,r:pecie'3 de la enzima (ver fig.11; en general, se observan 

algunas bandas adicionales cuya concentraci6n var{a con las 

distintas preparaciones. 

La subespecie 110 se encuentra en cantidades variables 

y cuando está pre~ente, representa menos del 107. del total 

d~ las subespecies. Esta subespecie de la enzima presenta un 

POlipéptido d~ 240, 000 d. que es exclusivo de ella, además 

d!"' lO!,; pol ipé'ptido5. comune: a las distintas subespecies 

Lo~ An~icuerpos policlonales de con~jo dirigidos contra 

la enzima purificada d2 timo de ternera, utilj~ados en el 

p~esent~ trabajo, reconocen en gene~~l fuertemente dos 
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EBPEEIFICIDQD Y ÉENEIEILIDHD DE QHTICUERPDS CDNTRH LH

HRN PDLIHERASH II, EN EHEHYDB CDN LISHDDE TDTQLEE DE

FRIJD Y GELULHB HELH

Se ha descrita que la HHH pulimerasa II purificada de

timo de ternera esta compuesta maynritariamente por dos

subespecies principales: ¡Ia 9 IIh (Dahmus 1993). La mezcla

de estas dos subespecies presenta tres pslipefitidus de atte

pe:u mulecular; las subunidades que sun Únicas para cada

subespecie (Ita-214,003 d ï Iïh 150,000 d respectivamente) y

el pulipéptidu de 140,900 d que es cemfin Para tudas las

distintas subespecies. Hdemãs, en preparaciones aìtamente

puriãìcadas de 1a enzima, se ubservan 7 pulìpdbtidos de

mens? pese molecular, que sun comunes 3 las distintas

:species de la enzima (ver +ig.i1; en general, se observan

algunas bandas adicionales cuya cuncentriciåh varia cun las

distintas preparaciones.

La subespecie Ilo se encuentra en cantidades variables

y cuando estš'presente, representa menus del 101 del total

u M I-4 es subespecies. Esta subespecie de la enzima presenta un

pniipéptiun de 240, oso 11. que es exclusiva de ana, además.
de los pnlipehtidee cnmunes a las distintas subespecies

msnciunadas anterinrmentc.

Los anticuerpss puliclflnaìes de cunejn dirigidos centra

Ia enzima purificada de time de ternera, utilizados en el

present: trabaje, recunacen en general iuertemente des
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pOllpéptldoS de alto p~so molecular! las subunidades Ita y 

IIb Y la mayoría dE las subunidades de bajo peso molecular. 

Estos anticuerpos exhiben sen~ibilldad diferencial hacia la. 

distinta!O: ::.ubespecie!O: dela enzima; reconocen débilmente la 

subunidad IIb, reconocen -fuertemente la subunidad Ila y aún 

m.i", fUI'>rteme-ntE' la ;;:ubl'nidad 110 .. 

LGS 7 püllp~ptidos no son reconocidos por los 

c~ticuc~pcs cen nlt~ e!iciencia como puede ver=e en l~s 

~iguras 10 Y 1~. 

ClI.,1.ndo .?nal i:: amos 1 a sensi t i 1 i dad d['~ cont i cPl?rpo CQntr a 

las distintas 5ubE~p~cies de la en::lm? ohtenida de un 

Heli', 

enr:ontr~no'5 qu~ ,,':i~t(? l'n pQlipéptidO de 220,000 d Y 240,000 

d. r~sp['ctjvpmert[' y deben representar la~ subunidades 

mayor~s d:: la ARN poli!!'eras3. Ir en eostas r:élulas. 

5?

pulipeptidus de altb pese meleculart las subunidades ¡Ia y

Ilb y la mayoria de las subunidades de baje pese molecular.

Estes anticuerpbs exhiben sensibilidad diferencial hacia las

distinta; subespecies dela enzima; recenecen débilmente la

subunidad Ilb, recenncen iuertemente la subunidad lla y aån

mae fuertemente la eubunidad IID;

Les T pulipéptides nn sun recenpcidus pur lns

aeticuerpes ccn alta eficiencia ceme puede verce en las

Figuras 10 y 12.

Cuande analizamos la sensibilidad del enticuerpu centra

las distintas suhe;p::ies de la en:ime :htenida de un

ewtracie crvdi de lieudee tctales de Frijpl y tšlulee Hele,

encanfranas que n¬±-ia vn palipéhtiua ae 22o,0on u Y 24o,ooc
d. respectivamente y deben representar Iae subunidades

mayores de la ñRH pnlimerasa II en estas cefiulas.
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INMUNODETECCtON DE LOS POLIPEPTIDOS DE MAYOR PESO 

MOLECULAR DE LA ARN POLIMERASA II DE PLANTAS DE FRIJOL 

V CELULAS HELA. 

Las rlBntas de frijol fueron crecidos durante ~ días, 

sobr!~ vermicul i ta h,~",eda a 2S·C como se especi f(ca E'n 

/II~todos. 

Nuestrn primer interrogante era ver si el anticuerpo de 

conejo dirigido contra la enzima purificada de timo de 

t~rnerp r~concc{a a ti ARN pollm~rasa 11 de plantas de 

frijol y c~l~las H~l~. 

r~~~ l~~-ar esto obtuvimo5 extrRcto~ totales tanto de 

, 
celul~s Hela como de planta~ de frijol, homogenizadas en 30 

ml. ':11:' arroor-tiguador "B" en presencia de F'MSF t2mM inhibidor 

de proteasas) y a temperatura de 4·C (ver fig. ~ ). 

Lo~ ensayos para detectar los complejos inmunes, formados 

entro el anticuer-po de con~jo y la subunidad reconocida, se 

r~:'.!izaror. uti li::?'1dCl proteina-A marcada radioactivamente 

r:rJr" 125~-r. P=-.~2'. su vi::.uali::ac:ian se utilizo, un cassete: C':)i1 

U'ia placa para ,-ayos x. 

a -70 
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IHHUHDDETEBEIDN DE LD5 PDLIPEPTIDDE DE Hfltflfl FEED

HDLEEULHR DE Lñ HHH PDLIHERHEH II DE PLQHTH5 DE FRIJDL

Y EELULH5 HELH.

Las plantas de Frijel fueren crecides durante 5 días,

sebre vermiculita hfimeda a 2E'E ceme se especiifca en

métedes.

Muestra primer interregante era ver si el anticuerpe de

ceneje dirigide centra la enzima purificada de time de

ternera recenccfa a le HHH pelimerasa ll de plantas de

irijel y celulas Hela.

Para lcgrar este ebtuvimee eetrartec tetales tante de

celulas Hela ceme de plantas de ìrijel, hemegeniradas en 30

ml. de amertiguader "B" en presencia de PHEF i2mH inhieider

de preteasasl y a temperatura de 4'E (ver Fig. 5 1.

Lea ensayes para detectar les cemplejes inmunes, fermades

entre el anticuerpe de ceneje y la subunidad recenecida, se

realizaren utilizande preteina-H marcada radieactivamente

ch* 125-l. Para su visualiaacien se utilize, un cassete cen

pnetalie inteneifícadera f una placa para reyes X.

pestavifirnente se deje' en un refrigerader a -Tú C

eupenicndese durante el iiempe neeesaríe.
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un':\ ~/""Gur1D1'\ PlTcr::"~GmrrE f::IJE VER SI EN RE"!\L!!JAD 2:'0,0')') 

d. ~~A EL PESO rlOLECl'L AR re LA sucurJ r DAD M:W~R !:!: LA 

PMSr- ~m~ y por otro lado cy.tracto de t~llo inflorescente :10 

g l'~rox.) homogeni~ido5 en 30 mI de amortiguado~. en 

inhibidor de prot~asas IPMSF) (\er f j g. 7'), 

Tode; el proc:edimi<?,to de e::tr:,cción s!" .!?J¿ctua a t err,r e:"" 2.tur c>. 

para 5Er 5c~~tjd&E a gel 

polia~rll~mida-SCS en gr~diEnte del ~-17.:'5%. Unil \. Q:: 

tcrmi ..... do de co:-rer o hasta. que las. "I'-·.E-~tl as alcu ... :~·.n el 

t.ard:;, del gel que es d~ 16 horas a 60 vclts. Si? 

t-nnsfiri~ron en un~ r~rr,ara de trasfer¿ncia (Bi.:o-R.lc) 

dur.:~nt~ sohr~ IIn ::I~ ni trDcel L;l ::sa (V~r 

, 
IT,::-t¡:.dos) • 

El p~!=~l 

d:rigido ~ontra IgG de =Dnaj~ acoplado a ~crQxid35. y 

'11

UHQ SFGUHDÉ IHTEÉRDGHHTE FUE UER SI EN RFÑLIDHD EÉ$,Úfifl

d. Éflfi EL FEED HULEEULHR EE LH SUÉUHIDQD Hñ?5R SE LH

HHH PÚLIFERQEQ II DE FLHHTQÉ DE FQIJÚL.

Para tal efecte utilizames euiractes crudes de talle

inFlerescenbe de la plante de 'rijel (IU g apresimadamenteì

Hemegcnicades en 3? el de amertieuader "E" en presencia de

FHEF Émfl y per etre lade eatracte de talle inilerescente ilü

g aereH.l1¿hemegeni:ades en EG ml de amertiguadef, en

ausencia del inhihider de preteasas iPH5Fl iïer Fig. T?.

Tede el precedimie¬te de entraccien se_efectua a temperatura

de 4'°C. Les eatractes se iiltrarefl en à capas de gasa

estéril y alicuetadas para ser eemeiìdas a gel ir

peliacrilamida-ED5 en gradiente del 5-i?.5ï. Una ie:

tcrmieade de cerrer e hasta que las muestsas alcan:an el

berde del gel que es de le herae a añ velts- se

traecririeren en una cámara de trasierencia (Ei:-Rae;

durante 5 heras seere un papel de nitrncelul:sa (Ver

metedesl.

El papel se deje blequeaflde teda le fleshe y

pestsriermente se ìncuhärcun el primer anticuerpe dirigida

centre la ARN pelimerasa Il'y un segundd antìcuerpe de chífe

dirigide centra IQE de :efieje aceplade a pcresidasa y

rdvelade cen reactife de desarelle de ccler fuer Fig. ?i.
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PCSIB!..E nC:C:,r.Dr.Clm! !"RC:!:~UTIC" CE u\ sUnUtnD!\r MA':D~ 

DE CC'_LlLAS I :ELA res< ,·,ce :O~J DE PF:OTEAS¡,\S CE: UN EXTR(\CrO 

cr,u:o DE FRIJOL. 

~adD que no d~5cart~bamos la posibilidad que la planta 

tu~iera p~otc~sas fuertes, capaces la 

su~cnld~d ~~yDr de 240,000 d para exhibir una dD 2~O.CCO d. 

nos propu3imos mezclar las c'lulas Hela a las plantas &ntes 

de ~er r~tac homog~nizadas. 

r-u",ron 2 cajas de pctri con ctlulas Hela confluente:; en 

(24/1~-6). rasparon sobre dife:-(~ntes 

c~n~r~tr.ci~~2S dEl hcmD~~nizado de plantas de frijol de 5 

~ia~ d~ crn~imi~ntD mn 30 mI ds amortiguador "E" sin 

inhi~idorrs d~ p~o~Fasas e incub~das a 32°C por 30". 

Lo q~~ obs~rvamo5 es qu~ no existe un d~teri6ro del 

ptptidO de !T,a'l'or p'!'~.o molecul",r de la r.RN polirr.erasa 11 

corr~5pondicnte a l~ planta dQI frijol y a las c'Jul?s H~la. 

':Ir> la p~c-.rta a las c~lulas H~la y f~vcr~clendo la 

p-o':cd'!1SIE E~Í'ecíqci:. cc:n la -t<=il,¡:¡c-ratura se ve algLín 

C:f-.ctc. 

ror otro l¿.do se muestran controles de la planta y 

c;l~l?s H~la (ver 'ig. 9) carriles 5-8. 

11

FESIELE DEGÉÉDÑEIDH FRCTÉHLITIEÉ DE Lñ BUBUHIBHP HHVDR

DE EELULHE HELH FCH HECÍUH DE PRUTEHÉHS DE UN EITRHETU

CRUÉU DE FRIJDL.

Rede que nn destertebemes la püsihilidad que la planta

tuelera protcasas fuertes, cepetes de degradar a le

subunidad mayür de 2fiD,EDO d para exhibir una de 22ü,GCü d.

nos prepusimos meeclar las celulas Hela e las plantas entes

de ser estao homogenizedas.

Fueron E cejas de petri con células Hela coniluontes en

monocsps iìfiflã-el. Es rasparon sobre diferentes

ndncrfitreciones del homogeni:odo de plantas de frijol de 5

dia: do creoimiento en Se ml de amortiguador "E" sin

inhibidores de professas e incuhedes e 32'C per 30'.

Le que observamos es que ne existe ue deteriåro del

påhtido de mayor peso molecular de le HHH polimeresa II

correspondiente e le planta del frijol y a las celulas Hela,

ni ¿ln agregando diferentes ceocentretienes de les evtrnctos

de la planta a las celulas Hels y Fewereriendn le

proìodlisis espetíiice con le -Lsmporeture se ve elgfin

effctc.

Por otro lado se muestren controles de la planta y

celulas Hele iver iig. Ql carriles 5-E.
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EFECTO DE INHIBIDORES DE PROTEASAS SOBRE LA ESTABILIDAD 

DE LA SUBUNIOAO 110 EN 3 HORAS DE INCUBACION A 4 e y 32 

c. 

V~mo$ que extractos iniciales de plantas, contl@nen IIo 

únicamente, no obstante en en2imas purificadas de timo de 

vi~ualizan 1 as subespecies IIa y Ilb 

prl~cipalmente ~n cantidad~s casi iguales. El hecho que las 

;llt'unidades IIa ,. rlb est~ra auscmlc" él; estos tiempos d~ 

incuba.ci6n, I?~ una fuerte> !'· .. id~·nc:ia que en verdad Ila y 'lb 

'r.e",n producto dr: \m.:;. proteólisis limiladi::. de: IIú durante los 

::,!"o:::esos d:" pllri ficación do 1 a enzima. 

~in enlhe'rge. Gn 3 hC'ra~. dc ir,cubación cún diferentes 

amortiguadores conteniendo o nc inhibidores de proteasas, no 

vE':'!'os tma drall,á:tlca reducción de 110 en las plantas del 

frijol (ver Hg. IC). 

En un intento por establecer las condiciones para 

trabajar "in vivo" l~ ARN polimerasa 11 podemos decir que 

al~n en estos ti elllpos de i ncubac ión no ex i ste una p,..oteól i si s 

parcial o una defosforila.:::i6n de la subunidild mayor tanto de 

C~lula$ Hplé eOfllo de la. plo:.nta. 

íb

EFECTU DE INHIBIDDRE5 DE PRDTEHSQE SOBRE LH ESTHBILIDHD

DE LH SUBUNIDHD IID EN 3 HDRHE DE INCUBHEIUN H 4 C Y 32

C.

Vemos que extractos iniciales de plantas, contienen Ilo

únicamente, no obstante en enzimas puriticadas de timo de

ternera se visuelixen les subespecies Ila y Ilb

principalmente en cantidades casi iguales. E1 hecho que las

;uhunidades lla f 1Ib esten eusenLoe a estos tiempos de

incubacidn, es una Fuerte evidencia que en verdad lla y Ilb

scan producto dc una proteålisis limitado de Ilo durante los

procesos de puriiicacidn de la enzima.

Ein embargo en 3 horas de incubacion con diferentes

amortiguadores conteniendo o no inhibidores de proteasas, no

vemos una dramática reducciån de Ilo en las plantas del

irijol (ver fig. 101.

En un intento por establecer las condiciones para

trabajar “in vivo" la eflfl polimerasa II podemos decir que

adn en estos tiempos de incuhacion no existe una proteålisis

parcial o una deiosiorilecion de la subunidad mayor tanto de

cdlules Hole como de la planta.
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A~EJAMIENTO DE LA SUBUNIDAD 110 DE EXTRACTOS TOTALES DE 

PLANTAS Y CELULAS HELA. 

Cuando incubamoa los aKtractO& de c:lulaa Hela- y 

plantas de frijol en tiempos cortos de incubación no vemos 

un e~ecto dram~tico sobre la subunidad mayor de la ARN 

polim~ras .. _ II. 

F>esul tado!!' aquí' pre~l!'ntados IM?di ante el uso de 

ilnticuerpos espllc{ficos mue!Otrafl que pueden usarSE! eKtractos 

crudo~ de planta~. En un intento por II!stabl ecer la 

dis.trH~i.lción d¡" la.s ilubespt!l::ies de 1 .. r.~t-I pol1merasa. 11 "in 

~iVD·. ctlula~ Hola y plantas de frijOl fueron lisados 

di,-c¡c:t.amemta en amo¡-ti~uado~ "9" en presE-ncia dE! inhibldores 

do.:: proteasas e incubada» POt- tiellIPos más largos (ver fig. 

1_· ". 

As{ 111151110 pod~mos decl,- que lOe pueden trabajar 

extractoti total •• para estudiar la distribución y 

co~portamiento de la ARN poI i mel- asa II "in vivo". Vemos que 

3 laE 16 horas de añejamiento se siQuen conservando 105 

:-,~pti-jo~ de Ir, .. )'or peso n,olecular- de la planta. mezclada con 

- ' m"nol- p r op or c 1 cm • (corno puade observarsll! 

'i PL dE:biJú a 1 .. disr'liroución de IIo E!:1I::E'ptO En extractos 

aquí (carriles :3, 14 ) :~) que si au~ent~ la cantidad de 

15

nficosnzsnïo os La suauniooo :Io oc sxreocros Tofncss os
Pconïos Y csLuLos Hsco.

Cuando incubamos los extractos de celulas Hola. y

plantas de frijol en tiempos cortos de incuoacidn no vemos

un ešecto dramatico sobre la suhunidad mayor de la HRH

polimerasa II.

Resultados aquf presentados mediante el uso de

anticuerpos especfiicos muestran que pueden usarse extractos

crudos dc plantas. En un intento por establecer la

distribucidn de las subespecies de la nsfl polimerasa ll "in

vivo", celula: Hola v plantas de frijol iueron lisados

directamente en amortiguador "H" en presencia de inhibidores

do proteasas e incubadas por tiempos mis largos iver Fin.

12%

así mismo podemos decir que se pueden trabajar

extractos totales para estudiar la distribucion v

comportamiento de la HHH polimerasa II "in vivo". Vemos que

a las la horas de afiejamiento se siguen conservando los

pdptidos de mayor poso molecular de la plante mecclada con

Hola aunque in menor proporcion. icomo puede observarse

claramente cn la iio. iii

ñonque no detectamos un aumento en las subsnidades IIa

v Ilo debido a la disminucidn de Ilo excepto en extractos

crudos do celulas Hela incuhedos a 32'C por lo horas. vemos

squf (carriles 13, lo 1 151 que si aumenta la cantidad de



50 
, 

IIa dada la disminicion de 110. Contrario a lo que observa 

r<angel '1 colaburadores, <;n un trabajo realizado en nuestro 

laboratorio (RanQel y cols. 1986) donde muestra que a 4 

hOI-a~ po:.t.-infeccibn d¡;;l virus do polio en células Hela, 110 

disminuye no Db~e~vandD un incremento de Ila por la 

di ~fili.nu-::ión d-:: I lo. 

50

lla dada la fliamìnicíån de IIG. Euntrirln n 10 que übserva

Rangel y Eüìahuradures, En un trahaju realitidü en nuëãtrn

lahuraturlu I Rangel y culi. 1?Eà1 dnnda muestra que 1 4

nu--af. pu-;L~infEc¢1-ån ua virus ua palm en ¬:é`1u1.a±-. HE-1;, nu
dìimìnuïe nu übservandn un incrementa de 11a por la

disminuciån dz Iïu.
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DIscusrON 

En el presente trabajo presentamos la detección de la ARN 

polt~~rasa 110 de lB planta del frijol (Phaseolus vulgartsl. 

M~rli~n~~ el u~o d0 anticuerpos policlonales dirigidos contra la 

A~N PQ:imeras~ 11, E!::a.:nini:lmc.os la rE·l.;.tiva concentración de las 

distj~t~s 5ube~pecie5 en extrac~cs totales de la planta. 

Este peso molecular detectado en los e~tractos de la planta 

concuerda con lo reportado en extractos de perejil, soya y germen 

d~ trigo (36) (43:. 

I 
IT.etodos convencionales 

, , 
<ir' p!.':'"i <i,=~,.-i'-'n, ce,lr::; 1"\ S0I11Ci"Cic;'\ observan sello las sub' .. Jnidade'i! 

j~ mr~o~ r~50 molecul&r COffiO lo e~ IIa y lIb. Creemos que el uso 

de ?nticuerpos dirigidos contra la enzima es un método directo 

par~ c~racteri=ar la estructura de las poblaciones enzimáticas 

presentes en lB c~lula. Utilizando esta ultima metodolog1a, se 
I 

encD~~ro en nuestro laboratorio que la enzima. unida a la 

cromatina está compuesta principalm~nte por la especie 110. Esta 

5'-'.be~pecie está unida fuertemente a. la croiTI3.tir1a y al ~areccr, es 

la ~Ub25p~cie que est¡ actiy~ en trBns~ripci6n dad~ que no se 

despr&nd~ tot~lmente m~dia~tc 

tr .:'.&.::aoli c.ato. 
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ntscustau

En el presente trabajo presentamos la datecciån de la HHH

poitmerasa Iïo oe la planta dei frijol iPhaseo1us vulgarisl.

Heflicntn el uso de anticuerpos policionales dirigidos contra la

ñflfl poiimerasa II, onaminamos la relativa concentracion de las

dästtntaa subespecies en extractos totaies de la planta.

Este poso molecular detectado en los extractos de la planta

concuerda con lo reportado en extractos de perejil, soya V germen

dc trigo (Io) (#37.

. _ . . fEtcos iwfcstigadoreo utilicando 1o= metodos convencionales

de prrifica-ion, como 11 sonicecion observan solo las subunidadea

do ccoo? poso molecular como lo es IIa y Ilo. Creemos que el uso

de anticuerpos dirigidos contra ia enzima es un metodo directo

para caracterizar 1a estructura de las poblaciones enzimåticas

presentes en la celula. Utilizando esta ultima metodologia, se

encontro' en nuestro laboratorio que la enzima unida a la

cromatina esta compuesta principalmente por la especie Iio. Esta

subespecie está'unida fuertemente a la cromatina y al parecer, es

te subeepocie que esta activa en transcripcion dado que no se

desprende totalmente de ia cromatina cuando está es tratada con

alta; conceotiucioneo 113! oo Earkooiï, a diferencia oo la

suhezpsrio II= que sc dosprendc totalmente mediante este

trotamicnto.
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La ·ARN polimerasa purificada de lo~ oroanl5mos eucariontes 

estudiados hasta la fecha, existe en 2 o 3 formas que difieren 

un1camente en el peso molecular de la .ubunidad mayor que 

presentan. Estas subespecies se denominan 110, IIa y Ilb (Ver 

fig. 1>. En el presente trabajo nos preguntamos por la presencia 

d~ e~tas distintas sU~~5pecie5 'en lisado5 totales, lo que 

t:'ncontrc:.,,",os es qUE' si exi~te rc,conocimiento del anticuerpo por la 

subunidad mayor de la ¡¡r:N pülim2i-asa 11, aún si!O'ndo este dirigido 

CO!'1tr.!'. la A"iN polimerasa 11 de limo de ternera que pesa 240,000 

d. Nosotro~ detecta.lf,o~ un ~e:;:o molecular de 220,000 d (ver fig. 

:'5) 

En le may~~r~ de las prep¿.racio~es de e~zimas purificadas a 

part.í r de: di VE,' EO:: on;<:>ni s~o-:;, Ja~ sub~specles IIa y Irt 

co:-,sti tuy!:'n el rna}'or porcent",jt:. La subespecie IIo, cuando esta 

pre~~~te, se en~uentra en pequp-~a·proporci~n (no m~yor del 10%). 

Eddc',cias encontradi1::' en nuestro laboratorio muestran que 

la r~oPQrci¿n de 110, en lisados totales y n~cleos aislados de 

(mayor 'del SO~). Al puri~iea~ la 

población de enzima a:ociada a la eromatina, tanto en n6cleos 
, 

c'O'lulas 1:'\'-1. er.cc'ntraron Que le 

subesps"=i~ !Io es aún m~s ele··/a>d~, repres~ntan!:lo corno espeeie 

el a~~li~is ~c!iplptijico de l&s pcLlaciones de ~nzima libr~ 

5%

La -HHH polimerasa purificada de los organismo oucariontes

estudiados hasta la fecha, existe en 2 o 3 formas que difieren

unicamente en el peso molecular de la aubunidad mayor que

presentan. Estas subespecies se denominan Ilo, lla y Ilb [ver

fio. ii. En el presente trabajo nos preguntamos por la presencia

de estas distintas subespecies -en lisados totales, lo que

encontramos es que si existe rnconocimiento del anticuerpo por la

subunidad mayor de la ñflfl polimerasa II, afln siendo este dirigido

contra la QRH polimerasa II de timo de ternera que pesa 240,00@

d. Nosotros detectamos un peso molecular de 22o,ooo d fuer Fig.

Si

En la mayoria de las preparaciones de enzimas purificadas a

partir de diversos organismos, las subespecies Ila y Ilt

constituyen el mayor porcentaje. La subespecie Ilo, cuando esta

presente, se encuentra en pequeHa'proporcidn (no mayor del loli.

Evidencias encontrada: on nuestro laboratorio muestran que

la proporcidn de IIÚ, en lisados totales y ndcleos aislados de

cdlulas ÉU~1, es elevada ¡mayor 'del 5011. ñl purificar la

pobiaciån de enzima asociada a la cromatina, tanto en núcleos

aislados de raton coso celulas EU-i, encontraron que la

subespscie Ilo es adn mas elevada, representando como especie
-F

dominante, mas de un PS2-

_ , _ r _ _ , _ _El analisis pclipcptidico do las poLlaciones de ensima libro

f _ _3 asociada, mostro cu: existen diferencias entre ollas ifiãli las

opssrunrionec prefiss quo sugerian ¿cc estas dos poblaciones eran

iddnticas (513, no iuofon rcrfirnadss;
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tal ve: se deba & que la enzima sufre un proc.6ami~to 

proteol!tico a~oclado al proce~o de transcrlpci6n. 

Cuando analizamos el peso molecular de la subunidad mayor. en 

lisados totales con y sin inhibidores de proteasas, vemos que no 

exite ningLlni\ diferencia ni efecto sobre el pe'ptido de mayor peso 

mol~cular de l~ planta Cfig. 7) 

s~ ha 5~gc ~ ido que las subunidades mayores de las 

st'.b'?spect~:; IIa y Ilb se originan por proteóUsls espec{fica "in 

vftro" dpl componente de mayor peso molecul~r (110). Es decir, 
, . 

qu~ la unica subesp~c1e codificada g~n~ticamente sea 110 (40). 

IJna se(;!llnda alternativa res~llta el suponer que las distintas 

por diferentes genes, aunqUE 

relacion~dn~ ~ntre ~i. Finalmente existe la posibilidad de una 

,:ituació'n intermc'dia qe quo tIa y IIb existen en la c~lula y se 

o~igin~n po~ procesamiento proteol{tico de 110 "in vivo". Esta 

hipóte~is ab¡-e la po~íbilidad de que IIa y Ilb Jueguen un papel 

• en c~ "receso de ':rar.!!.cripcion (41). 

S5.; ha most¡-ade tanto En levadura (41), Drosophlla (42) y 

germen de t~igo (~~: 1", c.,ístencia dE' actividade: proteol{tic",~ 

cap~ces dQ con vertir Nin vitre" la subunidad Ila en lIb. 
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tal ve: se deba a que la enzima sufre un procesamiento

proteolftico asociado al proceso de transcripcidn.

Cuando analizamos el peso molecular de la aubunldad mayon en

lisados totales con y sin inhibidores de proteasas, vemos que no

exito ninguna diferencia ni efecto sobre el pëptido de mayor peso

molecular de la planta tfig. 71

Bo ha sugerido que las subunidades mayores de las

subespecies tia y tio ss originan por pracodiisis especifica "in
vitro” del componente de mayor peso molecular filo). Es decir,

que la Única subespecie codificada genéticamente sea llo (401.

Una segunda alternativa resulta el suponer que las distintas

subespecies sean codificadas por diferentes genes, aunque

relacionadas entre si. Finalmente existe la posibilidad de una

situacidn intermcdia de que lla y Ilb existen en la celula y se

originan por procesamiento proteolftico de llo "in vivo". Esta

hipdtesis abre la posibilidad de que lla y Ilb jueguen un papel

en el proceso de transcripcidn (41).

Ss ha mostrado tanto en levadura (411, Drosophila (42) y

germen de trigo (431 la existencia de actividades proteolfticas

capaces du convertir “in vitro" la subunidad lla en Ilb.

c este recçsclo nosotros pensamos que tai ae: el pdptido dc

223,073 d en realidad pesaba d como sucede on mamíferos,H .'aQ O OC)

_ . I - _y qos debido a un procesamiento proteolitico durante la lisis se

procosaba de tal nansra_oue a la subespecio de mayor peso le
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confer{a un mayo~ corrimiento electroforético. Todo esto debido 

qulzas a una proteóllsis limit~da de 110 propia de la planta. 

Lo que hicimos a este respecto fué mezclar planta y célula5 

H~la en ausencia d~ inhlbidores de proteasas e incubadas a ~2 Oc 

rD~ U~ ti~mrn de ~? minutos, lisandolas juntas para ver el 

r~~~tc da l~ planta scbr~ las c61ulas Hela. Observ~mos que ambos 

Estudios realizado. con gsrminado d9 soya, trigo y embriones 

de eri .. n de ,r,;-.... ~",.r, t',·:::;tr",do la conve:-sión de 1<). subespec:ie IIa a 

la -é(.:rma rlb, asociada " la germinac:ión 'l en lIno~ casos al 

plant~an do~ p03ibilidades, 
, 

1: ;:,"ote",li;,!., ~7tiqcial, asocié!.déo. a los procedimientos comunes 

empleadus en las purificaciones. 

:?) Proteólisis normal d5 la enzima "in vivo". 

R~5r~cto del prim~r punto cab. mencionar lo siguiente: 

r.~,cantrE:lf,o;:¡ qL\e' dura"te> LOr, .mc'jamiento de- un extracto me:=clando 
, 

calu!as HQ!s con planta, y l~ pl~nta unicament~, no presentar 
, 

rr~ dado la disminucion de la 5ubL\nidad 

~ pH 9.0 presenta maycr 

t:r:'I!"".tcnid::r di: la:. farmd.:;i I'!¿. ) !!Oj es ds~ir solucion~s al::.C\linas 

SB

cnnferfa un mayur currimientu nlectrufuråticu. Tndn ¡ita debida

quizas a una pruteålicis limitada de Ilu prupia de In planta.

Lu que hicimos a este rnspectc fué mezclar planta y cålulli

Hfila en aufiencia dz inhihìüures de prnteaãaä E incuhadaä H 32 'E

Fnr ufl tiempfi de 11 minutüä, lifiandnlñå juntaa para vEF El

cfsctn dn la planta Eubrc las cålulis Hela. Dbfiervamua que ambas

f _ _ .pfllipeptidur ma¬tcn1an su Psfructura mulecular Efig. 5?

Estudics rcalicadci can gsrminadu de suya, trigc y emhrinnes

de crían de mar han mcstradu la cunvnrsiån de la Euhespncie Ila a

la ëcrma IIb, asücíada a la germiniciåh y en unufi casas al

Í IrfimH“¡ngcnrc1c.

Rnfrrctm 21 crigc¬ dc dìcbü pruccsamientc prütcclftirn ai

plantìan dns püìibiliüadës;

1! Früteåìieis artificial, asnciada i inc prucedimientus cnmunes

empleadas an las purificaciunea.

2! Pruteåiisis nurmal de la encima “in viva".

Raspcctc dci primer punto cahé mnncìunar lu siguiente:

Encnntramnc que durante un ¿ficiamientu de un extracto mcccìandn

cålulac Hcïa cun planta, y la planta unicamente, nu preanntar

incremcntb rfi la *urmc IIL dada la disminuciän de la subunidad

IID ïvmr Fic. ID?.

Eutractüc dc planta de perejil a pH ?.D praäenta maynr

ccctcnids cn las Fcrmaa Iïe I I1u¡ Ec decir soluciones aicaïinaa

Pfld†f;¬ prevenir H retardar la prfltDÉ1i5i= dc IID 1 IIL (313
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Tocando el segundo punto se puede mencionar lo siguiente I 

E! p~oceaamiento de la enzima ocurre en 1. c~lula. en que momento 

oc:urre? ac:aso es una autoc:atalisis? implicado 

p~oco5~míento en el fenomeno de trascripci~n~ 

No obstantE:, la ~~ducci~n puede deberse a una 

d"rCJ;:rc:rila::~t5r, dL 1 ... ~uburHdild 110 dando como resultado la 

fDnc.:,::ic:':, d'-! la subunid¡;.d IIa, o por una prote~lisls limitada 

:-.·,._.lL~"j:., 1::. ~,uLIu:lid .. d lIb. Aúr, ~n !?sto:. liE'mpos de incubaci¿:n 

nü~otros no lo¡;r~,n;os Jislinguir c.'ntre <,~ta.5 posibilidades. 

", .. ticu.,",·pO ulili.:ado e¡-, estos experimentos 

'-¡;2":cie:r,,, ¡:ll"ir.cip.).lment!? con -,.1 péptido qu~ se r!'pite 52 veces y 

, 
':'~.- ,,- ::1 ":'~_rem~ C-tsnT,inal de la subunidad 110 y IIa)' a 

=o~~!?cu~ncia de ello reacciona débilmente c:on la subunidad Ilb 

(I'j!TI ; Dahmu5 env! ado a pub 1 i caci ón) • 

A~{ mismo vemos quP. nuestros resultados difieren de los 

~t~nid~~ p~r ot~05 inve~tigadore~, en el 

tiempo d~ jn~ub~~i~n (de 3 hor~s en actelant~) y sin inhibidores 

no vemo~ un- dr~m~tic~ reducci~n de 110 (fig 12). 

, 
ne5~2cto 0 la hipotesis plant~~d~ d~ qu~ la enzima es 

d~~nsZnrtl~~~. hlclmo~ algunos ensayos con fosfatasa alk~lina 

scbr2 ~l su~trato. dcjendo intacto ~l polip~pt!~~ d~ mayor peso 

55

Tecande el eequnde punte se puede menciener le siguiente i

E1 preceeemiente de la eneime ecurre en la celula, en que memente

ecurre? acuse ee unn eutecateliiii? este implicede el

preceeemiente en el Fenemene de treecripcien?

He ehetante, le reduccidn puede deberse 1 una

defeaferileciån de le Lueunided Ile dende ceme reeultede la

Fermecidn de la eubunided Iïe, e per une pretedlieie limitada

r:;;1Lr»de le eubunidad IIb. flfin en eetee Liempee de incuheciån

nezetres ne ieçremet distinguir entre eetee peeihilidedee.

fidemfie el anticuerpe utilizade en eetee experimentee

rse::icne principalmente cen el peptide que ee repite 52 veces y

e:f'ƒn- :I e ñreme C-terminal de le euhunided IIe y IIe f e

:eneecuencie de elle reacciene dehilmente cen Ie euhunided Iib

(Wim y Dehmue enviede e publicecidnl.

ñei mieme vemee que nueetree reeultedee difieren de lee

eh†enidee per etree inveetigederee, en el eentide que e mee

tiemee de incuheridn ide 3 heree en adelante! Y ein inhihideree

nn vemee une dramåtice reduecien de 110 ffig 121.

fieeçecte e le hipdeeeie planteada de que le enzima ee

deleeëerìinde, hicimer eleunee eneeyee cen Fee$eteee elkeline

pere ver elqdn peeihle efecte de este eehre le eueunided meyer de

lr QPH pe1imere:¿ Iii Le que vimee iuefque ne ectud le Feefeteee

eebre el euetrete, dejende intecte el peiipeptide de meyer peee

1e1e:u1er. Haste el memenie ne hemee eeclerecide eete fenemene.



Por otro lado, hicimos algunos @nsayos con anticuerpos 

dirigidos contra la ARN polimeraaa 11, purificada de timo de 

ternera, para rastraar al g~e que codifica para la ARN 

polim~rasa 11 de la Planta del frijol, utilizando una bibliote~a 

gnnómica de frijol, generosamente prestada por el Dr. Luis 

~rrrera Estrella. Por el momento tenemos al gLlnas clonas 

5el~ccionadas, que serviran para la clon~ci;n del gene, 10 cual 

s~~{e de gr~n utilidad en el entendimiento de nluchas cesas que 

",ú'n est;:or c.bscur¿l.s en 5!1 proceso denominado transcripcio"n. 

Futuros e:-:perimentos están enfocados iJ ¡a ulili;:ación de la 

~osfÓ'.tasa tanto en nJ"cleos aislad!:ls con:c en lisad!:ls totalES. 

GO

Per etre Iede, hiclmee llqunee enenyes cen anticuerpo!

diriqidee centra la HHH pelimerasa II, purificada de time de

ternera, para rastrear el gene que tfldlflcl para ll 1'-ìFI¦I'\i
J

pelimeraea II de la Planta del frijel, utilizando una biblleteca

gendmica de Frijel, genereeamente prestada per el Dr. Luis

Herrera Estrella. Per el memente tenemee algunas clenae

eeleccienadae, que eerviran para le clenecidn del gene, le cual

eerfe de eran utilidad en el entendimiente de muchas ceeee que

efin eeter ebecuree en el preceee deneminede trenecripcidn.

Futuree experimentee esten eniecedee a la utilizecidn de la

Fesfeteea tante en ndcleee aieladee cemc en lieadee tetales.
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