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RESUMEN

Durante el almacenamiento inadecuado y el envejecimiento de
las semillas la viabilidad de estas disminuye, ademds de que el
DNA nuclear sufre rupturas. Uno de los primeros eventos que debe
ocurrir en las semillas al empezar 1la germinacién debe ser un
proceso que repare el dafio sufrido por el DNA. En este proceso
participarian varias enzimas y una de las mis importantes serfa la
DNA ligasa. Esta enzima cataliza la unién de
desoxirribonucledétidos contiguos mediante un enlace fosfodiester
del extremo I°-OH con el extremo 5°'-F0s4 de una de las cadenas de
un DNA de doble cadena.

lLa pregunta que surgi® en base a los antecedentes antes
mencionados fue si una de las causas de la disminucién de 1la
viabilidad de 1las semillas es que la DNA ligasa sea
particularmente 14bil al envejecimiento.

FPara poder estudiar la actividad de la DNA ligasa, se montd
la metodologia y se determinaron algunos parimetros ©Optimos de
reaccidén como tiempo, temperatura y concentraciédn del cofactor
(ATF) .

Los reéultados muestran gque durante el envejecimiento de 1las
semillas la actividad de 1la enzima disminuve y que ésta se
recupera conforme pasa el tiempo de germinacidn ( 0-9 h).

Igualmente se sugiere gue existen dos formas de la enzima.



SUMMARY

During senescense and inadeguate storage of seeds their
Qiability ie diminished. Since under these conditions nuclear DNA
seems to be altered, one event that most probably occurs at the
onset of germination is the process of DNA repair. Central to this
process is DNA ligase which catalizes the synthesis of
>phosphodiester bonds between adjacent 3°'-hydroxyl to 5'—-phosphoryl
termini of deoxynucleotides hydrogen-bonded to a complementary
strand.

We therefore decided to explore whether a particular labile
DNA ligase is related to the loss of viability in seeds.

DNA ligase activity was studied using adapted methodology
from reports previously published; some parameters such as time,
optimal temperature and cofactor concentration were determined.

The results show that during senescense the DNA  ligase
activity decreases and that this activity is recovered some hours
(2 h) after the onset of germination. Our findings also sugoest

the possible existence of two forms of the enzyme.



1 INTRODUCCION

1.1 La semilla y su estructura.

La semilla es un ensamblaje de células vivientes. Cada
semilla contiene la potencialidad de generar un nuevo individuo de
su especie. Esti adaptada para sobrevivir en un amplio intervalo
de condiciones no favorables para el crecimiento de la planta,
conservando entonces la posibilidad de permanecer viva por largos
periodos (Thiman, 1980).

La semilla es una estructura eﬁ reposo; por lo general est4
sumamente deshidratada, adaptindose a 1la deshidratacién por
algunas sefiales aun desconocidas, pero es claro que en cuanto el
nivel de contenido de humedad empieza a disminuir, la divisién
celular del embridén se detiene y hay una atenuacidn progresiva de
la s{ntesis de DNA y protefnas. Existen también algunos cambios
estructurales tales como el numero de crestas en las mitocondrias,
una concentracién notable del retf{culo endoplasmico, desaparicién
de vacuqlas y una condensacién de 1la cromatina nuclear. Como
resultado de estos cambios en 1la organizacidén citoplasmica vy
nuclear, el embrién de una semilla puede permanecer viable y con
la capacidad de germinacién por largos periodos (Thiman, 1980).

La semilla 'se desarrolla a partir de un &vulo fertilizado.
Las semillas de las angiospermas por lo general estan formadas de
un embrién que es el resultado de la fertilizacidédn de uha célula
huevo en el saco embrionario y una célula masculina del tubo del

polen; del endospermo, el cual proviene de la fusidén de 2 ndcleos



polares en el saco embrionario con otro nicleo del tubo del polen;
& del perispermo desarrollado en la nucela y la testa o capa de la
semilla, formada de uno o ambos integumentos alrededor del &vulo
(fig. 1) (Bewley and Black, 1978a; Bewley and Black, 1984; Cutter,
1975; Mayer and Poljakof-Mayber, 1975).

El embrién esti4 compuesto del eje embrionario y uno © mis
cotiledones. El eje comprende la rafz embrionaria (radf{cula), el
hipocotilo al cual estan unidos los cotiledones y un tallito con
las primeras hojas (pldmula). El1 cotileddén sencillo de estos
embriones se convierte en el escutelo (Bewley and Black, 1978a;
Cutter, 1975; Esau, 1972; Mayer and. Pol jakof-Mayber, 1975).

ta forma y el tamafo del embrién es variable en relacién a
las otras estructuras dentro de la semilla. Esto depende de la
forma del ovario, las condiciones bajo las cuales la planta
progenitora crecidé durante la formacidn de la semilla y
obviamente, de la especie. En monocotiledoneas y dicotiledoneas
con un endospermo bien desarrollado en 1la semilla madura, el
embridn ocupa menos espacio que en una semilla no endospérmica
(Bewley and Black, 1978Ba; Bewley and Black, 1986; Mayer and
Pol jakof-Mayber, 1975).

La envoltura o testa de la semilla se origina de 1la planta
progenitora y normalmente se desarrolla de 1los integumentos del
Svulo. La testa es de considerable importancia para la semilla ya
que en ocasiones es la Unica barrera entre el embrién y el medio
externo. La testa es generalmente una capa dura; en algunos casos
est4 presente una testa interna delgada formada por el integumento
interno. La naturaleza protectora de 1la testa se debe a 1la

presencia de una cutficula externa y una interna, en ocasiones
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Fig. 1. Diagrama de seccdi6n Longitudinal de una
 semilla de mafz.



impregnada de ceras o grasas y una © mis capas de una pared
celular gruesa. Estas caracteristicas confieren a la testa un
grado de impermeabilidad al agua y/o gases, incluyendo al ox{geno,
as{ que ésto puede consecuentemente ejercer una influencia
regulatoria sobre el metabolismo y el crecimiento de los tejidos y
organos internos de la semilla. En algunos casos, la testa puede
ser mucilaginosa y debido a esto tener una importante -funcidn en
la retencién del agua y dispersidén de la semilla (Bewley and
Black, 197Ba; Bewley and Black, 1986).

El endospermo se deriva, como el embridn, del material
genético tanto materno como paterno. Sus ndcleos primarios
proceden de la triple'fusidén de dos nicleos polares con unoc de los
ndcleos espermiticos. Frecuentemente el tejido endospérmico es
triploide, pero su ploidia puede ser muy alta y difiere en varias
regiones del endosperma. Esta poliploidia procede de procesos
secundarios despugs de la divisiédn del ndcleo primarioc (Thiman,
1980) .

lLa semilla normal contiene material de nutricién el cual
utiliza durante el proceso de germinacidén. Este material esti
frecuentemente presente en el endospermo, como es el caso del mafz
y del trigo. El1 endospermo puede contener una variedad de
materiales almacenados como almidén, hemicelulosas, aceites y/o
protef{nas, aunque una semilla puede o no tener endospermo y éste
no es siempre la principal localizacidén del material de reserva.
En muchas plantas el endospermo esta muy reducido. En estas casos
el material de reserva esta presente en toda la semilla, como es
el caso del frijol. En algunas plantas el material de reserva esta

contenido en el perispermo. El perispermo se origina de la nucela



y no del saco embrionario como en el caso del endospermo (Mayer

. and Poljakof-Mayber, 1975).

Durante el desarrollo de la semilla el endospermo rodea al
embridn y puede persistir como un tejido relativamente grande
hasta que la semilla esta casi por crecer. Pero cuando el embrién
acelera su crecimiento, el endospermo puede ser absorbido o
convertido en una capa fina y el embrién ocupari virtualmente toda
la semilla (Bewley and Black, 1978a).

Dentro del grupo de las angiospermas, se encuentra la familia
de las gramf{neas. El maf{z pertenece a la familia de las gramineas
y como miembro de este grupo botAnico posee sistema de rafces
fibrosas, hojas alternadas, dos hil;ras de vainas paralelas en las
hojas, hojas separadas de la vaina, tallos cilf{ndricos con nédulos
sélidos y flores mis o menos espigadas (Matz, 1969).

El mal{z tiene como nombre botAnico Zea mays Linnaeus; es una
planta monoicaj un arbusto robusto erecto y anual, nativa de
America. Es el Unico cereal sistemAticamente cultivado por los

Indios Americanos. El1 nombre "mafz" proviene del nombre que le

daban los haitianos al cereal, quienes le denominaban mahiz

(Cutter, 1975;Matz, 19469).

El mafz es la segunda planta alimenticia mi&s importante del
mundo, desde el punto de vista de produccién. Con el
descubrimiento de dos mutantes de mafz con alto contenido de
lisina, el mafz juega un papel adn mis importante en la nutricién

humana y animal (Jugenheimer, 1976; Matz, 1969).

1.2. Germinacidn, viabilidad y vigor.



' Podemos considerar a la germinacién de las ocemillas de las
plantas superiores como un ndmero consecutivo de eventos gque se
.. suceden en una semilla inmévil, con bajo contenido de agua y que
se manifiesta como una elevacién en su actividad metabdlica
general para iniciar la formacién de una planta a partir de un
embrién, esto es, pasar del estado de vida latente a 1la vida
activa para producir una planta semejante a aquella de la cual
provino (Bewley and Black, 1978b; Bewley and Black, 198é6; Mayer
and Pol jakof-Mayber, 1975).

Para que las semillas puedan germinar, es necesario que
reunan ciertas condiciones propias de la semilla o intrinsecas y
que ademis ocurran otras dependientés del medio en que se hallan o
condiciones extrinsecas. Entre las primeras podemos destacar que
las semillas esten sanas, bien formadas y que hayan alcanzado una
madurez fisiolégica. Entre las condiciones extrinsecas, las mas
importantes son el agua, la temperatura, el aire o composicidén
paseosa de la atmésfera, as{ como la luz en algunaos casos (Bewley
and Black, 1978aj Bewley and Black, 19863 Mayer and
Pol jakof-Mayber, 1975).

La germinacidn comienza con la toma de agua por la semilla
(imbibicidn) y termina con el inicio de la elongacién del eje
embrionario, usualmente 1la radfcula. Esto implica numerasos
eventos como hidratacién de protefinas, cambios estructurales
subcelulares, respiracién, sintesis de macromoléculas y elongacidn
celular (Bewley and Black, 1978a; Bewley and Black, 1986; Mayer
and Pol jakof—-Mayber, 1975). '

El agua es indispensable para romper los tegumentos,

facilitar la salida del embridén y también para las reacciones



quimicas de estos procesos (Bewley and Black, 1978b).

El aire es necesario para la respiracién de la semilla, tal
como lo es para las plantas, pues en atmésfera carente de ox{geno
no germinan (Bewley and Black, 1978b).

La temperatura es especi{fica para cada especie y cada una
tiene una temperatura minima por debajo de la cual no germina, una
maxima por arriba de la cual tampoco puede germinar y por supuesto
una temperatura éptima de crecimiento (Bewley and Black, 1978b).

Las semillas son bastante Eesistentes a condiciones extremas,
por decirlo asf{, ya que estan en estado de desecacidén. Como
resultado de ésto, pueden retener su habilidad para germinar
(viabilidad), por periodos considerables. El lapso durante el cual
las semillas pueden permanecer viables es extremadamente variable
y depende de las condiciones de almacenamiento y del tipo de
semilla. En general, 1la viabilidad es retenida mejor bajo
condiciones en las cuales la actividad metabdlica de las semillas
esti bastante reducida, por ejemplo, bajas temperaturas y altas
concentraciones de diéxido de carbono. El periodo por el cual las
semillas permanecen viables esti determinado genéticamente y por
factores ambientales. Al parecer, las condiciones de sequedad son
esenciales para el almacenamiento y retencidén de 1la viabilidad,
aunque algunas semillas permanecen viables cuando se conservan
sumergidas en aqua. (Bewley and Black, 1978by Mayer and
Pol jakof-Mayber, 1975; Thiman, 1980).

La viabilidad es retenida por largos perfiodos , espgcialmente
en semillas que tienen una cubieta dura, como en las leguminosas,
donde su viabilidad es retenida por varias décadas (Bewley and

Black, 19863 Mayer and Poljakof-Mayber, 1973).



No sélo el agobin por almacenamiento es lo que hace que la
semilla pierda su viabilidad. Una variedad de factores a 1los
cuales estuvo sometida la planta progenitora durante la formacidn
y maduracién de la semilla pueden tambien afectar la viabilidad de
la semilla. Tales factores incluyen: disponibilidad de agua,
temperatura, nutricién mineral, luz, etcy aungue estos factores
ambientales son de importancia secundaria, comparados con los del
control genético de viabilidad de 1a semilla (Mayer and
Pol jakof~-Mayber, 19735).

En términas generales el vigor se define como 1a habilidad
que tiene una semilla de crecer correcta y répidamente. Una
definicién mis amplia es la habhilidad de una semilla para producir
una planta bien formada capaz de incrementarse en tamafo y volumen
mientras tadavi{a dependa de sus propias reservas. El vigor de la
planta o semilla es usualmente caracterizado por el peso de 1la
planta después de un perfiodo de crecimiento en un ambiente dadoj
en la cantidad de reservas gue estin presentes, la rapidez con 1la
cual éstas son movilizadas y la eficiencia de su metabolismo
(Roberts, 1972).

'
1.3 DaRMos genéticos relacionadas con la pérdida de 1la

viabilidad.

Se sabe que los factores que influyen principalmente en 1la
longevidad de una semilla en almacenamiento son temperatura vy
humedad. Estudios realizados por un gran ntmero de investigadores
en una amplia variedad de semillas y granos, han mostrado que casi

cualquier combinacidén de tiempo, temperatura y humedad lleva a la



pérdida de la viabilidad durante el almacenaje y también a una
”éran cantidad de dafNos genéticos en los sobrevivientes (Bewley and
Black, 1978b).

Las semillas pueden acumular daffo cromosomal durante aRos vy
cuando la frecuencia de células afectadas excede un valar critico,
el embrién no puede germinar y se clasifica como muerta. Sin
embargo, no debemos olvidar que 1las lesiones citoplismicas son
probablemente acumuladas al mismo tiempo que las atras y ésto,
independientemente o en conjuncidén con las lesioﬁes nucleares,
puede constituir los cambios letales (Bewley and Black, 1978b).

La mayor{a de 1las células con cromosomas aberrantes de
semillas supervivientes no persisten mis allA de una simple
divisién celular, ya que las células hijas contienen grandes
desbalances genéticos y desaparecen desde el estado de células
apicales antes de que la rafz crezca. Un daflo genético menor, por
mutaciones en genes recesivas puede persistir y puede ser
enmascarado por los alelos dominantes, teniendo un efecto minimo
en el metabalismo celular. Sin embargo, algunos genes recesivos
pueden ser letales en células haploides (Bewley and Black, 1978b).

Abdalla y Roberts (1968B), han sugerido que el numero de
aberraciones cromosémicas observadas en la primera divisidn
celular durante la germinacién, puede ser tomado como una medida
del dafio acumulado durante el perfodo de almacenamiento. Se ha
observado un alto numero de aberraciones cromosomales en plantas
provenientes de semillas viejas.

Peto (1933), trabajé con semillas de maf{z y parece haber sido
el primero en observar que ocurrf{an’ frecuentes aberraciones

cromosomales visibles en células de rafces de semillas viejas.



;"6;;6 no sbélo ‘el envejecimiento de las semillas puede
ocasionar rupturas y aberraciones cromosomales. Por ejempla, el
almacenamiento a temperatura alta puede ser también la causa de
rompimiento cromosomal. Una serie de trabajos por Navashin y
Shkvarnikov (Navashin 1933, Shkvarnikov 1936 y 1939), en trigo,
muestran que tratamientos de semillas frescas con temperatura de
50-60°C por 20 dfas tienen un efecto comparable en cuanto a la
produccién de aberraciones cromosomales con aquellas semillas
almacenadas por 6-7 affos a temperatura ambiente. én contraste,
Smith (1943-19446) reporté que la exposicién de semillas de
cereales a temperatura de 50-70°C por S5—15 dfas o a BO°C por 45-80
min no presentan o tienen pocos efectos sobre la frecuencia de
aberraciones cromosomales.

Cheah y Osborne (1978), reportaron gue cuando una semilla
pierde viabilidad, el peso molecular del DNA disminuye y esto
ocurre debido a los rompimientos que sufre el DNA principalmente
nuclear. La pérdida de viabilidad es muy rapida a altas
temperaturas y humedades y es poca prabable que ésta se pueda
explicar por mecanismos casuales; sin embargo, la accién de
nucleasas (endonucleasas) pareciera ser el mecanismo miAs comin
para gue el peso molecular del DNA disminuya.

Garcfa Rendon, M. (1985), reportd que tratamientos con
temperatura y/o humedad altas producen deterioro en semillas de
mafiz Chalquefio, lo que se refleja en una disminucién de la
viabilidad y capacidad de crecimiento de las mismas y que parece
haber una relacidén directa con la baja en la integridad del DNA.
Otro hallazgo importante es el hecho de que en semillas tratadas 2

dfas a 60°C y 6 dfas a 40°C con 100% de humedad relativa, se
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presenta una cafda considerable en 1la incorporacidén de
timidina al material insoluble en &cido tricloroacético (sintesis
dé DNA) desde las primeras horas de germinacién, por lo que
sugiere que ambos tratamientos han afectado el aparatoc de sintesis
de DNA y que al parecer no hay reparacién del daffo durante las
primeras 15 horas de germinacién.

Meléndez Ldpez 8.6. (1987), demostrd que el DNA de las
semillas de mafz (var. Chalquefo) tanto de semillas control como
de semillas que fueron tratadas con temperatura y/o humedad, se
éncuentra fragmentado al iniciar la germinacién y que el peso
molecular del DNA se recupera conforme avanza la germinacidén (0-15
h), por tal motivo se puede sugeri; que sucede un proceso de tipo
reparativo durante este tiempo de germinacién.

Vazquez Ramos et al. (1988) mencionan que debido a los
tratamientos con temperatura y/o humedad a que fueron sometidas
las semillas de mafz la actividad de la DNA polimerasa disminuye,
pero que conforme avanza el tiempo de germinacién (0-15 h) 1la
actividad de la enzima se recupera debido a una sintesis de novo.
Ademas, el efecto de los tratamientos sobre la actividad de la DNA
polimerasa no parece ser un efecto general sobre todas las enzimas
presentes en la semilla seca ya que al medir otras enzimas no
relacionadas con el metabolismo del DNA se encuentra que algunas
como la catalasa y la alcohol deshidrogenasa no sufren alteracién
alguna, mientras que la actividad de otras como 1la malato
deshidrogenasa disminuye considerablemente.

Villiers (1974), reportd que también las semillas ae lechuga

que son almacenadas en condiciones de sequedad al parecer permiten

la acumulacidén de daffos nucleares, en un grado mis o menos rapido



dependiendo de las condiciones de almacenamiento. Sin embargo,
siendo ésta una semilla latente, condiciones de almacenamientoc con
imbibicién de agua permitian a la semilla mantenerse con una alta
capacidad de germinacién y un alto grado de estabilidad genética.

Un da®o cromosomal intenso puede perjudicar la actividad de
molde del DNA y as{ reducir la sintesis de RNA y finalmente la
sintesis de protefnas. Los efectos en la transcripcién y la
traduccién perturbarin la germinacién ya que ella depende de estos
procesos. Es por ello que puede afirmarse que el DNA juega un
papel importante en la pérdida de la viabilidad (Bewley and Black,
1978b) .

Ademas, Cheah y 0Osborne (197B)lmencionan que las semillas con
un bajo porcentaje de viabilidad tienen una disminucién en la
habilidad para sintetizar RNA y protefnas; mencionan también que
existe una falla en el acoplamineto respiratorio, una pérdida de
la actividad de enzimas (deshidrogenasas, transferasas GTP
dependientes), fallas en los ribosomas y pérdida del RNA rico en
poli A de vida larga.

También, Muro Rico, M. (1986) reporté que al someter las
semillas de mafz a tratamientos de temperatura y/o humedad, se
provoca deterioro que se manifiesta en la incapacidad de
sintetizar RNA y proteinas en las primeras 15 horas de
germinacidén.

La pérdida progresiva de la integridad del RNA ribosomal en
semillas secas ha sido demostrada durante el proceso de
envejecimiento. Los rRNA‘s 18 S y 25 S sufren una gran dégradacién
por la accidén de las ribonucleasas que son extremadamente

resistentes al deterioro, ya que a pesar de que la semilla esté



muerta, o sea, nNo viable, dichas enzimas todavia pueden ser
aisladas y permanecer activas (Thiman, 1980).
Todos estos son eventos asociados con germinacién lenta y

pérdida de viabilidad y vigor.

1.4, Efecto del deterioro de las semillas en la si{ntesis de

ATP y en la respiracién.

La actividad mitocondrial en semillas viables aumenta con el
tiempo después de empezada la imbibicién y ocurre un acoplamiento
mis eficiente en la sintesis de ATP y mayor consumo de ox{geno
(Thiman, 1980).

En embriones de centeno, arroz y mafiz no viables, se obéerva
una apariencia anormal en la ultraestructura de la wmitocondria,
ademis de observarse de un tamaflo mayor. A los dos o tres dias
ocurre una lisis completa. Las semillas de maf{z que no pueden
germinar consumen poco oxigeno; recientemente se ha querido
correlacionar la disminucién en la actividad de enzimas
respiratorias con un intercambio gaseoso reducido (Thiman, 1980).

La membrana externa de muchas mitocondrias esti deformada
formando vesf{culas y est4 disociada de 1la membrana interna que
también se encuentra desorganizada. La membrana plasmitica se
encuentra frecuentemente separada de la pared celular y ademés la
semipermeabilidad y 1la integridad molecular se encuentran
disociadas. La membrana nuclear también presenta rupturas e
irregularidades (Thiman, 1980).

No se conoce hasta que punto la disminucién de la actividad

de enzimas respiratorias contribuye al deterioro del proceso



respiratorio; pero recientemente se ha observado que la si{intesis
de algunas enzimas e isoenzimas respiratorias se lleva a ¢abo en
embriones viables pero no en los no viables (Thiman, 1980).

La pérdida de viabilidad de semillas en estado seco es un
evento progresivo expresado en la germinacién por fallas en el
vigor de los embriones y un bajo establecimiento de las plantas.
En términos bioquimicos ésta pérdida del vigor aparece como un
decremento en la actividad mitocondrial (ARbu Shakra y Ching,
1967}, baja actividad de enzimas respiratorias (Lakgn, 194%) y una
baja produccién de ATP (Ching, 1973). Pero la mayor lesién es 1la
falla progresiva del sistema de sintesis de protef{nas.

1.5. DNA ligasa.

Debido a que el almacenamiento inadecuado y el envejecimiento
de las semillas causa gue el DNA sufra rupturas, uno de los
procesos gue debe ocurrir al iniciar la germinacién debe ser la
reparacién del dafo sufrido. Una de las enzimas mis importantes en
este proceso es la DNA ligasa.

Lta DNA ligasa es la enzima que cataliza 1la unién de
nucledtidos mediante un enlace fosfodiester del extremo 3°'-0H con
el extremo 5°'P0¢ de una de las cadenas de un DNA de doble cadena.
Esta funcidén la realiza con la concomitante ruptura de NAD a AMP y
NMN o de ATP a AMP y PPi, dependiendo de 1la fuente de donde
provenga (fig. 2) (Kornberg, 1974).

Esta enzima es muy importante en el metabolismo dei DNA ya
que participa en recombinacidn genética,.replicacién y reparacidén

{Kornberg, 1%974).
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Fig. 2. Mecanismo de reaccidn de la DNA ligasa. +
i) Formacién del complejo Enzima—-AMF por la ruptura de ATF © NAD
por el ataque nucleofflico del g-amino del residuo de lisina de la
enzima al fosforo o en relacidn a la Adenina.

ii) Unién del AMF del complejo al extremo S°'~FO« del DNA para
formar una unidén prrofosfato.

iii) Atague nucleofflico del OH del extremo 3° del DNA al fosforo

S, formacidn del enlace fosfodiester y liberacidn de AMF.
Tomado de Lehman, 1974.



HMartin Gellert (1947) al parecer, fue el primero en reportar
‘de manera concluyente la actividad de una enzima en extractos de
E. coli que es capaz de formar circulos covalentemente cerrados de
DNA del fago A. Para ello, se basé en el qgrado de sedimentacién
del DNA en gradientes alcalinos de sacarosa Yy microscop{a
electrénica. Esta actividad requerfia de iones magnesio.

En 1947, Olivera y Lehman reportaron que mediante un proceso
de ruptura y re-unidén se llevaba a cabo la recombinacién genética.
Este era un proceso muy similar al que ocurrfa durante la
reparacidn en oscuridad del DNA irradiado con luz U.V.

Todos éstos procesos eran llevados a cabo por una enzima que
provenia de extractos de E. coli y hue realizaba la funcidén bajo
condiciones espec{ficas, por ejemplo, que los nucledtidos a ser
unidos pertenecieran a una doble cadena de DNA y que estuvieran en
la misma cadena. Esta enzima requerifia de cationes divalentes (ng+
o €a®h y un cofactor que era termoestable. La actividad 1la
midieron utilizando poli dA/oligo dT.

En ese mismo afo, Olivera y Lehman (1967), reportaron que el
cofactor de la enzima era NAD y que éste se rompfia en AMP y NMN.
También observaron que se necesitaba un extremo 3'-DH para que se
llevara a cabo la reaccién ya gue si éste era cambiado por un
extremo 3'-POs (aunque el extremo 5° fuera OH), la reaccidén
disminufa grandemente (aprox. B0%Z). Ademis, estos mismos autores
reportaron en 1968 otra actividad de 1la enzima que era 1la
formacién de circulos de DNA de cadena sencilla de copolimeros de
dAdT.

Weiss et al. (1968), publicaron un reporte sobre la actividad

de la enzima en extractos de E. coli gue habfa sido infectada por



el fago T4. Esta enzima utiliza ATP en vez de NAD como cofactor,
..el cual también es escindido en AMP y PPi. Este estudio 1lo
realizaron utilizando DNA del fago T7, el cual fue tratado con
DNasa pancreatica para producir rompimientos en cadena sencilla vy
as{ obtener los grupos 3'-DH y S5°'-P0« terminales. Después trataron
con fosfatasa alcalina para sustituir 1los grupos POe¢ de 1los
extremos S° por fosfatos marcados radiactivamente adicionando
polinucleétido cinasa y ATP [r—szP] y observaron la marca unida a
doble cadena. Ademids nuevamente agregaron fosfatasa-alcalina para
asegurarse que el DNA estuviera covalentemente ligado y no hubiera

. . 82 N PR
liberacidn de P. Los resultados que obtuvieron fueron similares

a los de Dlivera y Lehman. '

En ese mismo afio Weiss et al. publicaron algunas propiedades
de la DNA ligasa, como el recambio entre ATP y PPi y la formacidn
de un complejo enzima-AMP intermediario de la reaccidén de unién de
los extremos del DNA.

En 1974 Lehman publicd un artf{culo resumiendo algunas de las

caracteri{sticas de 1la enzima de E. goli y la del fago T4. El peso

molecular para la enzima de E. coli estia entre 74-77000 D y la del
fago T4 entre 63-68000 D. Ambas utilizan diferente cofactor siendo

NAD el de la ligasa de E. coli y ATP el de la del fago T4. La DNA

ligasa del fago T4 puede catalizar la unidn de
oligodesoxirribonucledtidos u oligorribonucleétidos en un hibrido
duplex RNA-DNA, lo que la enzima de E. goli no puede hacer.

El primer indicio de la actividad de la DNA ligasa en células
eucaridénticas fue reportado por Lindahl y Edelman eﬁ 1968 en

células de médula dsea y de bazo de conejo. La actividad era muy

eimilar a la actividad de la enzima de E. coli infectado por el



fago TA. Ambas enzimas son dependientes de ATP.

Howell y Stern en 1971 también reportaron la actividad de la
enzima en eucariontes. El sistema de estudio que wutilizaron fue
microsporocitos de azucena en desarrollo.

Mis tarde se observé que aparentemente exist{an dos tipos de
DNA ligasas que podfan ser separadas mediante procedimientos
serolégicos. En este reporte, Soéderhall vy Lindahl (1975,
mencionan que existen dos actividades. Por una parte, una mayor
correspondiente a una DNA ligasa que esta presente en extractos de
timo de ternera, que reguiere ATP y gue tiene un peso molecular de
175-220000 D. Esta enzima denominada DNA ligasa 1 actda de manera
muy similar a la de E. coli infecéada por el fago T4. Ademis de
esta actividad, en los extractos se encontraron con una segunda
que también requiere ATP, pero tiene propiedades diferentes de
fraccionamiento y es mis 14bil a la temperatura que la 1ligasa I.
lLos anticuerpos contra la DNA ligasa I no inhiben la actividad de
la otra enzima.

En 1982 Teraoka y Tsukada, mencionan que la DNA ligasa 1 se
encuentra en el citoplasma y que la DNA ligasa II se encuentra en
el nicleo y es de menor peso molecular, ademis de que la actividad
de 1a DNA ligasa ] es mayor'cuando la célula estid en crecimiento,
mientras que la de la DNA ligasa II parece permanecer constante.

Arrand et al. (1986), mencionan que el peso molecular de 1la
DNA ligasa I est& entre 180-200000 D y la DNA ligasa II de B0OOOO
D. La DNA ligasa I solo une oligo desoxirribonucleétidog mientras
que la DNA ligasa II puede unir oligodesoxirribonucledtidos
alineados a polirribonucleétidos complementarios. La ligasa 1

puede unir extremos rasurados cosa que la ligasa II no -puede



Zlder =t al. (1987), reportar;:nk la actividad de la DNA ligasa
provenizante de embribnes de centeno, mencionando la relacién entre
la actividad de la enzima y la reparacién del DNA alterade tanto
por envejecimiento como por daflo con rayos y, haciendo notar gue
la actividad de la enzima disminuye a causa del deterioro y que no
se recupera con el tiempo de imbibicidn (0-6 h), ademis de que los
rayos y no estimulan la actividad de ésta a pesar de que causan
mayor dafio al DNA.

Daniel y Bryant (1988), estudiando semillas de chi{charo
encontraron dos actividades de DNA ligasa, una unida a cromatina y
otra soluble. La actividad de la enzima unida a cromatina aumenta
conforme pasa el tiempo de imbibicién (8~4B h) y después &ecae
{48-~-72 h), en tanto que la enzima scluble aumenta durante todo el
tiempo en que se hizo el experimento (8-72 h). Ambas formas son
inhibidas por dTTP (y no por otro dNTP), siendo m&s sensible la
forma soluble.

Los genes de las DNA ligasas de Schizosaccharomyces pombe y el

de Saccharomyces cerevisiae han sido cleonados, secuenciados y

comparados, observandose que existe una gran homologfia entre
ellos, sobre todo en el lugar que se sugiere constituye al sitio
activo y gque posee a la lisina donde se une el ATF (Barker gt al,

1987).

1.6. Antecedentes inmediatos sobre el estudioc de la relacidn
entre viabilidad e integridad de los sistemas de sintesis de DNA

en ejes embrionarios de mafz.



En el laboratorio estamos interesados en el metabolismo  del
DNA y su relacién con el deterioro de las semillas de malz.

Se han encontrado algunos factores que son alterados debido
al deterioro de las semillas como son ¢ disminucidn de la
viabilidad y capacidad de crecimiento de las mismas (Garcia,
1985), pérdida de la integridad del DNA, cafda de la sintesis de
DNA (Garcfia, 1985), RNA y protefnas (Muro, 1986), disminucidén de
la actividad de la DNA polimerasa durante las primeras horas de la
germinacién y su posterior recuperacién debido a una sintesis de
nova (VAzquez, 19863 Vazquez et al, 1988), (aunque no todos los
tratamientos que provocan disminucidén de la viabilidad disminuyen
la actividad de la DNA polimerasa yé que los rayos y afectan 1la
viabilidad pero no la actividad de la DNA polimerasa). También se
ha observado que el DNA se encuentra fragmentado al iniciarse la
germinacién y que conforme avanza el tiempo de germinacién (0-15
h) la integridad del DNA se recupera sugiriendo la presencia de un
proceso de tipo reparativo (Meléndez, 1987).

La pregunta que surgidé a partir de éstos antecedentes fue si
una de las causas de la cafda de la viabilidad de las semillas de
maf{z era debida a que la DNA ligasa fuera particularmente 14bil a
los tratamientos de temﬁeratura y/o0 humedad. Esto, aunado a 1la
cafda en la capacidad de sintesis de RNA y protefnas y junto con
la cafda de la actividad de la DNA pnliﬁerasa, explicaria por qué
a pesar de que al parecer el DNA recupera sd integridad las

semillas siguen siendo poco viables.



2. HIPOTESIS
Una de las causas de la disminucidn de la viabilidad de las
semillas es debida a la alteracién de la actividad de 1la DNA

ligasa, la cual es particularmente 14bil a tratamientos de

temperatura y/o humedad.

3. OBJETIVOS

Montar la metodologia para medir la actividad de 1la DNA
ligasa.
Comparar la actividad de 1la enzima proveniente tanto de

semillas sin tratar como de semillas tratadas.

Realizar una purificacién parcial de la enzima.



4. MATERIALES Y METODOS.

4.1. MATERIALES:
Material Bioldgico:
Las semillas de mafz utilizadas en este trabajo fueron
variedad Chalquefiao, las cuales fueron proporcionadas por PRONASE
(Productora Nacional de Semillas) al Departamento de Bioquimica de

la Facultad de Quimica.

Reactivos:
Soluciones amortiguadoras y reactivos utlizados.

4.1.1. Medio de cultivo Luria:

Triptona 10g9/1
Extracto de levadura Sg/1
NaCl Sq/1
Timidina S0mg /1
Agar (para medio s&lido) 12g/1
Ampicilina (para medio selectivo) 20mg/1

4.1.250lucién amortiguadora STE:
“Tris-HC1 pH=7.5 10mM
NaCl 10mit

EDTA . imM



T4 0173. Bolucién amortiguadora TE:
Tris—HCl pH=7.5 10mM

EDTA imM

4.1.4. Soluciones amortiguadoras para digestisén
endonucleasas de restriccidén:

Concentracién media de sales (10X):

Tris-HC1 pH=7.5 500mM
NaCl £00mM
MgClz 70mM

Concentracién alta de sales (10X):

Tris-HC1 pH=7.5 &0mM
NaC1l ) 1500mM
MoCl2 4H0mM

4.1.4,5S0lucién amortiguadora para carga del gel (10X):

Sacarosa I7%
EDTA S50mM
SDS 0.01%
Azul de bromofenol ‘ . 0.1%

4.1.5. Solucidén amortiguadora TBE para electroforesis:
Tris base 89mM
Acido bérico 89mM

EDTA ’ 2mM

por



" &4,1.6. Solucién amortiguadora

Tris-HC1 pH=9.0 S00mM
MgClz 10mM
ZnClz imM
Espermidina 10mM
4.1.7. Solucién amortiguadora para polinucledtido cinasa
(10X):
Tris-HC1 pH=7.6 S00mM
MgClz 100mM
DTT S0mM
Espermidina ) imM
EDTA inM

para fosfatasa alcalina (10X):

4.1.8. Extraccidn de plismido por lisis alcatltina:

Solucidén I:
Tris-HC1 pH=8.0
Glucosa
EDTA

Solucidn Il:

NaOH

SbS

25mM
S0mM

10mM

0.2N

i%

4.1.9. Solucién amortiguadora para imbibicién de embriones:

Tris-HC1 pH=7.5
KC1
MaClz

Sacarosa

S0mM
S50mM
10mM

2%



Cloranfenicol

4,1.10. Solucidn amortigﬁadnfa?’~para
embriones:

Tris—HC1 pH=7.8

KC1

Sacarosa

Bisulfito de sodio

DTT

EDTA

PMSF

S50ug/m)

homogenacidén

S0mM
500mM
250mM

10mM

Z2mM
1mM

1mM

4.1.11. Solucién amortiquadora para medir la actividad de

DNA ligasa:
Tris-HCl1 pH=7.8
MgClz
BSA

ATP
KC1

4.1.12. Li{igquido de centelleo:

(1,4-bis(2-(S5~feniloxazolil))

benceno (M2 PDPDP)

2,5-Difeniloxazol (PPQO)

Tolueno

20mM
omM
2mg/ml
SmM

20mM

0.1q
5.0g
1.0 1¢

4.1.13. Reactivo "A" para la determinacidén de proteinas:

Desoxicolato de sodio (DOC)

0.15%

de

la



-Acido triclorcacético (TCA) TZ%

Solucidn de Cobre-Tartrato-

Carbonato (CTC):

NazCOs U Lo%
CuS0¢~5H2D 0.1%
Tartrato de sodio y potasio 0.2%4

(estable por dos semanas a temperatura ambiente)

4.1.14. Reactivo "B" para la determinacién de prote{nas:
Reactivo de Folin-Ciocalteu 1 volumen

Agua desionizada 5 volumenes

4.1.15. Soluciones amortiguadoras de cloruro de sodio:
Todas las soluciones de cloruroc de sodio utilizadas para
la purificacién de la enzima por cromatograf{a en columna
contenfan los wismas reactivosy 1o dnico Que varid fue la

concentracién de cloruro de sodio.

Tris-HC1 pH=7.5 50mM
EDTA imM
Glicerol 10%

f~mercaptoetanol 1M

PMSF 0. 15SmM
Solucidn amortiguadora "A": 7 '

Cloruro de sodio 1Omit
Splucidén amortiguadora "B":

Cloruro de sodio 400mM-



Salucidén amortiguadora "C':

Cloruro de sodio &£00mM



4.2. METODOS

4.2.1. Introduccién del plidsmido par transformacién bacteriana.
(Maniatis et al, 1982).

1. Crecer la bacteria en medio de Luria l{iquido durante toda la
noche a 37°C.

2. Pasar 1/50 del volumen inicial a un matraz erlenmeyer de S0 ml
con 20m} de medio de Luria l{quido e incubar a 37°C durante 2~3 hr
con agitacidn vigorosa.

3. Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn, se transfiere a
tubos de centr{fuga (estériles) y se centrifuga a 3000 rpm en una
centr{fuga clinica, 10 min a 4°C.

4. Se decantan y se resuspenden en, 1/2 del vol. tatal con CaCla2
S0mM (frio), reposan S min en frio. Centrifugar 10 min. a 3000 rpm
en una centri{fuga clinica a 4°c.

5. Se decantan y se resuspenden en 1/15 del volumen total con
CaClz (frio). Se dejan reposar 1 h en frio.

&. Pasar 0.2 ml a un tubo eppendorf que contiene 1 pl de DNA en
100ul de Tris 10mM pH 7.5 y mezclar. Reposar por 25 min en hielo.
7. Dar un choque térmico a 37°C por 2 wmin. Reposar 10 min a
temperatura ambiente.

8. Transferir a un tubo que contiene 3 ml de medic de Luria
lfquido e incubarlc a 37°C por 1 h.

9. Centrifugar a 3000 rpm, 10 min a temperatura ambiente.
Resuspender en el l{quido remanente y sembrar en cajas con wmedio
de cultivo sélido ( en este caso se observa el desarrollo de
las bacterias en medios que contienen antibidtico ya que el

plasmido transferido contiene la resistencia al antibiética).

4.2.2. Extraccidn del DNA plasmidico. (Maniatis et al, 1982)

1. Crecer las bacterias en 500 ml de medio lfquido de Luria en un
matraz de 2 litros con aereacidén vigorosa por 24 h.

2. Recolectar las células por centrifugacidén a 3000 xg, 10 min a
0°C, en botellas de centrifugacidn.

3. Lavar las células con 10-20 ml de STE fric. Transferir 1las

células a tubos de centri{fuga y centrifugar a 5000 rpm, 10 min



a o°c.

4. Resuspeﬁdnr cada pastilla en 6 ml de sacarcsa al 25% en . Tris
SOmM pH 8.

5. Adicionar 2 ml de lisozima (10 mg/ml). Mezclar suavemente en
hielo por 5 min.

6. Adicionar 2 ml de EDTA S00mM pH 8.5 frio. Mezclar suavemente en
hielo por S min.

7. Adicionar 10 ml de una solucién fria de Tritdn (0.1 ml de
Tritén X-100, 12.5 ml de EDTA 500mM, Sml de Tris IM y 80 ml de
Hz0). Mezclar suavemente y dejar reposar en hielo por 10 min.

B. Centrifugar 60 min, 15 000 rpm a o°c.

9. Recuperar el sobrenadante y extraer con 4 ml de fenol saturado
con STE. Centrifugar 10 min, 12 000 xg a o°c para separar fases.
10. Remover la fase acuosa y adicionar 1/20 del volumen total de
acetato de sodio 3M y 2 volumenes de etanol absoluto frio. Mezclar
y colocar a -70°C por 30 min.

11. Centrifugar &40 min, 10 000 rpm a -10°¢C. Resuspender la
pastilla en 14.4 ml de STE.

12. Adicionar 15g de CsCl sélido y 0.6 ml de bromurc de etidio 10
mg/ml. Transferir a tubos de ultracentrifugacidn .

13. Cenrifugar a 130 000xg, 15°C por 36-48 hrs.

14. Visualizar las bandas con una limpara de luz ultravioleta de
aonda larga. Abrir la parte superior del tubo y colectar 1la banda
inferior que es la del plasmido con una jeringa con aguja del #18.
15. Remover el bromuro de etidio por extraccidn con isopropanol
y STE saturado con NaCl, 2 & 3 extracciones.

16, Diluir con S5 volumenes de agua esteril, adicionar 2 volumenes
de etanol absoluto fr{o, mezclar y colocar a -70°C por 30 min.

17. Centrifugar &0 min, 12 000 xg a -10°C.

18. Decantar el sobrenadante. Secar los tubos. Resuspender la
pastilla en 0.4 ml de STE y transferir a tubos eppendorf.

19. Adicionar 1 ml de etanol absoluto frio, mezclar y colocar a
~70°C por 30 min.

20. Centrifugar por 10 min a 4°C en una microfuga. Decantar. Secar
los tubos en vacio. Resuspender el pliasmido puro en 0.4 ml de STE.
#También se hizo la extraccién del plasmido por 1lisis alcalina

reportada por Maniatis et al. (29).



4.2.3. Ensayo de corte del DNA con  enzimas® de-
restriccitn (Maniatis gt a1, 1982).
1. Mezclar:

S50-80 pmoles de DNA plasmidico

S pl de buffer de concentracidén media de sales
2 unidades de EcoRI

H20 cbp 50 ul

2. Incubar a 37°C por 1-2 hr,

3. Extraer el DNA con 50ul de fenol saturado con STE.

4. Centrifugar 3 min a 4°C en una microfuga, tomar la fase acuosa
y repetir los pasos 3 y 4.

5. Adicionar 1/20 del volumen total de acetato de wodia 3M y 2
volumenes de etanol absoluto frio. Colocar a -70°C por 30 min.

6. Centrifugar 10 min a 4°C en una microfuga. Decantar y lavar con
0.5 ml de etanol al 70% en STE. Centrifugar. Decantar.

7. Secar el DNA en un desecador al vacio. Rsuspender en 10ul de

STE.

4.2.4. Ensayo de fosfatasa alcalina (desfosforilacién del DNA)
(Maniatis et al, 1982).
1. Mezclar:

S50 pmoles de DNA digerido con alguna enzima de restriccidn
Sil de buffer de fosfatasa alcalina

1 unidad de fosfatasa alcalina

H20 cbp S50 ul

2. Incubar a 37°C por 30 amin.

3. Adicionar otra alf{cuota de fosfatasa alcalina y continuar 1la
incubacidn por 30 min.

4. Adicionar 40 ul de H20, 10yl de STE 10X y 5 ul de SDS 10%.
Calentar a 68°C por 15 min.

S. Extraer 2 veces con fenol saturado con STE.

6. Pasar la fase acunsa a través de una columna de Sephadex 6-50
equilibrada con buffer TE por centrifugacién a 3000rpm en una
centrifuga clinica 4 min.

7. Precipitar el DNA adicionando 1/20 del volumen de acetato de
sodic y 2 volumenes de etanol absoluto frio. Colocar a ‘~70°C por
30 min. Centrifugar 10 min a 4°C en una microfuga, decantar y

resuspender en 10 ul de TE.



4.2.5. Marcaje de extremos 5'—fosfatos con P (Maniatis et al,
1982).
1. Mezclars

50 pmoles de DNA desfosforilado

10 unidades de polinuceétido cinasa de T4

50 uCi de [p-"°P] ATP (act. esp. 3000 Ci/mmol, NEN Research
Products)

Sul de buffer de polinucleédtido cinasa

H2Q cbp S0 ul

2. Incubar a 37°C por 30 min.

3. Adicionar 2 ul de EDTA 0.5 M. Extraer dos veces con fenol
saturado con STE.

4. Precipitar el DNA adicionando 1/20 del volumen de acetato de
sodio 3M y 2 volumenes de etanol absoluto frio. Coiucar a -70°C
par 30 min, centrifugar, decantar y resuspender el DNA marcado en
1001 de TE.

5. Separar el DNA marcado del no marcado por cromatograf{a en una
pequefa columna de Sephadex G-50 por centrifugacidén a I000 rpm en

una centri{fuga clinica por 4 min.

4.2.6. Deterioro de las semillas,

lLas semillas se colocaron en cajas de Petri y se incubaron
bajo las siguientes condiciones: 40°C con 100% de humedad relativa
durante & dfas (tratamiento humedo) & &0°C durante 2 dfas
(tratamiento seco). Después de transcurrido el tiempo de los
tratamientos, se procedié a extraer los ejes embrionarios de las

semillas.

4.2.7. Imbibicidén de los ejes embrionarios.

Lotes de 0.4g de ejes embrionarios fueron desinfectados con
hipoclorito de sodio (NaOCl, 0.5%) por 30 seg y después lavados
perfectamente con agua desionizada y estéril. Estos ejes se
colocaron entre discos de papel filtro estériles en tubos de
cultivo o en frascos estériles (ésto se realizé bajo condiciones
de esterilidad). Después se agreqgd solucién amortiguadora de
imbibicién (400u1). Los tubos se taparon una vez que se agregd la
solucién amortiqguadora, para evitar evaporacién y se incubaron
durante 0, 3, 6 y 9 horas a 27°c.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn, los ejes



embrionarios se sacaron de los tubos Yy se homogenaron. En caso de
que no fueran a ser procesados de inmediato, los ejes se colocaron

en tubos de ensaye y se guardaron a —70°C.

4.2.8. Extraccién de la ligasa proveniente de ejes embrionarios de
semillas de mafz (Elder et al, 1987).

1. Homogenar los ejes en un mortero preenfriado con buffer de
homogenacién.

2. Homogenar 3 veces en un politrén por 30 seg. a mixima
velocidad.

3. Centrifugar a 12 000xg por 15 min a 4°c.

4. El scbrenadante se vuelve a centrifugar a 170 000xg por 1 hr a
a°c.

5. El sobrenadante es la fuente de enzima.

4.2.9. Ensayo de actividad de la DNA ligasa.

1. Mezclar:

0.1 pCi de DNA marcado radiactivamente

Buffer de ligasa

80-100 ug/ml de proteina del extracto enzimitico
H20 cbp 40 ul.

2. Incubar a 37°C por 10 min.

3. Separar en 2 alfcuotas de 20ul cada una. A una se le adiciona 1
unidad de fosfatasa alcalina y se calienta por 20 min a 80°C.

4. Se enfria inmediatamente en hielo.

5. Adicionar 100 ul de DNA de alto peso molecular y 250 ul  de
4cido tricloroacético (TCA) AL 20%.

6. Dejar reposar 1 hr en hielo.

7. Filtrar en membranas de fibra de vidrio (GF/A Whatman), lavar
con 5 ml de TCA al S% fri{o y con 15 ml de etanol frio.

B. Secar las membranas, colocarlas en frascos con lfquido de
centelleo y contar en un contador de centelleo.

9. La actividad estarid dada por la relacién entre las cuentas
resistentes a fosfatasa alcalina y las cuentas sin tratar con
fosfatasa alcalina menos el blanco. La actividad espec{fica se da
en % de marca resistente a fosfatasa alcalina entre la cantidad de
protefnas.

10. En caso de que se quisiera producir una }uagen

autorradiogrifica, el protocolo serid el siguiente: seguir el



protocolo hasta el punto 4 y después se le adiciona 2yl de buffer
de carga.

11. Se colocan las muestras en los pocillos de un gel de agarosa.
12. Se corre la electroforésis a 20-30mA durante 6-7 horas.

13. Se lava el gel para quitar exceso de marca inespec{fica.

14, Se seca el gel entre hojas de papel filtro por toda la noche.
15. El gel deshidratado se coloca sobre una placa de vidrio
envuelta en "Ega Pack" y se cubre con otra capa de “Ega Pack".
16. Se coloca una placa de rayos X encima del gel, se cubre con
otra placa de vidrio y se deja envuelto con hojas de papel
aluminio para guardarlo de la luz durante el tiempo deseado (todo

esto se realiza en un cuarto oscuro).

4.2.10. Revelado de las placas de rayos X.

1. En un cuarto oscuro, se saca la placa de rayos X y se deposita
en una charola que contiene solucién 'reveladora para placas de
rayos X de manera que quede bien cubierta la placa darante 5
minutos.

2. Transcurrido el tiempo, se saca de la charola y se enjuaga bien
con agua durante unos 30 segundos.

3. Después se deposita durante 5 min en otra charola que contiene
solucién fijadora, con agitacién suave cada minuto.

4. Por Gltimo se enjuaga bien con agua y se deja secando al aire.

4.2.11. Determinacién de proteinas totales por el método de Lowry
modificado (Peterson, 1977).

1. Primero se hizo una curva patrén de albimina sérica bovina
(ASB), de 20-200ug de protefna.

2. De los extractos de mafz, se tomaron alfcuotas de 10, 20 vy
40u1, a las cuales se les afadié agua desionizada para completar
un volumen de 1 ml.

3. A cada una de las muestras se le affadié desoxicolato de sodio
(0.15%, 0.1iml) y se incubé a temperatura ambiente por 10 min.

4. Se les agregd acido tricloroacético (72%, O.1ml) preenfriadb.
5. Se dejaron reposar durante 15 min en hielo. ’

6. Se centrifugaron a 3000 rpm en una centr{fuga cli{nica por 15
min. El sobrenadante se desechd y los tubos se dejaron boca abajo

sobre un papel ahsorbente durante 5 min para que 1la pastilla se



secara.

7. Después se les agregd agua desionizada (iml).. .y . reactivo.-.-"A"
(iml) se mezclaron y se dejaron reposar 10 min a . temperatura
ambiente.

8. Transcurrido el tiempo, se les agregé reactivo "B" (0.5ml), se
mezcld y se dejaron reposar 30 min a temperatura ambiente.

9. Por ultimo se leyeron a 750nm en un espectrofotémetro (Pye
Unicam) y se interpolaron los valores en la curva patrén para

saber la concentracidn de protefnas en el extracto.

4.2.12. Preparacién de Dietilaminoetil-celulosa (DEAE-celulosa,
Sigma). ’

1. Se colocan Sq de DEAE-celulosa en 7Sml de HCl1 0.5 N agitando
suavemente durante 45 min a intervalos de 15 min. Se lava con agua
destilada hasta llegar a un pH de 4.0.

2. La resina se resuspende en 759ml de KOH 0.5 N, agitando
suavemente durante 45 min, cada 15 min, a temperatura ambiente. Se
lava con agua destilada hasta llegar a un pH de B8.0.

3. La resina se resuspende en 80ml de KC1 0.05 N y se lleva a pH
de 7.2 con HC1l 0.05 N. Se agita suavemente por 1lh a intervalos de
15 min a temperatura ambiente. Se retitula a pH de 7.2 y se agita
suavemente por 2 hrs cada 30 min.

4. Se retitula a pH 7.2, se decanta eliminando los finos y materia

particulada y se resuspende en solucién amortiguadora "A".



5. RESULTADOS
S5.1. Actividad de la DNA ligasa.

La‘DNA ligasa es la enzima que une 2 extremos adyacentes en
un DNA de doble cadena (Kornberg, 1974).

Esta enzima ha sido ampliamente estudiada en procariotes
(Gellert, 19673 Lehman, 1974, Lindanhl and Edelman, 19648; Lindahl,
19713 Modrich and Lehman, 1970; Dlivera and Lehman, 1947a; Olivera
and Lehman, 1967b; Olivera et al, 196B; Weiss et al, 1968Ba y Weiss
et al, 1968b) y en eucariotes (mam{feros) (Arrand et al, 19863
Barker et al, 1987; Creissen and Shall, 1982; Mezzina et al, 1987;
Montecucco et al, 1988; Prignet gt al, 1987; Rabin and Chase,
1987; Séderhall and Lindahl, 1975 y Teraocka and Tsukada, 19835); en
vegetales existen muy pocas reportes. (Daniel and Bryant, 1988;
Elder et al, 1987 y Howell and Stern, 1971)

Nuestro grupo de trabajo esta interesado en el metabolismo
del DNA en mafz y su relacidn con el deterioro de las semillas.

Por tal aotivo el estudio de esta enzima es muy importante ya
gue participa en recombinacién genética, replicacidn y reparacién.

Como se dijo anteriormente el estudio de esta enzima en
procariotes y en mam{feros ha sido muy extenso, por 1lo gque
decidimos utilizar algunas de las metodologfas empleadas para ver
si podfamos determinar la actividad de la enzima de mafz.

Primero se abtuvo un extracto enzimitico de ejes embrionarios
homogenandolos en un mortera y después centrifugandolo 2 veces a
3000xg, 15 min y por Gltimo a 100,000xqg, 2h. Este extracto se pasd
después por una columna de fosfocelulosa con el propésito de

eliminar el exceso de protef{nas y las fracciones de lavado de



~60mM, del gradiente de 40-400mM y del lavado de 600mM de fosfatos,
fueron probadas para determinar la actividad. Para ello se utilizé
la metodologf{a reportada por Maniatis et al (1982).

Los resultados muestran que al parecer habfa actividad en las
primeras fracciones del gradiente, ya que en los geles (fig. 3) se
mostraba un corrimiento similar a multimeros de plismidos
cerrados. Para asegurar gque las bandas realmente eran debidas a
actividad de la enzima y no a un corrimiento diferencial por
existir proteinas asociadas al DNA, se hizo wuna extraccidn de
protefinas con fenol. El problema gue surgié fue que 1la muestra
desproteinizada perdia la marca radiactiva o que la muestra la
perdf{amos en la desproteinizacién (fig. 4). Después de varios
experimentos sin éxito, se pensd que quizid la concentracién de
sales del gradiente de elucidn inhibf{a la actividad de la ligasa,
por lo que se decidié dializar 1las fracciones y probar la
actividad de una ligasa comercial mezclada con wuna fraccidén de
alta concentracién salina para saber si se inhibfa su actividad.

El resultado mostré que al parecer no habfa actividad en las
fracciones y que a la ligasa comercial no le afectaba mayormente
la alta concentracién de sales (fig. 5).

Con estos resultados se pensd que quizd la protefna no se
egaba a la columna, por tal motivo decidimos cambiar la columna a
DEAE-celulosa, una resina reportada para el aislamiento de enzimas
relacionadas con el DNA (De Recondo et al 1973). La resina se
eluyd con NaCl a distintas concentraciones, &0, 120, 180, 240 y
300 mM, las fracciones se dializaron y se probaron para determinar

la actividad.
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Los resultados obtenidos muestran nuevamente que no hay
.ctividad (fig. &), por lo gque se penséd que probablemente la
cantidad de material bioldgico utilizado (ejes embrionarios) era
muy poca. Se aumentd la cantidad de ejes embrionarios (de 0.05 a
0.3g), se ensayaron algunas fracciones bajo el mismo protocolo. El
resultado fue poco alentador pues no se detectd actividad, por 1lo
que decidimos cambiar el protocolo por otro reportado para medir
actividad de la DNA ligasa en extracto de hf{gado de rata
(Saderhall y Lindahl, 1975).

Para comprobar que é&ésta metodologia funciona, primero se
midié la actividad de la DNA ligasa en extractos de hfigado de
rata. Se extrajeron 1los higados y se siguid el protocolo
reportado. Los resultados fueron alentadores pues se pudo detectar
la actividad de la enzima (fig. 7). Se realizé el mismo protocolo
pero ahara con ejes embrionarios de mafiz, se aumentd 1la cantidad
de ejes embrionarios y se imbibieron por 24 h para asi{i aumentar la
cantidad de proteinas e indirectamente 1la cantidad de 1la DNA
ligasa. Los resultados se muestran en 1la figura 8, donde se
observa que probablemente habfa actividad , pero ahora se tenia el
problema de que el control sin ligasa también mostraba una banda a
la altura de la banda de ligado, por lo que ahora no habfa un
punto de comparacién. Se decidié entonces agregar fosfatasa
alcalina para quitar marca inespec{fica después del ensayo de la
actividad de la DNA ligasa.

Después de varios experimentos sin éxito, se decidid cambiar
la metodologfa por otra que reportaba 1la actividad de 1la DNA

ligasa en centeno (Elder et al, 1987), un sistema relacionado al
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que estabamos estudiando.

Se realizé 1la metodologf{a desde 1la extraccién hasta la
medicidén de la enzima y se encontrdé actividad, medida como cpm
resistentes a fosfatasa alcalina, es decir, la diferencia entre
las cpm tratadas con fosfatasa alcalina entre las cpm sin tratar
con fosfatasa alcalina menos el blanco de reactivos era la
actividad de la enzima en el extracto (fig. 9).

Se decidié determinar algunos parimetros Sptimos de actividad
de nuestra enzima.

Tiempo de reaccién:

Se realizd una cinética a diferentes tiempos que fueron 5,
10, 20, 30 y 60 minutos a 37°C. El‘resultado que se obtuvo fue que
10 minutos era el tiempo &ptimo de reaccidn ya que se observé el
maximo de actividad. Después de este tiempo se tenfan problemas
por actividad de nucleasas por lo que al parecer se perdfia la
marca radiactiva. (fig. 10).

Temperatura de reaccidn:

Se realizé el ensayo a dos temperaturas que fueron 30 y 37°C.
37°C presentd un tiempo Sptimo de reaccidn gque fué 10 minutos
(fig.10), en tantoc que 30°C pareceria llegar a un miximo a los 10
min y después permanecer constante (fig. 11).

Concentracién de ATP:

Se probaron varias concentraciones de ATP O, 0.1, 0.5, 1, 5,
10 y 15 mM (cofactor de la enzima) para saber cual concentracidén
era la Sptima para la actividad de nuestra enzima. El resultado se
observa en la figura 12. La concentracidn Sptima fue de SmM ya que

se obtenfa la mejor diferencia entre ensayo tratado con fosfatasa
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alcalina y el ensayo sin tratar con esta enzima, ademis de que al
parecer concentraciones mayores de ATP inhiben la actividad de 1la
fosfatasa alcalina (Colowick and Kapland, 1955).

Concentracidén de extracto enzimitico:

Para comprobar que realmente se estaba midiendo la actividad
de la DNA ligasa, se midié actividad contra concentracién de
extracto. El resultado mostrd en una forma lineal que a mayor
cantidad de extracto mayor actividad , con lo que se reafirma que
lo que se estaba midiendo era realmente una actividad enzimatica y
que se estaba en saturacién de sustrato (fig.13).

Para comprobar nuevamente la‘ actividad de la enzima, se
realizé una electroforesis en gel de agarosa y se puso en contacto
con una placa de rayos X con el objeto de producir una imigen
autorradiografica. El resultado se observa en la figura 14,
notindose la banda de ligado en los carriles donde se encuentra la

actividad de la enzima en el extracto de los ejes embrionarios.

S.2. Actividad de la DNA ligasa en semillas deterioradas de

maiz.

En este estudié se sometid a las semillas de mafz a dos tipos
de tratamientos, que pretenden imitar las condiciones de
almacenamiento inadecuadas del grano que provocan deterioro de las
semillas y envejecimiento acelerado.

De los ejes embrionarios de las semillas se investigd 1la
actividad de la DNA ligasa como un marcador bioquimico para
observar si a este nivel habfa algdn dafo.

Este estudio se realizé debido a que anteriormente (BGarcia,
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1985), se habfia demostrado que en los embriones de las semillas
tratadas por & dfas a 40°C con 100% Humedad Relativa (H.R.) y 2
dias a &40°C se afectaba la s{ntesis de DNA y la integridad del
mismo. AdemAs, la actividad de la DNA polimerasa disminufa por
efecto de los tratamientos (Vazquez, 19865 Vazquez et al, 1988).

La pregunta fue si una disminucidén en la actividad de la DNA
ligasa, aunado a la disminucién de 1la actividad de 1la DNA
polimerasa, pudiera ser una de las causas de la disminucidén de la
viabilidad de las semillas.

Se observd gue cuando se trataban las semillas a 60°C por 2
dfas, la actividad relativa de la DNA ligasa era de 6%/ con
respecto al control, en tanto que 1la actividad proveniente de
semillas tratadas a 40°C por 6 dfas con 100%Z de H.R. no mostraba
alteracién alguna. Estos experimentos se hicieron con ejes
embrionarios secos (fig.15).

A las 3 horas de imbibicidn de 1los ejes, 1la actividad
relativa de la enzima proveniente del tratamiento a 60°C por 2
dfas fue &2% y la actividad de la enzima proveniente del
tratamiento de 40°C por & dfas/1007 H.R. fue 50%, ambas con
respecto a la actividad mostrada por el control (fig. 16).

En cuanto a los ejes embrionarios que fueron imbibidos por 6
horas, se pudo observar que los ejes embrionarios de las semillas
tratadas por 60°C por 2 d{as, la actividad de la enzima fue 6&6%
mientras que la actividad de la enzima de los ejes embrionarios de
las semillas tratadas por 40°C, 6 dias, 100%Z H.R., fue de 80%,
ambas con respecto al control (fig.17). A

Por dltimo, como se observa en la figura 18, en los ejes
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“embrionarios -imbibidos por 9 horas, la actividad de la enzima de
lbs ejes embrionarios de las semillas tratadas por 2 dias a 60°C
se ha recuperado en su totalidad, en tanto que la actividad de 1la
enzima de los ejes embrionarios de las semillas tratadas a 40°C
por & df{as/100% H.R., mostré un BOZ de actividad con respecto al
control.

Un resumen del comportamiento de 1la enzima a través del

tiempo de imbibicién, se puede apreciar en la figura 19.

5.3. Purificacién parcial de la DNA ligasa.

Para poder estudiar mejor la actividad de 1la DNA 1ligasa,
realizamos un paso de purificacién a traves de una columna de
DEAE-celulosa.

A una columna de DEAE-celulosa de 7.5x1.1cm, equilibrada con
solucién amortiguadora con NaCl 10mM, se le adiciond un extracto
protéico proveniente de la homogenacién de los ejes embrionarios,
se lavd la columna con 3 voldmenes de solucién amortiguadora con
NaCl 10mM para gquitar el exceso de protefinas que no se hubieran
pegado, se pasé un gradiente 10-400mM (5 voldmenes) y por dltimo
se lavé con 3 volumenes de solucién amortiguadora con NaCl 600mM.

Se midieron las fracciones a 280/260nm para detectar cantidad
de protefinas y algunas fracciones se les mididé la actividad de 1la
DNA ligasa.

Los resultados muestran gque al parecer hay 2 picos de
actividad, uno que sale en las primeras fracciones del . gradiente
(60mM-140 mM) y otro pico que sale en las Ultimas fracciones del

gradiente (310mM-350mM) (fig. 20).
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Algunas de estas fracciones se les comprobdé su actividad
mediante una electroforesis en gel de agarosa y produciendose una
imAigen autorradiogrifica en una placa de rayos X, distinguiendose

claramente las bandas de ligado en las fracciones (fig. 21).
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e 6. DISCUSION

El deterioro de semillas provoca la disminucidn en la
capacidad de sintesis del DNA durante la germinacién temprana de
mafz (Garcia, 1985) y también una disminucidn en la actividad de
la DNA polimerasa de ejes embrionarios deteriorados de maiz
(Vazquez, 19863 Vazquez et al, 1988); esto podria explicar el
hecho de que la sintesis de DNA decreciera dutrante la germinacidn
de los ejes deteriorados (Garcf{a, 1985). Esta evidencia, aunada a
la observacidn de que el DNA de semillas deterioradas se encuentra
fragmentado, es decir, ha perdido ?” integridad, podr{an explicar
la baja viabilidad de lés semillas (Meléndez, 1987). No obstante,
la actividad de la DNA polimerasa se recupera conforme pasa el
tiempo de germinacidén (0-15 h). Dicha recuperacién se debe a una
sintesis de novo de la enzima (Vizquez et al, 1988). Ademis, 1la
integridad del DNA también se recupera segun avanza la germinacion
(0-15 h) (Meléndez, 1987). FPor lo anterior se esperarfa que la
viabilidad de las semillas se incrementara, pero no sucede asf{. La
recuperacidn de la integridad del DNA muy probablemente se debe a
una sintesis reparativa de DNA , pero quizid el DNA que ha sido
resintetizado mantiene audn "nicks” o cortes en su estructura y por
tal motivo no puede realizar sus funciones de Eeplicacién y molde
adecuadamente siendo ésta una de las causas de la pérdida de la
viabilidad de las semillas.

La enzima responsable de cerrar (ligar) covalentemente al DNA
es la DNA ligasa.

Nosotros estudiamos la actividad de esta enzima baja los

mismos tratamientos de pérdida de viabilidad (temperatura y/o



humedad) reportados anteriormente (Garc{a, 1985) para tratar de
observar si exist{a alguna relacién entre la pérdida de 1la
“'viabilidad y la actividad de la DNA ligasa.

Desde que Gellert (1967) reporté por primera vez una’
actividad que formaba "c{rculos cerrados covalentemente" en el DNA
del fago A a partir de DNA lineal y que Dlivera y Lehman (1967) 1la
denominaran "enzima unidora de polinucledtidos", se han utilizado
varias metodologf{as para estudiar a la DNA ligasa.

La forma de determinar la actividad enzimitica fue mediante
geles de agarosa Yy la posterior produccién de wuna imagen
autorradiogrifica; ésta es una metodologfa reciente y ha sido
ampliamente reportada para el estudio de ligasa tanto de bacterias
como de mam{feros (Arrand et al, 1986; Elder et al, 1987; Mezzina

2y

et al, 1987; Montecucco et al, 1988; Rabin and Chase, 19873
Roberts et al, 1973), detectandose la actividad con claridad. Sin
embargo, la mayorf{a de 1los investigadores han usado polimeros
sintéticos en el ensayo (polidA/oligodT) y nunca han usado
plasmidos, ya que con éstos se han encontrado dificultades
experimentales (Rhod Elder y A. Sarasin, comunicacidén personal).
No obstante, también se han reportado algunas dificultades en 1la
medicién de la enzima usando polimeros sintéticos (Elder et al,
1987). Este ensayo, aunque muy demostrativo, no fue 4Gtil para
nuestro sistema quizi debido a que la sensibilidad de éste no es
suficiénte para la cantidad de enzima presente en los extractos de
mafiz (preparados a partir de hasta 1 gramo de ejes embrionarios).
Otro problema gue pudo haber afectado nuestro enséyo serfa la

baja eficiencia en la extraccidén de la enzima, lo que

necesariamente se reflejaria en la cantidad de la enzima presente.
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En sistemas animales, estas mismas metodologfas de extraccidn

ia enzima son adecuadas porque sus células son mas ficiles de
‘fomper que las de vegetales, al presentar éstas dltimas pared
celular ri{gida.

Por otra parte, se han reportado otros problemas para la
determinacidn de la actividad de la DNA ligasa. Daniel et al,
(1988), por ejemplo, mencionan que encontraron actividad solo
hasta las 8 horas de germinacién de los embriones de chicharo vy
que antes es pricticamente imposible observarla.

Otra forma de wmedir 1la actividad de la DNA ligasa es
precipitando el DNA con Acido triclorocacético y contando la marca
precipitada. Este ensayo también hé sido muy utilizado desde 1los
experimentos pioneros (Daniel and Bryant, 1988; Howell and Stern
19715 Olivera and Lehman, 1967a; QOlivera et al, 194B; Teracka and
Tsukada, 1985 y Weiss et al, 1968b) y aparentemente es mas
sensible y cuantitativo. Se ha utilizado principalmente con
polimeros sintéticos. Debido a las dificultades observadas con
otros ensayos, usamos este tipo de metodologfa con plasmidos como
sustrato, obteniendo los resultados ya indicados. Al parecer éste
serfa uno de los primeros reportes, al menos en sistemas
vegetales, donde se utiliza plésmidos como sustrato obteniendo
buenos resultados.

Al utilizar la metodologf{a usada por Elder et al, (1987), 1la
actividad medida se determind como cuentas por minuto
precipitables con 4cido tricloroacético, de las cuales la marca
resistente a fosfatasa alcalina refleja la actividad de la DNA
ligasa. La forma como se midié la actividad fue tomando en cuenta

la relacién entre las cpm resistentes a fosfatasa alcalina y las



&ﬁE”;}HVEthar con esta enzima. De esto resulta un porcentaje de
cpm que es restado del blanto y que es dividido entre la cantidad
de protef{nas totales; por lo tanto, la actividad se expresa como
el porciento de cpm resistentes a fosfatasa alcalina entre 1la
cantidad de protef{nas.

Una vez que se logré medir 1la actividad enzimitica, se
determinaron algunos parimetros Sptimos de reaccidén tales como
tiempo, temperatura, concentracidén del cofactor, etc. Se encontrd
un tiempo éptimo de 10 minutos. Después de este tieﬁpn se perdia
la marca radiactiva. Esto puede ser explicado por la posible
presencia de nucleasas en el extracfo.

La temperatura Sptima de reaccién fue de 3I7°C, ya que a esta
temperatura se encontrd mayor actividad (reflejada como cpm) que a
30°C. En ambas temperaturas el punto maximo de actividad fue de 10
minutos.

La concentracidén dptima de ATP fue de 5SmM, ya que a esta
concentracién se encontrd una mejor diferencia entre las cpm de
muestras tratadas con fosfatasa alcalina y de aquellas sin tratar
con fosfatasa alcalina. Las concentraciones mas pequefias mostraban
pocas cpm y una menor diferencia y las mas altas mostraban mayor
nuimero de cuentas pero también menor diferencia. Esto se puede
explicar por el hecho de que el ATP en altas concentraciones
inhibe la actividad de la fosfatasa alcalina por tener grupos

.82

fosfatos y por lo tanto pudiera competir con 1los extremos S°'F

del DNA.
Se realizdé un curso de reaccidén de la DNA ligasa a diferentes
concentraciones de la enzima a 37°C por 10 min. Lo que se encontré

fue una relacidén lineal, por lo que se puede decir gque lo que se



m;diéres realmente una actividad enzimitica .y _también que  se
estaba en saturacidn de sustrato en el ensayo. -

Conociendo los paridmetros &ptimos de reaccidn, se procedid a
tratar de ohservar si la actividad de la DNA ligasa tenfa © no
alguna relacidén con la pérdida de la viabilidad de las semillas de
mafz.

Se determind la actividad de esta enzima encontriandose que la
actividad proveniente de ejes embrionarios de semillas
deterioradas presentd un decremento durante las primeras horas de
la germinacidén (0-6 h). Interesantemente, de manera aniloga a 1la

DNA polimerasa (VAzquez, 1986; Vizquez et al, 1988), la actividad

.

de la DNA ligasa proveniente del tratamiento con calor seco (60°C
por 2 dias) se recuperd totalmente para las 9 h de germinacidén; la
enzima proveniente del tratamiento con calor hdmedo (40°C por &
dfas con 100% de humedad relativa) se recuperd en un BO % a eée
mismo tiempo.

El tratamiento con calor hUmedo parece ser mis severo para la
semilla gue el tratamiento con calor seco. Al parecer el hecho de
combinar temperatura y humedad provoca mayor daffo en las semillas.
Un estudio m&s a fondo nos darfa 1la informacidn de si la
recuperacidén de la actividad se debe a una sintesis de novo de la
enzima, a una recuperacidén de la enzima per se o a la activacién
de otro factor que a su vez active a la DNA ligasa como podria ser
la ADP-ribosilasa, enzima que se ha reportado que estimula la
actividad de la DNA ligasa (Creissen and Shall, 1982).

La purificacidn parcial de la enzima pasando los extractos
por una columna de DEAE-celulosa al parecer mostré 2 picos de

actividad, uno de baja fuerza idnica y el otro eluido a  fuerza



‘ién&ca.mayor teniendo ambos picos actividades similares en cuanto
.a’la concentracidén de ATP. Un estudio m4s detallado nos darfa la
informacién de si son 2 enzimas o actividades diferentes, como en
el caso de chicharo (Daniel and Bryant, 1988) donde se encuentra
una enzima unida a cromatina y otra soluble o bien, que se trate
de un producto de degradacién de la enzima.

Si el DNA esti daflado por estos tratamientos y uno de los
primeros eventos que deben suceder en la germinacién es la
reparacién del DNA, entonces el hecho de que la DNA polimerasa y
la DNA ligasa presenten una cafda en su actividad podria provocar
que la capacidad reparativa de las ?emillas se vea, por lo tantao,
disminuida y todos 1los procesos que llevan a la germinacidén
también se veran retrasados lo cual se reflejari en la viabilidad
de las semillas.

Funciones del DNA tales como replicacién y molde estaran
alteradas por el hecho de que el DNA no ha sido reparado
eficientemente en el tiempo adecuado y por 1lo tanto también
estarin alterados los procesos de supervivencia de las
semillas.

Consecuentemente, debido a la importancia de 1la DNA ligasa
sugerimos que al igual que la DNA polimerasa (VAzquez, 1986), esta
enzima podria ser tomada como otro marcador bioquimico en semillas

resistentes al almacenamiento.



7. CONCLUSIONES

1. Se monts la metodologfa para poder estudiar la DNA ligasa
en el sistema de mafz.

2. Se determinaron algunos parémetros &ptimos de actividad de
la DNA ligasa, como fueron temperatura, tiempo y concentracién de
ATP.

3. Se demostré que la actividad de la DNA ligasa es 1&bil
ante los tratamientos con temperatura y/o humedad a que fueron
sometidas las semillas. .

4. La actividad de 1la DNA 1ligasa presenté recuperacién
después de algun tiempo de germinacisén (0-9 h) de 1los ejes
embrionarios.

5. Al purificar parcialmente la DNA 1ligasa se encontré 1la

posibilidad de que existieran 2 formas de la enziema.
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