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INTRODUCCION

Los cereales son los frutos de algunas plantas herbaceas
cultivadas, del grupo de las Apgiospermas pertenecientes a la
familia de las Gramineas. Como miembro de este grupo se encuentra
el malz, botanicamente llamado Zea mays Xineaus, es una planta
mondica, sus semillas son monocotiledoneas y de caridépsides

desnudas.

Este producto es originario de América, en donde se cultiva
ampliamente y de donde se extendi& a Africa, India, Australia y a

las partes mas templadas de Europa (Kent, 1971).

El mailz es uno de los productos mas importantes ya que ocupa el

tercer lugar en la produccidén mundial de granos y semillas.

ESTRUCTURA DE UNA SEMILLA ANGIOSPERMA

El desarrollo de la semilla se inicia a partir de un &vulo
fertilizado. La semilla generalmente est& constituida por tres
partes: La cubierta de la semilla o testa, el endospermo y el
embridén (también llamado germen) que llegard a ser una nueva

planta.

Cada una de estas partes tienen una constitucién hereditaria
distinta, as{ como una funcidén Tfisioldégica definida. La testa
también llamada pericarpio estd formada totalmente por tejido
procedente de la planta madre que produjo la semilla y por lo
general se desarrolla de los integumentos del &vuloc. Esta cubierta
proteje a la semilla, tanto antes como después de la siembra,
limita la entrada de organismos patégenos y da a la semilla un
cierto grado de impermeabilidad tanto al agua como a los gases,
ejerce una influencia regulatoria sobre el metabolisma y el
crecimiento de tejidos internos y drganos de la semilla (Bewley vy
Black, 1978).



€1 endospermo hereda dos terci0s de la planta madre y un  tercio
del padre. Esta estructura es el principal reservorio enargetico
para el desarrollc del embrid¢n, proporciona diversas sustancias,
principalmente almidén en grandes contidades, ademas ge proteinas
¥ pegueias cantidades de aceite, minerales ¥ otros componentes
quimicos (Aldrich, 1974).

El embrien recibe una contribucisn de ambos padres, es decir se
deriva de la fusi¢n del nuleo de los gametos femenino v
masculino. Un extreamo del embrién, la plumuta, da origen al tallo
y a las hojas, y el otro extremo forma la raiz de la planta
(Bidwell, 1979).

Por 1o tanto en 1a semilla, se encuentran ya formadas las partes

que habrian de convertirse en una nueva planta (Aldrich, 1974).

GERMINACION

La semilla es una estructura en reposo. Por lo regular esta
sumamente deshidratada, compuesta principalmente de tejido de
reserva y rodeada por una cublerta escencialmente 1mpermeable. tos
procesos metabdlicos estin suspendidos o tienen lugar muy
lentamente, la semilla estd en una condicién de vida latente,
debido principalmente a su carencia de agua y oxigeno {(Bidwell,
1979) .

El concepto "Germinaci“n® no es t4cil de detimir, sin embargo se
dice que cuando una semilla toma agua timb:bicién), se
desencadenan los procesos metabolicos entre ellos la sintesis de
protefnas. Después de un carto periodo de tiempo 21 embridn emerge
de la semilla, generalmente la parte radicular; se dice entonces

que la semilla ha germinado (Bewley y Black, 1978).

El proceso de germinacica lleva eventualmente al embrasn  al

desarrollo de una nlanta (Ma,er. 1975).

Fara que una semiila pueda germinar €s ‘necesarito ponecla en  un

medio ambiente que rewa ciertas condiciones; entre las mas

)



impartantes se encuentran el agua, la temperatura, el aire o
composicidén gaseosa de la atmésfera, asf{ como la luz para algunas

semillas (Mayer, 1275).

€1 agua es esencial para la rehidratacidn como pase inicial en la
germinacién. La cantidad de agua absorbida por la semilla depende
de tres factores: la composicién de la semilla, la permeabilidad
de ésta y la disponibilidad de agua en forma liquida o gaseasa en

el medio ambiente.

ta temperatura correcta es importante para la germinacidng
generalmente las semillas no germinan por debajo de un cierta
temperatura, la cual es especifica segtn la especie (Bidwell,
1979) .

Los gases son necesarios para la respiracidn de las semillas como
lo es para lss plantas, ya que en una atmésfera carente de ox{geno

no germinan.

No todas las semillas requieren la luz para germinar, algunas no
son afectadas y unas pocas son inhibidas por la luz (Bidwell,
1979).

Los requerimientos anteriores varf{an para diferentes variedades de
cada especie y estin determinados por las condiciones que
prevalecieron durante la formacién de la semilla y por factares

hereditarios.

Las semillas son resistentes a condiciones externas extremas, si
se encuentran en un estado de desecacié, sin embargo pueden
presentar pérdida en su viabilidad y vigor. El peri{odo durante el
cual una semilla puede permanencer viable para germinar es muy
variable y depende de las condiciones de almacenamiento y del tipo
de semilla fMayer, 1975). El vigor de una semilla se puede
describir como la condicis4n mavima de las capacidades potenciales
para que germine una semilla satisfactoriamente, en un rango
amplio de condiciones ambientales, utilizando sus reservas
alimenticias adecuadamente para formar una pléantula que crezca

normalmente.



ALGUNOS ASPECTOS BIORQUIMICOS DE LA GERMINACCION

Se ha cobservado que la fase de hidratacisn de

la cemilla wviene
acompafiada por una

qran actividad metabolica y par la
participacidn enzimadtica a velocidades crecientes en las prameras

etapas de la germinacidn, lo que marca la movilizacidn de reservas

(CSrdoba, 1978).

La secuencia de eventas

que parece ser commn durante la
germinacién de un gran numero de sem:illas de gramineas, comprende:
eventos precoces, entre las gque se encuentran la hidratacién,

sintesis de protefnas, sintesis de RNA y reparacién de DNA;

que incluyen expansidn celular,
reservas y replicacién de DNA (Osborne, 1983).

y en
eventos tardios,

movilizacidn de

SINTESIS DE PROTEINRS

La sintesis de proteinas ocurre en la semilla poco después de

la
imbibicidn (Fujisawa, 1966; Marcus, 1949; Walton y Soofi, 196%9).
El tiempo exacto parece ser variable. Se tienen evidencias de que
en embriones secos de trigo y de centeno (Marcus et al, 19663

Roberts et al, 1973; Sen et al, 1975 y Osborne, 1982)

sintesis comienzan dentro de los primeros
{15 a 30 minutos).

dichas
minutos de imbibicidn
También se ha observado que los polirribasomas
se encuentran ausentes en las semillas secas y que durante 1la
imbibicien, la formacidn de éstos se ve acompatada por la
concomitante disminucién en el nimero de ribosomas libres

(Marcus
y Feeley, 1954).

La capacidad de los te)idos itmbibidos para sintetizar protetnas es

medida proporcionandoles aminoacidos marcados radilactivamente y

posteriormente se determina que proporci4n de estous aminoacidas se

han incorporado a las protetnas. Fara que la sustancia radiactiva
penatre rapldamente 8 los tejidos vivos, por lo comun se  usan
tejidos aislados, tales como embriones de cereales v ’Jes
embrionarios de leguminosas. Estos te)idos aislados toman agua y

sustratos mas rapidamente que las semillas completas y quedan



imbibidos totalmente (Murray, 1984).

La sintesis de proteinas se inicia rapidamente después de que la
imbibicien ha comenzado. Es muy probable que la mayoria de los
componentes bioquimicos y estructurales necesarios para la
sintesis esté4n presentes en la semilla seca. No obstante, las
preparaciones ribosomales de embriones secos de trigo son
incapaces de zintetizar proteinas, aunque ta actividad de estas
preparaciones aumenta ripidamente con la imbibicién y en forma
paralela se presenta un incremento en la proporcidn de

polirribosomas presentes (Murray, 1984).

SINTES1S DE RNA

Como se expresa anteriormente, no ocurre sintesis de protelnas en
la semilla seca, Sino Qque comienza cuande las células estdn
suficientemente hidratadas para permitir que laos ribosomas se
asocien al RNA mensajero (RNAm} y se faormen los primeras

polirribosomas.

Existe evidencia de aque los embriones secos de trigo contienen una
variedad diversa de RNA mensajeros y e ha especulado que
probablemente e:itisten dos clases de RNAm : RMAm residuales y RNAm
almacenados. Los primeros no son esenciales para los procesos de
germinacién y pueden ser degradados después de iniciada la
imbibici¢n. For otra parte, la traduccidn a proteinas al inicio de
la germinacién de empbriones se considera  que puede estar
programada por RNAm almacenados en 1a semilla seca (Brooker et al,
1977).

La evidencia de la existencia de RNAm almacenado en las semillacs
viene de experimentos en los cuales, embriones de trigo se
trrataron con  concentraciones  de ceramani tina y cordicepina
suficientemente altas para i1nhibiv la sintesis de RNAm en m&s de
urt 80 "L, Los embriones se colocaron en las soluciones inhibitorias
preliminarmente durante Z0 minutos, para peramitir que el inhibidor

peneLrara en ilos Lejidos. Durante los sigusentes 40 minutos a 25°C



se observd que la formacidn de polirribosomas fue tan ré&pida  como
en los controles, i1ndicando que el RNAm almacenado era en gran
medida el responsabie de le sintesis de proteinas en este perfodo
{Braoler et al, 1977).

Contrariamente, Cheung et al (1979) mostraron evidencias de que en
embriones de trige después de 40 minutos de imbibicien, la
sintesis de proteinas era dirigida por RNAm sintetizade de nove

mis que por RNAm almacenado.

Como podemas darnos cuenta no es tacil determinar la importancia
tanto de los RNAm almacenados presentes en el embridn seco came de

los RNAm sintetizados de novo para el proceso de germinacieon.

Van de MWalle y colaboradores (1974), seflalan que en ejes
embrionarios de malz la mayoria de las molé&ulas de RNA
sintetizadas en la radicula durante la primera hora de imbibicién,
corresponden a RNA heteragéneo. Estudias posteriores muestran que
el RNA heterogéneo nuclear, que es el mas abundante en las
primeras horas de la germinacién, es modificado para luego usarlo

como RNAm (Dommes y Van de Walle, 1983).

SINTESIS DE DNA Y DIVISION CELULAR

La sintesis de protef{nas y RNA se reinicia tan pronto como 1los
tejidos se imbiben, pero la sintesis replicativa de DNA comienza
mis tarde. Este hecho se hace evidente para la mayoria de las

gramineas (Ostorne, 1984).

La expansién de la radicula en la semilla ncurre inicialmente por
elongaci1#n de las células, y su salida subsecuente a través de la
cubierta de la semilla podra o no estar acompafiada por divisisn
celular (Bewley y Black, 1986). (a replicacién del DNA es un
requisito necesario para que la divisien celular suceda t(Bewley vy
Blachk, 1986).

€1 tiempo en el cual se 1nicia la sintesis replicativa del DNA  es

variable de acuerdo a la especie y va desde 4 hasla 12 bhotas



después de 1niciada la imbibicién (Chen y Osborne, 19703 Buchowic:z
et al, 1978; Baiza et al, 1989).

Con respectoc al maiz, se tiene evidencia de que la replicacidn del
DN (medida por la incorporacién de un nucledtido marcado? puede
dispararse desde las ? horas de 1mbibicidn (Vazquez y Lépez,
1986}, S:in embargo, al comienzo de la imbibicién existe un pequelo
incremento en la 1ncorparacidén de marca, ¥ s& supone que é¢sta
sintesis prereplicativa de DNA es de tipo reparative (Zarafin et
ai, 1987i.

Se ha encontrado que los embrigones de las semillas poseen sistemas
de reparaci4n del DNA, los cuales actuan momentos después de que

los tejidos se hidratan (Veleminshky y Gichner, 1978).

La sintesis de DNA tanto en las etapas 1niciales como en las
tardias de la germinaci1dn, i1invalucra la concertada activacién de
un gran nomerc de actividades enzimaticas diferentes, entre las
cuales participan las DNA polimerasas que tienen una funcién

fundamental.
DNA POL IMERASAS

Generalidades

Las DNA polimerasas han sido encontradas en todos las oerganismos
procariontes y eucariontes estudiados, guardando ciertas
similitudes entre s{ aunque pueden variar en algunas de sus

propledades iisicas y gquimicas (Hubscher, 1987,

Todas las DNA polimerasas catalizan la si{ntesis de DNA a partir de
la incarporac: de ios cuatra desoxirribonucledsidos
S°'-tri1fasfata (dalF, oCIF, dGTP, dTITF) & un molde de DNA, en
presencila de cationes divalentes como Mg” y Hnﬂ + de acuerdo a
las reglas de apareamiento de Watson y Crick (A con T y C can BG).
Requieren de un iniciador (llamada también cebador) que puede ser
un pequefin fragmento de DNA o RANA gue contenga un extremo con  un
arapo nidroxiio libre en la posiciin J° de la desoxirribosa, para

peder paiimerisar.



El DNA es replicado de manera semiconservativa en cada cadena que
sirve coma molde para qQue una nueva cadena de DNA sga sintetizada
en faorma complementaria y antiparalela en la direccion 5 ~3°, Los
desox:rribonuclesotidos se unen covalentemante por upiones

fosfodiester 3°'~-5° por lo que liberan pirofosfato inorganico en el
proceso.

El proceso de duplicacién del DNA ocurre de manera secuenciada vy
ordenada, este proceso se ha dividido en tres etapas: thiciaci1an,
elongacién y terminacidn. En organismas procariontes, los eventos
que definen cada una de las etapas han sido ampliamente
estudiados, sin embargo en organismas eucariontes, debido a su

caomplejidad los conocimientos son escasos.

De manera resumida, la sintesls de DNA se lleva a cabo sobre una
horquilla de replicacién. E1 DNA se sintentiza sobre una cadena
continua en la direccién 5'-3° antiparalela a la cadena molde, y
socbre una cadena discontinua donde la sintesis ocurre formanda
tragmentas de DNA conoc:idas como fragmentos de Okazaki, que son

formados a partir de un oligdmero de RNA que sirve como i1niciador.

Una vez que los fragmentos de Okazaki han sido sintetizados por la
ONA polimerasa, el RNA iniciador se libera de la cadena nacilente a
la misma velocidad que los fragmentons de Okazaki se nen para

aumentar la longitud de la cadena.

Las DNA polimerasas representan solo un componente de la compleJa
maquinaria involucrada en la replicaci¢én del DNA, yvya que existen
diversas protefnas que 1ntervienen en este procesa, como son  las

DNA ligasas, helicasas, topoisomerasas, etc.

Tres tipos de DNA polimerasas han sido descritas gara procariontes
y designadas como DNA polimerasa I, II y 111, de acuerdo al orden
en que fueron descubiertas. Ver cuadro I (Lornbery, 1780). Debido
al facil manejo de &stos organismos, a su corto tiempo de
generacicn y a la posibilidad de obtener celulas con mutaciones
condicionales letales de las genes que codifican para cada una de

las funciones, los procariontes han sido muy bilen estudiados.



{ Los signes + y - representan presencia o ausencia de ai:tividad )

PROPIEDADES pol.1 pol.1I pal.1ir|

FUNCIONES ENZIMATICAS

palimericzacidn §'-3° + + +
exonucleasa 53 + - +
exonucleasa 3'-5" + + +

UTILIZACION DE
MOLDES SINTETICOS

duplex intacto el -
cadena sencilla cebada + -
diplex con cortes +

REQUERIMIENTO DE

COFACTORES

efectoc de KCi{ 20 aM &40 &0

% del dptimo S50 mM 80 100
100 mM 100 70
150 mM 80 S50

EFECTO DE INHIBIDORES
SOBRE LAS ENZIMAS

2-desnxianilogos -
ara-CTP -
bloqueadores de gru-— -
pos sulthidrilo

+ ++
]

CARACTERISTICAS

Tamako (Kd) 109 120 140

CUADRO I. Algunas propiedades de las DNA polimerasas I, II y
I1l de Escherichia coli (Kornberg, 1980).




En organismos eucariontes, tanto la purificacisn coma la
caracterizaci1én de las DNA polimerasas es mas complicado, no
obstante, se han podido distinguir 4 tipos de DNA polimerasas
diferentes. En todos los sistemas estudiados se han nombrado a las

DNA polimerasas en forma distinta.

En el caso de c¢é¢lulas animales, en especial de mamiferos se
han utilizado las letras griegas para clasificar a las DNA
polimerasas. En el presente trabajo se usara la misma

clasificacidn.

DNA POLIMERASA ALFA

Esta enzima es la m&s activa de las polimerasas de eucariontes y
la mas relacionada con la replicacidn del craomaosoma. Fue 1la
orimera de las DNA polimerasas de mamiferos que se describié
{Bollum, 1960). Durante mucho tiempo la 1localizacidén de esta
enzima fue motive de controversia, aunque algunos autores
mostraron su localizacidén nuclear (Shicda et al, 1980). Eschler et
4l (1977) sugirieron una localizacidén citoplasmitica de la enzima
ademas de su  localizaciéen nuclear. Métodos inmunoquimicos mas
recientes suponen que la DNA polimerasa o puede estar localizada

en la regidn perinuciear del citoplasma (Brown et al, 1981).

Este tipo de enzima es altamente soluble ya que cuando se real:izan
extractos celulares atuosos, la mayor parte de la enzima se
encuentra en la fraccidén catoplasmitica. Esta DNA polimerasa
parece estar silempre presente en células que estan aen

crecimento, tanto en eucariontes 1nferiores como en mamiferos.

La DNA polimerasa a se ha aislado la mayorta de las veces en forma
de un complejo polipeptidico (Wong et al, 1988; So y Lowney, 1988).
Generalmente este comple)o consiste de: a) un polipéptido
catalitico que 1n vitro es un fosfolipido de funcien desconocida

que ascila entre 125-180 Kd; b) una fosfaproteina de 77 Kkd de



funcidén desconocida y £} dos polipéptidos de S5 y 49 Kd. Se ha
visto que el polipétido de 49 Kd posee actividad de DNA primasa
(Nashever y Grosse, 1988). DNA polimerasa a estrechamente unida a
DNA primasa se ha aislado de diferentes fuentes (Conaway y Lehman,
1982; Yagura, 1982; Suzuki et al, 1785).

l.a DNA primasa se encarga de sintetizar pequefios fragmentos de
oligorribonucledétidos, los que funcionan como cebadores para que

ia DNA polimerasa forme laos fragmentos de Okazaki.

La replicacion del DNA por el complejo DNA polimerasa-DNA primasa
involucra sintesis de DNA cebador por la primasa, seguido por la

replicacién de la cadena de DNA por la DNA palimerasa.

Se ha observado gque todos los inhibidores espec{ficos para la DNA
polimerasa o también inhiben la replicacién del DNA (fkegami et
al, 1978).

La DNA polimerasa o~ contiene grupos sulfhidrilo en su sitio activo
por lo que es muy sensible a agentes bloqueadores de éstos grupos
como es N-etilmaleimida (NEM) {Bollum, 1975 . Es sensible a
inhibidores de la replicacidn del DNA, compo afidicolina, el cual
muestra una inhibicidn competitiva con dCTP y no competitiva para
los otros dNTFP's (lkegami et al, 1978). También es inbibida por
arabinasilnucledtidos ( Yoshida et al, 1977 Okura y Yoshida,
1978) y por altas concentraciones de cationes monovalentes. €Es
resistente a didesoxinucledétidos (So y Downey, 1988} y muestra un

requerimiento absoluto por el N92+.
DNA POLIMERASA BETA

Este enzima es 10 veces menos activa que la DNA polimerasa a en el
mismo tipa de células en crecimiento; por esta razén, la DNA
polimerasa {3 no se ha correlacionado con la replicacién; en cambio
se le ha relacionado con funciones de reparacién y recombinacidn
de DNA (Kornberg, 1980).

La mayar actividad para esta enzima se ha registrado en perfodos



de maxima actividao de reparacidn, en lintocitos humanos que han

sidao 1rradiados con Iui ultravioleta (Rertazzon1 et al, 1974},

E1 nivel de DNA polimerasa 2 no muestra grandes cambios durante
las diferentes fases del ciclo celular y sole se incrementa en
células en las que se induce reparacion de DNA. Existen evidgencias
de que la DNA polimerasa 7 funciona solo en ta reparacion de
tramos cortos, perc tanto a como 2 estian i1nvolucradas en  la

reparacién de tramos largos (Mosbaugh y Linn, 1984).

La DNA polimerasa (3 se localiza exclusivamente en el nucleao unida
fuertemente a cromatina (Foster y Gurney, 1974)., La enzima
purificada esta libre de actividad nucleolitica. A diferencia de
la polimerasa a , la polimerasa 2 no es capaz de extender cadenas

de DNA a partir de un cebador.

t.a DNA polimerasa 7 es una protelna pegquefa, consiste en un
polipéptido sencillio con peso molecular aproximado de 40 Kd -y un
coeficiente de sedimentacidn de 45. Frefiere como molde santético
un DNA con huecos, al i1gual que ia DNA polimerasa a.

Se ha visto que en presencia de Mg” la polimerasa 7 es
completamente distributiva insertando un solo desoxinucledtido y

disociindose del molde posteriormente (Wilson et al, t988).

La DNA polimerasa {3 es estimulada por altas concentraciones de
cationes monovalentes a diferencia de la DNA polimerasa oo No
requiere de grupos sulfhidrilo para su actividad por lo que no es
. 1inhibida por agentes blogueadores de estos grupos. No es afectada
pot~ ara-NTP's ni por afidicolina, pero en presencia de ddNTF's
(por ejemplo ddTTF) es fuertemente inhibida. Paosee una gran
resi1stencla a agentes gulmicos como: Acido fosfonoacettco, urea SH
alcohal o acetona al 20-25 %, pero su actividad disminuye en
presencia de fosfatos. Es estable en solucién en un rango de pH de

4.5 a 10,5, Tiene un punto 1soeléctrico basico.



de matima actividad de reparacidn, en linfocitos humanos que han

s1do 1rradiados con luz ultravioleta (Bertazzon: et al, 1974).

El nivel de DNA polimerasa /3 nao muestra grandes cambios durante
las diferentes fases del ciclo celular y s#&lo se incrementa en
células en las que se i1nduce reparacion de DNA. Existen evidencias
de que la DNA polimerasa 3 funciona soélo en la reparacion de
tramos cortos, pero tanto o como 3 estan nvolucradas en la

reparacidn de tramos largos (Mosbaugh y Linn, 1984).

La DNA polimerasa 3 se localiza exclusivamente en el nuclea unida
fuertemente a cromatina (Foster y Gurney, 1974). La enz:ima
purificada esta libre de actividad nucleclitica. A diferencia de
la polimerasa a , la polimerasa {3 no es capaz de extender cadenas

de DNA a partir de un cebador.

La DNA polimerasa 3 es una proteina pequefia, consiste en uﬁ
polipéptido senciilo con peso molecular aproximado de 40 Kd y un
coeficiente de sedimentacidn de 45. Frefiere como molde sintético
un DNA con huecas, al 1gual que la DNA polimerasa o

Se ha visto que en presencia de ﬂgﬂ la polimerasa @ es
completamente distributiva insertando un solo desoxinucledtida y

disocisndose del molde posteriormente (Wilson et al, 1988).

La DNA polimerasa 2 es estimulada por altas concentraciones de
cationes monovalentes a diferencia de la ODNA polimerasa o No
requiere de grupas sulfhidrilo para su actividad por 1o que no es
1nhibida por agentes bloqueadores de estos grupos. No es afectada
por ara-NTF's ni por afidicolina, pero en gpresencia de ddNTF's
{por ejemplo ddTTP) es fuertemente 1inhibida. Fosee una gran
resistencia a agentes guimicos como: acido fostonoacetico, urea 5M
alcohel o acetona al 20-25 %, pero su actividad disminuye en
presencia de fosfatos. Es estable en solucion en un rango de pH de

4.5 a 10.5. Tiene un punto 1soeleéctrico basico.



DNA POLIMERASA GAMMA

La DNA polimerasd  representa entre el 1 y 2 % del total de DNA

polimerasas en células de vertebrados.

ta actividad de la enzima se correlaciona con la replicacién del
DNA. Algunos estudios sugieren que la DNA polimerasa ¥ se
encuentra en la mitocondria, en donde se encarga de la replicacién
del DNA mitocondrial en celulas animales, Yy que no esta
involucrada en la si{ntesis de DNA nuclear aunque también se bha
encontrade a la enzima en esta fraccién (Hubscher et al, 197%9;

Geuskens et al, 1981},

La enzima aislada muestra una naturaleza heterogénea al igual que
la DNA polimerasa o (Weissbach, 1977). Se ha reportado que tiene
un peso molecular de 110-300 Kd (Spadari et al, 1974). Wernette et
al (1988) suponen dque la palimerasa y de 0Drosophila wmelanogaster
es un heterodimero que consiste de una subunidad catalftica de 125

Kd y otra subumidad de 35 td cuyo papel funcional no es conocido.

La DNA polimerasa y, ademas de utilizar moldes de DNA naturales vy
sintéticos, utilira ribohomopolimeros sintéticos como poali(rA),
poli(rC) (Gerard, 1975; kKnopf et al, 179746), sin embargo no se ha
descrito qQue sea capar de copiar moldes naturales de RNA.
Aparentemente no posee actividad nucleoli{tica y tiene un punto

isoeléctrico 4cido.

La DNA polimerasa y es estimulada por cationes mono vy divalentes,
as1t came por fosfato en presencia de KC1, lo que 1ia hace
distinguirse de la DNA polimerasa a que es inhibida por elevadas
concentraciones de cationes monovalentes y de la DNA polimerasa (3
que es inhibida por fosfatos. En cambio, la DNA polimerasa y es
inhibida por agentes bloqueadores de grupos sulfhidrilo y ddT1P
pera no es inhibida por afidicolina, efectivo inhibidor de la DNA

polimerasa o



DNA POLIMERASA DELTA

Byrnes et al (1976) reportaron por ve:z primera una enzima con
actividad de exonucleasa JX'-5° asociada con la capacidad de
polimerizacién del DNA, presente en médula &sea de conejo, a la
que denaminaron DNA polimerasa 6. Esta actividad de nucleasa juega
un importante papel en la fidelidad de 1la replicacién y la
prevencidn de mutaciones. Lee et al (1980) aislaron esta enzima de
timo de ternera. Recientemente se ha podido aislar a partir de
otras fuentes (Crute et al, 1986; Lee y Toomey, 1987) entre las
cuales las enzimas presentan algunas variaciones como peso

molecular y utilizacidén de moldes.

Se han reportado dos tipos de DNA polimerasas & denominadas como 1
y Il. La DNA polimerasa & 1 se asocia con una actividad de primasa
la cual es inhibida por anticuerpos monoclonales contra DNA
polimerasa o, mientras que la DNA polimerasa & Il que es la que
presenta actividad de exonucleasa 3°'-5° no se ve afectada (Crute
et al, 1984). Lo anterior supondrf{a que la DNA polimerasa & 1 es
m4s bien una forma de DNA polimerasa &, en donde su asociacidén con

la DNA primasa podria explicarse.

Si la DNA polimerasa é es un precursor de la DNA polimerasa a o si
es una enzima distinta la cual tiene una funcidén especial adn no
es claro, sin embargo, la presencia de una DNA polimerasa o
asociada con una exonucleasa podrif{a explicar la alta fidelidad en
la replicacién del DNA. También se ha sugerido que las DNA
polimerasas ay & actuan en la horquilla de replicacién, donde la
DNA polimerasa a replica la cadena cont{nua y la DNA polimetasa &
la discontinua (Focher et al, 1988).

La DNA polimerasa & presenta similitudes con la DNA polimerasa a,
entre las que se encuentran un alto peso molecular (alrededor de
152 Kd) y su coeficiente de sedimentaci¢n de 75, s una protefna
aci{dica, tiene gran sensibilidad a NEM, afidicolina v
arabinosilnucleétidos, no es afectada, por ddNTP's (S0 y Dawney,
1988). Como parte constitutiva del complejo posee una actividad de
DNA primasa (Crute et al, 1986).
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Aungue las DNA polimerasas a y & tienen muchas similitudes, muchas
evidencias sugieren que se trata de enzimas diferentes debido a
caractertsticas gque no comparten, entre ellas estian la actividad
de euonucleasa T°'-5° intrinseca a la polimerasa &, anticuerpos
monoclonales contra DNA polimerasa a no inhiben la actividad de la
DNA polimerasa & (Wahl et al, 1986; Lee y Toomey, 1987) vy
anticuerpos policlonales contra DNA polimerasa & de timo de
ternera no inhiben a la DNA polimerasa «a de la misma especie.
Aunado a ésto, la DNA polimerasa & presenta diferencias en
especificidad de molde. En sustratos de DNA tales como dA-dT o
dG-dC alternados, o polif{dA) cebado con segmentos de oligo(dT) se
logra la mayor actividad de polimerizacién de esta enzima,
mientras que el molde preferente de la DNA polimerasa a es el DNA

de timo de ternera activado (Kornberg, 1980).

Ver resumen de algunas propiedades de estas cuatro polimerasas en

el cuadro II.

DNA POLIMERASAS DE PLANTAS SUPERIORES

Es una tarea dificil clasificar las DNA polimerasas de plantas
siguiendo el mismo criterio usado en el caso de las enzimas de
animales, debido a que las DNA polimerasas aisladas de eucariontes
inferiores o plantas no presentan las mismas caracteristicas que

las de los animales.

DNA POLIMERASA ALFA

A partir de varias especies vegetales se han purificado DNA
polimerasas que presentan varias caracteri{sticas similares con la
DNA polimerasa « de animales, encontrando que todas las
polimerasas tipo o aisladas de vegetales presentan un pesoc
molecular alto y son fuertemente 1:1nhibidas por NEM (Litvak vy
Castroviejo, 1987).

Se ha encontrado que para los casos de trigo, espinaca, arroz y
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PROPIEDADES a n > &

LOCALIZACION NUCLERR NUCLEAR MITOCONDRIAL NUCLEAR
NUCLEAR
FUNCION REPLICACION REPARAGION REPLICACION REPARACION
NUCLEAR DEL DNA DEL DNA MITOCONDRIAL DEL DNA
P.M. (Kd) 150-1000 45 > 110 250-290
ABociacién con si no si no

pr imaca

UTILIZACION DK
TEMPLADOS

DNA activade si si -3¢ si

MANA nat. con primer
de desox inuctedt. no no no no

Moldae de DNA con
primer de RNA si si si si

EFECTO DK INHIBIDORES

SOBRE LAS ENZIMAS

NEM si no .si si
ddrTP no FE_3 SRR si
ara-cTP si no no
afidicol {na si na no Si
Butil-dare si no no no

CUADRD 11. Algunas propiedades de las DNA polimerasas de

animales ( Litval y Castroviejo, 1987}.




colifior, la afidicolina, un tinhibidor especifico de DNA
polimerasas a de animales, inhibe a la DNA polimerasa de alto peso
molecular. Para el case de nabo, la afidicolina, ha mostrado
inhibir una actividad de DNA polimerasa, aunque el tamafie de la
enzima no ha sido determinado (Litvak y Castroviejo, 1987).

Al igual que las DNA polimerasas a de animales, las enzimas tipo «
estudiadas en sistemas vegetales no reconocen un molde de
poli(rA)-oligo(dT). Las DNA polimerasas tipo a reportadas para
trige, son inactivas en presencia de este molde, aungue
Gltimamente se ha reportado que pueden usarlo eficientemente si la
temperatura de 1ncubacidn rutinariamente utilizada an los ensayos
se disminuye. Paor 1o anterior, es impartante el estudio de
diferentes parametros para concluir si un molde es o no usado por

la enzima (Litvak y Castroviejo, 1987).

En general es aceptado que la mayor actividad de la DNA polimerasa
o de animales esta localizada en la fraccién nuclear. E! mismo
tipo de estudios no se han podido realizar en plantas debido a la

dificultad de purificar ncleos con buen rendimienta.

Métodos autorradiograficos han mostrado en arroz que una DNA
polimerasa sensible a afidicolina, se encuentra exclusivamente en
ndcleo; iguales resultados se han encontrado en cultivos de
células de soya. La sintesis de DNA en nicleos de células de soya
es resistente a didesoxitimidina trifosfato (ddTTP), inhibidor de
las DNA polimerasas #y » pero no de la DNA polimerasa o .
Resul tados preliminares con nucleos purificadas de trigo indican
la presencia de wuna DNA polimerasa fuertemente inhibida por

afidicolina (Litvak y Castroviejo, 1987).

DNA polimerasas con actividad asociada de exonucleasa se ha
encontrado en trigo y arroz. Estas entimas no han sido purificadas
a homogeneidad, por lo que la presencia de la exonucleasa pudiera

atribuirse a una contaminacién (Litval y Castroviejo, 1987).



DNA POLIMERASA BETA

Existen muchas evidencias acumuladas en afos recientes
concernientes a la existencia de DNA polimerasa tipo a en plantas.
Sin embargo es mis dificil hacer una afirmacidn para el caso de
DNA polimerasa /3 (Litvak y Castroviejo, 1987).

Se ha definido a una DNA polimerasa 3 de animales, como a una
enzima de bajo peso molecular, localizada en el nucleo y altamente
resistente a NEM. Mas tarde se encontré gue es resistente a
afidicolina @ inhibida por ddTTP (Litvak y Castroviejo, 1987).

Han sido encontradas DNA polimerasas de bajo peso molecular en

remolacha, chicharo, tabaco y trigo (Litvak y Castroviejo, 1987).

Las DNA polimerasas tipo /3 encontradas en plantas tienen un peso
molecular aproximada a SO Kd. En coliflor se encontré una enzima
de 70 Kd con algunas propiedades de DNA polimerasa 2. El parametro
de peso molecular, debe considerarse con cuidado ya que otro
parimetro de importante consideracidén, ®s la actividad
proteclf{tica presente en los extractos de plantas. Fara trigo, una
DNR polimerasa de 50 Kd ha sido purificada casi a homogeneidad. El
efecto de inhibidores y la especificidad de molde tuvieron claras
diferencias comparindola con las dos DNA polimerasas tipo a

purificadas de trigo (Castraviejo et al, 1979).

.DNA polimerasas de bajo peso molecular son inhibidas sd&la por
altas concentraciones de NEM en remolacha y chi{chara. En chicharo
la DNA polimerasa tipo @ esti fuertemente unida a cromatina, como
en el casa de algunas DNA polimerasas /3 de animales, no obstante

se desconoce su papel funcional {(Litvak y Castroviejo, 1987).

El papel de la DNA polimerasa tipo (7 de plantas en la reparacién
no ba sido comprobado . No obstante, algunos resultados reportan
que la sintesis reparativa de DNA inducida por luz ultravioleta en
protoplastos de tabaco es resistente a afidicolina (Litvak y

Castrovieja, 1987).



DNA POLIMERASA GAMMA

La DNA polimerasa y de animales se encuentra en la fraccidn
nuclear y mitocondrial. Una DNA polimerasa de 100 kd caracterizada
en trigo (Castroviejo et al. 1979), se asemeja a la ONA poalimerasa
¥ de animales debido a su estimulacién por KCl, por el fuerte
poder inhibitorio de ddTTP y bromuro de etidio, por su resistencia
a afidicolina y por su eficiencia para sintetizar sobre moldes de
poli(rA)-oligo(dT). Sin embargo, la DNA polimerasa de trigo no se
localiza en mitocondria y su papel funcional es desonocido. Se
sabe que es capaz de utilizar a bajo nivel moldes naturales de
RNA y puede asociarse con actividad de DNA primasa ({Litvak ¥y
Castroviejo, 1987; Graveline et al, 1984).

La DNA polimerasa de cloroplastos de espinaca muestra
caracteri{sticas semejantes a las DNA polimerasas » de animales
(Litvak y Castroviejo, 1987).

DNA POLIMERASAS DE MITOCONDRIA Y CLOROPLASTO

Se ha encontrado una DNA polimerasa con un peso wmolecular aparente
de 180 Kd, purificada a partir de mitocondria de trigo, que es
incapaz de reconocer poli(rA}l-oligo(dT) como molde sintético,
caracterfstica principal de las DNA polimerasas tipo y. En cambio,
es resistente a afidicolina, sensible a ddTTP y bromuro de etidio,
al igual que 1las polimerasas mitocondriales de animales. Una
enzima similar se ha encontrado en mitocondria de células de arroz

(Litvak y Castrovieja, 1987).

No obstante estas evidencias, no es posible atm clasificar a la
DNA polimerasa mitocondrial de plantas como una DNA polimerasa p

tipica.

Por otra parte, se ha aislado una entima con un peso molecular
aproximado a 105 Kd de cloroplastos de espinaca, que es capa:x de

utilizar eficientemente un molde sintético de poli(rA)-aligoidT),



es sensible a NEM y resistente a afidicolina {Litvak y
Castroviejo, 1987},

Otra DNA polimerasa parcialmente purificada a partir de
cloroplastos de chicharo de aproximadamente 87 Kd, no reconoce
como molde poli(rA)-oligo(dT), es tuertemente i1nhibida por NEM vy
bromuro de etidio e 1nsensible a afidicolina (Mckown y Tewari,
1984) .

No es clara si la diferencia en el reconocimiento de molde
observado en las DNA polimerasas de cloroplaste, sea debida a
diferencias intrinsecas de las enzimas o al alto grado de
purificacién; opcilonalmente podrfa ocurrir una proteélisis parcial
durante la purificacién con lo cual podria explicarse tanto la
diferencia de cerca de 20 Kd en el peso molecular de ambas enzimas

como sus actividades {Litvak y Castrovieio, 1987).

ACCION DE FITORREGULADORES

En las plantas superiores, las células son capaces de
interaccionar de diversas formas. Se ha distinguido un grupo de
moléculas organicas activas en pequefias cantidades y que coordinan

el crecimiento y desarrollo de las plantas.

En 1881, Charles Darwin fue el primer investigador que postuld 1la
existencia de este tipo de sustancias. En 1934, el aleman K&gl
extrajo sustancias de crecimiento de materiales biolegicos,
craistalizando entre ellas la heteroauxina que identificéd como
4cido indolacético (Weaver, 1976).

Actualmente e:xisten aran cantidad de compuestos sintéticos que
producen algun efecto regulador en el crecimientc de las plantas
(Weaver, 1976).

La ezpresién “"regulador de crecimiento de lasg plantas” -
“fitorregulador" puede emplearse para designar a cuatquier
sustancia, sea natural o sintetica, que pueda modificar los

procesos fisiol:gicas de cualquier planta (Weaver, 1974).



Se reconocen 9 grupos basicos de fitorreguladores clasificados de

acderdo a'su naturaleza quimica y a sus efectos fisioldgicos:

“Auxinas”,- Promueven 13 elongacidn celular de tallos Y
colecdptilos. Inhiben le formacien de las yemas laterales vy

crecimiento de la raiz. Intervienen en la diterenciacién celular.

"Giberelinas".~ Estimulan en general la germinacion ¥ el
crecimiento del talla, yemas laterales y ratz. A nivel molecular

estimulan la sintesis de alaunas hidiolasas.

"Etileno".- A concentracicnes bajas estimula la germinacién y el
crecimiento de brotes; en tratamientos largos suprime la
germinacién., Frovoca la caida prematura de tas bhojas, frutos
Jdvenes y otros &rganos. Estimula la flaracidn y la maduracien de

frutos.

“Acido Abscisico".-~ Inhibe la germinacidn y el crecimiento
posiblemente debido a la inhibicid¢n de las enzimas hidroliticas
(Weaver, 1976). Se sugiere que actuwa afectando el metabolismo
de los 4cidos aucleéeicos y la sintesis  de proteinas wWan

Overbeek et al, 19b67; Barlow y Filet, 1984)

"Citocininas”.~- Intervienen en el crecimiento de raiz y tallo.
Estimulan la divisién celular. Intervienen en la diferenciacién

celular y desarrolio de cloroplastos.

CITOCININAS

El descubrimiento de las citocininas parte de la observacidn de
qQue los compuestos gue contienen adenina, pueden modificar 1a

expresicn del desarrollo (Brdwell, 1979,

La praimera ciltocinina, fue descubjerta 3 partir de una muestra de
DNA envejecido en  la  década de 1250 poOr Folke Skpog,
AUster (nrmente el compuesato aztivo se wdentifice como
e-furfucttaminopurina  conecide  tambi<n como cinetina  (Weaver,
1976 .



No pasd mucho tiempo sin que  se sintetizaran otras citocininas
nuevas Yy mas activas, una de las primeras fué la
4-bencilaminopurina. Se demostré que este compuesto, también
conocido como Benciladenina (BA) o Verdan, resulta eficaz
prolongador de la vida de almacenamiento de vegetales frondosos v

otros constituyentes de las plantas (Weaver, 1976).

La primera citocinina cristalina se extrajo de semillas de Jea
mays y se le denominé "“zeatina”. La zeatina que ya se ha
sintetizado in vitre, €s un cempuesto aproximadamente diez veces

mas activo que la cinetina (Weaver, 197&).

Aunque la accidn de las citocininas se asocia especialmente a 1la
estimulacién de la divisié celular, se ha demostrado que
estimulan muchos procesos metabélicos, 1ncluse la sintesis de
protefnas, DNA y RNA.

EVENTOS EN LDS QUE PARTICIPAN tAS CITOCININAS

Divisien celular

l.as concentraciones extremadamente bajas (5-[(1_") de zeatina,

provocan ta divisién celular en médula de diferentes tejidos de
tahaco y en explantes de zanahoria, sin zeatina u otra citocinina
se produce sdélo un incremento ligero de estos tejidos. Se requiere
citocinina tanto en la 1niciacidn como en 1a continuacién de la

divisien celular (Weaver, 1974).

Diferenciaci<n celular

tas citocininas influyen en la diferenciacién celular del cultivo.
interactudan con las auxinas mastrando efectos diferentes., por
ejemplo, 3koog y Miller (1957) encentraron en rcultivas de medula
en diferentes tegidos de tabaco nue cuando la cantidad de
citocininas es menoct en proporcicn gue las auxinas se produce un

desarrollo de raices, pero cuando es elevala se desarrallan tanto



yemas como brotes. Cuando la relacién es intermedia, se

desarrollan teiidos de callos no diferenciados (Weaver, 1976).

Las citocininas provocan también la elongacidén de algunas hojas ¥y
de segmentos de tallos. Estas respuestas se deben en gran parte a

la expansion celular (Weaver, 1976).

Efectos antisenescentes

Las citocininas, retrasan el envejecimiento de tejidos vegetales.
La aplicaci¢n de la BA, evita la senescencia en hojas viejas de
plantas de frijol (Bidwell, 197%9).

Se sabe que las citocininas evitan la formacién de enzimas
hidroliticas como nucleasas y proteasas, interfiriendo por lo
tanto de manera indirecta con la desintegracién de los polimeros
{Bidwell, 1979),

Movilizacidn de sustancias

Las citocininas son importantes para el fendmeno de transporte de

sustancias a diferentes partes de la planta (Weaver, 1974).

Una sugerencia es que la citocinina puede estimular la farmacidn
de moléculas de protefnas transportadoras involucradas en el

movimiento activo de metabolitos (Bidwell, 1979).

Las citociminas causan una inmovilizacidn de los nutrientes, o
bien, su transporte a las 4reas tratadas con éstas, siendo otro

factor que actga para evitar la senescencia (Weaver, 197&).

Citocininas y luz

Las citocininas i1nteractwvan con la luz, y en algunos casos la
sustituyern, durante el control de una gran cantidad de fendmenos
biolsgicos. Tal es el caso de las semillas en rciertas variadades
de lechuga que reguieren luz para germinar. si1n embargo pueden

germinar en la oscuridad cuande son tratadas previamente con



cinetina (Weaver, 1976). Las citocininas provocan también 1la
sintesis de pigmentos (Horgan, 1984) y el desarrollo de
cloroplastos (Pathier, 1979).

Citocininas y f.cidos nucléicos

Se ha encontrado que el contenido de acidos nucléicos se
incrementa al aplicar exdgenamente citocininas a tejidos vegetales
{Khan y Heit, 194%9; Grierson et al, 19775 Tsuji et al, 1979;
Yokayama et al, 1980). El tratamiento con citocininas a hojas de
frijol y a cotiledones de pepino i1nduce un incremento considerable
en el contenido de RNA total (Zwar, 1973; Yokoyama et al, 1?81).
Adem4s, se ha visto que al aplicar cinetina, existe un incremento
en el contenido de DNA, el cual coincide con la divisidn celular
(Phillips y Torrey, 1973).

Asimismo se ha repartado que existe una relacidén qel
fitorregulador con el ciclo celular (Parker et al, 1978).
Nishinari y Syono (1986) reportaron que existe un dréastico
incremento de citocininas, en los limites de la fase Gzlﬂ y otros

mas ligeros, durante la fase S del ciclo celular.

Se ha sugerido, que las citocininas previenen el efecto inhibidor
del acido abscisica (ABA), aumentanda el contenido de Acidos
nucléicos (Albanell et al, 198S; Khan, 19467; Sussex et al, 1973).

POSIBLES MECANISMOS DE ACCION DE CITOCININAS

E]l mecanismo de accidn de las citocininas se desconoce a la fecha.
Como muchos otros mecanismos de accidén el fitorregulador puede
unirse a una molécula receptora y posteriormente desencadena una
actividad biolégica.

Exi1sten varias hipétesis acerca del posible mecanismo de accidén

entre las cuales destacan las siguientes:
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Se ha reportado que las citocininas estimulan la sintesis de
acidos nucléicos y de protefnas. Al parecer, el efecto de las
citocininas en relacidén a la sintesis de protefnas es a naivel
traduccional. Los resultados de la alteracién de la actividad de
los rihosomas por citocininas apoyan esta proposicién  (Klsmbt,
1981, .

Se sabe que las citocininas se unen a los ribosomas y al parecer
una molécula de citocinina se une a cada ribosoma. Las citocininas
actudan en las células de Acetabularia sin nuclen y posiblemente
también en ribosomas citoplasmaticos. Se ha demostrado que la
sintesis de RNA en nucleos in vitre se estimula por citocininas,
por lo gue se presume Que pueden actuar en ribosomas nucleares
(Weaver, 197&}.

Otros fisidlogos ban sugerido un posible mecanismo de accidén de
las citocininas que se relaciona con su presencia en el RNA de
transferencia (Weaver, 1976). No aobstante, se ha encontradoc que en
cultivos vegetales, las citocininas se incorporan al RNAt en muy

baja proporcidén y ésta no es muy especifica (Hargan, 1984).

Se cree que las citocininas, pueden madificar las propiedades de
la RNA polimerasa, a través de la unién de un aceptor o cafactor
localizado en el citoplasma, afectando a la enzima directamente o
a través de la modificacién de la cromatina a la cual se une la
RNA polimerasa. FPor lo que se dice que el fitorregulador estimula

la sintesis total de RNA (Kulaeva, 1981),

Se han aislado proteinas de hojas de tabaco y centeno, con alta

afinidad para citocininas, pero su funcién no es clara.
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ANTECEDENTES

Se tiene conocimiento, que la germinacién de una semilla puede
afectarse por la aplicacién exédgena de fitorreguladores y es
posible gque, el control natural de la germinacién involucre una
interaccidn de ellos, pudiendo ser promotores y/o inhibidores de
tal evento (Khan, 1947; Addicott, 1772).

Se han obtenido evidencias experimentales en relacién al efecto
que tienen algunos fitorreguladores, durante la germinacién de

semillas, un ejemplo de ello son las citocininas.

Algunos reportes indican que las citocininas promueven la si{ntesis
de Acidos nucléicas y la germinacidn de la semilla (Van Standen,
1983; K&hler et al, 1982; Balli, 1984). En el laboratorio se han
realizado estudios con Benciladenina (BA), que es una citocinina

sintética, sobre algunos aspectos del metabolismo del DNA.

Se ha encontrado que la BA prosueve la germinacién de ejes
embrionarios deterioradaos de mafz, al menos de 3 a 4 veces con

respecto a ejes deteriorados sin BA (Zarain, 1987).

Par otro lado, BGalli ( 1984} propuso que existe un incremento en
la sintesis de DNA nuclear en cotiledones de sand{a crecidos en
agua y BA, la cual es diferente a la sintesis replicativa.

Zarain et al (1987) realizaron anilisis cualitativas por
cromatograffa en BND-celulosa para distinguir y’ caracterizar el
tipo de sfintesis de DNA que se lleva a cabo durante el inicio de
la germinacién de mafiz {(0-3horas), ya que existen evidencias de
que esa sintesis puede ser de tipo reparativo (Osborne et al,
1984; Vizquez Ramas y Osborne, 19865 Zarain, 1987). Para realizar
lo anterior, se utilizaron ejes embrionarios »—irradiados (baija
viabilidad) en los que, predominé marcadamente, una sintesis de

tipo reparativo y ejes no irradiados (alta viabilidad) en los que



no tue posible diferenciar una sintesis predominante {tipa
reparativa o replicativa). En cambio, cuando se adiciond la BA a
ambos tipos de ejes (p—irradiados y no irradiados), ésta provocéd
un incremento en la sintesis de DNA total que parecia ser

preferencialmente de tipo reparativo.

Posteriormente, estudios realizados por Reyes (1988), indican que
ta BA estimula la sintesis de DNA total, a cualquier tiempo
durante las primeras 12 horas de germinacién, en ejes embrionarios
de mai:z tanto normales como p-irradiados; no obstante la cinética

de la estimulacién es diferente en ambos.

También encontré que la actividad especifica de la DNA polimerasa
en extractos totales, se incrementa al agregar la BA. As{ pues, la
DNA polimerasa parece estar involucrada en el incremento de la
sintesis de DNA que se observa al afiadir la BA a dichos tejidos.
No obstante., se desconoce a que tipo de DNA polimerasa puede

afectar la BA.

€1 presente trabajo se llevé a cabo con el propésito de determinar
a que tipo de DNA polimerasa puede afectar dicho fitorregulador.
Para efectuar lo anterior, se aislaron nacleos de ejes
embrionarios de maf{z imbibidos en presencia y ausencia de 1la BA
por 3, 6y 24 horas. Se midié 1a actividad especifica de la
enzima, tanto en la fraccidn nuclear como en la citoplasmatica
Ademis con la finalidad de distinguir entre diferentes actividades
de DNA polimerasas, se usaron algunos inhibidores especificos de

las DNA polimerasas de animales.
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HIPOTESIS.:

Dado que existen evidencias de que la citocinina Benciladenina al
ser agregada eixdgenamente a ejes embrionarios de mafz, estimula la
actividad de la DNA polimerasa en los extractos totales de dichos
tejidos (ejes embrionarios), postulamos que 1a DNA polimerasa
localizada en nicleps es preferencialmente estimulada par  dicho

fitorregulador.

OBJETIVOS:

-Conacer si la estimulacién en la actividad especifica de la DNA
polimerasa paor efecto de la Benciladenina ocurre en nicleos y/o en

¢itoplasma.

-Medir la actividad especi{ifica de la DNA polimerasa, con ensayos
tipo ay (3, de los extractos nucleares y citoplasmaticos. A la vez
determinar a que tiempo de la germinacién temprana de ejes
embrionarios de mafz, la enzima es mas sensible al efecto

estimulatorio de la Benciladenina.

—-Determinar a que tipa de DNA polimerasa corresponden las
actividades especi{ficas mostradas, de acuerdo al efecto de algunos

inhibidores clisicos de las DNA polimerasas o y ? de animales.

peid=)



MATERIALES Y METODOS

A) MATERIAL BIOLOGICOD.

Fara los experimentos se utilizaron semillas de matz de 1la
variedad "Chalquefo" que fueron adquiridas en PRONASE (Productara
Nacional de Semillas de la SARH)

B) SOLUCIONES AMORTIGUADORAS Y REACTIVOS EMPLAEADDS

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico.

B.1) Solucién amortiguadora de imbhibicidn (8AI).

Tris~HC1 (pH=7.4&) 50.0 mM
KC1 50.0 mM
MgCl2 10.0 mM
Sacarosa 2.0 mM
Cloranfenicol 10.0 Hg/ml

B.2) Soluci¢n de Benciladenina (BA).

La BA se disuelve en HCl (1 N) ajustando el pH a &6 con NaOH (al
12} y se diluye con agua destilada hasta alcanzar una
concentracidn de 1 x 10 ° M. Esta solucién se esteriliza a través
de filtros Millipore.

Se prepara una soluci¢n control de 1la misma manera que la anterior

en ausencia de BA.

B.3) Solucidn amartiguadora de imbibicién con BA.

A la solucién de BA de concentracidn 1 x 1077 M se le lleva, con
SAl a una concentracién final de 1 x 10°* M,
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B.4) Saluciones requeridas para la extraccién de ndcleos.

B.4.1) Solucisn amortiguadora para 1la homogeneizacien de ejes
embrionarios de mafiz (Buffer 1).

Tris-HCl (pH=7.5) . 50.0 mM
KC1 20.0 mM
MgClz 20.0 mM
2-Mercaptoetanaol 10.0 mM
Sacarosa 1.2 L]
Glicerol 30.0 %

B.4.2) Soluci¢n amortiguadora para la homogeneizacien de nucleos
(Buffer 2).

Tris-HC1 (pH=7.5) 50.0 mM
MgClz 5.0 oM
2-Mercaptoetanol 0.5 mM
PMSF O.1 mM
EDTA 0.1 mM
Glicerol 5.0 %
B.5) Solucién amortiguadora de diilisis.

Tris~HC1 (pH=7.6) 50.0 oM
MgClz 5.0 mM
2-Mercaptoetanol 0.5 mM
PMSF 0.1 nM
Glicerol S.0 %

B.5.1) Preparacién de bolsas de diilisis.

Las bolsas se hierven tres veces con NaHCOs por 10 minutos
aproximadamente y tres veces con EDTA S mM. Por dltimo se guardan
en una salucidén que contiene EDTA S mM y etanocl al 20 % y se

. : : °
mantienen en refrigeracisn a 4°C.

B.6) Liquida de centelleo.

Z,2'p-fenil-bis(5-fenoxazol) (FOPOP) 0.1 g
2°'-difeniloxazol (PPOY 5.0 9
Tolueno 1.0 1
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B.7) Solucidn amortiguadora para activacidn del DNA.

Tris-HC1 (pH=7.5) 50.¢ ¥4
MygClz 5.0 (¥,
Albumina de suero bovino (ASB) 0.5 mg/ml
DNA de timo de ternera 0.25 mg/ml

B.8) Soluciones utilizadas para medir la actividad de la
DNA-palimerasa:

B.B.1) Solucidn amortiguadora de reaccidn para DNA polimerasa o.

Tris-HC1 (pH=7.86) 50.0 mM
KC1 20.0 aM
MgClz2 10.0 mM
ATP . 1.0 mH
2-Mercaptoetanol 0.4 mM
dATP 0.1 mM
dCTP 0.1 mH
dGTP 0.1 mH
Glicerol 4.0 %

DNA activado 10.0 m/ml
(metil-"H YTTP (80 Ci/mmol; NEN 5.0 Moi/m)

Dupont USA).

B.B.2) Solucidn amortiguadora de reaccién para DNA polimerasa f3.

Tris-HC1 (pH=8.5) $0.0 mM
¥C1 100.0 mM
MgClz 20.0 nM
ATP 1.0 mM
2-Mercaptoetanol 0.4 mM
dATP 0.1 oM
dCTP 0.1 ™M
dGTP 0.1 mM
Glicerol 4.0 %
DNA activado 10.0 /ml
(metil-"H )TTF(BO Ci/mmol; NEN 5.0 Ci/ml
Dupont USA).

B.8.3) DNA de esperma de salmdn, 2.0 mg/ml

(disuelto en agua destilada)

B.?) Reactivos para deterainar protefnas por el método de Lowry
modificado (Peterson, 1979).



B.9.1) Reactiva A.

Se merclan propuarciones iguales de NaDH 0.8 N, S8SDS 10%,
destilada y wuna solucién de cobre-tartrato-carbonato
B.?.3.1)

B.92.2) Reactivo B.

Reactivo de Falin-Ciocalteu 1.0 vol.
Agua destilada ’ 5.0 vol.

B.9.3) Soluciones complementarias:

B.9.3.1) Solucidn de cobre—tartrato-carbonato (CTC).

Carbonato de sodio 10.0 %
Sulfato de cobre pentahidratado o.t %
Tartrato de sodig-potasio 0.2 %

agua
crc,

(La solucién es estable por 2 aeses a temperatura ambiente)

B.9.3.2) Desoxicolato de sodin (DOC). 0.15 %

B.9.3.3) Acido triclarcacético (TCA). 72.0 %

B.?.4) Solucidén proteica para la construccidén de la curva patedn.

Albumina de suero bavino (ASE) 0.2 mg/ml
{(disuelta en agua destilada)

B8.10}) Solucién amortiguadora para nucleasa.

Tris-HCl (pH=7.6) 50.0 »M
KC1 20.0 mM
MgClz 10.0 mt
atP 1.0 i
2-Mercaptoetangl 0.4 atd
Glicernl 4.0 “

DNA marcado con (metil-W)TTP 30.0 1ag/ml

(BO Ci/mmol; sNEN Dupant USA)

"
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B.11} Solucidn amortiguadora para endonucleasa.

Tris—-HC1 (pH=7.6) 50.0 mit
KC1 20.0 @M
tMgClz 10.0 mM
ATP 1.0 M
2-Mercaptoetancl 0.4 oM
Gliceral 4.0 “
Plasmido de DNA 1.0 ul/25u)
B.12) Spolucién de carga para geles.
EDTA 50.0 k3
Sacarosa 37.0 %
Azul de bromofencl 0.1 %
SDs Q.01 %z
B.13) Solucidn amortiquadara para electrotoresis
(Tris-borato-EDTA}.
Tris base 89.0 aM
Acido bérica 89.0 M
EDTA 2.0 L

4] METODOS

C.1) Obtencidén de ejes embrionarios.

La extraccién de los ejes embrionarios de maf{z se llevd a cabo por
diseccién manual.Generalmente la extraccidn de los ejes se realizé
uno o dos dias antes del experimento y cuando los ejes no se

utilizaron inmediatamente se mantuvieron en un desecador a 4°C.

C.2) Imbibicién de ejes embrionarios.

Para cada euperimento se incubd una muestra control y otra muestra
con BA (B.1., B.J).

Generalmente para cada muestra se utilizé un grama de ejes



embrionarios, se lavaron con agua destilada y se colocaron entre
dos discos de papel filtro Whatman (No. 1) dentro de una caja
Petri de 5 cm de dismetro y se affadié 0.8 ml de SAl en presencia o
ausencia de PA a ejes incubadas por 3 horas, 1 ml a ejes incubados

durante & horas y 1.6 ml a ejes incubados durante 24 horas.

Las manipulaciones anteriores se realizaron en condiciones de
esterilidad, utilirzando un mechero de Bunsen. Los discos de papel
filtro as{ como las cajas Petri fueron esterilizados previamente

en autoclave.

La incubacidn de las muestras se realizd en una bafio marfa con

temperatura regulada a 27°C £ 1 en presencia de luz.

Una vez que el tiempo de incubacidén termind, los ejes se
procesaron de inmediato o bien se congelaron a - 70°C hasta su

usg.

€.3) Metodologia para la extraccidn de nucleos de ejes
embrionarios de mafz.

Cada muestra de ejes embrionarios se homogeneizé con 2 ml de
Butfer 1 (B.4.1) durante 2 minutos aproximadamente en un mortero
pre~enfriado a 4°c. El homogenado se filtrd a través de dos capas
de papel miracioth con ayuda de vaci{o, los residuos del martero se
lavaron dos veces con 2 ml de buffer 1, filtrandose cada lavado;’ y
finalmente el residuo contenido en el papel miracloth se lave con
4 ml de buffer 1. El filtrado se recibié en un matraz Kitasato de
125 ml fri{o, posteriormente el filtrado se pasé a un tubo Caorex de
15 ml frio; y se centrifugéd a 20 N0O x g durante 40 minutos a 4°c

en una ultracentr{fuga beckman modelo J2-2{ usando un rotor JA-20.

Una vez terminada la centrifugaci1én se separd el sobrenadante
(fraccidn citoplasmatica) el cual se guardd en refrigeracidén

a 4°C hasta dializarlo.

Por otro lado la pastilia que contenia los nucleos se resuspendid

en 1.5 ml de Buffer 2 (B.4.2), y se transfirid a un tubo de
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policarbonato.

El sedimento nauclear resuspendido se congele (a - 70°C) Yy
descongeld (a temperatura ambiente), esta operacién se realizé 3
veces, Posteriormente se centrifugéd a 100 000 « g durante 2 horas
en una ultracentr{fuga Beckman modelo TL-100, utilizando un rotor

de 4ngulo fijo.

El sobrenadante nuclear resultante, as{ como el citoplasmitico se
dializaron en bolsas (B.5.1), contra 1 litro de Buffer de diilisis
{B.5) durante 15-18 horas.

C.4) Metodologia para la obtencién de DNA activado.

1 mg de DNA de timo de ternera se disolvié en 4 ml de Buffer de
activacién (B.7), una vez ya disuelto se agregaron 4 pl de DNAasa
(0.05 mg/ml), se incubd a 37°C durante 15 minutos y se calenté a
77°C par S5 minutos, inmediatamente después se enfrio en hielo. Se

guardd en congelacién a -20°C hasta su uso.

C.5) Determinaci¢n de la actividad de la DNA polimerasa.

C.5.1) Ensayo de DNA polimerasa tipo a.

Se agregd a cada tubo una mezcla de reaccidén cuye volimen total
fue de 100 ul conteniendo 48 1 de solucién amortiguadora de
reaccidn a (B.8.1), 40 yl de extracto crudo de DNA polimerasa

textracto nuclear o citoplasmatico) y 12 yl de agua destilada.

Los tubos se incubaron a 37°C en un bafio maria por 30 minutos para
que se llevara a cabo la reaccidn, la cual se detuvo adicionando
100 w1l de DNA de esperma de salmén (B.8.3) y 3 ml de TCA al 10%

frio. lLos tubos permanecieron en hielo al menos 30 minutos.

La radiactividad incorporada en forma insoluble en TUA se recuperd

filtrando las muestras con un sistema Millipare en filtros de

(%]
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fibra de vidrio Whatman GF/C. Los filtros se lavaron 2 veces con
TCA al SZ (5 ml) y 3 veces con etanol al 2464 (5 ml). Se secaron y

se colocaron en viales conteniendo liquido de centelleo (S ml).

Se determinaron las cuentas por minuto (cpm) en un contador de
centelleo liquido, FPackard Tri-Carb. BSe calculd la actividad
enzimatica (A.E) dividiendo las cpm entre la cantidad de protelna

contenida en el extracto.
C.5.2) Ensayo de DNA polimerasa tipo 3

Se determind& igual que para la DNA polimerasa a {(C.5.1) cambiando

solamente la soluci¢n amortiguadora de reaccién 3 (B.B8.2).
€.5.3) Efecto de inhibidores.

La actividad de las DNA polimerasas tipo oy ? se ensayé¢ en la
forma anteriormente descrita (C.5.1 y €.5.2), con excepcién de que
a la mezcla de reaccién se le afadieron diferentes inhibidorec

para determinar su efecto.

6.5.3.1) Afidicolina, concentracien final de 1.47 x 167
disuelta en dimeti!-sulfdéxido (DMSO).

Para este inhibidor se i1ncluye un control adicional al que se le
agregs la cantidad equivalente del solvente utilizado. E1 dato
: obtenido se usd para caicular el efecto del i1nhibidor.
€.5.3.2) Didesoxitimidina trifosfato (ddTTP), concentracién final
de 3.12 x 10" M disuelto en agua destitada.

C.&) Determinaci14én de proteina en los extractas por ia técnica de

Lowry modificada. (Peterson, 1977).

Se elabord una curva patrdn con una saluci¢en de ASH (K.9.4). Fara

lo cual se tomaron alicuotas ve la solucien de ASB y se complete
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el volamen a 1 ml con agua destilada, para obtener un rango de

cancentracién de 0 a 100 1g/ml de protefna.

Por atro lado se tomaron alicuotas de 50 ul para extractos
nucleares y 20 ul para extractos citoplasmiticos, y se llevaron a
un volumen fipal de 1 ml] con agua destilada. A cada muestra se
agregd desoxicolato de sadio (DOC) al 0.15 % (0.1 ml) y se incubo
a temperatura ambiente 10 minutos. Transcurrido este tiempo se
agregé TCA al 72% (0.1 ml), se agité y se deid precipitar 30
minutos en hielo. FPosteriormente se centrifugaron las muestras a
3000 rpm durante 15 minutos en una centrifuga a 4°c. El
sobrenadante se eliminéd y los tubos se dejaron 10 minutos a 40°C
para secar e] precipitado, a cada tubo se afladié 1 ml de agua
destilada y { ml de reactivo A (B.%.1), se agitaron y se dejaron
reposar 10 minutos a temperatura ambiente, finalmente se agregd
0.5 ml de reactivo B (B.?.2), se dejaron 30 minutos a temperatura
ambiente para que desarrollaran la reaccidn colorimétrica. Se leyd

ta absorbencia de las muestras a 750 nm.

En cada uno de los extractos se determiné el contenido de
protei{nas.

€.7) Hetodologia para marcar DNA activado.

Se preparé una solucidn amortiguadora para DNA polimerasa
(B.8.1) conteniendo 3 veces mas DNA activado que en la solucién
original (30 ug/ml), todo esto se hizo en un veldmen de léB ul  al
que se agregaron 2 ul de DNA polimerasa-1 (el fragmenta klenaow)
obteniendo un volumen total de 200 ul, contenidos en un tubo
eppendorf, se incubé a 37°C durante 30 minutos. Una vez terminado
el perifodo de incubacidén, las proteinas se extrajeron 2 veces con
fenol (200 pl), a la fase acuosa se afMadié acetato de amonio 3IM
(10 ul), etanol absoluto (420 wl) y se gquardd a ~70°C  por 30
minutos para precipitar el BNA. Después se centrifugdé en una
microfuga 1EC a mixima velocidad, durante 10 minutos a 4°C. Se
decanta el sobrenadante y la pastilla se secd en un desecador con

vacio durante § minutos.



Finalmente se resuspendi1é el DNA activado marcado en 200 ul de
un Buffer que contenfa SO M de Tris-HC1 (pH 7.4), 20 mM de KCI y
10 mM de MgClz (B.B.1) y se cangeld a -20°C hasta su uso.

C.8) Metodologia para detectar nucleasas en los extractos

nucleares.

C.B.1) Nucleasas en extractos nucleares.

Se agregd a cada tubo uha mezcla de reaccién cuyo volimen fué de
100 pl, la cual contenfa S8 ul de solucién amortiguadora para
nucleasa (B.10), 2 ul de agua destilada y 40 ul de extracto
nuclear de S50 ejes embricnarios imbibidos con SA! (extracto
control) par 3, & o 24 haoras. Se incluyd una muestra control a la

que se agregd una cantidad de agua equivalente a la del extracto.

De aquf en adelante las operaciones subsecuentes se realizaron de
la misma forma que para el ensayo de actividad de DNA polimerasa a
{€C.5.1) que incluye desde la incubacién hasta la obtencién de las

cuentas por minuto (cpe).
€.8.2) Ensayo de endonucleasa.

Se prepard una mezcla de reaccidn la cual contenfa 13 w1 de
solucidén amortiguadora para endonucleasa (B.11) y 12 4l de
extracto nuclear de 100 ejes embrionarios imbibidos con SAI por 3,

& o 24 haras.

Cada una de las tres muestras se incubd a 37°C por 30 minutas para
que se llevara a cabo la reaccién, pasteriarmente a 80°c por 10
minutas para detener la reaccion. Se centrifugd 25 segundas

aproximadamente, en una micrafuga IEC a maxima velocidad.

Una vez centrifugadas las muestras se les afMadié 2 pl de solucién
de carga para geles (§.12) y se colocaron las muestras en los

pozos del gel (C.9).



C.B8.3) Electroforesis para deteraminar presencia de endonucleasas.

Se pesd agarosa y se le agregd un volumen necesario de solucidn
para electroforesis (B.13) para forma* un gel al 1 Z. En un matraz
se calenté la mezcla hasta punto de ebullicidn (quedando 1la
agarosa completamente disuelta), se enfrid aproximadamente a s0°C
y se virtié en una cAmara para electroforesis, una vez que el gel
solidificé, se sumergié en solucién para electroforesis y se
procedié a cargar 25 ul de cada muestra al gel (muestras obtenidas

en el ensayo de endonucleasa, C.B.2).

Se corrié la electroforesis aplicando un amperaje constante de {5

mA durante & horas.

Cuando finalizé la corrida el gel se lavé con agua destilada y  se
tifid con una solucidén de bromuro de etidio (10 (g/ml) durante 35 a
40 minutos. Posteriormente el resultado de la electrofaresis se

observd por medio de un transiluminador de luz ultravioleta.

C.9) Cinética enzimitica

Se wutilizaron extractos nucleares de 3, & y 24 horas de
imbibicién, en ausencia de BA. Para cada extracto se utilizaron 50
ejes embrionarios de mafz.

Se realizaron ensayos de DNA polimerasa tipo « (C.5.1), en los que
se incubaron diferentes muestras a 37°C en un bafo marfa durante

diferentes perfodos de tiempa (10, 20, 25, 30 y 60 minutos).

Las manipulaciones siquientes se llevaron a cabo de la misma forma
que para el ensayo de DNA polimerasa tipo o (ver C.5.1), que
incluye la precipitacidn del material radiactivo incorporado en
farma insoluble en TCA hasta 1la obtencién de las cuentas por

minuto (cpm).

39



RESULTADOS

ENSAYO PARA DETECTAR PRESENCIA DE NUCLEASAS EN LOS EXTRACTDS

Debido a que el material utilizado en los ensayos para determinar
la actividad de la DNA polimerasa fueron * extractos crudos %, se
determind la posible existencia de nucleasas en éstos. Se prepard
una mezcla de reaccién que contenia DNA activado marcado con
toetil-"HTTP (C.8.1) y una muestra de extracto crudo de DNA
polimerasa nuclear correspondiente a 3, 6 o 24 horas de imbibicidn

de ejes embrionarios de mafz.

Los resultados obtenidos, mostrados en la tabla i, indican que no
hay pérdida de marca a los diferentes tiempos de imbibicidn (3, &
y 24 horas) usando como control una muestra de DNA marcado al que

no se le agregd extracto proteico (C.8.1).

extracto nuclear crudo
de DNA polimerasa

tiempo de control 3 hrs &6 hrs 24 hra
imbibicidn {sin extracto)
cpm 1444 1628 1646 1597

Tabla 1. Ensayo de nucleasa en extractos nucleares a diterentes

tiempos de imbibicidén (promedio de dos ensayos).
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ENSAYO DE ENDONUCLEASA

El resultado negativo que se obtuvo en el experimento anterior no
descartaba la presencia de endonucleasas en los extractos. Con
este fin, se prepard una mezcla de reaccidén (C.8.2) que contenia,
un plasmido de DNA circular covalentemente cerrado y extracto
nuclear crudo de DNA polimerasa de 3, 6 y 24 horas de imbibicidén.
Posteriormente, los productos de reaccidn se analizaron mediante
la técnica de electroforesis, en gel de agarosa al 1% (C.B.3). El
resultadc de la electroforesis se ohservéd por medio de un

transiluminadar de luz ultravioleta.

ta figura 1 pertenece a una fotografia de un gel de agarosa al 1%
en el cual el carril 1 coerresponde al! control (no contiene
extracto nurlear crudo de. DNA polimerasa ), donde se observan tres
bandas: la banda superior corresponde a unidades multiméricas de
DNA, la banda intermedia corresponde a un DNA relajado circular
covalentemente cerrado y la tercera banda pertenece a un DNA
superenrrollado circular covalentemente cerrado. Los carriles 2, 3
y 4 corresponden a extractos provenientes de 3, &y 24 horas de
imbibicién respectivamente. En los tres casos se observa que,
virtualmente desaparece la banda superior; que corresponde a
unidades multiméricas, posteriormente se observa una banda de un
DNA relajado circular covalentemente cerrado, seguida de ésta
aparece una banda que pertenece a un DNA lineal, después aparecen
bandas no muy claras que pudieran representar cortes en el DNA y
por dltimo, aparece una banda de un DNA superenrrollado circular

covalentemente cerrado.

El hecho de que la banda superior desaparezca casi completamente y
aparezcan multiples bandas de DNA lineal, podria indicar la
presencia de un tipo de endonucleasas de corte Gnico o mas
probatlemente; la presencia de topoisomerasas, que produjeran una
serie de estados topoldgicos del DNA, ya que como antes se
mencioné, se utilizd para el ensayo un DNA preferencialmente

circular, covalentemente cerrado.
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Figura 1. Electroforesis de DNA en gel de agarosa
al 1%. Carril 1: control (no contiene extracto
proteico). Carriles 2, 3 y 4 corregponden a
extractos nucleares de 3, &6 y 24 horas de
imbibicién de ejes embrionarios de maiz

respectivamente.
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CINETICA ENZIMATICA

Con el objeto de conocer si habfa linearidad en la incorporacién
de marca al DNA en el ensayo, decidimos realizar ensayos de DNA
polimerasa tipo « (C.6.1), variando el tiempo de incubacidén. Los
tiempos de incubacidén estudiados fueron: 10, 20, 25,' 30 y 60

minutos.

En la figura 2 se puede apreciar con claridad que la incorporacidén
del nucledtido radicactivo al DNA sigue un comportamiento de tipo
lineal, en ensayos conteniendo extractos de ejes embrionarios

imbibidos durante 3, & y 24 horas respectivamente.

tos resultados ohtenidos muestran que no se afecta la
incorporacidén de la marca al molde de DNA, aunque existan
nucleasas en los extractos para el tiempo que dura el ensayo de

DNA polimerasa (30 minutos).

EFECTO DE LA BENCILADENINA (BA) EN LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA
DNA POLIMERASA NUCLEAR Y CITOPLASMATICA.

La actividad espec{fica {A.E) se midié relacionando la
radiactividad incorporada e insoluble en 4cido tricloreacético
{TCA) durante el ensayo en farma de cuentas por minuto (cpm),
entre la cantidad de protefnas {(;g) de la muestra del extracto
crudo de DNA polimerasa (C.S.1).

En este conjunto de experimentos, en primer lugar se prohd el
efecto de la BA en la A.E. de la DNA polimerasa con un ensayo. tipo
o, de extractos nucleares y citoplamiticos (C.3). Para llevar a
caba la anterior, se utilizaron ejes embrionarios, imbibidas en

presencia y ausencia de BA (C.2) durante 3 horas.

La figura 3 muestra un incremento del 49%Z en la A.E. de la DNA
polimerasa en el extracto nuclear, cuando los ejes se imbibieron

con BA durante T horas. Para el extracto citoplasmitico fue del
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INCORPORAGION DE {metit®H) TTP. (CPM)
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Figura 2. Curva de actividad enzimatica contra
tiempo. La fuente de enzima fueron extractos nuclea-

res de ejes embrionarios de maiz imbibidos por 3,

& y 24 haras ( Ensayo de DNA polimerasa tipo a ).
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12 % bajo las mismas condiciones.

Los datos anteriores naos muestran que existe una estimulacidén
preferencial en la A.E. de la DNA polimerasa nuclear, en extractos
de ejes i1mbibidos con BA durante 3 horas, mientras que en los

extractos citoplasmaticos la estimulacién por BA 25 menor.

Al oabservar que la estimulacién por la BA se presenté
preferencislmente en la A.E. de la DONA polimerasa nuclear, los
sigulentes experimentos consistieron en saber a que tiempo durante
las primeras 24 thaoras de la germinacidén, la DNA polimerasa
responde mayormente al efecto estimulatoric de BA. Con este fin se
midi1éd la A.E. de DNA polimerasa, con ensayos ¢tipo a ¥y (3 en
esxtractos nucleares y citoplasmiticos de ejes embrionarios de malz

imbibidos por 3, &6 y 24 horas, en ausencia y presencia de BA.

Rutinariamente los ensayos ¢tipo a y ( se realizaron en las
condiciones dptimas para DNA polimerasa o y una variacidén del
ensayo (I de animales. La diferencia entre los dos ensayos estriba
en que la mezcla de reaccién para el ensayo tipo a tiene una menor
concentracidn de sales y un pH menos alcalino que para el ensayo
tipo /3 (B.8B.1 y B.B.2). Usualmente para el ensayo tipo [ se
utiliza una fuerza i¢nica de 100 mM de KC! y un pH de B8.5; y se
lleva a cabo una preincubacién de la mezcla de reaccidén can
N-etilmaleimida (NEM), inbibidor de DNA polimerasa o« de animales,
con el fin de inactivar esta polimerasa (Vazquez, a. y
Vazquez—-Ramos, 1988). Sin embargo, en el caso de plantas y en
especial en maiz se ha encontrado que NEM inhibe totalmente 1la
actividad enzimitica de DNA polimerasa, a cualquier pH y fuerza
ifnica (Meleéndez Lépez, S5.G., manuscrito en preparacidén). En un
trabajo previo de este labaratorio, se determind que el pH de 8.5
y la utilizacién de fuerza idnica alta (>100 mM) inhibe mis de 75%
a una DNA polimerasa parcialmente  purificada, por lo que se
decidi¢ utilizar esta modificacidn del ensayo para DNA polimerasa
1 con el propdsito de tratar de diferenciar entre posibles enzimas
presentes.
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% DE ACTIVIDAD ESPECIFICA (AE)

200%

Nu (-BA) Hu (+BA) ¢l (-BA) <! (+BA)

Figura 3. Porcentaje de actividad especlfica de la
DNA polimerasa, en extractos nucleares (Nu) y cito-
plasmaticos (Ct), de ejes embrionarios de maiz im-
bibidos por 3 horas en ausencia y presencia de Ben—

ciladenina (BA). ( Ensayo tipo o).
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Aungque en realidad no sabemos si existen dos tipos diferentes de
enzimas o s&lo se trate de una sola enczima, que responde de manera

diferente a la variacidn de sales y de pH.

Los datos que a continuacidn se presentan son €1 promedic de al

menos S5 experimentos independientes.

En la tabla 2A observamos que la A.E. de la DNA polimerasa nuclear
en los ensayos tipo a y [ se estimula por BA. La mayor
estimulacién se presenta a 3 y 24 horas de imbibicién. A las 3
horas de imbihicién la A.E. de la DNA polimerasa, para el ensayo
tipo a se estimula 32%Z y en el ensayo tipo (3 se estimula 24%. Los
resultados a 24 horas de imbibicién son de 3&4%Z y 37X de
estimulacién para el ensayo tipo a y [ respectivamente. La
estimulacién a 6 horas es menor con 17% y 10X para el ensayo ay 3

respectivamente.

En la tabla 2B podemos observar que el comportamiento en la A.E.
de la DNA polimerasa, en los ensayos tipo o y (? en extractos
citoplasmaticos, es diferente con respecto a los extractos
nucleares. En los diferentes tiempos de imbihicién, para el ensayo
tipo a no se presenta estimulacién por BA en la A.E. de 1la DNA
polimerasa en extractos citoplasmiticos, y para el ensayo tipo £
5dla se presenta estimulacién por BA a & bhoras de imbibicidén
siendo ésta de 9%.

En la tablas 2A y 2B los datos entre paréntesis coarresponden al
promedio de A.E. de los ensayos, dado como cpm/pg de proteina.

EFECTO DE INHIBIDORES DE LAS DNA POLIMERASAS DE ANIMALES EN LA
ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA DNA POL IMERASA NUCLEAR Y
CITOPLASMATICA.

Se ha observado que NEM y ara-CTP inhibidores de las DNA
polimerasas o« de animales, tienen un alto paoder inhibitorio
(alrededor de 90%) sobre la actividad de las enzimas aisladas a
partir de extractos totales de ejes embrionarios de maiz de 3 y 24
horas de imbibicidén (Vazque:z A., 1984).
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A %

DE ESTIMULACION

DNA polimerasa tiempo de imbibicién
nuclear
3 hrs 6 hrs 24 hrs
ensaya tipo
o 32 214 17 + 8 36 12
(A.E.= 346) {A.E.= 390) (A.E.= 119)
[} 24 2 6 10 £ 2 37 £ 24

(A.E.= 181

{R.E.= 1542

(A.E.= 108)

B % DE ESTIMULACION
DNA polimerasa tiempo de imbibicidn
citoplasmitica
3 hrs & hrs 24 hrs
ensayo tipo
a o] o] (o]
(A.E. = &8) {A.E.= 63 (A.E.= 24)
n [} 9t é 0
(A.E.= 22) (A.E.= 19 (A.E.= 20}

Tabla 2. Porcentaje de estimulacién de

especifica (A.E.) de la DNA
(BA), en extractos de ejes

palimerasa nuclear y B)

a8

DNA polimerasa

polimerasa por

embrionarios de

actividad

Benciladenina
malz. A) DNA
citoplasmatica.



Ademas, se ha visto gque la actividad de la DNA polimerasa de
extractos nucleares y citoplasmaticos de ej)es embrionarios de
matz, es fuertemente 1nhibida por NEM (Meléndez Ldépez, S.G.,

comunicacidn persanal).

tas DNA polimerasas aisladas de ejes embrionarios de maiz a
diferentes tiempos de la germinacién, son sensibles a afidicolina,
inhibidor de DNA polimerasa o de animales, siendo inhibidas 10% a
-

3 horas y 60% a 24 horas después de establecida la imbibicidén
(Vazquez A., 19856).

Otros estudios realizados en el mismo modele indican que ddTTP,
inhibidor clasico de la DNA polimerasa 3 de animales, muestra
diferencias en la inhibicien de la enzima aislada a cero horas de

la germinacien (Coello Coutifio, 1989).

Debido a estos antecedentes se decidié usar afidicolina y ddTTP en
el presente trabajo, con el fin de distinguir entre diferentes

actividades de la DNA polimerasa nuclear.

Se determiné la A.E. de la DNA polimerasa haciendo ensayos tipo a
y i en presencia de los i1nhibidores antes mencionados (C.5.3), en
extractos nucleares y citoplasmaticaos obtenidos de ejes
embrionarios de maiz, imbibidos en presencia y ausencia de BA
durante 3, & y 24 horas. La accidn de estas sustancias sobre las
DNA polimerasas de animales han sido muy bien caracterizadas
(Ikegami et al, 1978; Ohashi et al, 1978).

Las figuras S5A y 5B muestran que afidicolina, fuerte inhibidor
de la DNA polimerasa a de animales, presenta diferente grado de
inhibici1¢én en la A.E. de la DNA polimerasa para laos ensayos ay f3

tanto en extractos nucleares como en citaplasmaticos.

En la figura S5A se observa que en extractos nucleares de muestras
tratadas en presencia o ausencia de BA, los valaores de inhibicién
por afidicolina en la A.E. de 1a DNA polimnerasa, tanto para el
ensavo tipo o como para el tipo {3, son en general muy variables en
los tres diterentes tiempos de wmbibicidn, encontrando valares de

inhibici1en desde 24% hasta 417,
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En la figura 5B se observa que en los extractos citoplamiticos de
muestras tratadas en presencia y ausencia de BA, la A.E. de 1la
enzima tanto del ensayo tipo a como del ensayo tipo f3, presaenta
también diferentes valores de inhibicién por afidicolina (desde
247 hasta S6%). Es notable que a 24 horas de imbibicién la A.E. de
esta enzima es en general mas sensible al efecto de dicho
inhibidor con respecto a 3 y & horas después de establecida la
imbibicidén.

Es importante mencionar que afidicolina se disuelve en
dimetilsul féxido (DMSQ), ya que es insoluble en agua. Por lao que
fue necesario hacer un segunda control, al cual se le adicioné una
cantidad equivalente del solvente en lugar de dicho inhibidor. De
manera interesante se observé siempre un efecto estimulatorio de
la A.E. de la DNA polimerasa con DMSO, preferencialmente en la
fraccidén nuclear, el cual fue generalmente de 50Z o més. Lo
anterior hace suponer que la actividad de esta enzima, se favorece
en un medio hidrof&bico. Todos 1los resultados al utilizar

afidicolina estin corregidos con respecto al control con DMSO

En lo que se refiere a ddTTP, inhibidor clisico de la DNA
polimerasa A en animales, éste muestra un porcentaje de inhibicidn
n;uy alto (entre 0% y 100%Z) tanto en nicleos como en citoplasma
para todos los casos (ver figura &6A y &B).
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Figura S5A. Inkibici¢n por Afidicolina de la actividad
especitica oe la DNA polimerasa nuclear de ejes embrionarias
de malz imbibidos por 3, 6 y Z4 horas.
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embrionarios de ma{z imbihidos por 3, & y 24 horas.
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DISCUSION

Se sabe que el contenido de 4cidos nucléicos se incrementa al
aplicar exdgenamente citocininas a tejidos vegetales (Yokoyama et
al, 19E0; than v Heit, 1969; Grierson et al, 1977; Tsuji et al,
1979 .

Existen evidencias de que la citocinina Benciladenina (BA)
estimula la stntesis de DNA y la actividad especifica (A.E.) de la
DNA polimerasa, en extractaos totales de ejes embrionarios de maf:z
{Reyes Jimene:z, 1988)

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que, la BA
estimula preferencilalmente la A.E. de la DNA polimerasa en
extractos nucleares con respecto a extractos citoplamaticaos de

ejes embirionarios de maiz jmbibidos a 3, & y 74 horas.

Es necesario mencionar gque la A.E. de las DNA palimerasas, nauclear
y titoplasmitica, se determinaron por medio de ensayos tipa ay [i

En ambos casos se observe la misma tendencia de los resultados.

En la tabla 2 se puede aobservar gue para el ensayo tipo 3 laos
valores de A.E. y porcentaje de estimulacién por BA, por lo
general siempre fueron menares, con respecto al ensayo tipo oo En
estos resultados se observd que la ALE. de la DNA  polimerasa del
ensayo tipo (3, fue menor en un rango de 9% & TO%  aproximadamente;
y en la que respecta al efecto por EA, los porcentajes de
estimulacicn para el ensayo tipo 3 estan entre 7% y BZ mis abajo
que para el ensayo de tipa oo

Lo anterior nec necesariamente indica la presencia de otra enzima,
yé que puede tratarse de una enzima trabajando menos
eficientemente, debibo a las condiciones del ensayc. No obstante
eniste evidencia indirecta que sefala la presenczis de al menos dos
enzimas, tanto en extractos nucleares como en citoplasméticos

‘Melender Lopes v Coelio Coutifio, comunicacidn personal)l.
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E1 mayor porcentaje de estimulacién por BA en la A.E. de la enzima
auclear se presenté tanto a 3 como a 24 horas de 1mpibicién, los
resultados son muy similares entre si. La estimulacien por BA a &
horas de imbibici“n es menor. Es dificil decir en base a lo
anteriormente expuesto, cual de las enzimas; 51 existe mas de una,

es la que fué estimulada por BA.

En cuanta a los extractos citoplasmaticos, solo se presentos
estimulaci¢n por BA a 6 horas de imbibicidén para el ensayo tipo 3,
lo cual hace suponer, que posiblemente hubo contaminacién del

extracto citoplasmatico con el extracto nuclear.

Zarain (1987), ha sugerido que el inicio de la germinacien (0O-3
horas) es el mejor tiempo para que se mentfieste la estimulacién
de la BA en ejes eabrionarios de malz. En este trabajo, se
encontréd que a 3 horas de imbibicién la estimulacidén por BA en la
A.E. de la DNA polimerasa nuclear es mayor que a & noras. Por otra
parte, se ha encontrado que al menos durante las primeras & horas
de imbibicidn de ejes embrionarios de matz, no existe sintesis de
nove de la DNA polimerasa en extractos totales (Reyes Jimene:z,
19868}, por lo que la estimulacién de la enzima en presencia de la
BA, puede ser debido directa o indirectamente, a la estimulacién

de la enzima per se.

Vazguez Ramos y 5. Lopez (16847 encontraron que entre y 15
horas después de establecida la imbibicidn de ejes embrionaricos de
matz, se 1inicia la sintesis replicativa de DNA. Estudios
citol#gicos de estos tej)idos muestran que las primeras mitosis
marcadas, ocurren a las 24 horas de imbibicien (Baiza et al,
1989), por lo tanto, al existir divisi¢n celular habra una mavoar
cantidad de DMNA total e 1gualmente se espsra  encontear una
actividad enzimatica alta, lo gue sugiere que 4 24 hores de
imbibici4n la BA causa estimuldcién en la dupiicac.mn de DN4 y se

vea estimslada la actividad de la DNA polimerasa nuclear,

Far otra parte, inhibidores clasicos de las DHNA poluimerasas  ae

animales como lo son afidicolina para la ensima o - JdTTF para 1



enzima (3, fueron utilizados en los ensayos de A.E. de ta DNA
palimerasa en entractos de ejes embrionarios de mafz para ayudar a
determinar el tipo de DNA polimerasa presente.

La DNAR polimerasa nuclear es moderadamente sensible al efecto
inhibidor de afidicolina, tanto para el ensayo de tipo a como para
el de 3, en muestras tratadas con y sin BA para los 3 diferentes

periodos de germinacidn realizadas.

En lo referente a los extractos citoplasmaticos, la inhibicidén por
afidicolina en la A.E. de la DNA polimerasa para ensayos o Yy
3y muestra diferencias en dichos valores, que es mayor a 24 horas
de imbibicidén que para I y & horas de imbibicién, en muestras

tratadas en presencia y ausencia de la BA.

Por su parte, ddTTP inhibe altamente la A.E. de la DNA polimerasa
en los ensayas tipo « y 3, tanto en extractos nucleares como en

citoplasmaticos imbibidos en presencia y ausencia de la BA a los 3

tiempos de germinacidn estudiados.

Fesumiendo, la DNA polimerasa encontrada es fuertemente inhibida
par ddTTP, por lo que se descarta la posibilidad de que se trate
de una DNA polimerasa a clasica de animales. Tampoco se puede
decir que se trata de una DNA polimerasa 3 debido a que esta
enzima es fuertemente inhibida por NEM (Melendez L4pez, manuscrito
en preparacién), ademas de que afidicolina la 1nhibe entre 254 y
S0%.

Recientemente se ha descrito en el labeoratorio, que esta enzima
puede utiliczar ribohomopol {meros sintéticos como
politrA)-oligo(dT), caracteri{stica de la enzima y pero no de la
DNA polimerasa (! de animales {(Melendez Ldépez, manuscrito en

preparacisn).

Por lo anterior, las caracteristicas de la enzima la definen mas
como una DNA polimerasa tipo y. Esta enzima en mamiferos es
altamente inhibida por NEM, ddTTF Yy puede utilizar
ribohomapolimeros sintéticos, aunque no es afectada por
afidicolina (Litvak y Ceastroviejo, 1987). Por le anterior es

importante hacer notar gue las BNA polimerasas de plantas, se
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comportan de manera attpica en presencia de inhibidores
especificos de las enzimas de animales. Se hace imprescindible la
purificacidn de las DNA polimerasas de plantas y su oosterior
caracterizacidn, para tener una idea mas clara del ntnero y tipos

presentes en éstas.

Finalmente, a manera de comentario; se ha observado que el
dimetilsulfdxido (DMS0), estimula la actividad de la DNA
polimerasa de tipo & aislada de placenta bhumana (Lee et al,
1984}, incidentalmente,.tal efecto estimulatoric también se hace

presente en la actividad de la DNA polimerasa nuclear.

S8



CONCLUSIONES

1).- ta Benciladenina (BA) estimula 1la actividad espec{fica
(R.E.) de 1la DNA polimerasa nuciear en extractos de ejes
embrionarios de mafz. La estimulacién a las 3 y 28 horas de la

germinacién es mayor.

Al parecer la BA no afecta 1la A.E. de 1la DNA polimerasa en

extractos citoplasmé&ticos de ejes embrionarios de ma{z.

2).- Con el uso de inhibidores clisicos de las DNA polimerasas de
animales no fue posible distinguir diferentes actividades de las
DNA polimerasas de extractos de ejes embrionarios de mafz. Con
ésto puede concluirse que las DNA polimerasas de plantas no
responden de igual manera al efecto de inhibidores que las de su

contraparte animal.

3).- La DNA polimerasa presente en nicleos podria ser de tipo p,
aunque no es posible aun descartar la presencia de otra DNA

polimerasa en nicleas.

ESTA TESIS NO DEBE
SALIR DE LA BIBLIGTECA
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